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Resumo

A procura pela compreensdo do ser humano levou a desenvolvimentos
cientificos e tecnolégicos nas mais variadas areas de investigacdo. O estudo do sistema
nervoso humano e dos seus constituintes € um dos maiores desafios da histéria da
humanidade, sendo importante para reas tais como o desenvolvimento de farmacos e
sistemas de tratamento de doengas, reparacdo de nervos ineficazes por trauma ou doenga
ou para a inteligéncia artificial e engenharia computacional, entre outras.

A extensa complexidade do sistema nervoso dificulta a sua completa
compreensdo, pelo que se torna necessario o desenvolvimento de métodos e normas para
este estudo. A cultura de células neuronais comecou por ser um grande avango cientifico
para a compreensdo da biologia e fisiologia das células neuronais, estendendo-se, em
seguida, como suporte ao estudo da comunicacdo entre celulas, ou seja, como é que a
formacéo e transmissao de sinapses ocorre numa complexa rede neuronal. Neste &mbito, a
investigagdo centrada em superficies de referéncia, que conjuguem a melhoria na adeséo e
diferenciacdo com baixas taxas de mortalidade celulares, tem sido alvo de investigacdo nas
ultimas décadas.

O presente trabalho procura desenvolver e estudar superficies de material
polimérico que possam eficazmente modificar as lamelas de vidro tipicamente usadas na
cultura in vitro deste tipo de células.

A pulverizacdo catédica, modo r.f magnetrdo, foi a técnica usada para a
modificacdo das lamelas de vidro, a partir de um alvo de poliamida 6,6 usando atmosfera
inerte e reativa. Numa primeira fase procurou-se compreender as modificagfes produzidas
nos filmes, em funcdo da variacdo de alguns dos parametros de deposicdo, nomeadamente
da composicdo quimica do gas de descarga e da atmosfera de arrefecimento. Apos
caracterizacdo abidtica de todas as superficies algumas foram selecionadas para os testes in
vitro com células do cortex de embrido de rato.

As superficies desenvolvidas neste trabalho mostraram que, essencialmente, a
composicdo quimica e a carga superficial sdo afetados pela variacdo dos parametros de
deposicdo utilizados, ainda que a molhabilidade, por exemplo, ndo sofra variacGes

consideraveis.
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Os testes in vitro mostraram que a superficie que, mediante a combinacdo de
parametros de deposicdo, apresentava uma carga superficial positiva permitiu taxas de
adesdo e proliferacdo celulares semelhantes as observadas nas superficies revestidas com

poli-L-lisina, utilizadas como controlo.

Palavras-chave: Pulverizacdo Catddica, Filmes finos, Poliamida 6,6,
Cultura de Células Neuronais, poli-L-lisina, Adesdo e
Proliferacao Celulares.
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Abstract

The research aiming at understanding the human life has led to developments
of science and technology in several areas of research. The study of the human nervous
system and its constituent comprises one of the greatest challenges in human history and is
important in areas such as drug development and disease treatment systems, repair of
nerves due to trauma or disease or for artificial intelligence and computer engineering,
among others.

The complexity of this extensive system hinders its complete understanding,
therefore it is necessary to develop methods and standards for this study. The culture of
neuronal cells began as a great scientific advance in understanding the biology and
physiology of neuronal cells, extending then to the communication between cells, in order
to observe and comprehend the formation and transmission of synapses in a complex
neuronal network. In this area, the demand for reference materials, which combine the
improvement of adhesion and differentiation with low rates of cell death, is an area under
investigation for decades. This work seeks to develop surfaces of polymeric material
deposited on glass slides, typically used in cell culture, and evaluate the behavior of
neuronal cells on the modified surfaces.

Sputtering, r.f. magnetron, was the technique used for the modification of glass
slides, from a nylon 6.6 target, using both reactive and inert atmosphere. In a first stage the
correlation of the surface properties with the variation of some deposition parameters, such
as the chemical composition of discharge gas and cooling atmosphere, were studied. After
the abiotic characterization of all some surfaces some were selected for in vitro testing with
cortex cells of rat embryo.

The surfaces developed in this work showed that, particularly the chemical
composition and surface charge are affected by varying the deposition parameters used,
although wettability, for example, did not present significant variations.

In vitro tests showed that the thin film that, by combining the deposition
parameters, presented a positive surface charge allowed yields of adhesion and cellular

proliferation similar to those observed on surfaces with poli-L-lysine used as a control.
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SIMBOLOGIA E SIGLAS

Simbologia

n — namero inteiro.

A —comprimento de onda da radiagdo incidente.
d - distancia entre planos cristalinos.

8- angulo de incidéncia dos raios X.

fo — frequéncia de ressonancia.

k- constante de forca.

Y5~ tensdo da interface sélido—vapor.

Y- tensdo da interface sélido-liquido.

Y1, - tensdo da interface liquido-vapor.

6 - angulo de contacto.

¢ - .potencial zeta.

dl . « x
o declive da curva de valores da corrente em fungédo da pressao.

n - viscosidade do eletrdlito.
€ - constante dielétrica do eletrolito.
&y - permitividade em vacuo.
L - comprimento do canal de medicao.
A - seccéo transversal do canal de medigéo.
6,, - angulo de Wenzel (&ngulo da superficie isenta de rugosidade).
r - relacdo entre a &rea real e a &rea projetada da superficie.
8y - angulo medido experimentalmente.
¥, - energia superficial do filme.
v& e y? - componentes dispersiva e polar da energia superficial dos filmes.
v., - tensdo superficial do liquido.
vie ¥} - componentes dispersiva e polar da tenséo do liquido.

AG - variacdo da energia livre de Gibbs.
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Siglas

PLL — poli-L-lisina

MG — Matrigel

FN — fibronectina

PDL — poli-D-lisina

PEI —poli(etilenoimina)

PTFE — poli(tetrafluoretileno)

PBS — Phosphate Buffer Saline

316L — Aco Inoxidavel 316L

FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy
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XPS — X-Ray Photoelectron Spectroscopy

XDR — X-Ray Diffraction

TEM — Transmission Electron Microscopy

SEM - Scanning Electron Microscopy
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CNC - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de
Coimbra

HBSS — Solucéo balanceada de Hank

BSA — Albumina Sérica Bovina
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INTRODUCAO

As neurociéncias sdo uma importante area do conhecimento que tem por base o
estudo do sistema nervoso, desde a sua estrutura basica a formacdo de redes neuronais. O
estudo deste sistema é um dos maiores desafios para a comunidade cientifica devido ndo s6
a sua complexidade fisioldgica bem como a sensibilidade das células neuronais em
ambientes que ndo o seu meio biolégico natural. No entanto, é baseada na cultura de
células neuronais in vitro que a investigacdo cientifica tem possibilitado uma vasta gama
de conhecimentos desde a fisiologia das células até as experiéncias para desenvolvimento
de inteligéncia artificial. Contudo, os testes in vitro s6 permitem extrapolar os resultados
guando se consegue criar um ambiente idéntico ao do meio bioldgico onde estas células
proliferam.

A modificacdo de lamelas de vidro com solucéo aquosa de poli-L-lisina (PLL)
tem sido uma das metodologias mais utilizadas na cultura de células neuronais. No entanto,
este ndo é um método consensual pois Ndo consegue manter permanentemente as suas
propriedades, pelo que se torna necessaria a investigacdo de metodologias alternativas.
Neste ambito, a ciéncia dos materiais pode e deve criar interligagdo com as neurociéncias,
por exemplo, na procura de materiais que originem uma superficie favoravel a adeséo,
diferenciacdo e proliferacdo celulares, mas cujas propriedades/caracteristicas se
mantenham de modo permanente.

A presente dissertacdo tem como objetivo a utilizacdo da técnica de
pulverizacdo catddica para a modificacdo da superficie de lamelas de vidro com filmes
finos de poliamida 6,6 e investigar a capacidade das novas superficies apresentarem um
conjunto de propriedades/caracteristicas favoraveis a cultura de células neuronais. A
variacdo dos parametros de deposicdo originou superficies distintas que foram
caracterizadas sobretudo no que concerne a composicdo quimica, a topografia, a
molhabilidade e a carga superficial. ApOs caracterizacdo, as superficies escolhidas foram
usadas em testes in vitro com células neuronais de cortex de embrido de rato e as
superficies novamente caracterizadas por microscopia eletrénica de varrimento e

microscopia de fluorescéncia.
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O presente trabalho estd organizado em trés capitulos em que o primeiro é
dedicado ao enquadramento tedrico deste trabalho; no segundo é feita uma breve exposicéo
das condicdes experimentais e técnicas utilizadas e por ultimo, no terceiro capitulo, séo

apresentados e discutidos os resultados deste estudo.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A procura do ser humano por meios que possibilitem prolongar e incrementar a
sua qualidade de vida, tem impulsionado a investigacdo cientifica e o desenvolvimento
tecnologico. Com efeito, sdo diversas as areas do conhecimento que se encontram
interligadas, no sentido de desenvolver mais e melhores métodos de estudo de terapéuticas
ou substitutos para fungdes degeneradas ou perdidas.

A ciéncia dos materiais e as neurociéncias sdo duas grandes &reas de
investigacdo que se interligam de modo, por exemplo, a procurar novos materiais que
possibilitem a investigacdo dos mecanismos biologicos caracteristicos das células
neuronais.

A investigacdo das células do sistema nervoso central e periférico tem
diferentes objetivos, de entre os quais se destacam:

- a profunda compreensdo da biologia e fisiologia celular [1-4];

- 0 conhecimento sobre a formacédo de redes neuronais, nas quais as células
comunicam entre si através da formacao e transmissdo de sinapses[4-6];

- 0 estudo do efeito de farmacos para tratamento de doengas degenerativas
como a doenca de Alzheimer [2,4,7-9];

- a reparacao ou substituicdo de nervos lesionados ou disfuncionais por doenca
ou trauma [10-15];

- 0 estudo de redes neuronais artificiais como modelos para a engenharia de
inteligéncia artificial e engenharia computacional [3,16];

- 0 desenho, a concecdo e a modificacdo de implantes neuronais para alivio de
dores crénicas e dos sintomas de doencas neuro degenerativas, como a doenca de
Parkinson [16];

A cultura de células in vitro é essencial para estes estudos, sendo necessario
superficies que garantam a sobrevivéncia, a adesdo, a diferenciacdo e a proliferacdo
celulares [3,6,7]. Assim, a investigacdo sobre materiais biocompativeis que traduzam um
ambiente adequado a sobrevivéncia celular é, sem duvida, um excelente exemplo da

interface entre as duas areas do saber - Neurociéncias e Ciéncia dos Materiais.
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A biocompatibilidade de um biomaterial est4 relacionada com uma interacéo
harmoniosa do material quando em contacto com tecidos vivos ou fluidos organicos, com o
minimo de respostas alérgicas ou inflamatorias, ndo ocorrendo rejeicdo do mesmo pelo
organismo [17]. No ambito especifico deste trabalho, a biocompatibilidade de superficies
modificadas para cultura celular traduz a capacidade do material ser reconhecido pelas
células, de modo a que estas adiram, diferenciem e desempenhem as suas fungdes como se

estivessem no seu ambiente bioldgico natural, isto €, o sistema nervoso central.

1.1. Cultura de Células Neuronais

A cultura de células em superficies de lamelas de vidro modificadas tem sido
objeto de extensa investigacdo nas ultimas décadas [5,12,18]. Na literatura estdo descritos
diversos métodos e abordagens focados neste assunto. Yi Sun e colaboradores [3]
procuraram compreender o efeito de diferentes revestimentos na adesdo e morfologia das
células neuronais, assim como na formacao de redes neuronais. Para tal colocaram células
neuronais do hipocampo de rato em superficies de vidro modificadas, por imersdo em
solucdes, com Matrigel® (MG), fibronectina (FN), poli-L-lisina (PLL), poli-D-lisina
(PDL) e poli(etilenoimina) (PEI). Estes investigadores concluiram que a adesdo celular é
significativamente afetada pela composi¢do quimica e concentracdo do material utilizado
para a modificacdo. Com efeito, superficies revestidas com materiais poliméricos (PEI,
PDL e PLL) apresentaram melhores taxas de adesdo de células neuronais, em relacdo a
materiais revestidos com proteinas (MG, FN e LN), observando que os melhores resultados
ocorreram em substratos revestidos com poli-L-lisina. No que concerne a morfologia
celular, os materiais poliméricos levaram ao desenvolvimento de maior nimero de
neurites, e consequentemente redes neuronais mais complexas, no entanto Matrigel® levou
ao desenvolvimento de neurites mais longas, 0 que segundo estes autores, pode acelerar a
especificacdo dos axonios.

A equipa liderada por Hai-Long [13] investigou o efeito da utilizacdo de
superficies com diferentes densidades de grupos amina na adesdo, migracdo e
diferenciacdo celular. Células neuronais foram cultivadas em lamelas de vidro
quimicamente modificadas com diferentes concentragdes de 3-aminopropil-trietoxissilano

com o objetivo de induzir diferentes densidades de grupos amina na superficie do vidro, e
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os resultados foram comparados com os observados em superficies revestidas com poli-L-
lisina. Estes autores observaram que tanto as lamelas modificadas com poli-L-lisina como
as que possuiam maior densidade de grupos amina apresentaram maior biocompatibilidade
e afinidade para a adeséo e migracéo celular. No entanto, uma taxa de diferenciacéo celular
mais significativa foi observada nas superficies com maior concentracdo de grupos amina.
Estes autores também observaram que a superficie com maior densidade de grupos amina
foi a que apresentou valores de angulo de contacto mais elevados, o que podera indicar que
tal como a composicao quimica e a carga de superficie também o maior ou menor caracter
hidrofdbico da superficie pode desempenhar um papel fundamental.

Os exemplos acima descritos sdo reflexo da falta de concordancia
relativamente ao melhor tipo de superficie para a cultura de células neuronais. No entanto,
e de um modo geral, a literatura refere que:

- a superficie do material em contacto com as células modula fortemente a
adesdo e mortalidade das mesmas [3,13,14,19];

- propriedades como a carga e composi¢cdo quimica de superficie, rugosidade,
molhabilidade e interacdo entre proteinas sdo fatores determinantes na cultura de células.
[2,8,14,18,15];

- grupos amina e carga de superficie positiva sdo essenciais para o sucesso da
cultura de células in vitro [13, 21-23];

Além do que transparece das duas investigacfes acima reportadas, sao Varios
os estudos que fazem referéncia a poli-L-lisina, como sendo eficiente na cultura de células
neuronais, sendo o método de modificacdo de superficies de lamelas de vidro mais
utilizado em centros de investigacéo de neurociéncias. [2,6,8,10,24,25];

A poli-L-lisina (PLL) é um homopolimero natural, constituido por uma
sequéncia de aminoacidos L-lisina, covalentemente ligados entre si, cuja sua estrutura

quimica se encontra na Figura 1.1.

(|3|‘2 CHz TFE
x%l—; CHg TFE
T"z CH3z Tl—z
:lzrz CH; (]:I'z
MHz MHz NH

Figura 1.1. Estrutura quimica da poli-L-lisina, adaptado de [26].
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A sua utilizacdo quase generalizada é consequéncia da excelente
biocompatibilidade para com as células neuronais devido a presenca de grupos amina
conjugada com uma carga superficial positiva [13,23,24]. Muitos autores descrevem a
importancia da carga positiva deste polimero que, através de forcas eletrostaticas, se liga

ndo s6 aos grupos silanol da lamela de vidro como aos grupos carregados negativamente
das células neuronais (Figura 1.2) [2,6,8,13,18,23].

" — - -— -

S CSWla D . DNA -~
Ol SN e O O 0 53 LT
- \ vidro : ]
Célula

| e | -
COOA — COOA
. Lig. 1onica .
Y Y
o
(Cle)/. IOI (?H2)4
Poli-L-lisina < NH-CH-C-NH-CIH-C-NH-CH-(I‘T-NH-CllH-
|
0 ((|3H2)4 0 ((|3H2)4
. NHg‘ NHg4¥
A Lig. i6nica A
Y Y
O-H* O-H' O-H*
Vidro | , |

—SiI—0—Si—0—Si—

Figura 1.2. Esquema representativo de liga¢cdes entre PLL/vidro e PLL/células , adaptado [27,28].

No entanto, dado que estas ligacdes ndo sdo covalentes e considerando que o
meio de cultura das células neuronais apresenta uma elevada forca ionica, capaz de
interferir com as ligacdes eletrostaticas, a modificacdo do vidro ndo € permanente, sendo
referido por diversos autores o problema da falta de estabilidade, ao longo do tempo, das
propriedades das superficies modificadas com a poli-L-lisina[6,10,18].

Neste contexto hd a necessidade de investigar novos métodos e materiais para o

revestimento permanente e reprodutivel da superficie de lamelas de vidro para a cultura de
células neuronais.

Catia Sofia Claro Gomes Veneza 6



Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais Revisdo Bibliografica

1.2. Pulverizacao Catodica de Poliamida

Os materiais poliméricos apresentam-se como 0s materiais de eleicdo para a
modificacdo de superficies para culturas de células in vitro pois, genericamente,
apresentam uma boa interacdo com o meio bioldgico aliada a uma composi¢cdo quimica
que pode ser alterada, facil processamento e, no geral, baixo custo [2,19].

De entre as varias técnicas disponiveis para a modificacdo de superficies a
pulverizacdo catddica, especialmente a efetuada a partir de materiais poliméricos, é foco de
investigacdo desde ha décadas. Com efeito, a modificacdo de superficies por pulverizacéo
catddica a partir de alvos de poli(tetrafluoroetileno) (PTFE) € das mais referenciadas na
literatura. No entanto, novos requisitos para aplicacGes especificas, levaram a investigacao
da utilizacdo desta técnica para outros materiais poliméricos, como é exemplo a poliamida
6,6 [29,30].

Nylon® é a designacdo genérica de uma familia de polimeros sintéticos
conhecidos como poliamidas. Sintetizado pela primeira vez em 1930 pela empresa DuPont,
[31,32] tornou-se um dos polimeros termoplasticos de engenharia mais utilizados em &reas
como a induastria téxtil, automovel, militar, etc [33]. A poliamida 6,6 resulta da
polimerizacdo por condensacdo de dois compostos quimicos, com 6 atomos de C cada, dos
quais sdo exemplo a hexametilenodiamina e o acido adipico [34], como exemplificado na
Figura 1.3.

O interesse industrial por este polimero surge devido as excelentes
propriedades que possui, nomeadamente elevadas resisténcia a tragdo, rigidez, resisténcia a
abrasdo, resisténcia quimica e térmica, boa estabilidade dimensional, e boa resisténcia

bacteriana, aliadas ao seu baixo custo e produgédo nas mais variadas formas [35,36].

H H H H H HH H H H H H
| R A R B I
n H_N_?_C_C_[f—ll:_ﬁ_N_li + n PI'Z'UC—C—C—?—?—CD*:F}I
| | | |
H H H H H H H H H H
Hexametilenodiamina Acidoadipico
Tu.0 H HHHHHHIBHOUHUHIHIHO
- I A [ A (N IR | R A A I
g U S S S S S
\ H HH H H H H H H H n

Poliamida 6,6

Figura 1.3. Polimerizacdo, por condensacdo, da poliamida 6,6, adaptado de [37]
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No que respeita a area dos biomateriais, 0 Nylon® é usado essencialmente
como suturas dado a sua facilidade de ser processado sob a forma de fibras e que, devido
as ligagdes de hidrogénio intermoleculares, aumentam a resisténcia mecéanica na direcao da
fibra [38]. A sua utilizagdo como biomaterial ndo é mais extensa devido ao seu carater
higroscopico que induz a perda de resisténcia mecéanica quando implantado in vivo. Com
efeito, as moléculas de agua atuam como plasticizantes que atacam a regido amorfa do
polimero [38].

A técnica de pulverizacdo catodica é bastante vantajosa pois permite satisfazer
requisitos essenciais para modificacdo de superficies, nomeadamente a utilizagdo de uma
vasta gama de materiais, a obtencdo de materiais ndo sintetizdveis por vias quimicas
tradicionais, adaptar os parametros de deposicédo as propriedades/caracteristicas desejadas e
produzir superficies quimicamente estaveis ao longo do tempo [20,21,29,39,40]. Se ainda
se considerar que nao ocorre a formacéo de residuos toxicos (tecnologia limpa) e o facto de
o filme formado se encontrar esterilizado no final do processo de deposicdo, a pulverizagdo
catddica é, sem duvida, uma técnica de exceléncia para a aplicacdo pretendida neste
trabalho.

Varios grupos de investigacdo procuraram identificar e compreender as
condicBes de deposicdo que permitem produzir filmes finos, por pulverizacdo catddica r.f
magnetrdo, a partir de poliamida 6,6, independentemente da aplicacdo final. Estes
avaliaram os efeitos de diferentes parametros de deposi¢cdo, tais como a composicdo
quimica da atmosfera de deposicdo, bem como a poténcia e a pressdo de deposicdo nas
propriedades finais dos revestimentos.

O grupo de Jaroslav Kousal [29] procurou mostrar a possibilidade de usar a
pulverizacgdo catodica r.f magnetrdo de um alvo de poliamida 6,6, em diferentes atmosferas
gasosas, de modo a formar um filme fino com elevada concentracdo de grupos amina. No
seu trabalho realizaram deposicdes a partir de um alvo de poliamida 6,6 (didmetro 80 mm e
espessura de 3 mm), a uma pressdo de 2 Pa e 60W de poténcia, sobre silicio (Si), vidro e
vidro revestido a ouro, tendo usado atmosferas de Ar, N, e mistura de ambos. Este estudo
concluiu que a composicdo da atmosfera influéncia a taxa de deposi¢do, que aumenta com
0 aumento da percentagem de azoto. Também a composicdo quimica dos revestimentos foi
afetada, tendo sido observado que o aumento de azoto levou & formacédo de espécies -NHy,

com concomitante diminuigdo do valor dos &ngulos de contacto com a &gua, sem
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alteracGes da rugosidade das superficies. Este estudo mostrou ainda que, ap6s exposi¢do ao
ar, ocorre um aumento da concentracdo de -OH e O,, devido ao vapor de agua adsorvido, e
a uma diminuicdo da percentagem de azoto nos filmes.

O. Kylian e colaboradores [39] também investigaram o uso de pulverizagao
catddica r.f magnetrdo para a producdo de filmes finos ricos em aminas primarias, e
estudaram a capacidade destes filmes na adsorcdo de proteinas, como a albumina. Neste
estudo usaram um alvo de poliamida 6,6 (didmetro 80 mm e espessura de 2 mm), a uma
pressdo de 2 Pa e 40W de poténcia em atmosferas de Ar, Ar/N,, Ar/H, e No/H,. Mais uma
vez ficou demonstrada a relacdo da taxa de deposicdo com a composicdo quimica do gas
usado, sendo a relacdo a seguinte Ar/N,>N,/H,>Ar>Ar/H,. Adicionalmente, a composi¢ao
quimica dos revestimentos também foi afetada sendo que:

- a utilizacdo de Ar produz filmes com composi¢cdo quimica elementar

semelhante a da poliamida 6,6;

- a utilizacdo de Ar/H; induz a formagdo de grupos amina, no entanto com

densidade superficial inferior as superficies depositadas apenas em Ar.

- a mistura Ar/N; leva a um aumento significativo na concentracdo em azoto, no

entanto, as relagdes NH,/N e NH,/C sdo de aproximadamente 5%, indicando

que apenas uma quantidade limitada de azoto se encontra incorporada no filme

sob a forma de aminas primarias;

- a mistura Ny/H, apresentou a combinacdo das vantagens de Ar/H, e Ar/N,,

levando a formacao de filmes ricos em azoto, com uma provavel incorporagédo

de grupos amina de cerca de 20%.

Por ultimo, conseguiram observar que os filmes produzidos sdo eficientes na
adsorcdo de proteinas, sendo a cinética mais rapida nas superficies depositadas em N,/H,
seguidas pelas depositadas em Ar/N;, Ar e Ar/H,.

Tendo como objetivo a utilizacdo de filmes finos de poliamida 6,6 em aplicacfes
biomédicas como a adsorcdo de biomoléculas ou cultura de células, A. Artemenko e
colaboradores [20] decidiram avaliar a estabilidade dos referidos filmes quando em
contacto com o ar e em ambientes aquosos, como a H,O e uma solucdo salina de tampéo

fosfato (PBS - do inglés “ phosphate buffer saline”). Os revestimentos foram preparados

por pulverizacdo catddica r.f magnetrdo de um alvo de poliamida 6,6 (didmetro 80mm e

espessura 2 mm) a uma pressao de 2Pa e 40W de poténcia. A mistura de gases escolhida
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foi Ar, Ar/N, e No/H,, e os substratos revestidos foram silicio, vidro e vidro revestido a
ouro.

Este estudo comparativo permitiu concluir que no que refere a exposi¢do ao ar,
todos os filmes sofreram oxidacdo devido a presenca de uma maior densidade relativa de
atomos de oxigénio. Quando imersos em meio aquoso as alteracGes observadas variaram
entre as diversas superficies. No que concerne a dissolucdo dos filmes, os depositados em
atmosfera de Ar e Ar/N, apresentam menor perda de espessura, contrariamente aos
depositados em N/H,, sendo que estes sdo também os que apresentam maiores alteracdes
na morfologia superficial apds imersdo. Os autores justificam este comportamento com o
facto de os filmes depositados em atmosfera de N,/H, apresentarem maior concentragéo de
grupos NH,, que apresentam maior solubilidade.

No que refere ao comportamento de células em superficies preparadas por
pulverizacdo catodica de um alvo de poliamida 6,6, B. Finke e colaboradores [21]
procuraram estudar a possibilidade de aplicacdo destas superficies na melhoria da adeséo
de osteoblastos e, consequentemente, no incremento da osteointegracdo. Estes autores
usaram um alvo de poliamida 6,6 (80mm de didmetro de 2mm de espessura), com uma
poténcia de 40 W em atmosfera de Ny/H; e os filmes finos foram depositados sobre uma
liga de titanio, Ti6-Al4-V. Células osteoblasticas MG-63 foram cultivadas nas superficies
produzidas, em meio de cultura isento de soro, para evidenciar o efeito do revestimento na
adesdo e diferenciacdo celulares. Este estudo demonstrou que a modificacdo do Ti6-Al-4V
com filmes contendo grupos funcionais carregados positivamente foi suficiente para
melhorar, de forma significativa, o contacto celular com a superficie do material,
relativamente ao Ti6-Al-4V ndo modificado. No entanto, uma relacdo direta entre 0s
grupos amina primarios da superficie e o incremento no crescimento celular ndo foi
observado, podendo indicar, segundo os autores, que outros grupos quimicos funcionais
contendo azoto, tais como amidas &cidas ou imidas, possam também ser importantes
durante este processo bioldgico.

Na literatura consultada ndo se encontrou reportado o estudo do
comportamento de céelulas neuronais em superficies revestidas, por pulverizagédo catddica,
com filmes finos de poliamida 6,6.

O objetivo da presente dissertagdo centra-se no desenvolvimento de filmes

finos de poliamida 6,6, depositados por pulverizacdo catddica r.f. magnetrdo,
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quimicamente estaveis, com carga superficial positiva e, apds caracterizacdo dos mesmos,

avaliar o seu desempenho como superficie propicia a cultura in vitro de células neuronais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Técnica de deposicao de filmes finos - Pulverizagao
Catddica

Os filmes finos foram depositados utilizando o equipamento Edwards Coating
System E306A que possui dois geradores de radio frequéncia de 13,56MHz, que fornecem
uma poténcia maxima de polarizacdo do alvo e do substrato de 1000W e de 500W,
respetivamente.

As deposicoes foram efetuadas a partir de um alvo de poliamida 6,6
(Goodfellow - 99,99% de pureza), com 100 mm de diametro e 5 mm de espessura, € 0S
gases utilizados foram o argon (Ar) e o azoto (Ny) com 99,999% de pureza e ar
atmosférico (ar). As deposi¢bes foram efetuadas sobre substratos de silicio (Si), aco
inoxidavel 316L (316L) e laminas e lamelas de vidro. Antes da inser¢do na cdmara de
deposicdo todos os substratos foram limpos em banho de ultrasons, sucessivamente em
acetona e etanol, durante 10 minutos em cada liquido, e em seguida secos em corrente de
ar quente. O uso destes substratos é justificado pela exigéncia de diversas técnicas de
caraterizacdo dos filmes finos. Em cada deposicdo, um dos substratos de silicio foi
parcialmente mascarado com uma gota de nitreto de boro, de modo a, apds destacamento,
se avaliar a espessura do filme.

Apos a colocacdo das amostras na camara, esta foi evacuada até uma pressao
Gltima de 10™ Pa, tendo sido iniciado o procedimento de limpeza do alvo e dos substratos
com 0s seguintes parametros: pressao de 0,7 Pa, tempo de 600 s, poténcia da fonte de
substratos de 60W e densidade de poténcia do alvo de poliamida 6,6 de 7,6x10° W.mm™.
As condic¢es de deposicdo, bem como as designacdes das superficies, estdo sumariadas na
Tabela 2.1
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Tabela 2.1. CondigGes de deposicdo e designagdo dos filmes finos.

Designacao Parametros fixos Pariametros variaveis
Atmosfera Arrefecimento
PA4 Ar 1°C.min™", vacuo
AI"+N2 o | ,
PAS (0,6+0,1Pa) 1°C.min"", vacuo
PA6 N, 1°C.min"", vacuo
Pressao total: 0,7 Pa Ar + N, . o,
PA7 (0.67+0.03 Pa) 1°C.min"", vacuo
Ar+ N, + ar & .1,
PA9 (0,6+0,03+0,07Pa) 1°C.min ", vacuo
Ar+ N, +ar .
T 13600 2 © :
PA10 empo S (0,6+0,03+0,07Pa) 1°C.min", em N, e ar
Ar + ar o .1,
PA11 (0,6+0,1 Pa) 1°C.min"", vacuo
Ar + ar o 1,
PAILZ Dpot*: 7,6x10°W.mm" (0,6+0,03 Pa) [C.min”, vicuo
Ar + ar 0 o il
PA13 (0,6+0,1 Pa) 1°C.min", em ar

*Dpot = densidade de poténcia

2.2. Técnicas de Caracterizacao

2.2.1. Espectroscopia de Infravermelhos com Transformada de
Fourier

A espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier, (FTIR - do
inglés “ Fourier Transform Infrared spectroscopy”) permite identificar 0s grupos
quimicos funcionais de um material. Esta técnica tem como principio base de
funcionamento o facto de as ligagdes quimicas covalentes apresentarem frequéncias de
vibracdo especificas, correspondendo a determinados niveis de energia. Quando o material
interage com um feixe de comprimento de onda no infravermelho absorve parte desta
radiacdo, dando origem a diferentes tipos de vibragdo das ligacGes covalentes de que s&o
exemplo o elongamento (“stretching”), a torgdo, a rotacdo, entre outros. Cada grupo
funcional apresenta frequéncias proprias de vibracdo que, por compara¢do com valores
tabelados, permitem identificar os grupos quimicos funcionais.

Neste estudo foi utilizado o equipamento Jasco, modelo FTIR 4200, em modo

ATR (do inglés “ Attenuated Total Reflectance”). Os espectros foram registados com uma
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resolucdo espectral de 4cm™ e uma acumulacdo de 64 interferogramas, e a anélise dos
grupos quimicos foi realizada ap6s desconvolucdo gaussiana. A identificacdo dos grupos

quimicos presentes foi realizada, por comparagdo, com os dados existentes na literatura.

2.2.2. Espectroscopia de Fotoeletrao X

T3

A espectroscopia de fotoeletrdo X, (XPS - do inglés “X-ray Photoelectron
Spectroscopy”), permite caraterizar a composicao quimica de um material através ndo s
da informacdo dos elementos quimicos que a constituem bem como do respetivo estado de
oxidacdo e vizinhanga quimica, através da energia de ligagdo. O seu principio de
funcionamento baseia-se no efeito fotoelétrico, em que um feixe de raios X incide na
superficie do material em analise, transferindo energia aos eletrdes das camadas eletronicas
internas que o constituem, provocando a sua ejecdo e, apoés detecdo, determinacdo da
energia da ligacao.

Neste estudo foi utilizado um equipamento Thermo Scientific K-Alpha ESCA
equipado com fonte de raios X com radiacdo monocromatica Al Ko (hv=1486.6 eV).
Devido a natureza ndo condutora das superficies foi necesséria a utilizagdo de um canhéo
de eletrdes (entre 0 a 14 eV) e um canhdo de ides Ar de baixa energia. Os fotoeletrdes
foram detetados com um angulo de 90° em relacédo a superficie da amostra. As medicOes
foram efetuadas com um passo de 100 eV para o espetro geral e um passo de 20 eV para 0s
espetros de alta resolucdo. A composicdo quimica elementar foi determinada usando as
fotoemissdes padrdo Scofield. A indexacdo dos espetros foi feita apds desconvolugéo e

tratamento no programa “CasaXPS”.

2.2.3. Difragao de Raios X

A difracdo de raios X (XRD —do inglés “X-Ray Diffraction”) permite avaliar o
grau de ordem estrutural de um material. O feixe de raios X incide na amostra e, ao
interferir construtivamente com os planos cristalinos, é difratado de acordo com a lei de
Bragg (Equacdo 2.1)

nA = 2d sin6 (21)

na qual n é um namero inteiro, A é o comprimento de onda da radiacdo incidente, d € a
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distancia interplanar e 8 é o angulo de incidéncia dos raios X.

Neste trabalho foi utilizado o equipamento Philips X’Pert, equipado com
goniometro PW3200/00 com uma tenséo de 40 kV, intensidade de corrente de 35 mA e
anticatodo de cobalto (Ka,;=0,178896 nm e Ka,=0,179285 nm). A gama de varrimento foi

de 10 a 120°, com um passo de 0,08° e tempo de aquisicdo de 2s por passo.

2.2.4. Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM - do inglés “Transmission
Electron Microscopy ) € uma das mais poderosas técnicas de caracterizacdo estrutural de
materiais.

Nesta técnica um feixe de eletrbes é acelerado, colimado por lentes
eletromagnéticas, e direcionado para uma amostra de espessura a escala submicromeétrica,
interagindo com esta enquanto a atravessa. Os eletrdes que interagem com a amostra e Sao
transmitidos através desta, apresentam uma intensidade e direcdo controladas pelas leis da
difracéo, impostas pelo arranjo cristalino dos atomos do material, e sdo responsaveis pela
formacdo de uma imagem e, caso seja necessario, um padrdo de difracdo de eletrdes.

No presente trabalho foi usado o microscépio FEI Tecnai G? 200kV e os filmes
finos foram depositados sobre grelhas de cobre para TEM e observados diretamente sem

qualquer tipo de preparacgéo adicional.

2.2.5. Microscopia Eletrénica de Varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento, (SEM - do inglés “Scanning Electron
Microscopy”), permite a observacdo da morfologia superficial de amostras com elevada
resolucdo. O seu principio de funcionamento baseia-se na interacdo de um feixe de
electrbes com a superficie, 0s quais ao penetrarem, num certo volume, provocam uma série
de diferentes fendmenos, tais como a difusdo e emissdo de eletrdes. Os eletrdes
secundarios, emitidos de uma profundidade de cerca de 30 a 50 nm, sdo 0s responsaveis,
apos detecao, pela formacdo das imagens de morfologia.

Neste trabalho foram utilizados dois equipamentos: um com um filamento de
tungsténio da marca JOEL modelo-XL30 e outro com canh&o de emissdo de campo (FEG
— do inglés “Field Emission Gun”) marca FEI Quanta 400 FEG ESEM, ambos equipados
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com sistema EDS (“Energy Dispersive Spectometry”) da EDAX. Esta caracterizagéo
permitiu a observacdo da morfologia superficial e em seccdo transversal, em que as

observacdes foram efetuadas com uma tensdo de aceleragédo do feixe de 15kV.

2.2.6. Microscopia de Forga Atdmica

A microscopia de forca atomica (AFM - do inglés “Atomic Force
Microscopy”), € uma técnica de caracterizacdo de superficies que tem como principio
fundamental a medida das deflexdes de um brago em balango (“cantilever’”) que tem na
extremidade livre uma ponta sensivel as forgas que atuam entre esta e a amostra em
analise. A interacao causa a deflexdo do “cantilever” que é medida através da mudanca de
direcdo angular de um feixe laser emitido por um fotodiodo. O fotodetetor envia a
informacdo da variacdo do feixe laser a um sistema piezoelétrico que a converte em valores
de voltagem, proporcionais a deflexdo, que sdo usados para produzir uma imagem
topogréafica, com resolugdo que pode chegar a escala atomica. A magnitude da deflexdo
depende do tipo de forgas entre os atomos da superficie e os da ponta, tais como forcas
Van der Waals e forcas de exclusdo de Pauli. Estas ndo sdo dependentes de propriedades
eléctricas das amostras, sendo possivel caracterizar superficies ndo condutoras.

O varrimento da superficie pode ser efetuado em contacto direto (modo de
contacto), a algumas décimas de nandmetro de distancia (modo de ndo contacto) ou em
contacto intermitente com a superficie (modo tapping) [41].

O equipamento utilizado neste estudo foi o0 modelo dilnnova da marca Veeco.
As pontas utilizadas foram de SizN4, modelo RTESPA-CP da Bruker, com frequéncia de
ressonancia, fo, de 291-326kHz e constante de forca, k, entre 20-80 N.m? e todos os
ensaios forma realizados em modo de contacto intermitente. Esta técnica permitiu ainda
determinar a espessura dos filmes finos. O tratamento de imagens e de dados foi efetuada

no programa “Gwyddion”.

Catia Sofia Claro Gomes Veneza 16



Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais Materiais e Métodos

2.2.7. Medigdo de Angulos de Contacto

Quando se coloca em contacto direto um liquido sob uma superficie solida,
ocorrem interacfes moleculares na interface liquido-sélido que podem ser definidas em
termos de angulo de contacto e energia livre de superficie.

O éangulo de contacto é uma medida quantitativa da molhabilidade de um
solido por um liquido e permite avaliar o grau de hidrofilicidade/hidrofobicidade da
superficie sélida, quando o liquido utilizado é a agua. Este angulo é definido
geometricamente como o angulo formado pelas tangentes das interfaces liquido-vapor e

liquido-s6lido com o plano da superficie solida (Figura 2.1).

vlv

VAPOR

LIQUID '6

<! /

SOLID

Figura 2.1. Representacdo esquematica da medi¢do do angulo de contacto com uma superficie e das
tensGes de interface existentes, adaptado de [42]

A relacdo entre o angulo de contacto e as componentes de tensdo superficial,

sdo descritas pela equacédo de Young (Equacdo 2.2):

ysv = ysl + ylv x cosO (2.2)

onde y,, é a tensdo da interface solido—vapor; y; é a tensdo da interface sélido-liquido;
Y1, € a tensdo da interface liquido-vapor e 6 é o angulo de contacto.

A rugosidade é um pardmetro importante que influencia a medicdo do
angulo de contacto, pelo que é necessario compreender se a rugosidade de cada
revestimento afeta significativamente os valores dos angulos de contacto medidos. Deste
modo é possivel saber se 0s angulos de contacto se devem a rugosidade da superficie dos
revestimentos ou a sua composicao quimica. Por este motivo, e para aferir e validar os

resultados experimentais, deve ser afetuado o tratamento dos valores recorrendo aos
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modelos tedricos de Wenzel e Cassie-Baxter consoante as superficies sejam hidrofilas ou
hidrofobas, respetivamente. A equacao de Wenzel (Equacdo 2.3), permite saber o valor do

angulo de contacto que se obteria caso a superficie fosse isenta de rugosidade.

cos B, =1 X cos by (2.3)

onde 6,, ¢ angulo de Wenzel (angulo da superficie isenta de rugosidade), r é a rugosidade
avaliada pela relagcdo entre a area real e a area projetada da superficie, e 6y € angulo
medido experimentalmente.

Neste trabalho foi efetuada a medicdo dos angulos de contacto estaticos no
equipamento DataPhysics QCA-20, e os liquidos, gota de 10 uL, utilizados foram a agua
destilada e a formamida, os quais apresentam diferentes valores de tensdo superficial. Este
procedimento foi repetido seis vezes em locais distintos de cada amostra e o valor médio
calculado € apresentado como sendo o angulo de contacto. Os angulos de Wenzel foram
calculados para todos os revestimentos, e 0s seus valores foram comparados com 0s

valores experimentais medidos.

Catia Sofia Claro Gomes Veneza 18



Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais Materiais e Métodos

2.2.8. Potencial Eletrocinético

A magnitude das cargas superficiais que se desenvolvem na interface quando
um solido se encontra em contacto com um liquido pode ser avaliada através do potencial
zeta (¢ ). A acumulacdo de cargas elétricas na interface entre um sélido e um liquido da
origem a formacdo de uma dupla camada eletroquimica que é constituida por uma fase
imovel denominada “camada de Stern”, na qual as cargas se encontram fixas ao longo da
interface, e uma camada movel, onde as cargas, devido a forcas de ligacdo mais fracas,
podem ser deslocadas pelo movimento do eletrdlito. O potencial da interface entre estas
duas camadas é conhecido como potencial zeta.

Os processos de medicéo deste valor séo variados mas 0 mais comum consiste
em fazer passar uma solucdo de eletrélito, sob pressdo, numa célula de medicdo que
contem a amostra. O movimento do eletrélito gera um potencial que pode ser calculado
pela medida direta do potencial de fluxo (“Streaming potential ) ou pela corrente de fluxo
(‘Streaming current’), induzidos pela passagem do liquido. A relacdo entre o valor da
corrente, nas condigdes usadas neste trabalho, e o potencial zeta é dada pela equacgéo de

Helmholtz-Smoluchowski (Equagéo 2.3)

dl
dp exe€0

L
{ X~ (2.4)

dl . ~ ~
em que W representa o declive da curva de valores da corrente em fungdo da pressao; n

representa a viscosidade do eletrolito; ¢ corresponde a constante dielétrica do eletrdlito;
&, € a permitividade em vacuo; L € o cmprimento do canal de medicdo e A a secdo
transversal do canal de medigao [43,44].

No presente trabalho foi utilizado o analisador eletrocinético SurPASS da
Anton Paar GmbH, em que foram usadas como células de medicdo a célula de aperto
(“Campling cell ”) e a celula com abertura ajustavel (“Adjustable Gap Cell”) e como

eletrélito uma solucdo de KCI 1mM a pH=7.
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2.2.9. Testes in vitro

Células neuronais do cortéx de rato com 16 dias de gestacdo foram cultivadas
em lamelas de vidro modificadas pelos revestimentos designados por PA4, PA5, PA6 e
PA11, durante um periodo de 14 dias de acordo com os protocolos utilizados no Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra (CNC). Como controlo
foram utilizadas lamelas de vidro revestidas com poli-L-lisina.

As culturas primarias de neurdnios corticais foram preparadas a partir do cortex de
embrides de rato Wistar E18-E19. Resumidamente, os cortex foram lavados, em HBSS
(solucdo salina balanceada de Hank) gelado, trés e cinco vezes, antes e depois do
tratamento com tripsina (solugdo 0,06% (v/v) em HBSS, 15 min a 37°C), respectivamente.
As celulas foram dissociadas mecanicamente com HBSS. Apos contagem, as células foram
incubadas (94,7x10° células/cm?®) com meio “Neural Plating” (meio minimo essencial,
suplementado com 10% de soro de cavalo, 0,6% de glucose e 1 mM de acido pirtvico),
durante 2-4 h em caixas multipocos, sobre lamelas de vidro revestidas com poli-L-lisina
(0,2 mg/mL). No fim deste periodo o meio foi removido e substituido por meio neurobasal,
suplementado com S1 (diluido 1:50), 0,5 mM de glutamina e 0,12 mg/mL de gentamicina.
Apos 2-3 dias em cultura, a divisdo das células da glia foi impedida pela adi¢do de 10 mM
de 5-FdU-NOAC (dimero heterodinucletsido fosfatado) ao meio. As culturas foram
mantidas numa incubadora humidificada numa atmosfera de 5% CO,/95% ar, a 37°C,
durante 14-15 dias.

Ap6s o tempo de incubacdo foram efetuados dois procedimentos
experimentais:

- para andlise da morfologia das células por SEM as superficies foram sujeitas
a fixacdo quimica com uma solucdo de glutaraldeido 5% (v/v) durante 10 minutos e, em
seguida, desidratadas com solugdes aquosas de etanol (v/v) a 25%, 50%, 75% e 100%,
tendo permanecido 10 minutos em cada solucdo; imediatamente antes da observacdo em
SEM as superficies foram revestidas, por pulverizacdo catddica, com um filme de 30 nm
de ouro;

- para avaliagdo da adesdo e viabilidade celular as superficies foram sujeitas a

um protocolo para marcacdo dos nucleos, sendo posteriormente observadas num
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microscopio de fluorescéncia da marca Zeis, modelo Axioverl 200 acoplado a uma camara

Axiocam.

Protocolo para marcacao dos nucleos

As células sdo lavadas duas vezes com PBS e, em seguida sdo fixadas, durante 15
minutos a temperatura ambiente, com uma solucdo de 4% paraformaldeido e 4% sacarose
(v/v) em PBS, pré aquecido a 37°C. Apo6s uma lavagem rapida com PBS as células sdo
novamente lavadas por duas vezes durante 5 minutos de cada vez.

A permeabilizacdo das células é efetuada com uma solugdo 0,25% de Triton X-100
(v/v) em PBS, durante 5 minutos, & temperatura ambiente. Findo este tempo as células séo
lavadas, durante 5 minutos, com PBS

A marcacdo ndo especifica é bloqueada com uma solucdo de 10% BSA (v/v) em
PBS, durante 30 minutos, a 37°C. As células sdo novamente lavadas com PBS.

Para marcar o nucleo as células foram incubadas com uma solugdo do corante
Hoechst 33342 (0.5 pg/mL, em PBS), durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds
lavar as células uma vez com PBS e absorver o excesso de liquido com papel de filtro as
amostras sdéo montadas numa lamina de vidro limpa sobre uma gota do meio de montagem
DAKO. O excesso do meio de montagem € removido com papel de filtro e o conjunto é
selado com verniz de unhas. As amostras sdo guardadas a 4°C até a observacdo em

microscopia de fluorescéncia que deve ocorrer no periodo maximo de uma semana.
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3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da caracterizacdo
dos filmes finos produzidos por pulverizacdo catodica r.f magnetrdo com alvo de

poliamida 6,6, com uma densidade de poténcia do alvo de 7,6x10° W.mm™.

3.1. Taxa de deposicao e composi¢cao quimica

A composi¢do quimica superficial foi avaliada por XPS e a taxa de deposicao
foi calculada a partir da espessura dos filmes finos avaliadas por AFM, como
exemplificado na Figura 3.1, apds a remocdo da gota de nitreto de boro colocada para este
efeito sobre o substrato de silicio (Tabela 3.1).

1 2 3] 4 5 B 7 g yrm

Figura 3.1. Exemplo de avaliagdo da espessura por AFM.

Os resultados apresentados na Tabela 3.1 permitem evidenciar diferencas
significativas na taxa de deposicdo dos filmes que variam ndo s6 com a composicao de
gases usada durante a deposicdo, bem como da atmosfera de arrefecimento. Para a série de
deposicbes em atmosfera inerte (PA4) e com concentracdes varidveis de azoto (PA5 a
PAT7), a maior taxa de deposicdo ocorre quando é usada uma maior pressdo relativa de
azoto (PA 6). Quando se compara a taxa de deposicdo de PA4 com a dos filmes
depositados em atmosfera reativa com ar e ar e azoto e com arrefecimento em vacuo ou na
presenca de ar e azoto (PA9 a PA13) é visivel um aumento significativo da taxa de

deposicdo para esta série, em que 0 mais importante ocorre para os filmes depositados na
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presencga da mistura de gases reativos concomitantemente com o arrefecimento na presenca
da mesma mistura de gases (PA10). Estes resultados estdo de acordo com trabalhos

realizados por outros autores. [29,39,45].

Tabela 3.1. Composi¢ao quimica, espessura e taxa de deposi¢cdo dos filmes finos.

Composicdo Quimica (Yeatm) Espessura Taxa de
(nm) Deposicao

Superficie C O N N/C (nm.s™)
PA4 71,1 21,0 6,3 0,088 147 + 4 0,04
PA5 66,9 19,3 13,8 0,206 251 +4 0,07
PAG 60,4 17,5 22,1 0,366 366 + 4 0,10
PA7 70,3 19,7 10,0 0,142 225+ 19 0,06
PA9 66,8 19,4 13,8 0,207 468 + 7 0,13
PA10 60,3 17,3 23,4 0,388 628 + 14 0,20
PAll 69,4 19,0 11,6 0,167 575+ 22 0,16
PA12 n.d. n.d. n.d. n.d. 495+ 11 0,14
PA13 n.d. n.d. n.d. n.d. 607 + 16 0,17

Durante o processo de deposicao a partir de um alvo polimérico, quando este é
bombardeado com ides energéticos, ocorre a quebra de ligacBes, com ejecao de fragmentos
de material para o substrato. Esta ejecdo implica que no local onde o material se
encontrava, fiquem ligacdes pendentes e radicais, que se podem rearranjar de diferentes
formas, nomeadamente formarem ligacGes insaturadas intramoleculares e reticulagdes
intermoleculares, o0 que mais frequentemente acontece em deposi¢des em atmosfera inerte.

Quando as deposicdes ocorrem na presenga de gases reativos, como 0 azoto ou
0 oxigénio, as espécies quimicamente ativas formadas no plasma podem interagir com as
ligacOes pendentes, evitando a reticulacdo e a formacgdo de ligagdes insaturadas e,
consequentemente, facilitando a ejecdo de outros fragmentos do alvo [29,39,45]. Se o
processo de ejecdo € facilitado entdo a taxa de deposicdo aumenta o0 que,

experimentalmente, se traduz em filmes mais espessos. Todos os filmes apresentam
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espessuras submicrométricas, sendo que os filmes com menor e maior espessura sao 0S
designados por PA4 e PAL0, respetivamente.

Quanto a composic¢ao quimica de superficie avaliada por XPS (Tabela 3.1) é
visivel que todas as superficies apresentam valores proximos no que respeita ao carbono e
ao oxigénio, o que implica que as deposi¢cdes na presenca de ar ndo sdo eficazes na
incorporacdo de oxigénio. No entanto, é necessario recordar que o ar é constituido por uma
relacdo N,:O, de, aproximadamente, 3:1. Este facto é particularmente evidente quando se
compara o teor em azoto das superficies PA6 e PA10 que sdo semelhantes apesar da
primeira superficie ser resultado de uma deposicdo em atmosfera de N, e a segunda de uma
na presenca de Ar+ar+N, e cujo arrefecimento ocorre na presenca de ar+N,. Assim a
presenca de ar parece reforcar sobretudo a incorporacdo de azoto. Das analises efetuadas
nos filmes finos depositados com diferentes pressdes de azoto € evidente, tal como seria
expectavel, que a concentracdo de N, no filme fino aumenta com o aumento dos teores de
azoto na atmosfera de deposicéo e arrefecimento.

Para identificar os tipos de ligacGes presentes na superficie dos filmes finos foi

feita a desconvolucéo dos espectros de XPS no programa “CasaXPS”, como exemplificado
na Figura 3.2.

) b)
I R
1 /
14 | |
E | A
‘?.,T” ' || - [ ||
5 | 5. .
CS ’ %U I(\""J \
nl \ A
K I.'n, I \ \ ||
j '-.‘ ||I / ;‘\\ I'.I | |_|l.
Al |\ l, : /N 'I'a
Werran o, Z \\ [ I"\II\ o AV ST, el _-.i__-"\'l ‘ I'.:'t

Energia"t;le Ligagﬁg{e\f} Energia de Ligagdo (eV)

Figura 3.2. Desconvolugdo dos espectros Cls das superficies PA4 (a) e PA6 (b).

A desconvolucédo dos espectros de alta resolugédo de C1s, N1s e Ols foram

realizadas para todos os revestimentos e 0s resultados estdo apresentados no apéndice A.
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De um modo geral, e em todos os filmes finos, foram identificadas as energias de ligagéo,

correspondentes as ligacdes presentes na Tabela 3.2. Os tipos de ligacdo correspondente a

cada energia de ligacdo presente nos espectros analisados, foram identificados segundo os

dados presentes na literatura. [21,30,45-53]

Tabela 3.2. Identificagdo das ligagGes presentes em todos os revestimentos, resultantes da desconvolugao

dos espetros Cl1s, N1s e Ols.

Espetros Energias Tipo de ligacao
285,0 C-C,C-H
285,7 C-N, C-NH
Cls
286,6 C=N, C=N, C=0
288 C-0, C=0, C=N, N-C=0
399,0 C—N, C=N, C-NH,, C=N
N1s
400,5 O=C-NH,, C-N
531,3 C-0, C=0, N-C=0
O1s 532,2 0=C-0, C=0, C-O
532,95 C-0,C=0

Dos resultados apresentados na Tabela 3.2, dados por XPS, pode-se concluir

que os revestimentos apresentam na sua superficie ligacdes duplas (C=N) e triplas (C=N)

que ndo estdo presentes no material do alvo, o qual ¢ caracterizado maioritariamente por

ligagdes simples e algumas duplas entre grupos C=0. Por outro lado se observa que na

superficie dos revestimentos estdo presentes grupos amida (N—C=0), amina (NH,) e

nitrilos (C=N), dos quais se destaca a presenga de grupos amina que fazendo parte da poli-

L-lisina, mas ndo da poliamida 6,6, e se encontram incorporados na superficie dos filmes

finos.
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3.2. Grupos quimicos funcionais

A anélise quimica e das ligacdes efetuadas por XPS apenas dao informacéo sobre
0s 10 nm mais exteriores das superficies estudadas. Deste modo, e para ter uma informacéo
mais geral sobre o tipo de grupos quimicos presentes foi efetuada a caracterizagdo por
FTIR (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Espectros FTIR do alvo de PA 6,6 (a) e dos filmes PA6 (b) e PA12 (c).

A poliamida 6,6 é um material semicristalino, 0 que se traduz num espectro de
FTIR com picos bem definidos (Figura 3.3 a), contrastando com os espetros dos filmes
finos (Figura 3.3 b e c). Estes apresentam picos pouco definidos e muito largos, os quais
sdo caracteristicos de materiais com baixa ordem estrutural.

No sentido de identificar adequadamente os grupos quimicos funcionais foram
efetuadas desconvolugdes, no programa “Origin Peak Fit”, na gama de ntimero de onda
caracteristica dos grupos quimicos da poliamida 6,6 e os grupos funcionais foram

identificados tendo por base os dados presentes na literatura (Tabelas 3.3 e 3.4).
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Tabela 3.3. Identificagdo de bandas no espetro de infravermelho da Poliamida 6,6.

Bandas Identificacao Referéncias
(cm™)
Alvo de PA 6,6
680 O=C-N e C—C deformacao axial;
NH deformacéo angular fora do plano
930 Banda cristalina
C—CO e C—C deformagao axial simétrica
C-CH deformacao axial simétrica
1200 CH, deformacao axial simétrica
Amida terciéria numa cadeia hidrocarbonada
Amida terciéria deformacdo axial simétrica
C—N deformagao axial simétrica
1370 N :
CHs; deformacao axial simétrica de grupo terminal
1464 NH deformacéo axial simétrica
NH deformacdo axial simétrica (amida secundaria) [54-66]
1534 C—-N e C—C deformagao axial simétrica
Grupos amida N-mono substituidos
C=0 deformacéo axial simétrica (amida primaria)
1640 CO deformacdo axial simétrica + NH deformac&o angular
+ CN deformacéo axial simétrica
2850 CH, deformacéo axial simétrica
2930 CH, deformacao axial simétrica
3080 C—H deformacéo axial simétrica
3300 N-H deformacéo axial simétrica

Tabela 3.4. Identificacdo de bandas no espectro de infravermelho de filmes finos de PA, referidos na
literatura.

Filmes de PA 6,6 depositados por outros autores

Bandas (cm™) Identificacéo Referéncias
1000-1400 CH, e CH3; deformacéo axial simétrica
1700 C=N, C=C e C=0 deformacao axial simétrica
2500-2300 C=N, C=C deformagdo axial simétrica [21,29,30,39]
3100-2700 CH, e CHj3; deformacao axial simétrica
3700-3200 N-H e O-H deformacéo axial simétrica
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As bandas identificadas no espetro do alvo de poliamida 6,6 estdo de acordo
com a literatura e os filmes finos, de um modo geral, apresentam vibracdes semelhantes as
do material do alvo (apéndice B). No entanto, em alguns casos surgiram novas bandas de
vibracdo, que correspondem a novos grupos quimicos funcionais (Tabela 3.4), as quais vdo

de encontro ao referido por outros autores [21,29,30,39].

Tabela 3.5. Identificacdo de novas bandas nos espetros FTIR dos revestimentos

Superficies Bandas (cm™) Descricéo
PA 4 9346 C=N, C=C mtr}los’,, (?Ieforma(;ao axial
simétrica
1700 C=N,C=Ce C:O d_eforma(;ao axial
simétrica
PA5aPA13 2500- 2300 C=N, C=C deformacéo axial simétrica
3100-2700 CH, e CH3; deformacao axial simétrica
3400-3500 O-H deformagéo axial simétrica

A identificacdo de grupos quimicos efetuada por FTIR pode ndo coincidir
completamente com a identificacdo das ligacdes quimicas por XPS e este facto deve-se ao
volume integrado por cada uma das técnicas. Enquanto os elementos quimicos
identificados sdo 0os mesmos que constituem o material utilizado como alvo, jé& o tipo de
ligacdo que estabelecem é distinta da do alvo de PA 6,6. Este € caracterizado por ligagdes
simples e as Unicas ligacBes duplas sdo as do grupo >C=0. Ja no caso dos filmes finos ha a
presenca de ligacdes duplas e triplas entre atomos de C e N, C e C, bem como o
aparecimento de grupos hidroxilo, -OH. A presenca de ligacGes pendentes e radicais, tanto
no material ejetado e que se encontra no plasma, como no material na superficie do
substrato permite a formacdo de novas ligacdes, sendo que as ligagOes insaturadas sao
termodinamicamente mais favoraveis de se formar do que as ligacdes simples. Com efeito,
as entalpias meédias de dissociacédo de ligacdes quimicas (em kcal/mol) séo de: C-C = 83;
C-N =73; C=C = 146; C=N = 147; C=C = 200; C=N =213 [67].
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3.3. Analise Estrutural

A andlise estrutural do material do alvo e dos filmes finos produzidos foi

avaliada por difracdo de raios X (Figura 3.4) e por TEM (Figura 3.5).
O difratograma da poliamida 6,6 apresenta alguns picos bem definidos,

conjuntamente com “bossas” largas que correspondem a parte cristalina e amorfa do

material semicristalino, respetivamente. Os difratogramas dos filmes finos sdo todos

semelhantes entre si e sdo caracterizados, de acordo com o exemplo do filme PA12, por

“bossas” largas caracteristicas de materiais sem ordem estrutural.
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Figura 3.4. Difractogramas do alvo de PA 6,6 a) e do filme fino PA12 b).

A Figura 3.5, representativa da observacao de todas as amostras em TEM, permite

observar a auséncia de ordem estrutural nos filmes, o que esta de acordo com os resultados

Catia Sofia Claro Gomes Veneza

29



Modifica¢do de Superficies para Cultura de Células Neuronais Apresentacdo e Discussdo de Resultados

de DRX. Com efeito a micrografia de campo claro ndo apresenta as delimitacbes que

circundam as zonas com ordem estrutural, que sdo caracteristicas em materiais cristalinos.

Figura 3.5. Imagem de campo claro de TEM do filme fino PA4.

Estes resultados seriam espectaveis, uma vez que a pulverizacdo catodica de
materiais poliméricos origina filmes finos sem ordem estrutural. A emissdo de fragmentos
do alvo e ndo de atomos, a falta de rearranjo das espécies na sua chegada ao substrato e a
rapida velocidade de arrefecimento apds a deposicdo nao constituem condicGes favoraveis

a arranjos atomicos bem definidos e regulares a longa distancia — cristalinidade.

3.4. Morfologia/Topografia

A morfologia superficial e da seccdo transversal dos filmes finos foi observada
por microscopia eletronica de varrimento (Figuras 3.6 e 3.7).

A Figura 3.6 mostra a superficie de dois dos filmes finos, depositados com
diferentes parametros de deposicdo. As diferencas em termos de morfologia sdo evidentes,
concluindo-se que as condi¢cOes de deposi¢cdo usadas influenciam fortemente a morfologia

superficial dos revestimentos.
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Figura 3.6. Micrografias da superficie dos filmes finos PA4 a) e PA13 b).

A morfologia da sec¢éo transversal de dois filmes finos esta representada na Figura
3.7 e € representativa das seccOes transversais de todos os filmes (apéndice C). Os
revestimentos sdo caracterizados por nao apresentarem morfologia aparente, designagéo de
“featureless”, dado que sdo filmes finos densos e sem porosidade. Este tipo de morfologia
da seccéo transversal é caracteristico de materiais sem ordem estrutural que, como foi ja
observado, é o caso de todos os filmes finos depositados neste estudo. As micrografias
permitem também avaliar as diferencas de espessura entre o filme depositado em atmosfera

inerte e os depositados em atmosfera reativa.

HV | det T I — T R — HV | det
15.00 kv| ETD |1 s X PAL X 15.00 kV|ETD 11.0 n

Figura 3.7. Micrografias da seccdo transversal dos filmes finos da superficie PA4 a) e PA13 b).
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De forma a caracterizar mais pormenorizadamente a topografia superficial
todos os filmes finos foram caracterizados por AFM, e nas Figuras 3.8 e 3.9 sdo
apresentadas as imagens topografica e de amplitude de duas das superficies depositadas

com diferentes parametros.
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Figura 3.8. Imagem topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA4.

As imagens da Figura 3.8 revelam uma superficie suave e homogénea que
caracteriza o filme fino depositado em atmosfera néo reativa; em que a topografia é pouco
acentuada, no que refere a altura pico/vale, devido a coalescéncia das particulas em
agregados de grande dimensdo, contrariamente ao que acontece na superficie PA10, em

que é evidente a presenca de particulas pequenas e bem definidas (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA10.

Como anteriormente referido a presenca de um maior nimero de espécies

reativas contendo N, na cadmara de deposicao, leva a uma maior libertagdo de fragmentos
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de material, e consequentemente a uma maior densidade de nucleagdo dos fragmentos no
substrato. Tal facto pode justificar o evidente menor tamanho de particula em PA10 e nao
em PA4 [29,39,45]. Esta mesma tendéncia ocorre para os restantes filmes produzidos
(apéndice D).

As imagens topograficas da superficie de todos os filmes foram tratadas no
programa “Gwyddion”, através do qual foi possivel determinar parametros de rugosidade
superficial, nomeadamente: S, que corresponde a rugosidade média linear calculada pela
média aritmética do desvio da altura da superficie relativamente a uma linha média do
perfil; e Sus que é o valor médio quadratico do desvio relativo a média do perfil [68].

Quando existe uma distribuicdo Gaussiana da rugosidade da superficie, ou seja
quando a relacdo Sps/S, se encontra entre 1,20 a 1,25, é também possivel analisar os
parametros adimensionais de assimetria (skewness) e curtose (kurtosis), em que o primeiro
avalia a simetria da superficie em relacdo ao plano médio e o segundo a ‘suavidade’ da
superficie (Tabela 3.6) [68].

Tabela 3.6. Parametros de rugosidade superficial avaliados por AFM.

Superficies Sa (NM) Sms (NM) Skew Kurtosis
PA4 45 55 0,06 -0,6
PA5 49 60 0,04 -0,7
PA6 47 55 -0,05 -1,0
PA7 42 53 -0,30 0,2
PA9 45 54 -0,40 -0,5

PA10 182 215 -0,50 .0,8
PA1l 73 87 -0,09 -0,8
PA12 75 90 0,01 0,6
PA13 108 129 -0,40 -0,7

Os resultados mostram que os valores de rugosidade média linear (S,) das
superficies PA4 a PA9, ndo diferem muito entre si, contrariamente ao que acontece nas
restantes superficies. As superficies PA1l e PA12 seguem a mesma tendéncia,
apresentando rugosidades semelhantes entre si, mas superiores as anteriores. Por ultimo
destacam-se as superficies PA10 e PA13 que apresentam valores de rugosidade claramente

superiores.
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Esta caracterizagdo evidencia que a presenca de N, durante a deposicdo nédo
induz alteracdes na rugosidade superficial (PA 5, 6 e 7). Quando as deposi¢Ges ocorrem na
presenca de ar e N, simultaneamente ha um aumento da rugosidade superficial, mas nao
tdo evidente quando, apds as deposicdes, o arrefecimento ocorre na presenca de uma
atmosfera reativa. Nestes casos, PA10 e PA13, a rugosidade superficial atinge os valores
mais elevados. Quando se permite um maior nimero de espécies reativas na camara de
deposicéo durante o processo de arrefecimento, ocorre a ligacdo destas espécies as ligacdes
pendentes no filme o que induz um aumento de rugosidade e de espessura, como referido
anteriormente. Este facto pode ser confirmado pela observacdo mais cuidada da morfologia
da superficie PA13 (Figura 3.6 b) onde é notério o aumento da rugosidade quando
comparada com a amostra arrefecida em atmosfera inerte - PA11. Também a morfologia
da seccdo transversal (Figura 3.7 b) realga a “ondulagdao” induzida pelo aumento da
rugosidade de PA13.

As superficies apresentam maioritariamente valores de skew negativos o que indica
que, na area analisada, os vales sdo predominantes sobre os picos. Os valores positivos sdo
proximos de zero, sugerindo que nestas superficies existe equilibrio entre a area ocupada
pelos vales e pelos picos. Todas as superficies apresentam valores de kurtosis inferiores a 3
o que reflete a suavidade do perfil dos vales e picos, como pode ser perceptivel tanto nas

micrografias de superficie como nas imagens de AFM.

3.5. Molhabilidade

Os angulos de contacto estatico foram medidos utilizando dois liquidos, a agua
e a formamida, cujos valores de tensdo e respetivas componentes polar e dispersiva se

encontram na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Tensao superficial e respetivas componentes polar e dispersiva dos liquidos usados[69].

Agua Formamida
Vi compm 2 72.8 58,2
Y (o ?) 43,7 23,1
Yimmy 291 35,1
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3.5.1. Angulo de Contacto estatico, ¢

O angulo de contacto estéatico entre um so6lido e uma gota de agua permite
aferir sobre o grau de hidrofilicidade ou hidrofobicidade. A anéalise deste parametro de
caracterizagdo deve ser cuidada, pois existem varios fatores que contribuem para uma falsa
interpretacdo dos valores obtidos, como é exemplo a rugosidade da superficie do material.
Com efeito, ndo ha superficies isentas de rugosidade, mesmo quando a nivel microscépico
se apresentam niveladas. A rugosidade de uma superficie sélida pode, dependendo da
composigdo quimica da superficie e das propriedades do liquido, provocar alteraces na
sua molhabilidade.

A molhabilidade de superficies rugosas atrairam a atencdo de Wenzel, Cassie e
Baxter que desenvolveram diferentes teorias sobre este fendmeno [70]. Estes autores
descreveram dois estados de molhabilidade, nomeadamente um estado em que a superficie
¢ completamente molhada por um liquido (estado Wenzel) e o estado onde o ar fica
aprisionado na rugosidade do substrato e apenas as areas de topo da superficie se

encontram molhadas (estado Cassie) (Figura 3.10).

Estado de Wenzel Estado de Cassie

Figura 3.10. Representagao esquematica da influéncia da rugosidade na molhabilidade de acordo com
Wenzel e Cassie-Baxter.

No caso das superficies produzidas neste trabalho, os valores iniciais do angulo
de contacto estatico (Tabela 3.8) indicam que ha alguma afinidade dos liquidos utilizados

para com as superficies, pelo que se aplica o estado de Wenzel, descrito pela Equacdo 3.1:

cos 6, =1 X cos by (3.1)

onde 6,, é angulo de Wenzel (angulo da superficie isenta de rugosidade), r é a rugosidade
avaliada pela relacdo entre a area real e a area projetada da superficie, e 6y é angulo

medido experimentalmente.
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De modo a compreender se as superficies apresentam rugosidades que efetivamente
afetem os valores de angulos de contacto foi calculado o angulo de Wenzel e comparado
com o angulo experimental avaliado nas superficies rugosas (Tabela 3.8). Os calculos
efetuados permitem afirmar que, apesar de existirem diferencas significativas de
rugosidade, a variagdo nos valores dos angulos de contacto estético é devida a composi¢do

quimica da superficie e ndo a diferenca de topografia superficial.

Tabela 3.8. Valor médio dos angulos de contacto e respetivo desvio padrao.

Superficie ’ Angulo de contacto (_°) Angulo de contacto Wenz_el @)
Agua Formamida Agua Formamida
Poliamida 6.6 66 + 2 28+1 -- --
PA4 57%2 40+ 2 56 + 2 40+ 2
PAS 60x1 42+ 4 50+1 42+ 4
PAG 61+1 3H=x1l 60+1 34+1
PA7 60+ 2 34+3 59+2 33+3
PA9 58 +2 22+2 572 212
PA10 57+0,3 27+2 56 +0,3 24 +2
PA11l 54 +2 261 53+2 251
PA12 531 251 53x1 24+ 1
PA13 561 311 5+1 30+1

3.5.2. Energia Superficial, y
A energia superficial pode ser calculada a partir dos valores dos angulos de

contacto estaticos através das Equacdes 3.2 e 3.3:

Ys =¥+ ¥ (3.2)

v.(1+cosf) =2 |ydyf + 2 f)/sppr (3.3)
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em que y, representa a energia superficial do filme; y¢ a componente dispersiva da
energia superficial; y? a componente polar da energia superficial; y;, a tensdo superficial
do liquido; y{ a componente dispersiva da tensdo do liquido; ¥/ a componente polar da
tensdo do liquido; 6 é o angulo de contacto estatico medido em cada liquido [69].

A Equacdo 3.3 permite o calculo das componentes de energia superficial,
através dos angulos de contacto com a &gua e a formamida, para além de também
possibilitar o calculo da energia livre da lamela de vidro y,;4 , que relacionando-se com
os valores de y, dos filmes, através da Equacdo 3.4, permite conhecer a energia de
interface entre a superficie da lamela de vidro e dos filmes finos (y;5).

1
Yiz=v1+ v2— 2X (1 X72)2 (3:4)
Este valor da energia de interface pode ser usado para determinar o trabalho necessario

para que ocorra a separacdo dos filmes da superficie da lamela de vidro, ou seja para

avaliar a adesdo na interface, através da equacéo 3.5:
A
AGp" ==WA =y —vi—72 (3.5)

em que AG é a variacdo da energia livre de Gibbs, componente termodinamica, e que pode
ser relacionada com o trabalho de adeséo pela referida equacgéo [69].

Os valores das energias livres de superficie dos filmes finos, as suas
componentes polar e dispersivas calculadas a partir dos angulos de contato experimentais e
a partir dos angulos de Wenzel calculados, bem como a variacdo da energia livre entre 0s
filmes e os substratos, estdo sumariados na Tabela 3.9.

Da analise dos resultados o que mais deve ser salientado é o facto de a
componente polar da energia de superficie de todos os filmes finos ser superior a do alvo
de PA 6,6. Este facto é normal se tomarmos em consideracdo que todos os filmes finos
apresentam uma relacdo O/C superior a do alvo enquanto a maioria das amostras apresenta
também a relacdo N/C superior a do alvo. Apenas os filmes finos depositados em
atmosfera inerte e com pressodes parciais de azoto mais baixas apresentam uma relagdo N/C
inferior a do alvo (PA4 e PAY). Assim, mais uma vez se confirma a incorporacdo, na

superficie dos filmes finos, de uma maior concentracdo dos grupos quimicos funcionais ja
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existentes no polimero ou uma incorporagdo de outros grupos quimicos contendo N e O
que conferem uma maior componente polar a energia superficial.

Os valores calculados permitem ainda inferir sobre a estabilidade dos filmes
finos depositados. Com efeito, ao apresentarem valores de energia superficial inferior a do
alvo, as superficies desenvolvidas sdo quimicamente mais estaveis e menos reativas o que,
considerando a aplicacéo final, € sem davida um resultado positivo.

No que refere a variacdo da energia livre, todos os filmes depositados
apresentam um valor negativo, o que indica boa adesdo no sistema substrato/filme, o que
mais uma vez é um resultado desejavel quando se pretende uma modificagdo que seja

estavel e permanente.

Tabela 3.9. Energia livre das superficies e variacdo da energia da energia livre de interface.

Superficie ¥s (m).m?) y$mlm2)  y{(m).m?) AGuAZ
Exp* Wenzel Exp* Wenzel Exp* Wenzel (mJ.m™)
Alvo PA 6,6 54,3 n.d 47,2 n.d. 7,1 n.d. n.d.
PA 4 46,3 46,4 24,7 24,8 21,6 21,6 -102,0
PA 5 448 449 25,9 26,0 18,9 18,9 -100,4
PA 6 48,2 48,5 33,8 34,0 144 144 -104,1
PA 7 48,5 49,0 33,1 33,6 15,4 15,4 -104,4
PA 9 54,4 94,7 41,1 41,5 13,3 13,3 -110,6
PA 10 52,2 53,2 36,9 38,0 15,2 15,2 -108,3
PA 11 52,6 53,0 34,0 34,4 18,6 18,6 -108,7
PA 12 52,8 53,3 34,0 34,5 18,8 18,9 -109,0
PA 13 50,1 50,6 31,5 32,0 18,6 18,7 -106,2
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3.6. Potencial Eletrocinético

Como referido anteriormente a carga de superficie do material de cultura
parece desempenhar um papel fundamental no comportamento de células neuronais, sendo
este um dos motivos pelo qual a poli-L-lisina é utilizada na modificacdo da superficie das
lamelas de vidro.

Os potenciais eletrocinéticos da poli-L-Lisina, do alvo e de todas as superficies
revestidas foram avaliados em KCI 1mM a pH 7,0 e os resultados sé@o apresentados na
Figura 3.11.
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Figura 3.11. Potencial zeta do alvo, das superficies dos filmes finos e de PLL avaliados em KCI 1 mM, pH 7,0.

Os resultados confirmam que, como referido na literatura, a PLL possui carga
de superficie positiva com valor médio de +2 mV, para as condi¢Bes experimentais
utilizadas. Todas as superficies apresentam valores de potencial zeta negativos a excecao
da superficie PA6. Os filmes finos depositados em atmosfera inerte apresentam um valor
de potencial ligeiramente menos negativo que o alvo o que pode provavelmente, ser
atribuido a um maior teor de azoto que, se sob a forma de NH,, contribui com valores
positivos para a carga de superficie. As superficies depositadas com teores crescentes de
azoto (PA7, PA5 e PAG) apresentam também valores crescentes de carga de superficie,
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culminando com o valor positivo de +16 mV para a superficie PA6. Estes resultados
indicam que o azoto a superficie do filme fino deve estar maioritariamente sob a forma de
—NH,. As superficies depositadas na presenca de ar (PA1l, PA12 e PA13) apresentam
valores de potencial zeta mais negativos que os do alvo indicando que a superficie tem
concentracBes de grupos que conferem carga negativa (-OH, -COOH) superiores as que
possam induzir cargas positivas [71-73]. Assim, e apesar do teor em azoto determinado por
XPS indicar maior concentracdo deste elemento do que no alvo a sua incorporacéo, pelo
menos na superficie dos filmes finos, ndo foi efetuada maioritariamente sob a forma de —
NH,. Para as superficies depositadas numa atmosfera mista de azoto e ar os valores sdo
semelhantes entre si e muito semelhantes aos do alvo. Estes resultados sdo algo
surpreendentes, sobretudo o respeitante a superficie PA10 dado que apresenta relacdes O/C
e N/C muito semelhantes as da superficie PA6 pelo que seria expectavel que também
apresentasse um valor de carga superficial nulo ou mesmo positivo. O facto de tal ndo
acontecer indica, uma vez mais a incorporacao de grandes concentra¢des de azoto, mas nao
sob a forma de grupos amina que conferem carga superficial positiva. Com efeito, tanto
por FTIR, mas sobretudo por XPS, foram identificados grupos quimicos insaturados
contendo azoto e que, de acordo com a literatura ndo contribuem para a carga superficial
positiva [43,71,72].

Para os testes in vitro com células neuronais foram selecionadas superficies
com diferentes cargas superficiais, a saber: superficies com varios valores de carga

superficial negativa, PA11, PA5 e PA4 e a superficie com carga positiva PAG.

3.7. Testes in vitro

Apb6s um periodo de 14 dias de contacto com a cultura com células do cortex de
embrido de rato, as amostras, apds procedimento de preparacdo para SEM, foram
revestidas a ouro e analisadas para caracterizar a morfologia celular em cada superficie.

Nas figuras referentes as superficies PA4 (Figura 3.12) e PA5 (Figura 3.13) €
visivel que as celulas neuronais apresentam alguma diferenciagdo, com a formacdo de
neurites, mas ha problemas de compatibilidade com as superficies pois as células
encontram-se em aglomerados tridimensionais e ndo aderentes e espalhadas na superficie.

Assim, esta caracterizagdo parece indicar que ndo ha problemas com a quimica da
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superficie (ha diferenciacdo) mas, como apresentam carga negativa é provavel que a

repulsao “obrigue” as células a assumirem este tipo de estruturas tridimensionais.

WL AccV Spot Magn  De AccV Spot Magn  De D Bp 1 20pm
10.0kv 30 5000x SE 87 0 100kv 30 1000x SE 88 0

L

Figura 3.12. Micrografias da superficie PA4 apds 14 dias de testes in vitro.
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Figura 3.13. Micrografias da superficie PA5 apds 14 dias de testes in vitro.

A superficie PA11 (Figura 3.14), que apresenta a carga superficial mais negativa de
todos os revestimentos produzidos, ndo induz diferenciacdo celular nem permite o
crescimento de neurites. As micrografias evidenciam apenas estruturas globulares
caracteristicas de células que sofreram apoptose. Considerando que a superficie apresenta
uma carga de cerca de -80 mV estes resultados seriam expectaveis.

A superficie PA6, com uma carga superficial positiva, apresenta adesdo,
diferenciacdo e proliferacdo celular (Figura 3.15) o que estd de acordo com o referido na
literatura. As células apresentam uma morfologia tipica com o desenvolvimento de neurites

e a formacé&o de rede neuronal.
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Figura 3.14. Micrografias da superficie PA11 apds 14 dias de testes in vitro .
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Figura 3.15. Micrografias da superficie PA6 apds 14 dias de testes in vitro.

Os nucleos das células neuronais foram marcados com o corante Hoechst 33342,
que corresponde a um corante fluorescente, que apos ser excitado, emite uma radiacao
fluorescente azul, que possibilita a observacao dos nucleos das células por microscopia de
fluorescéncia. Esta técnica torna possivel quantificar o nimero de células que aderiram as
superficies e avaliar se estas se encontram ou ndo num estado apoptotico.

O comportamento das células neuronais nas superficies escolhidas para 0s
testes in vitro (Figura 3.16) pode ser comparado com o comportamento destas células em
superficies revestidas com PLL (Figura 3.17). Esta caracterizacdo permite observar que nas
superficies PA 4, 5 e 11, a quantidade de células nas superficies é muito inferior ao nimero
de células presentes na superficie revestida com PLL, como seria expectavel apos a

caracterizagdo por SEM.
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Figura 3.16. Microscopia de fluorescéncia das superficies PA4 a), PA5 b) e PAl11c) apds 14 dias de testes in
vitro.

No que concerne a sobrevivéncia das células € visivel que nas mesmas
superficies quase todas as células se apresentam num estado apopt6tico, representado pelos
pequenos circulos azuis bem definidos, contrariamente ao que acontece quando € usada a
poli-L-lisina (Figura 3.17 c). No caso, particular da superficie PA 11, é visivel que a taxa
de mortalidade celular é claramente superior as restantes superficies, o que esta de acordo

com o observado na andlise por SEM.
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Figura 3.17. Microscopia de fluorescéncia de superficie modificada com PLL ap6s 14 dias de testes in vitro.

Estes resultados evidenciam que as superficies ndo sdo de todo favoraveis &
adesdo e proliferacdo celulares das células neuronais.

No caso da superficie PA 6, ndo foi possivel caracterizar as células por
microscopia de fluorescéncia, possivelmente devido a cor mais escura desta superficie, em
relacdo as anteriormente referidas, como é visivel na Figura 3.18. Este facto pode estar
relacionado com a interferéncia da cor do filme fino com a fluorescéncia do corante

utilizado.

PA4 PAS PA6 PA11

Figura 3.18. Fotografia digital das superficies utilizadas nos testes in vitro.

Catia Sofia Claro Gomes Veneza 44



Modifica¢do de Superficies para Cultura de Células Neuronais Apresentacdo e Discussdo de Resultados

Deste modo a superficie PA6 foi observada em microscopia Optica, como
apresentado na Figura 3.19.

Figura 3.19. Microscopia éptica da superficie PA6 apds 14 dias de testes in vitro.

A imagem permite a observacdo de um elevado numero de celulas neuronais
aderidas a superficie, uma boa diferenciacdo celular com um desenvolvimento significativo
de axonios, e a formacdo de uma rede neuronal com algum grau de complexidade.

Estes resultados sdo concordantes com o que foi observado por SEM e sugerem que
uma carga superficial positiva é efetivamente essencial para que ocorram niveis de adeséo
e proliferacdo celulares semelhantes aos observados na superficie modificada com poli-L-

lisina.
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CONCLUSOES

O objetivo do presente estudo consistiu na modificacdo permanente de
superficies, por pulverizacdo catddica r.f magnetrdo com poliamida 6,6, a sua
caracterizacdo e a avaliacdo do comportamento de células do cdrtex de embrido de rato nas
superficies produzidas.

Do trabalho desenvolvido as principais conclusdes podem ser sumariadas como

Se segue:

a pulverizacdo catodica r.f magnetrdo possibilita a deposicdo de
revestimentos a partir de um alvo de poliamida 6,6, tanto em atmosfera
inerte como em atmosfera reativa;

e 0s filmes finos sdo todos caracterizados pela auséncia de ordem
estrutural e pela incorporacdo de grupos quimicos funcionais distintos
dos do material macico;

e a molhabilidade, avaliada pelo angulo de contacto estatico com agua, é
muito semelhante para todas as superficies e apenas ligeiramente
inferior a avaliada no material macico;

e as concentragdes relativas dos grupos quimicos funcionais presentes nas
superficies desenvolvidas conferem-lhes cargas superficiais muito
distintas que variam entre -80mV e +16 mV,

e 0s testes in vitro com células do cortex de embrido de rato mostraram
uma relacdo evidente com a carga superficial, pois apenas se observou a
formacgdo de uma rede neuronal na superficie com carga superficial
positiva;

e a modificacdo por pulverizacdo catédica das lamelas de vidro é

permanente para as condigdes testadas e com desempenho semelhante

ao de superficies modificadas com PLL utilizadas na cultura de células

em Neurociéncias.

Como complemento ao trabalho desenvolvido, e num estudo futuro, seria interessante
reproduzir os filmes finos que conduziram aos melhores resultados nos testes in vitro mas
sem a cor que 0S mesmos apresentaram e que impediram a caracterizacdo por

imunocitoquimica (PAG).
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APENDICE A - XPS
Desconvolugéo dos espectros de alta resolugdo de XPS

Revestimento PA4

x10° 2107
a)
18 =
16]
12 50
-
<
12 :;
N
g 45
)
10 <
IS
=
3]
O
g 40,
6
4
:-% 0.
T T T T : : . 77— —
00 o6 ) 288 184 280 716 412 408 404 400 388 L 388
Energia de Ligagao (eV) Energia de Ligagdo (eV)
20,1100
c)
15 g
16,
/\'14_
<
=
N—"
v 12
=
[}
)
<
s
S ul
O
k3
4
T T T T T
544 540 s 524

Energia de Ligagao (eV)

Figura A.1. Desconvolugdo dos espetros XPS da superficie PA4: C1s a), N1s b) e Ols c)

Catia Sofia Claro Gomes Veneza Al



Contagens (u. a.)

=
h

o
h

Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais APENDICE A

Revestimento PA5

a) _
/7 !
o
=
N
v
o @
[}
B0
8
=)
5]
O
T T T T T T T T T T T T
300 296 pLrd 288 284 280 412 408 404 400 388 3%
Energia de Ligacdo (eV) Energia de Ligagdo (eV)
1100
c)
12
18,
14]
-~
S
=
N—
@ 12
=
[}
)
8
8 1]
@]
44
T T T T [ T T T T Tt T T L L | T
44 340 536 532 528 324
Energia de Ligagdo (eV)

Figura A.2. Desconvolugdo dos espetros XPS da superficie PA5: Cls a), N1s b) e Ols c)

Catia Sofia Claro Gomes Veneza A2



Contagens (u. a.)

Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais

APENDICE A

Revestimento PAG6

= [ 15 fiml

Contagens (u. a.)

T
25 2 288 284 280 278

pLo)
Energia de Ligagdo (eV)

100

00

60

40

[ b)

Nls

T T T T
408 404 400 388 382 388

Energia de Ligagao (eV)

Ols

Contagens (u. a.)

5

T
43 340

Eneréia de Ligagﬁo (eV) )

28 324

Figura A.3. Desconvolugdo dos espetros XPS da superficie PA6: Cls a), N1s b) e Ols c)

Catia Sofia Claro Gomes Veneza

A3



Contagens (u. a.)

Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais APENDICE A

Revestimento PA7

x10?

= 15 fiml

Contagens (u. a.)

T
188 234 180

Bl
Energia de Ligagao (eV)

Energia de Ligagao (eV)

c)

18]

Contagens (u. a.)

0ls

T T T T
35 3 524

Energia de Ligagao (eV)

Figura A.4. Desconvolugdo dos espetros XPS da superficie PA7: Cl1s a), N1s b) e Ols c)

Catia Sofia Claro Gomes Veneza

A4l



Contagens (u. a.)

Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais APENDICE A

Revestimento PA9

210?

b)

2= (11 Faml
Hls

@
i

Contagens (u. a.)

40

T T T T
412 408 404 400 EE 302

T
202 288 284 280

Energia de Ligagdo (eV) Energia de Ligagdo (eV)

Contagens (u. a.)

512 524

544 340 538

Energia de Ligagdo (eV)

Figura A.5. Desconvolugdo dos espetros XPS da superficie PA9: Cls a), N1s b) e O1s ¢)

Catia Sofia Claro Gomes Veneza A5



n o n
= & =
h h h

Contagens (u. a.)

™
&
h

Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais APENDICE A

Revestimento PA10

x107
iE) ‘b
: 2
10
-
<
;s
2
2
9]
an
<
8
a
Q
O
4
T T T T T T T
412 08 a4 400 395 ER) El

Energia de Ligagdo (eV) Energia de Ligacao (eV)

Contagens (u. a.)

528 24

544 540 536

Energia de Ligacdo (eV)
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APENDICE B

APENDICE B - FTIR
Espectros de FTIR
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Figura B.1. Espectro de FTIR do filme fino PA4
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Figura B.3. Espectro de FTIR do filme fino PA7
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APENDICE C - SEM
Resultados de SEM
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Figura C.1. Micrografias de superficie a) e de secgdo transversal b) do filme fino da superficie PA4.
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Figura C.2. Micrografias de superficie a) e de seccdo transversal b) do filme fino da superficie PA5.
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Revestimento PAG6

Figura C.3. Micrografias de superficie a) e de secgdo transversal b) do filme fino da superficie PA6.
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Figura C.4. Micrografias de superficie a) e de sec¢do transversal b) do filme fino da superficie PA7.

Catia Sofia Claro Gomes Veneza A13



Modificagdo de Superficies para Cultura de Células Neuronais APENDICE | C

Revestimento PA9
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Figura C.5. Micrografias de superficie a) e de secgdo transversal b) do filme fino da superficie PA9.
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Figura C.6 Micrografias de superficie a) e de seccdo transversal b) do filme fino da superficie PA10.
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Revestimento PA11
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Figura C.7. Micrografias de superficie a) e de secgdo transversal b) do filme fino da superficie PA11.
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Figura C.8. Micrografias de superficie a) e de secgdo transversal b) do filme fino da superficie PA12.
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APENDICE D - AFM

Imagens de AFM

Revestimento PA5
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Figura D.1. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA5
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Figura D.2. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA6.
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Revestimento PA7
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Figura D.3. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA7
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Figura D.4. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA9
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Revestimento PA11
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Figura D.5. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA11.
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Figura D.6. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA12.
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Figura D.7. Imagens topografica (a) e de amplitude (b) da superficie PA13

Catia Sofia Claro Gomes Veneza
A19



