UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

Adriana de Melo Gallindo Borges

ESTUDO DE ADESAO E PROLIFERAGCAO CELULAR SOBRE
SUPERFICIES DE FILMES POLIMERICOS MODIFICADOS
POR PROCESSO DE PLASMA FRIO COM DESCARGA DE
BARREIRA DIELETRICA

Tese submetida ao Programa de Pds-
Graduagcdo  em Quimica  da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do Grau de
Doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Valdir Soldi

Florianoépolis

2012






Catalogacdo na fonte elaborada pela Biblioteca da
Universidade Federal de Santa Catarina

HOH R O

o} - Universidades Fesd
ncias Fisicas e Matematicas.
Quimica.

Santa Catarina,
ograma de Pos-

Encias

flasma de baixa temperatura. 2. Células -
Fibroblasto. I. Soldi,







Adriana de Melo Gallindo Borges

ESTUDO DE ADESAO E PROLIFERACAO CELULAR SOBRE
SUPERFICIES DE FILMES POLIMERICOS MODIFICADOS POR
PROCESSO DE PLASMA FRIO COM DESCARGA DE BARREIRA

DIELETRICA

Esta Tese foi julgada adequada para obtengdo do Titulo de
Doutor em Quimica no Programa de Pos-Graduacio em Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Flon'anép?i‘

Prof, D#” Almjt Spinelli

Coordenador do Programa

Banca Examinadora:

£ /////// ///(/

/ Ptof. Dr. Valdir Soldi

P

Onentador (DQ-UFSC)
Profa. Dfa. Rosane A. Ligabue Prof. Dr. Guilherme M. O. Barra
(DQ-PUC/RS) (EMC-UFSC)
s
Prof. Dr. Rlcardo José N Prof. Dr. Nito Angelo Debacher

(DQ-UESH (DQ-UFSC)






“Os ventos que as vezes tiram algo que amamos, SA0 0S Mesmos
que trazem algo que aprendemos a amar...

Por isso ndo devemos chorar pelo que nos foi tirado e sim,
aprender a amar o que nos foi dado. Pois tudo aquilo que € realmente
nosso, hunca se vai para sempre...”” Bob Marley

Dedico este trabalho ao meu querido pai.
Lembro como se fosse hoje vocé cantando esta masica para mim.
Ela soard em meus ouvidos para sempre.

O Coisinha Tao Bonitinha Do Pai,
O Coisinha Tao Bonitinha Do Pai.






AGRADECIMENTOS

Ao professor Valdir Soldi pela oportunidade, orientacgdo,
dedicacéo e amizade e por toda a confianca em mim depositada desde o
inicio do mestrado. Principalmente por ter me proporcionado
independéncia na realizacdo deste trabalho. Obrigada por tudo!

Aos professores membros da banca examinadora pela gentileza
em aceitarem o convite e pela dedicacdo em ler este trabalho.

Ao professor Nito pela colaboracdo e em especial ao seu aluno
Luis Otavio pela ajuda na modificacdo superficial por plasma.

Ao professor André Pasa e seu aluno Vinicius do Departamento
de Fisica da UFSC pela ajuda na execucdo e discussao das analises de
AFM.

Ao professor Celso do Departamento de Engenharia Mecanica da
UFSC por ter disponibilizado o aparelho de &ngulo de contato e em
especial ao Giuseppe pela ajuda nesta analise.

Ao professor Claudio Radtke do Instituto de Fisica da UFRGS
pela execucdo das analises de XPS.

Agradeco a professora Maria Claudia e suas alunas Marley e
Pamela do Departamento de Anéalises Clinicas da UFSC pela ajuda na
realizacdo e discussdo das analises de adesdo celular e citotoxicidade.
Igual agradecimento ao professor Jamil do Departamento de
Farmacologia da UFSC pela principal colaboracdo no que diz respeito a
aplicacdo deste trabalho. Tenho aprendido muito com vocés!

A Marly pela amizade e pelos conselhos nos momentos dificeis.

Aos amigos do Laboratério de Materiais Poliméricos
(POLIMAT), especialmente a minha amiga Ledi e a Silvia que me
ajudaram na execucdo deste trabalho. Agradeco imensamente pela
convivéncia durante esses anos e por tornarem o ambiente de trabalho
sempre agradavel e estimulante. O melhor laboratdrio!

As minhas queridas amigas quimicas Gi Almerindo e Lidi,
obrigada por todo carinho e amizade. “Porque amigo nao se pede, ndo se
compra, nem se vende. Amigo a gente sente!” (Machado de Assis)

A todos os professores do departamento de quimica da UFSC que
contribuiram para que eu chegasse até aqui, e em especial, ao professor
Eduardo Antdnio Pinheiro (in memorian) pelo grande ensinamento na
area de Fisico-Quimica e pelo grande exemplo de seriedade,
competéncia e ética.

Agradeco a Grace e ao Jadir, pela sempre pronta ajuda prestada
durante este periodo.



Ao CNPq pelo suporte financeiro durante o desenvolvimento
deste trabalho.

Aos amigos Gizelly e Arthur por estarem presentes em todos 0s
momentos. “A amizade € um amor que nunca morre” (Mario Quintana)

A minha cunhada Andrezza Borges por todo amor, conselho e
amizade. Obrigada por tudo!

Ao meu irmdo Agenor, minha cunhada Adriana, meu afilhado
Felipe e ao meu sobrinho Vinicius pela compreensdo quando nao
consegui estar presente. Minha familia, meu porto seguro!

A minha segunda familia, minha Sogra Beatriz pelo carinho,
amizade e ajuda nos momentos que eu mais precisei. Obrigada com todo
meu amor! Aos meus cunhados Amanda e Matheus pela amizade.

A minha mie, que apesar de todas as dificuldades, me ajudou de
todas as formas possiveis e imaginaveis para gque eu alcancasse meus
objetivos. Pelas licBes de honestidade e humildade. Te amo muito...

Em especial, ao meu amado esposo Daniel, por todo seu
companheirismo e compreensdo nos momentos de auséncia durante a
redacdo desta tese e pelas dicas valiosas para este trabalho. Obrigada por
vocé ser essa pessoa indescritivel e tornar a minha vida mais feliz.
Obrigada "papai” por proporcionar este momento magico que estou
vivendo. Te amamos eternamente!

Agradeco, enfim, a Deus, por estar sempre presente, ter me
inspirado e iluminado meu caminho.



“A alegria esta na luta, na tentativa, no sofrimento envolvido.
N&o na vitoria propriamente dita”

Mahatma Ghandi






RESUMO

Este trabalho descreve a sintese de filmes poliméricos, sua modificagédo e
a avaliacdo quanto a adesdo de espécies celulares. Filmes de poliestireno
(PS) e poli (metacrilato de metila) (PMMA) e mistura com 1:1 de
composicdo preparados por casting foram avaliados quanto ao
crescimento e proliferacdo de fibroblastos L-929. Estudos envolvendo
modificacdo da superficie destes polimeros foram desenvolvidos, com
resultados promissores decorrentes da utilizacdo de plasma frio através
de descarga de barreira dielétrica (DBD) para induzir a modifica¢do da
superficie, ap6s planejamento fatorial das condigfes experimentais.
Alteracdes nas propriedades da superficie com relagdo as amostras nao
tratadas foram acompanhadas por medidas de angulo de contato, energia
de superficie, histerese, microscopia eletrénica de varredura (SEM) e
SEM com espectrometria de energia dispersiva, microscopia de forca
atdbmica (AFM) e espectrometria fotoeletrénica de raios-X. Apo6s o
tratamento, excelente aderéncia e proliferacdo de células foram
observadas em todos os filmes com maior proliferacdo celular no filme
PS/IPMMA 1:1. Filmes finos de zeina obtidos por spin coating foram
também tratados por plasma frio com DBD. Ap6s o tratamento, uma
pequena variacdo de molhabilidade foi detectada, aléem de aumento de
rugosidade. A adsorcdo de albumina de soro bovino na superficie dos
filmes foi também avaliada. Todos os filmes apresentaram excelente
adesdo das células L-929 apds os dois tratamentos. Resultados
preliminares para filmes finos nanoestruturados formados a partir de dois
copolimeros em bloco de poliestireno e poli(acido acrilico) sdo também
descritos. Ambos os filmes, ap6s andlise por AFM, apresentaram
superficies mais rugosas e uma significativa melhora na adesdo e
proliferacdo das células L-929, o que os torna potenciais biomateriais
para aplicacdo biomédica.

Palavras-chave: Filmes poliméricos, plasma frio, proliferacdo celular,
fibroblastos.






ABSTRACT

This work describes the synthesis of polymeric films, their surface
modification and an evaluation of their ability to promote adhesion of
cell species. Films formed with the casting technique from poly(styrene)
(PS), poly (methyl methacrylate) (PMMA) and a 1:1 mixture of both
were evaluated towards the growth and proliferation of L-929 fibroblasts.
Studies involving the surface modification of the polymeric films were
carried out, with promising results obtained from the use of cold plasma
generated by a dielectric barrier discharge (DBD), following a factorial
design for optimization of the operating parameters. Changes in the
surface properties of the plasma-treated films were evaluated by means
of contact angle, surface energy and hysteresis measurements, scanning
electron microscopy (SEM) and energy-dispersive SEM, atomic force
microscopy (AFM) and X-ray photoelectronic spectrometry. Substantial
proliferation of cells was observed on the surface of all plasma-treated
films, with a superior performance of the PS/PMMA 1:1 film. Thin films
produced from zein using the spin coating technique were also submitted
to DBD-cold plasma treatment. A minor variation in the wetability of the
plasma-treated films was observed, in addition to increased rugosity. The
effect of adsorption of bovine serum albumin on the polymeric film
surface was also evaluated. Both surface-based treatments resulted in
enhanced adhesion of L-929 cells on the polymeric films. Preliminary
results for nanostructured thin films formed from two block copolymers
of poly(styrene) and poly(acrylic acid) are also presented. AFM analysis
of the surface of both plasma-treated films evidenced increased rugosity,
which was accompanied by a substantial improvement in the adhesion
and proliferation of L-929 cells, turning these polymeric films into
promising biomaterials.

Keywords: Polymeric films, cold plasma, cell proliferation, fibroblasts.
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v.P — Componente polar da energia de superficie do liquido

vs — Energia de superficie do sélido

vs? — Componente dispersiva da energia de superficie do sélido

vs" — Componente polar da energia de superficie do sélido

A — Histerese

@ Angulo de contato

.- Angulo de avango

@.— Angulo de contato de equilibrio

6.— Angulo de recuo

 — Pardmetro de interac@o de Flory-Huggins
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A escassez mundial de doadores para transplante de tecidos ou
Orgdos se torna um problema de grandes proporcdes tanto para a salde
publica quanto de ordem socio-econdmica. Estes transplantes sdo
necessarios para corrigir a perda total ou parcial da fungdo de um érgao
ou tecido, independente da sua causa. Assim, diante da complexidade e
desafios aparece a engenharia tecidual como a convergéncia de diversas
areas do conhecimento humano focadas na aplicacdo clinica. Esse novo
e excitante campo das ciéncias aparece como um caminho para
entender, mimetizar e aumentar a capacidade regenerativa dos tecidos e
6rgdos humanos, promovendo a cura de tecidos ou a substituicdo de
6rgdos (SILVA, 2008).

Atualmente, pesquisadores vém utilizando, de modo sistematico,
macromoléculas sintéticas e/ ou naturais para a fabricagdo de
biomateriais, elementos que visam substituir um tecido ou d&rgdo
bioldgico com a finalidade ultima de favorecer a vida. O sucesso de um
polimero a ser utilizado como biomaterial depende, em parte, da adesdo
e proliferacdo das células de interesse na sua superficie.

Os recentes avangos da nanotecnologia tém também
proporcionado desenvolvimentos significativos na area de biomateriais.
De uma forma genérica, a nanotecnologia refere-se a um campo da
ciéncia e da tecnologia aplicada, no qual o controle da matéria é
efetuado a nivel molecular. De fato, as recentes investigacOes na area de
materiais nanoestruturados para aplicacdes na area biomédica tém se
baseado na premissa de que estes nanomateriais podem ser sintetizados
e funcionalizados em dimensBes semelhantes as dos constituintes dos
préprios tecidos a regenerar.

Filmes poliméricos possuem um vasto campo de aplicacdo,
devido a algumas propriedades que sdo inerentes a esse tipo de material,
tais como boa resisténcia mecéanica e baixo custo de producdo.
Entretanto, possuem limitacbes como baixa tensdo superficial e baixa
rugosidade, que impedem o uso dos mesmos para algumas finalidades,
principalmente quando esse uso requer que o material possua uma boa
molhabilidade. Dentre as varias técnicas existentes para aumentar a
tensdo superficial, as técnicas que utilizam o plasma como fonte
energética sdo as mais promissoras pela versatilidade e por ndo
apresentar agentes nocivos ao meio (COSTA, et al.,, 2008). Em
particular, o plasma gerado em descargas com barreira dielétrica (DBD)
que operam a pressdes proximas a da atmosfera, vém sendo utilizadas
para o proposito de tratamento superficial. A vantagem desse tipo de
modificacdo é que as propriedades da superficie e a biocompatibilidade
podem ser aumentadas seletivamente, enquanto os atributos do material
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permanecem inalterados. Além da modificacdo de superficie por plasma,
a modificacdo por processo bioldgico, através da adsorcao de fatores de
crescimento celular, tais como as proteinas, parece bastante promissora,
uma vez que ajuda a reduzir a resposta inflamatdria e,
consequentemente, aumenta a adesdo e proliferacdo celular (D"SA et al.,
2010).

Neste contexto, é que se insere este trabalho de tese que teve
como finalidade estudar trés tipos de sistemas poliméricos, todos com o
proposito de investigar a aplicabilidade como biomaterial. O primeiro
esta relacionado a producdo de filmes via casting a partir de polimeros
sintéticos formados por poliestireno (PS) e poli(metacrilato de metila)
(PMMA). Os outros dois sistemas, um de base proteica e outro um
copolimero em bloco, foram preparados e utilizados na forma de filmes
finos. No sistema proteico, foi utilizada a zeina (proteina do milho) por
se tratar de um polimero biodegradavel, tornando mais ampla e
interessante a sua aplicabilidade. No caso do terceiro sistema, o
polimero utilizado foi um copolimero do tipo dibloco formado por PS e
poli(acido acrilico) (PAA) - (PS-b-PAA). O aspecto interessante deste
sistema esta na capacidade do mesmo em formar nanoestruturas.

Os trés sistemas tiveram suas superficies modificadas por um
sistema de plasma frio com um reator do tipo descarga de barreira
dielétrica (DBD), a fim de torna-las mais propicias a adesdo e
proliferacdo celular. Além disso, no segundo sistema foi realizada uma
modificacdo bioldgica através da adsor¢do de um fator de crescimento
celular, a albumina sérica bovina (BSA). Estudos de caracterizacdo de
superficie foram realizados para todos os sistemas estudados,
envolvendo diversas técnicas.
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2.1. Biomateriais

Uma possivel definicdo de biomaterial € de uma substancia ou
combinacdo de duas ou mais substancias, de origem natural ou sintética,
idealizada para ser incorporada por qualquer periodo de tempo, com a
finalidade de substituir matéria viva que deixou de ter a sua funcéo,
podendo ou ndo servir como veiculo, matriz, suporte ou estimulador
para o crescimento de novo tecido (WILLIANS, 1987).

A utilizacdo de biomateriais para o reparo de tecidos vivos tem
aumentado consideravelmente nas Gltimas décadas, devido ao
desenvolvimento de novos materiais € a uma melhor compreensdo dos
mecanismos de sua interagdo com os organismos vivos (ALAERTS et
al., 2001; HE et al., 2004; SEIDI et al., 2011; CHENG & CAO, 2010;
ARTZI et al., 2011; SMOLKO et al., 2001). Quanto ao tipo de material,
os biomateriais podem ser classificados como metais, ceramicas,
compdsitos e polimeros (RAABE et al., 2007; OAK & INOUE, 2007;
LIU et al., 2006; LI et al., 2004; MOLLICA et al., 2006).

Os materiais metalicos tém sido usados na confeccdo de
implantes devido as suas boas propriedades mecanicas, facilidade de
fabricacdo e baixo custo. Certos elementos metélicos sdo tolerados pelo
organismo em quantidades limitadas, sendo alguns até essenciais para
funcdes celulares ou metabolicas. Em quantidades elevadas, porém, sdo
altamente agressivos em virtude da corrosdo metélica, uma vez que a
corrosdo € passivel de ocorrer em ambiente fisioldégico. Quando ocorre
corrosdo, pode-se comprometer as propriedades mecéanicas do implante
metalico, como também pode haver enfraquecimento das interacdes
implante-metal, comprometendo a fixacdo do mesmo. Além disso, 0s
produtos de corrosdo migram para os tecidos na regido do implante,
trazendo efeitos indesejaveis (OREFICE et al., 2006).

Os materiais ceramicos sdo compostos inorganicos tipicamente
duros, com vasta aplicacdo na area médica (OREFICE et al., 2006).
Dentre estes materiais destacam-se as ceramicas microporosas a base de
fosfato de calcio, em razdo da semelhanca quimica, mineraldgica e
cristalografica a do esqueleto humano, o que favorece a
biocompatibilidade e regeneracdo de tecidos duros (DACULSI, 1998;
DAS et al., 2001). Entretanto, a baixa resisténcia mecéanica limita suas
aplicacBes em regides sujeitas a solicitacbes mecanicas elevadas
(ZHITOMIRSKY, 2000).

Materiais compositos sdo materiais formados por dois ou mais
componentes com distintas composicdes, estruturas e propriedades e que
estdo separados por uma Unica interface. Uma grande vantagem na
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producdo de compdsitos &€ de combinar diferentes materiais para
produzir um Unico dispositivo com propriedades superiores as dos
componentes unitarios. Dessa forma, compdsitos com finalidades
biomédicas sdo facilmente encontrados em dispositivos e sistemas
modernos. Em termos de propriedades mecanicas, 0s compdsitos
apresentam propriedades mecénicas muito superiores as dos outros
materiais, incluindo metais e ceramicas. Entretanto, como desvantagem
geral dos compdsitos pode-se citar a dificuldade de processamento
(OREFICE et al., 2006).

No intuito de substituir os materiais metalicos, ceramicos e
compdsitos, ou torna-los mais resistentes, varios polimeros tém sido
estudados e indicados para aplicacdes na area médica.

Os polimeros sdo representados por um extenso grupo de
materiais que apresentam cardter macromolecular. Podem ser
produzidos através da polimerizacdo de mondmeros - polimeros
sintéticos ou de origem bioldgica - polimeros naturais. Podem ainda ser
classificados como polimeros puros, apresentando apenas um tipo de
mondmero; como copolimeros, quando a cadeia apresenta dois ou mais
tipos de monémeros diferentes ligados quimicamente; ou como blendas
poliméricas que sdo misturas fisicas de dois ou mais polimeros puros
sem que haja uma ligacdo quimica entre eles (CANEVAROLO JR,
2002; LUCAS et al., 2001; ELIAS, 1984).

Os polimeros apresentam grande potencial de uso em
biomateriais devido as varias caracteristicas que apresentam e que 0s
tornam, muitas vezes, essenciais para desempenhar fungdes especificas,
pois sdo, geralmente, faceis de produzir e manusear e apresentam
caracteristicas mecénicas semelhantes as dos materiais biologicos. A
escolha de um polimero para ser usado como biomaterial passa
necessariamente pela analise de um conjunto de requisitos (JALILI et
al., 2009):

e Ser biocompativel;

e Suportar crescimento de novo tecido;

o Favorecer a fixacdo e proliferacéo celular;

e Controlar a resposta inflamatéria e imunoldgica;

e Ser quimicamente estavel;

o Ser relativamente barato, reprodutivel e de facil fabricacdo.

Entre estas caracteristicas, a biocompatibilidade é considerada a
mais importante, pois € vista como a habilidade de um material em
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desempenhar uma resposta apropriada no hospedeiro em uma aplicacdo
especifica, minimizando reacGes alérgicas, inflamatérias ou toxicas,
quando em contato com os tecidos vivos ou fluidos organicos (ELIAS,
1984). A biocompatibilidade compreende as interacdes dos tecidos
humanos e fluidos, incluindo sangue, com um implante ou material. Um
biomaterial deve ser biocompativel numa aplicacdo especifica; assim, as
especificacbes da biocompatibilidade devem incluir as condigfes de
utilizagdo (JALILI et al., 2009; SILVER & DOILLON, 1989).

Os biomateriais poliméricos podem ser de origem sintética,
natural ou de uma combinagdo de ambos.

2.1.1 Polimeros sintéticos

Esforcos para o desenvolvimento de polimeros sintéticos,
particularmente a borracha sintética, foram intensificados apds a
Segunda Guerra Mundial, quando muitos materiais naturais nao
atenderam a alta demanda. Posteriormente surgiram varios tipos de
polimeros, que foram responsaveis pelas constantes modificagdes nos
habitos da populacdo do mundo atual (OREFICE et al., 2006;
CANEVAROLDO JR, 2002).

Os polimeros sintéticos fazem parte do cotidiano, e representam
uma das classes de materiais mais versateis que existem, apresentando
inimeras aplicacBes, entre as quais, na area biomédica. Os polimeros
sintéticos sd8o o0s materiais mais extensivamente usados como
biomateriais. Possuem como principais propriedades, alta flexibilidade,
alta resisténcia ao impacto, baixas temperaturas de processamento e
principalmente excelente propriedades mecénicas (SAITO et al., 2005).
Estes polimeros foram utilizados primeiramente como suturas a base de
poliamidas sintéticas (Nylon). Um pouco mais tarde (1945), foram
documentadas as primeiras aplicagfes de poli(metacrilato de metila)
(PMMA), poli(tereftalato de etileno) (PET) e poli(cloreto de vinila)
(PVC). J& em 1950, polimeros como polietileno (PE), poliuretano (PU)
e poli(tetraflbor etileno) (PTFE) comecaram também a ser usados em
aplicacdes biomédicas (OREFICE et al., 2006).

Atualmente, muitos polimeros sintéticos sdo usados como
biomateriais (Tabela 2.1) sendo que a maioria esta concentrada nas areas
de cardiologia, ortopedia, odontologia, oftalmologia e implantes de
tecidos moles (RATNER, 1989).
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Tabela 2.1 - Algumas aplicacdes biomédicas de polimeros sintéticos
(RATNER, 1989).

Polimeros Aplicacgbes

Isolante para fio de marca passo, vasos
Poliuretanas sanguineos e corac¢do artificial, cateteres,

substituinte de ligamentos.

Juntas de dedos, membranas de
Polissiloxanos oxigenacado artificial, proteses de mama,

valvulas de coracdo, cateteres.

o Suturas, microencapsulagdo de curto
Poliamidas ) o
prazo, células artificiais.

o Proteses de quadril, porta sangue para
Polietileno ) o )
rins artificiais, ortopedia.

) Enxertos  vasculares, reforcos de
Poli(tereftalato de i 3
) implantes, suportes para regeneracdo de
etileno) ]
tecidos.

) ) Proteses ortopédicas, lentes de contato
Poli(metacrilato de . ) )
) rigidas, lentes intraoculares, cimento
metila) L
dentario e Gsseo.
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2.1.1.1. Poliestireno e Poli(metacrilato de metila)

O poliestireno — (PS) é um homopolimero derivado da
polimerizacdo do monémero aromatico estireno (Figura 2.1), que é um
hidrocarboneto liquido e é fabricado a partir do petréleo. O PS é uma
resina do grupo dos termoplasticos, cuja caracteristica reside na sua facil
flexibilidade ou moldabilidade. Sob a acdo do calor, a resina toma a
forma liquida ou pastosa, moldando-se com facilidade. Com o
resfriamento ap6s a moldagem, o produto readquire o estado sélido
(CORAZZA, 1995; BRYDSON, 1999).

H,C CH

— - n
Figura 2.1 — Estrutura do mondmero de poliestireno.

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um homopolimero
derivado do mondmero metacrilato de metila (Figura 2.2). Este polimero
¢ utilizado como biomaterial principalmente na ortopedia (préteses
Osseas) e na oftalmologia (lentes intra-oculares) (TRINDADE et al.,
2001; LOCATELLI et al., 2004).

A mistura desses polimeros (blendas) é amplamente estudada,
uma vez que devido a separacdo de fases pela imiscibilidade dos dois
constituintes torna-se possivel obter propriedades diferentes das que
seriam obtidas se os polimeros fossem utilizados separadamente. Além
disso, também devido a imiscibilidade, a superficie de blendas apresenta
estruturas segregadas predominantemente pela formagdo de macro
dominios, o que pode ser de suma importancia quando se deseja obter
uma superficie heterogénea (DEKEYSER et al., 2004).
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Figura 2.2 — Estrutura do mondmero de poli(metacrilato de metila).

A literatura sobre estudo de blendas de PS e PMMA para
aplicacBGes biomédicas é bastante restrita. Recentemente (MELO et al.,
2009), filmes de PS, PMMA e blenda de PS:PMMA 1:1 foram
preparados pelo método casting, comparados com filmes de copolimero
em bloco de poliestireno-b-(metacrilato de metila) (PS-b-PMMA) e
avaliados quanto a adesdo celular usando fibroblastos de camundongos
L929. O estudo comparativo entre a blenda (mistura fisica) e o
copolimero em bloco parece importante tendo em vista que 0s mesmos
polimeros da mistura estdo ligados quimicamente (ligacdes covalentes)
no copolimero, ou seja, os dois sistemas diferem estruturalmente.
Apesar de todos os filmes apresentarem propriedades quimicas
adequadas e proliferacdo celular, o processo de adesdo celular foi
levemente favorecido na mistura, devido a formacéo de dominios e por
sua maior caracteristica hidrofilica quando comparado com outros
filmes.

Tendo em vista aspectos biomecanicos e composi¢do dos
diferentes tecidos, € altamente desejavel que determinados dispositivos
biomédicos sofram processo de degradacdo. Ter um dispositivo que
possa ser usado como um implante e que ndo necessite de um segundo
evento cirdrgico para remog¢do € um dos grandes motivos de se utilizar
um biopolimero absorvivel. Entre os polimeros biocompativeis para uso
na rea médica, um grupo promissor € o dos poli(a-hidroxi acidos). Os
principais polimeros desse grupo sdo o poli(acido lactico) (PLA), a
poli(caprolactona) (PCL) e o poli(acido glicélico) (PGA). A partir do
momento que estes polimeros foram testados como biomateriais e
mostraram resultados satisfatorios, tornaram-se rapidamente uma opcao
para este tipo de aplicacdo (ATHANASIOU et al., 1998; CHEN et al.,
2003). PLA e 0 PGA tém importancia crescente na formacéao de tecido e
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transplante de células em uma tentativa de determinar os efeitos de uma
variedade de materiais biodegradaveis em proliferacdo de cartilagem
(FREED et al., 1993; BARBANTI et al., 2008).

2.1.2. Polimeros naturais

Polimeros naturais sdo estruturas formadas durante o ciclo de
crescimento dos organismos vivos e sdo materiais biocompativeis,
biodegradaveis, ndo tdxicos, com alta versatilidade quimica e um alto
potencial para serem usados em diferentes aplicacdes. Entre estas
destaca-se a sua utilizacdo em adesivos, embalagens, géis, suportes e
filmes (YU et al.,, 2006; FRANCHETTI & MARCONATO, 2006;
CHANDRA & RUSTGI, 1998).

Os polimeros naturais sdo apropriados para 0 uso como materiais
biomédicos devido a sua semelhanca estrutural com os componentes dos
tecidos. O fato de conterem unidades repetitivas semelhantes ou mesmo
idénticos aos encontrados nas matrizes organicas dos organismos, reduz
a possibilidade de ocorréncia de problemas associados a toxicidade dos
materiais de partida ou de seus produtos de degradacdo, ou
favorecimento de reacGes inflamatérias cronicas (KAPLAN, 1998).

Entre os polimeros de ocorréncia natural mais estudados na area
biomédica estdo os polissacarideos e as proteinas.

Neste trabalho, no que concernem polimeros naturais, o foco € a
utilizacdo de polimeros de base proteica que sdo as macromoléculas
mais abundantes nas células vivas e constituem metade ou mais de seu
peso seco em muitos organismos. As proteinas sdo constituidas por um
conjunto de aminoacidos, unidos por ligacBes peptidicas covalentes em
sequéncias caracteristicas que diferem um do outro por suas cadeias
laterais, as quais variam em estrutura, tamanho e solubilidade em &gua
(LEHNINGER et al., 1993; ALBERTS et al., 2002).

As proteinas ndo existem somente como cadeias estendidas, estas
assumem diferentes estruturas ao longo da cadeia polimérica e
comumente se diferenciam em quatro tipos: estrutura primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria. A estrutura primaria € a seqiiéncia de
aminoacidos que forma a cadeia unida por ligacbes peptidicas. A
estrutura secundaria é a organizacdo espacial de aminoacidos que se
encontram proximos entre si na cadeia peptidica. Algumas regifes
podem apresentar uma estrutura o hélice, onde a conformacéo da cadeia
peptidica é estabilizada por ligacdes de hidrogénio entre o grupo amino
de um aminoacido e um grupo carboxila situado quatro residuos a
frente, na mesma cadeia polipeptidica (LEHNINGER et al., 1993).
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Na estrutura em folha pregueada 3, os aminoacidos assumem a
configuracdo de uma folha de papel pregueada, e a estrutura é
estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre os grupos amino e
carboxila de diferentes cadeias polipeptidicas. A estrutura terciaria

¢ a forma pela qual as regides helicoidais se dispdem entre si. Ja a
estrutura quaternaria consiste na disposi¢do de subunidades proteicas em
proteinas complexas formadas por duas ou mais dessas subunidades
(LEHNINGER et al., 1993).

Devido ao fato de um desses aminoacidos ter uma cadeia lateral
que lhe confere individualidade quimica, e as diversas sequéncias de
aminoacidos que podem ser formadas, as proteinas sdo extremamente
versateis em suas funcdes (LEHNINGER et al., 1993). Algumas
proteinas utilizadas como biomateriais e suas aplicagdes sdo mostrados
na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Exemplos de proteinas utilizadas em aplica¢Ges biomédicas e suas
aplicacOes (SILVIA et al., 2012; MALAFAIA, et al., 2007).

Proteinas Aplicacdes

Colageno  Osso, pele e cartilagem.
Elastina  Tecido das artérias, ligamentos, pele e pulméo.
Fibrina Osso, pele, cartilagem e vascularizagao.
Seda Osso, cartilagem, curativo e figado.

Gelatina  Osso, cartilagem e pele artificial.

2.1.2.1. Proteina do milho — Zeina

O milho é uma planta cultivada de grande versatilidade, sendo
utilizado como uma das principais fontes de alimentos. As proteinas do
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milho podem ser divididas, de acordo com sua solubilidade, em quatro
fragdes: globulinas (solUveis em solucdo salina), albuminas (sollveis em
agua), prolaminas (insoliveis em &agua e sollveis em alcool 70%) e
glutelinas (insoliveis em &gua e alcool). Dentre as prolaminas, a
principal é a zeina que representa cerca de 80%, tornando-se a principal
proteina contida no endosperma do grdo (NELSON, 1969; SHUKLA &
CHERYAN, 2001).

Com base na estrutura primaria e solubilidade, as zeinas sdo
classificadas em quatro tipos: a, B, y e 0, sendo a a-zeina a mais
abundante, perfazendo 60-70% do total (PRASANNA et al., 2001,
SHUKLA & CHERYAN, 2001, MOMANY et al., 2006). Argos e
colaboradores (ARGOS et al., 1982) propuseram um modelo estrutural
para a zeina na forma de roda em hélice para uma sequéncia de 18
residuos de aminoacidos (Figura 2.3).

Em relacdo a composicdo aminoacidica da zeina, andlises
mostram predominancia de grupos residuais apolares, como acido
glutdmico, leucinas, prolinas e alaninas (SHUKLA & CHERYAN,
2001) (Figura 2.4). A presenca desses grupos confere a zeina um caréater
hidrofébico (FOULK & BUNN, 2001), que, por exemplo, permite a
preparacdo de filmes comestiveis para cobertura de alimentos (CHO et
al., 2010) e medicamentos (LIU et al., 2005), protegendo-os da
umidade e do oxigénio.

Algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a utilizacéo de
filmes de zeina como hiomaterial; no entanto, a sua baixa molhabilidade
superficial os tornam ndo receptivos a adesdo celular, sendo necessario
modificar a sua superficie (DONG et al., 2004; BISWAS et al., 2009).
Estratégias para modificar a superficie de biomateriais serdo discutidas
adiante.
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Figura 2.3 — Modelo estrutural da zeina roda em hélice para seqliéncia de 18
repeticdes de aminoacidos (GLN = Glutamina, ASN = Asparagina, ALA =
Alanina, FEN = Fenilalanina, TIR = Tirosina, LEU = Leucina, SER = Serina,
VAL = Valina, PRO = Prolina). .Modelo adaptado (ARGOS et al., 1982).
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Figura 2.4 — Estrutura quimica dos principais aminoacidos presentes na zeina:
acido glutamico (a), leucina (b), prolina (c) e alanina (d).

2.1.3. Filmes nanoestruturados

A nanotecnologia € um dos grandes temas da atualidade, e
constitui um dos principais focos das atividades de pesquisa.
Biomateriais nanoestruturados tais como nanoparticulas, nanofibras e
nanocompositos tém sido de grande interesse na medicina regenerativa,
tendo em vista que esses materiais, muitas vezes, imitam as
caracteristicas fisicas da matriz extracelular (ECM) em escala
nanométrica (MA, 2008).

Além das nanoparticulas, nanofibras e nanocompositos, os filmes
nanoestruturados formados por copolimeros em bloco podem também se
revelar precursores interessantes para aplicagfes biomédicas.

Os copolimeros em bloco sdo macromoléculas compostas por
dois ou mais blocos poliméricos de natureza quimica diferente, unidos
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de forma covalente e que possuem frequentemente a capacidade de se
auto-organizar formando nanoestruturas com morfologias caracteristicas
(HAMLEY LAN, 2007; KATAOKA et al., 2001). A grande vantagem
dessa classe de polimeros é a possibilidade de se obter, em um Unico
material, propriedades que combinem as caracteristicas dos
homopolimeros individuais. O comportamento de auto-organizagdo das
cadeias de copolimeros em bloco sob a forma de nanodominios é
conduzido pela repulsdo mdtua dos blocos de composicdo quimica
diferente (HAMLEY, 2003).

Através de um diagrama de fases & possivel prever qual a
morfologia que o copolimero adotard, quando dissolvido em um
solvente adequado para os diferentes blocos, e depositado na forma de
filme ultrafino sobre a superficie de um substrato. Para a classe mais
simples de copolimeros em bloco, dibloco do tipo AB, onde monémeros
de uma cadeia linear do tipo A estdo ligados por monémeros de uma
cadeia linear do tipo B, quatro morfologias podem ser obtidas: esferas,
cilindros, giréide e lamela (Figura 2.5) (ABETZ, 2005; DARLING,
2007).

As diferentes morfologias de um copolimero dibloco do tipo AB
sdo dependentes de fatores importantes como o parametro de interacdo
de Flory-Huggins z, que mede a incompatibilidade entre os dois tipos de
blocos, do grau de polimerizacdo N e da fracdo em volume f dos blocos.
O produto N determina o grau de segregacéo dos blocos, se esse valor
for inferior a 10, resulta em uma fase desordenada e no caso de ser
superior, os dois blocos se separam devido a incompatibilidade entre
eles (KIM et al., 2010; DARLING, 2007).

Filmes finos de copolimeros em bloco podem ser facilmente
preparados por spin-coating a partir de solucdes poliméricas, mas o
estado de equilibrio no filme resultante € raramente encontrado logo em
seguida da preparacdo. Os pds-tratamentos (tratamentos térmicos ou
exposicdes a vapores de solventes) sdo entdo necessarios a fim de se
obter a morfologia desejada. Estas técnicas tém como objetivo o
aumento da mobilidade das cadeias e de uma modificacdo de energia
superficial (LYAKHOVA et al., 2006; CAVICCHI et al., 2005).
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Figura 2.5 - Representagdo esquematica das morfologias que podem ser
obtidas pelas cadeias dos copolimeros em bloco AB, onde f, representa a fracdo
molar de cada componente. Modelo adaptado (DARLING, 2007).

2.1.3.1. Poliestireno- b- poli(acido acrilico)

O polimero poliestireno (PS) é um polimero altamente
hidrofébico e suas aplicabilidades foram descritas na se¢do 2.1.1.1. Por
outro lado, o polimero poli(acido acrilico) (PAA) é um polimero
hidrofilico devido a presenca do grupo acido carboxilico na sua
estrutura. Assim, as propriedades de molhabilidade do copolimero
dibloco poliestireno -b-poli(acido acrilico) (PS-b-PAA) podem variar de
acordo com a massa molar de cada bloco. A estrutura dos mondmeros
que formam o PS-b-PAA estd mostrada na Figura 2.6.

O uso do copolimero de PS-b-PAA para aplicagdes biomédicas é
bastante restrito; no entanto, assim como para o PS puro, estudos
mostram o PAA como um material promissor para adesao celular (LU et
al., 2008).
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Figura 2.6 — Estrutura dos monémeros de PS-b-PAA.
2.2. Adesédo biomoaterial-célula

Normalmente, para que ocorra uma boa interacdo polimero-célula
€ necessario que se estabeleca a adesdo celular ao substrato. Embora o
substrato ndo necessite obrigatoriamente apresentar caracteristicas
semelhantes as da matriz extracelular para que

a adesdo celular ocorra, a similaridade fisico-quimica é desejavel
quando o objetivo é a promocao da diferenciagdo celular ou para que um
determinado polimero tenha uma interacdo mais efetiva no sitio de
implantacdo (HUBBELL, 1995; ALBERTS et al., 2002). Dessa forma,
atualmente busca-se a producdo de polimeros que apresentem
caracteristicas fisico-quimicas mais préximas possiveis as dos tecidos
nos quais serdo implantados. Assim, a adesdo é de extrema importancia
para a ciéncia dos biomateriais. Somente depois de aderidas as células
iniciam seu processo de espalhamento, divisdo e producdo de matriz
extracelular nova (DEWEZ et al.,, 1998; SANTOS et al., 2001).
Espalhamento é um processo complexo que envolve modificacdes na
morfologia celular em consequéncia de alteracdes no citoesqueleto,
criando assim uma melhor interagdo com o substrato.

Quando um biomaterial entra em contato com o meio biolégico,
as primeiras moléculas a alcancarem a sua superficie sdo as de agua
(Figura 2.7). Em seguida, uma série de diferentes substancias
encontradas nos fluidos teciduais, tais como ions, glicoconjugados e
proteinas, assim como células do tipo condroblastos, fibroblastos e
osteoblastos reagem com a superficie (ELLINGSEN, 1998).

Tem-se, portanto, inicialmente, a formacdo de uma camada
glicoprotéica sobre a superficie do biomaterial, no primeiro minuto apds
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0 contato com o sangue. Essa camada é fruto das reac@es iniciais entre
0s constituintes teciduais e a superficie do implante, o que governara as
reacOes subsequentes, determinando o tipo de resposta celular
(ELLINGSEN, 1998).

Como regra geral, as células ndo aderem diretamente as
superficies dos materiais e sim a essa camada que estad adsorvida na
superficie do implante. Com isso, uma série de interacBes entre as
células promovera a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento que
modulardo, por sua vez, a atividade celular. Idealmente, uma superficie
deveria sempre suscitar o perfeito controle de adsorcdo proteica e
adesdo celular, assim como propiciar condicdes ideais para o
crescimento, diferenciacdo e sintese proteica (AMARANTE & LIMA,
2001).

O desempenho do implante depende de como as células e as
proteinas interagem com o biomaterial. A interacdo inicial entre as
macromoléculas e o substrato influencia na resposta celular, na interface
célula-biomaterial e, por consequéncia, determina a durabilidade e reduz
as possiveis falhas dos implantes (FAGHIHI et al., 2006; SCHWARTZ
& BOYAN, 1994).

Deste modo, as propriedades da superficie do biomaterial irdo
proporcionar uma maior ou menor interacdo com a 4gua e, por
conseguinte, influenciar as proteinas e outras moléculas que chegam em
sequéncia. A interacdo entre a superficie molhavel e as biomoléculas
soliveis influenciam diretamente na cinética do processo e na
termodinamica da interface. Por exemplo, ela determina se as proteinas
desnaturam ou ndo, como elas se orientam e se depositam. Dependendo
das caracteristicas da superficie do biomaterial, uma maior ou menor
interacdo com a agua vai ocorrer. Se essa interacdo for positiva,
proteinas ativas irdo se ligar a superficie molhavel do biomaterial e
enviardo sinais para determinados tipos celulares para a formacéo de um
tecido (KASEMO, 2002).
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Figura 2.7 — Representacdo da superficie do implante e sua interacdo com as
moléculas do fluido tecidual: biomaterial (a), moléculas de agua (b), camada
glicoprotéica (c), célula (d). Modelo adaptado (KASEMO, 2002).

2.3. Modificacéo de superficie dos biomateriais

A maioria dos polimeros apresenta superficies quimicamente
inertes e com baixa energia livre superficial, o que os torna ndo
receptivos a aderéncia de outras substancias. Devido a grande
dificuldade em se obter materiais que permitam principalmente a rapida
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, sdo numerosos os estudos
que procuram adequar as propriedades das superficies de compostos por
meio de tratamentos especiais. Consequentemente, a modificacdo de
superficies esta se tornando uma estratégia amplamente utilizada para a
obtencdo de dispositivos multifuncionais com  propriedades
biomecanicas adequadas e biocompatibilidade necessarias aos
substitutivos biomédicos. Ha de se ressaltar que a busca por novos
materiais e estratégias para torna-los biocompativeis, obviamente,
demanda despesas vultosas e um longo tempo para seu desenvolvimento
(SIOSHANSI, 1989).

2.3.1. Modificacdo bioldgica — Adsorc¢éo de proteina

Tal método visa a incorporacdo de biomoléculas, geralmente
macromoléculas, na superficie do biomaterial, a fim de promover o
reconhecimento da superficie pelas células, proporcionando maior
adesdo, com posterior proliferacdo. As macromoléculas mais utilizadas
s&o da classe das proteinas (OREFICE et al., 2006).

A adsorcdo de proteinas de um fluido biolégico em uma
superficie solida é um dos primeiros eventos que ocorre quando um
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biomaterial é colocado em contato com um sistema bioldgico. Como
citado anteriormente, apds a camada de agua tocar a superficie do
biomaterial, proteinas jA sdo observadas nas superficies do mesmo.
Portanto, o desempenho desses materiais dependerd da camada de
proteina adsorvida (PEREZ-LUNA et al., 1994).

Alguns estudos relatam a imobilizacdo de proteinas a superficie
de biomateriais a fim de torna-los mais propicio a adesdo celular. Tal
interacdo pode ser de natureza eletrostatica ou covalente, sendo a
primeira mais estudada por ser um processo rapido, simples e que tem
fornecido bons resultados (D’SA et al., 2010).

2.3.1.1. Albumina de soro bovino

Albumina de soro bovino (BSA) foi empregada como proteina
modelo em sistemas biomiméticos. E a proteina mais abundante no
sangue bovino, sendo sintetizada no figado e é responsavel pelo controle
da pressdo osmdtica e pelo transporte de &cidos graxos livres no sangue.
Possui uma estrutura similar a da albumina do soro humano (HSA),
apresentando uma porcentagem de sequéncias idénticas de aminoacidos
de 76% (ITRl1 & AMARAL, 1993).

A estrutura primaria da BSA é constituida de uma cadeia
polipeptidica simples de 583 residuos de aminoacidos e trés dominios e
cerca de 70% da estrutura secundaria ¢ formada por a-hélice. Esta
estrutura parece apresentar as cadeias dobradas sobre si para formar
camadas que podem ser desenroladas pela reducédo do pH (TATTINI JR
et al., 2006).

Alguns estudos relatam que a adsorcdo da BSA na superficie de
um biomaterial polimérico melhora significativamente a adesdo celular,
uma vez que essa proteina esta presente nos fatores de crescimento das
células (D’SA et al., 2010, HINDIE et al., 2011).

Tendo em vista as possiveis alteracdes de conformacao impostas
a proteina quando adsorvida sobre superficies hidrofobicas ou muito
hidrofilicas e visando a diminuicdo deste impacto sobre o processo de
adsorcdo, o ideal é que as superficies apresentem molhabilidade
moderada, a fim de preservar a conformacdo da proteina, mantendo a
sua bioatividade e permitindo a adesdo celular (HORBETT et al., 1985;
MA et al, 2007).

A molhabilidade do material é determinada por medidas de
angulo de contato entre uma gota liquida e a superficie horizontal que se
deseja caracterizar. Quando esse angulo de contato estiver acima de 90°,
considera-se que o material é hidrofébico e o oposto é considerado para
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angulos menores que 90° (KWOK et al., 1998, ADAMSON, 1990). O
angulo de contato adequado para adesdo de células na superficie é, em
geral, em torno de 55°- 60° (ARIMA & IWATA, 2007).

2.3.2. Modificacdo por Plasma

Tem-se demonstrado que modificagdes quimicas na superficie
dos materiais tém um importante papel na adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular (DALBY et al., 2002). As propriedades da
superficie podem ser alteradas de modo a se tornarem mais adequadas
para aplicacfes biomédicas. As técnicas mais comumente utilizadas
incluem desgaste quimico, tratamento por plasma e radiagdo gama.
Entre estas técnicas, o tratamento por plasma é particularmente versatil
porque a modificacdo € restrita a superficie, sem comprometer as
propriedades do material como um todo. O tratamento por plasma pode
ser usado para modificar a superficie do polimero de maneira ndo
especifica por mudangas na molhabilidade ou, mais especificamente,
introduzindo-se uma variedade de grupos funcionais dependendo do tipo
de gés utilizado (KEEN et al., 2006).

O plasma é considerado o quarto estado da matéria e para efeito
de estudo é classificado em plasmas de alta temperatura e plasmas de
baixa temperatura. O plasma de alta temperatura € produzido em
processos de fusdo nuclear acima de 50 mil graus. Os plasmas de baixa
temperatura incluem plasmas térmicos e nao térmicos ou plasma frio. Os
plasmas térmicos estdo em equilibrio termodindmico, onde a
temperatura dos elétrons € igual a temperatura das particulas pesadas,
estando estas temperaturas associadas a energia cinética das particulas
em temperaturas entre 2000 a 50000 graus. O plasma frio, foco deste
trabalho, é caracterizado pelo ndo equilibrio termodindmico em que a
temperatura das particulas pesadas estd proximo da temperatura
ambiente, estes plasmas sdo chamados “frios” ou fora do equilibrio. O
plasma frio pode ser definido como um gas consistindo de elétrons,
atomos e moléculas altamente excitadas, ions, radicais, fotons e
particulas neutras, no qual os elétrons tém muito mais energia do que as
particulas gasosas neutras (FRIDMAN, 2008).

Os plasmas ndo térmicos, com temperatura inferior a 100 °C, séo
mais adequados no tratamento de polimeros e materiais com baixo
ponto de fusdo (FRIDMAN, 2008).

Existe uma relacdo entre a hidrofilicidade de materiais
poliméricos e a adesdo celular. Dentro de certos pardmetros, substratos
mais hidrofilicos tendem a suportar uma melhor interacdo celular
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(DEWEZ et al., 1998). Diversos autores tém apresentado e discutido
resultados do efeito do plasma sobre substratos poliméricos. Contudo,
quase a totalidade desses tratamentos é focada no aumento da
molhabilidade. Zhu e colaboradores (ZHU et al., 2005) modificaram
membranas de quitosana com plasma para melhorar a hidrofilicidade da
superficie e promover a proliferacdo de células fibroblasticas. Os
resultados mostraram que o tratamento aumentou a proliferacdo das
células fibroblasticas derivadas da pele humana. Esposito e
colaboradores (ESPOSITO et al., 2007), estudaram as interagdes entre
células Vero e suportes de poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLA-
co- PGA) previamente tratados por plasma de oxigénio, com o objetivo
de aumentar a hidrofilicidade da superficie desses materiais. O
tratamento por plasma de oxigénio promoveu um aumento na
hidrofilicidade das amostras estudadas, observando-se, nas membranas
tratadas, uma queda nos angulos de contato e uma melhor adesdo
celular.

Dependendo da aplicacdo desejada, tratamentos por plasma
podem tornar a superficie mais hidrofébica. Padilha e colaboradores
(PADILHA et al., 2010) estudaram a modificacdo de filmes finos de
PMMA por plasma de gas fluorado. Os resultados mostraram um
aumento na hidrofobicidade dos filmes. Esse aumento pode ser
explicado pela presenca de atomos de fllor na superficie, diminuindo a
energia livre de superficie e, consequentemente, aumentado os valores
de angulo de contato.

O processo de modificacdo da superficie por plasma é econdmico
e efetivo para os materiais e vem ganhando aplicacbes na area
biomédica, tornando-se cada vez mais comum. A grande vantagem da
técnica de plasma é a capacidade de modificacdo da superficie,
tornando-a mais biocompativel ou mimetizando melhor o tecido sem
alterar suas propriedades e, com isso, oferecendo um bom controle de
qualidade, sendo confiavel e reprodutivel, o que seria dificil por técnicas
convencionais (CHU et al.,, 2002; FRIDMAN, 2008, MANDL &
RAUSCHENBACH, 2000). Além disso, o tratamento por plasma torna
a superficie estéril através da destruicdo de microorganismos,
eliminando bactérias e virus, podendo ser utilizado para dispositivos
biomédicos, instrumentos cirdrgicos, engenharia de tecidos e aplicacdes
clinicas (CHU et al., 2002).
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2.3.2.1. Plasma frio do tipo corona com reator de descarga de barreira
dielétrica

O plasma frio pode ser gerado e mantido por descargas elétricas.
A descarga elétrica de um gas ocorre quando os elétrons energéticos
ionizam 0 gas através de impactos inelasticos, desta forma temos a
ruptura elétrica do gas, denominada breakdown (ROSSNAGEL et al.,
1989).

As descargas elétricas sdo meios diretos de produzir plasma frio
pela aplicacdo de alta tensdo em um espa¢o gasoso, induzindo a
dissociacdo do gas. Essa dissociagdo gera elétrons que podem ser
acelerados por um campo elétrico formando o plasma frio. As descargas
elétricas podem ser concebidas de diversos modos, dependendo do tipo
de tensdo aplicada e especificacdo do reator. No reator de plasma frio,
os elétrons energéticos colidem com as moléculas do gas, resultando em
excitacao, ionizacdo, multiplicacdo dos elétrons e formacgéo de 4&tomos e
compostos metaestaveis (FRIDMAN, 2008).

A utilizacdo de descargas elétricas em gases moleculares com
vistas as diversas aplicacdes tem causado um grande interesse nos
Gltimos anos. A sofisticacdo dos diversos ramos da tecnologia,
notadamente na microeletrénica e no tratamento de superficies, tem
motivado um grande numero de trabalhos, tanto aplicados quanto
fundamentais. Além disso, estas descargas tém demonstrado um grande
potencial em aplica¢des industriais de
larga escala, pois realizadas a pressao atmosférica apresentam baixos
custos de operacdo e manutencdo, devido a auséncia de sistemas de
vacuo (WOLKENHAUER et al., 2007).

A descarga corona com reator do tipo descarga de barreira
dielétrica (DBD) é uma descarga que ocorre no espaco entre dois
eletrodos metalicos quando este é preenchido com gas, em pressao
atmosférica, e pelo menos uma barreira dielétrica € inserida entre os
eletrodos. A presenca do dielétrico entre os eletrodos impede a formacéo
de arcos e permite operar em altas tensdes alternadas ou pulsadas. Essa
descarga constitui um método seguro e econdmico de gerar plasma frio
a pressdo atmosférica, pois combina o grande volume de plasma da
descarga luminescente com a alta pressdo de operacdo da descarga
corona. A principal caracteristica da DBD é a transferéncia de energia
na forma de micro-descargas entre seus eletrodos, distribuidas ao longo
do volume inteiro do sistema. Este aspecto € extremamente atraente na
utilizacdo dessa configuracdo no tratamento de superficies. No caso da
aplicacdo de descarga corona para tratamento de superficies, se um
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material (por exemplo, um polimero) for colocado sobre a placa, as
espécies ativas podem agir sobre eles e causar modificacbes na sua
superficie e, assim, melhorar as propriedades de adesdo (FRIDMAN,
2008; FRIDMAN et al, 2005, FRANCK et al, 2003;
KOGELSCHATZ, 2004).

Apos o tratamento da superficie pela corona, o polimero tem a
tendéncia de retornar ao seu angulo de contato original antes do
tratamento. Esse comportamento ocorre & temperatura ambiente e cada
polimero tem sua prépria velocidade de retorno. A temperatura acelera
grandemente esse processo, podendo em uma semana a 100 °C quase
retornar ao valor inicial, destruindo o efeito do tratamento corona. Em
temperatura ambiente, esse processo pode consumir mais de seis meses
(STROBEL et al., 1992).

Liu e Meenan (LIU & MEENAN, 2008) estudaram a influéncia
do tratamento por plasma de DBD na adsorcdo de albumina de soro
bovino na superficie de filmes finos de PMMA. Os autores observaram
que o processo de DBD influencia significativamente a molhabilidade
da superficie do filme e esse fato pode ser atribuido a mudanca na
composicdo quimica da superficie e na topografia. Lee e colaboradores
(LEE et al., 2009) utilizaram tratamento de plasma por DBD sob
pressdao atmosférica para modificar a superficie de filmes de
poli(caprolactona) com o objetivo de melhorar a adeséo e proliferacdo
das células epiteliais da prdstata humana. Os resultados obtidos
mostraram uma melhora significativa na proliferacdo celular quando
comparado aos filmes ndo modificados, e esta diferenca pode estar
relacionada com a oxidacdo da superficie, através do aparecimento de
grupos mais hidrofilicos. Além disso, os autores concluem que o
aumento da hidrofilicidade na superficie dos filmes estd diretamente
relacionado com o aumento da poténcia aplicada, proporcionando uma
melhora nas propriedades de adesdo. D’SA e colaboradores (D’SA et
al., 2010) modificaram a superficie de PS e PMMA fazendo uso do
processamento de plasma a pressdo atmosférica através do método
DBD. Os autores observaram mudancas tanto na superficie quimica
qguanto na topografia, e caracterizaram essas mudancas através de
medidas de angulo de contato em &gua, espectroscopia fotoeletrénica de
raios-X e microscopia de forca atdmica. Através desse estudo foi
possivel concluir que o processamento de plasma por DBD é capaz de
modificar a superficie de PS e PMMA e proporcionar uma mudanca na
superficie capaz de causar uma resposta maior frente a albumina e
células epiteliais humanas, sendo classificadas como superficies aptas
para uso como biomaterial na engenharia de tecidos.
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Independente da técnica utilizada para modificar a superficie de
um material, as caracteristicas, como topografia, composicdo quimica e
energia de superficie sdo essenciais a adesdo de células nos biomateriais
(YANG et al., 2002). Além disso, a adesdo e a proliferacdo, que
correspondem a primeira fase de interacdo célula/material, influenciardo
a capacidade das células se diferenciarem (ANSELME, 2000; DI
SILVIO et al., 2002). Segundo Vogler (VOGLER & BUSSIAN, 1987),
a taxa de adesdo celular inicial € critica para este processo e é o maior
determinante da citocompatibilidade in vitro, sugerindo ser uma possivel
determinante da biocompatibilidade in vivo.

A crescente utilizacdo de biomateriais em medicina conduziu a
necessidade de desenvolvimento de testes reprodutiveis e efetivos de
biomateriais. As condi¢fes éticas que envolvem as pesquisas médicas
tém reforcado o estudo das relagBes entre os experimentos in vivo e in
vitro. As rigidas regras desenvolvidas e o controle cada vez mais
rigoroso em relagdo ao uso de animais em laboratério foram decisivos
para o desenvolvimento de estudos de métodos vidveis de analise in
vitro (ROGERO et al., 2003).

2.4. Citotoxicidade in vitro

A toxicidade consiste na capacidade de uma substancia produzir
um efeito nocivo quando interage com o organismo vivo. No caso da
citotoxicidade, significa causar efeito todxico a nivel celular. Entre os
efeitos toxicos, pode ser citada a morte celular, alteracbes na
permeabilidade da membrana e a inibicdo enzimatica (MELO et al.,
2000).

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagio
(Internacional Standard Organization) (ISO 10993-5, 1992), o teste in
vitro é usado como uma pré-selecdo para detectar se o material em
questdo provoca morte das células ou outros efeitos negativos nas
funcdes celulares. Um resultado negativo de citotoxicidade indica que o
material estd isento de componentes tdxicos ou que o0s tem em
quantidades insuficientes para causar efeitos negativos as células. Para
ser aprovado num teste de citotoxicidade in vitro, o material ndo deve
causar a morte das células nem afetar suas funcGes celulares. Com o uso
de técnicas de cultura celular, os testes podem detectar se ocorre a lise
das células, a inibicdo do crescimento celular que possa ser causado pelo
material e/ou extrato oriundo do material (MALMONGE et al., 1999).

E importante salientar que apesar dos testes in vitro serem
dindmicos, os mesmos ndo devem substituir os testes em humanos. No
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entanto, estes testes fornecem informacbes valiosas a respeito da
morfologia e proliferacdo celular. Além disso, apresentam vantagens
quando comparados com testes realizados em humanos, tais como poder
limitar o nimero de varidveis experimentais, baixo custo, rapida
realizacdo e maior reprodutibilidade, além de ndo envolver questBes
éticas (MALMONGE et al., 1999).

A avaliacdo de citotoxicidade pode ser feita através de ensaios
qualitativos ou quantitativos. Os ensaios qualitativos consistem na
avaliacdo da morfologia através de descricdo ou atribuicdo de escores.
Os quantitativos caracterizam-se pela quantificacdo do nimero e
atividade celular ap6s a exposi¢cdo ao agente teste (ISO 10993-5, 1992).

A viabilidade celular pode ser avaliada através de varios
métodos; porém, é aconselhavel que a pesquisa utilize um processo que
envolva menor tempo e menor variacdo na analise das amostras.

De acordo com Griggs e colaboradores (GRIGGS et al., 2003), os
ensaios de citotoxicidade também podem ser utilizados na fase de
desenvolvimento de um material, quando se deseja estabelecer a melhor
proporcdo entre os componentes de um biomaterial ou quando se
modifica um material ja existente.

2.4.1. Células L-929

A linhagem de fibroblastos L929 é citada como referéncia para
testes de citotoxidade em biopolimeros (SERRANO et al., 2004). As
células L-929 constituem uma linhagem celular de fibroblastos obtida de
tecido subcutaneo de camundongos. Os fibroblastos sdo as principais
células que constituem o tecido conjuntivo e sdo os mais relevantes
produtores de colagenos neste tecido. Estes possuem uma morfologia
fusiforme com algumas expansdes citoplasmaticas que se estendem para
fora da célula. Por se originarem de células mesenquimatosas
indiferenciadas, possuem capacidade de diferenciacdo em multiplos
tipos celulares. Devido a sua relativa resisténcia e facilidade de
manipulacdo, estas células tendem a um facil crescimento em meios de
cultura. Consequentemente, tém sido consideradas como modelos para
diversos testes de avaliagdo de substancias para uso farmacoldgico e em
biomateriais (KETTERING & TORABINEJAB, 1984).

Promover a adesdo dos fibroblastos ao biomaterial pode ajudar na
integracdo do tecido conectivo mole ao implante, adicionando
vascularizacdo a superficie do implante e diminuindo a chance de
encapsulamento fibroso e infeccdo bacteriana. Para isso, tornam-se
necessarios estudos de comportamento celular em biomateriais que
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podem colaborar para o desenvolvimento de implantes produzidos
através de técnicas de engenharia de tecidos mais efetivos (VERRIER et
al., 1996).

2.5. Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos despontou nas ultimas décadas como um
revoluciondrio campo de pesquisa. Trata-se de um novo campo
multidisciplinar que combina varias especialidades da ciéncia,
nomeadamente, a engenharia, medicina, fisica e quimica. E uma ciéncia
que se destina a produzir dispositivos funcionais vidveis para a
restauracdo, regeneracdo ou melhoramento da funcdo dos tecidos ou
6rgdos humanos danificados e/ou perdidos (BARBANTI et al., 2005).

Existem dois procedimentos que visam suprir a falta dos tecidos e
Orgdos danificados ou comprometidos: os transplantes e os implantes. O
transplante de tecido obtido a partir de doadores humanos ou a partir de
outras espécies sdo tratamentos opcionais; mas cada processo tem
problemas inerentes de possivel transmissdo de patogénese provenientes
de doadores e riscos elevados de infeccdo. Além disso, apés a
realizacdo do transplante, torna-se necessaria a utilizacdo de drogas
imunossupressoras com o intuito de evitar a rejeicdo dos Orgdos. Por
outro lado, dispositivos desenvolvidos para servirem como implantes
tém surgido como uma potencial terapia alternativa para o tratamento de
doentes utilizando técnicas minimamente invasivas (HENCH, 1998).

A grande vantagem na engenharia de tecidos é a superacdo dos
limites de tratamentos convencionais baseados em transplantes de
6rgdos. Em principio, podem-se produzir substitutos artificiais
imunologicamente tolerantes de 6rgaos e tecidos danificados que podem
crescer no paciente. Isso conduzird a uma solucdo permanente, sem a
necessidade de terapias suplementares em longo prazo. Além disso,
outra vantagem da engenharia tecidual sobre o transplante de érgéos
estd no fato de populacdes de células isoladas expandirem-se in vitro
com a utilizacdo de técnicas de cultura celular, necessitando somente de
um pequeno numero de células doadoras para preparar o implante
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A Figura 2.8 mostra um modelo
ilustrativo para a engenharia de tecidos. As células sdo removidas de um
doador (pode ou ndo ser o proprio paciente), dissociadas e expandidas
em laboratério, fixadas, aderidas e multiplicadas no suporte
(biomaterial) e implantadas no paciente.
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Figura 2.8 — Modelo ilustrativo da engenharia de tecido. Cultura de células (1),
expansdo de células (2), proliferacdo de células (3), células a serem implantadas
no biomaterial (4), biomaterial com as células (5), implante in vivo (6). Modelo
adaptado (BARBANTI et al., 2005).

O uso de células isoladas de pacientes também permite a remocéo
daquelas indesejaveis, que podem ser alvo de resposta imune,
influenciando no processo de rejeicao, além das cirurgias entre doadores
e receptores e seus riscos inerentes poderem ser evitados e 0s custos dos
procedimentos significativamente reduzidos (FREED et al., 1993).
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3.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo inicial preparar e
caracterizar filmes por casting e modificar a superficie dos mesmos
através de tratamento por plasma frio do tipo corona com descarga de
barreira dielétrica, a fim de tornar a superficie dos mesmos mais
hidrofilica, utilizando para tal os polimeros PS e PMMA com o
proposito final de aderir e proliferar células de fibroblastos L-929.

No estudo utilizando a zeiha como polimero natural e o
copolimero PS-b-PAA objetivou-se preparar e caracterizar filmes finos
por spin coating, modificar a superficie dos mesmos através do mesmo
sistema de plasma utilizado no sistema inicial a fim de deixa-los mais
propicios a adesdo das células L-929. Além disso, objetivou-se adsorver
a albumina de soro bovino na superficie do filme de zeina e compara-lo
frente &s mesmas células.

3.2. Objetivos Especificos

Como objetivos especificos da preparacdo dos filmes por casting
utilizando polimeros sintéticos citam-se:

o Preparar filmes de PS, PMMA e na composicao 1:1 (m/m);

o Modificar a superficie dos filmes em estudo através de plasma
frio em reator do tipo descarga em barreira dielétrica a fim de torna-los
mais hidrofilicos;

e Estudar a influéncia do tempo de tratamento e vazédo de gas no
sistema de plasma e determinar as medidas elétricas, tais como,
corrente, poténcia e tensdo aplicadas durante a modificacdo da
superficie;

o Avaliar a molhabilidade e estimar a energia de superficie dos
filmes através de medidas de angulo de contato pelo método da gota
pendente;

o Avaliar o comportamento morfoldgico e topografico dos filmes
utilizando microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca
atdmica;

e Analisar os grupos quimicos presentes na superficie dos filmes
através de espectroscopia fotoeletronica de raios-X;

o Avaliar diferentes técnicas de esterilizacdo e determinar a mais
eficaz para o sistema;
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e Avaliar a citotoxicidade dos filmes frente a linhagem de célula
de fibroblastos L-929 através de laranja de acridina (método qualitativo)
e citometria em fluxo (método quantitativo) e investigar a adesdo e
proliferacdo celular in vitro dos filmes utilizando células L-929;

¢ Avaliar o comportamento morfoldgico das células fibroblasticas
utilizando microscopia eletronica de varredura.

Para o estudo de filmes finos por spin coating utilizando polimero
natural, os objetivos especificos incluem:

o Preparar filmes finos a partir de um polimero de origem natural,
a zeina;

o Modificar a superficie dos filmes em estudo através do mesmo
sistema de plasma frio citado anteriormente;

e Estudar a influéncia da adsorcdo da proteina BSA na superficie
do filme antes e apds o tratamento por plasma;

¢ Analisar a influéncia do tempo de tratamento e tensdo elétrica
primaria aplicada no sistema de plasma;

e Avaliar a citotoxicidade dos filmes frente a linhagem de célula
de fibroblastos L-929 utilizando laranja de acridina;

o Avaliar a molhabilidade e estimar a energia de superficie dos
filmes através de medidas de angulo de contato pelo método da gota
pendente;

o Avaliar a topografia dos filmes utilizando microscopia de forca
atdmica.

Os objetivos especificos para a preparagdo do filme por spin
coating a partir de filme nanoestruturado tém-se:

o Preparar filmes finos a partir do copolimero em bloco PS-b-
PAA,;

o Modificar a superficie dos filmes em estudo através do mesmo
sistema de plasma frio citado anteriormente;

o Avaliar a topografia dos filmes utilizando microscopia de forca
atdmica;

e Avaliar a citotoxicidade dos filmes frente a linhagem de célula
de fibroblastos  L-929  utilizando laranja de  acridina.
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4.1. SISTEMA 1 - FILMES PREPARADOS POR CASTING A
PARTIR DE PS E PMMA

4.1.1 Materiais poliméricos

Os polimeros de poliestireno — PS e poli(metacrilato de metila) —
PMMA, cujas massas molares ponderais médias (M) sdo 300.500 g
mol™ e 139.595 g mol™, respectivamente, foram adquiridos diretamente
da Sigma - Aldrich (Saint. Louis, EUA). Os polimeros foram utilizados
sem nenhuma purificacdo adicional.

4.1.2. Solvente para preparo dos filmes

Um estudo preliminar foi realizado com quatro tipos de solucéo
para preparacdo de filmes pelo método de evaporacdo do solvente
(casting). Acetona, tetrahidrofurano (THF), acetato de etila e
cloroformio foram avaliados. O cloroférmio foi o solvente que
solubilizou mais rapidamente os polimeros e possibilitou a obtencéo de
filmes mais homogéneos.

4.1.3. Preparacdo dos filmes

Para a preparacdo dos filmes de PS, PMMA e PS/IPMMA 1:1
(m/m) os polimeros foram dissolvidas em cloroférmio, um solvente
comum para os dois polimeros, de modo a preparar filmes na
concentragdo 2% (m/v). Para a completa solubilizacdo, as solucdes
poliméricas foram acondicionadas em frascos fechados e mantidos sob
agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Apo6s a solubilizacdo, as
solucdes foram vertidas em placas de PTFE e mantidas em uma capela
de exaustdo por aproximadamente 24 h até completa evaporacdo do
solvente. Ap6s a evaporacdo do solvente, os filmes foram
acondicionados em dessecadores para analises posteriores.

4.1.4. Modificacdo da superficie por plasma frio com reator do tipo
descarga de barreira dielétrica (DBD)
4.1.4.1. Planejamento experimental

Para um melhor desenvolvimento do experimento foi realizado
um planejamento experimental 22 com um ponto central. Este tipo de
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planejamento foi utilizado para estimar as condicBes Otimas de
utilizacdo do reator DBD em relagdo a diminuicdo do angulo de contato
(6 da superficie dos filmes de PS, PS/PMMA 1:1 e PMMA. Para tanto,
variou-se a vazao de gas (Q) de O, e o tempo de tratamento (t). As duas
variaveis foram confinadas em dois niveis na faixa de 0,1 (nivel mais
baixo) a 2,0 L min™ (nivel mais alto) para Q e a partir de 1,0 (nivel mais
baixo) até 60 min (nivel mais alto) para t. Um ponto central (1,05 L min®
1 0,, 30,5 min), com trés repeticdes também foi incluido para avaliacio
estatistica (em um nivel de confianca de 95%), resultando em cinco
experimentos para o planejamento experimental realizado. As condigdes
utilizadas no planejamento sdo apresentadas na Tabela 4.1. A tensdo
elétrica primaria utilizada durante todo planejamento foi mantida
constante (180 V).

O software STATISTICA 6.0 foi utilizado para a avaliacdo dos
pardmetros estatisticos e das condi¢Oes 6timas para a diminuigéo de 6.

Tabela 4.1 — Matriz experimental para o planejamento experimental 2° usado
no estudo do efeito da vazdo de gas e de tempo de tratamento por plasma frio
sobre o0 angulo de contato dos filmes tratados.

Experimentos Vazéo de O, Tempo de tratamento
(L min ™) (min)
1 0,100 1,00
2 2,00 1,00
3 0,100 60,0
4 2,00 60,0
5 1,05 30,5

4.1.4.2. Reator de plasma frio DBD cilindrico

O modelo experimental utilizado neste trabalho é mostrado na
Figura 4.1 e foi montado no Laboratdrio de Fisico-Quimica Organica no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina



69
Materiais e métodos

(UFSC). Um transformador AC (220 V de entrada/17 kV de saida) de
alta tensdo (60 Hz; Neonena, Sdo Paulo) foi usado para gerar os canais
de plasma entre os eletrodos. O reator DBD com eletrodo do tipo
parafuso foi construido utilizando um tubo cilindrico de quartzo com
tampas de PTFE. Este tipo de reator foi equipado com uma barreira de
isolamento (quartzo) entre os eletrodos para evitar as faiscas. O eletrodo
de alta tensdo de aco inoxidavel foi posicionado concentricamente no
reator. Uma folha de aluminio foi utilizada como eletrodo terra e foi
posicionada na regido externa do tubo de quartzo. O “gap” de descarga,
zona de formacdo de plasma frio (Figura 4.1 A) foi fixada em 9 mm e
O, (White Martins, Sdo Paulo) foi utilizado como gas de alimentacdo
em todos o0s experimentos.

4.1.4.3. Procedimento de modificacdo da amostra

A fim de modificar a superficies dos polimeros, os filmes foram
embrulhados para cobrir a superficie interna do tubo de quartzo na zona
de descarga de plasma (Figura 4.1 B). Além disso, o gas O, foi purgado
por alguns minutos (2,0 L min™) no reator DBD através da entrada de
gas posicionado na tampa inferior do reator para eliminar possiveis
contaminantes presentes no reator. Entdo, o reator DBD foi ligado
durante o tempo de tratamento (60 min) e a descarga de plasma deu
inicio as reacbes quimicas em fase gasosa que promoveram a
modificacdo da superficie dos filmes poliméricos.

Saida de gds

.. Eletrodo terra
=

23em

Zona descarga
Plasma

.
all Folha de

\ aluminio

| Tubo de
Eletrodo alta quartzo

voltagem n

Camada

I v e tiime

B
Figura 4.1 — Configuragdo experimental do sistema DBD utilizado neste
trabalho (A) e vista superior do reator DBD com o filme do polimero no interior

(B).
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4.1.4.4. Medidas elétricas do reator DBD

As medicdes de corrente e tensdo foram executadas usando uma
sonda de alta tensdo (Tektronix P6015A) e uma sonda de corrente
(Agilent N2781A) e os sinais foram monitorados através de um
osciloscopio (Tektronix TDS5034B). A poténcia elétrica aplicada no
reator DBD em todos os experimentos foi P = 17,41 W (valores em
RMS). A Figura 4.2 mostra as formas de onda de tensdo e corrente
alternada (AC) tipicas do reator DBD utilizado.

Tensdo / 10 KV por diviséo Corrente / 1A por divisdo

Tempo / 10 ms por diviséo

Figura 4.2 — Formas de onda de tenséo e corrente do reator DBD.

4.1.4.5. Envelhecimento dos filmes por casting

Uma maneira de verificar a estabilidade das modificacGes
provocadas na superficie dos filmes tratados por plasma consiste na
avaliacdo do envelhecimento da superficie. Para isso, os filmes
poliméricos tratados foram armazenados por 10 dias (240 h) em
dessecador a temperatura ambiente para verificar a estabilidade do
tratamento realizado.
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4.2. SISTEMA 2 - FILMES FINOS PREPARADOS POR SPIN
COATING A PARTIR DE ZEINA

4.2.1. Materiais poliméricos

Proteina do milho (zeina) com massa molar ponderal média (My,)
de 14.000-24.000 g mol™ e a albumina do soro bovino 98%, utilizada
como fator de crescimento celular, foram adquiridas da Sigma Aldrich
e utilizadas sem tratamento prévio.

4.2.2. Preparacdo e limpeza do substrato

Placas de silicio (Si/SiO;) cortadas nas dimensfes 3 X 3 cm?,
foram usadas como substrato para a deposicdo dos filmes de zeina.
Antes da obtencdo dos filmes, as placas foram descontaminadas.
Primeiramente, o0s substratos foram limpos cuidadosamente com
algoddo molhado em etanol e em seguida os substratos foram imersos
em etanol e submetidos a ultrassom durante 60 min. Imediatamente
antes da deposicdo para preparacdo dos filmes, uma aliquota de acetona
foi colocada na superficie de cada uma das placas, que foram
submetidas a 2000 rpm durante 30 s em um spin coater (modelo Laurell
WS-400BZ-6NPP-Lite). Esta etapa teve como objetivo a retirada de
possiveis residuos organicos.

4.2.3. Solvente para preparo dos filmes

Estudos na literatura relatam que a solubilidade da zeiha é
favorecida em solvente binario etanol/agua, porém mostram varias
composicdes em que a solubilizacdo € possivel, indo de 75/25 até 90/10
(DONG et al., 2004; SHUKLA & CHERYAN, 2001). Para decidir qual
combinacdo seria aqui adotada, um estudo preliminar foi realizado
utilizando as seguintes concentraces de etanol/agua: 75/25, 80/20,
85/15, 87/13 e 90/10. Apos este estudo, a concentracao etanol/agua que
melhor solubilizou a zeina foi a de 85/15; portanto, esta concentracdo
foi adotada na preparacéao dos filmes.

4.2.4. Preparacédo dos filmes
Para a preparacao do filmes finos, a zeina, na concentracdo de 2%

(m/v), foi solubilizada em solvente binario (etanol/agua, 85/15) por
aproximadamente 6 h a temperatura ambiente. Apés a solubilizacéo a
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solucdo foi filtrada em membrana de PTFE 0,45 um (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

Os filmes finos foram obtidos utilizando o spin coater citado
anteriormente através da deposicdo da solucdo polimérica em substrato
de silicio. Para cada filme, 150 uL da solucdo polimérica de zeina foram
depositados na superficie do substrato, sendo que o spin coater foi
operado a 2000 rpm durante 30 s.

4.2.5. Modificacdo da superficie por plasma frio com reator de
descarga de barreira dielétrica (DBD)

4.2.5.1. Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento experimental composto central 32
com 2 fatores e 3 niveis cada um, realizado em duplicata com 6
replicatas no ponto central, totalizando 22 experimentos. Este tipo de
planejamento foi utilizado para estimar as condicBes Otimas de
utilizacdo do reator DBD em relacdo a adesdo de células L-929 na
superficie dos filmes de zeina. Para tanto, variou-se a tensdo elétrica
primaria (v) aplicada ao reator e 0 tempo de tratamento (t) por plasma
frio. Os dois fatores foram confinados em trés niveis na faixa de 99
(nivel mais baixo) a 240 V (nivel mais alto) para v e a partir de 0 (nivel
mais baixo) até 12 min (nivel mais alto) para t. Um ponto central (170 V
e 55 min) com trés repeticbes também foi incluido para avaliagdo
estatistica (em um nivel de confianca de 95%), resultando em nove
experimentos para o planejamento experimental realizado.

4.2.5.2. Reator de plasma frio DBD plano

O sistema experimental utilizado neste trabalho é mostrado na
Figura 4.3 e também foi montado no Laboratério de Fisico-Quimica
Organica no Departamento de Quimica da UFSC. Um transformador de
neon AC (220 V entrada / 17 kV saida) de alta tensdo (60 Hz; Neonena)
foi usado para gerar os canais de plasma entre os eletrodos. O reator
DBD com eletrodos do tipo multiplas pontas superficie plana foi
construido utilizando aco como material dos eletrodos. A &rea dos
eletrodos é de 30 x 15 cm e cada ponta numa mesma fila € equidistante
em 1 cm das pontas vizinhas. Cada fila é posicionada a 1 cm em relacédo
as filas vizinhas e desloca-se 0,5 cm entre estas. A area total comporta
420 pontas nesse arranjo. Uma barreira dielétrica (33 x 18 x 0,6 cm) foi
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posicionada sobre o eletrodo terra de modo a prevenir faiscas. A cdmara
do reator foi construida em borossilicato e nas paredes foram acopladas
a entrada e saida de gases do sistema. O “gap” de descarga, que € a zona
de formacdo do plasma frio (Figura 4.3), foi fixado em 30 mm e ar
atmosférico foi utilizado como gas de alimentagdo em todos os
experimentos.

\-//\ Eletrodo
de alta tensdo

= Saida
Lo de gds
. i o | __—— do plasma
3 e
Entrada 0_‘,: =~ =
de gis ) \ Barreira
dielétrica
_1  Eletrodo (borosilicato)
w  tema

Figura 4.3 — Configuracdo experimental do sistema DBD mdltiplas pontas-
plano utilizado neste trabalho.

4.2.5.3. Procedimento de modificacdo da amostra

A fim de modificar a superficie do filme de zeina, os filmes
foram posicionados sobre a barreira dielétrica, na zona de descarga de
plasma (Figura 4.3). O ar atmosférico foi utilizado como gas de
formacdo do plasma sem fluxo de entrada continuo, em modo estatico,
isto €, durante todo o tempo de tratamento a entrada e saida de gas eram
mantidas abertas sem admissao forcada de gas para dentro da camara.

Em seguida, o reator DBD foi ligado durante o tempo de
tratamento e a descarga de plasma deu inicio as reacdes quimicas em
fase gasosa que promoveram a modificacdo da superficie dos filmes
poliméricos.
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4.2.6. Adsorcéo de albumina de soro bovino

Para a adsorcdo da albumina de soro bovino (BSA) sobre os
filmes finos de zeina preparou-se uma solucdo de BSA (0,05%) em
solucdo tampéo fosfato-salina (PBS). Em seguida, 300 uL desta solugdo
foram adicionados sobre o substrato de silicio contendo os filmes de
zeina. Apdés 2 h de adsorcdo, a superficie dos filmes foi lavada
cuidadosamente com &agua destilada, a fim de retirar a proteina que se
mantivesse apenas adsorvida fracamente na superficie do filme e por
Gltimo, os filmes foram secos a temperatura ambiente.
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43. SISTEMA 3 - FILMES FINOS NANOESTRUTURADOS
PREPARADOS POR SPIN COATING A PARTIR DE PS-b-PAA

4.3.1. Materiais poliméricos

Copolimeros em bloco a base de poliestireno e poli(acido
acrilico) ( PSy15-b-PAA;s e PSigs-b-PAAg), onde os subscritos referem-
se ao grau méedio de polimerizacdo de cada bloco, cujas massas molares
numéricas médias (M,) sdo 13100 e 20400 g mol™, grau de
polidispersidade (PDI) = 1,10 e 1,11 e fracdo em volume (f) calculada
para 0 PAA = 0,11 e 0,09, respectivamente, foram comprados
diretamente da Polymer Source Inc. (Canadd) e utilizados sem
purificacdo adicional.

4.3.2. Preparacdo dos filmes

Os filmes foram preparados utilizando spin coater. O copolimero
foi dissolvido em dioxano, selecionado por se tratar de um bom solvente
aos dois blocos (PS e PAA). A concentragdo da solucéo filmogénica foi
de 1% (m/v).

4.3.3. Modificacdo da superficie por plasma frio com reator de
descarga de barreira dielétrica (DBD)

4.3.3.1. Reator de plasma frio DBD plano

O reator de plasma frio utilizado foi 0 mesmo do sistema 4.2
descrito no item 4.2.5.2; porém, para este sistema ndo foi utilizado
planejamento experimental. Sendo assim, através de estudos
preliminares foram definidos os parametros de plasma utilizados para
este sistema, com tensdo elétrica primaria de 250 V e tempo de
tratamento de 10 min.

4.3.3.2. Procedimento de modificacdo da amostra

O procedimento de modificacdo dos filmes de copolimeros foi
idéntico ao descrito na se¢do 4.2.5.3.
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4.4. Caracterizacao da superficie dos filmes

4.4.1. Analise Térmica

4.4.1.1. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Este estudo foi realizado para averiguar a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) dos filmes, bem como avaliar a compatibilidade dos
polimeros na mistura 1:1 em estudo. As andlises foram realizadas
utilizando-se um equipamento modelo DSC-50 da Shimadzu.
Aproximadamente 4 mg de amostra foram aquecidos de 50 °C a 280 °C
em atmosfera inerte de nitrogénio sob vaz&o de 50 mL min™ e taxa de
aquecimento de 10 °C min™. A T, foi calculada no ponto de inflexdo na
linha base causada pela variacdo do calor especifico da amostra.

4.4.2. Estudo de molhabilidade
4.4.2.1. Determinacdo do angulo de contato

O efeito da modificacdo por plasma do tipo DBD na modificacdo
dos filmes poliméricos foi avaliado em termos de medidas de angulo de
contato em &gua. Os angulos de contato de equilibrio (&) foram
medidos por deposicdo de gotas de 4gua destilada e deionizada sobre os
filmes em estudo. Para tanto, foi utilizado um gonidmetro DATA
PHYSICS com software Image Tool especialmente concebido para este
tipo de andlise, localizado no Laboratério de Meios Porosos e
Propriedades Termofisicas (LMPT) no Departamento de Engenharia
Mecénica da UFSC. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente e as imagens foram capturadas com uma camera fotografica de
alta resolugdo. Foram realizadas cinco medidas independentes, em
diferentes lados de cada filme, sendo que a média dos valores foi
considerada. Os angulos de avanco e recuo (6, e & respectivamente)
foram medidos no mesmo gonibmetro supracitado acima e pela
diferenca entre &, e €, foi possivel calcular o valor da histerese (46).
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4.4.2.2. Envelhecimento da superficie dos filmes tratados

Para verificar a estabilidade das modificacbes provocadas na
superficie dos filmes tratados por DBD, filmes tratados foram
envelhecidos durante 10 dias em dessecador a temperatura ambiente.

4.4.2.3. Célculo da energia de superficie

A energia de superficie dos filmes foi calculada apds a medida do
angulo de contato (6) usando o modelo geométrico de Owens—Wendt
(OWENS & WENDT, 1969) mostrado na equacéo 1:

}/L(1+C036)=2[(}/5d}/Ld)}/2+(}/5p;/Lp)y2} (1)

Na equacdo, v e v sdo os termos dispersivo e polar,
respectivamente, da energia de superficie do s6lido, vs; YLd ey." sdo os
termos dispersivo e polar, respectivamente, da energia de superficie do
liquido, y_e & foi medido experimentalmente. Para determinar a vs fez-
se necessario o uso de no minimo dois liquidos com suas respectivas
coordenadas, polar e dispersiva, conhecidas. Neste trabalho, foram
usados dois liquidos que estdo listados na Tabela 4.2 e os parametros de
superficie  foram  retirados da literatura (SHIMIZU &
DEMARQUETTE, 2000). A teoria de Wu (WU, 1971), através do
modelo harmonico foi igualmente investigada, mas os resultados
mostraram a mesma tendéncia em termos de energia de superficie como
os obtidos com o modelo de Owens—Wendt.

Tabela 4.2 — Valores das energias superficiais dos liquidos usados no calculo
das componentes dispersiva e polar da energia superficial.

Liquidos vMIm?) 1 PmMIm? v Y MmIm?
Agua 72,8 51,0 21,8
Diiodometano 50,8 1,30 495
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4.4.3. Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Este estudo foi realizado para verificar o comportamento
morfolégico dos filmes. As micrografias dos filmes em estudo foram
obtidas utilizando um microscépio eletrdnico XL 50 (Philips, Holanda),
equipado com um filamento de tungsténio como fonte de elétrons
pertencente ao Laboratério de Materiais (LABMAT) do Departamento
de Engenharia de Materiais da UFSC. As amostras foram recobertas
com uma camada fina de ouro em um metalizador (ISI - D2 Diode
Sputtering System).

4.4.4. Espectrometria de energia dispersiva (EDS)

A fim de determinar a composicdo quimica dos dominios
presentes no filme de PS/PMMA 1:1 foi realizado um estudo de SEM
equipada com microssonda de energia dispersiva de raios-X (EDX).
Estas analises foram realizadas visando a identificacdo de oxigénio
presente na estrutura de PMMA.

4.4.5. Microscopia de for¢ca atbmica (AFM)

Com o proposito de estudar a superficie topogréafica dos filmes,
imagens de AFM pelo modo contato foram obtidas utilizando um
microscopio PicoSPM  (Molecular Imaging Corporation, USA)
localizado no Laboratério de Filmes Finos e Superficies (LFFS) do
Departamento de Fisica da UFSC. As imagens foram obtidas no modo
contato, & temperatura ambiente, usando sonda (NP-S, Veeco, USA)
composta por cantiléver e ponta de nitreto de silicio. A ponta é de
formato piramidal de raio de curvatura de 10 nm. O processamento das
imagens e a determinacdo da rugosidade (R) foram realizadas utilizando
0 programa computacional de microscopia de sonda por varredura
WSxXM 4.0 Develop 12.1 (HORCAS et al., 2007).

4.4.6. Espectroscopia fotoeletrénica de raios- X (XPS)

A andlise por espectroscopia fotoeletrénica de raios-X foi
realizada utilizando radiacdo Ka do Al, com energia de 1486,6 eV. O
anodo foi operado a 225 W (15 kV, 15 mA). A regido correspondente ao
orbital 1s do carbono (Cy;) foi amplificada para poder obter uma maior
resolucdo (energia de passagem de 10 eV). O angulo de deteccdo, que
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corresponde ao angulo existente entre o detector de fotoelétrons e a reta
normal & superficie da amostra foi fixado em 53° para todas as medidas.
O sinal Cys a 285 eV foi usado como uma energia de referéncia. Todos
os espectros foram obtidos através de fungcbes Gaussianas (70%) e
Lorentzianas (30%). As analises foram realizadas em Omicron-Sphera,
localizado no Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS).

4.4.7. Cultura celular

O estudo referente & cultura celular foi realizado no
Departamento de Analises Clinicas no laboratério de pesquisa
localizado no Hospital Universitario (HU) da UFSC. Estudos também
foram realizados no Departamento de Farmacologia dessa mesma
Universidade.

4.4.7.1. Método de preparacéo

As células L-929 foram fornecidas pela American Type Culture
Collection e foram mantidas em frascos plasticos sob congelamento a -
196 °C, em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM).

Para a utilizacdo das células, foi realizado inicialmente o
descongelamento das mesmas. Este descongelamento foi feito
rapidamente em banho-maria a 37 °C sob agitacdo. Para o cultivo das
células, o contetdo do tubo criogénico foi transferido para um tubo de
ensaio contendo o meio de cultura DMEM [soro fetal bovino 10% (v/v),
estreptomicina (100 ug mL™), penicilina (100 Ul mL™) e glutamina (2
mmol L™)] e centrifugado por 5 min. O sobrenadante foi removido e o
precipitado levado para garrafas de cultura. Neste momento foi
acrescentada a solugcdo DMEM. A suspensdo celular foi mantida em
incubadora em ambiente (mido a 37 °C e em atmosfera de 5% de CO.,.
Apos 2-3 dias as células foram destacadas dos frascos com tripsina
0,25% (m/v) e etilenodiamino tetracético (EDTA) 1 mmol L™ e
colocadas em um novo frasco.

4.4.7.2. Métodos de esterilizacéo

Os filmes utilizados no estudo de cultura celular foram
submetidos a trés diferentes técnicas de esterilizacdo: etanol e tampéao
PBS/radiacdo ultravioleta (UV), radiacdo UV e 6xido de etileno. Para a
utilizacdo do etanol como agente de esterilizacdo, os filmes foram
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imersos em alcool etilico a 70% (v/v). Em seguida, cada lado do filme
foi exposto a radiacdo UV por 15 min e, na seqliéncia, foram lavados
exaustivamente com tampéao PBS estéril (pH 7,4). A esterilizacdo por
radiacdo UV foi realizada através da exposicdo por 15 min de cada um
dos lados dos filmes. O método de esterilizacdo por 6xido de etileno foi
realizado sob as seguintes condi¢Ges: vacuo de -0,11 a -0,17 kgf cm?;
tempo de exposicdo das membranas ao gas de 3 h; umidade entre 40 e
60%; temperatura de 40-60 °C.

4.4.8. Avaliacao da adesdo e proliferacao celular

As suspens0es celulares foram dispostas em placas com pocgos de
11 ou 40 mm de didmetro, dependendo do método utilizado, e incubadas
em estufa a 37 °C e em atmosfera de 5% de CO, por 24 h. Apés este
periodo, a placa foi levada ao microscépio éptico para avaliacdo da
viabilidade das células ou possivel contaminac¢do das mesmas.

Comprovada a integridade da cultura celular, as placas foram
levadas a capela de fluxo laminar, onde cada pogo foi lavado com
tampdo PBS. A solucdo foi aspirada utilizando-se uma pipeta, sendo o
processo de lavagem realizado em triplicata para cada pogo. Apés este
procedimento, os filmes estéreis foram cortados em discos circulares (10
ou 39 mm de didmetro) e deu-se prosseguimento a aplicacdo das
amostras nos pocos. Anéis de vidro foram usados para comprimir os
filmes com 10 mm de didmetro, evitando a flutuagdo dos mesmos. No
caso dos filmes com didmetro maior, foi utilizada fita dupla-face para
fixacdo nas placas. As células foram destacadas dos frascos, contadas
em um hemacitbmetro e colocadas sobre as amostras em uma
quantidade de 5 x 10* células/poco. Em seguida, as placas foram levadas
para incubacdo em estufa a 37 °C e em atmosfera de 5% de CO, durante
24 h. Apos este periodo, as placas foram removidas da estufa e levadas
ao microscépio Optico, ao qual foi acoplada uma camera fotografica,
para analise dos resultados e obtencdo das imagens.

4.4.9. Testes de citotoxicidade

A citotoxicidade foi determinada através de métodos qualitativos
e quantitativos. A avaliacdo qualitativa foi realizada por microscopia de
imunofluorescéncia para verificar mudancas na morfologia geral,
vacuolizacdo, destacamento e lise celular. Para melhor visualizacdo das
células, empregou-se o corante laranja de acridina, por ser permeavel a
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membrana plasmatica (GENG et al., 1998). Ap6s a incubacdo das
células (5 x 10*/poco), os filmes e o controle foram lavados com tampéo
PBS e em seguida corados com laranja de acridina (10 pg mL™). Apés a
coloracdo as imagens foram obtidas em um microscopio de
imunofluorescéncia BX41 (Olympus), acoplado a uma cémera
fotogréfica (Olympus C-5060) para analise dos resultados. A avaliacdo
quantitativa foi realizada com o mesmo corante; porém, utilizou-se o
método de citometria em fluxo, pois este método é capaz de quantificar,
em namero de eventos, a amostra analisada. Cada particula suspensa
que passa na camara de fluxo dispersa a luz de uma forma, e os corantes
quimicos fluorescentes encontrados na particula podem ser excitados
emitindo luz que é captada pelos detectores fluorescentes. O corante
laranja de acridina € uma substancia que quando excitada emite radiacao
de fluorescéncia, que é detectada pelos detectores fluorescentes do
citbmetro de fluxo (CRISWELL et al., 2003). A incubacéo das células
para esse método foi realizada em placas de 40 mm de didmetro para
evitar que se formassem aglomerados de células, pois na avaliacdo por
citometria de fluxo as células devem estar em suspensao para que sejam
analisadas uma a uma. As células foram incubadas sobre os filmes e o
grupo controle foi a placa de cultura celular. Apos 24 h, foi retirado o
meio de cultura das placas e as células aderidas foram lavadas com PBS;
em seguida, utilizou-se tripsina para deslocar as células dos filmes e da
placa. As células foram centrifugadas e ao pellet foi adicionado o
corante laranja de acridina (10 ug mL™) e, por dltimo, as células foram
analisadas no citdmetro de fluxo BD FACSCalibur. Para andlise
estatistica, os dados foram expressos como média + desvio padrdo da
média e submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), com
pos teste de comparacdo multipla de Bonferroni, sendo considerados
estatisticamente significativos valores com p < 0,001.

4.4.10. Avaliacdo por microscopia eletrénica de varredura

Apos a incubacdo das células sobre os filmes e no grupo controle
em placas de 24 pocos, as mesmas foram lavadas cuidadosamente com
tampdo PBS e em seguida incubadas por 5 min em metanol para
fixacdo. Na sequéncia, 0 excesso de metanol foi retirado e os filmes
foram lavados em tampdo PBS novamente. O excesso de tampéo foi
removido e realizou-se a coloragdo May-Grunwald-Giemsa. A
metodologia consiste na coloragdo sucessiva com eosinato de azul-de-
metileno (May-Griinwald — 0,2 g may-griinwald diluido em 100 mL de
alcool metilico) e com azul-eosina (Giemsa — 0,3 g giemsa em pg, 25



82
Materiais e métodos

mL de glicerina diluidos em 25 mL de é&lcool metilico). Apds a
secagem, os filmes foram submetidos a analise por SEM.



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

FILMES DE PS E PMMA
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CONSIDERACOES PRELIMINARES

Este capitulo é destinado a resultados e discussGes de filmes
obtidos pelo processo de evaporacdo de solvente — casting formados a
partir de PS e PMMA. Apesar desses filmes ja serem bastante estudados
na literatura, foi obtida pela primeira vez uma excelente adesdo e
proliferacdo de células fibroblasticas L-929 e de melanoma B16F10 na
mistura de PS:PMMA 1:1. Em funcdo desses resultados, buscou-se
explorar com maior profundidade estes sistemas, incluindo a
modificacdo dos filmes por plasma frio com reator do tipo DBD. Ap6s a
modificacdo da superficie, a adesdo celular foi melhorada
significativamente e novamente a mistura de PS/PMMA 1:1 apresentou
melhores resultados.

Publicacdes:

Adhesion of L929 Mouse Fibroblast Cells on Poly(Styrene)/Poly(Methyl
Methacrylate) Films. Journal of Brazilian Chemical Society, v. 20, p.
1753-1757, 20009.

Polymer surface films unmodified and modified by non thermal plasma
as new substrate for cell adhesion. (Submetido para: Biomedical
Material Research Part B: Applied Biomaterials)
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5.1. Adeséo celular nos filmes ndo modificados
5.1.1. Caracterizacao dos filmes

Em um estudo preliminar realizado por Melo e colaboradores
(MELO et al., 2009), primeiramente os filmes foram caracterizados
qguanto ao comportamento térmico, morfolégico e quanto as
propriedades de hidrofilicidade da superficie.

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg), foram determinadas
através de analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC, néo
mostradas neste trabalho) e evidenciaram através das curvas de DSC
uma Unica Tg para o PS e PMMA (90 °C e 101 °C, respectivamente).
Dois valores distintos de Tg sdo observados para o filme de PS/PMMA
1:1 (82 °C para PS e 98 °C para PMMA), indicando imiscibilidade
entre os dois polimeros.

Os valores de angulo de contato de equilibrio em &gua para os
filmes de PS, PS/IPMMA 1:1 e PMMA foram 95, 81 e 86 °,
respectivamente, caracterizando uma superficie mais hidrofébica para o
filme de PS e mais hidrofilica para o filme PS/PMMA 1:1.

As micrografias da superficie que serdo mostradas na Figura 5.10
mostram que os filmes de PS e PMMA apresentam caracteristicas de
sistemas densos, homogéneos, auséncia de dominios e de rugosidade.
Particularmente para o filme da mistura dos dois polimeros, foi possivel
observar a presenca de dominios, possivelmente pela imiscibilidade
entre 0s dois componentes.

Um estudo preliminar de adesdo de células de fibroblastos L-929
também foi realizado. Analisando a Figura 5.1 é possivel observar que
os filmes estudados tiveram as células aderidas nas suas superficies; no
entanto, as imagens de SEM permitem visualizar uma preferéncia das
células L-929 na superficie do filme de PS/PMMA 1:1 (Figura 5.1 B).

Os resultados obtidos neste estudo preliminar sugeriram
viabilidade quanto ao uso de filmes de PS/PMMA 1:1 em experimentos
futuros. Neste contexto, parece de suma importancia uma investigacao
mais detalhada no que diz respeito as propriedades destes filmes para
futura utilizagdo como substratos para adeséo e proliferacéo celular.

Testes de citotoxicidade e adeséo celular in vitro mais detalhados
s80 necessarios para uma avaliacdo mais precisa e direta das vantagens
e/ou desvantagens deste filme como biomaterial. Além disso, torna-se
necessaria uma avaliacdo quantitativa para averiguar a quantidade de
células aderidas e comparar com o controle.
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Figura 5.1 — Micrografias obtidas por SEM das células L929 apds 24 h de
contato com os filmes de PS (A), PS/PMMA 1:1 (B), PMMA (C) e controle
(laminula de vidro) (D) — aumento de 50x.

5.1.2. Adesao de células L-929
5.1.2.1. Métodos de esterilizagéo

Conforme descrito na secdo 4.4.6.2, os filmes de PS, PS/PMMA
1:1 e PMMA foram submetidos a trés métodos de esterilizagdo distintos.
A Figura 5.2 mostra as imagens de imunofluorescéncia com laranja de
acridina das células L-929 aderidas no filme de PS/PMMA 1:1 apés
passar pelos trés processos de esterilizagdo: tampdo PBS/UV (Figura 5.2
A), 6xido de etileno (Figura 5.2 B) e somente por radiagdo UV (Figura
520C).

Analisando as imagens pode-se perceber que ndo houve uma
diferenca muito significativa no que concerne a adesao celular, uma vez
que todos os filmes apresentaram grande quantidade de células aderidas.
No entanto, o filme submetido apenas ao método de esterilizacdo por
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radiagdo UV apresentou uma maior proliferacdo celular quando
comparado aos outros métodos, o que levou a adocdo desse método de

esterilizacdo para analises posteriores.

Figura 5.2 — Avaliacdo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesdo e proliferagdo celular na superficie de filmes de PS/IPMMA
1:1 ap6s serem submetidos a trés métodos de esterilizagdo: tampdo PBS/UV
(A), 6xido de etileno (B) e somente por radiagdo UV (C), ap6s 24 h de cultura
de células L-929 — aumento de 40x.

5.1.2.2. Citotoxicidade in vitro

O teste de citotoxicidade avalia se o filme polimérico libera
produtos nocivos no meio de cultura. Esses produtos entrariam em
contato com as células e, portanto, torna-se necessario avaliar a
citotoxicidade in vitro dos filmes.

Os resultados obtidos por imunofluorescéncia utilizando laranja
de acridina mostraram que as células L-929 iniciaram o processo de
adesdo celular na superficie de todos os filmes poliméricos estudados
(Figura 5.3). Foi observado que as células aderidas nos filmes nao
sofreram alteracdes morfoldgicas em relacdo ao controle de toxicidade
(laminula de vidro). Isso mostra que os filmes poliméricos ndo exercem
efeitos citotoxicos para as células que aderem a eles e ndo liberam
substancias toxicas para 0 meio de cultura. Além disso, todos os filmes
estudados foram capazes de estimular mais eficientemente a adesdo
celular que o controle (laminula de vidro).

Como mostrado anteriormente, um estudo preliminar (MELO et
al., 2009) com células de fibroblastos L-929 nos filmes de PS e PMMA
permitiu observar uma tendéncia de adesdo mais efetiva no filme de
PS/IPMMA 1:1 (blenda), o que incentivou a conducdo de estudos mais
avancados a fim de averiguar a efetividade dessa blenda como
biomaterial.
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Analisando as imagens da Figura 5.3 pode-se perceber que houve
diferencas significativas no nimero de células aderidas em cada filme
polimérico. A fim de provar essas diferencas, foi realizada uma
avaliacdo quantitativa por citometria de fluxo (Figura 5.4).

Figura 5.3 — Avaliacdo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesédo e proliferacdo celular na superficie de filmes de PS (A),
PS/IPMMA 1:1 (B), PMMA (C) e controle (D) ap6s 24 h de cultura de células
L-929. * P < 0,001 comparado ao grupo controle, usando ANOVA seguido por
teste t Bonferroni — aumento de 40x.

Todos os filmes estudados permitiram a adesdo celular e,
consequentemente, a proliferacdo, uma vez que o nimero de células
aderidas a cada filme foi muito maior que o namero inicial de células (5
x 10 “*poco). Como mencionado anteriormente, houve diferencas
significativas na proliferacdo celular para cada filme estudado, quando
comparado ao grupo controle. O filme de PS puro (Figura 5.4 A)
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mostrou um acréscimo de aproximadamente 70 x 10° células quando
comparado ao grupo controle (Figura 5.4 D). Esta diferenca foi ainda
mais significativa para o filme de PMMA puro (Figura 5.4 C), com um
aumento de 80 x 10° células. No entanto, o filme com maior
proliferacdo celular foi o formado pela mistura de PS/IPMMA 1:1
(Figura 5.4 B), com um aumento de aproximadamente 100% em relacdo
ao numero original de células.

Os resultados apresentados nas Figuras 5.3 e 5.4 estdo de acordo
com resultados de estudos prévios (MELO et al., 2009), e sugerem o uso
promissor da blenda de PS/PMMA para aplicacfes biomédicas. Alguns
fatores como a molhabilidade da superficie de filmes poliméricos podem
influenciar a adesdo e proliferacdo celular, uma vez que a primeira
camada da célula que toca a superficie do biomaterial é a agua
(ELLINGSEN, 1998).

400 A

300 T

x
*
%
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o J
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A B C D

Numero de eventos (10%)

Figura 5.4 — Avaliagdo por citometria de fluxo com laranja de acridina de
adesdo e proliferagdo celular na superficie de filmes de PS (A), PS/PMMA 1:1
(B), PMMA (C) e controle (D) apds 24 h de cultura de células L-929. * P <
0,001 comparado ao grupo controle, usando ANOVA seguido por teste t
Bonferroni.

Os filmes estudados tém superficies hidrofébicas (angulos de
contato superiores a 80°), principalmente o PS, devido a auséncia de
grupos polares em sua estrutura. Alteracdes da superficie com o objetivo
de aumentar o carater hidrofilico dos filmes devem, entdo ser realizados.
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5.1.3. Citotoxicidade in vitro — células B16F10

Apesar de todo avango alcancado na medicina clinica preventiva,
0 cancer é uma ameaca oculta e de surgimento inesperado. O melanoma
€ uma neoplasia maligna originada a partir dos melandcitos, o qual se
caracteriza pela alta capacidade de infiltragdo no sistema nervoso central
(SNC), sendo a principal causa da morte por doenca de pele.

Além das células fibroblasticas L-929 também foram testadas no
filme de PS/IPMMA 1:1 células B16F10, a fim de averiguar possiveis
aplicacGes desse filme no tratamento de melanoma. As imagens obtidas
por imunofluorescéncia utilizando laranja de acridina estdo mostradas
na Figura 5.5. Analisando as imagens pode-se perceber que assim como
o filme da mistura dos dois polimeros (Figura 5.5 A) foi capaz de aderir
células L-929, a adesdo celular de B16F10 também foi eficiente neste
filme, uma vez que pode-se visualizar uma excelente adesdo e
proliferacdo celular no filme quando comparado ao grupo controle
(Figura 5.5 B) (laminula de vidro).

Apesar de o filme ter sido um excelente substrato para adesdo das
células de melanoma, é importante salientar que para este tipo celular
ndo seria interessante apenas a sua adesdo e proliferacdo no filme. Por se
tratar de células cancerosas, seria extremamente Gtil incorporar uma
droga capaz de causar apoptose celular. Entdo, o filme seria utilizado
como uma “armadilha”, onde primeiramente seria feita a adesdo e em
seguida a  liberacdo do principio ativo. Porém, estudos com
incorporacdo de principios ativos ainda vém sendo desenvolvidos para
verificar a validade desse método.

Figura 5.5 — Avaliacdo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesdo e proliferagdo celular na superficie de filmes de PS/IPMMA
1:1 (A) e controle (B) apds 24 h de cultura de células B16F10. * P < 0,001
comparado ao grupo controle, usando ANOVA seguido por teste t Bonferroni —
aumento de 40x.
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5.2. Filmes ndo modificados e modificados por DBD
5.2.1. Planejamento experimental

Varios parametros de controle do sistema de reator de plasma
DBD e a otimizacdo destes parametros podem levar a melhores
resultados sobre a modificacdo da superficie de filmes poliméricos.
Como um meio para reduzir o nimero de experimentos e para otimizar
0 sistema para a modificacdo desejada dos filmes estudados, foi
necessario o uso de um planejamento experimental.

A Figura 5.6 mostra os valores de angulo de contato obtidos
considerando o planejamento experimental. Ap6s a modificacdo
superficial houve um decréscimo significativo nos valores de angulos de
contato para todos os filmes estudados.
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Figura 5.6 — Valores de angulos de contato em agua para os filmes de PS,
PS/PMMA 1:1 e PMMA ap6s o planejamento experimental.
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Analisando o grafico pode-se perceber um maior decréscimo nos
valores dos angulos de contato para o experimento quatro, vazao (Q) de
0, de 2,0 L min™ e tempo de tratamento (t) de 60 min. Aparentemente 0
experimento quatro foi 0 mais promissor para a obtencéo de angulos de
contatos menores, porém uma analise estatistica torna-se necessaria para
a escolha adequada.

A Figura 5.7 apresenta as superficies de resposta resultantes do
modelo experimental aplicado aos filmes de PS (Figura 5.7 A),
PS/PMMA 1:1 (Figura 5.7 B) e PMMA

(Figura 5.7 C) modificados por reator DBD com O, em diferentes
condicBes de Q e de t. Em t = 0 min, os valores de & para os filmes
estudados foram: 95, 83 e 83° para o PS, PS/PMMA 1:1 e PMMA
respectivamente. Para o filme de PS (Figura 5.7 A; Rzajustado =0,93244),
o tempo de tratamento € um parametro significativo de acordo com a
ANOVA (p = 0,0387). A Q e a interacdo Q/t ndo foram estatisticamente
significativos. No entanto, a curvatura obtida para a superficie ajustada é
significativa (p = 0,0428), indicando que o modelo linear aplicado pode
ndo ser tdo satisfatério como um modelo quadrético para os dados
experimentais obtidos. De acordo com o modelo da equacgéo [€ = 94,63
-6,11(Q) — 0,69(t) — 0,0297(Q)], como Q e t aumentam, &diminui.

Para o filme de PS/IPMMA 1:1 (Figura 5.7 B; Rzajustado =
0,76946), t também € significativo, (p = 0,0976) em comparacdo com
outros parametros (com p = 0,81) como mostrados pela ANOVA. O
modelo de equacdo neste caso [@ = 60,94 — 0,51(Q) — 0,22(t) -
0,0149(Q)(t)] apresenta as mesma caracteristicas obtidas pelo filme de
PS.

Para o filme de PMMA (Figura 5.7 C; Rzajustado = 0,93223),
somente a interacdo de Q e t sdo significativos de acordo com a
ANOVA (p = 0,017556). A equacdo obtida neste caso [# = 57,43 —
0,74(Q) — 0,033(t) + 0,0445(Q)(t)] mostra um sinal positivo para a
interacdo Q e t, 0 que significa que o efeito Q depende do nivel de t e
vice versa. Assim, o ajuste de t ao alto nivel (2,0 L min™ e 60 min) ira
resultar (de acordo com o0 modelo da equacéo) em valores superiores de
angulo de contato. No entanto, os valores de & previsto pelo modelo,
como visto na superficie de resposta (Figura 5.7 C), ndo sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste t (comparacéo entre 0s
pontos altos, baixos e central), o que sugere que qualquer combinacdo
possivel entre esses fatores poderia ser usada. Deve também ser
observado que, apesar de ndo haver diferencas significativas nos valores
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de @ para o filme de PMMA modificado, pode ser observada, na Figura
5.6 diferenca de & para o modificado (56° - 60°) e para 0 ndo
modificado (83°), o que deve ser levado em conta para analises
posteriores e indica claramente a eficacia do tratamento por DBD.

Finalmente, é importante salientar que a selecdo de & como fator
de resposta em vez de o niumero de células vivas (n) junto a superficie
polimérica é, do ponto de vista experimental, a escolha mais adequada,
pois as medidas de & podem ser facilmente realizadas. Além disso,
devido ao fato de ¢ estar diretamente relacionado com n, a alteracdo do
fator de resposta entre essas variaveis pode resultar em um perfil
diferente de superficie de resposta, de modo que um maximo (ou
minimo) poderia ter sido obtido. Este efeito pode explicar parcialmente
a auséncia de uma regido de maximo na superficie de resposta obtida
neste estudo. Assim, com base nos resultados experimentais obtidos e a
fim de manter as condi¢des experimentais aplicadas as mais semelhantes
possiveis para cada amostra, uma vazdo de O, de 2,0 L min 1e tempo
de tratamento de 60 min foram escolhidos como condi¢des adequadas
para 0s experimentos subsequentes com os filmes poliméricos
estudados.
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Figura 5.7 — Superficies de resposta obtidas a partir de um modelo linear para
PS (A), PS/IPMMA 1:1 (B) e PMMA (C) usando angulo de contato em agua (6)
em funcdo da vazdo (Q) de O, e tempo de tratamento (t).
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5.2.2. Estudo de molhabilidade
5.2.2.1. Medidas de angulo de contato

A medida de angulo de contato é uma das maneiras mais faceis
de avaliar a natureza hidrofobica ou hidrofilica das superficies. O angulo
de contato é definido como o angulo entre um plano tangente a uma gota
do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra
depositado. A condicdo para a completa molhabilidade de uma
superficie sélida é obter &ngulo de contato igual a zero. Esta condigéo é
totalmente alcangada quando as forcas de atracdo entre liquido e solido
sdo iguais ou maiores que as forcas da interface liquido-liquido (coeséao)
(SHAW, 1975).

A hidrofilicidade é um dos fatores mais importantes que afetam a
citocompatibilidade de biomateriais. A adesdo e crescimento das células
nas superficies sdo considerados como fortemente influenciados pelo
balanco hidrofilicidade/hidrofobicidade, frequentemente descritos como
molhabilidade. Alguns trabalhos demonstraram que a maior parte das
células adere, espalha-se e cresce mais facilmente em substratos com
hidrofilicidade moderada do que em substratos hidrofébicos ou muito
hidrofilicos (YANG et al., 2002; TEZCANER et al., 2003).

Os valores dos angulos de contato para a superficie dos filmes de
PS, PS/IPMMA 1:1 e PMMA, bem como o perfil das gotas de agua na
superficie dos filmes estdo apresentados nas Figuras 5.8 e 5.9,
respectivamente.

A acentuada reducdo inicial do angulo de contato de equilibrio
em agua foi observada para todos os filmes tratados por DBD, quando
comparados aos filmes correspondentes ndo tratados. Isto indica que um
aumento significativo na molhabilidade foi induzido pela modificacao.
No caso do PS (Figura 5.8 A), o angulo de contato foi reduzido de 95°
para 37° apds o tratamento, o que significa que o tratamento por DBD
promoveu mudancgas drasticas na superficie do PS. Em contraste, o
angulo de contato para 0o PMMA (Figura 5.8 C), passou de 83° para 59°.
No caso da mistura PS/PMMA 1:1 (Figura 5.8 B), o angulo de contato
foi reduzido de 83° para 45°.

Geralmente, uma diminuicdo do angulo de contato é devida a
adicdo de novos grupos polares na superficie dos filmes. No entanto,
uma mudanca da molhabilidade de superficie pode também ser atribuida
a muitos outros efeitos, como a rugosidade e mudancas na estrutura
quimica do filme.
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Figura 5.8 — Valores de angulo de contato para a superficie dos filmes de PS
(A), PSIPMMA 1:1 (B) e PMMA (C) antes e ap6s a modificagao.
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Figura 5.9 — Imagens de gotas de agua na superficie dos filmes de PS (A),
PS/PMMA 1:1 (B) e PMMA (C) antes e ap6s a modificagao.

5.2.2.2. Medidas da energia de superficie

Uma importante aplicacdo das medidas de angulo de contato é a
avaliacdo da energia superficial sélida (ys) (BUTT et al., 2003).

Os liquidos preferem uma forma geométrica com menor area. Por
isso, goticulas de liquidos tendem a ser esféricas, pois nessa forma
adquirem uma menor area superficial para um dado volume. Nesse caso,
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a tensdo superficial pode ser definida como uma forca atuando
paralelamente a superficie por unidade de comprimento (ADAMSON,
1990).

Assim como a molhabilidade, a energia superficial exerce um
importante papel na adesdo e proliferacdo celular, haja vista que quanto
maior a molhabilidade, maior também serd a energia de superficie.
Hallab e colaboradores (HALLAB et al, 2001), demonstraram que a
energia livre de superficie foi a caracteristica mais importante na
aderéncia e proliferacdo celular. Schakenraad e colaboradores
(SCHAKENRAAD et al., 1988) concluiram que apesar do grande
nimero de parametros que interferem na adesdo celular, a energia livre
de uma superficie sélida aparentemente é um fator dominante na adesdo
celular.

Como citado na secdo 4.4.1.3, utilizou-se 0 modelo geométrico
de Owens—Wendt (Equacdo 1) para o calculo da energia superficial dos
filmes estudados e os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 5.1.

Para o célculo da energia de superficie, além de fazer as medidas
em um solvente polar (dgua), torna-se necessario o uso de um solvente
pouco polar. No caso deste trabalho utilizou-se o diiodometano, por se
tratar de um solvente apolar e por ndo reagir com os polimeros
estudados.

A Tabela 5.1 mostra os valores do angulo de contato no equilibrio
dos filmes antes e apos o tratamento, usando agua e diiodometano como
liguidos de medida. Observa-se que 0 angulo de contato possui 0 mesmo
comportamento para ambos os liquidos estudados, ou seja, apos o
tratamento, todos os filmes apresentaram maior molhabilidade de
superficie. No entanto, os valores de 6, obtidos para o diiodometano (y_
=50,8 mJ m?) foram menores que os obtidos para a agua (y. = 72,8 mJ
m), ou seja, apresentam maior molhabilidade sobre a superficie dos
filmes estudados. Isto ocorre devido ao diiodometano ter energia livre
superficial menor que a agua.
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Tabela 5.1 — Angulos de contato de equilibrio (6€), energia de superficie total
(ys) e componentes de energia de superficie dos filmes de PS, PS/IPMMA 1:1 e
PMMA antes e ap6s a modificagao.

Filmes 0e (°) ¥s (MJ M)
Agua Diiodometano 2y J Py
PS 94,7 +1.16 55,7 +1.18 301 1,14 3172
PS/IPMMA
1 83,3+ 2.58 39,0 +2.63 38,6 2,75 41,3
PMMA 83,3+ 1.58 43,1+3.23 36,5 3,10 39,6
ps 37,3+2.08 36,7 +2.94 357 27,7 634
ps/PMM
44,7 +3.15 36,3+3.23 36,7 224 591
Al1l
'PMMA 59,3+158  42,0+2.23 348 14,9 497

'Filmes modificados; “Componente dispersiva; *Componente polar; “Método de
Owens-Wendt.

O comportamento da energia de superficie e das suas
componentes polar e dispersiva também esta mostrado na Tabela 5.1.
Apos o tratamento ndo houve uma mudanca significativa nos valores
das componentes dispersivas, porém o mesmo nao foi observado para os
valores das componentes polares que apresentaram um aumento
significativo apds o tratamento para todos os filmes estudados. No caso
do filme de PS, este aumento foi ainda maior, aumentando o valor da
energia de superficie da componente polar de 1,14 para 27,7 mJ m?, o
que corrobora com a adi¢ao de novos grupos polares na sua superficie.

O comportamento da energia de superficie para os filmes
estudados é similar ao observado para as medidas de 6, pois ap6s o
tratamento houve um aumento na molhabilidade da superficie e, em
consequéncia disso, um aumento na energia de superficie foi observado.
O filme de PS apresentou um aumento superior a 100% no valor da
energia de superficie apds o tratamento. J& no caso do filme de
PS/IPMMA 1:1 este aumento foi menos significativo, passando de 40%
apos a modificagdo superficial. O filme que apresentou um efeito menos
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significativo apos a modificacdo foi o filme de PMMA, mostrando um
aumento no valor da energia de superficie de aproximadamente 25%
quando comparado ao filme ndo tratado. O menor valor de energia
superficial encontrado para o filme de PMMA ap6s o tratamento pode
resultar do fato que a modificacdo causada na superficie desse filme nao
tenha ocorrido pela adigdo de novos grupos polares na sua superficie e
sim por mudancas na topografia de superficie, através de um aumento
de rugosidade. Essa confirmacdo serd mostrada através de outras
analises, tais como, microscopia de forca atdmica, que serdo discutidas
posteriormente.

5.2.2.3. Medidas de histerese

A histerese do angulo de contato nada mais é do que uma
consequéncia da ndo homogeneidade ou aspereza da superficie e pode
ser medida através da diferenca dos angulos de avango e recuo.

A Tabela 5.2 mostra os valores dos angulos de contato de avango
e recuo, bem como os valores de histerese para os filmes antes e apés a
modificacdo. O PS mostrou um valor de histerese de 6°; no entanto, este
aumento foi mais significativo nos filmes da mistura de PS/PMMA 1:1 e
PMMA, com valores de 13° e 18°, respectivamente. Um aumento no
valor de histerese ap6s o tratamento indica que a superficie dos filmes se
tornou mais heterogénea apos a modificacao.
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Tabela 5.2 — Valores de angulos de avanco e recuo (6a e Or respectivamente) e
histerese (A0) de filmes de PS, PS/IPMMA 1:1 e PMMA antes e ap6s a
modificagéo.

Filmes 0, (°) 0r (°) A6 (%)
PS 96,2+3.23  82,7+3.93 14,0
PSIPMMA1:1  894+284  81,6+3.01 8,00
PMMA 842+125  81,8+222 3,00
'PS 54,8 +2.91 34,8 +3.18 20,0
'PSIPMMA 1:1 51,0+ 3.24 30,0 +3.98 21,0
'‘PMMA 61,0 +3.22 40,0 + 3.96 21,0

*Filmes modificados.

Este fato pode ser explicado pelo menor angulo de recuo quando
comparado ao angulo de avanco, indicando a presenca de grupos
quimicos hidrofilicos na superficie. No entanto, uma vez que um menor
angulo de contato apés a modificacdo (37°) para o filme de PS foi
obtido, um maior valor de histerese teria sido esperado quando
comparado com os outros filmes. Isto significa que, além de um
aumento no ndmero de grupos quimicos polares na superficie, a
topografia do filme também deve ser levada em conta. Com base nos
resultados obtidos, uma explicacdo para a grande mudanca na
molhabilidade dos filmes envolve a adicdo de grupos polares na
superficie de PS e um aumento da rugosidade na superficie de PMMA.

5.2.2.4. Envelhecimento da superficie dos filmes tratados

A fim de verificar a estabilidade dos filmes apds o tratamento,
foram realizados estudos semelhantes de molhabilidade apds os filmes
serem deixados em repouso durante 10 dias. Os resultados estdo
mostrados na Tabela 5.3.

Apos 240 h de tratamento, a mudanca na medida de angulo de
contato de equilibrio foi muito pequena, de até 5° o que pode ser
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considerado muito baixo para causar uma mudanca significativa na
superficie.

Tabela 5.3 — Angulo de contato de equilibrio (6e) em agua do envelhecimento
dos filmes tratados apds 240 h.

Filmes 0c()—24h  0.(°)-240h

PS 37,3+2,08 39,4+ 2,01
PSIPMMA L1 447+315 49.3+3,19

PMMA 59,3 + 1,58 61,3+ 1,95

Esta pequena diferenca nos valores de angulo de contato ap6s o
envelhecimento dos filmes pode ser explicado pelo relaxamento da
superficie do polimero, pois o polimero tende a voltar a sua estrutura
original, uma vez que apresenta uma menor tensdo superficial. Esta
mudanca insignificante obtida nos valores de angulos de contato ap6s
240 h de tratamento confirma a mudanca permanente na superficie dos
polimeros estudados.

5.2.3. Caracterizacdo morfoldgica da superficie
5.2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Estudo de microscopia eletronica de varredura é importante por
varios aspectos, e neste caso foi realizado com o intuito de analisar a
morfologia dos filmes, principalmente do filme formado pela mistura
dos dois polimeros. A presenca de rugosidade e dominios nas
micrografias sugere, geralmente, melhor adeséo celular.

A morfologia dos filmes obtidos foi primeiramente investigada
visualmente. Os filmes dos polimeros puros apresentaram um aspecto
diferente quando comparados ao da mistura. Para os polimeros puros, 0s
filmes eram transparentes a temperatura ambiente e homogéneos. No
caso da mistura, o filme apresentou-se opaco, heterogéneo, e a formacéo
de macro dominios foi detectavel mesmo a olho nu. Além disso,
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observou-se que os dominios estavam presentes em diferentes alturas,
com dominios na regido superior e inferior do filme.

As micrografias da superficie dos filmes antes e apds a
modificacdo estdo mostradas na Figura 5.10. Os filmes de PS e PMMA
(Figuras 5.10 A e C) mostram caracteristicas de superficies densas,
homogéneas, bem como auséncia de dominios e rugosidades. Ja a
micrografia do filme de PS/PMMA 1:1 (Figura 5.10 B) mostra a
presenca de dominios discretos, o que pode ser explicado, como descrito
na secdo 5.1.1, pela separacdo de fases entre os dois polimeros
formadores da mistura.

Ap6s o tratamento, houve uma mudanca significativa na
superficie dos filmes de PS e PS/PMMA 1:1, como mostra o circulo nas
imagens (Figuras 5.10 A e B). Esta mudanca pode ser explicada pela
incidéncia de microfilamentos de plasma ou faiscas transientes
preferenciais em algum ponto da superficie, uma vez que as descargas
do plasma atingem a superficie pontualmente, tornando a superficie
micro-heterogénea. Além disso, pode-se perceber que o PS é
preferencialmente afetado, possivelmente devido a presenca de grupos
polares que foram adicionados apds o tratamento, uma vez que este
efeito ndo foi observado para o filme de PMMA.

5.2.3.2. Espectrometria de energia dispersiva (EDS)

Como descrito na secdo anterior, os dominios formados na
superficie do filme da mistura de PS/PMMA 1:1 apresentam distintas
regides (superiores e inferiores) causadas pela separacdo de fases de
seus componentes. Assim, foi necessaria uma analise de EDS para
identificar cada polimero na mistura, e este estudo foi realizado antes e
apos a modificacdo superficial (Tabela 5.4). No filme ndo modificado, a
analise de EDS mostrou aproximadamente 51% de oxigénio na regido
superior do filme e apenas 14% de oxigénio na regido inferior. Apos a
modificacdo da superficie do filme, a porcentagem de oxigénio presente
na regido superior caiu aproximadamente 10%. No caso da regido
inferior o teor de oxigénio foi de aproximadamente 22%.
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ndo modificados modificados

Det WD ————— 50um

SE_ 100

Figura 5.10 — Micrografias das superficies para os filmes de PS (A),
PS/PMMA 1:1 (B) e PMMA (C) antes e ap6s a modificagdo - aumento de 500x.
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Tabela 5.4 — Estudo de EDS nas regides superiores e inferiores dos dominios
presentes no filme de PS/PMMA 1:1.

PS/IPMMA 1:1  Oxigénio (%)

Regido superior 50,56
Regido inferior 14,44
'Regido superior 41,30
'Regido inferior 21,56

*Filmes modificados

Esta analise foi de suma importancia para distinguir os dominios
da mistura, pois a quantidade de oxigénio presente nos filmes ndo
modificados e modificados foi significativamente maior na regido
superior. Como o PS antes da modificacdo ndo apresenta oxigénio na
sua estrutura, torna-se evidente que o PMMA predomina a parte
superior dos dominios presentes no filme da mistura 1:1 de PS e
PMMA. Além disso, apos a modificacdo o teor de oxigénio decresceu
na regidao superior e aumentou aproximadamente 8% na regido inferior.
Sendo assim, essa analise também concorda com o estudo de
molhabilidade, o qual mostrou a incorporacdo de grupos polares na
estrutura do PS. Como o gas utilizado no tratamento por plasma foi o
oxigénio, é possivel que os grupos polares adicionais na estrutura do PS
tenham sido ocasionados por ligacbes com o oxigénio, aumentando
assim o teor deste elemento na regido inferior apds o filme ter sofrido
modificacéo superficial.

5.2.4. Caracterizacdo topogréafica
5.2.4.1. Microscopia de forca atbmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma das técnicas de
captacdo de imagens geradas por forcas de interacdo que atuam entre
dois 4tomos ou moléculas e podem ser classificadas de acordo com sua
capacidade de atracdo e repulsdo. Na analise de AFM pelo modo
contato, também conhecido como modo repulsivo (modo utilizado neste
trabalho), a ponta estd em contato fisico com a amostra quando esta
varre a superficie do material analisado. Neste caso, a forca de interacdo
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entre a ponta e a amostra é, principalmente, de natureza repulsiva
(JALILI & LAXMINARAYANA, 2004).

O tratamento de superficie por plasma pode provocar
modificacBes na topografia dos polimeros. Além disso, assim como a
molhabilidade, estudos mostram que superficies mais rugosas
favorecem a adesdo e proliferacdo celular (WOODCOCK et al., 2005;
SHIN, 2007).

A Figura 5.11 mostra as imagens de AFM dos filmes de PS
(Figura 5.11 A) e PMMA (Figura 5.11 B) antes e ap6s a modificacéo e
os valores de rugosidade (R).

O filme de PS antes da modificacdo apresentou uma regido
rugosa com R = 3,4 nm, enquanto que os filmes de PMMA mostrou-se
mais plano com R = 0,5 nm.

Apobs o estudo de EDS, diferentes dominios (superior e inferior)
no filme de PS/PMMA 1:1 foram analisados, como pode ser observado
na Figura 5.12. O filme da mistura dos dois polimeros antes da
modificacdo apresentou uma superficie plana, tanto no dominio da
regido superior (Figura 5.12 A) quanto no da inferior (Figura 5.12 B)
com R = 0,3 nm para ambas as regifes. Apds a modificacédo, o valor de
R na regido superior aumentou 4,0 nm, enguanto que na regido inferior
o aumento foi de apenas 2,5 nm.
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nao modificados , modificados

Figura 5.11 — Imagens topograficas obtidas por AFM (2,0 x 2,0) um’® da
superficie dos filmes de PS (A) e PMMA (B) antes e apds a modificacdo. A
escala de altura foi normalizada para uma melhor observagdo da superficie e R
mostra a rugosidade da superficie.

Um comportamento caracteristico para todos os filmes é que a
topografia da superficie modificada apresenta uma maior rugosidade
quando comparada aos filmes ndo modificados, com um aumento menos
pronunciado para o filme de PS. Além disso, 0 dominio formado na
regido superior do filme da mistura apds a modificacdo apresentou
maior rugosidade que o dominio na regido inferior, o que confirma os
resultados obtidos por EDS e histerese de angulo de contato.
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ndo modificados modificados

Figura 5.12 — Imagens topograficas obtidas por AFM (2,0 x 2,0) um’® da
superficie do filme de PS/IPMMA 1:1 (antes e apds a modificacdo) formado
pelos dominios da regido superior (A) e pelos dominios da regido inferior (B).
A escala de altura foi normalizada para uma melhor observacdo da superficie e
R mostra a rugosidade da superficie.

5.2.5. Analise quimica
5.2.5.1. Espectroscopia fotoeletronica de raios-X (XPS)

A andlise de XPS é um método baseado na fotoemissdo de
elétrons de diferentes niveis de energia dos elementos em questéo,
causado pela irradiacdo de raios-X. A analise de XPS atinge a
profundidade de 2-5 nm abaixo da superficie do material analisado. Esta
analise é utilizada para determinar a composicdo quimica superficial dos
materiais antes e depois da modificacéo por plasma (OHRING, 1991).

O efeito do tratamento por DBD na superficie quimica dos filmes
estudados foi avaliado por XPS e as energias das ligacdes obtidas foram
circuladas nos espectros para melhor visualizacdo. Analisando o
espectro de XPS do sinal de carbono na regido do orbital 1s (Cy;) para o
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filme de PS ndo modificado (Figura 5.13 A), pode-se perceber a
presenca de um pico em 285,0 eV que, de acordo com a literatura
(LARRIEU et al., 2005; D’SA et al., 2010), corresponde a ligacdes
alifaticas e aromaticas C-C/C-H. Além desse pico, a literatura
(LARRIEU et al.,, 2005; D’SA et al.,, 2010) relata um pico em
aproximadamente 292,0 eV e atribui a transi¢do n-n* do anel aromatico.
No entanto, o filme de PS ndo modificado ndo apresentou este pico.
Além disso, como mostrado na Figura 2.1, o PS antes do tratamento ndo
apresenta ligacGes com oxigénio na sua estrutura quimica. Porém, o
filme apresentou trés picos referentes a ligagdes com oxigénio. Dessa
forma, de acordo com a literatura (D’SA et al., 2010), essas energias de
ligacBes sdo correspondentes a: 285,7 eV (C-0), 286,9 eV (O=C/O-C-
0O-) e 289,0 eV (O=C-O) para o PS apds sofrer algum tipo de
modifica¢do com oxigénio.

E importante salientar que XPS é uma técnica de medidas de
superficie, o que significa que apenas os primeiros nm das amostras sao
analisados. Dessa forma, pequenas contaminacdes, tais como impureza
na amostra ou contaminacdo do reator, podem influenciar
significativamente no espectro obtido. Apds o tratamento com O, por
DBD (Figura 5.13 B), o filme de PS apresentou as mesmas ligagdes que
0 ndo modificado, porém com surgimento de um pico de baixa
intensidade em 288,0 eV (O=C-OR) que, de acordo com a literatura
(VESEL, 2010), pode ser atribuido a ligacdo de grupo carboxila ou
éster.
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A Figura 5.14 mostra os espectros de XPS do sinal de oxigénio
na regido do orbital 1s (Oy) para os filmes de PS ndo modificados e
modificados por DBD. O espectro de Oy para o filme ndo modificado
(Figura 5.14 A) apresentou dois picos ja conhecidos na literatura (D’SA
et al., 2010), um correspondente a energia de ligagdo C=0 em 532,0 eV,
outro em 533,9 eV que corresponde a ligacdo O-C. No entanto, além
dessas energias de ligacdo, o filme apresentou um pico em 535,5 eV,
que € descrito na literatura (Qiu et al., 1990; WAN-JUNG et al., 2009)
por se tratar de um tipo diferente de ligacdo com oxigénio, como
oxigénio pertencente a forma “quase molecular”, como por exemplo Oy
ou oxigénio ligado a 4gua (O-H,0).

Assim como o espectro de Oy para o filme de PS ndo
modificado, o espectro de Oy para o filme de PS depois da modificacdo
(Figura 5.14 B) apresentou trés picos, sendo um pico em 530,8 eV
(C=0), um em 533,4 eV (O-C) e um ultimo, de menor intensidade, em
528,3 eV. A literatura relata apenas que este pico estd associado a
superficies oxidadas (Qiu et al., 1990).

Os espectros de XPS do sinal do Cy para o filme de PMMA antes
do tratamento (Figura 5.15 A) apresentaram picos com energias de
ligacdo de 285,0 eV, correspondentes as ligacdes alifaticas (C-C/C-H)
presentes na estrutura do PMMA. Além desse pico, foi visualizado o
aparecimento de contribuicbes de ligacBes de grupos oxigenados em
285,8 eV (C-C-0), 286,9 eV (C-0) e 289,0 eV (0O=C-0). Essas ligacdes
ja eram esperadas, uma vez que o PMMA apresenta na sua estrutura
quimica ligagfes com oxigénio através do grupamento éster, conforme
mostrado na Figura 2.2. Apds a modificacdo (Figura 5.15 B), ndo houve
acréscimo ou exclusdo de ligacdes e os valores de energia de ligacdo
ficaram muito proximos aos ndo modificados, apresentando apenas um
pequeno aumento no pico correspondente a porcentagem da ligacdo
O=C-0.
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Na analise de XPS, como mostram os espectros da Figura 5.16,
correspondentes a regido do orbital Oy dos filmes de PMMA ndo
modificados (Figura 5.16 A) e modificados (Figura 5.16 B) por DBD,
dois picos de energia de ligacdo foram detectados. O primeiro pico
corresponde a ligagdo C=0 em 532,1 eV e o0 segundo correspondente a
ligagdo O-C- em 533,6 eV. E importante ressaltar que esses dados estio
de total acordo com os ja relatados na literatura (D’SA et al., 2010).

No caso do filme formado pela mistura dos dois polimeros antes
do tratamento (Figura 5.17 A), o espectros de XPS do Cis apresentou
energias de ligacdo em 285,0 eV, 285,8 eV, 286,9 eV e 289,1 eV
podendo ser atribuidas as mesmas ligacOes descritas anteriormente. 1sso
ja era esperado, uma vez que neste filme estdo presentes o PS e PMMA
simultaneamente, devendo aparecer suas devidas ligacbes. Apds a
modificacdo (Figura 5.17 B), ndo houve alteracdo quanto as ligacdes
quimicas do filme de PS/IPMMA 1:1 quando comparado ao hao
modificado.
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Os espectros de XPS do Oy para o filme de PS/PMMA 1:1 estdo
mostrados na Figura 5.18. Tanto antes do tratamento (Figura 5.18 A)
quanto apos (Figura 5.18 B), o filme apresentou dois picos em
aproximadamente 532,3 e 533,8 eV, atribuidos as ligacdes C=0 e 0-C,
respectivamente. Estas ligacdes também ja foram visualizadas nos
espectros de XPS do O 1s para os filmes de PS e PMMA antes e ap6s a
modificacao.

Com o objetivo de avaliar o que acontece quimicamente na
estrutura dos polimeros apds a modificacdo e verificar se houve
aumento da porcentagem de ligagdes com oxigénio apds o tratamento,
foram realizados célculos das porcentagens de carbono e oxigénio
presentes nos filmes estudados a partir dos espectros obtidos. Os
espectros de Sirvey estdo mostrados no Apéndice dessa tese e todos 0s
valores correspondentes as porcentagens calculadas estdo mostrados na
Tabela 5.5.

O filme de PS antes do tratamento apresentou 54,2% de ligacdes
C-C/C-H e ap6s a modificacdo esse valor caiu para 36,2%. Como
explicado anteriormente, mesmo antes da modificacdo, o filme de PS
apresentou ligacBes com oxigénio e esse valor foi correspondente a
45,8%. Apb6s a modificacdo essa porcentagem subiu para 59,5%
apresentando um acréscimo de 13,7% nessas ligacdes.
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Figura 5.18 — Espectros de XPS do sinal do Oy dos filmes de PS/PMMA 1:1
ndo modificados (A) e modificados (B) por DBD.
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No gue concerne a porcentagem atdbmica total de Oy e Cyg, O
filme antes do tratamento apresentou 16,2 e 83,8%, respectivamente.
Apos o tratamento os valores passaram para 20,2 e 79,8%. Com base
nessas informag@es, pode-se sugerir a incorporacdo de grupos polares na
superficie do PS apds a modificacdo, favorecendo o aumento da
molhabilidade obtida para este filme apds o tratamento com oxigénio.

Tabela 5.5 — Valores percentuais de Cys € O, obtidos no espectro de XPS para
os filmes de PS, PS/PMMA 1:1 E PMMA antes e apds a modificacéo.

Filmes at (%)

O1ls Cls
Total O=C O-C Total C-H/C-C C-O C=0/C-C-O 0-C=0

PS 16,2 239 60,0 83,8 54,2 26,7 11,3 7,80

PSIPMMA 203 574 46,6 79,7 33,9 16,9 31,0 18,1
11

PMMA 21,2 57,7 423 78,8 458 154 23,0 15,7

1ps 202 214 706 79,8 36,2 37,1 12,0 10,4

'PSIPMMA 236 385 615 76,4 24,8 20,4 30,7 24,0
11

IPMMA 279 503 493 72,1 28,9 19,4 27,2 17,7

*Filmes modificados.

No caso do PMMA ndo modificado a porcentagem obtida para a
ligacdo C-C/C-H foi 45,8% e essa porcentagem diminuiu para 28,9%
apos a modificacdo. Além disso, as ligacBes com oxigénio passaram de
54,1 para 64,3% quando o filme foi tratado. Quanto as porcentagens
atdmicas do Oy, e Cys, 0s valores também foram aumentados, passando
de 21,2 para 27,9% e de 78,8 para 72,1%, respectivamente de PS. No
filme de PS/IPMMA 1:1, a diminuicdo no percentual das ligacdes
alifaticas e aromaticas C-C/C-H foi de aproximadamente 9% ap0s o
tratamento. Um aumento semelhante ocorreu nas ligagdes com oxigénio.
As porcentagens atdmicas de O € Cys passaram de 20,3 para 23,6% e
de 79,7 para 76,4%, respectivamente. Esse filme apresenta os dois
polimeros unidos fisicamente entre si, entdo é evidente que seriam
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observados alguns percentuais mais proximos do PS e outros do
PMMA.

Com os resultados obtidos para a molhabilidade da superficie
(incluindo medidas de energia de superficie) e os estudos de morfologia,
topografia e as andlises de XPS, é possivel reforcar a explicacdo
proposta anteriormente. A mudanca que ocorre no filme de PS tem
como origem as mudancas quimicas da superficie (adicdo de grupos
polares na estrutura), enquanto no filme de PMMA ocorre um aumento
na rugosidade da superficie. Nos filmes formados pela mistura de PS e
PMMA, a mudanca apds o tratamento pode ser explicada pela adicdo de
grupos polares nos dominios da regido inferior e aumento da rugosidade
da superficie nos dominios da regido superior do filme.

5.2.6. Adesao de células L-929
5.2.6.1. Estudo de citotoxicidade in vitro

A Figura 5.19 mostra as imagens de imunofluorescéncia obtidas a
partir dos filmes antes e apds a modificacao.

A andlise das imagens permite a identificacdo de diferencas
significativas no nimero de células aderidas a superficie dos filmes
modificados. No entanto, com o intuito de confirmar a analise
qualitativa, estudos quantitativos por citometria de fluxo foram
realizados para mostrar a proliferacdo das células e avaliar a
citotoxicidade dos filmes estudados. Os resultados do estudo
quantitativo sdo mostrados na Figura 5.20, onde o nimero de eventos
representa 0 numero de células aderidas na superficie dos filmes.

O filme de PS modificado (Figura 5.20 A) apresentou 5,7 X 10*
células a mais quando comparado ao filme ndo modificado. Da mesma
forma, o filme de PMMA (Figura 5.20 C) mostrou um aumento de 4,8 x
10* células apés o tratamento. Embora a diferenca no niimero de células
aderidas fosse menos pronunciada no filme de PMMA, o numero total
de células aderidas no filme de PMMA foi cerca de 5 x 10 maior que
no filme de PS modificado.

O filme com maior proliferacdo celular foi o filme formado pela
mistura de PS e PMMA (Figura 5.20 B), resultando em 1,7 x 10° células
a mais quando comparado ao filme antes do tratamento. Além disso, 0
filme formado pela mistura dos dois polimeros apresentou 3,5 x 10°
células a mais quando comparado ao grupo controle, ou seja, a
proliferacdo das células foi triplicada.
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nao modificados modificados

Figura 5.19 — Avaliag&o por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesédo e proliferacdo celular na superficie de filmes de PS (A),
PS/PMMA 1:1 (B), PMMA (C) (antes e apés a modificagdo) e controle (D)
ap6s 24 h de cultura de células L-929. * P < 0,001 comparado ao grupo
controle, usando ANOVA seguido por teste t Bonferroni — aumento de 40x.
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Figura 5.20 — Avaliacdo por citometria de fluxo com laranja de acridina de
adesdo e proliferagdo celular na superficie de filmes de PS (A), PS/PMMA 1:1
(B), PMMA (C) (antes e ap6s a modificagdo) e controle (D) apds 24 h de
cultura de células L-929. * P < 0,001 comparado ao grupo controle e * P <
0,001 comparado aos filmes ndo modificados, usando ANOVA seguido por
teste t Bonferroni.

Conforme descrito na secdo 5.2.3.2, este filme possui dominios
os quais foram caracterizados como o0s da regido superior e inferior do
filme, com prevaléncia de PS na regido inferior e PMMA na regido
superior.

A fim de examinar se existem locais preferenciais para a adeséo
celular nos filmes, a avaliacdo de imunofluorescéncia foi realizada
separadamente para cada regido dos dominios e essas imagens Sao
mostrados na Figura 5.21, nomeadas como dominio de PS (Figura 5.21
A) e dominio de PMMA (Figura 5.21 B). A analise das imagens permite
a visualizacdo de adesdo celular em ambas as regibes, com apenas um
pequeno aumento na quantidade de células associadas aos dominios de
PMMA. Isso ja era esperado, uma vez que o nimero de células aderidas
na superficie do filme de PMMA modificado foi ligeiramente superior
que no filme de PS também tratado. Com base nesses resultados,
conclui-se que as células L-929 mostraram uma ligeira preferéncia por
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superficies mais rugosas, uma vez que esta caracteristica foi
predominante no filme de PMMA.

A

Figura 5.21 — Avaliaco por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adeséo e proliferagdo celular na superficie do filme de PS/PMMA
1:1 modificado formado pelos dominios de PS (A) e pelos dominios de PMMA
(B) ap6s 24 h de cultura de células L-929. * P < 0,001 comparado ao grupo
controle, usando ANOVA seguido por teste t Bonferroni — aumento de 40x.

5.2.6.2. Estudo da morfologia celular

Informagbes detalhadas sobre a integridade da morfologia das
células apos a adesdo nas superficies poliméricas sdo necessarias. Tal
avaliacdo foi realizada através da analise por SEM com alta ampliacédo
(Figura 5.22), pois este € um método capaz de produzir imagens de alta
resolucdo da superficie e da estrutura das células (FRIEDMANN et al.,
2011).

A andlise das células permitiu observar diferentes padrdes de
adesdo celular para os filmes antes e apds o tratamento. Nos filmes nédo
modificados, as células apresentaram-se relativamente isoladas, com
morfologia arredondada ou ligeiramente fusiforme. No entanto, nos
filmes modificados, ha células conectadas entre si através do citoplasma
e a morfologia varia entre alongada e na forma de estrela. No filme
PSIPMMA 1:1 (Figura 5.22 B), a morfologia estrelada foi
predominante. As setas na Figura 5.22 B destacam o nlcleo da célula
com uma forma ovoéide (1), bem como a presenca de nucléolos (2) e
expansdo citoplasmatica (3), que sdo caracteristicas de células de
fibroblastos ativos.

Alguns autores relatam o uso de imagens obtidas por SEM para
estudar a morfologia dos fibroblastos aderidos em diferentes materiais
(OU et al., 2011; DONG et al., 2010; FUJII et al., 2009). De fato, a
morfologia das células com a facil identificacdo dos componentes
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celulares foi satisfatoriamente observada neste trabalho, especialmente
no filme da mistura dos dois polimeros.

Em geral, a adesdo de células nos filmes poliméricos foi mais
eficiente que no controle, indicando a eficiéncia dos filmes investigados
para induzir o processo de adesdo e proliferacéo celular.
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Figura 5.22 — Imagens obtidas por SEM das células L929 apés 24 h de contato
com os filmes de PS (A), PS/PMMA 1:1 (B), PMMA (C) (antes e apds a
modificagdo) e controle (D) — aumento de 1000x.
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5.2.7. Justificativa para a adesdo celular ter sido mais eficiente no
filme de PS/PMMA 1:1

O filme de PS tratado por DBD mostrou uma superficie mais
hidrofilica quando comparado ao filme de PMMA que apresentou uma
superficie mais rugosa apds o tratamento. A hidrofilicidade e rugosidade
superficial sdo fatores determinantes na melhora da adesdo e
proliferacdo celular. No entanto, o filme formado pelos dois polimeros
mostrou ser mais eficiente sobre a proliferacdo celular, apesar de sua
superficie ser menos hidrofilica quando comparado ao filme de PS e
menos rugosa se comparado ao filme de PMMA. Uma explicacdo para
este fato pode ser o efeito de sinergismo que estd presente no filme
formado pelas misturas dos dois polimeros, conforme esquematicamente
representado na Figura 5.23. No mesmo filme, hd um efeito
concomitante de hidrofilicidade (maior energia de superficie) e
rugosidade, o que induz de maneira significativa a adesdo celular.
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Figura 5.23 — Mecanismo proposto para a eficiéncia do processo de adesdo e
proliferacdo celular na superficie do filme de PS/PMMA 1:1 modificado.
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CONSIDERACOES PRELIMINARES

Este capitulo descreve os resultados e discusses sobre filmes
finos obtidos pelo processo de spin coating formados a partir da proteina
de milho, zeina. A escolha desse polimero justifica-se pelo fato de se
tratar de um polimero de origem natural, biodegradavel e de baixo custo,
o0 que favorece a aplicacdo como biomaterial. Além disso, ndo ha
estudos na literatura que mostram a modificagdo quimica da superficie
da zeina por plasma frio com DBD, obtendo-se pela primeira vez a
modificacao superficial desse polimero por esse método com resultados
satisfatdrios, uma vez que a adesao de células L-929 foi favorecida apos
a modificacdo. Além da modificacdo por DBD, serd demonstrada nesse
capitulo a modificacdo por tratamento fisico, através da adsorcdo da
proteina de soro bovino (BSA), utilizada como fator de crescimento,
sendo que a adesdo celular também foi favorecida apés o tratamento.

Publicacéo:

Protein adhesion and cell response on atmospheric pressure dielectric
barrier discharge-modified zein surfaces. (em preparacao)
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6.1. Filmes ndo modificados e modificados por DBD
6.1.1. Planejamento experimental

A fim de avaliar que tensdo elétrica primaria (v) e tempo de
tratamento (t) levariam a bons resultados de modificacdo do filme de
zeina, adotou-se um planejamento experimental.

O planejamento foi realizado com o intuito de obter como fator
resposta uma andlise quantitativa de células aderidas na superficie do
filme. No entanto, as células se apresentaram fortemente aderidas aos
filmes, o que impossibilitou a realizacdo da analise quantitativa por
citometria de fluxo, técnica esta que necessita da descolagem das células
dos filmes para que, em suspensdo, possam ser quantificadas. Desta
forma, tornou-se inviavel obter as superficies de resposta utilizando o
programa STATISTICA 6.0. Com base nessas informagdes, o
planejamento experimental foi avaliado apenas pela visualizacdo das
imagens obtidas por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina e para cada experimento foi atribuido uma pontuacéo, conforme
mostrado na Tabela 6.1.

Analisando a Tabela 6.1, pode-se perceber que os experimentos 1
e 2, cujas duplicatas correspondentes sdo 0s experimentos 12 e 13,
respectivamente, foram os Unicos que resultaram em pontuacdo maxima.
Ja no caso do experimento 4 (com duplicata 15), obteve-se a menor
pontuacao e este experimento corresponde ao filme com t de 0 min, ou
seja, sem tratamento. Assim, com base nesses resultados e o intuito de
manter as condigdes experimentais aplicadas o mais semelhante possivel
para cada amostra, uma v de 120 V e t = 1 min (experimento 1) e 120 V
com t = 10 min (experimento 2) foram escolhidos como condicdes
adequadas para o0s experimentos subsequentes com os filmes
poliméricos de zeina, e foram aqui nomeados como tratamentos 1 e 2,
respectivamente.
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Tabela 6.1 — Pontos atribuidos aos experimentos referentes ao planejamento
experimental dos filmes de zeina, onde os pontos 1, 2 e 3 referem-se a pouca,
média e excelente adesdo celular, respectivamente.

Experimentos/ Tensdo elétrica  Tempode  Pontos/pontos

duplicatas primaria (V) tratamento duplicatas
(min)
1/12 120,0 1,000 3/3
2/13 120,0 10,00 3/3
3/14 220,0 1,000 213
4/15 220,0 10,00 3/1
5/16 99,00 5,500 1/2
6/17 240,0 5,500 2/1
7/18 170,0 0,000 1/1
8/19 170,0 12,00 3/2
9/20 170,0 5,500 2/1

6.1.2. Adesao de células L-929
6.1.2.1. Estudo de citotoxicidade in vitro

A Figura 6.1 mostra as imagens de imunofluorescéncia obtidas a
partir dos filmes antes e apds serem submetidos ao tratamento por
plasma.

Para os filmes de zeina, ndo foi possivel utilizar laminulas de
vidro como grupo controle, uma vez que as placas de cultura utilizadas
para este experimento foram de pogos quadrados nas dimensfes 3 x 3
cm, a mesma dimensdo das placas de silicio, ndo havendo possibilidade
de utilizar as laminulas nestes pocos. Desta forma, além de analises
realizadas com os filmes de zeina, foi também realizado o estudo de
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adesdo celular sobre a placa de silicio, para verificar se ha alguma
afinidade celular pela placa.

A andlise das imagens permite a identificacdo de diferencas
significativas no nimero de células aderidas a superficie dos filmes
modificados.

A superficie do filme de zeina antes do tratamento (Figuras 6.1
A) apresentou pouca afinidade com as células L-929, sendo evidente
que uma modificacdo superficial melhorou a adesdo celular.

Os filmes submetidos aos tratamentos 1 (Figuras 6.1 B) e 2
(Figuras 6.1 C) mostraram maior eficiéncia no que concerne a adesao
celular nas suas superficies quando comparados as do filme de zeina
sem o tratamento (Figura 6.1 A). Além disso, torna-se evidente que o
filme submetido ao tratamento 2 (Figura 6.1 C), o qual difere do 1
(Figura 6.1 B) apenas pelo tempo de tratamento, apresentou uma
quantidade de células aderidas superior aos filmes do tratamento 1.
Desta forma, pode-se supor que submeter o filme por mais 9 min de
tratamento melhora a adeséo celular.

As Figuras 6.1 D (aumentos de 40 e 80x) mostram as imagens de
imunofluorescéncia apenas para a placa de silicio, sem sofrer qualquer
tipo de modificacdo. Analisando as imagens pode-se verificar que nao
houve uma boa adesdo celular na superficie da placa e essa adesdo foi
menos favorecida quando comparada aos filmes de zeina sem
tratamento. Sendo assim, é possivel afirmar que apds a deposicdo do
filme de zeina sobre a placa de silicio, as células tém preferéncia pelo
filme de zeina e ndo pelo substrato.
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Figura 6.1- Avaliacdo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesdo e proliferacdo celular na superficie de filmes de zeina antes
(A), apds os tratamentos 1 (B), 2 (C) e controle (D) apds 24 h de cultura de
células L-929. * P < 0,001 comparado ao grupo controle, usando ANOVA
seguido por teste t Bonferroni — aumentos de 40x a esquerda e de 80x a direita.
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De modo geral, esta analise permite afirmar que as células
aderidas na superficie dos filmes ndo sofreram alteracdes morfoldgicas,
pois analisando as imagens com aumento maior (80x), dispostas na
coluna da direita, pode-se verificar a integridade da morfologia celular
como descrito na se¢do 5.2.6.2. Isso mostra que os filmes de zeina néo
exercem efeitos citotoxicos para as células aderidas.

6.1.3. Caracterizacdo da superficie
6.1.3.1. Estudo de molhabilidade - Medidas de angulo de contato

Esta analise foi realizada com o proposito de avaliar se houve
alteracdo na molhabilidade dos filmes de zeina ap6s o tratamento por
DBD.

O perfil das gotas de agua na superficie dos filmes de zeina antes
(Figura 6.2 A) e apds os tratamentos por plasma (Figuras 6.2 B e C) esta
mostrado na Figura 6.2.

Para o filme de zeina ndo modificado, o angulo de contato obtido
foi de aproximadamente 22°, sendo a superficie do filme altamente
hidrofilica. A principio, este valor ndo era esperado, pois como citado na
secdo 2.1.2.1 a zeina apresenta carater hidrofébico, devido aos
grupamentos apolares serem predominantes na sua estrutura. No
entanto, é importante ressaltar que o substrato no qual foi depositado o
filme de zeina apresenta uma fina camada de SiO, na superficie e
nenhum tratamento foi realizado a fim de elimina-la. Assim, existe uma
grande possibilidade de ocorrer algum tipo de interacdo da zeina com o
substrato. Como a zeina apresentou um angulo de contato muito abaixo
do esperado, é provavel que os grupos apolares da zeina estejam
interagindo com a placa de silicio, deixando somente os grupos polares
expostos na superficie, o que justificaria a grande molhabilidade
observada.

Foram também realizadas medidas de angulo de contato para a
placa de silicio, sem nenhum tratamento prévio. O substrato apresentou
diferentes angulos contato, variando de 34° a 47°. Devido a variacdo dos
angulos, tornou-se inviavel o célculo do desvio padrdo. Uma explicacdo
plausivel para estes valores é o fato de que quando a gota de agua toca a
superficie onde predomina o Si (apolar), o angulo medido é maior do
que guando a gota toca a superficie onde predomina o oxigénio (polar),
por isso, a grande variagdo de desvio padréo.
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Figura 6.2 — Imagens de gotas de agua na superficie dos filmes de zeina antes
(A) e apés submetidos ao tratamento 1 (B) e 2 (C).

Apos o tratamento 1, o angulo medido foi de aproximadamente
26°, apresentando uma pequena variacdo de 4° quando comparado ao
filme sem tratamento. Esta diferenca foi mais significativa para o filme
submetido ao tratamento 2, que apresentou um acréscimo de
aproximadamente 10°. E evidente que o tratamento por plasma ndo
proporcionou mudancas significativas na superficie do filme ou nos
valores de angulo de contato, quando o mesmo foi tratado durante 1
min. J& com a adi¢do de 9 min pode-se supor que alguma modificacao
na superficie ocorreu. O planejamento experimental mostrou que as
células preferem aderir em superficies modificadas pelos tratamentos 1 e
2 quando comparadas as ndo modificadas.

A explicagdo para a eficiéncia celular no filme submetido ao
tratamento 2 pode residir no aumento do valor de angulo de contato, ou
seja, devido ao aumento da hidrofobicidade da superficie. Conforme
citado na sec¢do 5.2.2.1, a adesao celular em superficies com um balanco
entre hidrofilicidade/hidrofobicidade € mais efetiva quando comparado a
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superficies totalmente hidrofilicas ou hidrofobicas. Porém, varios fatores
podem influenciar a adesdo celular, tais como a rugosidade da
superficie, que sera discutida a seguir.

Assim como o filme submetido ao tratamento 2, o planejamento
experimental também mostrou uma melhor adesdo celular quando
comparado ao filme ndo modificado. Neste caso, o fato do aumento do
angulo de contato ter sido muito pequeno, pode sugerir que a melhora na
adesdo celular tenha sido causada por outros fatores e ndo pelo aumento
da hidrofobicidade, como no tratamento 1.

6.1.3.2. Estudo de topografia - Microscopia de forca atbmica (AFM)

A Figura 6.3 mostra as imagens de AFM dos filmes de zeina
antes (Figura 6.3 A) e apds a modificacdo (Figuras 6.3 B e C) e os
valores de R.

Todos os filmes apresentaram superficies rugosas. No entanto,
apos o tratamento por plasma houve um aumento de rugosidade. O filme
de zeina antes do tratamento (Figura 6.3 A) apresentou R = 98 nm.
Quando submetido ao tratamento 1 (Figura 6.3 B), a rugosidade
aumentou para 131 nm. No caso do filme submetido ao tratamento 2
(Figura 6.3 C), o valor de R = 129 nm. Analisando estes valores, pode-
se perceber que ndo ha diferenca no valor de R dos filmes submetidos a
tratamento por tempos superiores a 1 min, ou seja, deixar o filme sob
tratamento durante 1 ou 10 minutos ndo interfere na rugosidade da
superficie.

As analises de AFM sugerem que a preferéncia das células pelos
filmes apds o tratamento 1 estd relacionado apenas ao aumento da
rugosidade de superficie. J& no caso do filme submetido ao tratamento 2,
a eficiéncia da adesdo celular pode estar relacionada tanto com a
molhabilidade quanto com a topografia da superficie, o que proporciona,
desta forma, um efeito sinérgico. O mesmo fato foi descrito no capitulo
5 para o filme de PS/PMMA 1:1. Além disso, como citado na se¢do
5.2.4.1, estudos mostram que superficies mais rugosas favorecem a
adesdo e proliferacdo celular (WOODCOCK et al., 2005; SHIN, 2007).
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Figura 6.3 — Imagens topograficas obtidas por AFM (15,0 x 15,0) um?® da
superficie dos filmes de zeina antes (A) e apds submetidos ao tratamento 1 (B) e
2 (C). A escala de altura foi normalizada para uma melhor observagdo da
superficie e R mostra a rugosidade da superficie.

6.1.4. Adsorcao de albumina de soro bovino (BSA)
6.1.4.1. Estudo de citotoxicidade in vitro

Além da modificacdo quimica da superficie realizada através dos
tratamentos por plasma com DBD, as superficies dos filmes de zeina
também foram modificadas fisicamente, através da adsorcdo de um fator
de crescimento utilizado na cultura celular, a albumina de soro bovino
(BSA).
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Como citado na secdo 2.2, as proteinas ligadas a superficie do
biomaterial ttm o intuito de orientar e organizar a adesdo celular na
interface célula-biomaterial e, assim, promover o processo de migracéao,
diferenciacdo e crescimento celular tecidual.

A interacdo da proteina na superficie do biomaterial pode ocorrer
de diversas maneiras; no entanto, a adsorcdo por interacdo eletrostatica
tem se mostrado mais eficiente, por se tratar de um processo rapido e
simples (D’SA et al., 2010).

A zeina apresenta ponto isoelétrico (pl) na faixa de 6,2 (PATEL
et al., 2010). O pl de uma proteina nada mais é do que o valor de pH
onde as proteinas apresentam carga elétrica liquida igual a zero. O
solvente utilizado para solubilizar a zeina foi etanol/agua na composicéo
85/15, O pH da solucdo medido foi de 5,2. Isso permite concluir que a
zeina estava presente em um pH inferior ao do seu pl, apresentando
dessa maneira, carga residual positiva. No caso da BSA, o pl esta na
faixa de 5,1 (GERBERDING & BYERS, 1998) e sua dissolucdo foi
realizada em PBS (pH = 7,4). Sendo assim, a BSA apresenta carga
residual negativa. Com base nessas informac@es, pode-se inferir que a
adsorcdo da BSA na superficie de zeina ocorreu por interacdo
eletrostatica.

A Figura 6.4 mostra as imagens obtidas por microscopia de
imunofluorescéncia com laranja de acridina dos filmes de zeina antes e
apos a adsorcdo da albumina. Além dessa andlise, foi também realizada
a adsorcdo de albumina na superficie de zeina, apds o filme ter sido
submetido ao tratamento por plasma. No entanto, para a adsor¢do de
albumina na superficie de zeina apds o tratamento por plasma, ainda ndo
foi realizado planejamento experimental. Para as andlises com o
tratamento mostradas na Figura 6.4, os parametros de plasma foram: v =
250 Vet =10 min.

Analisando as imagens, pode-se perceber uma diferenca
significativa na adesdo celular antes (Figura 6.4 A) e apds (Figuras 6.4
B e C) a adsorcéo de BSA na superficie do filme de zeina. E importante
salientar que a modificacdo por plasma antes da adsorcdo de BSA
(Figura 6.4 C) ndo favoreceu a adesdo das células L-929 gquando
comparado ao filme de zeina com adsorcdo de BSA sem o tratamento
(Figura 6.4 B). Porém, a adesdo celular foi favorecida apos a adsorcdo
da BSA tanto antes quanto ap6s o tratamento por plasma, quando
comparado ao filme de zeina sem BSA. Uma explicacdo para ap6s o
tratamento a adsorcdo de albumina ndo ter sido igualmente eficiente
quando comparado ao filme ndo exposto ao plasma reside no fato que o
plasma é capaz de modificar a superficie do polimero e, possivelmente,
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alguns grupos modificados ndo ficaram disponiveis para realizar a
interacdo eletrostatica com a BSA. Para confirmar esta suposicao,
analises de angulo de contato em &gua, bem como analise por AFM
estdo sendo conduzidas.

De maneira geral, tanto a modificacdo quimica por plasma,
mostrada anteriormente, quanto a modificacdo por adsorcdo de BSA na
superficie dos filmes de zeina foram de grande valia, pois representaram
mudancas significativas frente a adesdo celular e integridade
morfoldgica das células. Porém, é de suma importancia realizar a
adsorcdo de albumina apds ter submetido o filme ao tratamento de
plasma conforme experimentos 1 e 2 realizados no planejamento
experimental. Somente assim sera possivel sugerir qual o melhor
método de modificacdo para o filme estudado.
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Figura 6.4 — Avaliacdo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesdo e proliferacdo celular na superficie de filmes de zeina antes
(A), apds a adsorcdo de BSA (B) e ap6s tratamento por plasma e adsorgdo de
BSA (C) ap6s 24 h de cultura de células L-929 - aumentos de 40x a esquerda e
de 80x a direita.
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CONSIDERACOES PRELIMINARES

Este capitulo esta destinado aos resultados e discussdes relativos
a um estudo preliminar dos filmes finos obtidos pelo processo de spin
coating formados a partir de dois copolimeros diblocos, ambos
formados por poliestireno-b-poli(acido  acrilico)  (PS-b-PAA),
diferenciando apenas na massa molar de cada bloco. A escolha desse
copolimero como biomaterial estd no fato de esse polimero poder se
organizar em nanoestruturas, formando assim, um filme fino
nanoestruturado. Na area de biomateriais seria interessante testar esse
material, uma vez que muitas vezes imitam as caracteristicas fisicas da
matriz extracelular (ECM) em escala nanométrica. Assim como nos
demais polimeros testados, os copolimeros terdo suas superficies
modificadas por plasma e seré avaliada a eficiéncia da adesdo de células
L-929 antes e ap0s o tratamento.

Publicacéo:
Poliestireno-b-poli(acido acrilico) surface films unmodified and

modified by non thermal plasma as new substrate for cell adhesion. (em
preparacgao)
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7.1. Formacéo de nanoestruturas

O copolimero em bloco PSy-b-PAA, (PS115-b-PAA s € PSigs-b-
PAA, denominados C1 e C2, respectivamente) utilizado para a
preparacdo dos filmes esta representado na Figura 2.6. As fracdes
relativas em volume, f, calculadas para o bloco PAA foram de 0,11 e
0,09 para os copolimeros C1 e C2, respectivamente. Os calculos foram
feitos baseados nos valores de massa molar numérica média e densidade
de cada bloco.

Como descrito na secdo 2.1.3, a caracteristica principal do
copolimero em bloco é de sofrer separacdo de fase em escala
nanométrica. Entdo, além de filmes finos os filmes dos copolimeros de
PS-b-PAA podem também ser chamados de filmes nanoestruturados.
Além do copolimero em bloco poder formar nanoestruturas, outra
propriedade importante consiste na possibilidade de apresentar dominios
organizados, sob determinadas condi¢bes. Este fenbmeno pode ser
possivel com o aumento da temperatura, pois 0 aquecimento é capaz de
proporcionar um aumento da mobilidade da cadeia, facilitando a
organizacdo dos dominios. ApGs a organizacdo, os dominios podem
formar estruturas regulares, como linhas, quando se tem
aproximadamente 50% de cada bloco; cilindros de um bloco dispersos
na matriz de outro, quando se tem entre 20 e 40% de um bloco em
relacdo ao outro e esferas de um bloco disperso no outro, em geral
quando se tem entre 10 a 20% de um bloco. Conforme supracitado, 0s
copolimeros de C1 e C2 apresentam 10% de um bloco (relacionado a
massa molar) quando comparado a outro, entdo, caso o filme tivesse
sido submetido ao aquecimento, esperava-se que o0s blocos estariam
organizados na forma de esferas. No entanto, esta organizacdo néo foi
induzida neste trabalho, pois ndo seria interessante uma estrutura
totalmente organizada para promover a adesdo de células na superficie
dos filmes poliméricos. Esse fato foi explorado nos filmes de PS e
PMMA ap6s ser comparada a efetividade da adesdo das células L-929
na superficie dos filmes de PS-b-PMMA, com a adesdo celular na
superficie do filme formado apenas pela mistura fisica dos dois
polimeros, no qual o filme forma macrodominios totalmente
desorganizados (MELO et al., 2009).



150
Resultados e discusséo — Filmes de PS-b-PAA

7.2. Filmes ndo modificados e modificados por DBD
7.2.1. Caracterizacao de superficie
7.2.1.1. Estudo de topografia — Microscopia de forca atbmica (AFM)

Assim como os filmes de zeina apds a adsorcdo da BSA, os
filmes formados pelos copolimeros C1 e C2 ndo foram submetidos a
experimentos programados por planejamento experimental. Sendo
assim, serdo utilizados os mesmos parametros do reator DBD que foram
utilizados para os filmes da proteina (v =250 V e t = 10 min).

A andlise por AFM foi realizada para verificar possivel aumento
nos valores de R apds a modificacdo da superficie por plasma frio. As
imagens obtidas por AFM estdo mostradas na Figura 7.1.

Os filmes antes do tratamento apresentaram superficies rugosas,
com valores de R =9 nm e 7 nm, respectivamente.

Apos a modificacdo da superficie por DBD, tanto o copolimero
C1 (Figura 7.1 A), quanto o C2 (Figura 7.1 B), apresentaram superficies
mais rugosas gquando comparados aos copolimeros ndo modificados.
Esta diferenca nos valores de R foi mais significativa para o copolimero
C2, que apresentou um aumento de 100%.
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ndo modificados modificados

Figura 7.1 — Imagens topograficas obtidas por AFM (4,0 x 4,0) um’ da
superficie dos filmes de copolimeros C1 (A) e C2 (B) antes e ap6s a
modificagdo. A escala de altura foi normalizada para uma melhor observacéo da
superficie e R mostra a rugosidade da superficie.

Analisando as imagens acima, é possivel perceber que o
tratamento por plasma corrobora com o aumento de rugosidade da
superficie dos copolimeros estudados. Apesar de ndo terem sido
realizados até o momento estudos de molhabilidade da superficie, é
possivel que o aumento da rugosidade favorega a adesdo e proliferacdo
celular nos copolimeros C1 e C2.

7.2.2. Adeséao de células L-929
7.2.2.1. Estudo de citotoxicidade in vitro

Com o propésito de avaliar se os copolimeros C1 e C2
apresentam superficies adequadas para adesdo das células L-929 e se
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apos a modificacdo os mesmos tornam-se mais propicios a adesao
celular, foram realizadas andlises por  microscopia de
imunofluorescéncia com laranja de acridina e as imagens obtidas antes e
apos o tratamento estdo mostradas na Figura 7.2

Assim como os filmes de zeina, para os filmes dos copolimeros
também ndo foram utilizadas laminulas de vidro como grupo controle,
pelo mesmo motivo descrito na se¢do 6.1.2.1.

A Figura 7.2 A mostra as imagens de imunofluorescéncia para o
copolimero C1 antes e ap6s o tratamento. Antes da modificacdo da
superficie por DBD, o copolimero C1 ndo apresentou uma resposta
satisfatdria frente a adesdo de células L-929. Apds a modificacdo, a
eficiéncia celular foi significativamente melhor. O mesmo aconteceu
com o copolimero C2 (Figura 7.2 B), no qual é visualmente detectavel o
maior nimero de células aderidas quando comparado ao filme de C2
nao tratado.

Unindo esses resultados com os de AFM, pode-se sugerir que a
melhora na adesdo das células esta associada ao aumento significativo
na rugosidade da superficie dos copolimeros apds o tratamento. O
aumento da rugosidade foi ligeiramente maior no copolimero C2 e o
mesmo pode-se observar frente a adesdo celular, resultando em um
namero superior de células aderidas neste copolimero.
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ndo modificados modificados

Figura 7.2 — Avaliacéo por microscopia de imunofluorescéncia com laranja de
acridina de adesdo e proliferagdo celular na superficie de filmes de copolimeros
C1 (A) e C2 (B) antes e ap6s a modificagdo - aumentos de 80x.

Como citado anteriormente, para estes copolimeros foi realizado
apenas um estudo preliminar, o que impossibilita afirmar se o
copolimero C2 é realmente mais eficiente na adesdo celular quando
comparado ao C1. Porém, de maneira geral, pode-se afirmar que o
tratamento por plasma foi eficiente para os dois copolimeros estudados
0 que possibilita a continuacéo do trabalho com a realizacdo de analises
complementares, tais como, estudo de molhabilidade de superficie e
citotoxicidade.
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8.1. Conclusdes

A capacidade de filmes poliméricos com superficies hidrofobicas
produzidos a partir de PS e PMMA de promoverem a adesdo e
proliferacdo de células de fibroblastos L-929 foi mostrada neste
trabalho. A melhor resposta, em relacdo a adesdo celular foi obtida
através da mistura fisica dos dois polimeros. A modificacdo da
superficie dos filmes de PS e PMMA utilizando um reator com DBD
tornou-se mais eficaz quando determinados os melhores pardmetros
(vazdo e tempo de tratamento) operacionais do reator, proporcionando
superficies mais hidrofilicas quando comparado aos filmes ndo
modificados. No entanto, a maior molhabilidade da superficie foi obtida
para o filme de PS. Incorporacdo de grupos polares na superficie do
filme de PS e modificacdo na topografia da superficie do filme de
PMMA foram consequéncias da modificacdo superficial e fatores
determinantes para melhorar a adesdo e proliferacdo celular na
superficie desses filmes. Ap6s a modificacdo, o filme de PMMA
apresentou maior adesdo de células quando comparado ao filme de PS.
Desta forma, é evidente que as células L-929 preferem aderir em uma
superficie mais rugosa do que em uma superficie mais hidrofilica. No
entanto, o filme de PS/PMMA 1:1 proporcionou os melhores resultados,
sugerindo que o efeito sinérgico é favoravel para a adeséo e proliferacdo
celular. Em suma, o filme de PS/PMMA 1:1 pode ser utilizado como um
substrato para muitas aplicac6es bioldgicas.

Em um segundo momento, filmes finos a partir de um polimero
natural, a zeina, tiveram a sua superficie modificada pelo sistema de
plasma. Ap6s a modificacdo superficial, superficies ligeiramente mais
hidrofébicas foram observadas. O estudo de molhabilidade de superficie
dos filmes mostrou a ocorréncia de uma interacdo de zeina com a placa
de silicio, o que proporcionou uma superficie totalmente molhavel para
este filme. Ap6s a modificacdo, o filme de zeina apresentou maior
adesdo de células quando comparado ao filme ndo modificado. A
morfologia caracteristica de fibroblastos também pdde ser observada
para os filmes de zeina, mostrando que a integridade celular foi mantida.
Tanto a modificacdo quimica por plasma, quanto a modificacdo fisica
através da adsorcdo de BSA na superficie dos filmes de zeina, resultou
em melhora significativa frente a adesdo celular. Avaliando os
resultados obtidos pode-se sugerir que o filme de zeina possa ter
aplicabilidade como biomaterial na engenharia de tecido, uma vez que
este filme foi formado a partir de um polimero natural, de baixo custo e
biodegradavel, possibilitando assim diversas aplicacdes na area médica.
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Finalmente, filmes finos nanoestruturados formados a partir de
blocos de PS e PAA tiveram suas superficies modificadas por plasma
com DBD e, apés o tratamento, os copolimeros C1 e C2 apresentaram
uma melhora significativa quanto a adesdo de células fibroblasticas,
com favorecimento do copolimero C2.

A técnica de modificacdo da superficie por plasma frio com DBD
proporcionou, em todos os sistemas estudados, modificacdo de
superficie extremamente eficaz para suportar a adesdo e proliferacdo
celular. De maneira similar, a modificacdo de superficie por adsorcdo de
BSA na superficie de filmes de zeina também resultou em uma
superficie mais adequada para o crescimento celular.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que todos os sistemas
investigados podem ser classificados como bons candidatos para serem
utilizados como biomaterial, uma vez que além da forte interacdo célula-
substrato, os testes in vitro indicaram que os substratos ndo apresentam
citotoxicidade.

8.2. Perspectivas Futuras

No que diz respeito aos filmes de PS e PMMA, pretende-se ainda
realizar testes in vivo, através da aplicacdo dos filmes em camundongos.

No caso do segundo sistema (filmes de zeina), tem-se como meta
futura, aprofundar os estudos de caracterizacdo de superficie dos filmes
a fim de concluir qual o tipo de interacdo que esta ocorrendo entre o
filme e o substrato (placa de silicio). A partir deste estudo, pode-se
realizar um tratamento da placa a fim de eliminar a camada de SiO, da
superficie ou, até mesmo, substituir os grupamentos contendo 4tomos de
oxigénios por outros grupos, utilizando a propria técnica de plasma
descrita neste trabalho. Pretende-se também realizar um planejamento
experimental apds adsorver o fator de crescimento BSA nos filmes e
realizar a caracterizacdo superficial do filme ap6s a adsorcdo. Além
disso, pretende-se desenvolver um método capaz de quantificar o
nimero de células aderidas no filme e finalmente pretende-se testar
outros tipos celulares, tais como as células de melanoma B16F10 para
futura incorporacdo de principios ativos nos filmes, promovendo
apoptose neste tipo celular.

Seria igualmente interessante aprimorar os estudos dos filmes
nanoestruturados formados pelos copolimeros em blocos Cl e C2,
incluindo caracterizacdo superficial e estudos mais detalhados quanto a
capacidade de aderir e proliferar células fibroblasticas.
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Como provavel maior desafio, pretende-se aderir e proliferar
células de corddo umbilical na superficie dos filmes para aplicacdo no
tratamento de leucemia, um trabalho ja em andamento e com boas
perspectivas quanto aos resultados.
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