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Resumo

O desenvolvimento de materiais poliméricos porosos nos quais € possivel otimizar a
porosidade e a espessura € muito importante no desenvolvimento de materiais para
aplicacoes biomédicas, tais como sistemas de entrega de medicamentos e estruturas de
suporte para crescimento celular.

Neste trabalho foram produzidas varias estruturas porosas de polivinil alcool e poliamida-6
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por ““electrospinning””. Estas estruturas foram caracterizadas utilizando o microscopio
eletronico de varrimento. Efetuou-se um estudo sistematico para analisar a homogeneidade e
espessura da estrutura, quantificar o tamanho dos poros e as dimensodes transversais das
fibras. Alem dos planos XY das estruturas efetuaram-se preparacdes de amostras no eixo do Z
e determinaram-se varias dimensbes da espessura da estrutura 3D. As estruturas foram
analisadas utilizando um programa de analise de imagens, o Esprit 1.9. Efetuou-se um estudo
que teve em conta o tamanho da amostra, a escolha de filtros e a escala de cinzentos.
Quantificou-se a porosidade do material utilizando diferentes parametros de medicdo: o
comprimento, a largura, o diametro médio, didmetro equivalente, projecdao no X e projecao
no Y. Comparam-se os diferentes diametros de poros obtidos por analise de imagem com as
medicées que foram obtidas por microscopia eletronica deforma manual, através da
colocacdao de vetores. Conclui-se que os mais representativos sao a projecao no X e a
projecdo no Y e que os resultados obtidos por analise de imagem sdao mais completos que os
obtidos pelo método manual.

Utilizando os valores das medicdes experimentais das fibras efetuaram-se simulacoes
computacionais das estruturas em estudo num simulador criado em Matlab®. O simulador
computacional utilizado, ja previamente validado, permitiu obter estruturas idénticas as
estruturas porosas de polivinil alcool e poliamida-6 em estudo. Realizaram-se estudos de
simulacao e otimizacao utilizando 1000 estruturas simuladas nas quais se variaram alguns dos
parametros de entrada tais como a largura das fibra e a sua flexibilidade. Com essas
simulagoes construiram-se arvores de regressdo/decisdo para estabelecer e quantificar as
relacdes entre as propriedades das fibras e as propriedades finais das estruturas, tais como a
porosidade e a espessura. Conclui-se que a flexibilidade é a propriedade das fibras que mais

influencia a porosidade e a espessura das estruturas.

Palavras-chave

Estruturas poliméricas porosas, poliamida-6, polivinil alcool, simulacao computacional de
estruturas porosas, arvores de decisao/regressao de nanomateriais porosos.
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Abstract

The development of polymeric porous materials, in which it is possible to optimize porosity
and thickness, is very important for the development of materials for biomedical applications
such as drug delivery systems and scaffolds.

In this work, several porous structures of polyvinyl alcohol and polyamide-6 have been
produced by “electrospinning”. These structures were characterized using the scanning
electron microscope. A systematic study has been conducted to examine the homogeneity and
thickness of the structure, pore size quantification and fiber transversal dimensions. In
addition to the XY cut the samples were also prepared using a transversal cut, i.e. the third,
or Z dimension was also characterized. The structures were also analyzed using an image
analysis program called Esprit 1.9. We have conducted a study that took into account the
optimization of the image, the sample size, the choice of filters and the contrast in the
greyscale. We have quantified the porosity of the material using different measurement
parameters: length, width, average diameter, equivalent diameter, X-projection and Y-
projection. We concluded that the most representative dimensions are the X-projection and
the Y-projection of the pore diameter and that the porous characterization obtained using
the image analysis method is more complete that the one using the manual method.

Using the experimental values for fiber dimensions and flexibility, a computer simulation of
the structures was performed in a simulator created in Matlab®. This simulator has been
previously validated, and was able to create identical structures to real polyvinyl alcohol and
polyamide-6 porous structures in study. A computational study using 1000 simulated
structures was done, were input parameters like fiber width and fiber flexibility were
changed according to a computational experiments plan. With these 1000 simulations
regression/decision trees were constructed to establish and quantify the relationship between
fiber properties and final properties of the structures such as porosity and thickness. We
concluded that the fiber flexibility is the property that most influences the porosity and the
thickness of the structures.

Keywords

Porous polymeric structures, polyamide-6, polyvinyl alcohol, computer simulation of porous

structures, decision/regression trees for porous nanomaterials.
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1.1 Polimeros

Um polimero é composto por varias unidades estruturais ligadas entre si. Cada uma dessas
unidades estruturais € designada de monomero. Dependendo dos grupos funcionais os
polimeros podem ter diferentes caracteristicas como a hidrofilicidade, hidrofobicidade,
polaridade, etc. Existem diferentes reacdes de polimerizacao, entre as mais comuns
encontram-se as reacoes de condensacdao e as de adicao. Na polimerizacao por adicao nao
ocorre libertacdo de agua. Os polimeros mais comuns como o PVC e o poliestireno sao assim
criados. No caso da polimerizacdo por condensacdo ocorre a libertacdo de uma molécula,
como por exemplo a agua. Alguns dos polimeros formados por condensacdo mais conhecidos

sao a celulose e as poliamidas.

1.1.1 Polivinil Alcool

Figura 1: Formula quimica e disposicao atomica da molécula de vinil alcool.

0 polivinil alcool (PVA) é um polimero sintético, solivel em agua e amigo do ambiente.
Forma facilmente filmes e tem elevada resisténcia ao 6leo, gorduras e solventes. Tem sido
extensivamente usado na indlstria como adesivo, acabamento téxtil e revestimento de papel,
entre outros (Yano et al., 2012). Tem elevada resisténcia a tracdo, e flexibilidade, no entanto
estas propriedades sao dependentes da humidade. Tem como ponto de fusao 230°C e a sua
densidade varia entre 1.19 e 1.31 g/cm’.

E fabricado através da polimerizacdo do monémero de acetato de vinil ja que o
monomero alcool vinilico € muito instavel (Yano et al., 2012; Chiellini et al., 2003) . O
acetato de vinil é polimerizado a polivinil acetato e depois convertido em PVA. Como indicado
na equacao da reacdo que se segue, equacao da reacao 1, o polivinil acetato é convertido em

PVA através de uma reacao de transesterificacdo com o etanol(Chiellini et al., 2003).

[CH,CH(OAC)], +C,H5OH — [CH,CH(OH)] + C,H50AC (1)



1.1.2 Poliamida-6

Figura 2: Formula quimica e disposicao atomica da molécula de amida.

A poliamida é um polimero composto por monomeros de policaprolactama. A
poliamida-6, também conhecida por Nailon (figura 2), € um polimero muito utilizado, desde
os téxteis até as pescas, pois € uma fibra com elevada resisténcia (Tian et al., 2015).
Também ¢é usada para fazer fios de sutura uma vez que nao desencadeia resposta anti-
inflamatoria. Na figura 3 esta representada a reacao de formacao da poliamida-6 (Kolesov and

Androsch 2012).
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Figura 3: Reacao de formacao da poliamida-6.



1.2 Nanofibras

As nanofibras podem ser fabricadas usando diferentes métodos. Entre esses métodos
encontram-se a eletrofiacao ou ““electrospinning””, separacao por fases, automontagem ou
reacoes com péptidos (Beachley and Wen, 2010). Na tabela 1 encontram-se os varios métodos

para a producao de nanofibras poliméricas.

Tabela 1: Varios métodos/técnicas de producao de nanofibras. (Adaptado de Beachley and Wen, 2010).

Técnica

Electrofiacao

“electrospinning”

Automontagem
“Self-assembly”

Separacao de fases

“Phase-separation”

Producao através de bactérias

(celulose bacteriana.)

Molde
“Templating”

Desenho

“Drawing”

Extracao

Vantagens
Execucao facil
Método barato

Bastante versatil
Podem ser usados varios
polimeros
As células sdo facilmente
incorporadas durante a
fabricacao de fibras
Os poros sao 3D

A montagem pode dar-se in vivo

Os poros sao 3D

Baixo Custo
Elevado rendimento

Vasta escolha de materiais
Controlo sobre o diametro e o

comprimento

Vasta selecao de materiais

Procedimento simples

Materiais naturais

Desvantagens

Solventes toxicos (nos casos em
que sao usados)
As células tem dificuldade em

migrar para o interior da matriz

Procedimento complexo
Dificuldade em controlar a
forma como as fibras se
orientam no meio

Diametro das fibras

Procedimento complexo
Dificuldade de controlar a
forma como as fibras se

orientam no meio

Materiais Limitados
Falta de versatilidade para
funcionalizar
Materiais de sacrificio
Limitacoes nas dimensoes das
fibras e arranjos

Baixa produtividade (uma fibra
de cada vez)
Dificuldade em formar fibras de

diametro consistente

Escolha de materiais limitadas
Dificuldade em controlar o
diametro e comprimento das

fibras



Polimerizacao vapor-fase

Sintese de solucdes controlada

cineticamente

Polimerizacao quimica da

Anilina

Polimeros sintetizados

diretamente em nano fibras

Polimeros sintetizados

diretamente em nano fibras

Polimeros sintetizados

diretamente em nano fibras

Escolha de materiais limitadas
Dificuldade em controlar o
didametro e comprimento das
fibras
Procedimentos complicados
Escolha de materiais limitadas
Dificuldade em controlar o
diametro e comprimento das
fibras
Procedimentos complicados
Escolha de materiais limitadas
Dificuldade em controlar o
didmetro e comprimento das
fibras

Procedimentos complicados



1.3 “Electrospinning”

A técnica de “electrospinning” é a forma mais popular de produzir nanofibras devido
a sua simplicidade, custo beneficio, flexibilidade, potencial de ampliacdo e uso de uma
elevada gama de polimeros (Zamani et al., 2013). Na figura 3 pode ver-se que inclui um jato
eletricamente carregado de uma solucdo de um polimero (Zheng et al., 2014), uma seringa
para ejetar a solucdo a uma taxa continua, uma agulha, uma fonte de alimentacdo e um
coletor (Liu et al., 2012). Quando a alta voltagem proveniente da fonte de alimentacao é
aplicada a agulha e se atinge a voltagem critica formam-se repulsoes electroestaticas segundo
a lei de Coulomb e um cone de Taylor é formado permitindo assim a formacdo de um fio de
polimero (Liu et al., 2012, Lim and Pyo 2010, Franco et al., 2010). Este fio € posteriormente
recolhido num coletor dando origem a uma membrana interconectada, com elevada
porosidade, elevada razdo superficie/volume, possibilidade de funcionalizacao e morfologia

de superficie ajustavel. (Franco et al., 2009).

Figura 4: Esquemas de montagem de um sistema de “electrospinning”. (Adaptado de Franco et al.,
2009)

A criacdo de uma rede de fibras é influenciada por varios fatores ou parametros de
entrada, tais como as propriedades da solucdo: viscosidade, condutividade e tensao de
superficie (Guo et al., 2013; Franco et al., 2009). Além destas ha variaveis controlaveis, como
a pressao hidrostatica no capilar, o potencial elétrico da ponta do capilar, e a distancia entre
a ponta do capilar e o coletor (Guo et al., 2013; Zheng et al., 2014). Os parametros
ambientais incluem a temperatura, humidade e a velocidade do ar na camara de
“electrospinning” (Guo et al., 2013). Na figura 5 esta representada a forma como alguns

fatores afeta a forma das estruturas.
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Figura 5: Efeito da concentracao, caudal e voltagem em estruturas de “electrospinning”/electrospray.
(adaptado de Zamani et al., 2013)

Sao usados varios polimeros, desde os naturais como o colagénio ou o quitosano, a
polimeros artificiais como o polivinil alcool e o poliacido lacteo, para fabricar matrizes com
diferentes propriedades especificas para varias areas, como a regeneracao de tecidos ou
sistemas de entrega de medicamentos (Liu et al., 2012). Estas matrizes podem ter aplicacao
topica como no caso da regeneracdo de feridas, ou serem colocadas como implantes para
libertacao controlada, ou ainda funcionar como sistemas de entrega de medicamentos em

terapias anti cancro ou genéticas (Zamani et al., 2013) (Putti et al. 2015).



1.4 Suportes de crescimento

A engenharia de tecidos pode ser definida como uma atividade cujo objetivo é
suplementar ou reparar uma lesdo num tecido ou 6rgao que esteja comprometido ou em falta
(Ayres et al. 2010; Tsang et al. 2010). A elevada area de superficie e a sua porosidade
permitem potenciar a adesao celular (Vasita and Katti 2006) . A criacdao de matrizes 3D com
todos os fatores morfologicos e fisioldgicos permitem um crescimento e um desenvolvimento
mais rapido, com o meio mais adequado a cada tecido (Dong et al. 2009; Rexeisen et al.
2010). A interacado das células com o micro ambiente da matriz extracelular promove a sua
diferenciacao (Dvir et al. 2011) .

A producdo de matrizes de nanofibras tem varias aplicacdes desde a producao de matrizes
cujo objetivo € produzir novo osso ou cartilagem a matrizes para a criacdao de tecidos como
vasos sanguineos ou reparacao de drgaos (Moroni et al. 2008). No caso de se querer induzir a
regeneracao de um o0sso as matrizes devem ter em conta as propriedades dos ossos como a
resisténcia mecanica, o tamanho dos poros ou a arquitetura 3D (Hollister 2005; Cheng et al.
2006; Casper et al. 2007). A cartilagem articular tem pouca capacidade de regeneracao
devido a falta de vascularizacao e de células capazes de produzir nova cartilagem, neste caso
um dos métodos usados € o uso de produzir matrizes que ja tenham as células necessarias
para produzir nova cartilagem (Barnes et al. 2007; Kunzmann et al. 2011). No caso dos tecidos
conjuntivos responsaveis pelo movimento articular e estabilidade, o uso de matrizes cujas
nano fibras se encontram alinhadas promovem a regeneracao destes tecidos (Ayres et al.
2010). No caso dos musculos esqueléticos quando sofrem uma lesdo em adultos a sua
regeneracao € lenta e por vezes ndo é completa (Ayres et al. 2010; Dvir et al. 2011; Vasita
and Katti 2006).

A matriz extracelular é uma elaborada rede de proteinas, glicidos e lipidos com as
mais variadas funcoes, desde oferecer suporte as células que formam os tecidos a influenciar
o fenotipo das células que compdem os tecidos(Zeng et al. 2005; Wittmer et al. 2014). Um
dos desafios da producdo de matrizes é a necessidade de mimetizar estes complexos meios

intercelulares (Kunzmann et al. 2011). Atualmente os métodos mais usados para a producao
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de matrizes de nanofibras sao: “self-assembly”, “phase-separation” e
(Ayres et al. 2010; Beachley and Wen 2010).

electrospinning



Os polimeros usados para produzir matrizes devem possuir algumas caracteristicas
como serem semelhantes a nivel estrutural, promoverem a adesdao celular, serem
biocompativeis e serem eliminados de forma nao toxica (Beachley and Wen 2010).

Entre os polimeros usados encontram-se:
Acido polilacteo
Acido poliglicolico
Polydioxanone
Polycaprolactona
Quitosano
Polivinil alcool

Elastina

AN N NN N W RN

Colagénio



1.5 Sistemas de entrega de moléculas

Nos ultimos anos o desenvolvimento de sistemas de entrega de moléculas tem sofrido
um grande avanco. Prova disso sdo os diferentes tipos de transportadores que vém sendo
desenvolvidos (Hu et al. 2014; Gadde et al. 2014;.(Croisier et al. 2014) O desenvolvimento
destes transportadores tem como objetivo fornecer um maior direcionamento dos farmacos e
prolongamento dos seus tempos de acao (Kreuter 2014; Jorfi and Foster 2015; Chik et al.
2014). Ao usar estes tipos de transportadores a nanoescala, normalmente com tamanhos
entre os 10-100 nm, estamos a aumentar a biodisponibilidade dos farmacos, ou seja, estamos
a prolongar o seu efeito terapéutico e também estamos a reduzir a qualquer tipo de efeitos
adversos que os farmacos tenham noutras células (Kwon et al. 2012; Kreuter 2014). Os
nanotransportadores também podem servir para entregar outro tipo de moléculas, tais como
ARN’s, e até mesmo enzimas, funcionando assim como pequenos bioreatores (Kwon et al.
2012; Moritz and Geszke-Moritz 2015; Hu et al. 2014; Zamani et al. 2013).

Existem diversos tipos de sistema de entrega de moléculas, como as micelas ou os
lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de silica ou estruturas de nanocelulose
(Jorfi and Foster 2015; Hu et al. 2014; Hamori et al. 2014; Parambadath et al. 2011;
Richardson et al. 2015).
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1.6 Microscopia Eletrénica de Varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento (MEV) € uma ferramenta complexa capaz de
fornecer imagens com elevada resolucdo, analises elementares e analises de cristalografia
(Duran et al., 2006). Tem uma resolucdo na ordem dos 10 nm. Nas analises de microfibras
permite observar o arranjo estrutural, a distribuicdo espacial, a densidade das fibras e a sua
geometria (Suzuki et al. 2007; Wang & Zhao 2012).

O SEM é composto por 3 partes:
a) Coluna dtica de eletrdes;
b) Sistema de vacuo;

c) Detetor de sinais e display.

A coluna ¢dtica de eletroes é constituida pela fonte de eletrdes, lentes magnéticas que
enfraquecem o raio, bobinas magnéticas para controlar e modificar o feixe de eletroes e
aberturas para definir o raio e prevenir a dispersao dos eletroes. O sistema de vacuo consiste
numa camara para manter o vacuo, numa bomba e valvulas. O sistema de detecéo e “display”
inclui os varios detetores de sinais, e a parte eletronica que cria a imagem do sinal.

As amostras para serem analisadas pelo microscopio eletronico de varrimento tém que
sofrer um pré-tratamento. As amostras deve ser removida toda a agua, e também serem
revestidas a ouro, para que os eletroes atravessem a amostra sem interferéncias, de forma a
serem conduzidos através dela. Outro fator importante é a espessura da amostra, pois quanto
mais fina for amostra melhor sera a qualidade da imagem (Duran et al., 2006).

Para se obter uma imagem no MEV os eletrées tém que ser produzidos numa fonte no
topo do microscopio. Estes eletrdes sdo acelerados através de uma coluna de alta voltagem,
10000 a 50000 Volt, mantida em vacuo. As imagens sao obtidas em duas dimensdes (Duran et
al., 2006). A taxa de varrimento pode variar entre 1/60 e 20 segundos, sendo este tempo
determinado pelo operador. Existem varios tipos de detetores que permitem que quantificar
os varios sinais emitidos pelas amostras (Rand 2004). Quanto mais forte for o sinal mais claras

sao as imagens obtidas no monitor.
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(catodoluminiscéncia)

Electraes secunddrios

Figura 6: Tipos de radiacao e eletroes formados em MEV. Adaptado de
(http://micelectro.fc.ul.pt/page2/page2.html disponivel em:03/05/15)

Existem diferentes tipos de eletroes e radiacées formadas quando o feixe de eletroes
incidente atinge a amostra. Os eletroes secundarios sao eletroes que escapam da amostra
quando os eletrbes primarios a atingem (Duran et al. 2006) . Os eletroes secundarios sao
pouco energéticos e para serem considerados tém que ter menos de 50 eV de energia. Apenas
podem ser detetados se forem criados junto a superficie da amostra dai a importancia de a
amostra ser plana. A maior densidade de eletroes secundarios é criado pelo feixe primario
antes que ele tenha a possibilidade de se espalhar e por isso a resolucao espacial € muito alta
(Rand 2004).

Se os eletroes primarios interagem com o nlcleo de um atomo, esse eletrdao pode
espalhar-se para qualquer direcao com pouca perda de energia. Os eletrdes retrodifundidos
“backscattered” sdao mais energéticos que os secundarios (tém mais de 50 eV) e quanto mais
positiva for a carga do nlcleo de um atomo maior sera a probabilidade de formar um eletrao
deste tipo (Rand 2004).

Quando o eletrdo produzido pelo feixe colide com um atomo da amostra um eletrao
desse atomo é expulso. Este vazio vai ser preenchido por um eletrdo de uma camada
energética mais elevada do atomo. Quando o eletrdo desce para o nivel mais baixo de energia
ele vai perder energia e essa energia aparece sob a forma de radiacdo eletromagnética (raio
X). Cada elemento da amostra vai apresentar uma emissdao de energia Unica. Os raios X
atravessam maiores distancias que os eletroes secundarios e os eletrées backscattered o que
da as imagens obtidas por este método uma menor resolucao espacial (Rand 2004).

Nas figuras 7 encontram-se exemplos de imagens de estruturas de fibras de PVA e

Poliamida-6 obtidas por “electrospinning” e caraterizadas no MEV. Nestas estruturas
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mediram-se os diametros das fibras e o tamanho dos poros. Pode ver-se que os segmentos de

fibra das fibras obtidas por “electrospinning” tém distribuicdo espacial aleatoria.

I

CME/CO-UBI x4.00k

Figura 7: Imagens obtidas por SEM de fibras de Polivinil alcool e Poliamida-6 aumentadas 4000x.
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1.7 Modelacdo de Redes de Materiais em 3D

Por vezes nao é possivel realizar um grande nimero de experiencias, pelo que o uso
de modelos estatisticos com elevada fiabilidade para se prever de forma correta o resultado
de uma experiencia pode ser determinante. Foi certamente com isto em mente que em 1962
Corte e Kallmes comecaram a modelacao de materiais fibrosos propondo um modelo
estatistico que consistia em varias camadas 2D de fibras rigidas (Kallmes & Corte 1960).
Outros modelos 2D foram propostos, por exemplo por Wang and Shaler (1998). Na
universidade de Manchester os professores W. W. Sampson e C. T. J. Dobson dedicaram muito
do seu trabalho a modelacao de materiais 2D (Eichhorn and Sampson 2010; . Podemos ainda
incluir outros trabalhos de outros autores que trabalharam num pseudo 3D, ou seja, usaram
varias fatias 2D para criar um 3D. Estes modelos apenas consideram a posicao da fibra no
plano e nao no espaco .

O recurso ao 3D é o mais recente avanco nesta area, por isso em 1994 Niskanen e
Alava propuseram um modelo a 3D, o KCL-Pakka. Neste modelo as fibras sao depositadas
aleatoriamente, e para além da area da fibra no plano xy, a flexibilidade de cada fibra
também ¢é considerada. Sendo assim, cada fibra também ocupa a dimensado z, permitindo
assim obter estruturas 3D. Este modelo foi melhorado ao longo dos anos sendo umas das mais
importantes atualizacoes a trazida por Provatas e Useaka em 2003, em que apresentaram
uma regra de deposicao para as fibras (Provatas and Uesaka 2003).

Em 2011 Curto e colaboradores apresentaram um modelo 3D baseado no KCL-Pakka.
Na figura 8 esta representado uma imagem do modelo em cima e em baixo uma imagem do
modelo do Niskanen 1994 (Niskanen and Alava 1994; Curto et al. 2011). Este novo modelo
baseia-se num automato celular no qual existe uma divisdo cartesiana das células para que
cada fibra seja representada como uma sequéncia de células, ou voxeis. Cada voxel ocupa um
volume pré estabelecido definido pelo utilizador. E neste pardmetro que se define o
comprimento, largura e a espessura que vai originar a rede de fibras. Este modelo permite
que se modifiquem varios parametros, como o comprimento, diametro da fibra, diametro da
parede, diametro do lUmen, flexibilidade e resolucao (nimero de fibras por camada). As
fibras sao depositadas uma a uma, e cada fibra ocupa o seu espaco. Caso alguma fibra nao

seja aceite o processo de deposicao repete-se.
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Figura 8: Imagem 3D gerada pelo simulador(Curto et al., 2011) e imagem do modelo de
Niskanen.(Niskanen and Alava 1994)

1.7.1 Simulacdo computacional

GENERATION OF THE DISCRETE POSITIONING OF THE CUTTING EXTRACTING THE MAPPING ONTO
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Figura 9: Deposicao das fibras (Adaptado de Curto et al., 2009)
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O simulador foi criado com recurso a programacdo em Matlab® e o procedimento da

formacao das simulacdes que esta na figura 9 pode ser descrito como:

Criacdo de uma fibra no plano XY;

Teste da regra da deposicao: se a fibra nao for aceite uma nova deposicao € testada;
Extracao do plano para a rede 3D onde a Flexibilizacao ocorre;

Deposicao de uma fibra de acordo com a sua flexibilidade e conformacao na
superficie de deposicao;

Atualizacao da rede 3D.

250

]
Q
=]

[
o
o

=
o
o

virtual paper

‘\. ~@—Experimental paper

Paper effective thickness(1un)

50

0,00 0,20 040 0,60 0,80 1,00 1,20
Flexebility

Figura 10: Grafico de validagao do simulador computacional em que se pode ver que as estruturas

reais feitas com fibras de celulose (“experimental paper”) e as estruturas computacionais (“virtual

paper”) tem a mesma espessura (Curto et al., 2011).

0 simulador foi validado inicialmente para papel e fibras celulésicas (Curto et al., 2011) .

Na figura 10 esta um grafico que mostra essa validacao (Curto et al., 2011).

1.7.2 Area de superficie e tamanho dos poros

O tamanho das fibras é muito importante, quanto mais pequenas elas forem maiores

serao os poros, permitindo assim controlar as geometrias das redes produzidas(Sampson and

Urquhart 2008; Niskanen and Rajatora 2002). Numa situacao em que se utilizem matrizes de

fibras de “electrospinning” esta questao é relevante pois as células precisam que as fibras

tenham um tamanho minimo para se poderem aderir (Sampson 2001; Sampson2009). Por seu
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lado os poros também nao podem ser pequenos de mais, pois se tal acontece os nutrientes
nao se difundem ou o proprio crescimento celular ndao se da (Eichhorn and Sampson 2005;
Eichhorn and Sampson 2010).

1.7.3 Contacto inter-fibras e flexibilidade

Quando pensamos em fibras pensamos em fibras com tamanhos finitos, como o caso
das fibras do papel ou das fibras téxteis, as quais seguem distribuicoes de Poisson, na sua
distribuicao no plano. No caso das fibras geradas por “electrospinning” produz-se um fio ou
filamento que se designa por infinito. Neste caso passamos a ter segmentos de fibra, com
direcdes aleatorias, que fazem parte de um fio maior.

Para as fibras serem aceites tem que ser definida uma regra de deposicao (Provatas
and Uesaka 2003). Esta regra diz-nos que uma fibra so é aceite se ela for depositada numa

seccdo cuja altura é inferior a média
E<aS(2)
Note-se que £é a espessura do papel no local de deposicdo da fibra, & é uma

constante que varia entre [0,1] e Sé¢a espessura de todo o papel. Caso nao ocorra dentro
dos valores de & a deposicao passa a ser uma probabilidade p chamada probabilidade de
aceitacdo. No caso de p=1 aparecem redes produzidas totalmente aleatérias quando p=0 as

redes de fibras sao mais uniformes o que pode levar a um aumento nos tempos de simulacao
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Materiais e Métodos
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2.1 Materiais

A Poliamida-6 (NH(CH;)sCO), foi comprada a Acros Organics (Belgium) e como solvente
usado acido férmico (CH,0,) a 90% da Fisher Scientific (United States). O Polivinil Alcool

(C;H40), foi comprado a Sigma-Aldrich (United States).

2.2 Métodos

2.2.1 “Electrospinning”

Para este trabalho foram usados dois sistemas de “electrospinning” diferentes. Um
situa-se em Moulhouse em Franca onde foram produzidas as matrizes poliméricas de
Poliamida-6 e outro na Universidade da Beira Interior em Portugal onde foram produzidas as
fibras de PVA. As fibras de Poliamida-6 foram produzidas a partir de uma solucao base de 25
wt.% e foram coletadas a 20 cm num coletor de aluminio (25cmx25cm). Foi aplicada uma
voltagem de 30kV numa agulha de ponta romba (0.7mmx40mm) de forma a produzir uma taxa
de saida de 0.212 ml/h. Este “electrospinning” é montado verticalmente e a deposicao é feita
de cima para baixo. No sistema de “electrospinning” da UBI a deposicdo é feita

horizontalmente. O caudal produzido neste caso é de 60 ml/h.

2.2.2 Microscopia eletronica de varrimento

Para poder analisar a morfologia das matrizes poliméricas produzidas recorreu-se a
microscopia eletrénica de varrimento (SEM). As amostras foram cortadas e colocadas num
suporte de aluminio com o recurso a fita adesiva. De seguida foram cobertas de ouro usando
um Sputter Quorum Q 15 OR ES (Quorum Technologies, United Kingdom) e analisadas num

microscopio Hitachi S3400N-I1l (Tokyo, Japan).
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2.2.3 Espectroscopia de raio-X por dispersao de energia

A analise elemental utilizada na caracterizacdo quimica das amostras foi feita usando
espectroscopia de raio-X por dispersao de energia. Esta técnica esta acoplada ao microscopio
eletronico de varrimento e de forma resumida pode dizer-se que utiliza um feixe de eletrdes
acelerado para excitar os eletroes da camada de valéncia dos atomos da amostra. Como cada
elemento quimico tem os eletroes em diferentes niveis energéticos, estes sdo expulsos e
substituidos por outros, quando sao irradiados pelo feixe. As diferencas energéticas entre o
eletrao original e o eletrao que o vai substituir sao quantificadas pelo detetor do
espectrometro permitindo assim identificar os elementos da amostra. O feixe acelerado

utilizado possui uma voltagem de 20 keV.

2.2.4 Simulacao computacional

A simulacdo computacional foi feita usando um programa desenvolvido em Matlab®
(Mathworks, United States) criado para analisar e criar matrizes fibrosas de celulose sendo
posteriormente desenvolvido para nanomateriais (Curto el al 2011). As simula¢oes foram feita
na versdo R2014a do Matlab®.

2.2.5 Arvores de Decisdo/regressdo

As arvores de decisao/regressao foram feitas usando o Matlab®. Para se construir a
arvore utiliza-se o comando: tree = fitrtree usando as definicbes padrao. O nimero de
experiencias a realizar foi 1000. Os parametros foram definidos usando as definicées usados

por Curto et al., 2011.

2.2.6Analise estatistica

Foi feita uma anélise estatistica usando o Excel®. Nesta andlise foram feitas médias e

calculados os desvios padrao e os erros associados para um intervalo de confianca de 95%.
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lIl. Discussao de Resultados
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3.1 Caracterizacao no microscopio eletrénico

de varrimento

Recorreu-se ao MEV para observar e medir as matrizes previamente preparados por
“electrospinning” de poliamida-6 e polivinil alcool.

Quando comparamos as duas diferentes matrizes dos materiais poliméricos (figura 11)
observamos algumas diferencas como os diferentes diametros e largura de poros observados
entre as duas estruturas ou matrizes. Os valores médios obtidos para o polivinil alcool foram
para o diametro das fibras (352+20,2) nm. No caso da poliamida-6 os valores médios foram
(381£16,9) nm. Para se obterem estes valores foram medidos cerca de 60 fibras medindo no
microscopio cada uma das fibras. Na tabela 2 estdo os valores da média, erro relativo, erro

absoluto, desvio padrdo e n° de poros, medidos através do método manual.

Tabela 2: Média do diametro dos poros em pm, erros, desvio padrdao e n° de poros
medidos através do método manual.

PVA Poliamida-6
Média do diametro dos poros em pm | 1,30 pm 1,23 ym
Erro Absoluto 0,059 0,052
Erro Relativo % 4,54% 4,23%
Desvio Padrao 0,518 0,453
N° poros 76 75

Um dos objetivo da analise das estruturas por MEV foi obter estes valores médios para
posteriormente se poderem realizar as simulacoes computacionais onde as estruturas sao
criadas virtualmente. Esta analise permite criar uma estrutura 3D dai que também tenham

sido obtidos dados da componente espacial da matriz polimérica.
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MATERIAL POLIAMIDA-6 POLYVINYL ALCOHOL

Formula Quimica

Tamanho das
fibras ao longo do

eixo-XY

Tamanho dos
poros ao longo do

eixo-XY

Espessura no eixo-
V4

Figura 11: Matriz de imagens MEV das fibras de Polyamida-6 e Polivinil alcool criadas por
“electrospinning”.

Apoés analisar as imagens de MEV foi realizada uma analise (figura 12) através do
programa de analise de imagens Esprit 1.9 (Bruker, Germany). Este programa transforma
todos ou quase todos os poros em particulas e assim permite a medicdo de cada uma destas
particulas de forma automatica. Existem varios diametros de poros que podem ser obtidos
através deste programa entre eles destacam-se o comprimento (a maior distancia em
micrometros), largura (a distancia mais estreita em micrometros), diametro médio em
micrometros, o diametro equivalente de area (o diametro equivalente suponde que a
particula é circular), a projecao ao longo do eixo do X e a projecéo ao longo do eixo do Y.

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos para os diferentes diametros fornecidos

pelo programa Esprit.
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MAG: 60

Figura 12: Imagem de uma rede polimérica de polivinil alcool a partir da qual se analisou usando o

Tabela 3: Valores obtidos através da analise realizada pelo programa Esprit para o PVA.

programa de analise de imagem Esprit 1.9.

Comprimento  Largura Diametro Projecdo no  Projecao Diametro
médio X noY equivalente
(Hm) (Hm) (Hm) (pm) (Hm) (Hm)
Média do
diametro 0,92 0,50 0,74 1,56 1,48 0,59
do poro
Erro
0,041 0,021 0,031 0,096 0,088 0,026
Absoluto
Erro
4,40% 4,24% 4,22% 6,12% 5,93% 4,32%
Relativo %
Desvio
_ 0,585 0,306 0,452 1,386 1,270 0,368
Padrao
N° de poros 425 425 425 425 425 425

Quando comparamos os resultados obtidos (Tabela 3) através da medicdo manual

1,30+0,059 pm e da medicdo realizada através do programa verificamos que os mais

semelhantes sao a projecao no X 1,56+0,096 uym e a projecao no Y 1,48+0,088 pm. Na tabela 4

estda um resumo das medicées em comparacdo. Quando comparamos os desvios padrao

também observamos diferencas significativas entre todos no entanto aqueles que mais se

aproximam da medicdo manual 0,518, é o comprimento com um desvio padrdo de 0,5849.

Relativamente ao numero de medicées é importante referir que através do programa foram

feitas 425 medicoes e através do método manual foram 76.
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Tabela 4: Comparacao entre os valores mais semelhantes de poros.

Medicao Manual do Projecao no X do Projecao no Y do
diametro do poro poro poro
(Hm) (Hm) (Hm)
Média da dimensao 1,30 1,56 1,48

do poro
Erro Absoluto 0,059 0,096 0,088
Erro Relativo % 4,58% 6,12% 5,93%
Desvio Padrao 0,518 1,386 1,270
N° de poros 76 425 425

Diferentes médias do tamanho de poros com erro relativo

1,8

1,6 1

.

1,4
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0,2
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Figura 13: Grafico de diferentes médias dos didmetros com o erro respetivo.

Na figura 13 podem observar-se os valores médios e seu respetivo erro relativo. Como
era de esperar os valores mais elevados sdo os que tém um maior erro.

O programa de analise de imagens Esprit também permite obter diferentes graficos
(figura 14) nos quais podemos comparar diversas propriedades e morfologias dos poros.
Através destes podemos prever a forma dos poros e a agrupar os poros em categorias
conforme as suas dimensoes.
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Figura 14: Graficos do polivinil alcool feitos pelo programa Esprit 1.9. A) Diametro médio versus

diametro médio. B) Diametro médio versus didmetro equivalente.

Figura 15: Histograma que relaciona o nimero de particulas versus Area

Na figura 15 temos um histograma que agrupa os poros por area. Ao fazer esta analise
podemos depois comparar com as simulacées e com a area dos poros nelas obtidas. Foi
também feita uma analise no eixo do Z. Através desta analise podemos ver mais “fundo” e

caracterizar o material no espaco, isto € em 3D.
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Figura 16: Imagem MEV de Poliamida-6 e polivinil alcool.

Nas Figuras 16 e 17 estao as imagens MEV da espessura das estruturas obtidas por
“electrospinning” dos polimeros em estudo. Sao imagens de um corte no Z no qual se pode
ver a espessura da estrutura criada. No caso da poliamida a estrutura tem cerca de 22 a 24

pum e a do polivinil alcool tem cerca de 33 a 43 pm de espessura.

30.0um | ¢ 0-UBI x1.50k

Figura 17: Imagem MEV de Poliamida-6 e polivinil alcool.

Na Figura 17 encontram-se imagens MEV das estruturas obtidas por “electrospinning”
dos polimeros em estudo. Sao imagens de um corte no Z no qual se podem ver diferentes
niveis de organizacdo do material. No caso do polivinil alcool é notdrio que a estrutura sofre
de maior compactacdo nos niveis superiores, sendo também visivel em ambas que existe

espaco livre junto a folha de aluminio do coletor.
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Figura 18: Imagens de uma matriz de acido polilactico-1 e uma simulacdo computacional feita com o
simulador. (adaptado de Smith et al., 2009)

Na figura 15 encontram-se imagens das estruturas de suporte para crescimento
celular obtidas por Smith et al., 2009 e uma simulacdo computacional da mesma estrutura.
Podemos ver a complexidade da rede 3D formada e como o simulador é capaz de simular a
estrutura.
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Figura 19: Imagem de uma nanoparticula de alginato e simulacao computacional de uma seccao do
revestimento da particula. (adaptado de (Hu et al. 2014))

Na figura 19 podem ver-se nanoparticulas de alginato. Destas nanoparticulas foi
selecionada uma seccao e feita uma simulacao computacional. Estas nanoparticulas sao feitas

de silica e tém um revestimento polimérico poroso feito de alginato.
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Figura 20: Fibras ocas feitas de PCL e PVA com uma fase aquosa no interior. (Adaptado de Wang et al.,
2014)

Na figura 20 estao fibras feitas de poly(e-caprolactone) (PCL) e PVA. Trata-se de
fibras ocas que transportam no seu interior um farmaco. Uma vez que o simulador
computacional foi desenvolvido tendo a possibilidade de simular fibras que ocas, trata-se de

mais um material diferente que também pode ser simulado.
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3.2 Analise de Espectroscopia de Raios-X de

dispersao de energia
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Figura 21: Graficos da analise de espectroscopia de raio-X de dispersao de energia do polivinil alcool.
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Figura 22: Graficos da analise de espectroscopia de raio-X de dispersdo de energia da poliamida-6

A espectroscopia de raio-X de dispersao de energia foi realizada com o intuito de
identificar os elementos quimicos presentes nas amostras. Nas figuras 21 e 22 estdao os
graficos da analise da composicdo quimica elemental das amostras. Esta composicao esta

acordo com o tipo de polimeros utilizados. Verifica-se que nao ha contaminacao do solvente.
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3.3 Simulacées computacionais

A simulacdo computacional foi feita num simulador criado na plataforma Matlab® por
Curto et al.. Para perceber a porosidade do material simulado como um todo o programa
fornece diversas imagens tal como uma imagem radiografica da densidade dos poros (figura
23) e uma imagem 3D (figura 22). Através destas imagens vemos a distribuicdo dos poros e das

fibras no material.
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Figura 23: Imagem radiografica da densidade de poros obtida computacionalmente.
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Figura 24: Imagem 3D da rede criada em computador.
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A deposicao das fibras da-se de forma sistematica (figura 25) e uma vez depositada a
fibra seguinte nao vai ocupar o espaco que ja foi previamente ocupado pela primeira fibra.
Outras condicées como o tamanho e a flexibilidade das fibras também tém que ser cumpridas.
As fibras depositadas ao ndo ocuparem o mesmo espaco que outras (figura 26) vao formar
uma rede 3D. Na figura 27 podemos identificar diferentes fibras espacialmente diferentes ja
depositadas.
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Figura 25: Deposicao de uma primeira fibra.
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Figura 26: Deposicao de uma fibra. Através desta imagem podemos ver que uma fibra nao se deposita

sobre outras. O espaco ocupado por outras fibras nao vai ser sobreposto.
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No entanto uma questao se coloca se estamos a depositar fibra a fibra como podemos
comparar com o “electrospinning” em que se forma de um fio “infinito” na deposicao. Nesse
caso estamos a considerar os diferentes segmentos que formam esse fio. Quando analisamos

uma imagem no microscopio estamos a selecionar uma regiao, e fazer uma analise 2D.
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Figura 27: Localizacdo espacial de varias fibras na rede criada.
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Figura 28: Estruturas de diferentes tamanhos. Adaptado de (Monge et al. 2015)

Com os materiais por nos produzidos conseguimos obter estruturas poliméricas com
diversos diametros de fibra. As fibras nos nossos materiais variam entre os 0,15 e os 0,8

micrometros. Como podemos ver comparando com a imagem 28 obtemos estruturas mais
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pequenas que as células. Os poros sao mais pequenos que as células, no entanto comparando
com bactérias e leveduras, ja sao maiores. Estes aspetos tém que se ter em consideracao nas
diferentes aplicacées biomédicas. No entanto como ndo se criam estruturas com apenas uma
camada, mas sim estruturas 3D, além das dimensdes dos poros obtidos tem que se ter em
conta o caminho a percorrer e a otimizacdo da estrutura nas trés dimensoes.

A rede 3D criada através do “electrospinning” tem cerca de 20 nanometros, o que
sendo maior que as células permite o seu uso em filtros.

Os materiais poliméricos porosos com dimensdes de poros nestas gamas, sao muito
importantes em diversas aplicacoes biomédicas, como por exemplo nos suportes para
crescimento celular, revestimento, materiais de substituicdo ossea.

No caso dos suportes para crescimento celular a porosidade é uma propriedade
fundamental cuja otimizacdo € uma mais-valia para o seu desenvolvimento, pois conseguir o
suporte ideal significa conseguir uma porosidade otimizada sem comprometer a estrutura do

material como a resisténcia.
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3.4 Arvores de regressao/decisdo

Uma arvore de decisao € um método computacional que tem como objetivo organizar
os resultados de forma precisa a partir de um determinado método de calculo baseado em
testes de hipdteses. E um método com um resultado visual bastante simples e muito Gtil
quando queremos apresentar resultados de forma rapida e resumida. Os resultados sao
apresentados sob a forma de arvore na qual partimos de uma condicao inicial e no fim
obtemos varios ramos com as diferentes previsdes. Elas sdo muito Uteis quando queremos
encontrar relagdes entre variaveis de forma quantificada. As arvores de regressao/decisao
possibilitam por exemplo assim encontrar relacbes entre variaveis que poderiam passar
despercebidas.

O planeamento das experiencias computacionais foi feito utilizando o planeamento de
experiencias computacionais designado por “Latin Hipercube Sampling desing”. O
planeamento das experiencias computacionais foi feito usando 1000 experiencias. Os
resultados da porosidade e da espessura foram classificados usando arvores de
regressao/decisao.

O primeiro nodulo o nodulo “pai” contém todos os dados e um teste vai ser feito para
dividir os dados em 2 grupos mutuamente exclusivos, os nodulos filhos ou ramos. As
observacdes que cumprem os requisitos seguem pelo ramo esquerdo as que nao cumprem vao
pelo direito. As separacdes dos nodulos “pai” em nddulos “filhos” continuam a ocorrer até
que se atinja uma condicao de terminacao.

Nas figuras 29 e 230 podem ver-se as arvores de decisdo/regressao feitas para a
porosidade e a espessura.

Pode ver-se que a flexibilidade é a propriedade das fibras que mais influencia tanto a
porosidade como a flexibilidade das estruturas. Relativamente a figura 29 que diz respeito a
porosidade pode ver-se que a arvore obtida é bastante complexa, permitindo uma analise da
importancia relativa dos diferentes fatores que influenciam a porosidade tais como por
exemplo o numero de segmentos de fibras e o comprimento do segmento de fibra.

Na figura 30 apresenta-se a arvore de decisdo/regressao relativamente a espessura da
estrutura obtida por “electrospinning”. Pode constatar-se que esta € mais simples e que mais
uma vez a flexibilidade das fibras é o parametro determinante, seguida do nimero de
segmentos de fibra.

Estas arvores de decisdao/regressao permitem relacionar os diferentes fatores de

entrada com as propriedades finais que se pretendem otimizar.
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Figura 29: Arvore de regressao Espessura. Nimero de simulacées n=1000 simulacées.
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V. Conclusoes e Trabalho Futuro
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Tanto as técnicas de microscopia para medicdo de tamanho de poros, como as simulacdes
computacionais destes materiais porosos, sdo fundamentais para a sua otimizacdo. Prevé-se
que as inovacdes e o desenvolvimento destes materiais poliméricos avancados possam
beneficiar desta abordagem, que tanto inclui medicdes experimentais como simulacées
computacionais.

As simulacdes computacionais permitem criar um conjunto de 1000 amostras a partir das
quais é possivel construir arvores de regressao/decisdo e assim relacionar as causas € os
efeitos, de forma a otimizar os materiais. Os estudos envolvendo simulacées computacionais e
arvores de regressao/ decisao permitem descobrir novos materiais com as porosidades
pretendidas, planear experiencias pra obter esses materiais e saber o que e possivel conseguir
com esses materiais. Um dos exemplos que se pode referir, & da otimizacdo da porosidade,
pois a0 mudar a porosidade, a espessura, a area relativa de ligacdo e as propriedades
mecanicas também mudam. As simulacdes e as arvores de permitem ter uma visao integrada
do material.

Além da porosidade também a espessura dos materiais biomédicos para aplicagoes
avancadas € muito importante. Por exemplo dependendo desta, estes podem ser colocados na
corrente sanguinea ou colocados junto a um tumor.

Nos adesivos cirlrgicos a porosidade é importantes para permitir a exsudacao das feridas.
Também no revestimento de particulas esféricas, e revestimento de proteses oOsseas, a
espessura desse revestimento e a sua otimizacdo € um dos temas de investigacdo mais atuais,
no qual varios investigadores se debrucam. Pela primeira vez conseguem-se obter materiais
com espessuras e porosidades que permitem abrir um grande leque de utilizacoes.

Relativamente ao trabalho futuro pretende-se continuar a completar este estudo
integrando sempre a parte computacional com o trabalho experimental.

Um dos objetivos € continuar a explorar a capacidade do simulador computacional. Uma
vez que com as simulacbes computacionais € possivel obter um elevado nimero de
experiencias computacionais pretende-se continuar a utilizar as arvores de decisao/regressao
para quantificar as relacdes entre as variaveis e otimizar as estruturas de acordo com as
diferentes aplicacbes. Dentro das aplicacées na area da biomedicina as mais importantes sao
os suportes para crescimento celular e os sistemas de entrega de moléculas. Também em
outros materiais porosos como por exemplo em materiais 0sseos se prevé que estes métodos

possam ser muito uteis.
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