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Resumo

Estruturas ordenadas sempre promoveram fascinacdo e interesse nos filésofos,
matematicos e artistas, tanto pela matematica envolvida quanto pelas suas qualidades
estéticas. Atualmente, os cientistas de materiais estudam as aplicacbes que as
estruturas ordenadas podem proporcionar, sendo que os filmes poliméricos finos com
superficies porosas com padrdo especifico sdo uma grande promessa para diversas
aplicacdes. Existem varios métodos para a obtencéo de superficies porosas, como por
exemplo, os que utilizam técnicas de litografia, os métodos baseados na
automontagem de padrdes e recentemente o método denominado breath figure. O
meétodo “breath figure” permite a formacéo de matrizes hexagonais bem ordenadas na
superficie de substratos por meio de um processo simples, rapido, dinamico,
econbmico e reprodutivel. Foi possivel obter por este método filmes porosos de
poliestireno suportados em diferentes substratos poliméricos. Os fatores velocidade do
spin coating, substrato, concentracdo de poliestireno e solvente influenciaram na
formacdo, diametro e profundidade dos poros nas estruturas ordenadas de poliestireno.
As rotacdes do spin coating estudadas induziram a formacao de poros com diametro
médio que variou de 1,2 um a 202 nm com rugosidade média de 130 a 25 nm,
respectivamente. Os substratos estudados promoveram filmes nanoporos de PS com
diametro médio de 507 a 123 nm e com rugosidade média de 132 a 6 nm,
respectivamente. Filmes porosos com diametro médio de 346 e 256 nm e com
rugosidade meédia de 96 e 22 nm, respectivamente, suportados no poli (tereftalato de
etileno) foram avaliados como nanoscaffolds frente as células Vero. Os resultados
demonstraram viabilidade celular superior quando comparados ao controle constituido
de placa de poliestireno. Este fato infere que os nanoscaffolds obtidos de maneira
inédita, sdo capazes de mimetizar as interacbes que as células possuem com as

nanoproteinas da matriz extracelular.
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Ordered structures always promoted fascination and interest in the philosophers,
mathematicians and artists as much as the math involved in their esthetic qualities.
Currently, scientists of materials have been studying the applications that the ordered
structures can provide, among the materials studied thin polymer films with porous
surfaces with specific pattern have special attention due to its various applications.
Several methods for obtaining porous surfaces, such as those using lithography
techniques, methods based on self-assembly patterns and recently the method known
as breath figure. The method breath figure permits the formation of well ordered
hexagonal arrays on the surface of substrates by a process simple, quick, dynamic,
economical and reproducible. By this method was possible to obtain porous film of
polystyrene supported on various polymeric substrates. Factors like speed spin coating,
substrate concentration of polystyrene and solvent influenced the formation, pore
diameter and depth of the ordered structures of polystyrene. The rotations of the spin
coating studied induced the formation of pores having average diameter between 1,2
pm to 202 nm with a roughness average 130 to 25 nm, respectively. The substrates
studied promoted nanoporous films of PS with average diameter 507 to 123 nm and
average roughness 132 to 6 nm, respectively. Porous films with average diameter of
346 nm and 256 nm and with roughness average of 96 and 22 nm, respectively,
supported on poly (ethylene terephthalate) were evaluated as nanoscaffolds compared
with Vero cells. The results showed higher cell viability compared to control consisting
of polystyrene plate. This fact implies that the nanoscaffolds obtained of unprecedented
way, are able to mimic the interactions that have cells with the nano-protein of

extracellular matrix.
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1.1. Consideracdes Gerais
Filmes com poros ordenados sao estudados devido a sua potencial utilizacdo na

preparacdo de catalisadores, em revestimentos antireflexivos ¥  dispositivos
optoeletrdnicos, sensores, microlentes®*® membranas e meios de cultura de
célulastH s,

Vérias metodologias tém sido desenvolvidas ao longo das ultimas décadas para
a obtencédo de superficies porosas: as técnicas de litografia e os métodos baseados na
automontagem de padrées #1% No entanto, estes modelos apresentam desvantagens
por serem de alto custo e ndo possibilitam controlar dinamicamente o diametro dos
poros 201122

Neste sentido, o método desenvolvido por Francois e colaboradores,

(231261 tem sido utilizado nos dltimos anos como

denominado de breath figure
alternativa para formar micro e nanonanoporos ordenados com diametros que variam
de 0,2 a 20 um ' na superficie de materiais poliméricos ®32. Esse método permite a
formacdo de matrizes hexagonais bem ordenadas na superficie de polimeros por meio
de um processo simples, rapido, dindmico, econdmico e reprodutivel, que envolve a
condensacao de goticulas de agua na superficie de uma solugéo polimérica durante a

secagem do solvente B3 B4

. O fator chave desta técnica envolve a estabilizacdo da
goticula de agua condensada na solugéo volatil. O termo breath figure foi originalmente
inserido a partir da observacdo de que respiracdo gera gotas de agua organizadas
sobre uma superficie sélida e fria.

Alguns autores *>3"! demonstram especial interesse na aplicacéo biolégica dos

filmes poliméricos porosos e estruturados como biomateriais, tais como suportes
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celulares (scaffolds). Os scaffolds podem ser estruturados de forma personalizada para
varias linhas celulares mediante a adaptacdo da topografia da superficie, tais como a

porosidade, o tamanho dos poros e a molhabilidade.

1.2. Diferentes abordagens de sinteses de materiais estruturados
As diferentes técnicas descritas na literatura para a sintese de materiais

estruturados incluem a litografia macia 1*®, separacéo de microfases dos copolimeros
B9 filmes Langmuir-Blodgett %, e a fotolitografia que é o sistema mais usado para
fabricar materiais porosos de forma convencional.

O mecanismo utilizado na fotolitografia é baseado no processo de irradiacdo de
areas seletivas sobre a superficie. Uma vez que a superficie € exposta a radiacao,
apenas as areas irradiadas sao estaveis e subsequentemente, torna-se um modelo
para o padrdo. As areas nao expostas sdo sollveis em solventes, e podem ser
removidas do material. Filmes estruturados com uma resolu¢cdo menor do que 100 nm
sdo obtidos por esta abordagem.

A técnica de fotolitografia permite a formacdo de padrdes altamente precisos e
exatos com micro-resolucéo sobre uma superficie, um exemplo é a fabricagédo de chips
de computadores. No entanto, a fotolitografia tem algumas limitagdes. Em primeiro
lugar, o custo de funcionamento é significativamente elevado, pois a técnica exige uma
sala dispendiosamente limpa para controlar a poeira na atmosfera, evitando assim que
as particulas de poeira figuem sobre a superficie. Além disso, os produtos quimicos
usados no processo sdo de toxicidade consideravel, fator que influencia as sele¢bes de

biomoléculas que podem ser imobilizadas sobre o material %!,
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A litografia macia € outra técnica popular para fabricar substratos porosos
usando moldagem com base nos materiais rigidos inorganicos. Essa técnica € mais
simples de operar em comparagao com a fotolitografia, pois os complicados processos
de preparacdo do molde ndo sdo necessarios. A simplicidade deste processo leva um
menor tempo, trabalho e custos. No entanto, uma limitacdo tipica da litografia macia
esta relacionada a propriedade eléstica do material macio (como o polidimetilsiloxano,
(PDMS)) que muitas vezes se colapsa, promovendo a formagdo de defeitos nos
padroes.

O uso das técnicas litogréaficas permitem gerar padrdes precisos e pequenos, no
entanto, a fabricacdo de substratos maiores com resolucdo nanométrica para a
comercializacdo ou outras aplicacdes ainda € um desafio.

As abordagens, tais como a auto-montagem de gotas de agua sobre um
substrato (técnica do breath figure) € muito simples, desde que as gotas de agua
condensadas desempenhem o papel de um molde para padronizagdo. O passo de
remocdo do molde por calcinacdo ou extracdo por solvente é eliminado. Além disso, o
tamanho dos poros pode ser facilmente controlado por condi¢cbes externas, tais como
umidade e concentracdo da solucdo polimérica. O método de breath figure excede
todas as outras técnicas em simplicidade e versatilidade. No entanto, o padréo obtido é
usualmente limitado a matrizes hexagonais de poros nos tamanhos micros e

nanométricos 2332,
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1.3. O método breath figure
A montagem de padrées pelo método breath figure envolve a condensacao de

vapor de agua na forma de goticulas. A condensacao do vapor de agua em gotas esta
na base da formacéao do orvalho, nuvens, chuva, nevoeiro, gotas de agua em um copo
de cerveja gelada e do breath figure ***4. Em cada um destes processos, os padrdes
especificos observados e a distribuicdo de tamanho alcancada sdo resultados da
interacdo entre a massa e a transferéncia de calor associado com a transicédo de fase
do vapor para a fase liquida, conforme as propriedades de molhagem do substrato. A
nucleacdo e crescimento de goticulas em substratos solidos expostos ao vapor
saturado tém sido estudados extensivamente no contexto da formacéo de orvalho e do
breath figure 5%

A condensacédo do vapor de agua sobre superficies frias, como em uma bebida
fria é visivel na maioria dos dias. Da mesma forma, a formacédo de orvalho durante a
noite ocorre quando superficies frias - pétalas, folhas, galhos, teias de aranha — séo
postos em contato com o ar. Estes fenbmenos séo resultados do arrefecimento do
vapor dentro da vizinhanga da superficie. A temperatura na qual gotas condensadas
aparecem em uma superficie é chamada de ponto de orvalho.

Embora os pontos de orvalho e fenbmenos de respiragdo tenham sido
observados desde a antiguidade, seu estudo cientifico comecou a ser atribuido com o
trabalho precoce de Waller em 1846 4! e por uma série de artigos de Aitken e Rayleigh
em 1911 "7 varios artigos publicados nos subsequentes 75 anos mencionam o
método breath figure no contexto de modificacdes das superficies *"*® ou entéo para

gerar padrdes esféricos distribuidos aleatoriamente utilizados no estudo de difracéo %
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%l No entanto, o primeiro estudo quantitativo do método breath figure, como sistema
representativo de transi¢ces de fase que implica a formacao de gotas de liquido sobre

(48]

substratos soélidos foi realizada por Beysens e Knobler em 1986 Esses

pesquisadores e colaboradores estudaram a formacao do breath figure sobre diversos

sélidos, bem como em substratos liquidos ®2

. Dessa forma, os mesmos conseguiram
entender 0s processos essenciais que estdo envolvidos nos padrdes do breath figure
em filmes poliméricos. .

A sintese baseia-se na interacdo do ar umido na superficie da solucéo diluida de
polimero em um solvente volatil. O resultado € a condensagdo e crescimento de
goticulas de agua que se automontam em uma estrutura hexagonal. ApGs evaporacao
completa do solvente, as goticulas de agua evaporam, deixando uma matriz impressa

de orificios no filme polimérico. O processo € concluido em poucos minutos, e resulta

na criagdo de uma estrutura porosa altamente ordenada.

1.4. Mecanismo de formacéao do breath figure
Apesar de intensa pesquisa, 0 mecanismo exato da técnica do breath figure

ainda ndo esta claro. Até o momento, trés possiveis teorias tém sido propostas na
tentativa de explicar a formagdo do breath figure. A explicacdo de Srinivasarao e
colaboradores "' ¢ baseada na superficie fria do polimero (solvente volatil) que
consequentemente conduz a nucleacdo (isolamento) de gotas de agua. Ao longo do
tempo, goticulas de 4gua podem crescer. A evaporacao rapida e o fluxo de ar sobre a
superficie promovem correntes convectivas no solvente e, subsequentemente, auxilia
as goticulas de &gua na formagdo da matriz hexagonal. Apés as gotas de agua

estarem ordenadas na solucdo, a superficie da solucdo esta disponivel para a
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nucleacdo e crescimento de goticulas de agua para formar outro conjunto ordenado. A
evaporacao de solvente € entdo seguida pela evaporagdo da agua. Como resultado,

um filme altamente ordenado e poroso sdo formadas sobre o substrato (Figura 1.1) "]

A Ar imido Evaporagdo do B Condensacdo de dgua C f‘""mj° dos goticulas de
— solante (hucleacdo) agua de forma hexagonal

Superficie fria

Goticulas esfriam ¢ afundam
na solugdo

& W

Nova geragdo de goticulas Novo arranjo das goticulas
organizadas de dgua de forma hexagonal
Arranjo de poros em 3D apés
evaporagdo do solvente ¢ da agua
Figura 1.1- Mecanismo do breath figure sugerido por Srlnlvasarao e colaboradores. O esquema foi
adaptado a partir da verséo orlglnal

A proposta de Pitois e Frangois € uma explicagao bastante diferente: goticulas
de agua condensadas de tamanho micrométrico ndo flutuam na superficie, mas ficam
em contato com a mesma (Figura 1.2) ®®. Em seguida, o polimero precipita na
interface da solucédo de polimero e da agua, assim a solucao de polimero se propaga
em direcdo as goticulas de agua. Da mesma forma, uma camada sélida é formada para

nao permitir a coalescéncia de goticulas.
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O arranjo hexagonal é formado apGs a evaporacdo da agua pela explosdo da
camada de polimero na parte superior de goticulas depois da completa evaporacdo do
solvente. A matriz altamente ordenada € resultado das correntes de convecgdo na

superficie e as forcas de capilaridade #°!.

Evaporag¢do do solvente

ey

Superﬁcie|

-4

Solucdo polimérica

Figura 1.2- Esquema do mecanismo de formacdo das membranas propostos por Pitois e Frangois. O
esquema foi adaptado a partir da verséo original [28],

Por Gltimo, Shimomura e colaboradores ¥ explicam o mecanismo de formagcéo
do breath figure com base na termocapilaridade e nas forgas de Marangoni (Figura
1.3). As flutuacbes e a ordenacdo das goticulas de agua ndo sdo observadas na
superficie. A termocapilaridade e as forcas de Marangoni ndo sé conduzem as gotas de
agua a submergir dentro da solugdo polimérica como também induz o padrdo

hexagonal na superficie Y.
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Vista de cima

Interface da
solugdo

Condensacdo do 1 =
orvalf;:o Evaporagao do Organizacao e fixagdo

Jl& solvente das gotas de dgua
Alta concentragdo /
do polimero
Substrato

Gotas de dgua condensadas

Figura 1.3- Mecanismo de Shimomura na formagé&o do breath figure de um complexo poli-iénico. O
esquema foi adaptado a partir da verséao original [62]

As trés rotas mecanisticas apresentam explicacbes muito diferentes como a
flutuacéo, o contato com a superficie e as gotas de dgua submersas. No entanto, eles
compreendem o encapsulamento de goticulas de agua por meio da precipitacdo de um
polimero na solucédo agualinterface, resultando na ndo coalescéncia das goticulas. Da
mesma forma, a proposta dos trés mecanismos concorda que os efeitos de conveccao,
forca de Marangoni e termocapilaridade sdo fatores cruciais na formacédo de materiais
porosos altamente ordenados. Até agora, é dificil revelar o0 mecanismo exato de uma

possivel proposta.

1.5. Parametros que influenciam a formacéo do breath figure
Véarios parametros podem afetar a formacdo dos poros, tais como a

concentracao de polimero, o solvente, o substrato, o gradiente de temperatura entre a
solucéo polimérica e as goticulas de agua e a umidade relativa do ar 22+ (62166,
Uma variedade de polimeros incluindo homopolimeros lineares ", copolimeros

em bloco, homopolimeros ou copolimeros estrelas ® e complexos anfifilicos polianicos
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[l sd0 capazes de formar estruturas porosas e ordenadas pelo método breath figure,
utilizando solventes apropriados. Dados da literatura revelam que dentre os polimeros
estudados na formacéao dos poros ordenados, 0os mais utilizados sao os que possuem o
PS como um dos seus componentes ¢ Alguns trabalhos demonstram que n&o é
possivel formar poros ordenados com PS linear sem modificacdes na maioria das
condicdes estudadas [ 2 28, Entretanto, essa formacé&o pode ocorrer pelo método de
solvent casting com o solvente cloroférmio #7.

Os solventes mais comumente utilizados na obtencdo dos filmes porosos sao
altamente voléateis, tém baixos pontos de ebulicdo, limitada ou baixa miscibilidade em
agua e sdo bons solventes para os polimeros escolhidos. Entre eles estdo o dissulfeto
de carbono, benzeno, cloroférmio, diclorometano, 1,2 - dicloroetano e 1,1,2
triclorotrifluoroetano 2

O substrato mais utilizado para suportar os filmes poliméricos porosos obtidos

pelo método breath figure é o vidro *”). Nesse trabalho diferentes substratos poliméricos

serdo avaliados.

1.6. Poliestireno
O poliestireno € um polimero obtido pela polimerizagdo do estireno (um liquido

oleoso, incolor e de cheiro penetrante). O estireno € um derivado insaturado do
benzeno. O poliestireno foi fabricado pela primeira vez em 1929, tendo sido o primeiro
polimero a ser produzido industrialmente [©&,

A sua unidade fundamental é formada por dois grupos -CH, com um anel

benzénico unido lateralmente. O poliestireno € material transparente como o vidro,

sélido, brilhante, inodoro, ndo prejudicial a saude, resistente a umidade. Mediante um
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processo anélogo ao da formacao de uma espuma, obtém-se o poliestireno expandido,
vulgarmente denominado de esferovite, que é um material leve e esponjoso, muito
utilizado como isolante e em embalagens . Além da sua principal aplicacdo como
isolante, é ainda utilizado em materiais eletronicos, objetos de consumo, vernizes de
resina, bijuterias e como placas de cultura celular. Por fuséo, fiagdo e estiramento do
poliestireno obtém-se fibras e filamentos resistentes e estaveis frente a uma série de
ambientes.

As principais caracteristicas do poliestireno sao: facil processamento por
moldagem a quente, facil coloracéo, baixo custo, transparente como o vidro, elevada
resisténcia a alcalis e acidos, baixa densidade e absorcdo de umidade, baixa

resisténcia a solventes organicos, calor e intempéries "%,

1.7. Cultura de células
O cultivo celular € um método descoberto por cientistas japoneses em 1961, e

utiliza células oriundas de animais ou vegetais. Baseia-se na capacidade das células
multiplicarem-se em uma placa de cultura de tecidos em condi¢cBes adequadas, fora de
um organismo vivo e mantendo suas caracteristicas proprias. A cultura de tecidos
implica em uma desagregacdo anterior, mecéanica ou enzimatica do tecido original e o
cultivo de tais células é feito em uma camada aderente, em um substrato soélido ou em
suspensao em uma cultura. Portanto, células adultas apresentando funcdes especificas
voltariam a ter caracteristicas embrionarias e com isso restaurariam sua capacidade de
produzir um novo ser. Os experimentos com cultura de células podem ser feitos in
vitro ou in vivo. O termo in vitro é aplicado para reacdes bioquimicas que ocorrem fora

da célula viva, enquanto o termo in vivo € aplicado para qualquer reacdo que ocorra
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dentro de uma célula viva ["Y. A cultura de células deve ser feita em condicdes 6timas
de temperatura conforme o tipo de células em estudo, assim como devem ser mantidas
condi¢cOes adequadas de pH.

Para as células se manterem vivas uma nutricdo adequada com aminoécidos e
carboidratos deve ser fornecida as células da mesma forma como se as mesmas
estivessem dentro de um organismo vivo. Desde 0s primeiros experimentos com
células em cultura, ficaram evidentes as transformacdes significativas ocorridas quando
as células foram mantidas fora do organismo de origem. Em alguns casos, ocorre um
processo de degeneragdo e posteriormente a morte. Em outros casos, as células
modificam-se e se tornam cancerigenas e consequentemente, acabam se proliferando
intensamente. Em determinadas circunstancias podem passar por um processo
chamado de diferenciacdo celular, transformando-se em células com fung¢Bes mais
especializadas [,

O cultivo de células € um modelo de funcéo fisiologico muito contraditorio,
devido a perda de caracteristicas que ocorre durante o seu desenvolvimento em
cultura. A proliferacado in vitro difere daquela in vivo. Assim, por mais proOXimo que esse
modelo esteja da realidade, o processo in vitro ainda causa problemas para o
desenvolvimento celular. Sua adeséo célula-célula e célula-matriz s&o reduzidas, além
de ndo possuir as caracteristicas (heterogeneidade e arquitetura tridimensional) de um
tecido in vivo, uma vez que seu meio nutricional e hormonal esta modificado [%.

Células que, num momento anterior, cresciam tridimensionalmente agora se
encontram em um meio que favorece o espalhamento, a migracéao e a proliferacédo de

células ndo especializadas que expressem diferentes funcdes.
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1.8. A importancia dos scaffolds na cultura celular
O cultivo celular € um processo complexo pelo qual as células sédo cultivadas

sob condi¢cBes controladas, geralmente fora do seu ambiente natural e em substratos
com apenas duas dimensdes, 0 que acarreta dificuldades no seu estudo e viabilidade
[7%1 ' Assim, a escolha do meio ideal é um caminho a se seguir para a obtencdo de uma
cultura que expresse uma funcéo especifica. Em relagdo a arquitetura tridimensional as
matrizes extracelulares (MEC), também denominadas scaffolds sdo bastante utilizadas
para promover trés dimensdes nos substratos, podendo ser aplicadas na cultura de
células e na engenharia de tecidos "4,

A matriz extracelular de um tecido natural € uma mistura complexa de proteinas,
glicoproteinas, lipideos, glicolipideos e mucopolissacarideos. As macromoléculas que
constituem a matriz sdo secretadas por células locais, especialmente fibroblastos. Essa
matriz contém trés importantes proteinas fibrosas que sdo o: colageno, elastina e
fibronectina, as mesmas estédo contidas em um gel hidratado formado por uma rede de
cadeias de glicosaminoglicanos. Todas essas macromoléculas sdo secretadas
localmente pelas células em contato com a matriz.

Scaffolds na escala micrométrica ndo apresentam resultados tdo relevantes
guando comparados com os scaffolds em escala nanométrica. Este fenbmeno pode ser
justificado devido aos materiais nanométricos possuirem maior superficie de contato,
maior rugosidade e maior area de superficie em relagdo ao volume [”®] 'Nesse sentido,
0s nanoscaffolds possuem grande potencial para mimetizar com maior eficiéncia, que
os microscaffolds, as propriedades de superficie (topografia, energia, entre outros) de

MECs naturais, uma vez que as células interagem com a MEC por meio de
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nanoproteinas (por exemplo, fibrilas de coldgeno possuem uma gama de diametros
gue estao entre 50 a 200 nm, fibronectinas que estdo entre 60 a 70 nm de comprimento
e possuem de 2 a 3 nm de espessura) que respondem aos estimulos das diversas
atividades celulares, modulando o ambiente ["®!.

Em geral, os metais, ceramicas e polimeros sédo potenciais candidatos como
biomateriais. Os polimeros sédo os melhores biomateriais para scaffolds, uma vez que
conseguem preencher 0s requisitos necessarios que sdo: alta porosidade e tamanho
de poros controlados, biodegradabilidade, integridade mecéanica mantendo a estrutura

desejada, biocompatibilidade e interacdo positiva com células incluindo maior

crescimento celular, adesao, migracéo e funcéo diferenciada.

1.9. Importancia da cultura de células e linhagem de células Vero
Existem muitas vantagens no uso da cultura de células como modelo

experimental, tais como, o controle do ambiente de preparo, a homogeneidade da
amostra, quando comparada ao uso de animais em experimentos, e a economia.
Atualmente, com a implementacdo das Comissbes de Etica de Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA), a cultura de células € o principal modelo alternativo para a
substituicdo dos animais em experimentos de pesquisa.

Outra importante contribuicdo do cultivo de células esta relacionada com o uso e
aperfeicoamento da mesma em monocamadas aos quais promoveram grandes
descobertas cientificas como, por exemplo, a producdo em larga escala de vacinas

antivirais, maior compreensao dos mecanismos moleculares da célula e de fenbmenos

de neoplastia, estudo de imunologia e ensaios de farmacos e cosméticos in vitro 7],
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Dessa forma, pretende-se aplicar os poros obtidos pelo método breath figure como
micro e nanoscaffolds em culturas celulares.

Em 1962, pesquisadores no Japao, estabeleceram a linhagem Vero oriunda de
rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops). Esta linhagem de células foi
cultivada neste trabalho, pois essa € uma das poucas células aprovadas para 0 uso em
producdo de vacinas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o que a torna um
excelente modelo de pesquisas para o desenvolvimento de novas vacinas. Atualmente,
as células Vero sdo utilizadas em vacinas antirrabicas, contra febre amarela e HIN1 [2,

A quantificagdo do crescimento celular, incluindo proliferagdo e viabilidade,
tornou-se uma ferramenta essencial em qualquer trabalho de laboratério baseado em

estudos celulares.
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1.10. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver filmes micro e
nanoporosos de PS pelo método breath figure, suportados em substratos de:

PEBD, PET, PTFE e PDMS (virgens e com tratamento prévio) e do vidro.

Os objetivos especificos foram:

(i) Analisar a influéncia dos fatores: método de secagem, velocidade do
spin coating, tipo de substrato, solvente e concentragdo da solugdo do PS
relacionados a formacgdo, didmetro médio e profundidade média dos micro e
nanoporos nos filmes de PS;

(i) Avaliar o potencial dos materiais produzidos na mimetizagdo de
matrizes extracelulares (do inglés “scaffolds”) por meio da adeséao e viabilidade

das células Vero.
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2.1. Considerac0es iniciais

Fatores como massa molar e polidisperséo do poliestireno influenciam na
formagdo dos filmes poliméricos porosos e estruturados, sintetizados pelo método

breath figure 879,

Assim, essas caracteristicas do polimero foram analisadas
previamente.

Nesse capitulo serdo analisados os métodos de secagem estatica (solvent
casting) e dindmica (spin coating) em relacdo a formacado, diametro, profundidade
média e molhabilidade dos filmes de PS micro e nanoporosos. A temperatura, a
umidade relativa do ar, o substrato, a concentracdo de PS e o solvente foram mantidos
constantes em todos os experimentos, uma vez que influenciam diretamente na
organizacdo das goticulas de agua bem como na formacdo de poros no PS. Vale

ressaltar que nesse trabalho priorizaram-se procedimentos de boa reprodutibilidade, de

facil execucdo e envolvendo reagentes de baixo custo.

18
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2.2 Parte experimental

2.2.1. Materiais
Poliestireno — PS (Sigma Aldrich), massa molar média entre 4.000 a 200.000 Da,

Polietileno de baixa densidade — PEBD (Sigma Aldrich), Poli (tereftalato de etileno) -
PET (Comercial Mylar), Polidimetilsiloxano - PDMS (Sylgard 184), Tetrahidrofurano P.A

- THF (Nuclear). Todos os reagentes foram utilizados sem tratamento prévio.

2.2.2 Anélise do PS

2.2.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de H (RMN *H)
O espectro de RMN *H do PS foi obtido em um espectrémetro da marca Varian,

modelo Mercury Plus 300 MHz. Para a obtencdo do espectro de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), 20 mg de PS foram solubilizadas em 0,7
mL de tetrahidrofurano deuterado. Os parametros principais para as analises foram:
temperatura ambiente (22 £ 2 °C), tempo de aquisi¢céo (at) de 2,0 s, pulso (pw) de 45°,
128 repeticdes e uma faixa espectral (sw) de 0 a 12 ppm e TMS como referéncia

interna.

2.2.3. Substratos

2.2.3.1. Filmes de PET
Filmes de PET comercial com espessura de 111 + 1 um foram cortados na

dimensédo de 3 cm x 3 cm. O processo de limpeza da superficie dos filmes foi realizado

em um extrator Soxhlet por 24 horas, utilizando acetona como solvente.
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2.2.3.2. Filmes de PEBD
Os filmes de PEBD foram preparados utilizando PEBD na forma de pellets, em

gue a temperatura de fusao varia entre 104 a 115 °C. Os pellets foram colocados em
um espacador retangular de 3 cm x 3 cm e levados a uma prensa com aquecimento.
Os pellets foram submetidos a pressao de 30,1 MPa na temperatura de 120 °C por 3
minutos e em seguida resfriados a temperatura ambiente. Os filmes possuem
espessura de 718 + 54 um. O processo de limpeza da superficie dos filmes foi

realizado em um extrator Soxhlet por 24 horas, utilizando acetona como solvente.

2.2.3.3 Filmes de PDMS
Os filmes de PDMS foram preparados com uma mistura liquida 10:1 (m/m) de

elastdmero (184) e agente de cura (sylgard), respectivamente. Para remover as bolhas
contidas na mistura foi utilizada uma camara de vacuo. Em seguida, a mistura foi
colocada na placa de Petri e curada a 90° C por 3 horas. A dimenséo dos filmes de
PDMS foram de 3 cm x 3 cm com espessura de 2,46 £ 0,4 mm. O processo de limpeza
da superficie dos filmes foi realizado em um extrator Soxhlet por 24 horas, utilizando
acetona como solvente.

2.2.4. Filmes de PS sobre substratos poliméricos - secagem estatica (solvent
casting)

Sobre um filme de PET foi adicionado 150 pL de uma solucdo de 10% (m/v) de
PS em THF. A secagem da solugdo de PS foi realizada de forma estatica. O
experimento foi realizado a 25 °C com umidade relativa do ar igual a 81% (solucdo
saturada de sulfato de aménio). O mesmo procedimento foi realizado com os polimeros

PEBD e PDMS como substratos.
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2.2.5. Sintese de micro e nanoporos de PS sobre PET- secagem dinamica- efeito
da velocidade do spin

Sobre um filme de PET, colocado no equipamento spin coating (Modelo: SCS
G3P-8 Spincoat Specailty Coating Systems), foram adicionados 150 pL de uma solucéo
de 10% (m/v) de PS em THF. O sistema foi rotacionado por 10 s a 1000 rpm. O mesmo
procedimento foi repetido para as rotacbes de 3000, 5000 e 9000 rpm. Os
experimentos foram realizados a 25 °C com umidade relativa do ar igual a 81%

(solucao saturada de sulfato de amonio).
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2.3. Caracterizacdes dos filmes de PS porosos
A morfologia dos filmes de PS foi analisada por Microscopia Eletrénica de Varredura

(MEV) utilizando equipamento da marca Shimadzu, modelo SS 550 Superscan. Os
parametros utilizados foram: voltagem de aceleracdo de 10 kV e intensidade de
corrente de 41 pA. A superficie das amostras foi previamente coberta com uma fina
camada de ouro. Imagens de MFA e valores da rugosidade média das superficies
foram obtidas em equipamento Shimadzu SPM-9500J3. Para determinar a espessura
das camadas de PS depositadas sobre os substratos poliméricos, as amostras foram
cortadas verticalmente com espessura de 120 nm em um ultramicrétomo. Em seguida,
foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) - JEM-1400, JEOL,
aplicando uma voltagem de aceleracdo de 80 kV. A molhabilidade dos filmes porosos
foi determinada pelo equipamento de medida de angulo de contato estatico (Tantec,

Model Cam-Micro).
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2.4. Resultados e discussao

2.4.1 Analises do PS
A técnica RMN *H foi utilizada para caracterizar o PS (Figura 2.1). Analisando a

Figura 2.1 é possivel identificar os picos em & 2,7 e 4 que sao referentes ao THF
deuterado. No espectro também é possivel identificar a ressonancia esperada para os
protons aromaticos do PS com o aparecimento dos sinais em 67,0 e 7,50, sendo esses
referentes aos prétons aromaticos nao simétricos do PS. O sinal em & 1,90 é
caracteristico dos prétons metilénicos e o sinal em & 2,40 é referente a grupos CH
ligados diretamente ao anel aromatico.

Pode-se verificar na Figura 2.1 a presenca de picos alargados, devido a

combinacao do acoplamento spin-spin e as diferentes configuracdes do mesmo %,

CH,—CH
],50 Ha Ha
H Hb
Hc —'n
THF
o o
S o
N~ —
Q
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I T T T T T T T T
10 8 6 4 2
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Figura 2.1 — Espectro de RMN 'H do PS.
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2.4.2. Mecanismo proposto
O método de modelagem dinamica breath figure foi escolhido, pois permite a

formacao de micro e nanoporos em superficies poliméricas em uma Unica etapa e sem
residuos de solvente. Assim, 0os nanoporos formados podem ser aplicados em
membranas Y e scaffolds 2.

No Esquema 2.1 é apresentado o mecanismo esperado de formacao dos poros
de PS sobre os polimeros, por meio do método breath figure que esta de acordo com
Srinivasarao e colaboradores 7). Na primeira etapa ocorre a evaporacéo do solvente
(THF) que esfria a superficie da solucdo de PS/THF iniciando assim a nucleacao e
crescimento de goticulas de agua. Devido as correntes de convecgcao que surgem a
partir da evaporacdo bem como o fluxo de ar que passa pela superficie, durante o
processo de spin coating goticulas de agua se organizam como uma matriz hexagonal
e em seguida penetram na solucdo PS/THF. Apds a evaporacdo do solvente, o filme
retorna a temperatura ambiente, permitindo assim que as goticulas de adgua evaporem,
formando poros na monocamada de poliestireno depositada sob os polimeros. A
autorremocdo das goticulas de agua elimina a necessidade de etapas posteriores.
Esse fato faz com que o método breath figure seja realizado em um menor tempo e

custo de producéo.
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Evaporagéao do THF

/ / Goticula de H;0
/

' Polimero

fluxo de ar amido
>
> Evaporacao do THF
>

Polimero

Evaporagéao da H;0

(ol

Polimero - | Polimero |

Goticulas de H;0 esfriam
e afundam na solugédo

Esquema 2.1- Modelo do mecanismo de formac¢&o dos nanoporos de poliestireno pelo método breath
figure. As imagens sao codificadas, com azul e amarelo denotando temperaturas baixas e elevadas,
respectivamente, em relacao a temperatura ambiente (verde).

2.4.3 Filmes de PS sobre substratos poliméricos - secagem estatica (solvent
casting)

A morfologia obtida ap6s a deposicado de solucdo 10% (m/v) de PS em THF com
secagem estética sobre os polimeros PET, PEBD e PDMS foi verificada por MEV. Na
Figura 2.2 sao apresentadas as micrografias de MEV dos polimeros virgens: PET (a),
PEBD (c) e PDMS (e) e dos polimeros apds deposicéo de uma solucdo de 10% m/v de
PS com THF pelo método solvent casting PET (b), PEBD (d) e PDMS (f).

Nas Figuras 2.2 (a), (c) e (e) verifica-se que a morfologia da superficie dos
polimeros virgens é lisa e homogénea. Os polimeros apés a deposi¢cédo da solucéao de
PS (Figuras 2.2 (b) (d) e (f)) formam pontos na superficie sem ordem especifica.
Portanto € possivel postular que a secagem estéatica da solucdo de PS/THF nao é
eficiente para a formacdo de micro e nanoporos com os polimeros PET, PEBD e PDMS

como substratos.
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2HMm

Figura 2.2 - Micrografias de MEV dos polimeros virgens (a) PET, (c) PEBD e (e) PDMS e dos polimeros
(b) PET, (d) PEBD e (f) PDMS apds deposicao de uma solugdo de 10% m/v de PS com THF pelo

método solvent casting.
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2.4.4 Sintese de nanoporos de PS sobre PET - efeito da velocidade do spin
coating

Na Figura 2.3 sdo apresentadas micrografias de MEV apds rotacdo a 1000,
3000, 5000 e 9000 rpm da solucdo de PS e THF sobre o substrato PET, por spin
coating. A partir das imagens da Figura 2.3 foi possivel constatar que houve a
formacéo de micro e nanoporos. O uso do spin coating induziu a formacao de padrdes
organizados diferentemente do que ocorreu com o método de solvent casting. Dessa
forma, foi possivel obter filmes de PS por meio de um mecanismo complexo que
compreende a existéncia de trés processos simultaneos: i) distribuicdo da solucao, ii)
equilibrio entre a viscosidade e forca centrifuga e iii) evaporacéo do fluido ©,

Foi verificado que a rotacdo do spin coating influenciou no diametro dos
nanoporos. Na rotacdo de 1000 rpm (Figura 2.3 (a) e Figuras | (a) e (b) do Anexo |) e
foi verificado a presenca de poros grandes e pequenos. A 3000 rpm (Figura 2.3 (b) e
Figura | (c) do Anexo 1) formou-se nanoporos mais homogéneos e com diametro
médio menor que os hanoporos formados a 1000 rpm. Nas rotacbes de 5000 e 9000
rom (Figura 2.3 (c e d)) ndo ha diferenca significativa no diametro médio dos

nanoporos e na homogeneidade, ja o diametro dos poros diminui quando comparados

com a rotacdo de 3000 rpm.
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Figura 2.3 — Micrografias de MEV do PET com a 10% (m/v) de PS em THF distribuidas com rotac¢des de
(a) 1000 (b) 3000 (c) 5000 e (d) 9000 rpm.

Nas Figuras 2.4, Il do Anexo | e 2.5 sdo apresentadas imagens de MFA em 3D
e em 2D respectivamente, apés a rotacao em 1000, 3000, 5000 e 9000 rpm da solugéo
de PS e THF sobre o filme de PET, por spin coating. Analisando as micrografias das

Figuras 2.4 e 2.5 é possivel observar nitidamente a formacao de nanoporos.
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Figura 2.4 — Imagens do MFA em 3D do PET com 10% (m/v) de PS em THF distribuidas com rotacdes
de: (a) 1000, (b) 3000, (c) 5000 e (d) 9000 rpm.
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Figura 2.5 - Micrografias do MFA em 2D do PET ap6s deposicéo de solugcdo 10% (m/v) de PS em THF
distribuidas com rotac6es de: (a) 1000, (b) 3000, (c) 5000 e (d) 9000 rpm.
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Na Tabela 2.1 sédo apresentados os valores da rugosidade (profundidade) média
(Ra) dos nanoporos (e Figura Ill do Anexo | ), correspondentes a média de quatro
imagens de MFA nas diferentes rotagbes bem como o didmetro meédio de 300
nanoporos, observados por MEV. Os histogramas de distribuicdo do diametro médio
para o PET com 10% (m/v) de PS em THF nas diferentes rotacfes estudadas
encontram-se na Figura IV do Anexo |. Foram analisadas também as micrografias do
MFA em 2D, com o auxilio das retas A-B e C-D de 10 imagens. O objetivo dessa
analise é verificar se a rotacao influencia no quanto a gota de agua penetra na solucéao.
Para isso determinou-se o diametro (d) e a profundidade (p) de cada poro e
considerou-se gque as gotas de agua sao esferas perfeitas. Dessa forma, quando o raio
(r) era igual a profundidade, isso € r = p considera-se que metade da gota penetrou na
solugéo (Figura 2.6 (a)). Quando o raio era maior a profundidade (r > p) considera-se
gue menos gque a metade da gota penetrou (Figura 2.6 (b)) e quando o raio é menor
gue a profundidade (r < p ) considera-se que mais da metade da gota de agua penetrou

(Figura 2.6 (c)).

() (b) ©)

Figura 2.6 — Consideracdes feitas para atribuir o quanto a gota de agua penetrou na solucao polimérica,
em (a) (r = p) considera-se que metade da gota afundou na solucéo; (b) (r > p) considera-se que menos
gue a metade da gota afundou e (c) (r < p ) considera-se que mais da metade da gota de agua afundou.
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Tabela 2.1- Diametro e rugosidade média dos nanoporos e o quanto a gota de agua penetra na solucao
polimérica em diferentes rotagfes na superficie do PET com 10% (m/v) de PS em THF

Rotacéo Diametro médio Rugosidade Quanto a gota
(rpm) (nm) media (Ra) (nm) | de &gua penetra
na solucao
1000 1223 + 350 130+ 2,7 Mais da metade
3000 346 + 63 96 +2,5 Mais da metade
5000 256 + 64 22+3 Metade
9000 202 + 44 25+2 Metade

De acordo com as imagens de MEV e MFA (Figuras 2.3 e 2.4 (a) e (b)) e os
dados da Tabela 2.1 fica evidente que os microporos de PS obtidos a 1000 rpm tém
diferenca significativa de diametro médio e rugosidade média quando comparado aos
nanoporos de PS obtidos a 3000 rpm. No entanto, em ambos 0s casos a gota de agua
formada na solugédo polimérica possui o tempo necessario para penetrar em mais da
metade na solucao.

A diferenca de didmetro médio dos nanoporos de PS formados nas rotagbes de
3000 e 5000 rpm ndo é tdo grande quanto no caso de 1000 rpm. No entanto, a
rugosidade média dos mesmos é bastante diferente sendo que este fato pode ser
explicado tomando como base 0 quanto a gota de agua penetra na solucdo em 3000
rpm (mais da metade), que é maior quando comparado com a de 5000 rpm (metade).

Os nanoporos de PS formados nas rotagcdes de 5000 e 9000 rpm néo
apresentam diferenca significativa no diametro médio, rugosidade média e no quanto a

gota de agua penetra nas distintas rotacdes de formacao e secagem dos filmes de PS.
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A reducéo do diametro e profundidade dos nanoporos com o aumento da
rotacdo do spin coating esta relacionada ao decréscimo do tamanho das goticulas de
agua que se condensam na superficie da solugdo de PS e THF. Esse fato ocorre
devido a evaporagdo do THF ser mais rapida com a maior velocidade de rotacéo,
resultando em tempo insuficiente para o crescimento dos nucleos de goticulas de
agua®. Em rotacdes superiores a 5000 rpm a velocidade da evaporacéo do THF néo é
alterada significativamente assim, o diametro e profundidade dos nanoporos de PS
também ndo sofrem alteracoes.

A espessura das camadas depositadas de PS sobre o PET nas diferentes
rotacdes foi observada por meio de MET (Figura 2.7). Analisando as Figuras 2.7 ((a),
(b), (c) e (d)) pode-se verificar que a camada mais escura corresponde ao filme poroso
de PS depositado. Nas rotacdes de 1000 e 3000 rpm a espessura da camada de PS
estd em torno de 1 um. A analise dos filmes obtidos nas rotacdes de 5000 e 9000 rpm
(Figura 2.7 (d), (e), (f) e (g) a camada mais clara corresponde ao filme poroso de PS
depositado. Essa mudanca de coloracdo ocorre porque em regifes mais espessas 0S
elétrons se espalham mais, apresentando colora¢cdes mais escuras do que nas areas
mais finas na imagem. Assim como nas rotacées de 1000 e 3000 rpm a camada
depositada (aproximadamente 1um) € mais espessa do que em 5000 e 9000 rpm (
aproximadamente 100 e 25 nm respectivamente) a coloracdo mudou de escura para
clara.

Por meio destas imagens (Figura 2.7) € possivel visualizar que nas rotacdes de

5000 e 9000 rpm a camada depositada possui valores nanométricos, sendo que a partir
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da rugosidade média (Tabela 2.1) do filme obtido em 9000 rpm é possivel inferir que os
nanoporos formados alcancam a interface da camada de PS depositada no PET.
Dessa forma, os filmes nanoporosos de PS obtidos a 9000 rpm podem ser utilizados

como nanofiltros desde que sintetizados em um substrato removivel como o gelo.

Figura 2.7- Microscopias do MET do PET apdés deposi¢éo de solucao 10% (m/v) de PS em THF
distribuidas com rotacdes de: (a) e (b) 1000, (c) e (d) 3000 rpm.
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(f)

(9) (h)

Figura 2.7 (continuacdo)- Microscopias do MET do PET apés deposicdo de solu¢éo 10% (m/v) de PS
em THF distribuidas com rotacfes de: (e) e (f) 5000 e (g) e (h) 9000 rpm.

Na Figura 2.8 sdo apresentadas imagens do PET antes e apds a deposicao de
uma solucao de 10% (m/v) PS/THF nas diferentes rota¢des estudadas. O fenbmeno de
iridescéncia, que pode ser observado no PET ap0s a deposi¢cdo da solucéo de PS/
THF, ocorre somente em grandes areas com estruturas altamente ordenadas, pois as
mesmas apresentam efeitos de difracdo e interferéncia com a incidéncia de luz 7 B,

Nas amostras obtidas a 5000 e 9000 rpm o fenbmeno de iridescéncia néo é tao
evidente como em 1000 e 3000 rpm. Este fato € devido a camada depositada de PS

ser muito fina, podendo-se observar a transparéncia do PET ao fundo.
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Figura 2.8- Foto do PET virgem (a) e PET ap0s a deposi¢éo de solu¢do de 10% PS (m/v) a 1000 (b),
3000 (c), 5000 (d) e 9000 rpm (e).

2.4.5. Estudos da molhabilidade dos filmes antes / depois da deposic¢ao

dos filmes contendo nanoporos.

Foi analisada a influéncia que o didametro dos nanoporos de PS exerce no
angulo de contato da superficie. Para isso, utilizou-se como controle um filme de PS
sobre o PET, obtido por solvent casting. Na Tabela 2.2 encontra-se os valores do
angulo de contato dos filmes porosos de PS obtidos nas diferentes rotacbes e na

Figura 2.9 a imagem dos mesmos no momento da mensuragéo da molhabilidade.



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 37
Capitulo 2

Tabela 2.2- Angulo de contato obtido em relagéo ao diametro e rugosidade média dos nanoporos
sintetizados em diferentes rotagdes na superficie do PET com 10% (m/v) de PS em THF.

Rotagéo Diametro Rugosidade Angulo de

(rpm) médio (nm) média (Ra) contato ( °)
(nm)
sem 76+ 2
1000 1223 + 350 130+ 2,7 103+1
3000 346 + 63 96 +2,5 89+2
5000 256 + 64 22+3 832
9000 202 + 44 25+ 2 84 +3
e (b) - (©)

N

(d) (e)

R

i

Figura 2.9- Foto dos filmes de PS obtidos: sem spin (solvent casting) (a) e a 1000 (b), 3000 (c), 5000 (d)
€ 9000 rpm (e).

O poliestireno € um polimero hidrofébico. No entanto, materiais porosos sao
muito mais hidrofobicos do que os planos devido a sua porosidade (rugosidade). Com o
efeito dos poros, o ar pode ser aprisionado nos mesmos, resultando na reducédo da
molhabilidade dos materiais. Por esta razéo, os filmes porosos apresentam superficie

bastante hidrofébica ©4,
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Comparando-se a molhabilidade dos filmes nanoporosos (3000, 5000 e 9000
rom) com os filmes microporosos (1000 rpm) pode-se observar que os filmes
nanoporosos possuem maior molhabilidade. Esse fato ocorre porque os filmes
nanoporosos apresentam rugosidade inferior aos filmes microporosos, isto é, sdo mais

planos permitindo que a gota de agua se espalhe com mais facilidade.



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 39
Capitulo 2

2.5 Considerac0des Finais

A formacéao de filmes porosos de PS sobre o PET com o método breath
figure foi possivel somente com a secagem dinamica. O aumento de
velocidade do spin coating muda o diametro e a rugosidade dos nanoporos em
rotacdes de até 5000 rpm. Acima desta rotacdo a velocidade de secagem do
solvente volatil (THF) se mantém constante. No entanto, a espessura da
camada depositada em 1000 e 3000 rpm é similar e o que influencia o diametro
e rugosidade € a diferenca na taxa de evaporacdo do THF. Nas rotacGes de
5000 e 9000 rpm a camada de PS depositada apresenta dimensdes distintas
(100 e 25 nm respectivamente). A maior hidrofobicidade dos materiais obtidos
estd na condicdo de secagem a 1000 rpm (103 £ 1°), pois essa € a Unica

condicdo na qual é obtido filmes de PS microporosos.
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3.1. Consideracdes iniciais
O fenbmeno de formacdo do breath figure possui varios parametros que

modificam os filmes porosos e que sédo explorados de uma maneira simples. No
entanto, o fendbmeno nao é compreendido completamente. Neste capitulo, a discussao
foi direcionada no sentido da avaliagcdo da importancia do substrato utilizado para gerar
o filme poroso, parametro este que tem sido pouco comentado na literatura 67+ (8587
Foi investigado como a interagdo da solucdo de PS com o0s substratos
poliméricos e inorganico influenciam na formacao do filme poroso. Com este objetivo
utilizou-se os polimeros PEBD, PET e PDMS virgens (como no Capitulo 2) e tratados

com plasma de oxigénio. Também foi utilizado como substrato o politetrafluoretileno

(PTFE) virgem e triboeletrizado e como substrato inorganico utilizou-se o vidro.
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3.2. Procedimentos experimentais

3.2.1 Materiais
Polietileno de baixa densidade — PEBD (Sigma Aldrich), Poli (tereftalato de etileno) -

PET (Comercial Mylar), Polidimetilsiloxano - PDMS (Sylgard 184), Politetrafluoretileno -
PTFE (Poliolefinas), Vidro (EasyPath ), Poliestireno — PS (Sigma Aldrich), massa molar

meédia entre 4.000 a 200.000 Da, Tetrahidrofurano P.A - THF (Nuclear).

3.2.2. Filmes de PTFE virgens
As dimensdes dos filmes de PTFE trabalhados foram de 3 cm X 3 cm com

espessura de 2,1 £ 0,01 mm. O processo de limpeza da superficie dos filmes foi

realizado em um extrator Soxhlet por 24 horas, utilizando acetona como solvente.

3.2.3. Filmes de PTFE triboeletrizados
Os filmes de PTFE triboeletrizados foram preparados pela metodologia descrita

a seguir e foram cedidos pelo Prof. Fernando Galembeck do 1Q-UNICAMP.

O PTFE foi submetido ao processo de triboeletrizacdo da seguinte forma: folhas
de PTFE vendidas para uso geral foram imersas em etanol durante 2 horas antes dos
experimentos de triboeletrizacdo, pois resultados preliminares mostram que a imerséo
em etanol elimina grande parte das cargas estaticas. Em seguida, folhas quadradas ( 6
X 6 cm) do PTFE foram apoiadas sobre um suporte de aluminio montada sobre uma
balanca de mesa e depois esfregada com um disco de polietileno fixada sobre uma
maquina de perfuracdo, que foi rotacionada a 5000 rpm durante 3 segundos (s). A
pressao exercida pelo disco sobre a amostra foi ajustado para 1,5 + 0,25 kPa, através

da medida da for¢ca aplicada ao equilibrio 88 As dimensdes dos filmes de PTFE



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 43
Capitulo 3

trabalhados foram de 3 cm x 3 cm com espessura de 2,1 + 0,01 mm. O processo de
limpeza da superficie dos filmes foi realizado em um extrator Soxhlet por 24 horas,

utilizando acetona como solvente.

3.2.4. Tratamento com plasma dos filmes de PET, PEBD e PDMS.
Os filmes poliméricos virgens foram expostos a plasma de oxigénio por 1 minuto

em uma camara (Harrick Plasma cleaner). Os filmes tratados sdo mais hidrofilicos

guando comparados aos néo tratados.

3.2.5. Vidro
Como substrato utilizou-se Iamina de vidro lisa para microscopia (EasyPath) com

dimensdes de 3 cm x 3 cm e espessurade 1 a 1,2 mm . O processo de limpeza da
superficie dos filmes foi realizado em um extrator Soxhlet por 24 horas, utilizando

acetona como solvente.

3.2.6. Sintese de nanoporos de PS — efeito do substrato
Os polimeros PET, PEBD e PDMS virgens e tratados com plasma e PTFE

virgem e triboeletrizado foram utilizados como substratos para a deposi¢cao de 150 pL
de uma solugéo de 10% (m/v) de PS em THF. Todos os substratos foram rotacionados
no spin coating por 10 s a 3000 rpm. Os experimentos foram realizados a 25 °C com
umidade relativa do ar igual a 81%. O mesmo procedimento foi realizado com o vidro

como substrato.
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3.3. Caracterizacdes dos filmes porosos
A morfologia dos filmes de PS foi analisada por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) utilizando equipamento da marca Shimadzu, modelo SS 550
Superscan. Os parametros utilizados foram: voltagem de aceleracdo de 10 kV e
intensidade de corrente de 41 pA. A superficie das amostras foi previamente coberta
com uma fina camada de ouro. Imagens de MFA e valores da rugosidade média das

superficies  foram  obtidas em equipamento  Shimadzu SPM-9500J3.
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Sintese de nanoporos de PS — efeito do substrato
A diferenca de morfologia com a modificacdo do substrato foi verificada por MEV

e MFA. Nas Figuras 3.1 e 3.2 sdo apresentadas micrografias dos polimeros virgens
(PEBD, PET, PDMS, PTFE) e do vidro utilizados como substrato para a producéo de
nanoporos em sua superficie. A partir das Figuras 3.1 e 3.2 verifica-se que a
morfologia da superficie dos substratos € lisa e homogénea.

As Figuras 3.3 e 3.4 apresentam, respectivamente, micrografias de MEV e
imagens de MFA do vidro e dos polimeros PEBD, PET e PDMS virgens e tratados com
plasma de oxigénio e PTFE virgem e triboeletrizado, apds a deposicdo de PS 10%

(m/v) em THF a 3000 rpm.
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5um

Figura 3.1 — Micrografias de MEV dos polimeros virgens (a) PEBD, (b) PET, (c) PDMS, (d) PTFE e (e)
vidro.
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0.00
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Figura 3.2 — Imagens de MFA dos polimeros virgens a) PEBD (b) PET (c) PDMS e (d) PTFE e (e) vidro.
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Figura 3.3 — Micrografias de MEV dos polimeros virgens (a) PEBD (c) PET e (e) PDMS e dos polimeros
tratados com plasma de oxigénio (b) PEBD (d) PET (f) PDMS apos deposi¢do de uma solugdo com 10%
(m/v) de PS em THF a 3000 rpm .

48



Vanessa Hafemann Fragal (2013)
Capitulo 3

Figura 3.3 (continuac¢éo) — Micrografias de MEV do (g) PTFE e do triboeletrizado (h) PTFE e (i) vidro
apos deposi¢do de uma solu¢do com 10% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm .

(@) (b)

13157
[nm]

75.95
[nm]

0.00 0.00
2.50x2.50 [um] Z 0.00 - 75.95 [nm] 250%250([um] Z 0.00 - 131.57 [nm]
Figura 3.4 — Imagens de MFA em 3D do polimero virgem (a) PEBD e do polimero (b) PEBD tratado com
plasma de oxigénio apos deposi¢éo de uma solugdo com 10% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm .
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0.00 0.00
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Figura 3.4 (continuacéo)- Imagens de MFA em 3D dos polimeros virgens (c) PET e (e) PDMS e dos
polimeros tratados com plasma de oxigénio (d) PET, (f) PDMS, (g) PTFE triboeletrizado e (h) vidro apés
deposicédo de uma solu¢do com 10% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm .
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Analisando as Figuras 3.3 e 3.4 pode-se observar que quando utilizamos PTFE
virgem nao obtemos a formacdo do filme nanoporoso de PS, fato que n&o ocorre
quando o PTFE é triboeletrizado. Também € visualizado que em todos os substratos
poliméricos tratados com plasma de oxigénio, o didmetro dos nanoporos de PS é maior
do que nos substratos virgens. Outro fato interessante € que a maioria dos trabalhos
reportam que somente o dissulfeto de carbono e o cloroférmio eram capazes de gerar
filmes com poros (cerca de 3 microns) suportados no substrato vidro. Como o substrato
de vidro é o mais usado para preparo de filmes microporosos, esse fato explica porque

o dissulfureto de carbono é o considerado o melhor solvente para o breath figure % ¢71,

A Tabela 3.1 apresenta os valores da rugosidade (profundidade) média dos
nanoporos (e Figura V do Anexo I), correspondentes a média de quatro imagens de
MFA nas diferentes rotacbes bem como o didmetro médio de 300 nanoporos,
observados por MEV. Os histogramas de distribuicdo do diametro médio para os filmes
nanoporosos obtidos com 10% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm, nos diferentes
substratos estudados encontram-se na Figura VI do Anexo |. Analisou-se também as
imagens do MFA em 2D, com o auxilio das retas A-B e C-D de 10 imagens, com o
objetivo de verificar se o substrato influencia no quanto a gota de agua afunda na

solucéo. Este tratamento foi similar ao ja descrito no Capitulo 2.
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Tabela 3.1 - Diametro e rugosidade média dos nanoporos e o0 quanto a gota de dgua penetra apés a
deposicao de uma na solugao polimérica de 10% (m/v) de PS em THF nos diferentes substratos.

Substrato Diametro médio Rugosidade Quanto a gota de
(nm) media (Ra) (nm) | dgua penetra na
solucéao

PET 346 + 65 9% +2,5 Mais da metade
PET_plasma 507+ 102 132 +5 Mais da metade
PDMS 147 + 27 9+2 Menos da metade
PDMS_plasma 346 = 60 96 +2,1 Mais da metade
PEBD 123 £ 23 6+22 Menos da metade
PEBD_plasma 172 +£38 76 £3 Mais da metade
PTFE_triboeletrizado 262 + 60 35+2,7 Menos da metade
Vidro 171 £40 2029 Menos da metade

Com o auxilio da Tabela 3.1 e das Figuras 3.3 e 3.4 é possivel inferir que os
diferentes substratos poliméricos influenciam no didmetro, rugosidade e na organizacao
dos filmes nanoporosos de PS.

A mudanca no didmetro e profundidade dos nanoporos de PS, nos substratos
estudados pode ser explicada pela diferenca de interacdo que existe entre a solucao
PS/THF e o polimero utilizado como substrato ° 1. A maior interacdo do PS sobre o
substrato ndo permite que a goticula de agua penetre na solucao com facilidade. Dessa
forma, para que a goticula consiga afundar na solugdo a mesma deve possuir um maior

tamanho, o que consequentemente gera maior tamanho do poro 7% Este
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comportamento pode ser verificado analisando as imagens de MEV e MFA das

Figuras 3.3 e 3.4. Os nanoporos formados no PET s&o maiores e mais profundos do

gue os formados nos demais substratos, fato este que pode ser explicado por meio da

maior interagéo entre o substrato PET e o filme de PS, interagdo esta suportada pelos

valores proximos de molhabilidade e hidrofilicidade (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Propriedades dos substratos poliméricos virgens e do PS.

Substrato Energia superficial | Angulo de contato Contribuicéao
a 20 °C (mN/m)®® em agua (°)1°¥ polar da
energia
superficial
(mN/m) [9°]
PET 44,6 72,5 9
PEBD 35,7 96 0
PDMS 19,8 107,2 0,8
PTFE 20 109,2 1,6
Vidro 43,1 59,6 37,08
PS 40,7 87,4 6,1

[90] http://www.surface-tension.de/solid-surface-energy.htm

[91] http://www.accudynetest.com/polytable _03.html?sortby=contact_angle
Os nanoporos formados no PDMS apresentaram diametros e profundidades

intermediarias aos formados com PET e PEBD, mesmo possuindo molhabilidade

inferior ao do PEBD, esse fato pode ser explicado pela maior hidrofilicidade que o

PDMS possui em relagédo ao PEBD (Tabela 3.2).

O PTFE virgem né&o foi um bom substrato para formar filmes porosos de PS.

Esse fato pode estar relacionado com a baixa molhabilidade que o mesmo possui,

impossibilitando uma interacdo adequada com o PS. Apds a triboeletrizacdo, a
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contribuicdo polar e a molhabilidade do PTFE aumentam, o que torna o PTFE
triboeletrizado um substrato no qual é possivel a formacédo de filmes nanoporosos de
PS, porém sem alta organizacao.

O vidro € o substrato mais polar dentre os estudados (Tabela 3.2), mas néo é o
gue possui maior interacdo com o PS, sendo que a sua interacdo s6 € maior que a do
PEBD e PDMS virgens. Os substratos mais apolares (PEBD, PDMS e PTFE) e o mais
polar (vidro) promovem as menores rugosidades e diametros de poros. Esse fato
evidencia o fato de que as maiores interacdes dos substratos com o PS geram os
filmes com os maiores tamanhos de poros.

Os valores de rugosidade sdo compativeis com o quanto a gota de adgua penetra
na solucdo. A gota que penetra pouco (menos da metade) na solucdo promove uma
menor rugosidade ou profundidade na superficie nanoporosa do PS.

O tratamento dos substratos poliméricos com plasma de oxigénio promove maior
contribuicdo polar da energia superficial e molhabilidade, o que permite que a interacao
com o PS seja maior. Esse tratamento influencia na formacédo dos nanoporos de PS.
Mesmo ndo sabendo os valores de contribuicdo polar da energia superficial e
molhabilidade dos substratos poliméricos tratados com plasma, sabe-se que os valores
nao ultrapassam o do vidro, pois o tamanho dos nanoporos formados é maior.

A diferenca encontrada na organizagcdo dos nanoporos de PS nos diferentes
substratos esta relacionada com a forma que as goticulas de 4gua se arranjam para

minimizar a tenséo interfacial do substrato com a solucéo de PS %54,
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3.5. Consideragdes finais
A maioria dos trabalhos de breath figure utilizam substratos inorganicos

ou bastante polares. No entanto, este trabalho demonstrou que é possivel obter
0S menores nanoporos com polimeros muito hidrofébicos como PEBD e
PDMS. Outro interessante fato esta relacionado com o solvente THF que, de
forma inédita, foi possivel a obtencao de filmes nanoporos de PS sobre o vidro
pelo método de secagem dindmica. A influéncia do substrato é muito
expressiva neste método, o que permite postular o uso dos materiais obtidos

em varias aplicagfes. Os nanoporos sintetizados possuem didmetros medios

de 507 e 123 nm e com profundidade média de 132 e 6 nm respectivamente.
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4.1 Consideracdes iniciais
Os padrdes do breath figure sdo gerados pela ndo coalescéncia das gotas de

agua, o que permite a formacédo de poros organizados. Esse fenbmeno esta baseado
no fato da drenagem do solvente ser proporcional ao aumento de viscosidade. Nos
estagios finais, as goticulas estdo intimamente envolvidas pela solu¢do polimérica e o
tempo de escoamento da solugdo polimérica (que esta cada vez mais viscosa) sera
varias ordens de grandeza maior do que o solvente puro 2%,

Diante do exposto, neste capitulo sera investigada a concentracdo (que esta
relacionada a viscosidade) ideal do PS para a formacéo de filmes porosos. Para isso
utilizou-se diferentes concentracdes da solucédo polimérica sob as mesmas condicdes

de umidade, substrato, secagem dinamica e solvente.
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4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Materiais
Poli (tereftalato de etileno) - PET (Comercial Mylar), Poliestireno — PS (Sigma Aldrich),

massa molar média entre 4.000 a 200.000 Da, Tetrahidrofurano P.A - THF (Nuclear).

4.2.2. Sintese de nanoporos de PS sobre PET- efeito da concentracdo do PS
Filmes de PET foram utilizados como substrato para a sintese dos nanoporos

com concentracdes de PS 5%, 10%, 20%, 25%, 30% e 35% (m/v) em THF. Os filmes
de PET foram rotacionados no spin coating por 10 s a 3000 rpm. Os experimentos

foram realizados a 25 °C com umidade relativa do ar igual a 81%.
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4.3. Caracterizacfes dos filmes porosos
A morfologia dos filmes de PS foi analisada por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) utilizando equipamento da marca Shimadzu, modelo SS 550
Superscan. Os parametros utilizados foram: voltagem de aceleracdo de 10 kV e
intensidade de corrente de 41 pA. A superficie das amostras foi previamente coberta
com uma fina camada de ouro. Imagens de MFA e valores da rugosidade média das
superficies foram obtidas em equipamento Shimadzu SPM-9500J3.

A viscosidade absoluta das diferentes concentracdes de PS trabalhadas foi
determinada pelo RheoStress RS300 (Haake) com capacidade de medidas estaticas e
dindmicas, taxa de deformacdo e cisalhamento controladas. Para determinar a
viscosidade foram preparadas solu¢des de PS em THF com 2%, 5%, 8%, 10%, 12,5%,
15%, 17,5%, 20%, 21%, 22%, 23%, 25%, 30%, 35% (m/v). As viscosidades destas
solucBes foram medidas estaticamente usando a geometria cone/plano (DC 60/1) com
taxa de cisalhamento de 0 a 100 s™. Foram medidas as diferencas na viscosidade e
tensdo de cisalhamento com a mudanca na taxa de cisalhamento. Todos os
experimentos foram realizados a temperatura de 25 °C. As medidas foram realizadas

em triplicata.
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4.4. Resultados e discussao

4.4.1.Sintese de nanoporos de PS sobre PET- efeito da concentracdo do PS
A concentracdo da solucdo de PS depositada no PET influencia na formacao

dos nanoporos. Nas Figuras 4.1, VIl do Anexo | e 4.2 sdo apresentadas micrografias
de MEV e imagens de MFA, respectivamente, do PET apds a deposicao de solucdes
com concentracdes de 5%, 10%, 20%, 25%, 30% e 35% (m/v) de PS em THF a 3000
rpm.

Analisando a Figura 4.1 (a) € possivel observar que ndo ocorreu a formacao de
nanoporos com a concentracdo de 5% (m/v) de PS em THF. Para a concentracdo de
20% (Figura 4.1 (c), 4.2 (b) e Figura VIl (b) do Anexo |) ocorreu a formacédo de
nanoporos com regularidade e organiza¢do, assim como na concentracdo de 10%
(Figura 4.1 (b), 4.2 (a) e Figura VIl (a) do Anexo 1). Nas concentracbes de 25%,
(Figura 4.1 (d), 4.2 (c) e Figura VIl (c) do Anexo ) 30% (Figura 4.1 (e), 4.2 (d) e
Figura VII (d) do Anexo |) e 35% (Figura 4.1 (f), 4.2 (e) e Figura VIl (e) do Anexo |) a
regularidade e quantidade dos poros formados é cada vez menor com o aumento da

concentragao.
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2 um

Figura 4.1 — Micrografias de MEV do PET apés a deposicdo de solugdes com (a) 5%, (b) 10% e (c)
20%, (d) 25%, (e) 30% e (f) 35% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm.



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 62
Capitulo 4

5.00x5.00([um] Z 0.00 - 218.16 [nm]
5.00%5.00[um] Z 0.00 - 257.24 [nm]

214.55
[nm]

§.00x.5,00 um] /Z;0.00;=/255.52 {nm) 5.00%5.00[um] Z 0.00 - 21455 [nm]

0.00

5.00x5.00 [um] Z 0.00 - 192.37 [nm]
Figura 4.2 — Imagens do MFA do polimero PET apds a deposicao de solucbes de (a) 10%, (b) 20%, (c)
25%, (d) 30% e (e) 35% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm.
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Na Tabela 4.1 sédo apresentados os valores da rugosidade (profundidade) média

dos nanoporos (e Figura VIl do Anexo 1), correspondentes a média de quatro imagens

de MFA nas diferentes rotacdes, bem como o diametro médio de 300 nanoporos,

observados por MEV. Os histogramas de distribuicdo do diametro médio para os filmes

nanoporosos obtidos nas diferentes concentracbes de PS em THF a 3000 rpm,

encontram-se na Figura IX do Anexo |. Analisou-se também as imagens do MFA em

2D, com o auxilio das retas A-B e C-D de 10 imagens, com o objetivo de verificar se a

concentracao influencia no quanto a gota de agua penetra na solugéo. Este tratamento

foi similar ao ja descrito no Capitulo 2.

Tabela 4.1- Diametro e rugosidade média dos nanoporos e o0 quanto a gota de agua penetra apds a
deposicéo de solugdes poliméricas com diferentes concentragdes de PS em THF a 3000 rpm no PET.

% PS (m/v) Diametro Rugosidade Quanto a gota de
médio (nm) Média (nm) agua penetra na
solucao
10 346 + 63 96 +2,5 Mais da metade
20 413 £ 76 130 + 3,2 Mais da metade
25 411 £ 53 69 +2 Mais da metade
30 625 + 126 53+2,8 Quase a esfera toda
35 669 + 146 50+£3,5 Quase a esfera toda

De acordo com as Figuras 4.1, 4.2 e a Tabela 4.1 pode-se inferir que a

concentracdo de PS em THF é essencial na formacédo de estruturas organizadas pelo
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método da breath figure, pois a viscosidade da solucdo polimérica desempenha um
papel importante neste método .

Na concentracao de 5% (m/v) de PS/THF a viscosidade da solu¢ao polimérica é
muito baixa. Este fato ocorre devido a pequena quantidade de polimero e
consequentemente quando as goticulas de agua adentram a solucdo polimérica as
mesmas coalescem néo permitindo a formacdo dos nanoporos.

No caso da concentracdo de 10% (m/v) de PS em THF a quantidade deste
polimero permite uma maior interacdo PS-PS do que entre o PS e as goticulas de agua
Dessa forma, a goticula de 4gua néo se espalha na solucéo polimérica, resultando em
uma superficie nanoporosa.

A deposicao de uma solu¢do com a concentracdo de 20% (m/v) de PS em THF
promove a formacéo de nanoporos com diametro médio e profundidade média maiores
guando comparados com a concentracdo de 10% (m/v) de PS. Este fato ocorre devido
a maior quantidade de moléculas de PS existentes por area, permitindo a formacéao de
estruturas mais coesas (interacdo PS-PS) bem como maior espaco para que as
goticulas de agua penetre na solucdo de PS e THF.

Na concentragéo de 25% a profundidade da gota diminui em relagcdo a 20%. No
entanto, o diametro se mantém constante. Esse fato pode ser explicado analisando a
Figura 4.3. A viscosidade absoluta da solucdo aumenta muito com o aumento da
concentracdo acima de 23% (m/v) de PS, demonstrando que acima desta
concentragdo ocorre o entrelagamento entre as cadeias do PS. Assim, a goticula de

agua tem muita dificuldade em adentrar a solugéo polimérica (Figura 4.4).
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Figura 4.3 - Gréfico de viscosidade absoluta versus concentragéo de PS. A viscosidade absoluta foi
obtida com uma taxa de cisalhamento de 30 a 40 s™.
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Figura 4.4- Esquema da diferenca de profundidade das goticulas de agua na solugao polimérica com
baixa concentracdo (a) e com alta concentracéo (b).
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Analisando os resultados obtidos para as concentracdes de 30% e 35% de PS,
observa-se que a quantidade de poros formados na superficie do PS € cada vez menor
com o0 aumento da concentracéo. Isso se deve a maior dificuldade que as goticulas de
agua possuem em adentrar a solu¢do. Para que as goticulas de agua consigam
adentrar a solucao polimérica a maioria destas precisa crescer bastante (cerca de 600
nm de diametro) e entrar inteiramente na solucdo, fato que nao ocorre com as
concentracfes de 10%, 20% e 25% as quais somente metade da goticula de agua

entra na solugéo.
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4.5. Consideragdes finais
No método breath figure, as gotas de 4gua, que se condensam sobre a

superficie da solucdo polimérica desempenham papel de molde de filmes
porosos altamente regulares quando a viscosidade/concentracdo polimérica é
ideal.

Concentragdes poliméricas muito baixas (como a de 5% (m/v) de PS)
ndo permitem a formacdo de moldes das goticulas de &gua, quando as
mesmas adentram a solucdo polimérica. Isso ocorre porque a evaporacao do
solvente é muito rapida (devido a pequena quantidade de polimero), nao
permitindo a organizagdo necessaria do polimero para limitar a coalescéncia
das goticulas de agua na solugéo polimérica.

O aumento da concentragdo, acima de 20%, induz a convecgao mais
lenta da solucéo resultando e um acondicionamento insuficiente das goticulas
de agua na solucéo polimérica, além de ocorrer o entrelagamento das cadeias
poliméricas. Por isso, ndo foram obtidos filmes porosos regularmente
estruturados com concentracdes de PS/ THF de 25%, 30% e 35%.

Desta forma, dentre as concentracBes poliméricas estudadas, somente
as concentracdes (intermediarias) de 10% e 20% (m/v) de PS sao capazes de

formar filmes nanoporos com organizacao e regularidade.
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5.1.Consideracdes iniciais
Um dos fatores que influencia a formacao de filmes nanoporosos pelo método

breath figure é o solvente ®®®  No entanto, para ser um solvente que tenha
possibilidades de formar micro ou nanoporos pelo método breath figure, 0 mesmo deve
ter volatilidade elevada, o que é benéfico em reduzir rapidamente a temperatura da
superficie, a fim de permitir a rapida nucleacdo e condensacéo de goticulas de agua.
Além disso, o solvente usado deve ser pouco soltvel ou imiscivel na agua.

Nesse capitulo, foi demonstrado a morfologia dos filmes de PS depositados
sobre o PET obtidos com os solventes: acetona, cloroformio e éter etilico. Os
resultados sdo discutidos comparando os parametros fisico - quimicos dos solventes e

a afinidade termodinamica dos solventes com o PS.
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5.2. Procedimentos experimentais

5.2.1.Materiais
Poli (tereftalato de etileno) - PET (Comercial Mylar), Poliestireno — PS (Sigma Aldrich),

massa molar média entre 4.000 a 200.000 Da, Tetrahidrofurano P.A - THF (Nuclear),
Acetona P.A — CH3(CO)CHs; (F-Maia), Cloroférmio P.A — CHCIl; (F-Maia), Eter etilico
P.A — C4H100 (F-Maia).
5.2.2. Sintese de nanoporos de PS sobre o PET- efeito do solvente

Diferentes solventes foram testados para verificar a influéncia dos mesmos, na
formacdo de nanoporos na superficie do PET. Dessa forma, filmes de PET foram
rotacionados a 3000 rpm por 10 s com solucdes de 10% (m/v) de PS, utilizando os
seguintes solventes: THF, CHCI;, CH3(CO)CH;3; e C4H100. Os experimentos foram

realizados a 25 °C com umidade relativa do ar igual a 81%.
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5.3. Caracterizacdes dos filmes porosos
A morfologia dos filmes de PS foi analisada por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) utilizando equipamento da marca Shimadzu, modelo SS 550
Superscan. Os parametros utilizados foram: voltagem de aceleracdo de 10 kV e
intensidade de corrente de 41 pA. A superficie das amostras foi previamente coberta

com uma fina camada de ouro.
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5.4. Resultados e discussao

5.4.1. Sintese de nanoporos de PS sobre o PET- efeito do solvente
O solvente utilizado para solubilizar o PS influenciou diretamente na formacao

dos nanoporos. Evidentemente, a temperatura ambiente, baixos ponto de ebulicdo e
entalpia de vaporizacdo sdo pré-requisitos para induzir a refrigeracdo da superficie
polimérica. Esse resfriamento € capaz de iniciar a nucleacdo e condensacdo das
goticulas de agua 3 719 No entanto, como observado na Figura 5.1 e X do Anexo
| estes ndo sao fatores suficientes para explicar a formacdo dos nanoporos pelo
método breath figure.

Na Figura 5.1 sdo apresentadas imagens de MEV do PET ap0s a deposicao de
solugdes com 10% (m/v) de PS em: CH3(CO)CH3;, CHCI3, THF e C4H100 - Figura 5.1
(@), (b), (c) e (d) respectivamente.

As imagens da Figura 5.1 revelam que a morfologia da superficie de PET ap6s
a deposicdo de PS em diferentes solventes ((a), (b) e (d)) é diferente da morfologia
utilizando THF. Apenas com THF se obteve nanoporos organizados e com a utilizacédo
de CH3(CO)CH3z houve a formacdo de microesferas de PS na superficie do PET. A
formacdo de microesferas (inverso dos nanoporos) pelo método breath figure com o

solvente CH3(CO)CHjs ja foi reportado na literatura 7.
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Figura 5.1 — Micrografias de MEV do polimero PET com 10% (m/v) de PS em (a) CH3(CO)CHs, (b)
CHClI3, (c) THF e (d) C4H100 rotacionados a 3000 rpm.

Para identificar o fato que explica que somente o THF, dentre os solventes
estudados, proporcionou a formagdo de nanoporos de PS mais organizados e

regulares analisou-se varios parametros fisico - quimicos dos solventes (Tabela 5.1).



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 74

Capitulo 5
Tabela 5.1- Solventes utilizados e suas propriedades fisico - quimicas.
Solvente Densidade | Viscosidade | Solubilidade Tensao Tensao Ponto de | Pressdo | Entalpiade
em aguaa | superficial | interfacial | ebulicdo | de vapor | vaporizagéo
a20°c a25°C | 55 (g/100 coma cc)® (k3/mol)*®
(g/cm®®® | (mPa.s)™ (98] a25°C . a25°C
mL) agua
(mN/m)i® -
a20°C (kPa)
(mN/m)*®
CH3(CO)CH; 0,7899 0,306 miscivel 23,46 - 56 30,8 30,99
CHCl; 1,4832 0,537 0,8 26,5 28,3 61 26,2 31,28
THF 0,8892 0,456 miscivel 26,4 - 65 21,6 31,99
C4H100 0,71 0,235 6,9 72,8 10,2 35 71,5 27,14

[98]- LIDE, D. R. CRC Handbook of Chemistry and Physics, 80th ed.; CRC Press: Boca Raton, FL, 1999.

Muitos trabalhos reportam que a orientacdo das goticulas esféricas sobre a

solucdo polimérica, no método breath figure requer imiscibilidade entre o solvente e a

agua e maior densidade do solvente em relacdo a agua 3¢,

Os solventes estudados se enquadram em dois grupos em

relacdo a

solubilidade em agua. Os solventes CH3(CO)CH3; e THF sédo misciveis em agua, ja o

C4HlOO e CHCI; possuem solubilidade de 0,069 e 0,008 g/ml a 20°C na agua,

respectivamente. Este fato demonstra que a solubilidade das goticulas de agua,

guando inseridas nas solucdes de PS com os respectivos solventes, nédo influencia na

formacgao dos nanoporos de PS, pois o THF e C4H100 (solventes que proporcionaram

filmes porosos) se enquadram em grupos distintos. O mesmo fato ocorre em relacdo a
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maior densidade do solvente em relagdo a agua. O CHCI; dentre os solventes
estudados é o unico solvente que possui densidade maior que a da agua.

Os diferentes solventes utilizados possuem ponto de ebulicdo (p.e.) proximos
(exceto o C4H;100), de acordo com a Tabela 5.1. Assim, as taxas de correntes de
conveccao que surgem a partir da evaporacdo dos solventes sdo muito parecidas,
desta maneira a diferenca de morfologia apés a deposicdo da camada de PS na
superficie do PET nao esté relacionada com as correntes de conveccao.

A maior razdo pela qual o éter etilico (estrutura quimica muito similar a do THF)
nao permitir a formacdo de um filme nanoporoso extenso esta relacionada com a
solidificacdo muito rapida do filme polimero. Este fato € favorecido pelo ponto de
ebulicdo relativamente baixo e da alta pressdo de vapor do éter etilico. O dissulfeto de

7

carbono € um solvente que em substratos poliméricos apresenta o mesmo
comportamento do éter etilico %

Como os parametros fisico-quimicos dos solventes nao forneceram subsidios
para explicar a razdo pela qual o THF possibilitou a formacdo de filmes de PS
nanoporosos, foi analisada a forma pela qual a afinidade termodinamica entre o PS e
os solventes influencia na formagéo dos nanoporos pelo método breath figure. Para
isso utilizou-se os parametros de solubilidade de Hansen (PSH)®®. A abordagem de

Hansen baseia-se no parametro de solubilidade Ra (MPa*?

) que € expresso pela
Equacéo 5.1,

Ra® = 4(8pz - 8p1)* + (Bp2— 8p1)* + (Brz— Br1)*  (5.1)
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Onde 0p; (energia das forgas de dispersao entre as moléculas), dpi (energia das
forcas intermoleculares entre moléculas dipolares) e &y (energia de ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas) sdo componentes do PSH do polimero e solvente,
respectivamente. A solubilidade ou alta afinidade termodinamica requer que o Ra seja
menor do que o Ro (raio de interacédo da esfera do PSH). A razdo Ra/Ro € chamada de
diferenca de energia relativa (DER). Desta forma, quando a DER dos solventes em
relacdo ao PS é menor do que 1, indica uma grande afinidade termodinamica. E os
valores de DER maiores que 1 indicam progressiva diminuicdo de afinidade

termodinamica.

Os valores de &p, 0p, O, dos solventes, Ro (PS) e DER do PS com os solventes
estudados encontram-se na Tabela 5.2. Analisando a Tabela 5.2 pode-se verificar que
somente o CHCI; possui grande afinidade com o PS e que o THF possui afinidade
termodindmica intermediaria em relacdo aos solventes estudados. Desta forma, por
meio da DER dos solventes com o PS também nao é possivel explicar a formacao de

filmes porosos organizados somente com o THF.
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Tabela 5.2 — Pardmetros de Hansen do PS e seus solventes e suas diferengas de energia relativa.

op op oy Ro Diferenca de
(Mpall2)[99] (Mpall2)[99] (M Pal/2)[99] (Mpal/Z)[99] energla relatlva
(DER) ao PS
PS 18,50 4,50 2,90 5,30

CH3(CO)CH3; 15,50 10,40 7,00 1,77
CHCI; 17,80 3,10 5,70 0,65
THF 16,80 5,70 8,00 1,18
CH,O0 14,5 2,9 5.1 1,59

Por meio da analise dos dados das Tabelas 5.1 e 5.2 é possivel inferir que ndo

existe parametros fisico-quimicos e de afinidade termodinamica, entre os estudados,

baseado nos quais seja possivel verificar que o THF é o solvente mais adequado para

a formacéo dos filmes nanoporosos de PS quando comparado aos outros solventes

estudados. Diversos trabalhos reportam que nao é possivel formar nanoporos de PS

com o solvente THF [¢8100.101 ‘N entanto, os mesmos n&o utilizam o spin coating para

depositar a solucdo de PS sobre os substratos. Dessa forma, podemos atribuir as

interacdes que ocorrem simultaneamente entre o PS/THF/PET e goticulas de agua

como as responsaveis pela formacdo dos filmes nanoporosos de PS, quando fazemos

uso do sistema de spin coating.
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5.5. Consideragdes finais
Embora, os solventes acetona e cloroférmio possuam caracteristicas

fisico-quimicas desejaveis para a formacdo de filmes porosos pelo método
breath figure, esses solventes ndo permitiram a formacdo dos nanoporos. A
acetona, que dentre os solventes estudados € o que possui menor afinidade
termodindmica, demonstrou morfologia inversa a dos nanoporos
(microesferas). E o cloroformio que possui a maior afinidade termodinamica
demonstrou uma morfologia mais rugosa.

Os solventes THF e éter etilico que possuem estruturas quimicas muito
similares e afinidade termodindmica intermediaria em relacdo aos solventes
estudados, possibilitaram a obtencdo de filmes de PS contendo micro e
nanoporos. No entanto, quando comparamos o THF e éter etilico em relacdo a
regularidade na formacao dos poros, verifica-se que com o THF os poros
formados sdo mais regulares. Esse fato deve-se ao ponto de ebulicdo
relativamente baixo do éter etilico que faz com que o filme de PS solidifique-se
muito rapido ndo permitindo a nucleacdo e crescimento das goticulas de agua
com uniformidade.

Tomando como base os experimentos realizados até o momento, nao foi
possivel obter uma conclusdo, por meio da analise dos parametros fisico-
quimicos e de afinidade termodindmica dos solventes, do porque somente 0
THF foi o solvente capaz de proporcionar a formacado de nanoporos de PS.
Assim, um novo estudo sera necessario para entender as interacbes que
ocorrem simultaneamente com o PS/THF/PET e goticulas de agua quando

fazemos uso do sistema de spin coating.
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6.1. Consideracdes iniciais
Os scaffolds s&@o substratos tridimensionais nos quais as células séao

semeadas, migram, proliferam e se diferenciam %% 1% A interacéo entre a célula e a
superficie do substrato é consideravelmente complexa. O mecanismo detalhado
permanece desconhecido até hoje, embora se saiba que o comportamento das células
é fortemente afetado pela composicdo quimica da superficie e topografia %% 1%/,

Em relacdo a topografia, alguns estudos %47 tém sido destinados para
melhorar a porosidade e governar o tamanho dos poros dos scaffolds. A porosidade
envolve diretamente a totalidade da superficie de um substrato. A area de superficie
aumentada € mais atraente, uma vez que pode proporcionar maior espaco para a
fixacdo e crescimento das células. A porosidade das matrizes celulares 3D é muito
importante, pois proporciona um espaco maior para a ligacdo de células em
crescimento %! A conectividade do scaffold permite que as células ligadas se
comuniguem umas com as outras, desta forma, o compartilhamento de informacdes
celulares € maior, facilitando a adaptacdo a um novo ambiente através de comunicacao
(sinalizacéo) entre células e/ou células-scaffold.

Os scaffolds porosos sdo os mais desejaveis, pois, promovem a distribuicdo
uniforme das células de difuséo, de nutrientes, e o crescimento de comunidades de

células organizadas 1%

. A superficie padronizada é outro fator que favorece a maior
viabilidade celular, pois muitas células ndo podem ancorar em uma superficie lisa.
Os filmes porosos de PS (sobre o PET), padronizados e com diferentes

tamanhos de poros e porosidade, obtidos nas rotacbes de 1000, 3000 e 5000 rpm,
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descritos no Capitulo 2, serdo avaliados como possiveis scaffolds para as células

Vero.
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6.2. Procedimentos Experimentais
6.2.1. Ensaio de aderéncial/viabilidade das células Vero

Esse ensaio foi realizado no Departamento de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Estadual de Maringad. Foi realizado o seguinte procedimento: uma
suspensao de células Vero foi obtida apos tripsinizacdo da monocamada confluente,
contendo 2,0 x 10°células/mL em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 50 pg/ml de gentamicina. As
células foram recolhidas e contadas em cé&mara hematocitométrica de Neubauer
estando previamente diluidas, a fim de obter uma suspens&o de 2,5 x 10° células/mL.

Paralelamente, os filmes nanoporosos de PS suportados no PET obtidos & partir
de uma solucdo 10% (m/v) de PS /THF espalhada nas rotacdes de 1000, 3000 e 5000
rpm, o controle positivo (placa de PS) e os controles negativos (PET e vidro) foram
submersos em alcool 70% por 15 min e em seguida lavados com uma solucao salina
estéril. Os possiveis scaffolds foram distribuidos em pocos de uma placa de 24 pocos e
1 mL da suspensdo de células foi colocado em cada poco, seguindo-se uma
incubacdo em estufa imida a 37°C com tenséo de 5% de CO, por aproximadamente 24

horas. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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6.3. Caracterizacdes dos scaffolds e controle com células Vero.

Nos tempos de 2, 4, 6 e 24 horas a placa era visualizada em microscopio
invertido e fotografada. Apds 24 horas de incubacédo, foi determinada a viabilidade das

células pelo método colorimétrico da sulforodamina B %!

. O procedimento utilizado
para determinar a viabilidade celular foi: as culturas de células Vero foram fixadas com
acido tricloroacético e em seguida, coradas durante 30 minutos com 0,4% (m/v)
sulforodamina B dissolvida em acido acético 1%. O corante nao ligado foi removido por
guatro lavagens com 1% de acido acético, e o corante ligado a proteina das células foi
extraido com 10 mmol/L da base ndo tamponada [tris (hidroximetil) aminometano]. Na
determinacdo da densidade O6ptica foi utilizado um leitor de ELISA (Bio-Tek FL-600
Microplate Fluorescence Reader), em 530 nm.

A preparacdo das amostras para MEV foi efetuada da seguinte maneira: no final
de 24 horas de cultura, aspirou-se o meio de cultura, sem tocar no fundo do poco e nos
scaffolds. Em seguida, adicionou-se cuidadosamente, nas paredes das cavidades, 1 ml
por poco de solucdo tampdao fosfato pH 7, 4 (PBS). Ap6s 10 minutos, removeu-se 0
PBS e adicionou-se de encontro as paredes das cavidades, 1 ml por poco de solucéo
de glutaraldeido a 2,5% em PBS, para fixar as células. Na sequéncia, colocou-se as
placas com glutaraldeido na geladeira por 1 hora. Apds este tempo, removeu-se 0

fixador e adicionou-se, por poco, 1 mL de PBS de encontro as paredes dos pogcos. A

lavagem com PBS foi cuidadosamente repetida.
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A desidratacdo das amostras foi realizada utilizando uma série de concentragao
crescente de soluges de etanol de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70%, 90% e 100%.
Este procedimento foi repetido por duas vezes e em cada vez a amostra ficou em
contato com a solucdo de etanol durante 15 minutos. Apos a desidratacdo, as células
foram deixadas em etanol 100% até serem colocadas em hexametildisilazano (HMDS).

Para a secagem em HDMS, as amostras ficaram imersas no mesmo, trés vezes,
durante 10 minutos de cada vez. Por fim, retirou-se 0 maximo de HDMS e a amostra foi
seca ha capela durante a noite. A morfologia das células nos scaffolds e controle foi
analisada por MEV em equipamento da marca Shimadzu, modelo SS 550 Superscan.
Os parametros utilizados foram: voltagem de aceleracdo de 10 kV e intensidade de
corrente de 41 pA. A superficie das amostras foi previamente coberta com uma fina

camada de ouro.
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6.4. Resultados e discussao

6.4.1. Ensaio de aderéncialviabilidade das células Vero
Os filmes nanoporosos de PS depositados em PET foram avaliados como

possiveis mimetizadores de MECs ou scaffolds e a adesdo e o crescimento de células
Vero foram analisadas em microscopio invertido. As Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4
apresentam imagens de microscopio invertido apos 2, 4, 6 e 24 horas respectivamente.
Neste estudo, as células com formato arredondado ndo estdo aderidas ao substrato e
consequentemente possuem pequeno tempo de vida. Analisando as imagens das
Figuras 6.1, 6.2 e 6.3 observa-se que a aderéncia das células no controle € maior que
a do PET ap6s a deposicdo de uma solucdo de 10% (m/v) de PS em THF com
rotacdes a 1000, 3000 e 5000 rpm. No entanto, quando analisamos a Figura 6.4 ndo é
possivel verificar diferenca de aderéncia celular entre o controle e as amostras de
filmes porosos de PS em PET preparadas nas rotac6es de 3000 e 5000 rpm. Nas
primeiras horas de crescimento, &s células Vero ndo se aderiram da mesma forma que
o controle. Isso esta relacionado ao tempo de adaptacdo que as células necessitaram

para explorarem as trés (3) dimensdes do espaco.
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Figura 6.1 — Imagens do microscoépio invertido das células Vero com 2 horas de crescimento em (a)
controle (placa de poliestireno) e dos filmes porosos de PS em PET obtidos apds a deposi¢cdo de uma

solucdo de 10% (m/v) de PS / THF nas rotac8es de (b) 1000, (c) 3000 e (d) 5000 rpm.
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Figura 6.2 — Imagens do microscopio invertido das células Vero com 4 horas de crescimento em (a)
controle ( placa de poliestireno); e dos filmes porosos de PS em PET obtidos apds a deposi¢do de uma
solucdo de 10% (m/v) de PS / THF nas rota¢8es de (b) 1000, (c) 3000 e (d) 5000 rpm.

87



Vanessa Hafemann Fragal (2013) | 88
Capitulo 6

Figura 6.3 — Imagens do microscoépio invertido das células Vero com 6 horas de crescimento em (a)
controle (placa de poliestireno); e dos filmes porosos de PS em PET obtidos apés a deposicao de uma

solucdo de 10% (m/v) de PS / THF nas rota¢8es de (b) 1000, (c) 3000 e (d) 5000 rpm.
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Figura 6.4 — Imagens do microscopio invertido das células Vero com 24 horas de crescimento em (a)
controle (placa de poliestireno); e dos filmes porosos de PS em PET obtidos apés a deposicao de uma
solucdo de 10% (m/v) de PS / THF nas rotac8es de (b) 1000, (c) 3000 e (d) 5000 rpm.

Micrografias de MEV foram obtidas apds o crescimento das células Vero por 24
horas nos controles negativos (vidro e PET) e nos filmes porosos de PS depositados
em PET (Figura 6.5). E possivel verificar que existem pequenas areas em que as
células ndo cresceram (devido ao pequeno tempo de crescimento das células
analisado). Nas Figuras 6.5 (d), (f) e (h) é possivel observar estas areas (marcadas no
circulo vermelho), nas quais o citoplasma das células estd comecando a interagir com

0s substratos tridimensionais sintetizados.
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Figura 6.5 - Micrografias de MEV das células Vero com 24 horas de crescimento nos controles negativos
(a) vidro, (b) PET e do PET ap0s a deposi¢do de uma solucao de 10% (m/v) de PS em THF com as
seguintes rotacfes (c) e (d) 1000, (e) e (f) 3000 rpm.
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Figura 6.5 (continuac&o)- Micrografias de MEV das células Vero com 24 horas de crescimento no PET
apoés a deposicao de uma solugdo de 10% (m/v) de PS em THF com as seguintes rotacdes (g) e (h)

5000 rpm.

Analisando as Figuras 6.4 e 6.5 verifica-se que ndo é possivel distinguir pela
adesdo celular entre os scaffolds preparados qual € o melhor para o crescimento e
diferenciacdo das células Vero, no entanto é perfeitamente visivel que as células
cresceram e se proliferaram muito bem. Na Figura 6.6 foi esquematizado, de forma

pictérica, o crescimento e proliferacédo das células.

(// "‘\-._\
) -

!
L -

ﬂ Crescimento e

proliferagdo das células

-~

Figura 6.6- Esquema ilustrativo da morfologia das células quando as mesmas séo semeadas e
posteriormente crescem e se proliferam.
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Foi realizado um teste de viabilidade celular que se baseia na capacidade do
corante fluorescente sulforodamina B ligar-se na base dos aminoacidos das proteinas
celulares, desta forma, a medida colorimétrica do corante acoplado fornece uma
estimativa da massa total de proteina, que esta relacionada com o nimero de células.

A Figura 6.7 apresenta a viabilidade das células Vero determinada com o auxilio
do corante sulforodamina B do controle positivo (placa de poliestireno), dos controles
negativos (vidro e PET) e dos micro e nanoporos obtidos a 1000, 3000 e 5000 rpm. A
partir da Figura 6.7 é possivel verificar que a viabilidade celular para as amostras de
PET com solugcdo 10% (m/v) de PS em THF rotacionada a 3000 rpm é 2 vezes maior
gue o controle positivo e a 5000 rpm € 1,5 vezes maior que 0 mesmo controle. A
viabilidade celular dos controles negativos € maior que os filmes porosos de PS
sintetizados, isso é devido a superficie destes substratos serem mais hidrofilicas, o que
a torna mais favoravel para as células do que as hidrofébicas %Y como as placas

de PS e os filmes micro e nanoporosos de PS.
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Figura 6.7 - Viabilidade das células Vero determinada pelo corante fluorescente sulforodamina B no
controle positivo (placa de PS) e nos controles negativos (vidro e PET) e no PET apds a deposicéo de
uma solugéo 10% (m/v) de PS em THF com rotac¢des a: 1000, 3000 e 5000 rpm.

Em relagé@o aos resultados de viabilidade celular dos materiais obtidos, deve-se
ressaltar que o tamanho médio, distribuicdo de tamanho, volume, interconectividade e
forma dos poros, sdo parametros importantes a serem analisados nos potenciais
scaffolds. No entanto, o tamanho do poro € a questdo mais importante, porque se 0s
poros forem muito pequenos, 0s mesmos impedirdo a penetragéo celular [112)

Os micro e nanoporos produzidos possuem diametro médio que variam de 1,22
pm a 256 nm. A maior viabilidade celular dos nanoscaffolds com didmetro de poro de
346 nm (obtidos a 3000 rpm) e 256 nm (obtidos a 5000 rpm), frente ao controle
positivo, demonstra que estes realmente mimetizam as interagcbes que as células
possuem com as nanoproteinas da MEC. No entanto, a viabilidade celular do scaffold

obtido a 5000 rpm € menor que o0 a 3000 rpm, devido ao tamanho e principalmente a
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profundidade dos nanoporos ser muito pequena (cerca de 22 nm contra 96 nm
(condicao de 3000 rpm)) para uma interagéo tao expressiva como na condi¢cao de 3000
rom. A pequena profundidade faz com que o scaffold comece a comportar-se como
uma superficie plana.

Para os microscaffolds, que possuem diametro de 1,22 um, a mimetizacdo do
ambiente da MEC néo foi eficaz. Isso ocorre porque quanto maior o diametro do poro,
menor a influencia da nanotopografia da superficie e também essa condi¢cdo € a que
gerou filmes mais hidrofobicos (molhabilidade de 103°), o que afeta diretamente a

viabilidade celular, a adeséo, a organizacao, a morfologia e a diferenciacdo das células

[113-116]
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6.5. Consideracdes finais

Apesar dos filmes nanoporosos obtidos a 3000 e 5000 rpm n&o apresentarem
viabilidade superior aos controles negativos os resultados obtidos frente ao controle
positivo (placa de PS) sdo bastante relevantes. A maior area de superficie
proporcionada pelos nanopororos fez com que fosse possivel mimetizar com maior

eficiéncia as interacdes que as células possuem com as nanoproteinas da MEC



Capitulo 7
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PERSPECTIVAS FUTURAS
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7.1 Consideragdes finais e conclusdes

A formacdo de filmes porosos de PS sobre os substratos poliméricos estudados
pelo método breath figure foi possivel somente com o processo de spin coating (
secagem dinamica). O aumento da velocidade do spin coating induz a mudanga no
didmetro e na rugosidade dos nanoporos em rotacfes até 5000 rpm, acima desta
rotacdo a velocidade de secagem do solvente volatil (THF) se mantém constante. As
rotacbes do spin coating estudadas induziram a formacdo de poros com diametro
médio que variou de 1,2 pym a 202 nm com rugosidade média de 130 a 25 nm,
respectivamente.

Na superficie dos polimeros PET, PEBD, PDMS, PTFE triboeletrizado e do vidro
obteve-se nanoporos de PS com diametro médio de 507 a 123 nm e com rugosidade
média de 132 a 6 nm, respectivamente. Um aspecto bastante positivo demonstrado
neste trabalho foi a obtencdo de nanoporos de PS em polimeros muito hidrofébicos
como PEBD e PDMS. Outro fato interessante esta relacionado com o uso do solvente
THF, com o qual foi possivel, de forma inédita, obter filmes nanoporosos de PS sobre
0 vidro por spin coating.

Dentre as concentragfes poliméricas estudadas, somente as concentracfes de
10% e 20% (m/v) de PS foram adequadas para formar filmes nanoporosos com
organizacdo e regularidade. Em concentracdes poliméricas de 5% (m/v) de PS/THF
ndo foi possivel a formacdo de moldes das goticulas de agua, pois as mesmas
coalescem quando adentram a solucdo polimérica. Filmes porosos regularmente

estruturados nao foram obtidos com concentracdes altas de PS/THF como 25%, 30% e
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35% (m/v), pois 0 aumento da concentracao induz a convecc¢édo mais lenta da solucao,
resultando em um acondicionamento insuficiente das goticulas de agua na solugéo
polimérica.

O uso de solventes tais como, cloroférmio e acetona ndo foram eficazes na
formacéao dos filmes nanoporosos de PS.

O uso de solvente com alta pressdo de vapor, tal como éter etilico, induz a
rapida solidificacdo do filme de PS nado permitindo a nucleacdo e crescimento das
goticulas de dgua com uniformidade, formando micro e nanoporos desordenados. Por
meio dos parametros fisico-quimicos e da afinidade termodinamica avaliados, nao foi
possivel identificar o fenbmeno que explica porque somente o THF, dentre os solventes
estudados, foi o solvente capaz de formar os filmes nanoporosos pelo método breath
figure.

O cultivo das células Vero sobre os nanoporos sintetizados nas rotacbes de
3000 e 5000 rpm apresentaram viabilidade superior, quando comparado com o controle
positivo, evidenciando que 0s materiais sintetizados possuem maior poder de
mimetizacdo da MEC do que a placa de PS em 2D. Desta forma, os scaffolds
sintetizados podem ser utilizados para o crescimento de células com maior eficacia que

0 subtrato comumente utilizado.
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7.2 Perspectivas futuras

Diminuir a temperatura do substrato, utilizando nitrogénio liquido para aumentar
o gradiente de temperatura possibilitando obter materiais com poros de maior
profundidade

Mudar a umidade do ar, para obter poros com diferentes tamanhos e
profundidades;

Trabalhar com polimeros de alta massa molar e com baixa polidisperséao;
Trabalhar com copolimeros anfifilicos

Trabalhar com polimeros com a adicdo de surfactantes;

Realizar um estudo com mistura de solventes na formacdo de estruturas pelo
meétodo breath figure

Estudar a aplicacdo destes filmes poliméricos como padrdes de calibracdo do
MFA;

Testar a adesao celular dos diversos scaffolds obtidos com linhagens de células
vegetais e animais, assim como, tumorais e sadias;

Preparar pelo método breath figure filtros nanoporosos de PS em superficies de
polilisina para aumentar a aderéncia e a viabilidade das células Vero nos
scaffolds;

Preparar pelo método breath figure filtros nanoporosos de PS em superficies de
poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAA) para melhorar o descolamento das células

dos scaffolds.
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10 pym

Figura |- Micrografias de MEV em diferentes ampliagées de PET ap0s deposicdo de uma
solucdo 10% (m/v) de PS em THF rotacionadas a (a) e (b) 1000 e (c) 3000 rpm.
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10.00x 10.00 [um] Z 0.00 - 370.52 [nm] 2.50x250[um] Z 0.00 - 138.69 [nm]

Figura ll- Micrografias de MFA em diferentes ampliac6es de PET ap6s deposicdo de uma
solucdo 10% (m/v) de PS em THF rotacionadas a (a) 1000 e (b) 9000 rpm.
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Figura Ill - Rugosidade ou profundidade média dos micro e nanoporos obtidos apds deposi¢éo
de uma solugdo 10% (m/v) de PS em THF com diferentes rotagoes .
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Figura V - Rugosidade ou profundidade média dos nanoporos obtidos apds deposi¢éo de
uma solugéo 10% (m/v) de PS em THF em diferentes substratos .
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Figura VI - Histogramas de distribuicdo de diametro dos nanoporos de PS suportados nos
polimeros virgens (a) PEBD, (b) PDMS apés deposicédo de uma solugdo com 10% (m/v) de PS
em THF a 3000 rpm.
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Figura VI (continuacdo) - Histogramas de distribuicdo de didmetro dos nanoporos de PS
suportados nos polimeros tratados com plasma de oxigénio (¢c) PEBD (d) PET (e) PDMS e do
THF a 3000 rpm.

triboeletrizado (f) PTFE e (g) vidro ap6s deposi¢cdo de uma solucdo com 10% (m/v) de PS em
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Figura VII - Micrografias de MEV em diferentes ampliac6es ap0s a deposicao de solucbes
com (a) 10%, (b) 20% e (c) 25% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm.
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Figura VIl (continuacgéo) - Micrografias de MEV em diferentes ampliacdes apos a deposi¢do
de solugbes com (d) 30% e (e) 35% (m/v) de PS em THF a 3000 rpm.
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Figura VIl - Rugosidade ou profundidade média dos nanoporos obtidos apds deposicao de
PS em THF em diferentes concentragdes.
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Figura X — Micrografias de MEV em diferentes ampliagdes do PET apds deposi¢cao de uma
solucao 10% (m/v) de PS em (a) CH3(CO)CHs, (b) CHCI3, (c) THF, (d) e (e) C4H100 a 3000
rpm.
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Figura XI- Micrografias de MEV com outras ampliagGes das células Vero com 24 horas de
crescimento nos controles negativos (a) vidro, (b) PET
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Figura XI (continuacgé&o)- Micrografias de MEV com outras ampliagdes das células Vero com
24 horas de crescimento nos filmes micro e nanoporos de PS obtidos apds a deposicédo de
uma solucdo de 10% (m/v) de PS/ THF com as seguintes rotac¢des (c) 1000, (d) 3000 e (e)

5000 rpm sobre PET.
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