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 RESUMO 

VALENTE, Cristhiane Alvim. Desenvolvimento de Nanocompósitos Poliméricos 

Híbridos e Biocompatíveis para Aplicação na Engenharia de Tecidos. Porto 

Alegre. 2019. Tese. Programa de Pós-Graduação em Engenharia e Tecnologia de 

Materiais, PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL. 

 

O interesse por nanocompósitos baseados em PPy vem crescendo devido a 

sua biocompatibilidade e viabilidade econômica, o que os tornam promissores para 

aplicações biomédicas. Polímeros biodegradáveis têm demonstrado potencial de 

uso como matrizes temporárias em estudos de terapias de danos teciduais. Neste 

contexto, este trabalho desejou estudar a incorporação de nanoestruturas de OGR e 

Ag em PPy, via adição direta do OGR na polimerização do pirrol e por pulverização 

catódica de Ag pós processo de síntese do PPy, assim como, realizar as 

caracterizações dos nanocompósitos formados por FTIR, MEV-FEG, TEM, DRX, 

condutividade elétrica, e avaliar a citotoxicidade in vitro.  Além disso, preparou-se 

filmes poliméricos de PCL/PLGA por evaporação de solvente utilizando moldes sem 

e com microtopografia padronizada, os quais foram caracterizados por MEV-FEG, 

AFM, ângulo de contato, Módulo de Young e por ensaios in vitro de viabilidade, 

proliferação e adesão de diferentes tipos de células de mamíferos. Filmes 

nanocompósitos pela adição de PPy/OGR ou PPy/Ag também foram preparados por 

evaporação de solvente e caracterizados. A melhor medodologia para o PPy/OGR 

foi aquela com tratamento de sonicação, a qual dobrou a condutividade elétrica do 

produto com 20% (m/m) de OGR. Resultados de TEM confirmaram a deposição das 

nanopartículas de Ag (< 32 nm) na superfície do PPy e a condutividade elétrica foi 

aumentada 102 vezes em relação ao PPy puro. Ensaios in vitro de citotoxicidade dos 

nanocompósitos (nanocargas) sugeriram viabilidade celular até 200 µg/mL. Para os 

filmes poliméricos a adição de 30% (m/m) de PLGA aumentou a biocompatibilidade 

e a rugosidade superficial da matriz de PCL. Filmes da blenda PCL/PLGA (70/30) 

quando microestruturadas promoveram eficientemente a orientação de fibroblastos, 

bem como o crescimento e proliferação celular orientado de células neurais (DRG). 

Os canais nos filmes nanocompósitos foram mantidos após adição das nanocargas, 

sendo uma alternativa de potencialização da matriz para ação de orientação celular. 

Palavras-Chaves: polipirrol, nanocargas, blenda, microestruturação, nanocompósito.  
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 ABSTRACT 

VALENTE, Cristhiane Alvim. Development of Biocompatible and Hybrid 

Polymeric Nanocomposites for Tissue Engineering Applications. Porto Alegre. 

2019. PhD Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology, 

PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL. 

 

 Interest in PPy-based nanocomposites has been growing due to their 

biocompatibility and economic viability, which make them promising for biomedical 

applications. Biodegradable polymers have shown potential for use as temporary 

matrices in studies of tissue damage therapies. Therefore, this work aimed to study 

the incorporation of OGR and Ag nanostructures in PPy, via direct addition of OGR 

in polymerization of pyrrole and direct coating of Ag by using sputtering method after 

PPy synthesis process, as well as to characterize the nanostructures formed by 

FTIR, FESEM, TEM, XRD, electrical conductivity, and to evaluate in vitro the 

cytotoxicity. Also, polymeric PCL/PLGA films were prepared by solvent casting, 

using molds without and with standardized microtopography, were characterized by 

FESEM, AFM, contact angle, Young's Module, and on the viability, proliferation, and 

adhesion of different mammalian cell types. Nanocomposite films by the addition of 

PPy/OGR or PPy/Ag were also prepared by solvent casting and characterized. The 

best method for PPy/OGR was that with sonication treatment, which doubled the 

electrical conductivity of the product with 20% (w/w) OGR. TEM image results 

confirmed the deposition of Ag nanoparticles (<32 nm) on the PPy surface and the 

electrical conductivity was increased 102 times relative to pure PPy. In vitro 

cytotoxicity testing of nanocomposites (nanocharges) suggested cell viability until 

200 µg/ mL. For polymeric films, the addition of 30% (w/w) of PLGA increased the 

biocompatibility and surface roughness of the PCL matrix. Films from the PCL/PLGA 

(70/30) blend when microstructured efficiently promoted the orientation of 

fibroblasts, as well as the oriented growth and proliferation of neural cells (DRG). 

The standardized channels in the nanocomposite films were maintained after the 

addition of the nanocharges, being an alternative interesting to enhance the matrix 

for cell orientation action. 

 

Key-words: polypyrrole, nanochargers, blend, micro-structuring, nanocomposite. 
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1.   INTRODUÇÃO 

 

A restauração da funcionalidade total de tecidos biológicos e órgãos lesados 

ou perdidos ainda é um grande desafio na área da saúde. [1–3] Apesar do corpo ter 

propriedades intrínsecas de auto-cura, o processo de restauração pode ser 

prejudicado pela gravidade da lesão ou doença. [2] A Engenharia de Tecidos (ET) é 

a área que visa reparar e regenerar tecidos danificados com o auxílio de 

biomateriais (suportes, matrizes tridimensionais, arcabouços, estruturas) 

combinados com células e/ou moléculas capazes de estimular a função desejada. A 

ET tem impulsionado a busca por biomateriais inteligentes que possam substituir os 

tratamentos atuais.[4–6] O primeiro passo para a reconstrução de um órgão ou 

tecido é a seleção do suporte, os quais podem ser poliméricos, metálicos ou 

cerâmicos.[1,3] 

 

 A fim de permitir que as células se sintam em seu habitat natural, se 

proliferem e secretem matriz extracelular própria, paralelamente com a degradação 

e reabsorção do biomaterial, várias metodologias estão sendo exploradas para 

produção de novos biomateriais e que sejam naturalmente eliminados por rotas 

metabólicas. Nesse contexto, os polímeros biodegradáveis são, 

predominantemente, os escolhidos para produzir suportes temporários aplicados à 

ET, abrangendo diferentes tecidos, como ossos, nervos, cartilagens, entre outros.[4] 

Dentre os polímeros biodegradáveis, destacam-se o Poli (ácido láctico-co-glicólico) 

(PLGA) e Policaprolactona (PCL), pois apresentam propriedades físico-químicas 

interessantes para aplicação no campo biomédico.[7–9]  

 

 Até os dias de hoje, não existem biomateriais que reproduzam 

completamente todas as características de qualquer tecido biológico, o qual se 

deseja reparar e recuperar total funcionalidade.[1,3,5,10,11] A complexidade 
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biológica envolvida no processo de regeneração tecidual faz com que os 

pesquisadores tentem manipular e aperfeiçoar propriedades mecânicas, 

biodegradabilidade e ação biológica dos biomateriais.[10] Para isto, desde 

diferentes técnicas de modificação de superfícies, como litografia para micro e 

nanotopografias padronizadas[10,12–14], à combinação de polímeros 

biodegradáveis com partículas bioativas naturais e/ou sintéticas (compósitos ou 

compósitos híbridos), estão sendo estudadas para proporcionar biomateriais com 

uma ação terapêutica mais efetiva.[7,10,15,16] Cargas na escala nanométrica têm 

sido exploradas com objetivo de melhorar a interação do biomaterial compósito com 

o meio biológico, uma vez que apresentam elevada área superficial e reatividade 

química.[17,18]  

 

 Polímeros condutores têm se mostrado eficientes moduladores de atividades 

celulares, tais como crescimento, migração e adesão celular.[19,20] Dentre eles, o 

Polipirrol (PPy) tem sido muito utilizado para o melhoramento dos biomateriais, pois, 

além de apresentar propriedades elétricas similares às dos metais, apresenta 

biocompatibilidade com vários tecidos biológicos.[20–22] Sendo assim, biomateriais 

reforçados com PPy são interessantes para aplicações terapêuticas que utilizem 

estimulação elétrica. Grafeno, Óxido de Grafeno Reduzido (OGR) e Prata (Ag) 

também tem se destacado como cargas atraentes, principalmente para conferir 

propriedades elétricas em matrizes isolantes. Além disso, a adição do Grafeno e 

seus derivados podem alterar as propriedades mecânicas destas matrizes, atuando 

como reforço estrutural.[23–25] Já a Ag, é bem conhecida na literatura por atribuir 

ao material suas propriedades antimicrobianas.[26–28]  

 

 Na literatura, já foi demonstrado que biomateriais com nano e/ou 

microtopografias em sua superfície influenciam, significativamente, o 

comportamento celular como adesão, morfologia e migração em experimentos in 

vitro e in vivo.[12,29–31] A rugosidade superficial é uma característica importante 

envolvida na biocompatibilidade com as células, e vários estudos já correlacionaram 

uma maior afinidade celular com superfícies mais rugosas.[32,33] Outros estudos 
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demonstraram que as superfícies com microtopografias padronizadas influenciam 

favoravelmente no formato e orientação das células.[30,33–37] 

  

 Nesse sentido, justifica-se a obtenção de biomateriais multifuncionais 

baseados em nanocompósitos híbridos de matriz de PCL/PLGA com PPy/OGR ou 

PPy/Ag, com superfície microestruturada e padronizada para aplicação na ET, 

principalmente para regeneração de tecidos do sistema nervoso central e periférico. 

A incorporação destas nanocargas híbridas ainda não foi descrita na literatura para 

matrizes de PCL/PLGA, bem como não há relatos da fabricação de filmes 

nanocompósitos de PCL/PLGA/PPy ou PCL/PLGA com PPy modificado e contendo 

microtopografia padronizada por evaporação de solvente. 

 

 Nesta Tese de Doutorado foram investigadas metodologias de obtenção de 

nanocargas híbridas baseadas em PPy com OGR ou Ag. As nanocargas híbridas 

foram investigadas quanto suas características elétrica, de morfologia, química e 

estrutural, e os seus efeitos de citotoxicidade in vitro. Metodologia por evaporação 

de solvente utilizando dois tipos de moldes, sem e com microtopografia 

padronizada, foram investigadas para obtenção de filmes de diferentes matrizes 

poliméricas, a partir do PCL e PLGA. Os filmes poliméricos foram caracterizados 

quanto suas características morfológicas, molhabilidade e rugosidade superficiais, e 

as suas propriedades biológicas de biocompatibilidade in vitro com diferentes 

linhagens celulares. Por último, os filmes nanocompósitos poliméricos, baseados na 

blenda 70/30 de PCL/PLGA com nanocargas híbridas de PPy modificado com OGR 

ou Ag, foram confeccionados por evaporação de solvente com moldes sem e com 

microtopografia padronizada. Por último, os filmes nanocompósitos foram 

caracterizados quanto suas características morfológicas, molhabilidade e 

rugosidade superficiais.  
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2.   OBJETIVOS 

 

2.1.  Objetivo Principal 

 

Desenvolver filmes nanocompósitos poliméricos híbridos com superfície 

microestruturada padronizada baseados em matrizes biodegradáveis de PCL, PLGA 

e blendas de PCL/PLGA com as nanocargas de PPy, PPy/OGR e PPy/Ag para 

aplicação na ET.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Preparar nanocargas híbridas de PPy/OGR por polimerização química 

oxidativa in situ e de PPy/Ag por deposição de Ag via pulverização catódica, 

caracterizar suas propriedades físico-químicas e avaliar sua biocompatibilidade e 

citotoxicidade in vitro; 

 

 Preparar filmes poliméricos baseados em blendas de PCL/PLGA sem e 

com microtopografia (canais longitudinais) por evaporação de solvente, caracterizar 

suas propriedades físico-químicas e avaliar sua biocompatibilidade, citotoxicidade e 

orientação celular in vitro;  

 

 Preparar filmes nanocompósitos poliméricos sem e com microtopografia 

(canais longitudinais) a partir de blendas de PCL/PLGA pela adição das nanocargas 

híbridas, caracterizar e investigar a influência da adição das nanocargas híbridas 

nas propriedades físico-químicas das blendas de PCL/PLGA sem e com 

microtopografia padronizada.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Este capítulo apresenta uma revisão da literatura a cerca dos elementos 

responsáveis pelo direcionamento da pesquisa, a fim de auxiliar na compreensão de 

palavras-chaves que foram utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho. 

 

3.1. Engenharia de Tecidos  

 

As terapias atuais na medicina moderna envolvem principalmente a 

prevenção, manipulação e controle de doenças por meio de produtos químicos ou 

moléculas biológicas. Para os casos que envolvem perda tecidual ou falência de 

órgãos, as alternativas de tratamento mais utilizadas são os transplantes, a 

reconstrução cirúrgica e a utilização de implantes, porém esses métodos 

apresentam limitações e resultados finais imperfeitos.  

 

Nesse contexto, emergiu a Engenharia de Tecidos (ET), uma estratégia 

terapêutica na busca de novas abordagens para a reconstrução de tecidos e 

órgãos, envolvendo um conjunto de conhecimentos das áreas de biologia, ciências 

da saúde e da engenharia e ciências dos materiais.[6,38,39] A ET busca criar, 

reparar, regenerar e/ou substituir tecidos ou órgãos lesados para manter ou 

melhorar a função do tecido defeituoso ou perdido por doença, utilizando a 

combinação de células, biomateriais e moléculas bioativas que induzem a 

regeneração do tecido alvo.[4–6] A Figura 3.1 ilustra um breve esquema da técnica 

utilizada pela ET para regeneração de tecidos lesados. 
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Estudos 
in vitro e in vivo 

Engenharia de Tecidos

(Scaffold)

 

Figura 3.1. Técnica da Engenharia de Tecidos. Fonte: adaptado de Barbanti et al.[39]. 

 

 Biomateriais podem ser definidos como dispositivos que entram em contato 

com os sistemas biológicos (incluindo os fluidos biológicos), com aplicações 

diagnósticas, vacinais, cirúrgicas ou terapêuticas. Eles podem ser substâncias de 

origem natural ou sintética, bem como a combinação de ambas, podendo ser ou não 

modificadas quimicamente.[1]  

 

 Scaffolds (traduzidos como: suportes, matrizes tridimensionais, arcabouços, 

estruturas, andaimes) são utilizados na ET para o reparo de tecidos lesionados, 

auxiliando no reforço, regeneração e restauração dos mesmos quando reinseridos 

no paciente.[4,39] Eles basicamente atuam como um modelo estrutural para a 

formação de novos tecidos totalmente funcionais.[40,41] Podem ser definidos como 

biomateriais sólidos porosos 3D (tridimensional) desenvolvidos para o desempenho 

das seguintes funções.[4]: 
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 Promover interações entre as células e o biomaterial, bem como adesão 

celular e deposição de matriz extracelular (MEC); 

 Permitir o transporte suficiente de gases, nutrientes e fatores reguladores 

para a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular; 

 Degradação a uma taxa controlável e próxima da taxa de regeneração do 

tecido de interesse; e 

 Induzir inflamação mínima no sítio de interesse.  

 

 A Tabela 3.1 relaciona as principais funções e características do scaffold 

para aplicações na Engenharia de Tecidos.[39,42,43] 

 

Tabela 3.1. Principais funções e características dos scaffolds para aplicações na Engenharia de 

Tecidos. Fonte: adaptado de Alves [44] e Edwards et al. [43]. 

Funções  
Característica adequada à função do 

Scaffold 

Evitar resposta inflamatória de toxicidade in vivo 
Biocompatível, não-tóxica e não-

carcinogênica 

Promover o crescimento de tecidos e órgãos Diferentes formas tridimensionais (3D) 

Semear elevada densidade de células 

Alta porosidade e alta conectividade entre 

poros, superfície química e física 

apropriada, relação área superfícial/volume, 

tamanho de poros apropriado para permitir a 

penetração de células e interconectividade 

entre elas 

Permitir elevada adesão, proliferação e diferenciação 

celular 

Permitir interações significativas entre a superfície 

celular e anexos celulares 

Promover proliferação e migração celular, bem como 

conduzir o crescimento do tecido ao longo do scaffold 

Permitir a permeação de nutrientes  

Dirigir e orientar as células da MEC para formação de 

novo tecido 

Orientação certa das fibras dentro do 

scaffold 

Degradação do scaffold com permanência apenas do 

tecido natural 

Taxa e residual de degradação não-tóxica e 

nem inflamatória in vivo 

Integridade estrutural in vivo suficiente, com tensão 

mecânica adequada para apoiar o tecido em 

desenvolvimento, de forma a resistir as forças in vivo 

Propriedades mecânicas iguais ao tecido em 

desenvolvimento 

  

 Os efeitos biológicos desejados em um biomaterial (proliferação, 

diferenciação, invasão e repulsão celular), têm exigido que a ET utilize de diferentes 
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materiais e estratégias no desenvolvimento e fabricação de novos biomateriais. A 

forma (por exemplo, blocos, tubos, filmes, esponjas, etc.) e as propriedades físicas 

(por exemplo, rigidez, maciez, porosidade, degradabilidade) estão interligados 

diretamente a estes efeitos biológicos. Hoje a busca é por materiais com 

propriedades de bioindução seletivo e que possam se integrar com o tecido 

adjacente do hospedeiro durante a vida do paciente.[5] Neste contexto, uma 

característica fundamental na totalidade da ET é a biocompatibilidade[45]. A Figura 

3.2 ilustra as geometrias dos biomateriais, as quais podem variar conforme a 

necessidade da aplicação. 

 

Membranas 

Blocos

Fibras

sólido treliça poroso multicomponentes

sólido grade aleatoriamente poroso amorfo

sólido oco coaxial multiaxial 
 

Figura 3.2. Exemplos de geometrias para estruturas na Engenharia de Tecidos para diferentes 

aplicações. Fonte: adaptado de Thompson.[45] 

    

3.1.1. Características, Propriedades e Aplicações dos Biomateriais 

 

 Biocompatibilidade não é uma propriedade intrínseca de um material, mas 

depende do ambiente biológico e da tolerabilidade que existe das interações 

específicas entre fármaco-material-tecido.[46,47] Segundo Williams (2014), ela 

engloba uma variedade de mecanismos de interação entre os biomateriais e 

ambiente biológico hospedeiro. É uma propriedade de um sistema e não de um 

material, e a frase mais apropriada para expressar é “sistema intrinsecamente 

biocompatível”.[48]  



 36 

 Para Thompson et al. [45], biocompatibilidade é quando o material ou 

implante não tem toxicidade e imunogenicidade, e não apresenta efeito adverso no 

sistema biológico no qual está sendo introduzido. As células do próprio paciente são 

utilizadas para semear nos suportes, a fim de reduzir potencial reação imunológica 

contra os transplantes de tecidos ou células-tronco de doadores, ou 

xenotransplantes, reduzindo o risco de rejeição de implantes/órgãos. O objetivo é 

permitir que um tecido “normal” se desenvolva com as mesmas características 

genéticas e epigenéticas que os outros tecidos do paciente.[45]  

 

 Em termos de segurança, é fundamental avaliar a biocompatibilidade de 

materiais, sendo a citotoxicidade o teste de primeira escolha, pois muitos efeitos 

biológicos podem ser previstos pelos resultados deste ensaio.[45,49,50] Também é 

importante lembrar que mais de um constituinte pode estar presente no biomaterial 

e as interações entre eles podem influenciar na biocompatibilidade.[45] Por isso, é 

necessário investigar as etapas de processamento e acabamento utilizadas na 

confecção do material e/ou de um determinado dispositivo, bem como avaliar 

quaisquer subprodutos liberados pelo dispositivo química ou mecanicamente. 

Existem testes biológicos padrões reconhecidos, como a norma ISO 10993, que 

descrevem ensaios in vitro e in vivo, os quais devem ser realizados antes de aplicar 

qualquer novo material em seres humanos.[50–52] Até que a biocompatibilidade do 

biomaterial seja comprovada, ele deve ser submetido a vários estudos, desde 

ensaios in vitro até ensaios clínicos, envolvendo distintas áreas como a 

farmacêutica, biologia, química e toxicologia.[53] 

 

Os biomateriais podem ser constituídos por metais, cerâmicas e polímeros, e 

utilizados em diversas áreas, desde a área ortopédica, cardiovascular, odontológica 

e até oftalmológica, bem como para a liberação de fármacos.[1,38,54] Atualmente 

inúmeros biomateriais para ET já estão disponíveis para várias aplicações clínicas 

(Tabela 3.2), porém quando as lesões são graves como no caso da perda tecidual 

ou de algum órgão, a terapia padrão ouro ainda é o transplante de órgãos, pois não 

há terapia artificial disponível no mercado tão perfeita quanto um órgão 

natural.[5,42] 
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Tabela 3.2. Biomateriais clinicamente disponíveis para aplicações médicas. Fonte: adaptado de 

Arslantunali et al. [11]; Keane et al. [5]; Mundargi et al. [55] e Barbanti et al. [39]. 

  

 A Tabela 3.3 resume a diversidade das aplicações clínicas e a existência de 

limitações/desvantagens que cada tipo de material possui. Devido a estas 

limitações/desvantagens, a busca por biomateriais cada vez mais eficientes é um 

campo de grande interesse para muitos grupos de pesquisadores.[1,3,5,10,52] 

Apesar dos avanços tecnológicos, a demanda dos variados problemas clínicos 

existentes no setor da saúde não é totalmente atendida.[5] As investigações e 

estudos na ciência dos materiais estão cada vez mais voltadas para a busca de 

métodos que aumentem a bioatividade dos biomateriais. [5,10,56] Entende-se como 

bioatividade à capacidade de um material afetar/interagir com o meio biológico do 

sítio de aplicação.[57] 

 

 

 

 

Produto Aplicação 

Apligraf ® ; Dermagraft ®; TransCyte ®; Oasis ® Matrix 

Wound;Integra ® Bilayer Matrix Wound;Epicel ®; REGRANEX ® 
Pele 

Carticel ®; NeoCart ®; VeriCart ™ Cartilagem 

Osteocel® Plus; Pura-Matrix ™; OsteoScaf ™; INFUSE® Bone 

Graft; Biofix®, FixSorb®, Neofix®, ResorPin® 
Osso 

Lifeline ™; Omniflow ® II Vasos sanguíneos 

Anginera ™; CardioWrap ®;CryoValve® SynerGraft Pulmonary 

Heart Valve 
Cardíaco 

Encapsulated CellTechnology implant 
Retinal (uma das formas da 

vitamina A) 

NeraGen®; NeuroFlexTM; NeuroMatrixTM; NeuroWrapTM; 

NeuroMendTM;Neurotube® , Neurolac™ 
Nervo 

Lupron Depot®, Nutropin Depot®, Suprecur® MP, Decapeptyl®, 

Sandostatin LAR® Depot, Somatuline® LA, Trelstar™ Depot, 

Arestin®, Risperidal® Consta™ 

Dispositivos de 

nanopartículas carregadas 

com fármaco específico 

(liberação controlada) 

Dexon®, Vicryl®, Maxon®, PDS®, Fios de sutura 
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Tabela 3.3. Aplicações clínicas dos biomateriais. Fonte: adaptado de Teo et al. [52]; Pires et al. [1]; 

Kawachi et al. [3]. 

Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicações 

P
o

lí
m

e
ro

s
 

Polietileno 
Elasticidade, fácil 

fabricação, baixa 

densidade; ampla 

variedade de 

composições, 

propriedades e 

formas. 

Baixa resistência 

mecânica, 

degradação 

dependente do tempo; 

podem alterar 

propriedades iniciais 

dependendo da 

aplicação. 

Suturas, artérias, veias; 

Maxilofacial (nariz, 

orelha, maxilar, 

mandíbula, dente); 

Cimento;Tendão artificial; 

Oftalmologia. 

PTFE 

Poliéster 

Poliuretano 

PMMA 

Silicone 

M
e
ta

is
 e

 L
ig

a
s
 

Aço inoxidável 

Alta força de 

tensão, alta 

ductilidade e 

resistência a 

desgaste, energia 

de deformação 

alta. 

Baixa 

biocompatibilidade, 

corrosão em meio 

fisiológico, perda das 

propriedades 

mecânicas com 

tecidos conectivos 

moles, alta 

densidade. 

Fixação ortopédica 

(parafusos, pinos, placas, 

fios, hastes); Agente 

antimicrobiano; Implantes 

dentários, próteses para 

articulações, válvulas 

cardíacas artificiais e 

endopróteses 

expansíveis (stents). 

Titânio e Ligas de 

Titânio 

Prata 

Ligas de Cobalto-

Cromo 

C
e
râ

m
ic

a
s
 e

 V
id

ro
s
 Alumina Boa 

biocompatibilidade, 

resistência à 

corrosão, inércia, 

alta resistência à 

compressão e 

densidade. 

Fragilidade, baixa 

força de tensão, baixa 

resistência mecânica, 

baixa elasticidade e 

alta densidade; 

fabricação 

relativamente difícil.  

Ossos, juntas, dentes, 

válvulas, tendões, vasos 

sanguíneos e traquéias 

artificiais. 

Zincônia 

Carbono 

Fosfatos de Cálcio 

Porcelana 

Vidros bioativos 

C
o

m
p

ó
s
it

o
s
 

Fibra de Carbono-

Resina Termofixa 
Boa 

biocompatibilidade, 

resistência à 

corrosão, inércia, 

alta força de 

tensão. 

Material de fabricação 

incompatível. 

Válvula cardíaca artificial 

(Carbono ou grafite 

pirolítico), implantes de 

juntas de joelho (Fibra de 

carbono reforçada com 

polietileno de alta 

densidade). 

Fibra de Carbono- 

Termoplástico 

Carbono-Carbono 

Fosfato de Cálcio-

Colágeno 
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3.2. Biomateriais Poliméricos 

 

 Atualmente na medicina, os biomateriais poliméricos estão substituindo 

rapidamente os de tipo cerâmicos, metálicos e suas ligas. Polímeros são 

macromoléculas de alta massa molar formadas pela ligação de unidades repetitivas 

menores (meros) ao longo da cadeia principal.[1] Eles são macromoléculas 

versáteis e de fácil fabricação, sendo atrativos para muitas aplicações industriais e 

sua natureza biocompatível impulsiona seu uso na área biomédica. Apresentam 

flexibilidade estrutural que permite adaptar suas propriedades e características (por 

exemplo: cristalinidade, módulo de elasticidade, temperatura de transição vítrea, 

temperatura de fusão/cristalização, copolímeros ou não, presença ou não de grupos 

funcionais, entre outras) de acordo com as especificidades da aplicação 

desejada.[10,51,58,59]  

 

 Colágenos, alginatos e quitosanas são exemplos de polímeros naturais. 

Polímeros sintéticos são divididos em duas classes: não biodegradáveis e 

biodegradáveis.[10] Possuem estrutura de cadeia longa semelhante a estrutura de 

proteínas e polissacarídeos dos tecidos naturais, proporcionando vantagens sob as 

repostas biológicas do tecido natural em comparação à materiais metálicos e 

cerâmicos. Portanto, a síntese de polímeros para aplicações biomédicas vem sendo 

explorada.[10,51]  

 

 Recentemente, os biodegradáveis tornaram-se altamente importantes no 

campo médico para o desenvolvimento de scaffolds temporários, devido à cirurgia 

adicional evitável para remoção dos mesmos após promoverem sua ação 

terapêutica.[10,51,58,59] Além disso, possibilitam ações terapêuticas mais efetivas 

de várias moléculas bioativas solúveis e insolúveis em água, melhorando a sua 

biodisponibilidade, solubilidade e o tempo de retenção.[42,55] A degradação é 

consequentemente o mecanismo para a liberação destas moléculas e que pode ser 

modulada pelas propriedades do polímero, tais como peso molecular, composição 

do polímero ou copolímero e cristalinidade.[39,42,55,60]  
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 Poliésteres alifáticos saturados apresentam propriedades químicas que 

permitem a sua degradação hidrolítica por meio da desesterificação. [51] Pertencem 

a este grupo o PGA, PLA, PLLA, PLGA e PCL (Tabela 3.4), seus copolímeros e 

outros, os quais são aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso 

clínico. [7,51] O grande interesse na utilização destes polímeros é devido a 

versatilidade que apresentam, em termos de manipulação química e da capacidade 

de decompor-se em fragmentos de baixo peso molecular e toxicidade, os quais 

podem ser reabsorvidos e eliminados por rotas metabólicas do corpo 

humano.[1,8,39,51,61] A Tabela 3.4 apresenta a estrutura química, as propriedades 

térmicas, o módulo de elasticidade e o tempo de degradação de alguns poliésteres 

alifáticos saturados, que são exploradas para a obtenção de biomateriais 

poliméricos.[39,59] 

 

Tabela 3.4. Estrutura química, propriedades térmicas, módulo de elasticidade e tempo de 

degradação de alguns poliésteres alifáticos saturados. Fonte: adaptado de Barbanti et al.[39]. 

 

 

PLGA é um dos polímeros mais utilizados na preparação de scaffolds para a 

ET, por apresentar características como fácil fabricação, baixa resposta inflamatória, 
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boa afinidade celular e flexibilidade nos ajustes de suas taxas de degradação.[8,11] 

O tempo de degradação do PLGA é modulado por meio do ajuste da razão dos seus 

constituintes: hidrofóbico (PLA) e hidrofílico (PGA). PLGA com alto teor de unidades 

hidrofílicas apresenta processo de degradação mais rápido.[62] 

 

PCL é outro poliéster comumente empregado no desenvolvimento de 

scaffolds para a regeneração de tecidos. É um polímero semicristalino com baixas 

temperaturas de fusão e transição vítrea, as quais permitem que o mesmo possa 

manter um estado emborrachado e apresentar alta permeabilidade em condições 

fisiológicas.[51] Em comparação com o PLGA, PCL é hidrofóbico, portanto 

apresenta baixa afinidade celular, pois não possui sítios ativos favoráveis ao 

crescimento celular. No entanto, apresenta excelentes propriedades mecânicas, o 

que ajuda a prevenir fraturas prematuras nos scaffolds. Além disso, PCL é um 

polímero mais flexível, menos dispendioso e seus produtos de degradação 

apresentam baixa toxicidade, diferentemente dos produtos do PLGA, os quais 

podem acidificar o sítio de aplicação do scaffold.[8] Sua aplicação em dispositivos 

de ação terapêutica de curto prazo não é adequada, pois exibe taxas de 

degradação mais lentas (2 a 4 anos) em comparação a outros polímeros 

biodegradáveis.[8,57,63,64] 

 

A fim de melhorar as propriedades físico-químicas, mecânicas e biológicas 

dos polímeros isolados, que limitam a aplicação de um dado biomaterial, a 

combinação entre dois ou mais polímeros por meio de mistura física (blendas) vem 

sendo explorada na área biomédica. Por exemplo, matrizes baseadas em colágeno 

apresentam propriedades mecânicas inadequadas para sua aplicação de forma 

isolada, e uma estratégia promissora para melhorá-las é a combinação desta 

proteína com outros polímeros que apresentem elevada resistência mecânica.[1,65] 

No entanto, é preferível a utilização de blendas de matrizes poliméricas sintéticas, 

pois é possível ter-se um maior controle das propriedades físico-químicas dos 

materiais de partida. Blendas de PCL/PLGA são obtidas durante o processo de 

mistura destes polímeros, e as suas respectivas desvantagens são 

contrabalanceadas.[12,52] Além disso, as razões de PCL/PLGA podem ser 

modificadas, com a finalidade de se obter hidrofilicidade e tempos de degradação 
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mais adequados à aplicação desejada, e consequentemente controlar a adesão 

celular.[8,12,66] Já foi demostrado na literatura que matrizes de PCL/PLGA 

favoreceram o crescimento de osteoblastos humanos nas razões 80/20 e 90/10 [66], 

adesão e proliferação de células de fibroblastos na razão 70/30 [8], o aumento da 

afinidade com fármacos [67] e a regeneração óssea alveolar na razão 50/50. [68] 

 

3.2.1. Estratégias de Modificação de Polímeros 

 

 Várias estratégias físicas e químicas são exploradas para obtenção de 

combinação sinérgica de propriedades químicas, físicas e biológicas no produto.[20] 

Como já mencionado, misturas poliméricas têm oferecido muitas vantagens em 

relação ao uso de um polímero isolado na confecção de novos biomateriais. Além 

disso, os polímeros estão sendo combinados com outros materiais, como metais e 

cerâmicas, sendo esta combinação denominada compósitos.[1,52] As propriedades 

biológicas de matrizes poliméricas podem ser otimizadas por meio da incorporação 

de moléculas bioativas e/ou dopantes desejados, utilizando várias técnicas, tais 

como métodos químicos não covalentes (adsorção física, aprisionamento e 

dopagem) e covalentes, conforme observado na Figura 3.3.[20]  

 

Micro/Nanotopografia
Aprisionamento de 
moléculas grandes

Membrana polimérica

Aprisionamento de 
moléculas pequenas

Adsorção de moléculas 
bioativas

Ligado covalentemente

 

Figura 3.3. Exemplos de estratégias de modificação química e física de polímeros. Fonte: adaptado 

de Guirmard et al. [20]. 
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 O processo de adsorção física é direto, mas a molécula adsorvida pode 

dissociar-se e tornar o material “inativo”. Já o aprisionamento da molécula desejada 

pode ser conseguido adicionando-a na solução de monômero/eletrólito durante a 

síntese. O processo de dopagem também pode ser explorado para modificar não 

covalentemente matrizes poliméricas e para introduzir novas propriedades para uma 

aplicação desejada. Alternativamente, métodos covalentes podem ser usados para 

funcionalizar permanentemente estas matrizes. O monômero pode ser sintetizado 

com os grupos funcionais desejados e depois polimerizado. A modificação covalente 

pós-polimerização também é possível, mas é mais desafiadora para os polímeros 

insolúveis. Também com o objetivo de otimizar as propriedades biológicas, 

tratamentos de superfície, como a micro e nanotopografia por litografia padrão, são 

utilizados para manipular as propriedades físicas e, consequentemente, aumentar a 

adesão e a proliferação de uma variedade de tipos de células, melhorando sua 

biocompatibilidade, como apresentado nas Figuras 3.3 e 3.4.[20,69]  

 

Material Convencional Material Convencional Material Convencional

Com Micro/Nanotopografia

Adsorção imediata de 
proteína sobre o substrato

Com Micro/Nanotopografia Com Micro/Nanotopografia

Adesão e Proliferação dos 
Osteoblastos (0-3 dias)

Diferenciação dos 
Osteoblastos e remodelação 

óssea ( > 21 dias)
 

Figura 3.4. Esquema de uma explicação possível para a superioridade de um material com 

micro/nanotopografia em comparação a materiais convencionais na Engenharia de Tecidos. Fonte: 

adaptado de Alpaslan e Webster [69]. 

 

Tratamentos de superfície tem por finalidade modificar a superfície de um 

material para melhorar a sua funcionalidade e biocompatibilidade (Figura 3.4).[69] 

Alguns exemplos de técnicas utilizadas no tratamento de superfícies são: 
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rugosidade de superfície (ex: pulverização catódica do inglês sputtering deposition), 

modelagem padronizada de superfície (ex: litografia padrão), modificação química 

da superfície (ex: deposição de vapor químico ou de vapor de plasma do inglês 

chemical vapor deposition e plasma vapor deposition), adesão de moléculas 

bioativas ou fármacos na superfície (ex: por adsorção ou ligados covalentemente) e 

formação de superfícies porosas para facilitar a entrega de fármacos (ex: 

jateamento e fotolitografia).[70] A Figura 3.5 está apresentando um esquema das 

técnicas de tratamento de superfícies. 

 

Rugosidade da Superfície

Modificação Química da Superfície

Adesão de moléculas bioativas ou fármacos

Superfícies Porosas para Facilitar a Entrega de Fármaco

Modelagem Padronizada da Superfície (Litografia Padrão)

 

Figura 3.5. Técnicas comumente utilizadas para o tratamento de superfícies para aumentar a 

biocompatibilidade. Fonte: adaptado de Govindarajan e Shandas[70] 

 

 Apesar do grande sucesso em controlar individualmente as propriedades 

químicas e biológicas, as propriedades físicas (principalmente as propriedades 

mecânicas) dos tecidos biológicos são difíceis de replicar. O desempenho mecânico 

do tecido biológico complexo supera a maioria dos materiais poliméricos projetados, 

e pesquisas são necessárias para determinar o que torna o tecido biológico tão 

robusto. Dentro deste contexto, a abordagem que tem sido explorada por 

pesquisadores da área é a união de todas estas estratégias em um único material. 

Ao sintonizar vários parâmetros ao mesmo tempo, um amplo espectro de 
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funcionalidades está sendo desenvolvido e pode ser utilizado na engenharia de 

novos materiais para produtos biomédicos específicos.[71] Por exemplo, na 

produção de condutos artificiais e multifuncionais de orientação neural aplicados 

para a regeneração nervosa periférica, têm-se utilizado esta abordagem 

combinatória de técnicas.[72] A Figura 3.6 apresenta um esquema resumido das 

estratégias de reparação estrutural utilizadas para melhorar os condutos de 

orientação neural. 

 

Orientação 
Intraluminal

Micro/Nanotopografia

Contudo com 
multicanais

Conduto fibroso 
eletrofiado

Funcionalização 
da superfície

Combinação de 
estratégias

Conduto Artificial de 
Orientação Neural

 

Figura 3.6. Esquema resumido das estratégias de reparação estrutural utilizadas para melhorar os 

condutos de orientação neural. Fonte: adaptado de Daly et al. [72]. 

 

As estratégias de reparo incluem o uso de estruturas de orientação 

intraluminais e projetos luminais de multicanais, a fim de fornecer um suporte 

estrutural e de orientação topográfica para regeneração de axônios e migração de 

células de Schwann. Uma estratégia similar envolve o uso de condutos fibrosos 

eletrofiados com as vantagens de alta flexibilidade e porosidade, alta área 

superficial/volume e fibras que podem ser alinhadas para migração e proliferação 

guiada de células de Schwann e crescimento axonal. Outras variações incluem o 
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uso de condutos multicanais para controle da dispersão axonal (modelagem 

padronizada de superfície), bem como projetos que buscam otimizar a troca de 

nutrientes ou estímulos externos. Estas estratégias podem ser usadas sozinhas ou 

em combinação, mas requerem uma funcionalização adicional da superfície. Além 

disso, podem aumentar a adesão, migração, alinhamento e proliferação celular.[72] 

 

 Na literatura, já foi demonstrado que biomateriais com nano e/ou 

microtopografias em sua superfície, influenciam significativamente o comportamento 

celular como adesão, morfologia e migração em experimentos in vitro e in 

vivo.[12,29–31] A rugosidade superficial é uma característica importante envolvida 

na biocompatibilidade com as células, e vários estudos já correlacionaram uma 

maior afinidade celular com superfícies mais rugosas.[32,33] Alguns estudos 

exploraram o papel de microtopografias superficiais no formato e orientação das 

células.[30,33–37] A presença de micro e/ou nanoporos em estruturas poliméricas 

também favorece a adesão e proliferação celular, pois permitem a permeabilidade 

de nutrientes.[7,15,73] 

 

 Superfícies padronizadas podem favorecer o alinhamento, alongamento e 

polarização de células de Schwann [35–37,74], linhagens de células neurais [75], 

células do gânglio da raiz dorsal [76] e células-tronco mesenquimais derivadas do 

tecido adiposo [30], quando comparado a superfícies lisas. É importante que 

biomateriais apresentem propriedades de superfície adequadas para cada 

aplicação. Para tanto, é necessário modificar a superfície do biomaterial que entra 

em contato direto com o ambiente biológico.[77] 

 

3.3. Biomateriais Compósitos 

 

Os compósitos são uma classe de materiais constituídos por uma fase 

contínua (matriz) e uma fase dispersa (componente de reforço, carga ou 

modificador) separadas por interfaces, cujas fases constituintes apresentam 

identidade química e formas diferentes, as quais são conservadas distintas após o 

processamento.[1,78–80] Com base na identidade da fase da matriz, os compósitos 

podem ser classificados como: compósitos com matriz metálica, cerâmica e 
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polimérica.[23] A carga modificadora pode ser partículas de variadas formas (fibras, 

fitas, tubos, etc.), tamanhos e origem. São incorporadas com diversos objetivos, por 

exemplo, melhorar propriedades mecânicas, aumentar ou retardar a taxa de 

degradação, melhorar a biocompatibilidade e bioatividade, bem como controlar o 

perfil de liberação de fármacos ou fatores de crescimento quando incorporados aos 

biomateriais compósitos.[1,7,81–83]  

 

Alguns polímeros quando utilizados puros apresentam baixa resistência à 

tração e ao impacto, e dependendo da aplicação são características insuficientes 

para desempenhar uma satisfatória ação mecânica.[23] Uma abordagem no 

melhoramento destes materiais consiste na incorporação de cargas orgânicas ou 

inorgânicas (componente de reforço), resultando em um um material com 

propriedades superiores à dos materiais de partida.[78,79] 

 

Os compósitos poliméricos são de fácil processamento e podem ser 

preparados por várias técnicas como, por exemplo, a eletrofiação (do inglês 

electrospinning), extrusão por fusão (do inglês melt-extrusion), mistura de soluções 

(do inglês solution mixing), tecnologia de látex (do inglês latex technology) e 

métodos in situ como a polimerização in situ (do inglês in situ polymerization 

method).[23] 

 

Por meio da combinação de polímeros naturais e sintéticos com vários outros 

tipos de materiais, busca-se sinergizar as propriedades benéficas de diferentes 

componentes em um único biomaterial.[84] Dada a ampla gama de materiais 

disponíveis e que são compatíveis entre si para fins de processamento, as possíveis 

combinações de materiais como compósitos são essencialmente infinitas.[59] Este é 

o tipo de estratégia que vem demonstrando capacidade de melhorar a interação 

celular e estimular a integração do biomaterial com o tecido hospedeiro.[84] As 

principais associações são do tipo polímero-cerâmica e metal-cerâmica.[1] 

 

Estudos demonstram cada vez mais que as células humanas podem aderir, 

crescer, migrar e se organizar melhor em compósitos poliméricos quando 

comparado com o biomaterial de único componente.[23,59,85,86] É através do 
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desenvolvimento contínuo e na implementação de melhorias nos processos de 

fabricação destes materiais que será possível elevar o número de casos de 

sucessos na ET e Medicina Regenerativa.[84] 

 

Nesta visão constante e necessária de biomateriais cada vez mais efetivos e 

reforçados, surgem os nanocompósitos, que são materiais compósitos, nos quais 

pelo menos uma das fases apresenta-se em dimensões na faixa nanométrica (1 nm 

= 10-9 m). Eles são vistos como os materiais mais promissores do século 21, pois 

podem apresentar características de desempenho superiores, sendo uma 

alternativa para superar as limitações dos compósitos tradicionais.[87] Nanocargas 

têm sido exploradas com objetivo de melhorar a interação do biomaterial compósito 

com o meio biológico, uma vez que apresentam elevada área superficial e 

reatividade química.[17,18]  

 

3.3.1.  Nanomateriais e Materiais Nanoestruturados 

 

 O avanço na área da saúde é fundamental para o desenvolvimento da 

sociedade, e tem sido beneficiado pelo crescimento da nanotecnologia, pois é uma 

área de pesquisa que está revolucionando o meio científico e gerando novas 

expectativas tecnológicas.[1,88,89] Por exemplo, a possibilidade de se obter novas 

ou melhores propriedades com a diminuição da escala dos materiais tem 

impulsionado o desenvolvimento de nanomateriais.[1,3,17,90]  

 

 A nanotecnologia, por meio da engenharia de customização de 

nanopartículas (NPs) e materiais nanoestruturados (MNEs), tem disponibilizado uma 

gama de NPs e MNEs com tamanhos, formas e origens diversificados.[89,91,92] Em 

princípio, os MNEs são descritos como materiais com comprimento de 1–1000 nm 

em pelo menos uma dimensão. No entanto, eles são comumente definidos como 

sendo de tamanho na faixa de 1 a 100 nm e exibem fenômenos dependentes do 

tamanho.[91]  

 

 NPs são categorizadas de acordo com o tipo de material base, ou seja, 

podem ser encontradas NPs baseadas em carbono, metal, cerâmica, polímeros, 
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semicondutores e lipídios. Podem ser obtidas através de dois métodos principais: 

bottom-up e top-down. Além disso, esses métodos podem ser divididos em sínteses 

mecânica, química e biológica.[89,93] 

  

 As NPs são de qualquer formato em pequenas dimensões e podem ser 

classificadas em estrutura 0D, 1D, 2D ou 3D. As partículas 0D são aquelas que 

apresentam as suas três dimensões na escala nanométrica são, por exemplo os 

pontos quânticos e as NPs esféricas. As partículas 1D são aquelas que apresentam 

uma de suas dimensões na escala nanométrica, como os nanotubos, nanofibras e 

nanofios. As partículas 2D possuem duas dimensões na escala nanométrica, por 

exemplo as nanoplacas e nanofolhas. Por fim, os nanomateriais 3D, assim como os 

0D, apresentam as três dimensões na escala nanométrica, mas as partículas 3D 

podem apresentar maior anisotropia em sua estrutura.[94,95] A Figura 3.7 

apresenta estas estruturas e outros exemplos de nanomateriais. 

  

Materiais Nanoestruturados com Morfologias Diferentes

Nanopartícula Core-Shell

Nanopartícula Encapsuladas 
em Nanoesferas ocas

Nanopartícula 
Compósito

Compósito baseado em 
Nanotubo de Carbono

Matriz de Nanofios Coaxial

Matriz de Nanofios Compósitos

Compósito baseado em 
Grafeno

Nanoplacas revestidas de 
Carbono

Nanofitas revestidas de 
Carbono

Compósito Mesoporoso

Compósito Microporoso

Futuro Eletrodo 3-D Compósito 
Poroso

 

Figura 3.7. Exemplos de materiais nanoestruturados com morfologias diferentes. Fonte: Adaptado de 

Tiwari et al. (2013). [95] 
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 A tecnologia de fabricação que emprega o uso desses nanomateriais está 

permitindo a produção mais rápida e barata de materiais exclusivos, abrindo portas 

para uma ampla gama de aplicações na indústria biomédica e auxiliando no 

aprimoramento da qualidade de vida.[59] A Figura 3.8 ilustra alguns dos tipos de 

NPs e nanoestruturas utilizadas na pesquisa biomédica. 

 

 

Figura 3.8. Vários tipos de nanopartículas / nanoestruturas utilizadas na pesquisa biomédica. Fonte: 

Khanbabaie e Jahanshahi, 2012. [96] 

 

 As nanofibras têm chamado cada vez mais a atenção dos pesquisadores 

como uma solução potencial para os desafios na área biomédica, pois de um ponto 

de vista estrutural, quase todos os tecidos e órgãos humanos são depositados e 

organizados em formas ou estruturas de nanofibras, como a pele, ossos, nervos, 

dentina, colágeno e cartilagem.[17,97] Em geral, fibra é uma estrutura com 

importante semelhança aos tecidos biológicos naturais e essa semelhança pode vir 

a favorecer o tratamento e a aceitação do biomaterial pelo organismo.[14,17] A área 

e a energia de superfície das nanofibras permitem uma melhor aderência de 

células, proteínas e fármacos na sua superfície.[17,18]  

  

 Os principais fatores que afetam as propriedades dos biomateriais 

compósitos e nanocompósitos são as características dos materiais constituintes, 

assim como o percentual, o tamanho, a distribuição e orientação das partículas 

(cargas) na matriz e as interações interfaciais.[1,98] Partículas e NPs podem ser 
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adicionadas a uma matriz para melhorar as propriedades mecânicas, como 

tenacidade e dureza. Outras propriedades, como estabilidade, isolamento elétrico e 

condutividade térmica, também são controladas pela presença das mesmas.[1]  

 

 Partículas de hidroxiapatita é um exemplo de carga com propriedades 

mecânicas inadequadas. Porém, serve mais como um componente bioativo do que 

para reforço, sendo amplamente utilizada em matrizes cerâmicas para aplicações 

em tecido ósseo.[1] Quando utilizadas em dimensões nanométricas estimulam 

respostas mais efetivas da atividade osteblástica e cicatrização óssea.[99] Vários 

estudos utilizando NPs de biovidro em diferentes matrizes poliméricas 

demonstraram melhorar a interação material-célula, aumentando a adesão e 

disseminação celular, sem alteração na morfologia natural das células. As células 

aderentes muitas vezes não se ligam em polímeros não modificados, exibindo uma 

morfologia esférica não natural.[71] A Figura 3.9 apresenta um exemplo do 

comportamento de uma célula quando em contato com um filme polimérico qualquer 

sem e com NPs bioativas. 

 

 

Figura 3.9. Exemplo do comportamento de uma célula quando em contato com um filme polimérico 

qualquer sem e com nanopartículas bioativas. Fonte: Adaptado de Wu et al. (2010)[71]. 

 

Lv et al. (2017) [100] prepararam suportes de nanofibras de PLGA com 

nanotubos de carbono de multi-paredes (MWCNTs) por eletrofiação para avaliar o 

crescimento de células neurais. As nanofibras apresentaram boas propriedades 

mecânicas devido a presença dos MWCNTs e as células neurais apresentaram uma 

melhor sobrevivência após oito dias de cultura, especialmente para o crescimento 

de astrócitos. Isto é um resultado promissor para o futuro tratamento da doença de 
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esclerose múltipla que causa a desmielinização do sistema nervoso e lesão 

axonal.[100]  

 

3.3.2. Materiais/Nanomateriais baseados em Polímeros Condutores Intrínsecos 

 

Os polímeros condutores intrínsecos (PCIs) são materiais orgânicos que 

apresentam propriedades elétricas e ópticas similares àquelas apresentadas pelos 

metais e semicondutores inorgânicos (à temperatura ambiente), e ao mesmo tempo 

exibem as propriedades atraentes dos polímeros convencionais, tais como a 

facilidade de síntese e flexibilidade no processamento.[20] Desde 1980 estudos com 

PCIs para fins biomédicos expandiram devido as descobertas de compatibilidade 

com muitas moléculas biológicas.[20,101] Pesquisas envolvendo nervos, ossos, 

músculos e células cardíacas revelaram que os PCIs se mostram, através de 

estimulação elétrica, com atividades de modulador celular sobre a adesão e 

migração celular, síntese de ácido desoxirribonucléico - ADN (do inglês 

deoxyribonucleic acid - DNA) e secreção de proteínas.[20]  

 

Os tecidos biológicos respondem a campos e estímulos elétricos e isto faz 

dos PCIs materiais atraentes para inúmeras aplicações biomédicas.[20,101]. Os 

PCIs vêm sendo utilizados para o desenvolvimento de biosensores (dispositivos 

com biomoléculas como elementos sensores integrados com transdutores elétricos), 

como bio-atuadores (por exemplo, músculos artificiais), na entrega de fármacos 

para armazenamento e liberação controlada de fármacos, como sondas neurais 

para registro ou estimulação de neurônios e na ET como scaffolds para melhorar a 

regeneração dos tecidos.[20,101–111] Nanotubos, nanofios, nanofitas e nanofibras 

de PCIs podem ser preparados por diferentes métodos [90], conforme está 

apresentado no Quadro 3.1.  

 

Atualmente muitas investigações tem buscado a compreensão da interação 

dos PCIs com os tecidos biológicos através de ensaios in vitro, bem como 

estratégias para melhorar a biocompatibilidade dos mesmos. A incorporação de 

nanopartículas condutoras em PCIs, bem como em polímeros não condutores, tem 

sido a estratégia mais útil para superar algumas limitações, e adequar o 
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desempenho mecânico e a biocompatibilidade desta classe de polímeros para 

biomateriais clinicamente úteis.[112] 

 

Quadro 3.1. Alguns métodos de preparação de nanotubos, nanofios, nanofitas e nanofibras de PCIs 

(Long et al., 2011)[90]. 

Métodos ou Técnicas Vantagens  Desvantagens Exemplos 

Q
u
ím

ic
o
 

Síntese de molde 
químico mole (do 

inglês soft chemical 
template synthesis)  
ex: Polimerização 

Interfacial 

Processo de auto-
montagem 

simples sem um 
modelo externo 

Controle 
relativamente pobre 
da uniformidade da 
morfologia (forma, 

diâmetro) 
Nanoestruturas 1D 
pobremente ou não 

orientadas 

Variedade de 
micro/nanoestruturas PAni e 

PPy: tubos, fios, 
microesferas ocas, junção 

de nanofios/tubos e dentritos 

F
ís

ic
o
 

Síntese guiada por 
molde físico duro (do 
inglês hard physical 

template-guided 
synthesis)ex: Filmes 

Porosas 

Matrizes 
alinhadas de 

tubos e fios com 
comprimento e 

diâmetro 
controláveis 

Processo pós-
síntese é necessário 

para remover o 
modelo 

Nanotubos/Nanofios de 
PAni, PPy, P3MT, PEDOT e 

PPV 
Nanofios coaxiais CdS-PPy, 
Au-PEDOT, MNO2/PEDOT 

e Ni/PPV. 

Eletrofiação (do inglês 
electrospinning) 

Fabricação em 
massa de fibras 

poliméricas 
contínuas 

Geralmente em 
forma de teia não 

tecida, alinhamento 
possível 

PAni/PEO, PPy/PEO, PAni, 
PPy, P3HT/PEO 

Litografia ou gravação em 
relevo de nanoimpressão 

Rápido e de baixo 
custo 

Micro-molde é 
necessário 

Nanofios, PEDOT, 
nanopontos 2D de polímero 
semicondutor e matrizes de 

PCIs alinhadas 

Outra Técnicas e/ou informações 

Outros exemplos de Síntese de molde químico mole (do inglês soft chemical template synthesis): 
Método isento de molde (do inglês template-free); Polimerização diluída; Polimerização em emulsão 

inversa; Reações de mistura rápida. 

 

Ainda que muitos questionamentos continuam sem respostas, 

particularmente em relação aos mecanismos pelos quais a condução elétrica afeta 

as células por meio dos PCIs, existem evidências favoráveis ao uso destes 

materiais, em especial do polipirrol (PPy), no campo biomédico.[109,113] 

  

3.3.2.1. Polipirrol (PPy) 

  

 Entre os PCIs, os baseados em Polipirrol (PPy) têm atraído interesse especial 

devido à alta condutividade elétrica, estabilidade ambiental e boas propriedades 

térmicas. É obtido facilmente por diferentes rotas de síntese, as quais são 
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economicamente viáveis, e devido a isso tornou-se um promissor candidato há 

várias aplicações industriais.[105,114–119] A Figura 3.10 ilustra a estrutura química 

do monômero pirrol (Py) e do polímero PPy.  

 

A)                                      B) 

n
 

 

Figura 3.10. Estruturas químicas: (A) Pirrol e (B) Polipirrol. Fonte: Adaptado de Lima et al., 

2018.[120] 

 

 A cadeia polimérica do PPy apresenta uma estrutura constituída por uma 

alternância de ligações simples e duplas (conjugação) entre os átomos de carbono, 

oferecendo um caminho para o fluxo de elétrons responsável pela boa condução 

elétrica.[120,121] PPy foi sintetizado pela primeira vez em 1916 pelo método de 

oxidação química do monômero Py. Em 1968, uma fina camada de PPy foi 

sintetizada pelo método de oxidação eletroquímica.[20,21] Filmes de PPy 

sintetizados por este método podem apresentar diferenças em suas características 

e propriedades físico-químicas, dependendo dos parâmetros de síntese (dopante, 

substrato e espessura, etc.).[122]  

 

 Desde então, o PPy não parou mais de ser investigado e provou ser 

promissor para várias aplicações, incluindo biosensores, atuadores baterias e 

revestimentos antiestáticos. Por apresentar boa característica de biocompatibilidade 

com vários tecidos biológicos e baixa toxicidade, também vem ganhando espaço e 

destaque em aplicações da área médica, como na ET e sistemas de entrega de 

fármacos.[20,21,101,111] Para usar efetivamente o PPy como biomaterial, é 

importante entender e controlar as propriedades elétricas, a topografia física e a 

química da superfície do polímero. Ainda que muitas pesquisas acerca do uso de 

PPy na área biomédica tenham sido publicadas, há poucos estudos sistemáticos 

ligando as metodologias de síntese de PPy às propriedades poliméricas básicas de 
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PPy (por exemplo, hidrofilicidade, rugosidade superficial) e aos efeitos biológicos 

que essas propriedades têm sobre as células.[122]  

  

 A polimerização química oxidativa do monômero Py por agentes oxidantes 

químicos em solventes aquosos ou não aquosos, é bastante usada quando se 

requer maiores quantidades de PPy.[116,123] Neste método é comum a utilização 

de agentes oxidantes fortes (por exemplo, cloreto férrico (FeCl3), permanganato de 

potássio (KMnO4), dicromato de potássio (K2Cr2O7), etc.) e por esta razão, a 

aplicação biomédica de tais partículas pode ser problemática, uma vez que estes 

agentes podem ficar retidos no polímero formado devido ao processo de dopagem e 

aos residuais de síntese.[124] A partir deste método, o PPy é obtido na forma sólida 

como um pó fino e preto.[116,123,125]. 

 

 A Figura 3.11 ilustra a estequiometria do PPy sendo dopado com os íons do 

agente oxidante (FeCl3) e/ou outros materiais que podem ser adicionados durante o 

processo de polimerização.[116,123]  

 

 

Figura 3.11. Estequiometria global da oxidação do pirrol com cloreto férrico como agente oxidante 

formando polipirrol. Para cada três unidades constituídas uma é protonada. Adapatado de: Omastová 

et al., 2003.[117] 

 

 Neste processo, há a incorporação concomitante de uma molécula dopante 

carregada negativamente (D-) quando presente no processo de síntese, no lugar do 

íon cloro (Cl-). Ao selecionar moléculas bioativas como dopantes carregados 

negativamente (D-), o produto, pode em seguida, ser modificado para uma 

funcionalidade específica, por meio da incorporação de proteínas, peptídeos ou de 

componentes da matriz extracelular (MEC).[126] As principais vantagens da síntese 

química são: produção em grande escala de PCIs e diversas rotas sintéticas 

possíveis de obter PCIs por meio de uma série de produtos químicos.[105] Além 
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disso, o método químico é um processo simples e rápido, por isso é mais utilizado 

que o método eletroquímico, o qual ainda requer o uso de instrumentos especiais. 

Devido a estes fatores, a rota convencional mais utilizada para a obtenção do PPy 

continua sendo o método químico.[105,125] 

 

 Na literatura, PPy e seus compostos já foram evidenciados como promotores 

do crescimento de neurites em células PC12 por estimulação elétrica [103,109], 

bem como sistemas de entrega de fármacos controlados eletricamente [102] ou 

como músculos artificiais.[107,110] Ensaios em ratos Sprague‐Dawley (linhagem de 

ratos albinos) por testes eletrofisiológicos e histológicos demonstraram que a 

regeneração do nervo ciático, utilizando tubos de silicone revestidos com PPy, 

apresentaram uma melhora significativa em relação ao grupo de animais que 

usaram somente o tubo de silicone.[127] Os resultados da pesquisa mostraram uma 

boa biocompatibilidade do PPy com o tecido nervoso periférico dos ratos, indicando 

que o PPy pode ser aplicado na regeneração de nervos periféricos danificados.  

 

 Upadhyay et al. (2015) [128] investigaram a atividade antioxidante pelo 

método dos radicais livres DPPH (α, α-difenil-β-picrilhidrazil) de nanotubos de 

polipirrol (NTs-PPy) de diâmetros variados, os quais foram obtidos pelo método 

químico. Ensaio de hemólise foi realizado nos NTs-PPy, que apresentaram melhor 

atividade antioxidante, para avaliar a sua biocompatibilidade com eritrócitos 

humanos. O aumento da atividade antioxidante foi observado com a diminuição do 

diâmetro dos NTs, podendo ser atribuído ao aumento da área superficial por 

unidade de volume dos NTs. O teste de hemólise comprovou que os NTs-PPy foram 

biocompatíveis até uma concentração de 2,5 mg/ml, evidenciando o PPy como um 

material candidato interessante para aplicação como antioxidante. 

 

 Bauquier et al. (2017) [129] investigaram a biocompatibilidade do PPy para 

potencial aplicação na liberação controlada intracraniana de fármacos 

antiepilépticos. Dispositivos de PPy, sintetizados pelo método eletroquímico, foram 

implantados subduralmente em seis ratos fêmeas adultas de Estrasburgo com 

ausência genética de epilepsia. Cada rata teve o polímero implantado em um lado 

do córtex e uma craniotomia simulada realizada no outro lado. Após um período de 
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sete semanas, as ratas foram eutanasiadas e séries paralelas de secções coronais 

foram cortadas em todo o local do implante. Quatro séries de 15 seções foram 

histológica (hematoxilina e eosina) e imunohistoquimicamente (proteína nuclear 

neuronal específica, proteína ácida fibrilar glial e anticorpo anti-CD68) coradas e 

avaliadas por três pesquisadores. Os resultados mostraram que os filmes de PPy 

implantados não induziram inflamação, trauma, gliose e toxicidade neuronal 

evidentes. Os autores concluíram que o PPy oferece boa histocompatibilidade com 

as células do sistema nervoso central, e que poderá ser utilizado como dispositivo 

intracraniano para liberação controlada de fármacos antiepilépticos. 

 

 Liu et al. (2018) [113] preparou eletrodos de PPy por eletropolimerização que 

foram utilizados para estimulação elétrica de células MC3T3-E1 (linhagem clonal de 

células pré-osteoblásticas derivadas da calvaria de ratos recém-nascidos) e 

avaliação da sua diferenciação osteogênica. Quando foi aplicado a estimulação 

elétrica, ocorreu espalhamento e migração celular no eletrodo de PPy. Eles 

descobriram que o potencial de diferenciação osteogênica, desencadeado por 

estimulação elétrica, estava relacionado ao estágio inicial de crescimento celular. 

Portanto, os eletrodos de PPy apresentaram biocompatibilidade com as células 

testadas, pois foram adequados para adesão, espalhamento e proliferação celular, 

bem como para regular a diferenciação osteogênica. Além disso, o estudo 

apresentou pela primeira vez um possível mecanismo para o efeito da estimulação 

elétrica no comportamento celular.[113]  

 

 Mais recentemente, Costa et al. (2019)[125] avaliaram pela primeira vez os 

efeitos biológicos do PPy no modelo zebrafish. Neste trabalho, o PPy foi obtido pela 

polimerização química oxidativa na presença do surfactante APTS. O polímero 

obtido (PPy/APTS) foi suspenso na água do sistema de manutenção dos animais 

em quatro diferentes concentrações (25, 100, 250 e 500 µg/mL). Os parâmetros 

toxicológicos (mortalidade, eclosão, movimento espontâneo, frequência cardíaca, 

morfologia) e comportamentais dos embriões e larvas de zebrafish foram avaliados 

durante 6 dias de exposição. A interação do polímero com o corión dos embriões e 

a expressão gênica do marcador relacionado à hipóxia também foram avaliados. A 

mortalidade dos animais não se mostrou alterada quando expostos às diferentes 
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concentrações de PPy/APTS. No entanto, observou-se aumento expressivo na taxa 

de eclosão dos embriões, principalmente para 500 μg/mL. Além disso, a frequência 

cardíaca, a morfologia e o comportamento dos animais mostraram-se alteradas nas 

maiores concentrações. Os autores sugerem uma afinidade biológica dose-

dependente entre o polímero e o sistema in vivo, pois as partículas do PPy/APTS 

promoveram o envelopamento com o córion dos ovos, sem alteração do marcador 

de hipóxia hif1-α. Sendo assim, os autores confirmam sutis efeitos adversos da 

exposição ao PPy/APTS durante a embriogênese do zebrafish. 

 

 Ainda que o PPy venha sendo bastante explorado na área biomédica, 

existem poucos estudos focados na biocompatibilidade do PPy [129–131], 

especialmente na forma de pós.[49,125,132,133] Outro aspecto importante que vale 

ressaltar, é que os estudos in vivo do PPy têm sido limitados e focados 

principalmente na avaliação de toxicidade a curto prazo. Portanto, considerando 

suas desvantagens, como a sua baixa solubilidade e rigidez, mais estudos in vivo 

são necessários para confirmar a viabilidade do PPy como biomaterial seguro.[112]  

 

 Filmes de nanocompósitos de quitosana/nanotubos de polipirrol 

(quitosana/NTs-PPy) foram sintetizados com diferentes concentrações de NTs-PPy, 

e suas propriedades físicas e biológicas foram investigadas. Os NTs-PPy atuaram 

como uma barreira de transporte de massa para os componentes termicamente 

degradados do nanocompósito, o que resultou na diminuição da taxa de 

degradação com o aumento da concentração de NTs-PPy. A diminuição do ângulo 

de contato dos filmes com o aumento da concentração de NTs-PPy foi atribuída ao 

aumento da rugosidade superficial dos filmes. Os nanocompósitos apresentaram 

aumento da citoxicidade, e consequentemente da atividade de hemólise, com o 

aumento da quantidade de NTs-PPy, exibindo efeito biológico de dose-dependência 

aos NTs-PPy. [128] 

  

 A modificação de superfícies de implantes de titânio biomédico com 

revestimentos baseados em NTs-PPy via polimerização eletroquímica isenta de 

molde foi destinada a melhorar a neurogênese entre implantes metálicos e o tecido 

ósseo.[134] NTs-PPy apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus, que 
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foi melhorada ainda mais após a introdução de NPs de prata (Ag)[135] ou 

paládio.[136]  

 

3.3.2.2. Polipirrol com Prata (PPy/Ag) 

 

 Os compósitos de polímeros condutores com Prata ganharam atenção 

apenas nos últimos anos. A prata (Ag) exibe a mais alta condutividade elétrica entre 

todos os metais, σ = 6,3 × 105 S/cm (20 °C), e é relativamente barata em 

comparação com outros metais nobres.[26] Sua ação antibacteriana é mencionada 

na literatura desde o século 19, e foi relacionada aos íons de Ag. Atualmente, 

muitas cepas bacterianas são resistentes aos antibióticos, e devido a estes fatores 

a Ag tem sido utilizada na forma iônica ou nanoparticulada como revestimentos, em 

muitos casos para desinfecção. Por isso, tem sido proposto a sua utilização em 

implantes e instrumentos médicos para a prevenção de infecções [27], bem como 

em processos de cicatrização de feridas, porque reduz a inflamação, impede a 

contração e melhora a epitelização celular.[137]  

  

 A condutividade elétrica de PPy quimicamente sintetizado é tipicamente na 

faixa de 10-2 a 1 S/cm, enquanto a incorporação de grandes quantidades de Ag (70-

80% por peso) na matriz de PPy pode melhorar a condutividade das composições 

de PPy/Ag até, aproximadamente, 3 a 5 ordens de magnitude (1000 S/cm). Em 

materiais compósitos, a Ag pode ser incorporada como nanoesferas, nanocubos, 

nanofibras, nanobastões, nanofios ou micropartículas por diferentes métodos. 

Polimerização química direta de pirrol com nitrato de prata (AgNO3) como o oxidante 

é geralmente a maneira mais eficiente de preparar compostos condutores de 

PPy/Ag. Devido às suas propriedades antimicrobianas, a incorporação de Ag 

melhora ainda mais o efeito antimicrobiano do PPy.[26] 

 

 Através do revestimento da superfície de polímeros com pequenas partículas 

metálicas de Ag via pulverização catódica (sputtering) também é possível melhorar 

a propriedade elétrica da matriz desejada, além de imbuir ação antimicrobiana. Esta 

técnica tem a vantagem de ser um processo ecologicamente correto e que muda 

apenas a superfície da matriz desejada pelo bombardeamento direto de átomos do 
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metal de interesse que são depositados na matriz.[138] A otimização deste 

processo é essencial para obter-se produtos com melhores revestimentos e 

propriedades antibacterianas. Consequentemente, o campo das tecnologias de 

sputtering e a produção de nanocompósitos estão progredindo paralelamente, e 

possibilitam a obtenção de materiais diferenciados para várias aplicações 

biomédicas.[137–140]  

 

3.3.2.3. Polipirrol com Grafeno e seus derivados (PPy/G, PPy/OG e PPy/OGR) 

 

 Outros materiais que têm sido utilizados são os nanomateriais baseados em 

carbono, como nanotubos de carbono (NTCs), grafeno (G), óxido de grafeno (OG) e 

óxido de grafeno reduzido (OGR), a fim de aumentar a estabilidade térmica, 

condutividade elétrica e fornecer alta área superficial.[141] O grafeno é considerado 

uma nanocarga de carbono bidimensional como uma folha plana de um átomo de 

espessura de átomos de carbono ligados por sp2, os quais são densamente 

empacotados em uma rede cristalina como favo de mel. É considerado como o 

“material mais fino do universo”, com enorme potencial de aplicação em diversas 

áreas industriais.[142] A Figura 3.12 apresenta as estruturas do grafeno, OG e 

OGR. 

 

 

Figura 3.12. Estruturas treliçadas de grafeno, OG e OGR. Adaptado de Raval (2018).[143] 
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A descoberta do grafeno como nanocarga abriu uma nova dimensão para a 

produção de materiais compósitos leves, de baixo custo e de alto desempenho para 

uma variedade de aplicações.[143] Dentre os grafenos quimicamente modificados, o 

OGR é o mais importante, pois sua estrutura e propriedades elétrica, mecânica e 

térmica são semelhantes ao do grafeno puro.[144] Para o OGR, existem várias 

evidências que o mesmo apresenta boa biocompatibilidade, além de melhorar as 

propriedades mecânicas da matriz polimérica.[142] NTCs e OG podem ser utilizados 

como dopantes de PPy, a fim de melhorar a eficiência do carregamento de fármacos 

do PPy, pois facilitam a absorção dos fármacos por atração física, uma vez que 

exibem uma elevada área superficial.[145]  

 

Schirmer et al. (2016) [104] produziram fibras compósitas contínuas de NPs 

de PPy e OGR em diferentes proporções de massa, usando a técnica de fiação por 

via úmida em uma única etapa. A condutividade elétrica das fibras compósitas 

aumentou significativamente com a adição de OGR. As propriedades mecânicas das 

fibras compósitas também melhoraram pela adição das folhas de OGR em 

comparação com fibras contendo apenas PPy. O alongamento na ruptura foi maior 

para a fibra compósita contendo proporções de massa iguais de NPs de PPy e 

folhas de OGR. Para avaliar a toxicidade das fibras, as células de fibroblastos L929 

foram expostas a meios que tinham sido utilizados para extrair quaisquer lixiviados 

solúveis em água do material desenvolvido. Os fibroblastos cultivados nas fibras 

não apresentaram alteração significativa na viabilidade ou número celular, enquanto 

a viabilidade e o número de células foram afetados quando cultivadas em altas 

concentrações de lixiviados das fibras, com as fibras compósitas apresentando 

menor toxicidade. A alta condutividade e propriedades mecânicas, assim como a 

citotolerância, tornam essas fibras compósitas adequadas para uma ampla gama de 

aplicações na área biomédica, inclusive como componentes de scaffolds ou como 

dispositivos implantáveis de suporte e condutor para a estimulação elétrica.[104] 

 

Embora o PPy já seja amplamente utilizado em eletrodos para estimulação 

celular, muitos pesquisadores também relataram que o PPy tem biocompatibilidade 

insuficiente para adesão celular. Devido a isto, a incorporação de moléculas 

bioativas no PPy tem crescido com o objetivo de melhorar a interação do PPy com 
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os tecidos biológicos alvos. Alguns exemplos de moléculas bioativas são a 

heparina, celulose, polidopamina, fatores de crescimento, vidro bioativo, 

hidroxiapatita, entre outras.[15,16,26,145–147] 

 

3.3.3. Biomateriais Compósitos Híbridos e Nanocompósitos Híbridos 

 

As estratégias que vêm sendo mais utilizadas na busca de melhores 

resultados terapêuticos dos biomateriais, são a produção de biomaterias baseados 

em compósitos e nanocompósitos, junto com a combinação de diversas técnicas de 

fabricação e de modificação superficial. Por meio delas, é possível integrar as 

funções e as propriedades dos componentes adicionados e obter biomateriais 

multifuncionais e/ou híbridos, para adaptação da bioatividade, integridade estrutural 

e mecânica.[1,5,7,42,59,72] 

 

Misra et al. (2007) [147] incorporou pela primeira vez nanotubos de carbono 

de multi-paredes (MWCNTs) num compósito biodegradável e bioativo de Poli-3-

Hidroxibutirato (P(3HB)) e partículas esféricas de Bioglass® (material derivado de 

uma massa fundida de pó de vidro - grau 45S5). Eles foram combinados com os 

MWCNT para o desenvolvimento de um scaffold baseado em um nanocompósito 

ternário híbrido pela técnica da evaporação do solvente. Devido a adição dos 

MWCNTs, obteve-se um material altamente condutor. Além disso, o estudo verificou 

que ocorreu um melhor crescimento de hidroxiapatita sobre a superfície dos filmes 

nanocompósitos ternários quando comparado as amostras de P(3HB) puro e do 

nanocompósito de P(3HB)/MWCNTs. Os autores demonstraram ser possível a 

obtenção de um nanocompósito ternário híbrido com alto potencial para futuras 

aplicações na engenharia do tecido ósseo.[147]  

 

Wang et al. (2011) [148] demonstraram que a fibroína de seda misturado com 

filmes nanofibrosos alinhados de PLLA/PCL, promoveu a regeneração do nervo 

periférico significativamente melhor do que o PLLA/PCL puro. Lee et al. (2012)[146] 

desenvolveram scaffolds com características submicrométricas, com atividade 

elétrica e neurotrófica simultaneamente. Por meio da técnica de eletrofiação, foi 

confeccionado filmes fibrosos biodegradáveis baseados em PLGA. As fibras 
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receberam um revestimento nanométrico de um composto intrinsicamente condutor, 

PPy, e a imobilização do fator de crescimento do nervo (NGF – do inglês nerve 

growth factor) na estrutura final, assim disponibilizando uma superfície fibrosa com 

a presença de composto bioativo e condutor. O scaffold de PLGA/PPy/NGF 

promoveu de forma mais eficiente o crescimento de neurites de células PC12 em 

comparação com o de PLGA/PPy em ensaios in vitro. A estimulação elétrica através 

do scaffold favoreceu ainda mais a resposta de crescimento das células. Portanto, 

foi obtido um scaffold multifuncional híbrido de estrutura fibrosa submicrométrica, 

bioativo pelo fator de crescimento e com atividade eletrocondutora, devido o 

revestimento com polímero condutor, para potencial uso na regeneração de nervos 

lesados.[146]  

 

 Bobber et al. (2014) [26] sintetizaram pela primeira vez filmes compósitos 

flexíveis e independentes de celulose nanofibriladas/polipirrol (CNF/PPy) e 

CNF/PPy/nanopartículas de prata (CNF/PPy/Ag) via polimerização química in situ 

em uma única etapa para aplicações biomédicas. A incorporação de PPy em CNF 

melhorou significativamente suas propriedades mecânicas e elétricas. Os filmes de 

CNF/PPy/Ag apresentaram forte efeito de inibição contra o crescimento de bactérias 

Gram-positivas (por exemplo S. aureus), o qual foi correlacionado com a presença 

de Ag nos filmes. Em comparação com a CNF pura, a incorporação de 

nanopartículas de PPy e Ag aumentou a rugosidade superficial e diminuiu 

levemente as propriedades mecânicas dos filmes compósitos, sendo ainda 

suficiente para aplicações como filmes independentes. Os filmes compósitos são, 

portanto, candidatos promissores para adesivos antimicrobianos na cicatrização de 

feridas e possivelmente também em aplicações de liberação de fármacos.[26] 

 

Weaver et al. (2014) [149] investigaram a liberação eletricamente controlada 

de dexametasona através de um scaffold baseado no nanocompósito de PPy com 

nanofolhas de OG, obtidos por eletropolimerização. A liberação foi controlada pela 

intensidade da estimulação elétrica e a mesma não ocorreu na ausência desta 

estimulação. Experimentos de cultura celular in vitro demonstraram que o fármaco 

liberado reteve sua bioatividade e que nenhum subproduto tóxico foi liberado do 

filme durante a estimulação elétrica. A diminuição do tamanho e da espessura das 
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nanofolhas de OG, por meio do tratamento de ultrassom antes da deposição no 

nanocompósito, altera a morfologia do filme, a quantidade de fármaco carregado e o 

perfil de liberação, criando uma oportunidade de ajustar as propriedades do sistema 

de liberação de fármacos a uma variedade de necessidades terapêuticas. O estudo 

mostrou um alto nível de controle do processo de liberação eletricamente controlada 

da dexametasona a partir do scaffold baseado no nanocompósito de PPy/OG.[149] 

 

 Yan et al. (2016) [150] preparam grafeno (G) incorporado com PPy por uma 

nova polimerização aprimorada de moagem de bolas e obtiveram um material com 

melhor capacitância para a estimulação elétrica. PLGA foi eletrofiado com G/PPy 

(grafeno/polipirrol) para obtenção de um scaffold híbrido de nanofibras alinhadas do 

nanocompósito híbrido PLGA/G/PPy para estimulação elétrica. Este material foi 

aplicado como eletrodo para estimulação do crescimento de células ganglionares da 

retina (CGR) e seus axônios. Tais células quando lecionadas causam o glaucoma, 

principal doença ocular que gera cegueira irreversível. O crescimento in vitro das 

CGR no scaffold híbrido estimulado eletricamente, conduziu a uma melhoria de 

137% no comprimento celular, com um efeito antienvelhecimento significativamente 

melhorado para as CGR. Os autores proporcionam um novo biomaterial baseado 

em um nanocompósito híbrido como uma nova alternativa eficiente para a terapia 

clínica de doenças relacionadas ao nervo óptico, como o glaucoma.[150] 

 

 Singu e Yoon (2018) [151] sintetizaram um nanocompósito ternário altamente 

esfoliado de óxido de grafeno/polipirrol/Ag (OG/PPy/Ag) usando OG, nitrato de prata 

e pirrol em um único vaso. Com base na morfologia da superfície, foi observado que 

as NPs de PPy/Ag estavam uniformemente distribuídas nas nanofolhas de OG 

altamente esfoliadas. A partir do estudo eletroquímico, o nanocompósito ternário 

OG/PPy/Ag exibiu uma capacitância específica mais alta de 370,6 F/g do que o 

nanocompósito binário correspondente PPy/Ag (103,4 F/g). O nanocompósito 

ternário OG/PPy/Ag mostrou um desempenho de alta taxa de 87,4% a uma 

densidade de corrente de 1 a 10 A/g. As propriedades eletroquímicas melhoradas 

são atribuídas ao bom contato entre as NPs de PPy/Ag e as nanofolhas de OG. Os 

autores demonstraram que o nanocompósito ternário é um material ativo como um 

eletrodo eficiente para alta densidade de energia e supercapacitores.[151]  
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 Mais recentemente, Ferreira et al. (2019) [152] prepararam compósitos 

poliméricos na forma de filmes à base de blendas de PCL/PLGA com nanofibras de 

polipirrol (PPy), a fim de auxiliar na regeneração de nervos periféricos. O PPy foi 

sintetizado por polimerização química oxidativa na presença do APTS como agente 

de dopagem. Blendas de PCL/PLGA (100: 0, 90:10, 80:20 e 70:30) (m/m) e 

compósitos de PCL/PLGA com 10% de nanofibras de PPy foram preparados pelo 

método da evaporação de solvente. Além disso, os filmes compósitos foram 

avaliados quanto sua biocompatibilidade, e as linhagens celulares RAW 264.7 

(células semelhantes a macrófagos de ratos), MRC-5 e HGF (células semelhantes a 

fibroblastos de pulmão de feto e gengivais humano) foram utilizadas. As fibras de 

PPy apresentaram diâmetro de 88–974 nm e condutividade elétrica na ordem de 

grandeza de 10−1 S/cm. Os filmes dos compósitos de PCL/PLGA/PPy apresentaram 

morfologia fibrosa e rugosa, contendo poros interconectados e com superfície 

hidrofílica, bem como comportamento térmico estável e boa condutividade elétrica. 

Os resultados de citotoxicidade dos filmes compósitos mostraram que a presença de 

PPy fibroso não induziu toxicidade nas linhagens celulares avaliadas. Portanto, 

filmes de PCL/PLGA/PPy apresentaram biocompatibilidade, e são promissores para 

aplicações na ET.[152] 

 

 Os relatos dos pesquisadores têm demonstrado a importância no 

desenvolvimento de novos biomateriais a partir de compósitos e nanocompósitos 

híbridos, a fim de obter recursos mais adequados para tratar os variados problemas 

crescentes na área da saúde.[1,5,42,59,72] Portanto, é essencial introduzir 

materiais mais condutores e robustos, como o polipirrol, prata, grafeno e seus 

derivados, na estrutura final de suportes poliméricos com fins de aplicações 

biomédicas que possam ou não utilizar de estimulação elétrica no processo 

terapêutico.[150]  

 

 Uma alterntiva pode ser a adição de OGR na síntese in situ do PPy dopado 

com APTS, e outra é o revestimento da superfície do PPy com pequenas partículas 

metálicas de Ag via pulverização catódica, ambas técnicas com possibilidades de 

fabricação de materiais híbridos com melhores propriedades elétricas. Além do 
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mais, a dispersão dessas nanocargas condutivas híbridas em matrizes poliméricas 

pode resultar em um material com propriedades mecânicas, elétricas e biológicas 

promissoras para diversas aplicações. Nesse sentido, justifica-se a obtenção de 

biomateriais multifuncionais baseados em nanocompósitos híbridos de matriz de 

PCL/PLGA com PPy/OGR ou PPy/Ag com superfície microestruturada e 

padronizada para aplicação na ET, principalmente para regeneração de tecidos do 

sistema nervoso central e periférico. A incorporação destas nanocargas híbridas 

ainda não foi descrita na literatura para matrizes de PCL/PLGA, bem como não há 

relatos da fabricação de filmes nanocompósitos de PCL/PLGA/PPy ou PCL/PLGA 

com PPy modificado, e com microtopografia padronizada por evaporação de 

solvente.  

 

 Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias de preparo de nanocargas 

híbridas baseadas em PPy com OGR ou Ag. Três metodologias de polimerização in 

situ do pirrol empregando o ácido p-toluenosulfônico como dopante principal junto 

de nanofolhas de OGR foram utilizados para preparar nanocargas híbridas de 

PPy/OGR. Pulverização catódica foi utilizada para obtenção de nanocargas híbridas 

de PPy com NPs de Ag. A influência do OGR e da Ag nas propriedades físico-

químicas e biológicas finais do PPy foram investigadas. PCL, PLGA e blendas de 

PCL/PLGA foram utilizados para preparar filmes poliméricos sem e com 

microtopografias padronizadas de canais longitudinais por evaporação de solvente. 

A influência da adição de PLGA em matriz de PCL, bem com a presença de canais 

padronizados nas propriedades físico-químicas e biológicas finais dos filmes foram 

investigados. As nanocargas híbridas (PPy, PPy/OGR e PPy/Ag) foram adicionadas 

na blenda de PCL/PLGA e filmes nanocompósitos foram obtidos sem e com 

microcanais padronizados por evaporação de solvente, então caracterizados. 



 67 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

No presente capítulo, serão apresentados os aspectos associados aos 

materiais e reagentes utilizados nos procedimentos experimentais, as técnicas de 

caracterização dos produtos obtidos, informações dos equipamentos utilizados e os 

laboratórios e parcerias que foram envolvidos durante o desenvolvimento deste 

trabalho. A Figura 4.1 mostra o fluxograma das etapas do trabalho que foram 

realizadas, juntamente com as etapas de trabalho que serão submetidas para 

revistas de Qualis A ou B e que serão detalhadas nos itens que seguem. 

 

 

Figura 4.1. Fluxograma das etapas de trabalho que foram realizadas durante quatro anos no 

Progama de Pós-Graduação em Engenharia e Tecnologia de Materiais da PUCRS. 
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4.1. Obtenção de Polipirrol (PPy), Óxido de Grafeno Reduzido (OGR) e 

das Nanocargas Híbridas PPy/OGR e PPy/Ag 

 

  A preparação das nanocargas híbridas foi realizada em diferentes 

laboratórios localizados no campus da PUCRS. 

 

4.1.1. Síntese de Polipirrol (PPy) 

 

O preparo do polipirrol (PPy) foi realizado no Laboratório de Organometálicos 

e Resinas (LOR) localizado na Escola de Ciências/PUCRS. A síntese do PPy com 

estrutura de nanofibras foi realizada via polimerização química oxidativa em meio 

aquoso [115,153], de acordo com o protocolo adaptado de Xia et al. (2011) [115] e 

as melhores condições de síntese foram estabelecidas previamente segundo estudo 

anterior [154]. O monômero pirrol (Py, 98%, Sigma-Aldrich) foi primeiramente 

destilado até obtenção do líquido incolor para a remoção de impurezas. Os demais 

reagentes foram utilizados como recebidos. 

 

Uma solução A, contendo 7,2x10-3 mol do Py e 3,2x10-2 mol do dopante ácido 

p-toluenosulfônico monohidratado (APTS, 98,50%, Sigma-Aldrich) em 20 mL de 

água deionizada, permaneceu sob agitação magnética á 0 °C por 60 minutos. 

Posteriormente, a solução A recebeu gota a gota uma solução B, a qual continha 

12,3x10-3 mol do agente oxidante cloreto férrico (FeCl3, 98%, Sigma-Aldrich) em 5 

mL de água deionizada (Figura 4.2). Após 24 h de reação, o produto foi filtrado e 

lavado com água destilada e etanol para a remoção do residual de síntese. Foi 

obtido um sólido preto de PPy, o qual foi seco em estufa (80°C) por 8 h e 

armazenado em dessecador com sílica.  
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Solução A

[Dop]:[Py]

Solução B

[Oxi]:[Py]
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Gota a gota

0  C

 

Figura 4.2. Esquema da síntese padrão do polipirrol. Fonte: Autora. 

 

4.1.2. Obtenção do Óxido de Grafeno Reduzido (OGR) 

 

Óxido de Grafeno Reduzido (OGR) foi doado pelo Grupo de Pesquisa de 

Nanomateriais da professora Dra. Nara Regina de Souza Basso. OGR foi obtido 

pelo Método Staudenmaier modificado, seguido de redução térmica de acordo com 

o protocolo adaptado de Herrera-Alonso et al. (2007)[155]. Os detalhes técnicos e 

metodológicos, assim como as melhores condições estabelecidas para obtenção do 

OGR podem ser encontrados na dissertação de mestrado de Thuany Garcia 

Maraschin intitulado “Preparação de óxido de grafeno e óxido de grafeno reduzido e 

dispersão em matriz polimérica biodegradável”.[156]  

 

4.1.3. Sínteses das Nanocargas Híbridas de PPy/OGR 

 

A síntese das nanocargas híbridas de PPy/OGR foi realizada via 

polimerização química oxidativa in situ em meio aquoso [115,153] na presença do 

OGR [157–159]. Foi avaliada a influência de três metodologias de síntese, as quais 

se diferenciam pelo uso de banho de ultrassom e/ou ultrassom de ponteira, nas 

propriedades físico-químicas das nanocargas preparadas. As razões molares 

utilizadas para os três métodos foram de [1]:[4]:[1,7] entre [Py]:[dopante]:[oxidante], 

respectivamente. Os volumes das soluções A e B também foram mantidos conforme 

descrito no item 4.1.1. Para cada método foi obtido um PPy controle, bem como as 

http://repositorio.pucrs.br/dspace/handle/10923/9540
http://repositorio.pucrs.br/dspace/handle/10923/9540
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nanocargas híbridas de PPy/OGR com as seguintes razões mássicas de OGR: 

0,1%, 1%, 3%, 5%, 10% e 20% m/m.  

 

A Figura 4.3 ilustra o esquema da obtenção das nanocargas híbridas de 

PPy/OGR via polimerização química in situ.  

 

 

Figura 4.3. Fluxograma das nanocargas híbridas obtidas via polimerização química in situ. Fonte: 

Autora. 

 

4.1.3.1. Síntese de PPy/OGR pelo Método 1 

 

No método 1 (MET1), a solução aquosa inicial (A) contendo o dopante, OGR 

e Py (solução A) foram dispersos sob agitação magnética por 1 h à 0 °C. Após, a 

solução B (oxidante) foi adicionada gota a gota e a reação transcorreu por 24 h. O 

produto foi lavado, seco e armazenado conforme os mesmos procedimentos 

realizados na obtenção do PPy padrão deste estudo, descrito anteriormente no item 

4.1.1. 

 

A Figura 4.4 ilustra um esquema das etapas de síntese das nanocargas 

híbridas de PPy/OGR preparadas pelo método 1 pela adição de 1% OGR, e tais 

etapas foram realizadas da mesma forma para os outros percentuais de OGR 

definidos para este estudo. 
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Figura 4.4. Esquema das etapas de síntese da nanocarga híbrida de PPy/OGR (1%) pelo método 1. 

Fonte: Autora. 

 

4.1.3.2. Síntese de PPy/OGR pelo Método 2 

 

 No método 2 (MET2), ultrassom de ponteira foi utilizado a fim de 

disponibilizar um OGR mais esfoliado, com área superficial livre para interagir com o 

monômero.[151] O dopante e OGR (solução A) foram dispersos inicialmente sob 

agitação magnética (1 h à 0 °C). Após a adição do Py na solução A, foi realizado o 

tratamento com ultrassom de ponteira por 20 minutos (frequência 20 kHz, potência 

70%, modelo QR500, Ultronique). Em seguida, foi realizado a adição gota a gota da 

solução B (oxidante) e a reação transcorreu até o fim conforme metodologia do PPy 

padrão deste estudo (item 4.1.1).  

 

 A Figura 4.5 ilustra um esquema das etapas de síntese das nanocargas 

híbridas de PPy/OGR preparadas pelo método 2 pela adição de 1% OGR, e tais 

etapas foram realizadas da mesma forma para os outros percentuais de OGR 

definidos para este estudo. 
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Figura 4.5. Esquema das etapas de síntese da nanocarga híbrida de PPy/OGR (1%) pelo método 2. 

Fonte: Autora. 

 

4.1.3.3. Síntese de PPy/OGR pelo Método 3 

 

No método 3 (MET3), ultrassom de ponteira e banho ultrassônico foram 

combinados a fim de disponibilizar um OGR altamente esfoliado.[151] A solução 

aquosa inicial (A) contendo o dopante e OGR foram previamente dispersos com 

ultrassom de ponteira por 10 minutos (frequência 20 kHz, potência 70%, modelo 

QR500, Ultronique) e banho ultrassônico por 30 minutos (frequência 40 kHz, modelo 

Q5.9L, Ultronique). Após, foi adicionado 7,2x10-3 mol do Py na solução A e as 

mesmas condições de uso do ultrassom de ponteira e banho ultrassônico foram 

realizadas novamente. Após 60 min de agitação magnética à 0 °C, a solução A 

recebeu gota a gota a solução B, a qual continha o agente oxidante. A reação 

ocorreu por 24 h, após este tempo, o produto foi lavado, seco e armazenado 

conforme os mesmos procedimentos realizados na obtenção do PPy padrão deste 

estudo (item 4.1.1).  

 

A Figura 4.6 ilustra um esquema das etapas de síntese das nanocargas 

híbridas de PPy/OGR preparadas pelo método 3 pela adição de 1% OGR, e tais 

etapas foram realizadas da mesma forma para os outros percentuais de OGR 

definidos para este estudo. 
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Figura 4.6. Esquema das etapas de síntese da nanocarga híbrida de PPy/OGR (1%) pelo método 3. 

Fonte: Autora. 

 

4.1.4. Obtenção das Nanocargas Híbridas de Polipirrol/Prata (PPy/Ag) 

 

 O preparo das nanocargas híbridas de polipirrol/prata (PPy/Ag) foi realizado 

no Centro Interdisciplinar de Nanociências e Micro-Nanotecnologia – NanoPUC 

localizado no Parque Científico e Tecnológico (TECNOPUC) da PUCRS. O material 

foi preparado em colaboração com o professor Dr. Dario Eberhardt, docente da 

Escola de Ciências da PUCRS. Previamente um lote de PPy foi preparado via 

polimerização química oxidativa de acordo com metodologia descrita anteriormente 

(item 4.1.1). As razões molares utilizadas na síntese deste lote foram de [1]:[2]:[1,7] 

entre [Py]:[dopante]:[oxidante], respectivamente. As nanocargas híbridas de PPy/Ag 

foram obtidas por deposição da Ag diretamente sobre o pó preto de PPy por meio 

de pulverização catódica (do inglês sputtering deposition) utilizando uma câmara de 

vácuo.  

 

Diferentes quantidades de Ag foram depositadas em 300 mg de PPy 

variando-se o tempo de exposição. Todas as deposições por sputtering foram 

realizadas a 30 W sob pressão de trabalho de argônio (99,99%, White Martins-

Brasil) fixadas em 2 × 10-2 mbar, distância do alvo de Ag de 12 cm e os tempos de 

50, 100, 500 e 1000 s para uma exposição gradativa do PPy às NPs de Ag. Durante 

a deposição, a frequência de vibração do agitador foi mantida a 17 Hz por uma 
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geração de onda senoidal. Após o processo de deposição, todas as amostras foram 

armazenadas em dessecador com sílica. Outros detalhes teóricos e técnicos 

experimentais do equipamento podem ser encontrados nos trabalhos científicos de 

Gonçalves et al. (2017) e Gonçalves et al. (2015).[160,161] A Figura 4.7 ilustra um 

breve esquema da obtenção das nanocargas híbridas de PPy/Ag preparados por 

sputtering. 

 

Câmara de vácuo para pulverização 

 

Figura 4.7. Esquema ilustrativo da obtenção das nanocargas híbridas de PPy/Ag por meio do 

processo de sputtering deposition em câmara de vácuo. Fonte: Autora. 

 

4.2. Caracterização das Nanocargas de PPy, OGR e Nanocargas Híbridas 

(PPy/OGR e PPy/Ag) 

 

O estudo das propriedades físico-químicas do PPy e das nanocargas híbridas 

obtidas (PPy/OGR e PPy/Ag) é de extrema importância para compreensão das 

características dos produtos obtidos. A Figura 4.8 mostra o fluxograma das técnicas 

de caracterização que foram realizadas nos produtos na forma de pós e que serão 

detalhadas nos itens que seguem. 
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Figura 4.8. Fluxograma das ténicas utilizadas para caracterização das nanocargas híbridas. Fonte: 

Autora. 

 

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

A estrutura química do PPy e das nanocargas híbridas obtidas (PPy/OGR e 

PPy/Ag) foram determinadas por FTIR e o equipamento está localizado na Escola 

de Ciência da PUCRS. Os espectros de absorção no infravermelho (IV) foram 

obtidos no espectrômetro da Perkin-Elmer Instruments (modelo Spectrum One FT-

IR Spectrometer) na faixa espectral de 4000 a 400 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e 4 

varreduras. Foram confeccionadas pastilhas em forma de disco (1 x 10 mm) da 

amostra com KBr (brometo de potássio) sob pressão de 10 toneladas, em uma 

prensa Perkin-Elmer Instruments. As pastilhas foram secas em estufa (100 °C) por 

12 h antes da análise. 

 

4.2.2. Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

A morfologia do PPy e das nanocargas híbridas obtidas (PPy/OGR e PPy/Ag) 

foram analisadas por MEV-FE no Laboratório Central de Microscopia e Microanálise 

(LabCEMM) da PUCRS em um microscópio modelo Inspect F50 (FEI Company). As 

amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro por um metalizador 

(BALTEC SCD 005). As imagens foram registradas no modo de elétrons 

secundários usando uma onda elétrica de 20 keV (tensão de aceleração) em 

variados aumentos de magnificação. O diâmetro médio das estruturas formadas do 

PPy e das nanocargas híbridas foram medidos com o programa ImageJ (Fiji). 
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4.2.3. Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM)  

 

A morfologia do PPy e das nanocargas híbridas obtidas (PPy/OGR e PPy/Ag) 

também foi analisada por TEM no LabCEMM/PUCRS em um microscópio modelo 

Tecnai G2 T20 (FEI Company) equipado com espectrômetro de raios-X por 

dispersão de energia (EDS) com detector de desvio de silício (SDD, Apollo SDD, 

EDAX® products). As amostras foram dispersas em acetona por 1 h em banho de 

ultrassom (frequência de 40 kHz, modelo Q5.9L, Ultronique). Uma pequena alíquota 

foi gotejada no suporte de amostra (grid de cobre), e após a evaporação do 

solvente, o material foi armazenado em estufa à vácuo por 12 h antes da análise. As 

imagens foram captadas com aceleração de elétrons de 200 keV em variados 

aumentos de magnificação. A análise química (microanálise elementar) da 

superfície das amostras foi realizada por EDS após a captura das imagens por TEM. 

O diâmetro médio das partículas de Ag nas nanocargas híbridas de PPy/Ag foram 

medidos no programa ImageJ (Fiji). 

 

4.2.4. Condutividade Elétrica (CE) 

 

A condutividade elétrica do PPy e das nanocargas híbridas obtidas 

(PPy/OGR e PPy/Ag) foi determinada pelo método da sonda de quatro pontas 

[162,163] na Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS) da Universidade 

Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (UNESP) em Ilha Solteira (São Paulo) em 

parceria com o grupo de pesquisas do professor Dr. Jose Antonio Malmonge, 

docente da UNESP/ Campus Ilha Solteira. As amostras foram analisadas em 

pastilhas na forma de disco (13,4 mm de diâmetro e <1 mm de espessura) 

preparadas por compactação do pó de PPy ou da carga híbrida com auxílio de um 

pastilhador de aço inox sob pressão de 10 toneladas, em uma prensa Perkin-Elmer 

Instruments. Uma fonte de tensão modelo 236 (Keithley Instruments) e um 

Multímetro (modelo HP34401) foram usados para medição elétrica na configuração 

de quatro sondas. Os valores estão apresentados como a média de três medições 

feitas na superfície das pastilhas de cada amostra. 
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4.2.5. Difração de Raios-X (DRX) 

 

Os padrões de difração de raios-X (DRX) foram realizados em um 

difratômetro (modelo XRD 7000, Shimadzu) com radiação de geometria de cobre Kα 

(CuKα) operando com voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA, varredura do 2θ de 

3o a 60o, passo de 0,02o e tempo de contagem de 2,0 s. As amostras foram 

analisadas na forma de pó seco em temperatura ambiente, sob condições 

operacionais constantes. O equipamento faz parte do Laboratório de Materiais e 

Nanoestruturas localizado no NanoPUC (TECNOPUC/PUCRS). 

 

Os padrões de difração de raios-X (DRX) também foram realizados na FEIS-

UNESP/ Campus Ilha Solteira em um difratômetro (modelo XRD 6000, Shimadzu) no 

modo de radição de Cu Kα (comprimento e onda: 1,5418 Å). As varreduras foram 

realizadas do 2θ= 5o a 550o, a uma taxa de varredura de 1°/ min. As amostras foram 

analisadas na forma de pó seco em temperatura ambiente, sob condições 

operacionais constantes. Os ensaios foram realizados em parceria com o grupo de 

pesquisas do professor Dr. Jose Antonio Malmonge, docente da UNESP/ Campus 

Ilha Solteira.  

 

4.3. Avaliação das Propriedades Biológicas do PPy e das nanocargas 

híbridas (PPy/OGR e PPy/Ag) 

 

As nanocargas desenvolvidas neste trabalho foram analisadas quanto à 

viabilidade celular e citotoxidade por meio do ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Os ensaios foram conduzidos em duas 

etapas:  

 

1ª etapa (MTT 1): foram testados os extratos brutos das nanocargas; 

2ª etapa (MTT 2): as nanocargas foram testadas na forma de pó em 

diferentes concentrações. 
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A 1ª etapa foi realizada no Laboratório de Neurociências do Instituto do 

Cérebro da PUCRS em colaboração com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Daniel 

Marinowic, docente da Escola de Medicina da PUCRS, e a 2ª etapa foi realizada no 

Laboratório de Farmacologia Aplicada (LAFAP) da Escola de Ciências /PUCRS.  

 

A Figura 4.9 mostra o fluxograma da avaliação biológica que foi realizada nos 

produtos em forma de pós e que será detalhada nos itens que seguem. 

 

 

Figura 4.9. Fluxograma da avaliação biológica realizada nas nanocargas híbridas. Fonte: Autora. 

 

4.3.1. Cultura e Manutenção das Células (MTT 1) 

 

 Fibroblastos de camundongos da linhagem celular NIH/3T3 (ATCC®-

American Type Culture Collection-TCC, Old Town, Maryland, USA) foram cultivados 

em garrafas de cultura de 25 cm2 (TPP®, Zollstrasse, Suiça) até atingir confluência 

ideal (80%) com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Invitrogen®, 

Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de 

gentamicina e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco®) em estufa a 37 °C 

com atmosfera controlada e umedecida com 5% CO2. 

 

4.3.2. Preparação dos Extratos Brutos das Nanocargas (MTT 1) 

 

 O processo de extração foi realizado de acordo com o estudo de Humpolíček 

et al. (2018) [164], o qual foi baseado na norma ISO 10993-5 com algumas 
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modificações necessárias para avaliação de amostras em pó. A extração foi 

realizada em recipiente quimicamente inerte e fechado, no qual o pó foi exposto a 2 

mL de meio de cultivo por 24 h a 37 ± 1 °C. Para cada 1 mL de meio de cultivo foi 

utilizado 50 mg de pó de cada amostra. Os extratos brutos foram separados dos pós 

por centrifugação a 5000 rpm por 10 min. Antes do processo de extração, cada 

amostra foi lavada com 4 L de água destilada intercalada com 200 mL de etanol e 

secas a 80 °C por 8 horas. Algumas amostras não foram analisadas, pois não foi 

possível fazer a separação dos extratos dos pós.  

 

4.3.3. Ensaio de Viabilidade Celular (MTT 1)  

 

A avaliação citotoxicológica dos extratos obtidos a partir das nanocargas 

híbridas de PPy/OGR e PPy/Ag, e seus respectivos controles (PPy), foi realizada 

por meio do ensaio MTT, método colorimétrico útil para avaliar a viabilidade e 

proliferação celular de células viáveis. Enzimas dehidrogenases mitocondriais em 

células viáveis reduzem os sais de MTT (cor amarela) em Cristais de Formazan (cor 

violeta), o qual pode ser quantificado por meio da leitura da densidade ótica (DO) no 

comprimento de onda de 590 nm utilizando um espectrofotômetro de microplacas. A 

porcentagem de viabilidade celular foi calculada através da Equação 4.1 (Neisi et 

al., 2019 [165]):  

 

      (4.1) 

 

 A linhagem celular NIH/3T3 foi plaqueada em placas de 96 poços com 200 µL 

de meio DMEM suplementado numa densidade de 3x104 células por poço, sendo 

incubadas por 24 h em estufa a 37 ºC e 5% CO2. Após esse período, foram lavadas 

com DPBS® (Solução Fosfato-Salina de Dulbecco). Então, as células foram 

expostas aos extratos brutos (PPy; PPy/OGR e PPy/Ag) e a placa foi armazenada 

por 24 h em estufa (37 ºC e 5% CO2). Ao término desse período, os tratamentos de 

cada poço foram aspirados e 200 µL de solução MTT na concentração de 5 mg/mL 

em meio DMEM suplementado foram adicionados, e a placa foi armazenada por 4 h 

em estufa a 37 ºC e 5% CO2. Por último, os cristais de Formazan foram eluídos em 
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200 µL de Dimetil Sulfóxido (DMSO) a temperatura ambiente para posterior 

realização da leitura. Um experimento independente em triplicata para cada extrato 

das amostras foi realizado para este ensaio, também foi utilizado um grupo sem 

tratamento como controle do experimento. 

 

4.3.4. Cultura e Manutenção das Células (MTT 2)  

 

 A linhagem celular utilizada neste estudo foi as células renais de macaco 

verde africano (VERO) obtidas da Coleção de Cultura do Tipo Americana (do inglês 

American Type Culture Collection – ATCC; Rockville, MD). As células da linhagem 

VERO foi cultivada em meio DMEM suplementado e mantidas em estufa a 37 °C 

com atmosfera controlada e umedecida com 5% CO2. Para a realização dos 

experimentos as células foram tripsinizadas e plaqueadas conforme a necessidade. 

 

4.3.5. Ensaio de Viabilidade Celular (MTT 2)  

 

 A viabilidade celular de diferentes concentrações das nanorcargas também 

foram determinadas pelo ensaio de MTT. Para avaliação da viabilidade celular, a 

linhagem celular VERO foi plaqueada numa densidade de 5x103 células por poço 

em placas de 96 poços. Após a confluência, as células foram expostas a diferentes 

concentrações de PPy, PPy/OGR e PPy/Ag (Quadro 4.1) e incubadas por 24 horas. 

Os ensaios foram realizados em três experimentos independentes em triplicata para 

cada concentração, também foi utilizado um grupo sem tratamento como controle do 

experimento. 

 

Quadro 4.1. Concentrações e linhagem celular utilizadas no ensaio MTT 2. 

Amostras Concentrações Linhagem celular 

PPy (controle MET 1) 

50, 100 e 200 µg/mL VERO 

PPy (controle MET 3) 

PPy/OGR 10% (MET 3) 

PPy/OGR 20% (MET 3) 

PPy (controle Ag) 

PPy/Ag (1000 s) 
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Após 24 horas de incubação, as células foram lavadas com PBS e a elas 

foram adicionados 100 μL de solução de MTT 0,5% por poço. Após 3 horas de 

incubação, o meio foi removido e na sequência, os cristais de Formazan foram 

eluídos em 100 µL de DMSO. A densidade óptica de coloração foi determinada por 

espectrofotômetro (SpectraMax Plus) a 570 nm.[166] Os resultados foram 

determinados em percentual da absorbância dos tratados em relação ao grupo que 

não recebeu tratamento (controle). As nanocargas híbridas foram lavadas com 4 L 

de água destilada intercalada com 200 mL de etanol e secas por 8 horas a 80 °C 

para serem avaliadas por ensaio MTT. As nanocargas selecionadas para este 

ensaio foram as que apresentaram melhores resultados de CE e com maior razão 

mássica de carga de refoço (OGR ou Ag) utilizada na sua preparação.  

 

4.3.6. Análise Estatística (MTT 1 e MTT 2) 

  

 Os dados da viabilidade celular (MTT 1 e MTT 2) foram analisados por 

Análise de Variância (ANOVA) de uma via seguido do pós-teste de Tukey, usando o 

software Graph-Pad (San Diego, CA), onde p <0,05 foi indicativo de significância 

estatística. 

 

4.4. Preparação dos filmes poliméricos sem e com microtopografias 

padronizadas 

 

O preparo das matrizes poliméricas, sem e com microtopografias 

padronizadas, foi realizado no LOR, localizado na Escola de Ciências/PUCRS. Os 

filmes foram preparados por evaporação de solvente.[7,39,66,152,167] As 

condições de mistura e as razões (m/m%) utilizadas entre policaprolactona/poli 

(ácido lático-co-glicólico) (PCL/PLGA) foram escolhidas para este trabalho com 

base no estudo anterior realizado por Giovanna Ramos Garcez em sua dissertação 

de mestrado intitulada “Condutos poliméricos microestruturados longitudinalmente 

para o reparo do nervo periférico” (Garcez, 2015). [168] 

  

Soluções poliméricas (33 mg/ mL) de PCL (Mn = 80.000, Sigma‐Aldrich), 

PLGA (Purasorb® PLG8523, copolímero [85/15] de poli (ácido L-lático/glicólico), 
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viscosidade inerente = 2,38 dL/g em clorofórmio, Holanda) e blendas de PCL/PLGA 

(90/10, 80/20 e 70/30) foram preparadas em clorofórmio (CHCl3, Synth, Brasil) e 

solubilizadas por 4 h em banho de ultrassom (frequência 40 kHz, modelo Q5.9L, 

Ultronique). Após isto, as soluções foram vertidas em placas de vidro Petri (5,5 cm 

de diâmetro) para evaporação de solvente à temperatura ambiente, a qual foi 

realizada por 48 h.  

 

Os filmes com microtopografias padronizadas (ou microestruturados) foram 

confeccionados nas mesmas razões (m/m%) entre PCL/PLGA e nas mesmas 

condições mencionadas anteriormente. Entretanto, as soluções foram vertidas em 

um molde microestruturado de silício com canais longitudinais de 5, 10, 15 e 20 µm 

de largura e altura constante (25 µm). Neste trabalho, o tempo da solubilização das 

matrizes foi ampliado, passando de 3 h para 4 h o tempo de banho de ultrassom, 

bem como o procedimento final aplicado na etapa da evaporação de solvente foi 

alterado, com relação a metodologia aplicada por Garcez (2015).[168] Neste 

trabalho os filmes obtidos foram secos à vácuo por 8 h, assim alterando e ampliando 

o tempo final de secagem das amostras.  

 

A Figura 4.10 ilustra a fotografia do molde de silício fabricado pelo processo 

de fotolitografia no Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingéniere des 

Matériaux (CIRIMAT) e cedido pela pesquisadora da Ecole Polytechnique Fédérale 

de Lausanne (EPFL), Dra. Amelie Béduer. O molde microestruturado padronizado (8 

cm de comprimento por 2,5 cm de largura) é composto por canais longitudinais de 

quatro tamanhos (5, 10, 15 e 20 µm) e cada tamanho está distribuído no formato de 

um retângulo de 0,9 x 1,2 mm. Todos os canais tem altura fixa de 25 µm. 

 

 

Figura 4.10. Fotografia do molde de silício microestruturado por fotolitografia. Fonte: Garcez, 

2015.[168]  



 83 

A Figura 4.11 ilustra um esquema das etapas de preparação dos filmes 

poliméricos, sem e com microtopografias padronizada, via evaporação de solvente. 

 

 

 

Figura 4.11. Fluxograma das etapas de preparação dos filmes poliméricos via evaporação de 

solvente com e sem microtopografias padronizadas. Fonte: Autora. 

 

A Figura 4.12 ilustra o fluxograma dos tipos de filmes poliméricos (sem e com 

microtopografia) obtidos via evaporação de solvente. Os filmes confeccionados sem 

microtopagrafia padronizada foram considerados do grupo filmes lisos. 

 

 

Figura 4.12. Fluxograma dos tipos de filmes poliméricos preparados. Fonte: Autora. 

 

4.5. Caracterização dos filmes poliméricos sem e com microtopografias 

padronizadas 

  

 A caracterização dos filmes poliméricos, sem e com microtopografias, foi 

realizada em diferentes laboratórios localizados na PUCRS. A Figura 4.13 mostra o 
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fluxograma das técnicas de caracterização que foram realizadas nos filmes obtidos 

e que serão detalhadas nos itens que seguem. 

 

 

Figura 4.13. Fluxograma das técnicas de caracterização realizadas nos filmes poliméricos lisos e 

com microtopografia padronizada. Fonte: Autora. 

 

4.5.1. Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

A morfologia da superfície dos filmes confeccionados foi analisada MEV-FEG 

no LabCEMM/PUCRS, em um microscópio modelo Inspect F50 (FEI Company). As 

amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro por um metalizador. As 

imagens foram registradas no modo de elétrons secundários usando uma onda 

elétrica de 10 KeV ou 20 KeV (tensão de aceleração) em variados aumentos de 

magnificação. O tamanho médio dos canais nas amostras com microestuturação 

superficial foi medido com o auxílio do programa ImageJ (Fiji). 

 

4.5.2. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

 

A nanotopografia e rugosidade superficial dos filmes lisos foram avaliadas por 

AFM. As análises foram obtidas no modo de Peak Force utilizando um equipamento 

modelo PT Dimension Icon (Brucker) equipado com uma sonda TAP150A 

(frequência de ressonância de 150 kHz e constante de mola de 5 N/m), o qual está 

localizado no LabCEMMm/PUCRS. A área escaneada das imagens foi de 30 x 30 
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µm2 com uma resolução de 512 linhas por área. Os valores de rugosidade média 

(Ra), rugosidade média quadrática (Rq) e altura máxima de rugosidade (Rmax) 

foram avaliados em triplicata. As imagens de AFM e as medidas de rugosidade (Ra, 

Rq e Rmax com n =3) foram determinadas com o auxílio do software NanoScope 

Analysis. 

 

4.5.3. Determinação de Ângulo de Contato 

 

As medidas do ângulo de contato estático da água foram realizadas usando 

um goniômetro (Phoenix 300, SEO - Surface Electro Optics Co., Ltd.) que está 

localizado na Escola de Ciência/PUCRS. Todas as imagens foram capturadas 5 s 

após as gotículas de água tocarem a superfície da amostra, a fim de obter medições 

a partir de gotículas de água sésseis inalteradas. Três gotas de água deionizada 

foram aplicadas em diferentes pontos de cada filme para calcular o valor médio dos 

ângulos. 

 

4.5.4. Ensaio de Tração (Tensão x Deformação) 

 

Ensaio de tração foi realizado nos filmes lisos utilizando uma Máquina de 

Teste Universal (modelo LR5K Plus, Lloyd Instruments) equipada com garras para 

filmes finos (25 mm de largura) a uma distância de 600 mm e uma célula de carga 

de 500 N.  A velocidade do teste foi de 50 mm/min à temperatura ambiente de 

acordo com a norma ASTM D882-12 [169] e os valores médios (n =3) de Módulo de 

Young foram obtidos. 

 

4.6. Avaliação das propriedades biológicas dos filmes poliméricos sem e 

com microtopografias padronizadas 

 

Os filmes poliméricos sem e com microtopografias desenvolvidos neste 

trabalho foram analisados quanto a toxicidade, viabilidade, proliferação, adesão, 

propagação e orientação de células de mamíferos, a fim de ampliar a compreensão 

sobre a biocompatibilidade das blendas poliméricas e dos polímeros isolados. Os 
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ensaios foram conduzidos no Instituto de Toxicologia e Farmacologia (INTOX) da 

PUCRS em colaboração com o grupo de pesquisa coordenado pela professora Dra. 

Maria Martha Campos, docente da Escola de Ciências da Saúde/PUCRS.  

 

 A Figura 4.14 mostra o fluxograma da avaliação biológica que foi realizada 

nos filmes poliméricos. A seguir são descritos os procedimentos de cada ensaio, 

bem como o procedimento para cultura e manutenção celular, e as análises 

estatísticas utilizadas no tratamento dos resultados. 

 

 

Figura 4.14. Fluxograma das técnicas e dos ensaios de avaliação biológica realizados nos filmes 

poliméricos lisos e com microtopografias padronizadas. Fonte: Autora. 

 

4.6.1. Protocolos Gerais de Cultura Celular 

  

 Para avaliação das propriedades biológicas dos filmes foram utilizadas 5 

linhagens celulares de origem animal e/ou humana: VERO (células epiteliais do rim 

de macaco verde africano), RAW 264.7 (células semelhantes a macrófagos de 

ratos), células HaCaT (queratinócitos humanos) e células HGF e MRC-5 

(fibroblastos gengivais humanos e do pulmão de feto humano, respectivamente) 

provenientes da ATCC. As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado, 

a uma temperatura de 37 °C, uma umidade relativa mínima de 95% e uma atmosfera 

de 5% CO2 no ar. Os filmes poliméricos foram desinfetados com 1 mL de etanol 

70% por 3 min e expostos à luz ultravioleta germicida por 30 min cada lado, em 

cabine de segurança classe II. As linhagens celulares foram plaqueadas 
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inicialmente com uma densidade de 4×103 células por poço e sob os filmes em 

placas de 96 poços para as análises de viabilidade celular e do índice mitótico. Elas 

foram semeadas em uma densidade de 20 × 103 células por poço e sob os filmes 

em placas de 24 poços para todas as outras análises. Todas as experiências foram 

realizadas em triplicata e repetidas três vezes. 

 

4.6.1.1. Isolamento e cultura de células do gânglio da raiz dorsal (DRG) 

 

 Células dos gânglios da raiz dorsal (DRG) foram dissecadas de ratos machos 

Wistar (4-6 semanas de idade, 180-200 g), após a eutanásia por uma overdose de 

sevoflurano inalado. A medula espinhal foi cirurgicamente exposta e os gânglios 

foram isolados manualmente e transferidos para DMEM suplementado. Pelo menos 

16 gânglios foram isolados por rato. Após lavagem com PBS, os gânglios removidos 

foram submetidos à digestão enzimática com 1 mg/ml de colagenase tipo 1 (Sigma ‐ 

Aldrich) por 40 min a 37 °C, seguida de centrifugação a 900 rpm por 10 min e uma 

etapa de digestão adicional com 0,1% de solução de tripsina-EDTA por 15 min a 37 

°C. Em seguida, as células foram transferidas para um tubo cônico de 15 mL com 5 

mL de meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino. A dissociação adicional foi 

realizada mecanicamente usando uma pipeta Pasteur de plástico estéril. As células 

foram centrifugadas a 900 rpm por 10 min. O sedimento foi ressuspenso em meio 

Neurobasal suplementado com 2% do suplemento B27 e 100 ng/ml de fator de 

crescimento nervoso 7S (ThermoFisher Scientific), contendo 100 U/ml de penicilina, 

100 μg/ml de estreptomicina e 0,45 µg/ml de sulfato de gentamicina. As células 

foram plaqueadas na superfície dos filmes microestruturados de 15 e 20 μm ou em 

lamínulas de vidro previamente tratadas com Geltrex ™ (ThermoFisher) de acordo 

com as instruções do fabricante, em poços de uma placa de 24 poços. Geltrex é 

uma matriz rica em laminina usada para facilitar a fixação celular. Células DRG 

foram cultivadas por 3 dias com mudança de média a cada 24 h após o 

plaqueamento, e posteriormente foram imunocoradas com anticorpo β ‐ tubulina 

classe III. 
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4.6.2. Efeitos funcionais da incubação com filmes lisos e com microtopografias 

padronizadas 

  

 As linhagens celulares foram incubadas com os filmes lisos ou 

microestruturados (15 e 20 μm) de PCL, PCL/PLGA (90/10, 80/20 e 70/30) e PLGA 

por 24 h. Amostras de silicone foram usadas como controle de toxicidade em alguns 

experimentos. Os polímeros foram incubados por contato indireto (método de 

extração) ou direto na proporção de 6 cm2/mL, conforme preconiza a norma ISO 

10993 (2009) [170] para a avaliação biológica de dispositivos médicos estéreis que 

entram em contato direto ou indireto com o corpo humano. 

 

4.6.2.1. Viabilidade Celular por MTT dos filmes lisos e com microtopografias 

padronizadas 

 

 A viabilidade celular dos filmes foi avaliada pelo ensaio de MTT para 5 

linhagens celulares de mamíferos (VERO, RAW 264.7, HaCaT, HGF e MRC-5). As 

células na densidade de 4×103 células por poço foram incubadas com os diferentes 

filmes lisos e microestruturados (15 e 20 μm) de PCL, PCL/PLGA (90/10, 80/20 e 

70/30) e PLGA por 24 h, como descrito acima. A densidade óptica de coloração foi 

determinada por espectrofotômetro (Spectramax – Molecular Devices) a 595 nm. 

Para os filmes lisos poliméricos, os resultados foram expressos como percentual da 

viabilidade celular em relação aos seguintes controles: placa de cultura de tecido e 

filme liso de silicone. Para os filmes microestruturados, os resultados da viabilidade 

celular foram comparados com controles de superfície microestruturada, para isto, 

foi considerado como controles os filmes de PCL puro e de silicone, ambos com 

microtopografia padronizada (canais de 15 e 20 µm). Foi necessário adaptar o 

controle para os filmes com microtopografia padronizada, pois não há placa de 

cultura de tecidos com microtopografia padronizada. 

 

4.6.2.2. Proliferação Celular e Morfologia Nuclear por DAPI dos filmes lisos 

 

 A coloração de 4′,6‐diamino‐2‐fenilindol (DAPI) foi realizada para estabelecer 

o índice mitótico como parâmetro de proliferação celular para 5 linhagens celulares 
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(VERO, RAW 264.7, HaCaT, HGF e MRC-5). As células foram semeadas em placas 

de 24 e 96 poços e incubadas com os filmes poliméricos lisos dos puros e das 

blendas por 24 h. Após a incubação, as células foram lavadas três vezes em PBS e 

fixadas com formaldeído 4% à temperatura ambiente, durante 15 min. As células 

fixadas foram então lavadas com PBS, permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% 

em PBS e coradas com 300 nM da solução DAPI (Santa Cruz, CA) à temperatura 

ambiente, por 10 min. Para avaliar a existência de danos nucleares, a morfologia 

nuclear das células foi examinada sob um microscópio fluorescente (Carl Zeiss 

MicroImaging GmbH, Alemanha). A coloração DAPI permite a visualização dos 

eventos mitóticos, os quais podem ser contados e convertidos em valores (números 

de eventos mitóticos), então sendo possível determinar o índice mitótico para cada 

contagem automática de células. O índice mitótico foi calculado como o número de 

eventos mitóticos em 10 campos por poço, três vezes em triplicata. 

 

4.6.2.3. Viabilidade e Adesão Celular por FDA/PI dos filmes lisos 

 

 As linhagens celulares HGF, MRC-5 e RAW 264.7 foram plaqueadas em uma 

densidade de 5x104 células/poço na superfície dos filmes lisos de silicone, PCL, 

PCL/PLGA (70/30) e PLGA, e foram cultivadas durante 24 ou 72 h. A análise das 

células vivas e mortas foi realizada utilizando diacetato de fluoresceína (FDA) e 

iodeto de propídio (PI), respectivamente. Na coloração FDA/PI, as células vivas 

coram com FDA ganhando a cor verde, enquanto que células mortas coram com o 

PI em vermelho. As células foram incubadas por 30 min com 8 μg/mL de FDA e 5 

μg/mL de PI em DMEM. Em seguida, as células foram analisadas por microscopia 

de fluorescência (Olympus). Imagens fluorescentes foram feitas para avaliar 

qualitativamente a viabilidade e adesão celular. 

 

4.6.2.4. Morfologia e Propagação Celular nos filmes lisos e com microtopografias 

padronizadas 

 

 As linhagens celulares HGF, MRC-5 e RAW 264.7 foram plaqueadas em uma 

densidade de 5x104 células/poço na superfície dos filmes lisos e microestrutrados 

(15 e 20 µm) de silicone, PCL puro, PCL/PLGA (70/30) e PLGA puro, e foram 
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cultivadas durante 24 ou 72 h. As células foram fixadas durante 30 min com 

paraformaldeído 4% (PFA) e sequencialmente desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol (50, 70, 85, 95 e 100%), durante 30 min cada. As amostras 

foram deixadas durante 1 h em etanol a 100% e secas à temperatura ambiente. A 

análise da morfologia e proliferação celular foi avaliada por MEV-FEG com tensão 

de aceleração de 10 kV, após metalização com uma fina camada de ouro. 

 

4.6.2.5. Orientação celular nos filmes com microtopografias padronizadas 

 

 Inicialmente, para avaliar a capacidade de orientação das células, foram 

escolhidas as linhagens celulares de fibroblastos MRC-5 e HGF, que foram 

cultivadas na superfície dos filmes microestruturados (15 e 20 µm) de PCL, 

PCL/PLGA (70/30) e PLGA. O ângulo de orientação das células foi representado 

pelo parâmetro de ordem de orientação S (Equação 4.2), 

 

S= (< 3 cos θ² -1>) / 2          (4.2) 

 

Onde θ é o ângulo que as células assumem, em relação ao ângulo medido para 

canais do filme.  

 

 Células distribuídas aleatoriamente apresentam valores de S próximos de 

zero, enquanto células com orientação paralela apresentam valores próximos a 

1.[171] Os ângulos foram determinados manualmente usando o software NIH 

ImageJ 1.36b. Sessenta medições por imagem foram tiradas de três regiões 

diferentes de um filme.  

 

 A capacidade de orientação dos neurônios também foi avaliada 

qualitativamente utilizando-se de cultura de células DRG nos filmes 

microestruturados (15 ou 20 μm) ou em lamínulas de vidro, previamente tratadas 

com Geltrex de acordo com as instruções do fabricante. Após 3 dias, as células 

foram fixadas em 4% de PFA durante 30 min e lavadas três vezes com PBS. As 

células foram bloqueadas e permeabilizadas com solução PBS contendo 1% de 

Albumina do soro bovino (BSA) e 0,1% de Triton X-100 durante 30 min à 
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temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo 

classe III β ‐ tubulina de rato (T8578, Sigma-Aldrich, diluído 1: 500) durante 2 h a 37 

°C para identificar neurônios. O anticorpo secundário Alexa 555 conjugados 

correspondente (Invitrogen, Carlsbad, CA, diluído 1: 500) e DAPI (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) foram adicionados para visualizar as células. Imagens foram obtidas 

em microscópio de fluorescência (Olympus). 

 

4.6.3. Análise estatística 

 

 Os dados foram analisados por Análise de Variância (ANOVA) de uma via 

seguido do pós-teste de Tukey, usando o software SPSS ® ou o software Graph-

Pad (San Diego, CA), onde p <0,05 foi indicativo de significância estatística. 

 

4.7. Preparação dos filmes nanocompósitos poliméricos híbridos sem e 

com microtopografia padronizada  

 

O preparo dos filmes nanocompósitos poliméricos foram realizados no LOR 

localizado na Escola de Ciências/PUCRS. Os filmes foram preparados por 

evaporação de solvente conforme descrito no item 4.4.  

 

Os nanocompósitos foram preparados pela adição de 10% (m/m) de 

nanocarga de PPy ou híbrida (PPy/OGR ou PPy/Ag) na blenda de PCL/PLGA 

(70/30). A carga foi dispersa por 8 h com banho de ultrassom (frequência 40 kHz, 

modelo Q5.9L, Ultronique) nas matrizes poliméricas conforme estudos anteriores 

(Valente, 2014) [154]. Após dispersão da nanocarga, o conteúdo foi vertido na placa 

Petri ou no molde microestruturado. No final da preparação, os filmes 

nanocompósitos lisos e microestruturados foram secos à vácuo por 8h.  

 

A Figura 4.15 ilustra um esquema das etapas de preparação dos filmes de 

PCL/PLGA com as nanocargas (PPy, PPy/OGR ou PPy/Ag) via evaporação de 

solvente. 
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Figura 4.15. Fluxograma das etapas de preparação dos nanocompósitos como filmes via evaporação 

de solvente sem e com microtopografia. Fonte: Autora. 

 

A Figura 4.16 ilustra o fluxograma dos tipos de filmes compósitos poliméricos 

(sem e com microtopografia) obtidos via evaporação de solvente. Os filmes 

confeccionados sem microtopagrafia padronizada serão considerados do grupo: 

filmes lisos. 

 

 

Figura 4.16. Fluxograma dos tipos de filmes nanocompósitos poliméricos preparados. Fonte: Autora. 
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4.8. Caracterização dos filmes nanocompósitos poliméricos híbridos 

sem e com microtopografia padronizada  

 

Os nanocompósitos foram caracterizados através das técnicas de MEV-FEG 

(item 4.5.1), AFM (item 4.5.2) e ângulo de contato (4.5.3) e os detalhes técnicos são 

os mesmos utilizados como mencionados neste trabalho a partir do item 4.5.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

 Nesse capítulo, primeiramente serão abordados e discutidos os resultados 

obtidos para as nanocargas híbridas basedas em PPy com OGR e PPy com Ag (5.1 

e 5.2). Na sequência serão apresentados e debatidos os resultados alcançados 

para os filmes de matrizes poliméricas de PCL, PLGA e das blendas de PCL/PLGA, 

sem e com microtopografia padronizada (5.3 e 5.4). Por último, os resultados da 

mistura entre as melhores nanocargas híbridas com a melhor matriz polimérica 

serão exibidos (5.5). 

 

5.1. Caracterização das Nanocargas Híbridas 

 

Nesse capítulo, serão abordados os resultados obtidos em relação às 

propriedades físico-químicas, morfológicas e elétricas, assim como a citotoxicidade 

in vitro das nanocargas híbridas obtidas via polimerização química oxidativa in situ e 

pulverização catódica. A obtenção de nanocompósitos de PPy/OGR e PPy/Ag teve 

por finalidade seu uso como nanocargas híbridas em matrizes poliméricas 

biodegradáveis e biocompatíveis, a fim de otimizar propriedades físico-químicas, 

biológica e elétrica de matrizes poliméricas. 

 

5.1.1. Nanocargas Híbridas de PPy/OGR 

 

Dentre os OGR obtidos pelo estudo prévio de Maraschin [156], o OGR 

escolhido foi aquele que apresentou maior valor de condutividade elétrica (55,4 

S/cm). A Figura 5.1 ilustra imagens de TEM e o espectro EDS do OGR escolhido.  
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Figura 5.1. Imagens de MET (A-C) e o espectro EDS do OGR (D). 

 

Nas imagens de MET (Fig. 5.1A – 5.1C), observou-se que o OGR apresenta 

morfologia típica de folhas amassadas, as quais são resultantes do processo de 

redução térmica. Neste processo grande parte dos grupos funcionais oxigenados 

são removidos.[172] O espectro EDS indicou a presença de picos dos elementos 

base da constituição do OGR: carbono (C) e oxigênio (O).  

  

A Figura 5.2 apresenta os espectros de FTIR das nanocargas de PPy/OGR 

obtidas pelos três métodos utilizados neste estudo. Observam-se vários picos 

comuns a todos os espectros dos PPy/OGR sintetizados, independentemente do 

método. Suaves deslocamentos dos picos são quase imperceptíveis. Porém, é 

comum que estes deslocamentos ocorram, devido ao processo de dopagem do PPy, 

o qual é dependente da estrutura dos reagentes participantes da síntese, bem como 

do método em si. [117] 
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Figura 5.2. Espectros de FTIR das nanocargas de PPy/OGR: a) MET1, b) MET2 e c) MET3. 

 

O espectro de FTIR do OGR apresenta uma banda larga de absorção em 

3668 cm-1 e outras bandas com picos acentuados em 1693, 1557, 1412, 1257 e 

1102 cm-1. A banda em 3668 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento dos grupos O-

H, enquanto os picos acentuados em 1693 e 1557 cm-1 são referentes ao 

estiramento da ligação C=C da vibração das cadeias do grafeno. Os picos 

observados na região entre 1500 e 1000 cm-1 provavelmente são atribuídos ao 

estiramento e às deformações das ligações C-O, bem como às deformações na 

ligação O-H.[173].  

 

Os espectros de PPy controle de cada método apresentam os picos 

característicos do PPy no estado dopado com agente de dopagem APTS (Costa et 

al., 2019). Os picos característicos em 1539 e 1474 cm-1 correspondem a vibração 

de estiramento das ligações C=C e C-N do PPy, respectivamente (vibrações 

fundamentais do anel pirrol). O pico em 3675 cm-1 foi atribuído a vibração de 

estiramento da ligação N-H e o pico de 1401 cm-1 a deformação no plano da ligação 

C-H ou C-N [115,125,153]. A banda na região 3500-3700 cm-1 e os picos mais 

agudos na região de 1700-600 cm-1 se apresentam pouco intensos para os PPy 

(controles).  

 

Nos espectros de todas as nanacargas de PPy-OGR, foi observado aumento 

na intensidade das bandas de absorção com o aumento da quantidade OGR na 

composição da nanocarga. A intensidade do pico em 1557 cm-1 é aumentada 

significativamente, na medida que aumentou a quantidade de OGR no produto. A 

diferença de intensidade pode ocorrer devido as mudanças no processo de 
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polimerização, isto está diretamente relacionado ao aumento gradativo do OGR no 

sistema de cada método, bem como um indicativo de aglomeração do PPy e OGR 

[173–175]. No geral, os espectros apresentaram comportamento similar dos grupos 

funcionais característicos do PPy. A banda referente ao estiramento da ligação N-H 

ocorreu em 3668 cm-1, e os picos referentes ao estiramento da ligação C=C foram 

em 1693 e 1557 cm-1, enquanto que a deformação da ligação C-N ocorreu em 1451 

cm-1.  

 

A Figura 5.3 apresenta as imagens de MEV-FEG das nanocargas de 

PPy/OGR e PPy controle obtidas pelo método 1, bem como do OGR puro utilizado 

na síntese. Em relação ao PPy controle, é possível observar morfologia de fibras e 

partículas globulares. As folhas do OGR apresentam aspecto típico de folhas 

amassadas, conforme observado nas imagnes de MET (Fig. 5.12). Além disso, as 

nanocargas de PPy/OGR obtidas por este método apresentaram, em geral, 

morfologia mista de fibras, folhas e de aglomerados de partículas globulares 

irregulares.  

 

Para as nanocargas com 0,1%, 1% e 3%, houve a predominância de 

partículas globulares com algumas folhas, as quais podem ser atribuídas tanto ao 

OGR quanto ao PPy. A partir de 5%, as folhas de OGR se tornaram mais evidentes, 

bem como o preenchimento e revestimento das mesmas por partículas globulares 

de PPy. Portanto, as folhas de OGR foram recobertas pelo PPy em todas as 

porcentagens e sua presença no meio reacional alterou a morfologia do PPy, uma 

vez que PPy fibroso foi observado no controle e este tipo de morfologia não foi 

visualizado nas amostras das nanocargas híbridas de PPy/OGR obtidas pelo 

médoto 1. 
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Figura 5.3. Imagens de MEV-FEG das nanocargas de PPy/OGR, PPy (método 1) e OGR. 

  

A Figura 5.4 apresenta as imagens de MEV-FEG das nanocargas de 

PPy/OGR e PPy controle obtidas pelo método 2, bem como do OGR puro utilizado 

na síntese.  Em relação ao PPy controle, é possível observar morfologia de folhas e 

partículas globulares. Na nanocarga com 0,1% OGR, houve a predominância de 

partículas globulares com algumas folhas, as quais podem ser atribuídas tanto ao 

OGR quanto ao PPy. Alguns aglomerados de folhas apresentavam forma do tipo 

pétalas. Na nanocarga com 1% OGR, houve a predominância de partículas 

globulares, folhas e fitas. Nas nanocargas com 3% e 5% OGR, as folhas de OGR 

estavam recobertas pelo PPy e as morfologias predominantes foram partículas 

globulares e folhas. Já na nanocarga com 10% OGR, as folhas de OGR estavam 
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recobertas pelo PPy e as morfologias predominantes foram folhas e partículas 

globulares com muitas fitas. E na nanocarga com 20% OGR foi observado que as 

folhas de OGR estavam preenchidas e recobertas com partículas globulares de 

PPy. 

 

 

Figura 5.4. Imagens de MEV-FEG das nanocargas de PPy/OGR, PPy (método 2) e OGR. 

 

A Figura 5.5 apresenta as imagens de MEV-FEG das nanocargas de 

PPy/OGR e do o PPy controle obtidos pelo método 3, bem como do OGR puro 

utilizado na síntese. Em relação ao PPy controle, é possível observar morfologia de 

folhas, fibras e partículas globulares. Na nanocarga com 0,1% OGR, houve a 

predominância de muitas fibras de PPy. Na nanocarga com 1% OGR, houve a 

predominância de folhas e partículas globulares, ainda que houvessem algumas 
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fibras de PPy presentes na amostra. Nas nanocargas com 3%, 5% e 10% OGR, as 

folhas de OGR estavam recobertas por fibras de PPy. Na de 10% OGR, algumas 

partículas globulares pequenas foram observadas. E na nanocarga com 2% OGR foi 

observado que as folhas de OGR estavam preenchidas e recobertas com fibras de 

PPy.  

 

 

Figura 5.5. Imagens de MEV-FEG das nanocargas de PPy/OGR, PPy (método 3) e OGR. 

 

Quando comparamos as morfologias obtidas em cada método, constata-se 

que a partir do método 3 foram obtidos materiais com morfologia 

predominantemente fibrosa do PPy, ainda que somente o PPy controle do método 1 

também tenha apresentado esta característica. A morfologia de fibras é uma 

característica bastante explorada e almejada na fabricação de biomateriais, devido 



 101 

a sua similaridade com a organização estrututral de tecidos biológicos. Além disso, 

este tipo de morfologia pode favorecer o tratamento, bem como a aceitação deste 

material pelo corpo humano.[152] 

 

A Figura 5.6 apresenta os valores obtidos para a condutividade elétrica das 

nanocargas de PPy/OGR. Ocorreu um aumento na condutividade elétrica das 

nanocargas de PPy/OGR obtidas pelos métodos 2 e 3, os quais foram aplicados o 

uso de sonicação. Os métodos 2 e 3 quando realizados com 10 e 20% de OGR 

aumentaram significamente seus valores de condutividade elétrica quando 

comparados com o método 1. Quando comparamos as amostras apenas dentro dos 

seus métodos, os valores mais baixos de condutividade elétrica foram das 

nanocargas obtidas pelo método 1. As condutividades mais elevadas foram 

observadas para as nanocargas com 10 e 20% de OGR obtidas pelos métodos 2 e 

3. As nanocargas obtidas pelo método 3 foi apresentaram valores de condutividade 

elétrica mais elevados em comparação aos valores das nanocargas obtidas pelos 

outros métodos.  

 

 

Figura 5.6. Condutividade elétrica dos PPy e das nanocargas de PPy/OGR. 
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Na literatura é comum o uso da sonicação para auxiliar no alto esfoliamento 

das nanofolhas de OG e OGR. Com esta técnica, é possível promover a 

separaração das folhas, a fim de disponibilizá-las para interagir com o sistema de 

reação através da sua ampla área superficial.[151] A condutividade elétrica 

melhorada pode ser atribuída pela formação de vias interconectadas criadas pela 

presença das nanofolhas de OGR, estando de acordo com o relato de Schimer que 

obteve nanocompósitos na forma de fibras condutivas após adição de 50% e 80% 

(m/m) de OGR.[104]  

 

A grande área superficial das estruturas baseadas em carbono, NTCs e 

OGR, atuam como pontes condutoras conectando os domínios do PPy[176] e 

quando ocorre o empilhamento π-π de elétrons entre as nanofolhas de OGR e o 

anel do PPy, então a transferência eletrônica é facilitada e mais eficiente.[175] A 

Figura 5.7. mostra as possíveis interações π-π quando ocorre a combinação entre 

as camadas de OGR com os anéis aromáticos de PPy, consequentemente 

aumentado a condutividade elétrica e a estabilidade térmica do compósito 

resultante.[177][178]  

 

 

Figura 5.7. Formação da interação π-π (ou camada de empilhamento π) entre camadas de OGR e 

anéis de PPy. Tipos de transferência de carga entre OGR e PPy: (A) transferência intra-carga no 

PPy; (B) transferência intra-carga no OGR; (C) transferência inter-carga entre PPy e OGR; e (D) 

transferência inter-carga entre camadas de PPy. Adaptado de Berendjchi et al. 2016.[177] 
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A interação π-π entre OGR e PPy aumenta o número de caminhos 

condutores para as cargas elétricas (Fig. 5.7). As vias de caminho incluíam a 

transferência inter-carga entre as camadas de OGR e as cadeias de PPy, a 

transferência inter-carga nas camadas OGR e a transferência inter e intra-carga na 

cadeia e entre as cadeias de PPy, respectivamente. [177] O uso de ultrassom de 

ponteira e banho ultrassônico no método 3, auxiliaram em uma melhor esfoliação e 

disposição das nanofolhas de OGR no sistema reacional e, consequentemente, 

foram as nanocargas com os melhores resultados de condutividade elétrica. 

 

Nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 estão apresentadas as imagens de MET dos 

controles (PPy) e das nanocargas de PPy/OGR (20% OGR). Podemos observar que 

as folhas de OGR e/ou PPy estão cobertas pelas partículas de PPy com diferentes 

formas e tamanhos. Além disso, um escurecimento da superfície das folhas de OGR 

também é observado, devido ao depósito do PPy sob a sua superfície (Fig. 5.8D - 

5.8F) e (Fig. 5.10D e 5.10F). É possível diferenciar o aspecto denso e escuro das 

folhas do PPy obtido (Fig. 5.8A e 5.8B; Fig. 5.9A; e Fig. 5.10A) das folhas de OGR, 

as quais se caracterizam por uma estrutura de folha com aspecto mais amassado de 

laminas finas e com coloração clara (Fig. 5.1A – 5.1C).  

 

As folhas do OGR possuem uma transparência característica em imagens de 

MET, pois estão organizadas em pequenas quantidades empilhadas de suas 

folhas.[172] Quando comparamos as folhas de OGR após a polimerização com o 

PPy, observa-se que a superfície do OGR escurece (Fig 5.8, 5.9 e 5.10; colunas 

20% OGR). Isto é atribuído ao acúmulo e ao depósito do PPy sob as folhas de 

OGR. Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos.[179,180]  

 

Nas imagens de MET dos controles de cada método, observa-se a obtenção 

de estruturas mistas, como fibras de interior oco e preenchido (Fig. 5.8B e 5.8C; e 

Fig 5.10B e 5.10C), bem como nanoparticulas (NPs) esféricas com tamanho médio 

de 166 nm (Fig. 5.9A, 5.9B e 5.9C). Na Figura 5.8F, observa-se que na folha de 

OGR ocorreu o depósito de algumas NPs esféricas irregulares de PPy com tamanho 

médio de 200 nm (Fig. 5.8F). Todas as imagens de TEM para os três métodos 
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evidenciam que o OGR foi recoberto pelo PPy (Figuras 5.8, 5.9 e 5.10; colunas 20% 

OGR).  

 

 

Figura 5.8. Imagens de MET das nanocargas de PPy (A-C) e PPy/OGR 20% (D-F) obtidas pelo 

método 1. 
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Figura 5.9. Imagens de MET das nanocargas de PPy (A-C) e PPy/OGR 20% (D-F) obtidas pelo 

método 2. 
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Figura 5.10. Imagens de MET das nanocargas de PPy (A-C) e PPy/OGR 20% (D-F) obtidas pelo 

método 3. 
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A Figura 5.11 apresenta imagens de TEM em alta resolução, nas quais 

observa-se a estrutura cristalina da nanofolha de OGR (setas azuis na Fig. 5.11A), 

a estrutura amorfa do PPy (Fig. 5.11B) e na Figura 5.11C do PPy/OGR-20% é 

possível identificar uma mistura das duas estruturas.    

 

        

Figura 5.11. Imagens de MET (alta resolução) do OGR (A), PPy (B) e da PPy/OGR 20% (C) obtida 

pelo método 3. 
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 Outros estudos de obtenção de nanocómpositos de PPy com derivados de 

carbono, apontam que a formação do nanocompósito ocorre na superfície das 

nanofolhas de óxido de grafeno. Esta formação ocorre devido às interações de 

empilhamento π-π entre as nanofolhas bidimensionais de átomos de carbono 

ligados sp2 e as estruturas eletrônicas da cadeia conjugada do PPy.[151,177] Foi 

realizado EDS (Fig. 5.12) via análise de TEM nas regiões observadas das 

nanofolhas de OGR nas nanocargas de PPy/OGR-20%, a fim de avaliar a 

deposição de PPy na superfície das nanofolhas. A imagem de TEM em alta 

resolução (Fig. 5.11C) e os resultados de EDS (Fig. 5.12) são sugestivos que a 

nanocarga híbrida de PPy/OGR foi formada na superfície das nanofolhas de OGR. 

 

 

Figura 5.12. Imagens dos espectros EDS (por MET-EDS) dos PPy e nanocargas PPy/OGR 20%: (A, 

B) método 1, (C, D) método 2 e (E, F) método 3. 
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Como já apresentado na Figura 5.1D, os elementos identificados em 

abundância para o OGR foram C e O. Nos espectros de EDS das nanocargas de 

PPy/OGR-20% (Fig. 5.12B, 5.12D e 5.12F) observa-se, além do C e O, a presença 

dos elementos enxofre (S) e cloro (Cl), os quais são elementos presentes apenas no 

PPy controle de cada método (Fig. 5.12A, 5.12C e 5.12E). A detecção do elemento 

S sugere que o PPy foi depositado sobre as nanofolhas de OGR, pois nos métodos 

de síntese deste estudo foi utilizado o agente dopante APTS, o qual possui S em 

sua estrutura e pode estar presente na estrutura final do PPy devido o processo de 

dopagem.[125] 

 

Os padrões de DRX do OGR, PPy e das nanocargas de PPy/OGR obtidas 

pelo método 3 foram realizados no Laboratório de Materiais e Nanoestruturas do 

TECNOPUC/PUCRS e estão ilustrados na Figura 5.13. Observam-se os picos 

característicos do OGR em 2θ em torno de 20-29° e 41- 48° com pico largo em 24° 

e um pico menor em 43°, os quais são atribuídos aos planos (0 0 2) e (1 0 0) da 

estrutura grafítica[181], enquanto para o PPy amorfo o pico característico é em 

23°.[182–185]  

 

 

Figura 5.13. Difratogramas de raio-X do OGR, do PPy e do PPy/OGR obtido pelo método 3. Análises 

de DRX realizadas no Laboratório de Materiais e Nanoestruturas do TECNOPUC/PUCRS. 
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Os picos característicos de PPy e OGR aparecem na mesma região, mas 

com diferentes intensidades. Para as nanocargas, observa-se nessa região comum 

(20-29°), que o pico a 25° aumenta a intensidade com a adição progressiva de 

OGR, confirmando a presença dos planos ordenados do OGR.[181] A perda da 

característica da banda amorfa do PPy com a adição do OGR, indica que as 

nanocargas diminuíram a desordem do seu sistema, pois o OGR possui uma 

estrutura mais organizada que o PPy amorfo. O pico do OGR com o pico do PPy em 

2θ =25  foi fundido para formar os picos das nanocargas. Essa fusão de sinal foi 

observada em outros estudos para compósitos de PPy com derivados do 

carbono.[186]  

 

Em 2θ=18 , observa-se um novo e intenso pico para algumas nanocargas. 

Para a nanocarga de PPy/OGR 20%, o pico é mais fácil de visualizar, e tal 

comportamento também foi observado em estudos com compósitos de PAni/OGR 

[181] e PPy/OG.[159] Este resultado sugere que as nanofolhas de OGR estão 

revestidas pelas partículas do PPy através de interações eletrostáticas e 

empilhamentos π-π entre elas.[181,187] A diferença nas intensidades dos picos 

está diretamente relacionando com a razão mássica entre PPy e OGR. [176,188]  

 

A Figura 5.14 apresenta um esquema representativo da ocorrência da 

polimerização in situ das nanocargas de PPy/OGR e as propostas das possíveis 

interações ocorridas entre o PPy e as nanofolhas de OGR que foram interpretadas a 

partir dos resultados apresentados neste trabalho, principalemente pelo DRX, FTIR 

e TEM-EDS de que as NPs de PPy estão depositadas nas nanofolhas de OGR e 

interagindo por interações, predominantemente, eletrostáticas e empilhamentos π-π 

entre elas.[181,187] Esta proposta tem por base outros estudos de cómpositos de 

PPy e PAni com derivados do carbono, como o OGR, os quais apresentaram 

resultados similiares com os achados neste estudo.[125,159,175,177–187,189] 
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Figura 5.14. Esquema representativo da polimerização in situ das nanocargas híbridas de PPy/OGR 

e a proposta das possíveis interações entre PPy e as nanofolhas de OGR. Adaptado de: Costa et al. 

(2019), Pattanayak et al. (2019) e Gnana Kumar et al. (2014).[125,189,190] 

 

5.1.2. Nanocargas Híbridas de PPy/Ag 

 

MEV-FEG e MET foram utilizados para avaliar a morfologia das amostras de 

PPy e das nanocargas (nanocompósitos) PPy/Ag preparadas. A Figura 5.15 mostra 

obtenção de morfologia mista de nanofibras com predominância de aglomerados de 

nanopartículas (NPs) globulares e irregulares. Não foi notado por MEV-FEG 

alterações na morfologia do PPy pós processo de exposição a Ag para todos os 

tempos utilizados (imagens não apresentadas). Portanto, as imagens do PPy puro – 

antes da exposição – (imagens não apresentadas) são similares ao do 

nanocompósito pós 1000 s de exposição a Ag (Fig. 5.15). 
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Figura 5.15. Imagens de MEV-FEG da nanocarga de PPy/Ag (1000 s de exposição a Ag). Barra de 

escala: (A) 100 µm (B) 50 µm (C) 40 µm (D) 5 µm. 

  

A Figura 5.16 mostra as imagens de MET do pó de PPy pós 1000 s de 

exposição a Ag. Para o PPy observa-se uma morfologia com estruturas de nanofibra 

(~ 200 nm) e agregação das partículas globulares irregulares, as quais apresentam-

se com seu interior homogêneo e preenchido (Fig. 5.16A – 5.16B). Também se 

observa a presença de pequenos pontos escurecidos e esféricos na região mais 

superficial do PPy, que são referentes às nanopartículas (NPs) de Ag depositadas 

no PPy (indicadas por setas azuis na Fig. 5.16). Não foi observado regiões de 

agregação das NPs de Ag na superfície do polímero (Fig. 5.16A - 5.16C).  

 

Nas imagens com alta resolução (Fig. 5.16D - 5.16F) é possível visualizar as 

regiões da organização cristalina da Ag (indicadas por pontilhados amarelos) 

diferentemente da organização amorfa do PPy. O diâmetro das NPs de Ag 

depositadas foi de 7,33 ± 6,23 nm (média ± desvio padrão; n = 44), com tamanho 

mínimo de 2,83 nm e máximo de 32,01 nm. Para todos os outros nanocompósitos 

(nanocargas) que tiveram o tempo inferior a 1000 s para pulverização da Ag, os 

mesmos pontos escuros com forma esférica e tamanho similar também foram 

observados (imagens não apresentadas). Portanto, as imagens da nanocompósito 

de PPy pós 1000 s de exposição a Ag são similares e representativas dos demais 
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nanocompósitos. A Figura 5.17A apresenta os espectros de FTIR do PPy e das 

nanocargas PPy/Ag. Todos os espectros apresentam os picos característicos do 

PPy no estado dopado. Os picos característicos em 1538 e 1472 cm-1 correspondem 

ao estiramento das ligações de C=C e C-N do PPy, respectivamente (vibrações 

fundamentais do anel pirrol). O pico em 3690 cm-1 foi atribuído ao estiramento da 

ligação de N-H e o pico de 1401 cm-1 referente à deformação no plano das ligações 

C-H ou C-N.[115,125,153]  

 

 

Figura 5.16. Imagens de MET da nanocarga compósito PPy/Ag (1000 s de exposição a Ag) (A-F). 

Imagens em alta resolução (D-F). 
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Figura 5.17. (A) Espectros de FTIR, (B) Difratograma de raio-X (realizado na FEIS-UNESP/ Campus 

Ilha Solteira) e (C) Condutividade elétrica do PPy e nanocargas de PPy/Ag (com 50 s, 100 s, 500 s e 

1000 s de exposição a Ag). 

 

A Figura 5.17B apresenta os difratogramas de raios-X das amostras, os quais 

foram realizados na FEIS-UNESP/ Campus Ilha Solteira. Nota-se um pico largo com 

2θ em torno de 20-29° com intensidade máxima em 26°, o que é relacionado à 

difração característica de PPy amorfo.[183,185,191] O perfil de DRX da nanocarga 

de PPy/Ag (1000 s de exposição a Ag) apresentou-se similar ao do PPy puro, 

sugerindo que a Ag não está em quantidade suficiente para detecção, pois não foi 

observado os picos característicos esperados (2θ igual a 32,4 , 38,2° e 45,6°) para 

as NPs de Ag em nenhuma das amostras.[192,193]  

 

Na Figura 5.17C mostra que os valores de condutividade elétrica (CE) de 

todos as nanocargas aumentaram cerca de 102 vezes com relação ao PPy puro, 

indicando que a presença da Ag contribuiu para melhorar a propriedade elétrica da 

matriz polimérica. Segundo Ghadim et al.[192] as NPs de Ag funcionam como 

pontes condutoras que conectam as estruturas condutoras do PPy, assim 

melhorando a condução dos elétrons pelo polímero. A adição da Ag no PPy através 

de uma pulverização de Ag e com o tempo mínimo de 50 s de exposição foi o 

suficiente para melhorar a CE do PPy pós síntese. 

 

 5.1.3. Biocompatibilidade das Nanocargas Híbridas de PPy/OGR e PPy/Ag 

 

O PPy vem sendo bastante explorado no campo biomédico devido a boa 

biocompatibilidade com vários tipos de células [20,127], porém as respostas 

biológicas são influenciadas diretamente pelas propriedades físico-quimicas do 
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produto e, consequentemente, dependentes das condições de síntese.[122] 

Portanto, é importante a realização de ensaios de citotoxicidade in vitro a cada nova 

e diferente rota de síntese proposta. 

 

A viabilidade celular das nanocargas híbridas de PPy com OGR ou Ag foi 

determinada pelo número de células metabolicamente ativas através da avaliação 

da redução do sal de tetrazólio em cristal de Formazan, via atividade mitocondrial 

(ensaio de MTT) em células NIH/3T3 (MTT 1) e VERO (MTT 2) para avaliar o 

potencial uso dos materiais em aplicações biomédicas. 

 

Os ensaios de biocompatibilidade foram realizados em duas etapas (MTT 1 e 

MTT 2). A fim de otimizar os ensaios biológicos, algumas nanocargas foram 

selecionadas, aquelas com elevados resultados para a condutividade elétrica, para 

avançarem a segunda etapa dos ensaios de citotoxicidade com concentrações pré-

definidas (MTT 2). 

 

5.1.3.1. Viabilidade Celular pelo ensaio MTT 1  

  

Os resultados relacionados à viabilidade celular dos extratos brutos das 

nanocargas híbridas avaliadas (Figura 5.18), apresentaram valores reduzidos de 

viabilidade para todos os grupos no período de 24 h, ocorrendo um decréscimo, 

principalmente para o lote do grupo das nanocargas com Prata (Fig. 5.18D). Apesar 

desta queda da viabilidade para todos os grupos, podemos observar que o 

resultado relacionado à viabilidade celular melhorou para as nanocargas de 

PPy/OGR, pois os valores estão aumentados quando comparados com seus 

respectivos controles (PPy puro) – principalmente para os grupos MET 1 e MET 2 

(Fig. 5.18A e 5.18B). Observa-se que as porcentagens de viabilidade celular nos 

grupos MET 3 e PRATA (Fig. 5.18C e 5.18D) não foram significativas entre as 

nanocargas híbridas e seus respectivos controles. Comparando os 3 métodos de 

síntese das nanocargas de PPy/OGR, o MET 1 foi o grupo que menos reduziu a 

viabilidade celular de modo geral para todas as nanocargas híbridas 

independentemente da porcentagem de OGR, seguido pelo MET 2 e por último o 

MET 3. As nanocargas do grupo da PRATA mantiveram o mesmo comportamento 
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de redução da viabilidade que seu controle, sugerindo que a Ag não influenciou na 

resposta celular, contrario do que foi observado para os grupos (MET 1 e MET 2) 

com OGR.  
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Figura 5.18. Gráficos da atividade metabólica medida por ensaio MTT para linhagem celular NIH/3T3 

após 24 h de incubação com os extratos das nanocargas híbridas: (A) PPy e PPy/OGR pelo MET 1, 

(B) PPy e PPy/OGR pelo MET 2, (C) PPy e PPy/OGR pelo MET 3 e (D) PPy e PPy/Ag. * p<0,05, ** 

p<0,001, *** p<0,0001 versus Placa, # p<0,05, ## p<0,001, ### p<0,0001 versus PPy (respectivo do 

seu grupo); Análise de Variância Simples (ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de Tukey, (n  = 3). 

 

Kim et al. (2018)[194] modularam a efetividade de adesão e proliferação dos 

fibroblastos sob eletrodos de PPy controlando as características do dopante 

incorporado a cadeia do polímero. Portanto, PPy pode ter sua biocompatibilidade 

melhorada através de escolhas adequadas do tipo de dopante a ser utilizado no seu 

processo de síntese.[194] Ryoo et al. (2010) [195] já relataram alta 

biocompatibilidade das células de fibroblastos NIH/3T3 com superfícies 

nanoestruturadas a base de carbono (NTCs, OG e OGR), bem como uma melhoria 
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de 250% na eficiência da transfecção gênica das células. Podemos atribuir que a 

viabilidade melhorada observada para as nanocargas de PPy/OGR (MET 1 e MET 

2) pode ter ocorrido pela presença do OGR na composição final das nanocargas.  

 

As diferentes repostas de viabilidade celular para materiais de mesma base 

de formação indicam o quanto a biocompatibilidade do produto é sensível as 

condições envolvidas no seu processo de obtenção e purificação. 

[21,124,127,132,133,164,196] Assim, o OGR mostrou-se interessante ao propósito 

de otimizar o PPy, pois melhorou a viabilidade celular quando presente nas rotas de 

sínteses adotadas neste estudo. Enquanto a Ag, por esse ensaio, não demostrou 

acarretar mudanças na resposta biológica do PPy.  

 

5.1.3.2. Viabilidade Celular pelo ensaio MTT 2  

 

Para avaliação de citotoxicidade nesta segunda etapa, inicialmente foram 

selecionadas seis amostras (PPy controle – método 1 e 3; PPy com 10 e 20% de 

OGR – método 3; PPy/Ag (1000 s) e PPy controle do grupo prata - sem prata) com o 

intuito de determinar o perfil de toxicidade/biocompatibilidade em modelo in vitro 

(Figura 5.19). Para isso, o primeiro passo foi avaliar a metodologia de preparo do 

PPy (método 1 e 3) com a finalidade de verificar o perfil atóxico descrito na 

literatura, além de gerar dados que possibilitem uma melhor compreensão do perfil 

de resposta após a introdução de diferentes porcentagens das cargas de OGR e 

Ag.  

 

Nesta etapa, as células foram incubadas com diferentes concentrações do 

material sintetizado (0, 50, 100 e 200 µg/mL) por 24 h para avaliar à viabilidade 

celular das nanocargas híbridas em contato direto com as células VERO. 
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Figura 5.19. Gráficos da atividade metabólica medida por ensaio MTT para linhagem celular VERO 

após 24 h de incubação com as nanocargas híbridas: (A) PPy pelo MET 1, (B) PPy pelo MET 3, (C) 

PPy/OGR 10% pelo MET 3, (D) PPy/OGR 20% pelo MET 3, (E) PPy - Síntese Padrão (base para 

deposição da Ag) e (F) PPy/Ag (1000 s). * p<0,05 e ** p<0,01 versus Controle (0); Análise de 

Variância Simples (ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de Tukey, (n = 3). 

  

 O efeito do PPy sintetizado pelo método 1 e 3 (Fig. 5.19A e Fig. 5.19B) 

não promoveu redução da viabilidade das células Vero, além disso foi possível 

observar que o PPy pelo método 3 promoveu aumento da viabilidade celular na 

concentração de 100 µg/mL, enquanto o PPy pelo método 2 não promoveu nenhum 
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efeito sobre as células Vero. Na avaliação do PPy sem prata (Fig. 5.19E) foi 

possível observar um aumento da viabilidade nas concentrações de 50 e 100 

µg/mL. Uma vez que foi mostrado o perfil atóxico do polímero veicular, o próximo 

passo foi verificar se a introdução de nanocarga (OGR e Ag) alteraria este perfil. 

Como observado na Figura 5.19, os materiais de PPy com 10 e 20% de OGR (Fig. 

5.19C e Fig. 5.19D) não foram capazes de reduzir a viabilidade das células Vero em 

nenhuma das concentrações testadas, além disso a amostra de PPy com Ag 

também não promoveu nenhum efeito na linhagem Vero. 

 

Nos últimos anos, materiais com PPy tem sido explorado em diversos estudos 

como biomaterial com características favoráveis de biocompatibilidades para 

aplicações biomédicas.[131,164,197] Kim et al. (2011) [131] verificaram em células 

de mamíferos in vitro e descobriram que as NPs de PPy com diferentes diâmetros 

(20, 40, 60, 80 e 100 nm) afetam a viabilidade, o estresse oxidativo e a apoptose / 

necrose das células quando foram tratadas com o PPy, e os efeitos foram 

dependentes do tamanho e da dose. As NPs de PPy com diâmetro de 60 nm em 

concentrações mais elevadas (500 µg/mL) desencadearam o maior efeito adverso 

nas células. Vaitkuviene et al. (2013)[197] também avaliaram a biocompatibilidade 

de NPs de PPy sintetizadas por polimerização química oxidativa em diferentes 

linhagens celulares. Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a 

citotoxicidade das NPs de PPy também foi depentente da dose, e que baixas 

concentrações das NPs de PPy (abaixo de 78 µg/mL) foram biocompatíveis, 

enquanto concentrações mais altas (acima de 78 µg/mL) se tornavam mais 

citotóxicas. Ainda também, Humpolícek et al. (2018) [164] testaram a 

biocompatibilidade de extratos do PPy por ensaios de citotoxicidade e 

embriotoxicidade. Neste estudo, o PPy foi preparado pelo método químico oxidativo 

com FeCl3 e os autores reportaram uma faixa de citotoxicidade para os extratos de 

PPy, geralmente associado a altas concentrações.[164] 

 

Os resultados mostrados na Figura 5.19, ao contrário do que foi reportado na 

literatura, mostrou-se biocompatível em concentrações mais altas (100 a 200 

µg/mL), possivelmente associado a morfologia das nanocargas avaliadas e outos 

fatores, como as condições de síntese, a escolha do dopante e a purificação do 
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produto, pois são fatores que afetam fortemente a química e a topografia supercial 

resultante.[22,122,197]  Devido às infindáveis combinações possíveis, os resultados 

relatados com esses fatores variam amplamente na literatura. [22] 

 

5.1.4. Conclusão Parcial – Nanocargas Híbridas  

 

 Os resultados obtidos na síntese e caracterização das nanocargas 

híbridas de PPy com OGR e Ag, por polimerização química oxidatica in situ e 

pulverização catótica, respectivamente, mostraram que o OGR e a Ag foram bem 

incorporados na matriz de PPy. Portanto, nanocargas híbridas de PPy/OGR e 

PPy/Ag na forma de pós foram obtidas com sucesso.  

 

 Inicialmente foram obtidas as nanocargas de PPy/OGR por três 

metodologias de síntese, as quais se diferenciavam pelo uso de banho de ultrassom 

e/ou ultrassom de ponteira para aumentar a esfoliação das nanofolhas de OGR no 

momento de síntese. A adição do OGR provocou alterações na morfologia, 

condutividade elétrica, características químicas e estruturais do PPy. Nas 

nanocargas híbridas de PPy/OGR obtidas pelo método 3, foi observada por meio 

das análises de MEV-FEG e MET a presença de PPy com estrutura fibrosa, a qual é 

desejada devido a similaridade com a estrutura organizacional dos tecidos 

biológicos.[152] Além disso, as nanocargas com 10% e 20% de OGR obtidas por 

este método, apresentaram os valores mais elevados de condutividade elétrica, 

cerca de 47% e 163% maior que o controle, respectivamente. Tal fato pode ser 

relacionado a melhor disponibilidade das nanofolhas de OGR pelo tratamento de 

sonicação (banho de ultrassom e ponteira) que foi utilizado para uma alta esfoliação 

do OGR, e assim foi melhor disponibilizado para interagir com o Py. A alta 

esfoliação favoreceu interações π-π entre as nanofolhas de OGR e os anéis de PPy 

[177,178], consequentemente aumentando a condutividade elétrica, especialmente 

para as nanocargas do método 3. O DRX mostrou que ocorreu a diminuição da 

desordem do sistema híbrido, pois em 2θ =25  o pico foi fundido para formar os 

picos das nanocargas [186], além de um novo pico em 2θ =18° que sugere que as 

nanofolhas de OGR estão revestidas pelas partículas do PPy através de interações 
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eletrostáticas e empilhamentos π-π entre elas.[181,187] Suaves deslocamentos no 

FTIR também sugerem que ocorreu aglomeramento entre o OGR e PPy, assim 

como o EDS que detectou a presença do PPy nas nanofolhas de OGR.  

 

Na sequência, nanocargas híbridas de PPy/Ag foram obtidas por 

pulverização catódica. Dos quatro tempos de exposição à prata testados, foi 

obsevado que a partir do tempo mínimo de 50 s de exposição à prata, a 

condutividade elétrica do PPy aumentou sem diferença significativa com relação aos 

demais tempos. No entanto, quando se avaliou a morfologia das nanocargas obtidas 

por TEM, foi observado que a nanocarga de PPy/Ag (1000 s – tempo máximo) 

apresentou uma quantidade visualmente maior de prata. Independente do tempo de 

exposição, o tamanho de nanopartícula médio da Ag foi de 7 nm. Por FTIR e DRX 

não foram observadas mudanças significativas em todas as nanocargas com Ag.  

 

 O presente estudo também fornece evidências da biocompatibilidade do PPy 

pelo método de síntese in situ utilizado neste estudo, como também das amostras 

do PPy com as diferentes nanocargas híbridas (OGR e Ag). O conjunto de 

resultados obtidos através da avaliação da citotoxicidade dos materiais obtidos 

(PPy, PPy/OGR e PPy/Ag) sugere que as nanocargas híbridas não apresentam 

toxicidade até concentração de 200 µg/mL, e podem constituir uma excelente 

ferramenta para aplicações na área biomédica. 

 

 Portanto, após a análise de todos os resultados desta etapa de trabalho, é 

possível concluir que se pode preparar nanocompósitos de PPy/OGR por 

polimerização química oxidativa in situ. Comparando os resultados obtidos entre os 

3 métodos de síntese, o pelo método 3 percebe-se um ganho na propriedade 

elétrica, bem como uma estrutura com fibras no produto e biocompatibilidade com 

células VERO em concentrações até 200 µg/mL. Logo, as nanocargas híbridas de 

PPy/OGR (10 e 20% OGR, especialmente) do método 3, evidenciam como as 

nanocargas condutivas mais adequadas para o uso futuro em matrizes poliméricas, 

a fim de otimizar propriedades elétrias e biológicas. Também se pode preparar 

nanocargas híbridas de PPy/Ag por pulverização catódica, com propriedade elétrica 

melhorada com apenas 50 s de exposição a Ag e sem evidências de toxicidade a 
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células VERO em concentrações até 200 µg/mL. Portanto, as nanocargas híbridas 

de PPy/Ag também demonstram ser nanocargas condutivas e biocompatíveis 

adequadas para uso em matrizes poliméricas.  

 

 Não existe na literatura até o momento qualquer publicação a respeito da 

incorporação de material híbrido, condutivo e biocompatível composto por PPy/OGR 

ou PPy/Ag em blendas poliméricas de PCL/PLGA. 

 

5.2. Caracterização da superfície dos filmes poliméricos sem e com 

microtopografia padronizada 

 

 Como já descrito no item 4.2, filmes de PCL, PLGA e blendas de PCL/PLGA 

foram obtidos via evaporação de solvente, utilizando-se dois moldes diferentes, sem 

e com microtopografias padronizadas. A Figura 5.20 ilustra imagens do aspecto 

visual dos filmes poliméricos obtidos nos diferentes moldes.  

 

 

Figura 5.20. Filmes de PCL e PCL/PLGA (70:30) obtidos: a) na placa de petri (Liso) e b) no molde 

microestrturado. Fonte: Adaptado de Garcez, 2015.[168] 

  

 A Figura 5.21 apresenta as imagens de MEV-FEG das superfícies dos filmes 

obtidos sem e com microestruturação. Observa-se a presença de agregados 

esféricos típicos de polímeros semicristalinos (domínios esferulíticos) na superfície 

do filme de PCL puro (Fig. 5.21a).[66,167] Em contraste, a superfície do PLGA puro 

apresenta-se plana e lisa, sem evidências de poros e irregularidades (Fig. 5.21e). 

Nas blendas de PCL/PLGA observam-se domínios esféricos de PLGA, os quais 
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apresentam-se mais evidentes com a adição deste polímero (Fig. 5.21b, 5.21c e 

5.21d), indicando que estes dois polímeros são imiscíveis entre si. Resultados 

similares da dispersão e imiscibilidade entre os polímeros PLGA e PCL também foi 

observado por Barbanti et al. (2008) e Tang et al. (2005).[66,167]  

 

 Os filmes microestruturados obtidos (Fig. 5.21f – 5.21o) apresentaram canais 

com alinhamento longitudinal com as seguintes larguras médias: 5,3 ± 0,1 μm; 9,8 ± 

0,2 μm; 14,0 ± 0,9 μm; e 19,3 ± 1,2 μm. Estes valores estão próximos do tamanho 

esperado para os moldes utilizados (5, 10, 15 e 20 μm).  

 

 

Figura 5.21. Imagens de MEV-FEG dos filmes de PCL, PLGA e das blendas PCL/PLGA sem e com 

microestruturação (canais de 15 e 20 μm). Barra de escala: 300 µm. Magnificação: 500 x.  

  

 A Figura 5.22 apresenta uma imagem de MEV-FEG do filme de PLGA com 

microesturação de 20 µm na posição lateral para verificação da altura dos canais. 

Não foram observadas diferenças significativas na largura e na altura dos canais do 

filme (25,1 ± 1,9 μm), bem como entre todos os outros grupos (imagens não 

ilustradas). A imagem da Figura 5.22 é representativa da morfologia lateral dos 
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demais filmes (imagens não ilustradas), pois a altura dos canais foi fixada em 25 μm 

para todos os tamanhos de canais. 

 

 

Figura 5.22. Imagem de MEV-FEG da fratura lateral do filme de PLGA com microestruturação (20 

μm). Magnificação: 1000 x. 

 

 A Figura 5.23 apresenta a rugosidade superficial dos filmes lisos avaliados 

por AFM e a propriedade mecânica pelo Módulo de Young. Foi possível observar 

regiões de imiscibilidade do PLGA na matriz PCL em todas as blendas (Fig. 5.23b - 

5.23d). A blenda de PCL/PLGA (70/30) apresentou uma superfície mais rugosa em 

comparação aos filmes de PCL (Fig. 5.23a) e das blendas (90/10 e 80/20). 

Ondulações também foram observadas na superfície de todos os filmes, e com o 

aumento da quantidade de PLGA na matriz de PCL, foi mais facilmente observado 

as mudanças topográficas devido uma maior formação dos domínios esféricos de 

PLGA que favoreceram a modificação da matriz de PCL. Na Figura 5.23 (f-h) são 

apresentados os gráficos dos parâmetros de rugosidade superficial avaliados: 

Rugosidade Média (Ra), Rugosidade Média Quadrática (Rq) e Altura Máxima de 

Rugosidade (Rmax), bem como as características topográficas por imagens 2D 

(Figura 5.23a-e). Valores mais altos destes parâmetros foram observados para o 

filme da blenda de PCL/PLGA (70/30), os quais foram semelhantes aos valores 

apresentados pelo filme de PLGA e significativamente maiores que os valores 

apresentados pelos filmes de PCL e das outras blendas. As imagens por AFM 

também evidenciam para as blendas a formação de domínios eféricos com 
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diferentes diâmetros, os quais são atribuídos ao PLGA disperso na matriz de PCL, 

apoiando o comportamento de imiscibilidade dos polímeros demonstrado nas 

imagens de MEV-FEG. 

 

 

Figura 5.23. Imagens de AFM 2D dos filmes lisos variando a relação PCL e PLGA: (a) PCL, (b) 

PCL90 / PLGA10, (c) PCL80 / PLGA20, (d) PCL70 / PLGA30, e (e) PLGA. Parâmetros de rugosidade 

da superfície (tamanho de área: 30 µm 2): (f) rugosidade média (Ra); g) Rugosidade média 

quadrática (Rq) e (h) Altura máxima de rugosidade (Rmax). Análise feita na superfície do filme que 

permaneceu em contato com o ar (superfície superior). * p <0,0001 versus todos os outros grupos, ** 

p <0,0001 versus PCL puro, 90/10 e 80/20. Análise de Variança Simples (One-way ANOVA) seguido 

pelo teste Post hoc de Tukey; (i) Módulo de Young dos filmes lisos. * p <0,0001 vs. PCL puro, # 

p <0,05 versus todos os outros grupos, One-way ANOVA seguido pelo teste Post hoc de Tukey. 

 

 Pelas análises de MEV-FEG e AFM, o PCL e o PLGA mostraram claramente 

ser imiscíveis, pois apresentam separação de fases, o que ocasiona às topografias 

parcialmente ou muito rugosas, conforme as composições de misturas. A 
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miscibilidade entre os polímeros no mesmo solvente é dependente de sua 

solubilidade, vinculado às características do próprio peso molecular e sua razão 

molar no caso de copolímero.[39,42,55,60,198,199] O polímero PCL e o copolímero 

PLGA utilizados neste estudos são da mesma família dos polímeros biodegradáveis, 

mas apresentam essas características próprias e distintas que ocasionam a 

separação de fases entre si. Outros estudos também evidenciaram a separação por 

fase independentes entre PCL e PLGA na razão mássica 70/30, resultando em uma 

rede polimérica com porosidade não homogênea.[200] Níveis elevados de 

rugosidade superficial para filmes poliméricos produzidos a partir de dois polímeros 

por evaporação de solvente também foram relacionados à formação de bolhas 

microscópicas superficiais causadas pelo vapor de solvente em fuga, as quais são 

formadas durante o processo de secagem dos filmes.[201] Atualmente, a mistura de 

PLGA e PCL é uma das combinações que vem mostrando ser cada vez mais 

atraente, porque Tang et al. (2005 e 2006) relataram um aumento da adesão e 

crescimento de células de osteoblastos em filmes de PCL/PLGA, fato favorecido 

pela imiscibilidade entre os polímeros que, consequentemente, causou mudanças 

na morfologia da superfície dos filmes quando aplicado em variadas razões 

mássicas entre eles.[66,202]  

 

 O Módulo de Young dos filmes lisos também foi avaliado. De acordo com os 

resultados da Figura 5.23i, observa-se que as blendas de PCL/PLGA apresentaram 

valores maiores que o filme de PCL, e sem diferença significativa entre as blendas. 

Isto indica que uma pequena razão mássica de 10% de PLGA foi o suficiente para 

modificar a propriedade mecânica da matriz de PCL. A partir da mínima adição de 

PLGA na matriz de PCL resultou em filmes mais rígidos, uma vez que o filme de 

PLGA apresentou um módulo ~3 vezes maior que o filme de PCL. O Módulo de 

Young para os filmes lisos de PCL, PCL/PLGA (90/10, 80/20 e 70/30) e PLGA foi de 

348 ± 51, 549 ± 60, 596 ± 113, 612 ± 26 e 1062 ± 68 MPa, respectivamente. O PCL 

é um material mais flexível e adequado para a preparação de suportes comparado 

ao PLGA. Uma desvantagem de aplicar o PLGA isoladamente é a sua alta rigidez, 

enquanto o PCL apresenta menor afinidade pelas células. Portanto, aplicar a 

mistura dos dois polímeros pode resultar em novos biomateriais com vantagens 

biológicas e mecânicas ajustáveis.[203,204]  
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 A hidrofobicidade da superfície de biomateriais é um fator chave e relevante 

para o controle da resposta celular, que pode ser avaliada medindo-se o ângulo de 

contato (WCA do inglês Water Contact Angle) através da distribuição de uma gota 

de água na superfície do biomaterial.[32] A Figura 5.24 apresenta o gráfico com o 

comportamento dos ângulos de contato dos filmes sem e com microtopografias e 

algumas imagens de uma gota de água que foi formada na superfície de um filme 

sem e com microcanais padronizados. A Tabela 5.1 também apresenta os valores 

de ângulo de contato de todos os filmes avaliados.  

 

 

Figura 5.24. Gráfico dos valores médios do ângulo de contato das gotas formadas na superfície dos 

filmes sem e com microtopografias (A). Imagens da gota de água na superfície lisa (B) e 

microestruturada com canais de 20 µm (C) de filmes com composição de 70/30 entre PCL/PLGA. 

Análise feita na superfície do filme que permaneceu em contato com o ar para o grupo de filmes lisos 

e na superfície com microcanais (15 e 20 µm) para o grupo de filmes microestruturados. # p <0,05 

versus todos os outros filmes dentro do grupo; *p <0,05 versus PLGA e **p <0,001 versus PLGA 

dentro do grupo. Análise de Variança Simples One-way ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de 

Tukey. 

 

Tabela 5.1. Valores do ângulo de contato dos filmes sem e com microtopografias (média ± desvio padrão). 

Ângulo 

de 

Contato 

Biomaterial PCL 90/10 80/20 70/30 PLGA 

Liso 65,8° ± 5,6° 67,5° ± 4,1° 67,9° ± 3,1°  65,7° ± 1,7 ° 76,8° ± 1,5° 

15 µm 77,9° ± 8,1° 80,5° ± 2,4° 77,0° ± 6,8° 77,0° ± 6,8° 101° ± 4,8° 

20 µm 86,8° ± 10,3° 87,7° ± 9,2° 88,4° ± 14,3° 86,3° ± 7,5° 102° ± 1,4° 

  

 Mudanças bruscas na topografia e na rugosidade da superfície podem ter 

um efeito significativo no ângulo de contato, bem como influenciam diretamente no 
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comportamento das interações entre as células e a superfície do 

biomaterial.[201,205] Todos os filmes lisos indicaram ter superfícies com 

hidrofilicidade moderada, valores menores que 90° e maiores que 40°.[206] Os 

valores de WCA de todas as blendas não apresentaram diferença significativa entre 

si e em relação a matriz de PCL do grupo de filmes lisos, sugerindo que a 

quantidade de PLGA utilizada não teve efeito na hidrofilicidade da matriz 

majoritariamente de PCL. O ângulo de contato do filme liso de PLGA foi ligeiramente 

maior quando comparado aos demais do grupo, porém apresentando ângulo inferior 

a 90°. A literatura mostra que os ângulos de contato com a água aumentam 

gradualmente com a presença de grupamentos metila (–CH3) em superfícies.[206] 

Portanto, a leve hidrofobicidade exibida pelo PLGA em relação ao PCL pode ser 

atribuída ao grupamento –CH3 presente na sua estrutura química, enquanto o PCL 

não possui. Todos os filmes lisos podem ser considerados hidrofílicos, uma vez que 

o ângulo de contato foram < 90° e são atribúídos à superfície com hidrofilicidade.  

 

 Os filmes com microcanais de 15 µm apresentaram WCA na sua maioria 

menores que 90°, com excessão do PLGA (>100°). Observa-se um aumento 

siginificativo dos valores de WAC das composições de PLGA e da blenda 70/30 

com relação aos demais filmes do grupo microestruturado (15 µm). Comparando os 

valores deste grupo com o grupo dos filmes lisos, todos os valores WCA foram mais 

elevados, indicando uma influência das características topográficas no 

comportamendo de molhabilidade da superfície de matrizes de mesma composição. 

Os filmes com canais de 20 µm apresentaram WCA similar ao grupo de 15 µm, sem 

diferença estatística dentro do grupo. Do mesmo modo que o grupo de 15 µm, os 

valores de WAC (20 µm) também são mais elevados que o grupo de filmes lisos. Os 

valores de WAC, apesar de não apresentarem diferença estatísca entre os grupos 

microestruturados (15 e 20 µm), os filmes com canais maiores apresentaram suave 

tendência de exibirem valores médios de WCA maiores que aqueles com canais 

menores. Assim como para o grupo de filmes com canais de 15 µm, apenas o filme 

de PLGA do grupo microestruturado de 20 µm apresentou valor superior a 90 °, 

indicando uma superfície de caráter hidrofóbico.  
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No geral, os filmes com microcanais padronizados apresentaram seus WCA 

mais elevados que o grupo dos filmes lisos, porém a maioria ainda exibindo valores 

inferiores a 90 °. Os filmes com microestruturação mantiveram uma característica 

favorável de molhabilidade hidrofílica de suas superfícies, apesar da mudança 

topográfica significativa com relação ao grupo dos filmes lisos. A literatura reporta 

valores mais elevados para o WCA de matrizes fibrosas quando comporadas com a 

mesma matriz densa.[207] Esse comportamento é atribuído a morfologia da 

superfície, rugosidade, porosidade e tamanho das estruturas, as quais podem reter 

diferentes volumes de ar na interface sólido-água e modificar essa relação.[207,208] 

Existem vários modelos teóricos de ângulo de contato para explicar a interface 

sólido-liquido. Com base no modelo de Wenzel, o qual considera que o líquido 

preenche todas as ranhuras, a área de contato real sólido-liquido é maior que a 

área de contato geométrica aparente e por isso a hidrofobicidade é aumentada. A 

medida que a taxa de estrutura da superfície diminui, a hidrofobicidade aumenta 

gradualmente.[208] Logo, os resultados de WCA para os filmes microestruturados 

com relação as matrizes sem estruturas vem de encontro com a teoria de Wenzel, 

que os canais foram preenchidos pelo líquido, alterando a relação de área entre 

solido-liquido, e resultando nos aumentados valores de WCA.  

 

 As características superficiais de hidrofilicidade e morfológica em escala 

micro e nanométrica, assim como a composição química, influenciam diretamente a 

efetividade da adsorção de proteínas séricas no material.[206,209–211]  O aumento 

da rugosidade é um outro parâmetro importante que também está diretamente 

relacionado na adsorção de proteínas nas superfícies dos biomateriais.[210] Além 

disso, a literatura mostra que superfícies hidrofílicas facilitam a adesão e a 

proliferação de células nos suportes.[212–214] A literatura também ressalta que 

trabalhar com blendas poliméricas tem permitido que cada componente compense a 

fraqueza inerente do outro, bem como apresentem características físico-químicas e 

mecânicas intermediária aos seus componentes isolados, com efeitos diretos na 

efetividade das respostas biológicas.[203,206] Portanto, a blenda 70/30 de 

PCL/PLGA proposta neste estudo apresenta características superficiais necessárias 

como rugosidade elevada e hidrofilicidade moderada para aplicações na ET, bem 
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como foi possível de modelar sua superfície através de molde com estruturas 

padronizadas  

 

5.2.1. Biocompatibilidade dos filmes poliméricos sem e com 

micropografias padronizadas 

 

 Os ensaios de biocompatibilidade foram realizados para todos os filmes lisos 

nas diferentes razões mássicas entre PCL/PLGA. A fim de otimizar os ensaios 

biológicos, apenas as blendas que não apresentaram citotoxicidade celular pelo 

ensaio MTT avançaram para outros ensaios de biocompatibilidade e foram 

avaliados na condição de filmes microestruturados com canais de 15 e 20 µm. A 

escolha do tamanho dos canais foi baseada no estudo de Miller et al. (2001)[36], 

que avaliou o crescimento de células de Schwann em superfícies com topografias 

padronizadas de PDLA e concluiu que canais muito pequenos (5 µm) não 

demonstraram efeitos de guiamento favoráveis quanto aqueles com estruturação de 

tamanhos entre 10 - 20 µm.[36] 

 

5.2.1.1. Viabilidade Celular pelo ensaio MTT 

 

 Os efeitos dos filmes lisos foram avaliados pelo ensaio MTT em cinco 

linhagens celulares distintas (Figura 5.25). Os filmes de PCL e da blenda 

PCL/PLGA (90/10) causaram uma diminuição significativa na viabilidade celular das 

células HaCaT e RAW 264.7 (Fig. 5.25a e 5.25b). Além disso, o filme de PCL 

também desencadeou uma diminuição significativa da viabilidade das células VERO 

e HGF (Fig. 5.25c e 5.25d). O efeito antiproliferativo máximo para células VERO foi 

observado em filmes de PCL (Fig. 5.25c), enquanto que a redução máxima da 

viabilidade celular com a blenda PCL/PLGA (90/10) foi observada em células RAW 

264.7. Os filmes de PLGA e das blendas de PCL/PLGA não alteraram 

significativamente a viabilidade das células HGF e MRC-5 (Fig. 5.25d e 5.25e). A 

blenda PCL/PLGA (70/30) causou um aumento significativo na viabilidade celular 

para todas as linhagens celulares quando comparadas a matriz pura de PCL (Fig. 

5.25a-e). As blendas PCL/PLGA (80/20 e 70/30) não apresentaram citotoxicidade 
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em todas as linhagens testadas, e devido a isso, foram selecionadas para a 

continuação da avaliação biológica na forma de filmes microestruturados. 

 

 

Figura 5.25. Gráficos da atividade metabólica medida por ensaio MTT para linhagens celulares 

HaCaT (a, f), RAW 264.7 (b, g), VERO (c, h), HGF (d, i) e MRC-5 (e, j) após 24 h de incubação com 

filmes lisos (a – e) e microestruturados de 15 µm (f – j). Placa de cultura de tecidos e silicone foram 

utilizados como controles para comparações com os filmes lisos, enquanto PCL puro 

microestruturado foi utilizado como controle para as comparações dos filmes microestruturados. * 

p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001 versus Placa; # p <0,05, ## p<0,001, ### p<0,0001 versus PCL, 

Análise de Variança Simples (One-way ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de Tukey, ( n  = 3). 
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 Os resultados encontrados para as blendas microestruturadas de PCL/PLGA 

(80/20 e 70/30) foram semelhantes aos obtidos para as blendas lisas e nenhuma 

citotoxicidade foi observada, mesmo para o filme microestruturado de PCL (Fig. 

5.25f–j), indicando o efeito positivo da modificação superficial (microtopografia 

padronizada) no aumento da bicompatibilidade de matrizes de baixa adesão celular 

 

5.2.1.2. Proliferação Celular e Morfologia Nuclear por DAPI  

 

 Para avaliar o perfil celular proliferativo nos filmes lisos, o índice mitótico (IM) 

foi determinado pela coloração com DAPI (Fig. 5.26). Este experimento revelou que 

apenas o PCL reduziu marcadamente o IM em todas as linhagens celulares 

testadas, bem como a blenda de PCL/PLGA (90/10) (Fig. 5.26a-e). Notou-se que as 

células HGF expostas a blenda PCL/PLGA (70/30) mostraram uma frequência de 

eventos mitóticos semelhantes ao grupo controle negativo (silicone) (Fig. 5.26d). 

Observa-se que a blenda PCL/PLGA (70/30) é a matriz que melhor preservou a 

capacidade de proliferação para todas as linhagens celulares avaliadas, pois é o 

grupo com os valores mais elevados para o IM em todas as linhagens celulares 

(Fig. 5.26a-e).  

 

 No presente estudo, não foi observado diferenças morfológicas significativas 

entre as células RAW 264.7 do controle (Fig.5.26f) e as células RAW 264.7 que 

foram tratadas com os filmes poliméricos lisos (Fig.5.26g-h) no tempo de 24 h. Para 

todas as outras linhagens celulares avaliados também não foi evidenciado 

diferenças morfológicas expressivas (imagens não apresentadas).  

 

 Os eventos mitóticos estão identificados por setas brancas nas Figuras 5.26f 

e 5.26h, confirmando que as células cultivadas em placa de cultura de tecido 

(controle) e no filme da blenda de PCL/PLGA (70/30) mostraram um perfil 

proliferativo favorável quando comparados com o filme de PCL (Fig.26g). 

 

A incorporação de 30% (m/m) de PLGA preservou a viabilidade das 

linhagens celulares, bem como melhorou a capacidade de proliferação da blenda 

em comparação ao PCL, sendo semelhante ao controle e ao filme de PLGA (dados 
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e imagens não apresentados). Estes resultados estão de acordo com estudos 

anteriores.[8,66,202,215,216]  

 

Os resultados favoráveis de proliferação celular apresentados pela blenda de 

PCL/PLGA (70/30) com as 5 linhagens celulares (VERO, RAW 264.7, HaCaT, HGF 

e MRC-5) correlacionam-se com a alta rugosidade superficial apresentada por esse 

filme, uma vez que a literatura atribui as melhoras na proliferação celular a sinais 

topográficos promovidos pela rugosidade superficial.[19,217] 

 

 

Figura 5.26. Frequência de células mitóticas como parâmetro de proliferação celular após 24 h de 

incubação com filmes lisos. O índice mitótico foi estabelecido para linhagens celulares HaCaT (a), 

RAW 264.7 (b), VERO (c), HGF (d) e MRC-5 (e). Imagens representativas de células RAW 264.7 

mostrando figuras mitóticas (setas brancas) para células em controle (f), PCL (g) e PCL/PLGA 

(70/30) (h). * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001 versus controle, Análise de Variância Simples (One-

way ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de Tukey, (n  = 3). 
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5.2.1.3. Viabilidade e Adesão Celular por FDA/PI  

 

 Os ensaios de viabilidade usando FDA com PI presupoem que células 

vivas (verdes) são células viáveis com robusta atividade de esterase no citoplasma 

e as células mortas ou danificadas (vermelhas) apresentam pouca ou nenhuma 

atividade de esterase.[218]   A viabilidade e adesão celular das linhagens celulares 

HGF, MRC-5 e RAW 264.7 com alguns filmes poliméricos lisos estão apresentadas 

na Figura 5.27, Figura 5.28 e Figura 5.29, respectivamente. Qualitativamente 

observa-se que todas as linhagens celulares aderiram e cresceram na surpeficie 

dos filmes lisos, pois há presença de muitas partículas verdes, as quais 

representam as células com suas membranas intactas e atividade de esterase, 

enquanto as partículas vermelhas são representativas de células mortas.  

 

 

Figura 5.27. Microscopia de fluorescência da viabilidade de células de fibroblastos (linhagem HGF). 

Imagens de células vivas (verdes) e mortas (vermelhas) cultivadas em placa de cultura de tecidos, 

silicone, filmes lisos de PLGA puro e da blenda PCL/PLGA 70/30, após 24 h (a) e 72 h (b). 

Ampliação original × 100. 
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 Nota-se uma viabilidade celular aumentada para as células HGF (Fig. 

5.27b) e RAW 264.7 (Fig. 5.29b) no tempo de 72 h, o que representa uma boa 

sobrevivência das células quando em contato com os filmes lisos, especialmente 

para a blenda de PCL/PLGA (70/30). Observa-se uma adesão celular similar entre o 

PLGA e a blenda PCL/PLGA (70/30) para todas as linhagens, tal comportamento é 

mais uma evidência que a alta rugosidade superficial é capaz de favorecer a 

proliferação celular.[19,217]  Há hipótese para o comportamento similar de adesão 

celular notado entre os filmes de PLGA e a blenda 70/30, pode ser atribuído  aos 

valores altos e similares de rugosidade superficial que tais filmes apresentaram, os 

quais foram evidenciados por AFM neste estudo. O aumento da rugosidade implica 

em mais proteínas adsorvidas nas superfícies dos biomateriais.[210] Esta hipótese 

explica o aumento da capacidade dos fibroblastos e macrófagos em aderir nos 

filmes lisos de PLGA puro e da blenda PCL/PLGA (70/30), como observado pelos 

resultados de microscopia de fluorescência  ( Fig. 5.27, Fig. 5.28 e Fig. 5.29).  

 

 

Figura 5.28. Microscopia de fluorescência da viabilidade de células de fibroblastos (linhagem MRC-

5). Imagens de células vivas (verdes) e mortas (vermelhas) cultivadas em placa de cultura de 

tecidos, silicone, filmes lisos de PLGA puro e da blenda PCL/PLGA 70/30, após 24 h (a) e 72 h (b). 

Ampliação original × 100. 



 136 

 

Figura 5.29. Microscopia de fluorescência da viabilidade de macrófagos (linhagem RAW 264.7). 

Imagens de células vivas (verdes) e mortas (vermelhas) cultivadas em placa de cultura de tecidos, 

silicone, filmes lisos de PLGA puro e da blenda PCL/PLGA 70/30, após 24 h (a) e 72 h (b). 

Ampliação original × 100. 

 

5.2.1.4. Morfologia e Propagação Celular  

 

A Figura 5.30 ilustra a morfológica e a adesão celular por MEV-FEG. As 

imagens do MEV-FEG mostraram que os fibroblastos aderiram na superfície dos 

filmes lisos de PLGA após 24h e permanecram ligados por pelo menos 72 h (Fig. 

5.30). Em contraste, os filmes lisos de PCL não permitiram uma fixação muito 

eficiente de fibroblastos, como evidenciado pela imagem de MEV-FEG (Fig. 5.30). A 

adição de PLGA na matriz de PCL para a blenda de PCL/PLGA (70/30) restaurou a 

capacidade de adesão e propagação dos fibroblastos (Fig. 5.30).  
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Figura 5.30. Imagens de MEV-FEG das células HGF nos filmes lisos e microestruturados (15 μm e 

20 μm) que permaneceram aderidas nos filmes de PCL, PLGA e PCL/PLGA (70/30) após 72 horas. 

Magnificação original × 1000; barra de escala: 100 μm. 

 

 As células MRC-5 e RAW 264.7 também foram capazes de aderir a todos os 

grupos dos filmes lisos (dados não apresentados), também apresentando adesão 

celular favorecida para a blenda 70/30. Os resultados com os filmes 

microestruturados mostraram os fibroblastos no interior das ranhuras e ligados a 

ambos os lados das paredes dos canais de 15 e 20 μm de largura. A morfologia dos 

fibroblastos não mostrou diferenças aparentes entre os grupos dos filmes lisos e 

microestruturados avaliados (Fig. 5.30). A rugosidadede elevada é a hipótese que 

explica o aumento da capacidade dos fibroblastos em aderir nos filmes lisos de 

PLGA e na blenda de PCL/PLGA (70/30), como observado pelos resultados de 

MEV-FEG (Fig. 5.30) e microscopia de fluorescência (Fig. 5.27a, Fig. 5.28a e Fig. 

5.29a). 
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5.2.1.5. Adesão e Orientação Celular 

 

Para verificar a interação física entre os filmes da blenda PCL/PLGA (70/30) 

e as células, a orientação das células em filmes microestruturados em canais 

paralelos foi medida. Após 72 h, as células HGF e MRC-5 foram fixadas à superfície 

do filme, alongadas e dispostas nos filmes ao longo da superfície com os canais de 

15 e 20 μm, conforme imagens na Figura 5.31. A quantificação da orientação celular 

foi realizada em células vivas (verdes) coradas com FDA. Todos os grupos dos 

filmes microestruturados apresentaram valores de orientação que diferem 

significativamente da placa de cultura de tecidos aleatória usada como controle 

(Fig. 5.31m – 5.31p). Ambas as linhagens celulares apresentaram altos índices de 

orientação para o grupo PLGA com canais de 15 μm (0,963 ± 0,02 para HGF e 

0,981 ± 0,004 para MRC ‐ 5) e com canais de 20 μm (0,96 ± 0,006 para HGF e 0,97 

± 0,01 para MRC ‐ 5). 

 

O Índice S para a blenda PCL/PGLA (70/30) com canais de 15 µm foi de 0,95 

± 0,01 e 0,93 ± 0,01 para HGF e MRC-5, respectivamente, e para 20 µm foi de 0,92 

± 0,01 e 0,92 ± 0,01 para HGF e MRC-5, indicando que essa blenda preserva a 

capacidade de orientação das células em comparação com o PLGA (Fig. 5.31o e 

5.31p). O grupo PCL apresentou índices S para os canais de 15 μm (0,84 ± 0,03 

para HGF e 0,81 ± 0,02 para MRC-5) e 20 μm (0,82 ± 0,004 para HGF e 0,84 ± 0,01 

para MRC-5) significativamente menores em comparação com os outros grupos dos 

filmes com microestruturas (Fig. 5.31o e 5.31p). 

 

Orientações aleatórias foram observadas para as células cultivadas na placa 

de cultura de tecidos (0,32 ± 0,04 para HGF e 0,35 ± 0,06 para MRC-5) (Fig. 5.31m 

– 5.31p). Não foram observadas diferenças de valores de orientação celular entre 

15 e 20 μm, dentro de cada grupo.  
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Figura 5.31. Morfologia celular e orientação em filmes microestruturados (canais de 15 e 20 μm). Os 

fibroblastos foram cultivados por 3 dias em PGLA puro (a, b, g, h), PCL70 / PLGA30 (c, d, i, j), PCL 

puro (e, f, k, l) e na placa de cultura de tecido (m n). Os desvios angulares (a, c, e, g, i, k, m) e a 

respectiva morfologia após coloração com FDA (b, d, f, h, j, i, n) foram traçados para cada grupo. O 

índice S foi comparado entre os grupos para células HGF e MRC-5 (15 μm) (o) e (20 μm) (p). 

Ampliação original × 100. * p  <0,05 versus placa e # p  <0,05 versus PLGA puro e PCL70 / PLGA30, 

Análise de Variança Simples (One-way ANOVA) seguido pelo teste Post hoc de Tukey, ( n  = 3). 

  

 Para avaliar a capacidade das células nervosas de aderirem e se 

orientarem nos filmes microestruturados, foi realizado o experimento com células 

isoladas dos gânglios da raiz dorsal (DRG). Após 72 h, foi possível observar que 

todos os filmes promoveram a orientação e o crescimento de axônios em 

regeneração em comparação com células cultivadas em lamínulas de vidro, que 

apresentaram crescimento axonal aleatório (Figura 5.32). Nenhuma diferença 

aparente foi observada na orientação axonal dos neurônios entre os canais 15 e 20 

μm. 
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Figura 5.32. Imagens da morfologia celular e orientação de neurônios derivados de β ‐ tubulina ‐ III 

positivos para gânglios da raiz dorsal crescendo em filmes microestruturados de 15 e 20 μm. As 

células DRG foram cultivadas por 3 dias com os filmes microestruturados de PLGA, PCL/ PLGA 

(70/30) e PCL e lamínulas de vidro (usadas como controle). Ampliação original × 1000; barra de 

escala: 200 μm. 

 

É relatado que a taxa média de regeneração axonal em humanos varia de 1 a 

2 mm por dia. Portanto, blendas poliméricas são boas escolhas para a produção de 

novos suportes para aplicações médicas, principalmente, dedicados a processos 

regenerativos de longo prazo. Uma das vantagens de se trabalhar com blendas é a 

possibilidade de modular o tempo de degradação pela combinação de diferentes 

polímeros. Considerando que o tempo para a completa regeneração nervosa 
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depende da complexidade das lesões, os polímeros isolados e as blendas 

biodegradáveis propostos nesta etapa do estudo são candidatos interessantes para 

casos em que o processo regenerativo é lento.[219,220] O processo natural de 

regeneração nervosa envolve a desmielinização e proliferação de células de 

Schwann no local da lesão, como um componente da degeneração walleriana. 

Essas células se alinham longitudinalmente à direção de crescimento do axônio e 

formam as bandas de Büngner que são responsáveis pela orientação dos 

neurônios.[74] 

 

Estudos anteriores mostraram que as células respondem a características 

topográficas da superfície.[35–37,74,76] A introdução de ranhuras/canais nas 

superfícies dos filmes tem sido eficientemente usada para melhorar o 

direcionamento das células.[35,36,74,76,205] A orientação celular foi observada 

para neurônios DRG em filmes de PDLA microestruturados e com a cocultura de 

células de Schwann melhorou o crescimento e a orientação das neurites.[36,37] 

Resultados semelhantes foram observados para glioma e células de Schwann em 

filmes microestruturados de quitosana/PLA na proporção de 1:10 [35] e em filmes 

revestidos com laminina.[74,76] A largura e a profundidade dos canais também 

influenciam a orientação e o alinhamento do destino da célula.[30,74,76,221] Neste 

trabalho, foram produzidos canais de largura de 15 e 20 μm, e ambos foram 

capazes de promover a orientação das células, corroborando os resultados 

encontrados neste estudo com outros estudos. Outros tipos celulares também se 

tornaram orientados em filmes com microtopografias, como as células-tronco 

mesenquimais de ratos diferenciadas para células de Schwann [222] e células 

precursoras musculares.[223] 

 

Foi utilizado uma população heterogênea de neurônios, células satélites e 

células de Schwann isoladas do DRG para cultura nos filmes microestruturados. Os 

resultados semelhantes observados entre os filmes de PCL, PLGA e PCL/PLGA 

(70/30) na promoção da adesão celular e do crescimento axonal podem ser 

explicados pelo revestimento de superfície com Geltrex. Apesar disso, 

independentemente da composição polimérica, as pistas topográficas dos canais 

promoveram eficientemente a orientação axonal das células neuronais, 
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corroborando os resultados obtidos para os fibroblastos (Fig. 5.31). Devido a boa 

biocompatibilidade dos filmes baseados na blenda PCL/PLGA (70/30), sem e com 

microtopografia padronizada, e da sua elevada rugosidade superficial, esta 

composição foi escolhida como a melhor matriz biodegradável e biocompatível para 

a produção dos filmes nanocompósitos na terceira etapa deste trabalho.  

 

5.2.2. Conclusão Parcial – Filmes sem e com microtopografia padronizada 

 

Filmes de PCL, PLGA e das blendas de PCL/PLGA foram obtidos com 

sucesso sem e com microtopografia padronizada de canais longitudinais, utilizando-

se da técnica de evaporação de solvente. Todos os filmes poliméricos lisos 

apresentaram molhabilidade favorável, indicando superfícies com características 

hidrofílicas. Por MEV-FEG observou-se a presença de micro e nanoesferas de 

PLGA nas superfícies das blendas e quanto maior foi sua porcentagem na matriz, 

mais evidentes ficavam as estruturas esféricas do PLGA. A literatura sugere que a 

formação das esferas ocorreu devido à imiscibilidade dos polímeros envolvidos. Por 

AFM verificou-se que a blenda 70/30 de PCL/PLGA foi a mistura que originou o 

filme com maior valor de rugosidade superficial, isto também atribuído à 

imiscibilidade dos polímeros entre si. Obteve-se com sucesso filmes de PCL, PLGA 

e blendas de PCL/PLGA com microtopografias padronizadas com valores de 

tamanho e estrutura bem próximos ao molde planejado (canais longitudinais de 5, 

10, 15 e 20 µm). Quase todos os filmes microestruturados dos grupos de 15 e 20 

µm indicaram hidrofilicidade superficial favorável (WCA menores que 90°), apenas 

aqueles constituídos de PLGA apresentaram valores de WCA superiores a 100 °. 

Através das análises de MEV-FEG e AFM foi possível evidenciar a imiscibilidade 

dos polímeros, pois o PLGA se organizou como domínios aleatórios de micro e 

nanoesferas na matriz majoritária de PCL. Devido as evidências da literatura que 

indicam que são os materiais com mudanças bruscas na topologia que mais 

influenciam nos resultados de ângulos de contato e respostas celulares[201], que a 

blenda 70/30 é sugerida como a melhor matriz deste estudo, a qual apresentou 

características de rugosidade superficiais elevadas e quando confeccionada com 

microestruturação padronizada teve sua superfície amplamente alterada. 
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PCL puro foi o filme que mais apresentou efeito citotóxico com todos as 

linhagens celulares avaliadas, seguido da blenda de PCL/PLGA 90/10. Os 

resultados obtidos indicaram que a incorporação do PLGA aumentou a 

compatibilidade biológica e a rugosidade superficial dos filmes de PCL/PLGA foi 

correlacionada com o aumento da viabilidade e fixação das células nos ensaios 

biológicos para as blendas 80/20 e 70/30 (PCL/PLGA), especialmente a 70/30. Os 

filmes microestruturados da blenda 70/30 promoveram a orientação dos fibroblastos 

semelhante ao PLGA puro e melhor que o PCL puro, e não houve diferença óbvia 

na orientação das células entre o filme da blenda 70/30 microestruturado com 

microcanais de 15 e 20 µm e os filmes puros microestruturados. Além disso, os 

dados indicaram um perfil de biocompatibilidade dos filmes da blenda de PCL/PLGA 

(70/30) para promoverem o crescimento, proliferação e orientação celular da célula 

DRG quando aplicados com microcanais padronizados. A microestrutura na 

superfície do filme pode ser usada como uma opção adicional para potencializar a 

produção de suportes, condutos guias ou outros dispositivos, a fim de guiar e 

orientar o desenvolvimento das células. 

 

5.3. Caracterização da superfície dos filmes nanocompósitos 

poliméricos híbridos sem e com microtopografia padronizada 

 

 As nanocargas híbridas PPy/OGR-10% e PPy/OGR-20% obtidas pelo método 

3, e a nanocarga PPy/Ag-10% que apresentaram bons resultados para 

condutividade elétrica e biocompatibilidade in vitro, e devido a isto, foram escolhidas 

para a preparação dos filmes nanocompósitos lisos via evaporação de solvente 

nesta última etapa. A fim de comparação também foram preparados filmes com as 

nanocargas controle: o PPy sem OGR obtido pelo método 3 e com o PPy sem Ag 

(filmes controles), bem como um filme liso apenas da blenda PCL/PLGA (70/30) sem 

carga. Lembrando que a matriz polimérica escolhida para esta etapa foi somente a 

blenda PCL/PLGA (70/30), matriz mais biocompatível deste estudo conforme 

resultados apresentados no item 5.2 deste trabalho.  

 

 A Figura 5.33 ilustra imagens do aspecto visual dos filmes nanocompósitos 

obtidos na placa petri (filmes lisos). Observa-se que os filmes apresentam uma 
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coloração preta, devido a adição da nanocarga para todos os grupos preparados. 

Visualmente a nanocarga PPy/OGR 10%, sequida da PPy/OGR 20% e PPy MET 3 

apresentou melhor dispersão na matriz de PCL/PLGA. No grupo Prata, visualmente 

não houve diferença significativa na dispersão das nanocargas. O grupo das 

nanocargas com OGR apresentaram uma melhor dispersão com relação ao grupo 

das nanocargas com Prata.  

 

 

Figura 5.33. Aspecto visual dos filmes nanocompósitos lisos de PCL/PLGA (70/30) com 10% (m/m) 

de nanocarga híbrida: A) de PPy (controle do MET3), B) de PPy/OGR 10% (MET3), C) de PPy/OGR 

20% (MET3), D) de PPy (controle - sem Ag), e E) de PPy/Ag (1000 s). 

   

 As diferentes respostas observadas para a dispersão das nonocargas na 

matriz polimérica podem ser atribuídas as interações intermoleculares que os 

polímeros conseguem estabelecer entre si, as quais estabelecem e controlam a 

eficiência da dispersão.[224] A Figura 5.34 mostra a provável interação 

intermolecular que ocorre entre o PPy e a matriz de PCL/PLGA através de ligações 

de hidrogenio entre a carbonila dos grupos esteres do PCL e PLGA com o grupo –

N- do PPy. [224] A presença do OGR sugere favorecer as interações 

intermoleculares da nanocarga híbrida com a matriz de PCL/PLGA, pois o grupo 

apresentou melhor dispersão na matriz.   
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Figura 5.34. Interação intermolecular por ligação de Hidrogênio entre a carbonila do PCL e o grupo –

NH– do PPy. Fonte: [224] 

 

 A Figura 5.35 apresenta as imagens de MEV-FEG das superfícies dos 

filmes nanocómpositos obtidos sem microestruturação (lisos). Na blenda de 

PCL/PLGA observam-se domínios esféricos ocos de PLGA (Fig. 5.35A-B), indicando 

que estes dois polímeros são imiscíveis entre si. Resultados de imiscibiliadde entre 

esses polímeros já foram discutidos neste trabalho no item 5.2. Observa-se que 

todas as nanocargas híbridas incorporadas na matriz de PCL/PLGA modificaram 

significativamente a superfície da mesma (Fig. 5.35C-M). Observa-se micro poros, 

algumas NPs aglomeradas de PPy cobertas pela matriz e outras nem tanto, como 

também são vistos micro e nano esferas de PLGA. Ferreira et al (2019)[152] 

observou mudanças topográficas similares, devido a adição de nanofibras de PPy 

em matrizes de PCL/PLGA.  

 

 A Figura 5.36 mostra as imagens das fraturas dos filmes nanocompósitos. 

Nas regiões capturadas observam-se micro e nanoesferas de PLGA, indicando que 

elas também estão presentes no interior da matriz (Fig. 5.35A-B). A adição de PLGA 

e das nanocargas proporcinou estrutura porosa na parte interna dos filmes (Fig. 

5.36D e 5.36I), enquanto outras regiões paredem mais compactas e densas (Fig. 

5.36E, 5.36L e 5.36M). Pela análise de MEV-FEG observa-se claramente que as 

nanocargas modificaram significativamente a superfície e a estrutura interna da 

matriz de PCL/PLGA. A literatura tem chamado atenção para mudanças bruscas na 

topologia de biomateriais, as quais são responsáveis por proporcionar efetivas 

respostas biológicas [201] 
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Figura 5.35. Imagens de MEV-FEG dos filmes da blenda PCL/PLGA (70/30) e dos nanocompósitos 

de PCL/PLGA (70/30) com 10% (m/m) de nanocarga híbrida. 

 

 

Figura 5.36. Imagens de MEV-FEG das fraturas dos filmes da blenda PCL/PLGA (70/30) e dos 

nanocompósitos de PCL/PLGA (70/30) com 10% (m/m) de nanocarga híbrida. 
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 A Figura 5.37 apresenta a rugosidade superficial dos filmes nanocompóstios 

lisos avaliados por AFM. Foi possível observar regiões de imiscibilidade do PLGA 

na matriz PCL (Fig. 37 – coluna esqueda). Algumas de imagens AFM mostram as 

regiões com microporos nas superfícies dos filmes (Fig. 37 – coluna direita), 

característica bem evidenciada por MEV-FEG. Todas as superfícies apresentaram 

parâmetros de rugosidade similares (Fig. 37 – Gráficos). Sem apresentarem 

significância estatística, observa-se que há uma tendência para elevar os 

parâmetros de rugosidade pela adição das nanocargas na matriz de PCL/PLGA 

(Fig. 37 – Gráficos). Comparando estes resultados com os filmes sem cargas do 

capitulo anterior (Fig. 23) nota-se que os valores de rugosidade são mais elevados, 

estando de acordo com as evidencias de MEV-FEG e AFM que mudanças 

topográficas bruscas foram alcançadas com sucesso pela presença das 

nanocargas.   

 

 A hidrofobicidade da superfície é um fator importante e como já mencionado, 

pode ser avaliada medindo-se o ângulo de contato de gotas de solventes sob a 

superfície de interesse.[32] A Figura 5.38 apresenta as imagens das gotas de água 

formadas na superfície dos filmes nanocompósitos e do gráfico com os valores 

médios do ângulo de contato. 

 

 Todos os filmes nanocompósitos lisos indicaram hidrofilicidade favorável e 

exibiram os seguintes ângulos de contato com a água: 79,5° ± 2,1° (PCL/PLGA 

70:30); 81,4° ± 3,7° (PCL/PLGA/PPy-MET3); 78,6° ± 2,6° (PCL/PLGA/PPy-10OGR); 

76,7° ± 1,5 ° (PCL/PLGA/PPy-20OGR); 69,9° ± 6,9° (PCL/PLGA/PPy) e 72,9° ± 3,8° 

(PCL/PLGA/PPy-Ag 1000 s). Os valores de ângulo de contato dos compósitos com 

o PPy (controle da Ag) e PPy/Ag (1000 s) apresentaram diferença significativa em 

relação a matriz controle de PCL/PLGA (70/30), sugerindo que a quantidade de PPy 

do lote utilizada teve efeito na hidrofilicidade dos filmes. O ângulo de contato do 

filme compósito com a nanocarga do lote de PPy do MET 3 foi ligeiramente maior 

que o filme com PPy de outro lote similar de síntese, sugerindo que o mesmo 

produto conforme o seu lote de síntese pode provocar suaves modificações 

conforme seu lote de produção. Todos os filmes nanocompositos lisos podem ser 

consideradas hidrofílicos, uma vez que ângulo de contato é < 90°.[201,205] 
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Figura 5.37. Imagens de AFM 2D dos filmes nanocómpositos lisos com as nanocargas híbridas em 

matriz de PCL/PLGA (70/30). Gráficos dos parâmetros Ra, Rq e Rmáx (tamanho de área: 40 e 20 

µm 2). Análise feita na superfície que permaneceu em contato com o ar (superfície superior). One-

way ANOVA seguido teste Post hoc de Tukey. 

. 
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Figura 5.38. Imagens das gotas formadas na superfície dos filmes de PCL/PLGA (70/30) e 

nanocompósitos. Gráfico com os valores médios do ângulo de contato. Análise feita na superfície do 

filme que permaneceu em contato com o ar. *p<0,05 e **p<0,001 versus PCL/PLGA, ***p  <0,0001 

versus PCL/PLGA/PPy (MET3), One-way ANOVA seguido do teste post hoc deTukey 

 

 A literatura aponta que a morfologia da superfície, rugosidade e a 

porosidade, características que podem favorecer a retenção de diferentes volumes 

de ar na interface sólido-água, podem influenciar nas características de 

hidrofilicidade de biomateriais.[207,208] As superfícies por MEV-FEG e AFM se 

apresentaram bastante similares, consequentemente refletindo em resultados 

similares também para a molhabilidade superficial.  

 

 A Figura 5.39 apresenta a foto e imagens de MEV-FEG do filme 

nanocompósito com NPs de PPy (síntese padrão). Obteve-se com sucesso as 

microestruturas esperadas pelo molde padronizado, mesmo com adição da 

nanocarga. Os canais se mantiveram e não apresentaram diferença significativas 

quando comparados com os filmes microestruturados sem cargas. Na superfície não 

se observou as NPs de PPy e na fratura observou-se que elas não entraram nos 

canais.  
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Figura 5.39. Imagem do aspecto visual da blenda de PCL/PLGA (70/30) sem carga confeccionada no 

molde microestruturado (a).  Imagens do aspecto visual (b) e de MEV-FEG (c e d) dos filmes 

nanocompósitos com 10% (m/m) de nanocarga (PPy – síntese padrão). Imagens da linha (c): região 

da superfície com canais de 20 µm. Imagens da linha (d): fratura do filme com canais de 10 µm 

(legenda: setas verdes - região de PCL; pontilhado azul – esferas de PLGA e pontilhado vermelho – 

NPs de PPy).  

 

5.3.1. Conclusão Parcial - Filmes nanocompósitos poliméricos híbridos 

sem e com microtopografia padronizada 

 

 A adição das nanocargas híbridas proporcionaram filmes de nanocompósitos 

com características de alta porosidade e rugosidade, com hidrofilicidade favorável 

para aplicações na área médica. As nanocargas com OGR demonstraram ser mais 

favoráveis no preparo dos filmes, pois apresentaram uma melhor dispersão na 

matriz polimérica. A adição de NPs nos filmes com microestruturas não alteraram os 

microcanais padronizados esperados. Ademais, biomateriais com características 

superficiais diversificadas estão cada vez mais em prospecção no meio cientifico, 

pois são promessas de biomateriais mais efetivos.[203,209–214] 
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6. CONCLUSÃO  

   

 Os resultados da obtenção de nanocargas híbridas de PPy com OGR e 

Ag mostraram-se satisfatórios na forma de pós, e o OGR ou a Ag foram bem 

incorporados na matriz de PPy. A incorporação do OGR (10 e 20%) na estrutura do 

PPy pelo método 3 provocou alterações favoráveis, elevando a condutividade 

elétrica do produto, assim como a formação morfológica de estrutura fibrosa, deste 

modo favorecendo uma similaridade com a estrutura organizacional dos tecidos 

biológicos. Já para as nanocargas híbridas de PPy/Ag, a presença da Ag aumentou 

os valores da condutividade elétrica do nanocompósito com efetivas NPs de Ag 

(diâmetro médio de 7 nm). Ambas as nanocargas híbridas apresentaram resultados 

aceitáveis de biocompatibilidade para concentrações de até 200 µg/mL.  

 Os filmes de PCL, PLGA e blendas de PCL/PLGA obtidos via evaporação 

de solvente produzidos em diferentes moldes apresentaram morfologias com alta 

rugosidade em suas superfícies, principalmente para a blenda na proporção 70/30 e 

para o PLGA puro. Os filmes microestruturados foram obtidos com os tamanhos de 

canais padronizados, de acordo com os tamanhos pré-definidos do molde. Todos os 

filmes lisos produzidos apresentaram superfícies com molhabilidade moderada, 

resultado desejável para materiais biocompatíveis. A blenda 70/30 apresentou 

melhor perfil de biocompatibilidade com todas as células de mamíferos avaliadas. A 

blenda com microestruturação aplicada as células de fibroblastos e DRG, além do 

crescimento e proliferação celular, ocasionou uma orientação celular efetiva. 

 Os filmes nanocompósitos das blendas de PCL/PLGA (70/30) e as 

nanocargas híbridas de PPy/OGR (10% e 20% OGR) e PPy/Ag (1000 s) 

apresentaram superfícies hidrofílicas com morfologia de microporos e alta 

rugosidade. A adição de nanocarga na confecção de filmes nanocompósitos em 

molde microestruturado padronizado não alterou as características dos microcanais. 

Portanto, nanocompósitos baseados em matriz de PCL/PLGA com PPy/OGR ou 

PPy/Ag, sem ou com microcanais padronizados, são novas alternativas 

biocompatíveis para aplicação na Engenharia de Tecidos.    
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7. PROPOSTAS  

 

Avaliação da biocompatibilidade e citoxicidade in situ dos filmes 

nanocompósitos de PCL/PLGA com nanocargas híbridas sem e com microtopografia 

padronizada; 

 

Avaliação da atividade antimicrobiana das nanocargas híbridas, bem como 

dos filmes nanocompósitos de PCL/PLGA com as nanocargas híbridas sem e com 

microtopografia padronizada; 

 

Avaliação quantitativa por cromatografia das impurezas dos extratos brutos 

das nanocargas híbridas  

 

Avalições in vivo dos filmes de PCL/PLGA sem e com microestruturação, bem 

como os nanocompósitos com as nanocargas híbridas sem e com microtopografia 

padronizada; 
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