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Resumo

O objectivo do presente trabalho consiste na producdo e caracterizacdo de nano/micro fibras
de poli (e-caprolactona) (PCL) por electrofiacdo com o objectivo de determinar o seu potencial
de aplicacdo em biodispositivos electrénicos que geram energia quando em contacto com
fluidos bioldgicos, como o sangue ou o suor. Assim, as fibras a produzir devem apresentar
caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade para que apds o desempenho das
suas fungbes o biodispositivo seja totalmente absorvido pelo corpo humano sem nele causar

reacgBes adversas.

A primeira parte da investigacdao incidiu sobre a producdo de matrizes de nanofibras de
policaprolactona, através da técnica de electrofiagdo que permite a obten¢do de membranas
cuja estrutura apresenta porosidade, flexibilidade e elevada area superficial. Posteriormente, o
estudo focou-se na degradabilidade destas membranas em contacto com biofluidos simulados,

de forma a avaliar a sua perda de massa ao longo do tempo.

Foram também realizados estudos de voltametria ciclica para determinar a reactividade
electroquimica das membranas produzidas em diferentes meios simulados, através dos quais
se observou que as membranas de PCL apresentam um desempenho que depende do tempo
de imersdao em fluidos bioldgicos simulados, da espessura da membrana assim como dos

materiais empregues na formacdo dos eléctrodos.

Por ultimo desenvolveu-se um protétipo deste biodispositivo e apresenta-se o seu
desempenho quando imerso em soro fisioldgico, sendo avaliada sua aplicabilidade em

dispositivos médicos electrénicos de baixo consumo energético.

Palavras-chave: Biodispositivo; Policaprolactona; Electrofiagdo; Fluidos Bioldgicos simulados;

Voltametria Ciclica.



Abstract

The aim of this work is the production and characterization of poly (e-caprolactone) (PCL)
nano/micro-fibers by electrospinning in an attempt to assess their potential application in
electronic biodevices that can produce energy when in contact with biological fluids such as
blood or sweat. As a result, these fibers have necessarily to be biocompatible and
biodegradable so that, after performing their functions, the biodevice could be fully absorbed

by the human body without causing adverse reactions.

This study is focused on the production of polycaprolactone nanofiber matrices via
electrospinning. The resulting membranes display a porous and a flexible structure which has a
high surface area. This research consisted on the study of the degradability of these
membranes in contact with simulated biofluids so that was possible to evaluate their mass loss

over the time.

Cyclic voltammetry studies have also been carried out in order to determine the
electrochemical reactivity of the membranes produced in different settings. Results showed
that the performance of the PCL membranes is directly dependent on three factors: the time
of immersion in biological fluids, the thickness of the membrane and also the materials which

were used in the formation of the electrodes.
Lastly, a prototype of this biodevice was developed. We present the results of its performance
when immersed in physiological saline solution and afterwards we assess its applicability in

electronic medical devices for low power consumption.

Keywords: Biodevice; Policaprolactone; Electrospinning; Simulated biological fluids; Cyclic voltammetry.
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ADN Acido desoxirribonucleico

Ag Prata
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Objectivos

A dissertacdo seguidamente apresentada surgiu da investigacdo realizada no Departamento de

Ciéncia dos Materiais da FCT/UNL e no CENIMAT/I3N, durante um semestre.

O objectivo deste trabalho consistiu na producdo e caracterizacdo de membranas de
nano/micro fibras de poli (e-caprolactona) (PCL) por electrofiagdo a fim de determinar o seu
potencial de aplicagdo num biodispositivo electrénico de baixo consumo que gere energia
qgquando em contacto com fluidos biolégicos, como o sangue ou o suor. A principal
caracteristica deste biodispositivo deve ser a biocompatibilidade e a biodegradabilidade para
gue apods o desempenho das suas fungdes este seja totalmente absorvido pelo corpo humano
sem causar reac¢des adversas. Por outro lado, também a elevada flexibilidade e espessura
reduzida devem ser factores a ter em conta na produgao do mesmo. Assim, para alcangar o
objectivo principal foi necessario realizar um estudo que consistiu em determinar o tempo de
degradacdo das membranas num meio simulador de fluidos corporais (PBS). Para além disso,
foi também necessario avaliar o potencial electroquimico destas membranas apds a imersdo

em diferentes fluidos simulados.

A motivagdo deste trabalho deve-se principalmente a dois projectos realizados anteriormente:

a) Primeiro em 2009, surgiram os resultados pioneiros obtidos por Ana Baptista que ao longo
de um ano de dissertacdo de Mestrado, desenvolveu um protétipo de uma biobateria

constituida por uma membrana de acetato de celulose.

b) No ano seguinte Joana Neto, desenvolve estudo similar mas noutro polimero,
policaprolactona inspirado na publicacdo de 2010 da Technology Review (Bourzac, K., 2010),
que selecciona como uma das tecnologias mais emergentes o desenvolvimento de
biodispositivos electronicos implantaveis e biodegradaveis apds o cumprimento do tempo das
suas fungdes. Assim, esta investigacdo surge para dar continuidade a esses trabalhos de modo
a aprofundar o conhecimento sobre a biodegradabilidade dos polimeros estudados.

O trabalho esta dividido em trés fases:



i) A primeira fase consiste no processamento das membranas de polimero
biocompativel, neste caso a policaprolactona aprovada pela US Food And Drug
Administration, através da técnica de electrofia¢do;

ii) A segunda fase prende-se com o estudo da degradabilidade das membranas na
presenca de uma solugdo salina a base de fosfatos (PBS);

jii) Por ultimo, a aplicacdo de eléctrodos biocompativeis as membranas produzidas:

a) Polimeros condutores;
b) Polimeros funcionalizados com nanoparticulas e estudos das respectivas
caracteristicas electroquimicas quando imersas em diferentes bio-fluidos

simulados.

Relativamente a estrutura da Dissertagdo esta contém 5 capitulos, sendo que o Capitulo 1 é
composto pela introdu¢do onde se efectua uma avaliagao do estado da arte relativamente a
esta tecnologia, respectivas aplicacGes e factores a ter em conta na sua concepg¢do. No capitulo
2 realiza-se a caracterizagdo do biodispositivo assim como a referéncia aos eléctrodos
biocompativeis a utilizar. Posteriormente, o Capitulo 3 expde uma sintese acerca das técnicas e
procedimentos experimentais utilizados durante o trabalho. No Capitulo 4 sdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos e, por ultimo no Capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes e

algumas perspectivas futuras.
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Capitulo 1. Introducao

Neste primeiro capitulo apresenta-se uma sintese do estado de arte relativamente aos
biodispositivos electronicos implantaveis e biodegradaveis assim como algumas aplicagdes em
diversas areas e também possiveis inovacdes a longo prazo. Salienta-se ainda a miniaturizacao,
portabilidade e a capacidade de producdo de energia eléctrica de forma auto-suficiente destes

biodispositivos.

1.1. Contextualizacao

A procura de novas fontes de energia e a preocupagdo com o meio ambiente é cada vez
mais sentida na sociedade actualmente. Torna-se, portanto, importante a criacdo de

dispositivos de baixo custo e mais ecoldgicos para fazer face a estas necessidades [1].

O desempenho destes dispositivos é dependente das propriedades dos materiais que
sdo utilizados. Os nanomateriais possuem propriedades eléctricas e Opticas interessantes
sendo por isso largamente utilizados na area da microelectrénica [1]. As nanofibras de
biopolimeros aliadas a estes nanomateriais permitem a producdo de um biodispositivo
miniaturizado, permitindo uma reducdo na quantidade de material utilizado assim como na
energia consumida durante o processo de fabrico. As nanofibras possuem didmetros que
oscilam na ordem dos micro até aos nandmetros, tendo por isso uma area superficial elevada
que facilita a sua funcionalizacdo superficial e consequente modificacdo das suas
propriedades. A reduzida dimensdo, a sensibilidade e a flexibilidade associadas as nanofibras

semicondutoras tornam-nas especialmente Uteis na producdo de biodispositivos.

Desta forma, a criacdo de dispositivos electroquimicos que convertam energia quimica
associada a um fluido biolégico como o sangue, a urina ou o suor em energia eléctrica tém sido
alvo de diversas investigagdes por parte da comunidade cientifica, devido também as
potencialidades que estes dispositivos apresentam, tais como a capacidade de monitorizagdo
da concentracdo de glucose em doentes com patologias como a diabetes; controlo da
temperatura local na detecgdo de possiveis infeccGes apds cirurgia, implantes neuronais e
bioestimuladores eléctricos. Por outro lado, podem também ser utilizados na producdo de
dispositivos médicos electrénicos de baixo consumo, tais como o pacemaker, facilitando a sua

alimentacao eléctrica, ou mesmo em sistemas de libertacdo de farmacos [2].
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1.2. Estado da Arte

A tecnologia referente aos biodispositivos sofreu na ultima década, tal como ja tinha
sido referido anteriormente, um acentuado progresso nas mais diversas areas e aplicacoes
pelo que as novas tendéncias associadas a algumas limitacbes destes biodispositivos tém
motivado diversas pesquisas que visam a producdo de energia eléctrica de forma auto-
suficiente [3]. Destas pesquisas surgem baterias inovadoras como as de peliculas finas que
fornecem diversas opg¢des conjugando design com a capacidade de armazenamento, tensao de
saida e dimensdo. As microcélulas de combustivel surgem também como uma fonte de energia
para microdispositivos electronicos. Ambas as tecnologias envolvem a conversao de energia
guimica em electricidade mas, enquanto uma pilha ou bateria convencional emprega reacgdes
entre os eléctrodos e eletrélitos cuja natureza quimica sofre alteragdes, ao longo do tempo, a
célula de combustivel consome o seu préprio combustivel, deixando apenas um reservatério
vazio [4]. As microcélulas de combustivel possuem aplica¢gdes que incluem uma gama que se
estende desde os computadores portateis, aos telemdveis, PDA’s e dispositivos digitais que se
destinam a segmentos como a industria e os cuidados de saude. Algumas células de
combustivel especificas apresentam-se particularmente interessantes no desenvolvimento de
dispositivos implantaveis, uma vez que estes podem ser conseguidos através de fluidos

corporais (glicose e oxigénio presente no sangue) como fonte de combustivel [5].

Em 2005, cientistas de Singapura desenvolveram uma bateria que utiliza urina humana
como combustivel, apesar da sua fonte de energia pouco atractiva a bateria tem uma grande
variedade de aplicacbes na deteccdo de doengas como o cancro ou a hepatite, podendo
mesmo vir a ser adaptado de forma a fornecer energia a outros dispositivos electrdnicos, tais
como implantes que possibilitam a medicdo dos niveis de aglcar no sangue em pacientes
diabéticos. Ao adicionar um pouco de urina, a estrutura da biobateria (camada de cobre e
magnésio, papel de filtro dopado com cloreto de cobre e duas camadas de plastico, ver figura
1.1) tende a dissolver-se viabilizando a ocorréncia de reacgbes que motivam a producdo de
energia eléctrica. Para este estudo experimental, a bateria apresentou uma tensdo de 1,47 V e

uma poténcia maxima de 105 mW, empregando uma resisténcia de 1kQ [6].
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Figura 1.1 llustragdo adaptada da bateria desenvolvida por Ki Bang Lee em 2005 [6].

Um grupo de cientistas do Rensselaer Polytechnic Institute (2007) [7] concebeu uma biobateria
constituida por 90% de celulose e 10% de nanotubos de carbono alinhados, o que permite que
o papel adquira capacidades condutoras e uma tonalidade escura, através de electrélitos
provenientes de fluidos corporais como a urina e as ldgrimas. Os nanotubos sdo impressos no
proprio tecido do papel, criando o que se denomina de papel nanocompésito. Através da
nanotecnologia, da pequena dimensdo da bateria, da flexibilidade e da reposi¢do de eletrdlitos
encontram-se reunidas todas as condi¢des para que este dispositivo seja Util em aplicagcGes
médicas. Os autores desta pesquisa sugerem que a bateria possa, no futuro, ser impressa em
folhas longas, que poderiam entdo ser cortadas em forma de pilhas. Por outro lado, podem-se
também agrupar varias folhas dando origem a baterias Uteis em implantes médicos, como
pacemaker, coragdes artificiais ou préteses avangadas. Outra caracteristica a salientar prende-
se também com o facto desta biobateria ser facilmente implantada sob a pele sem causar

qualquer desconforto ao utilizador.

Figura 1.2 llustracdo do material compdsito ultrafino desenvolvido por Pushparaj et al. para aplicagdo
em baterias (adaptado de [7]).
O trabalho de investigacdo realizado por Baptista (2009) [8] consistiu no desenvolvimento de
uma estrutura monolitica que é composta por uma membrana de acetato de celulose sobre a

qual sdo depositados, em ambas as faces, eléctrodos metalicos de filme fino. O protétipo
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produzido demonstrou possuir uma poténcia de 3.38 pW.cm™, empregando como electrélito

uma pequena gota de solugdo salina NaCl 0.9% (p/p).

Figura 1.3 llustragdo da membrana de acetato de celulose revestida com prata e aluminio desenvolvida
por Baptista et.al (adaptado de [8]).
No ano seguinte Neto [9] também desenvolveu uma estrutura monolitica semelhante que
utiliza uma membrana de policaprolactona sobre a qual sdo igualmente depositados
eléctrodos metalicos, cujo comportamento electroquimico para as duas estruturas formadas,
Ag/ Membrana/ Al e AuNiCu (rede) / Membrana/ Al, foi avaliado na presenca de fluido
biolégico simulado. Deste modo, concluiu-se que estas estruturas apresentam
comportamentos electroquimicos distintos, sendo os valores de corrente e tensdo mais
promissores para a estrutura AuNiCu (rede) / Membrana / Al apresentando uma poténcia

méxima de 16 uW.cm™.

Figura 1.4 llustracées das medigbes efectuadas pelo protétipo desenvolvido por Neto et.al em 2010
(adaptado de [9]).

Desta forma, constatou-se que todas as investigacGes relatadas ao longo da ultima década
tiveram como principal objectivo a concepg¢do de um biodispositivo flexivel que gere energia

de forma auto-suficiente através da conversdo da energia quimica dos compostos presentes
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nos fluidos bioldgicos, por intermédio de processos electroquimicos. Por outro lado pretende-
se também que estes sejam susceptiveis de miniaturizacdo e integracdo em dispositivos
electrénicos cumprindo todos os requisitos de biocompatibilidade e biodegradabilidade para

gue ndo ocorra qualquer tipo de reac¢do adversa no organismo.

1.3. Importancia dos separadores

Numa célula electroquimica um separador deve tratar-se de uma membrana porosa de
elevada condutividade idnica e baixa condutividade electrénica de modo a permitir as trocas
idnicas entre os eléctrodos e a impedir a formagdo de curto-circuitos entre os mesmos (o que
acontece quando a condutividade eléctrica é elevada). As membranas obtidas por
electrofiagdo de biopolimeros possuem estas duas caracteristicas principais, para além de
serem homogéneas e com elevada estabilidade electroquimica. Desta forma, a técnica de
electrofiagdo é um dos métodos de producdo de nanofibras actualmente mais utilizado uma
vez que possibilita a producdo de separadores alternativos. Consequentemente, o estudo de
matrizes de nanofibras poliméricas de troca iénica tornou-se numa op¢do bastante vantajosa
na aplicacdo de separadores para baterias. No que se refere ao transporte dos iGes, através
das membranas, este é caracterizado pela existéncia de interac¢des fortes entre as espécies
permeaveis e a estrutura molecular do polimero devido a existéncia de grupos propicios a
troca idnica na estrutura, o que faculta a permeabilidade ou migracao dos ides de acordo com

a sua carga especifica [8].

1.4. Aplicabilidade do estudo efectuado

Poli (e-caprolactona) é um polimero biodegradavel com excelente biocompatibilidade e
flexibilidade, dai ter despertado um grande interesse em diversas areas, como a producdo de
scaffolds para Engenharia de Tecidos, sistemas de libertacdo de farmacos e aplicacdes na drea

da microelectroénica [10,11].

A biocompatibilidade deste polimero torna-o um bom candidato para a produc¢do de matrizes
de nanofibras poliméricas, como se pretende neste trabalho. Estas matrizes, produzidas pela
técnica de electrofiacdo a partir de uma solucdo de PCL, para além de suporte fisico
(substrato), sdo utilizadas também como separador e meio de conducdo de iGes, sendo os

eléctrodos depositados em ambas as faces da membrana formada pela matriz.
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Por outro lado, na vanguarda do desenvolvimento tecnolégico surge a producdo de
dispositivos microelectronicos médicos implantdveis cuja capacidade de auto-degradacao
volvido o periodo de funcionamento é uma caracteristica indispensavel, eliminando a
necessidade de cirurgia para remocdao do implante, dai a importancia da utilizacdo de um

polimero biodegradavel como o PCL [12].

Assim, a elevada flexibilidade adquirida pelo dispositivo, a espessura reduzida, a
biocompatibilidade e biodegradabilidade facultadas pelo material escolhido, permitiram o
desenvolvimento de um dispositivo inovador activado por fluidos bioldgicos como o sangue, a

urina ou o suor (solugdo electrolitica).
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Capitulo 2.  Caracteristicas do Biodispositivo

Neste capitulo serdo referidos os principios fisicos da técnica de electrofiacdo e os parametros
qgue influenciam o processo, assim como os conceitos relativos aos polimeros condutores e
polimeros funcionalizados com nanoparticulas.

Tendo em conta o objectivo principal do trabalho, neste capitulo aborda-se a aplicabilidade
actual dos polimeros em geral e do PCL em particular, tal como as suas principais propriedades

e caracteristicas, tendo em vista a biocompatibilidade do dispositivo final.

2.1. Polimeros

Os polimeros sao macromoléculas de elevada massa molecular constituidos por unidades
estruturais (unidades repetitivas ou meros) cuja repeticdo determina o denominado grau de
polimerizagdo. No que respeita a sua origem podem ser classificados como naturais ou
sintéticos. A formacgdo dos polimeros naturais implica o crescimento das cadeias poliméricas,
com o aumento do grau de polimeriza¢do e a catalise enzimatica, fendmenos ocorridos nos
ciclos de crescimento dos seres vivos. Os polimeros sintéticos sdao produzidos através de
reacgOes de polimerizagdo em cadeia ou reacgdes de polimerizagdo por passos. Nas primeiras,
moléculas de baixo peso molecular iguais (homopolimeros) ou diferentes (copolimeros) ligam-
se covalentemente, sem libertacdo de outras moléculas. Por outro lado, nas reac¢bes de
polimerizagdo por passos, mondmeros com grupos reactivos diferentes reagem entre si
formando novas ligacGes, com libertagdao de pequenas moléculas como a 4gua [10].

Relativamente aos biopolimeros, estes podem ser designados por ndo degraddveis ou
biodegraddveis, dependendo do seu comportamento na presencga de tecidos bioldgicos.

O interesse da utilizagdo de polimeros biodegradaveis como a policaprolactona, prende-se
com o facto de os produtos de degradacao serem absorvidos pelo corpo dispensando assim a
sua remogao cirdrgica. Para serem utilizados em medicina, estes polimeros devem ser também

biocompativeis, esterilizdveis e de estabilidade controlavel [11].

2.1.1. Poli (e-caprolactona)

O Poli (e-caprolactona) (PCL) é um poliéster biodegraddvel, semi-cristalino e alifatico, com um
grau de cristalinidade que pode ir até aos 69%. O PCL pode ser produzido por intermédio de
dois métodos diferentes, através da policondensacdo de um 4cido hidrocarboxilico e da

polimerizacdo por abertura de anel (Figura 2.1) de uma lactona (éster ciclico — produto da
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condensacdo de um grupo funcional alcool e um grupo acido carboxilico na mesma molécula).
As suas propriedades fisicas, térmicas e mecanicas dependem do seu peso molecular e do grau
de cristalinidade. A temperatura ambiente, é solUvel em varios solventes tais como
cloroférmio, dimetilacetamida, acetona e acido acético, sendo no entanto insolivel em alcoois
e agua. A biodegradabilidade deste polimero deve-se a susceptibilidade da ligacdo éster a
hidrdlise, sendo os produtos gerados metabolizados pela via do ciclo do acido tricarboxilico ou
eliminados directamente por excrecdo renal, este processo pode levar meses ou até anos,
dependendo do seu peso molecular, do grau de cristalinidade e das condi¢des de degradagao.
No entanto, existem na natureza diversos micrébios capazes de degradar completamente este
polimero. A sua degradagdao é autocatalisada por dacidos carboxilicos libertados durante a
hidrélise ou também pode ser catalisada por enzimas, resultando numa decomposi¢cdao mais
acelerada. Desta forma, pode-se afirmar que o PCL é um polimero biodegradavel com
excelente biocompatibilidade e flexibilidade, o que tem despertado crescente interesse em
muitas areas, tais como matrizes para Engenharia de Tecidos, sistemas de libertagao
controlada de farmacos e aplica¢gdes na drea da microelectrdénica. No entanto, este apresenta
algumas desvantagens ja conhecidas como por exemplo, o elevado tempo de degradagdo
guando comparado com outros polimeros biodegradaveis e as fracas propriedades mecanicas

enquanto scaffold, o que limita a sua utilizagdo em tecidos mais duros [10, 11, 13].

O
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Figura 2.1 a) Estrutura molecular da e-caprolactona, b) estrutura molecular do PCL (adaptado de [13]).

2.1.2. Matriz polimérica de PCL

Com base no que foi referido anteriormente, torna-se evidente a razdo pela qual se procedeu
a escolha deste polimero para a produc¢do das matrizes por electrofiacdo, uma vez que uma
elevada darea superficial que facilite a ocorréncia de reac¢des electroquimicas quando em
contacto com um electrdlito, assim como a migracdo deste devido a porosidade das

membranas, sdo factores muito importantes a ter em conta. E de notar também que a
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utilizacdo de uma membrana porosa, homogénea e com elevada estabilidade electroquimica

facilita a transferéncia de ides.

2.2. Electrofiacao

A electrofiacdo é um método simples que permite a producdo de fibras com diametros
que variam de nandmetros a micrometros. Comparando com outros suportes, a matriz
produzida por electrofiacdo possui uma porosidade e drea superficial elevadas, sendo
semelhante a matriz extracelular natural. Assim, pode-se afirmar que esta técnica apresenta
diversas potencialidades na produgdo de scaffolds em engenharia de tecidos, na producdo de
vasos sanguineos artificiais e em sistemas de libertagao de farmacos no campo da Biomédica

sendo que, por isso, tem vindo a receber especial aten¢do nos ultimos anos [14, 15, 16].

2.2.1. Processo

A Figura 2.2 ilustra uma montagem de um sistema de electrofiagao, o qual consiste em trés
componentes principais: uma fonte de alta tensdo, uma agulha metalica e um colector (ligado
a terra). A agulha estd ligada a uma seringa que contém a solugdo polimérica. Com a utilizacdo
de um controlador do caudal, a solu¢do pode assim fluir através da agulha a uma taxa

constante seleccionada pelo utilizador [15, 16, 17].

Seringa Solugdao Agulha Jacto

Bomba infusora

\

Cone de
Taylor

Fonte de alta tensdo

Figura 2.2 Esquema simbdlico de um sistema de electrofia¢do (adaptado de [9]).

A aplicacdo de um potencial eléctrico a agulha, além de criar um campo eléctrico entre a
agulha e o colector de fibras, origina uma distribuicdo superficial de carga no polimero que se
encontra na extremidade da agulha, dando origem a uma repulsdo entre as moléculas da

solucdo. Para valores suficientemente elevados de potencial, esta repulsdo vence a tensdo
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superficial e um jacto, carregado electricamente, descreve um percurso entre a agulha e o
colector e cujo didmetro diminui a medida que se afasta da ponta da agulha. A repulsdo
electroestatica entre as cargas no jacto provoca uma trajectdria instdvel e uma maior
diminuicdo do didmetro. E nesta fase que se formam as fibras, devido ao estiramento da
solucdo e evaporacdo do solvente, sendo estas guiadas em direccdo ao colector devido a
presenca do campo eléctrico, depositando sob a forma de uma matriz de nanofibras.
Alteracbes no perfil do campo traduzem-se em alteracdes morfoldgicas das fibras e na sua

area de deposicao [16, 17].

2.2.2. Parametros de Electrofiacao

O processo de electrofiagdo de uma solugdo polimérica, a regularidade e os diametros das
fibras obtidas estdo directamente relacionados com diferentes parametros, quer da solugao
(viscosidade, tensdo superficial, condutividade eléctrica e taxa de evaporagdo) quer do
processo (tensdo aplicada a agulha, caudal de solugdo, diametro da agulha, disténcia entre a
agulha e o colector, geometria do colector e a sua rota¢do, bem como a tensdo aplicada ao
mesmo), como também factores ambientais (temperatura ambiente e humidade relativa).

A variacdo da tensdo aplicada a agulha provoca alteragdes no campo eléctrico gerado
entre a agulha e o colector e também altera¢des na carga da solucdo polimérica. Um aumento
na diferenca de potencial aplicado a agulha induz um aumento da intensidade do campo
eléctrico, e consequentemente uma maior aceleragdo da fibra ejectada em direc¢do ao
colector. Desta forma, a tensdo aplicada ndo deve ser demasiado elevada para que ndo se
verifique a quebra das fibras, nem demasiado baixa para que ndo exista projeccao de gotas de
solucdo para o colector. Relativamente a carga do polimero, esta vai provocar uma repulsdo
entre os elementos do fio da solucdo, que se revela um factor importante a ter em conta na
determinacdo do didmetro das fibras, visto que mais carga se traduz num maior estiramento
do fio e fibras mais finas. As forgas viscoelasticas entre as moléculas do polimero na solugao
sdo determinadas pela sua viscosidade, a qual depende da concentragdo do polimero e do seu
peso molecular. Assim, estas devem ser fortes o suficiente para impedir a interrup¢ao da fibra
durante o seu estiramento, ndo devendo contudo inibi-lo.

A quantidade de polimero que sai da agulha depende do caudal imposto pela bomba
infusora. Valores de caudal mais baixos originam fibras relativamente mais finas do que os
mais elevados. Contudo, valores demasiado baixos de caudal conduzem a quebras na
continuidade da fibra e valores demasiado elevados a acumulacdo de solugdo na ponta da

agulha originando projecc¢oes.
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A variacdo da distancia entre a agulha e o colector implica uma variacdo do campo

eléctrico, pelo que os seus efeitos sdo sobreponiveis aos deste ultimo [15].

2.3. Eléctrodos Biocompativeis

Relativamente, a importancia dos eléctrodos a aplicar no biodispositivo é de
salientar que estes devem originar um campo eléctrico que induza a migracdo idnica
dentro da matriz polimérica e também conservar as caracteristicas da mesma, para que

os fluidos biolégicos consigam uma penetragao viavel na membrana.

2.3.1. Materiais

Visto existirem diversos factores cruciais a ter em conta na escolha dos materiais que
constituem os eléctrodos, tais como a biocompatibilidade e a biodegradabilidade torna-se
necessario afastar todos os materiais que possuam substancias nocivas ou tdxicas para o
organismo. Assim, para que estes requisitos sejam garantidos procedeu-se a escolha de

eléctrodos como o polipirrol e as nanoparticulas de Ouro (Au) e Prata (Ag).

2.3.2. Polimeros Condutores

Os polimeros condutores tém sido alvo de muitos estudos devido as suas aplicagdes em
biossensores, dispositivos electrocrémicos, entre outras. Estes polimeros representam uma
classe de “metais sintéticos” que combinam as propriedades quimicas e mecanicas dos
polimeros com as propriedades eléctricas de metais e semicondutores. Os polimeros
intrinsecamente condutores mais comuns s3o a polianilina, polipirrol, politiofneo,
poliacetileno, entre outros. A estrutura destes polimeros contém ligacGes duplas conjugadas
gue exibem propriedades como o baixo potencial de ionizagdo, alta afinidade electrénica e por
isso podem ser facilmente reduzidos ou oxidados.

As propriedades eléctricas dos polimeros condutores podem ser alteradas de forma
reversivel, podendo apresentar um caracter isolante ou de condutor metalico. A condutividade
pode ser largamente aumentada através de dopagem, utilizando substituintes que podem ser
agentes oxidantes ou redutores. Esta dopagem é acompanhada por métodos quimicos de
exposicdo directa do polimero a agentes de transferéncia de carga em fase gasosa ou solugdo,

ou ainda por oxidagdo ou redugdo electroquimica. Este processo leva a formacdo de defeitos e
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deformacdes na cadeia polimérica conhecidos como polardes e bi-polardes, os quais sdo

responsaveis pelo aumento da condutividade [18, 19].

2.3.3. Polipirrol

O polipirrol é dos polimeros condutores mais estudados para diversos tipos de
aplicacdes, no entanto o seu elevado custo quando comparado com outros tem-lhe conferido
menor importancia.

Este polimero pode ser sintetizado utilizando diversos tipos de oxidantes e também
por via electroquimica. A polimerizacdo oxidativa ocorre com a formagao do catido radical
intermédio, extremamente reactivo, onde o acoplamento se forma aleatoriamente,
apresentando um grande nuimero de defeitos e reticulagdes, para além de um défice de
orientagdo entre as cadeias.

A sintese electroquimica do polipirrol permite a obtencdo de filmes, os quais se
apresentam no estado oxidado, ou seja, no estado dopado. O nivel de dopagem depende
fortemente das condi¢Ges experimentais utilizadas, como o valor do potencial aplicado, o
solvente, o electrélito de suporte, entre outros. A electropolimeriza¢do do pirrol ocorre para
um potencial moderadamente positivo (1,0 a 1,3V).

O mecanismo de polimerizagdao do polipirrol envolve a oxida¢do do pirrol a um catido
radical, o qual se pode ligar a outro catido radical ou com uma molécula do mondmero,
seguida de uma transferéncia de carga. Nesta etapa sdo eliminados dois protdes, formando-se
um dimero neutro. A reacgdo continua como uma extensdo desse oligdmero, levando ao
crescimento das cadeias poliméricas.

O polipirrol tem sido estudado em diversas aplicagdes como LED’s, sensores quimicos

de solugdo, biossensores e sensores de gas [18, 19].

Figura 2.3 Estrutura quimica do polipirrol (adaptado de [19]).
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2.3.4. Nanoparticulas

A nanotecnologia trata-se de um campo cientifico multidisciplinar em fase de
expansdo. As particulas nanométricas oferecem novas propriedades estruturais, dpticas e
electrdénicas que ndo sdo possiveis de atingir de outra forma.

Desta forma, avancos na compreensdo das caracteristicas destas particulas como o
tamanho, a forma e as propriedades superficiais para interacdes bioldgicas potenciam novas

oportunidades no desenvolvimento de nanoparticulas Uteis em aplicagGes terapéuticas [20].

2.3.4.1 Nanoparticulas de Prata

As Nanoparticulas de prata tém vindo a ganhar nas Ultimas décadas um interesse
crescente devido as diversas propriedades que apresentam tais como boa condutividade,
estabilidade quimica, actividade antibacteriana, antifungica, anti-viral e anti-inflamatéria.
Dai que entre as aplicagdes mais comuns se encontrem os produtos médicos, que variam
desde pomadas tdpicas a ligaduras para a cura de feridas e que tém provado ser bastante
eficazes no retardamento e prevencdo de infec¢des bacterianas. No entanto, actualmente
tem-se explorado frequentemente esta tecnologia resultando assim muitas aplica¢cbes

guer na drea da Biologia quer na Medicina tais como [20]:

e Marcadores bioldgicos fluorescentes;

e Sistema de libertacdo de farmacos;

e Bio-detecgdo de patogénios;

e Deteccdo de proteinas;

e Sondagem da estrutura do DNA;

e Engenharia de tecidos;

e Destruicdo do tumor através de aquecimento (hipertermia);
e Separacdo e purificacdo de moléculas bioldgicas e células;

e Melhoramento do contraste MRI;

Sintese de nanoparticulas de Prata

A sintese atrai a atencdo por parte dos investigadores devido as suas promissoras
aplicacdes nas areas de catdlise electrdnica, sensores e modificacdo de superficies. Para a

maioria das aplicagdes, as propriedades destas nanoparticulas sdo determinadas pelo seu
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tamanho, forma, composicdo e estrutura. Geralmente, as nanoparticulas sdao preparadas
por uma variedade de métodos quimicos e fisicos como a reducdao quimica, a reducao
fotoquimica, a reducdo eletroquimica e a vaporizacdo por calor, entre outras. Os
reagentes podem ser inorganicos tais como boro-hidrato de sddio ou potassio, hidrazina e
sais de tartarato, ou os organicos como citrato de sédio, acido ascérbico e aminoacidos
capazes de sofrer oxidacdo. Alguns destes reagentes sdo mencionados também como
agentes estabilizantes. As aplicacdoes biomédicas de nanoparticulas de prata podem ser
eficazes através da utilizagdo de nanoparticulas que minimizem factores como a
toxicidade e o custo. Por isso, o desenvolvimento de melhores procedimentos
experimentais para a sintese de nanoparticulas de composi¢cdes quimicas diferentes,
tamanhos, formas e polidispersdao controlada é vital para o seu avan¢o. Recentemente,
uma série de nanomateriais inorganicos foram sintetizados por processos de bio-redugao

gue empregam diferentes microrganismos [20].

Estrutura e propriedades funcionais

Neste estudo as nanoparticulas inorganicas possuem uma estrutura basica que é
constituida por um nucleo central que define propriedades de fluorescéncia, dpticas,
magnéticas e electrénicas da particula, com um revestimento organico que protege a
superficie. Esta camada exterior protege o nucleo da degradacdo do ambiente
fisiologicamente agressivo e pode formar ligagcdes electrostaticas ou covalentes, ou
ambas, com agentes carregados positivamente e biomoléculas que contém grupos
funcionais basicos tais como aminas e tidis. Dos trés metais (prata, ouro, cobre) que
exibem ressonancias de plasmon no espectro visivel, a prata exibe a eficiéncia de
excitacdo mais elevada. Este fendmeno em nanoparticulas de prata é o mecanismo mais
eficiente sendo reflexo da interac¢do da luz com a matéria. A prata é também o Unico
material cuja ressonancia de plasmon pode ser ajustada para qualquer comprimento de
onda no espectro visivel. O pico caracteristico (420 nm) corresponde a ressonancia de
plasmon de superficie de nanoparticulas de prata. Por outro lado, pode-se também
analisar se a banda de plasmon é ou ndo simétrica o que indica se a solu¢do contém ou
ndo muitas particulas agregadas, confirmando-se posteriormente este facto através da
microscopia electrénica. E possivel afirmar tal facto uma vez que uma solucdo coloidal de
nanoparticulas de prata emite para comprimentos de onda na ordem dos 390 a 420 nm

devido a dispersao de Mie [20].
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Toxicidade

A falta de informacdo sobre a toxicidade das nanoparticulas coloca sérios
problemas. Compreender as caracteristicas dos nanomateriais e as suas interacdes com
os sistemas bioldgicos é a chave para a implementacdo segura destes materiais no
diagnostico e terapéutica. Como tal tem-se procedido cada vez ao estudo do potencial de
toxicidade, da distribuicdo bioldgica e da captacdo celular destas nanoparticulas. Para as
nanoparticulas, como compostos quimicos convencionais, existem trés principais vias de
exposicao: inalagdo, absor¢dao da pele e ingestdo. Deve notar-se que as nanoparticulas
tém certas propriedades intrinsecas (por exemplo, pinocitose) que tornam mais facil a sua
entrada nas células. Ao nivel celular, as nanoparticulas podem ser encontradas em varios

compartimentos ou mesmo no nucleo da célula, onde se encontra toda a informacgao

genética [20].
2.3.4.2 Nanoparticulas de Ouro

As nanoparticulas de ouro tal como as de prata apresentam propriedades eléctricas e
Opticas muito interessantes. Estes materiais possuem boa condutividade uma vez que os seus
electrdoes ndo estdo ligados a 4&tomos individuais e ndo ha formacgao da "nuvem" em torno dos
nucleos atémicos. Por outro lado, também se sabe da mecanica quantica que os electroes se
podem comportar como uma onda ou uma particula. Se se imaginar que os electrbes na
nuvem apresentam uma forma de onda, com um determinado valor de energia, é possivel que
a luz do mesmo comprimento de onda seja absorvida pela nuvem de electrées, produzindo
ressonancia. Quando um metal absorve luz de um comprimento de onda de ressonancia faz
com que a nuvem de electrées vibre, dissipando-se energia. Este processo ocorre
normalmente na superficie de um material (devido aos metais ndo serem transparentes a luz)
e é por isso chamado de ressonancia de plasmon. Nanoparticulas de pequenas dimensdGes
absorvem a luz na parte azul-verde do espectro (= 400-500 nm), enquanto que a luz vermelha
(= 700 nm) é reflectida, produzindo uma tonalidade vermelha escura. Com o aumento da
dimensdo das particulas, o comprimento de onda de absor¢do da ressonadncia de plasmon
desloca-se para comprimentos de onda mais longos, ou seja a luz vermelha é adsorvida e a
azul reflectida o que produz particulas com uma cor azul ou purpura palido. Estas propriedades
tém sido usadas para criar biossensores. As nanoparticulas de ouro individuais aparecem
normalmente a vermelho, no entanto quando estas agregam ocorre uma variagcdo da
ressonancia de plasmon. Consequentemente, a particula ira surgir como uma particula maior,

em vez de duas separadas e a ressonancia de plasmon associada para comprimentos de onda
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de absorcao mudara de azul para vermelho, e luz reflectida de vermelho para azul. Portanto,
constata-se que a cor da particula ira mudar de vermelho para azul sempre que se verificar a
ocorréncia de agregacao. O exemplo mais conhecido de aplicacdo de nanoparticulas em
sensores é o teste de gravidez. Embora este teste ndo dependa explicitamente da ressonancia
de plasmon para criar o sinal, a cor vermelha das nanoparticulas utilizadas tem implicacdes
directas nos resultados deste teste. Outros exames que exibem a vantagem da mudanca da
ressonancia de plasmon incluem também testes para deteccdo de ADN. Por exemplo, um teste
de ADN que tenha como objectivo encontrar determinadas bases. Neste teste, as
nanoparticulas comegam como grandes agregados que apresentam a cor azul. Se a base de
ADN complementar estiver presente, as nanoparticulas vao ligar-se a base e ndo umas as
outras, o que resulta na dissolugao dos agregados originando uma cor vermelha escura, tal
facto pode ser acompanhado através da utilizacdo de um espectrofotémetro que tem como

fungdo medir a absorgao de luz em diferentes comprimentos de onda [21, 22].

2.3.5. Caracterizagao das Nanoparticulas

A caracterizacdo de nanoparticulas pode realizar-se através de técnicas como por
exemplo dispersdo dindmica de luz (DLS), microscopia electrénica de varrimento (SEM)
com analise quimica (EDS) e microscopia electrdnica de transmissdo (TEM), microscopia
de forca atémica (AFM), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia do UV-visivel, espectroscopia de raios-X (XPS), difraccdo de raios-X

(DRX) e por ressonancia magnética nuclear (RNM) [20].

Neste trabalho utilizaram-se apenas as técnicas de espectroscopia de UV-visivel e microscopia

electronica de transmissdao (TEM), as quais se encontram descritas no capitulo seguinte.
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Capitulo 3. Técnicas e procedimento experimental

No presente capitulo sdo descritas, de forma sumaria, as técnicas e os procedimentos

experimentais utilizados durante a realiza¢do do trabalho.

e Producdo da matriz polimérica de nanofibras através da técnica de electrofiacdo;

e Caracterizagdo da membrana de PCL produzida, antes e depois da biodegradagao e
guando funcionalizada com polimeros condutores e nanoparticulas: propriedades
morfoldgicas e estruturais obtidas por Microscopia Electrénica de Varrimento;
composi¢do quimica por Espectroscopia de Infravermelho e EDS; propriedades
eléctricas e electroquimicas obtidas por medidas de Voltametria Ciclica em diferentes
biofluidos simulados;

e Por ultimo, nova caracterizacdo eléctrica e electroquimica das estruturas produzidas
por intermédio de ensaios de Voltametria Ciclica, cujos resultados permitem avaliar e

guantificar a eficiéncia dos biodispositivos produzidos.

3.1. Preparacgao da solucao

Tendo em conta os estudos previamente realizados [9], a solugao foi preparada com 13% de
PCL (Mn = 80,000, Sigma-Aldrich) em Cloreto de Metileno (Anténio Cruz, Material de

Laboratério, LDA) e N,N-Dimetilformamida (Emplura) a 75:25% (v/v), respectivamente.

3.2. Electrofiacdo

O sistema de electrofiacdo utlizado é constituido por uma bomba infusora (Kd Scientific), uma
seringa (Injekt 1 ml da B|Braun), uma agulha (Calibre 21 da ITEC) e uma fonte alta tensdo
(Glassman High voltage, inc.), tal como se encontra indicado no esquema na figura 2.2 e na
fotografia da figura 3.1. O procedimento experimental utilizado na producdo das nanofibras é

o que se indica de seguida.

Procedimento Experimental

Introduziu-se a solucdo referida anteriormente na seringa, removendo todo o ar residual

manualmente, e posteriormente colocou-se a agulha. A seringa foi de seguida fixada na bomba
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infusora, seleccionando-se o diametro desta assim como o caudal pretendido. No que respeita
a fonte de alta tensdo estabeleceu-se uma ligacao desta com a agulha assim como do colector
a terra. O colector é entdo posicionado em frente a bomba infusora, deslocando-se alguns
centimetros relativamente ao centro e inicia-se a deposicdo das fibras, de acordo com os

parametros que se encontram na tabela seguinte.

Tabela 3.1 Condigbes utilizadas no processo de electrofiago das membranas de PCL;

Solugao 13% PCL em CM:DMF
Seringa graduada 1ml
Agulha Calibre 21
Distancia 10cm
Tensao 15kV
Caudal 0,8ml/h
Humidade 30-45%
Temperatura 20-25°C
Alvo Rotatério
Tempo de deposi¢ao 2h

Figura 3.1 Illustragdo da electrofiag¢do e deposicdo das fibras de PCL num colector rotatério (adaptado de

191

3.3. Biodegradac¢ao das membranas

Para a realizacdo dos testes de biodegradagdo das membranas utilizou-se uma solucdo

sintética a base de fosfatos denominada por PBS (Phosphate buffered saline).

O PBS apresenta boas particularidades ao nivel da Engenharia de Tecidos e cultura celular,
uma vez que mantém o equilibrio osmético entre o meio intra e extracelular, fornece iGes
organicos essenciais ao metabolismo celular e permite manter o pH do meio entre os 7,2 a 7,6.
Devido as caracteristicas anteriores é também muito comummente utilizado em estudos de

biodegradacao.

3.3.1. Phosphate buffered saline (PBS)

A preparagado do PBS ndo requer nenhum procedimento especifico ao nivel da preparagdo da
solucdo, necessita apenas que se efectue uma verificacdo do pH e se tenha algum cuidado com

a manutencao da solugdo.
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3.3.1.1 Preparacao da solu¢do

Os reagentes sdo adicionados um a um, apds dissolucdo total em 11 de dgua ultra-pura. Apds a
adicdo destes deve-se confirmar se o pH da solucdo é de aproximadamente 7. Posteriormente

é necessdrio guardar a solucao a uma temperatura de 5°C, aproximadamente.

Tabela 3.2 Informagdo relativa aos reagentes utilizados na preparagdo da solugéo de PBS;

Reagente Quantidade [g/I] lao Marca
KH,PO, 0,2586 K**; HPO, Panreac
K,HPO, 0,6837 K*; HPO,” Panreac

KCl 10,657 K'; CI Sigma-Aldrich

3.3.2. Manutenc¢do do meio

Os estudos de degradagdo tém como objectivo principal analisar a perda de massa das
membranas de PCL numa solugdo salina (PBS) de forma a retirar conclusdes acerca da
aplicacdo deste polimero na drea da Biomédica, principalmente ao nivel dos biodispositivos
implantaveis e biodegraddveis. Para tal procedeu-se a colocacdo das membranas em caixas de
Petri, adicionou-se o mesmo volume de solu¢do em todas e, de seguida, colocaram-se na
estufa a 372C. De forma a garantir que o volume de solu¢do em cada caixa ndo sofre altera¢des
significativas e que ndo se reproduzem qualquer tipo de microrganismos procede-se a
mudanca do meio de quatro em quatro dias, lavando-se as caixas diversas vezes em dagua
destilada para evitar que a concentragao de sais aumente e que as condi¢des do estudo sejam

alteradas ao longo do tempo.

3.3.3. Perda de massa
De forma a quantificar a perda de massa das membranas ao longo do tempo procedeu- se a
pesagem das mesmas, antes e depois de serem colocadas em meio bioldgico.

Nos poliésteres ha quatro factores principais que permitem determinar os fendmenos de
erosdo e dissolucdo dos produtos de degradacdo, sdo estes a taxa constante de hidrdlise da

ligacdo éster, o coeficiente de difusdo da dgua no interior da matriz polimérica, o coeficiente
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de difusao dos fragmentos da cadeia dentro da matriz polimérica e a solubilidade dos produtos

de degradacdo (oligdmeros) no meio circundante [23].

A erosdo dos polimeros pode ser classificada como erosdo volumica ou erosdo de superficie.
Na erosdo volimica, a cisdo da cadeia do polimero ocorre ao longo a amostra. O peso
molecular e a resisténcia mecanica das amostras tendem a diminuir ao longo do tempo. A
reducdo do peso molecular ocorre essencialmente a partir do inicio do processo de
degradacdo, enquanto que a perda de massa se trata de um processo mais retardado. Na
erosao superficial, a perda de material é confinada apenas a superficie do dispositivo, pelo que
o tamanho e a massa apresentam alguma redugdo ao longo do tempo logo desde o inicio, mas
o peso molecular e as propriedades mecanicas do dispositivo polimérico permanecem
inalterados. Também na erosdo superficial, a taxa relativa a perda de massa é proporcional a
area superficial [23].

O comportamento in vitro da degradac¢do pode diferir consideravelmente da degradacao in
vivo. Na maioria dos casos, a degradacdo in vivo é mais rapida do que a degradacgdo in vitro o
que implica que a redugdo do peso molecular in vivo ndo seja apenas devido a degradacao
hidrolitica causada pelo fluido extracelular, mas provavelmente também devido a influéncia
dos radicais livres de oxigénio e de outras espécies geradas pelas células inflamatdrias. Para
além do aumento na taxa de cisdo da cadeia, a taxa de erosao in vivo é diferente da situagdo in
vitro. A perda de massa in vivo pode ser baseada em qualquer um transporte passivo de
mondmeros e oligdmeros de dissolucdo e difusdo (semelhante a in vitro) ou pelo transporte
activo por fagdcitos ou uma combinagdo destes processos. Em sintese, a degradacao in vivo de
um polimero biodegraddvel é afectada por diversos factores, que sdo influenciados pelas

caracteristicas do dispositivo [23].

3.4. Caracterizacdao das membranas

As membranas foram caracterizadas antes e apds a degradacdo em meio bioldgico de modo a
avaliar o grau de degradacdo ao longo do tempo. Para tal foi utilizada a técnica de SEM para

avaliar a morfologia e estrutura.

3.4.1. Morfologia

A morfologia das membranas e respectivas fibras foram observadas por SEM (Microscopia

Electrdnica de Varrimento) e sempre que se justificou procedeu-se também a determinacédo da
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composicdo numa zona micrométrica da amostra por EDS - Espectroscopia de difraccao de

electroes.

3.4.1.1 Microscopia electronica de varrimento (SEM)

De forma a observar a morfologia das fibras antes e depois da degradacdo, assim como a
deposicdo de nanoparticulas sobre estas, utilizou-se a microscopia electrénica de varrimento
(SEM). Esta técnica permite uma melhor observagdo, devido a elevada resolugdo, da
uniformidade da superficie das fibras. Para tal recorreu-se ao equipamento Zeiss DSM-962

existente no Cenimat/I3N.

Na microscopia electrdnica de varrimento, um feixe de electrdes de alta energia é enviado na
direcdo da amostra, o qual ao interactuar com a superficie desta emite, entre outros,
electroes secundarios que sdao detectados por sensores especificos de alta resolugdo. Estes
detectores convertem a medicdo da corrente devido aos electrées num sinal que é

posteriormente transformado numa imagem [24].
Procedimento experimental

Preparam-se pequenas amostras resultantes da electrofiacdo, antes e apds o estudo da
degradacdo, e também apds a funcionalizagdo com nanoparticulas e polimeros condutores,

sendo posteriormente colocadas num suporte adequado para o efeito. Por intermédio de uma

fita de carbono foi possivel estabelecer o contacto eléctrico entre a superficie das amostras e o
suporte. Anteriormente a observacdo no microscépio é necessario revestir todas as amostras
com uma pelicula de ouro ou de carbono que possibilita o aumento do contraste da imagem e

evita a acumulacgdo de cargas na superficie da amostra.

3.4.1.2 Microscopia electrénica de transmissao (TEM)

De forma a observar as dimensdes das nanoparticulas sintetizadas e respectivos didmetros
utilizou-se a microscopia electrénica de transmissao (TEM) devido as caracteristicas de elevada
resolucdo que apresenta em comparagao com outros microscopios, resultado do pequeno
comprimento de onda dos electrées emitidos pela fonte. O equipamento utilizado
corresponde ao Microscopio Electrénico de Transmissdo 200 kV (Hitachi H-8100 Il) com
emissdo termidnica (LaB6) com resolucdo ponto a ponto de 2,7 A, do Instituto Superior

Técnico.
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Na microscopia electrénica de transmissdao, um feixe de electroes é emitido em direc¢do a
uma amostra ultra fina, interagindo com esta enquanto a atravessa. A interacao dos electrdes
transmitidos através da amostra forma uma imagem que é posteriormente ampliada e focada

num dispositivo de imagem [24].

Procedimento Experimental

Para analisar as amostras estas foram imersas em etanol e dispersas ultrasonicamente. De
seguida, depositou-se uma gota desta suspensdo sobre uma grelha de carbono iniciando-se a

observagao.

3.4.1.3 Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento é uma técnica de analise térmica que regista o fluxo
de energia calorifica associado a transi¢des nos materiais em fun¢do da temperatura. E um
método no qual a diferenga no fornecimento de energia calorifica entre uma substancia e um
material de referéncia é medida em fun¢do da temperatura, enquanto a substancia em estudo
e a referéncia sdo submetidas ao mesmo programa de aquecimento, ou arrefecimento,
rigorosamente controlado.

Estas medidas fornecem dados qualitativos e quantitativos em processos endotérmicos
(absorcdo de energia calorifica) e exotérmicos (libertacdo de energia calorifica), permitindo
obter informacdes referentes a alteracdes de propriedades fisicas e/ou quimicas como, por
exemplo o grau de cristalinidade de um polimero, diagramas de fase, entalpias de transicdo de

fase e de reacgdo, entre outros [25].

Procedimento Experimental

A andlise DSC foi realizada utilizando o equipamento NETZSCH STA 449F3 com amostras
expostas a uma gama de temperaturas entre 20 a 200°C, cuja taxa de aquecimento foi de
10°C.min™. Posteriormente utilizou-se o software NETZSCH Proteus para quantificar a
temperatura e a entalpia de fusdo para cada uma das amostras. A alteracdo da cristalinidade
do material foi analisada comparando a entalpia de fusdo de cada uma das amostras com uma
amostra de PCL que ndo esteve sujeita a degradacdo em solucdo salina.
Deve-se também salientar que as amostras foram todas testadas em duplicado para que os

valores sejam mais fidedignos.
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3.4.2. Propriedades Fisico-Quimicas

A composicdo das membranas antes e apds a funcionalizacdo com nanoparticulas e pirrol foi
analisada através de medidas de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier, enquanto que a variacdo da concentracao de nanoparticulas nas suspensdes coloidais
utilizadas foi observada através da variacdo dos espectros de transmitdncia obtidos por

espectroscopia na gama de comprimentos de onda do visivel.

3.4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) foi utilizada para
analisar a composi¢dao quimica das membranas produzidas assim como possiveis modificagdes
gue possam existir apds o contacto destas com as solugBes electroliticas utilizadas. O
equipamento empregue foi o espectrofotometro FT-IR Nicolet 6700 — Thermo Electron

Corporation com o acessoério ATR existente no Cenimat/I3N.

Trata-se de uma técnica simples que permite obter, num curto espac¢o de tempo, informacoes
relativas ao tipo de ligagdes quimicas que existem num determinado composto. O espectro de
infravermelho resultante ilustra a frequéncia de vibracdo dos grupos funcionais que estdao
presentes na amostra em andlise. Neste espectro encontram-se as bandas de absorc¢do ou
transmissdo que correspondem a frequéncia de vibracdo das ligacdes dos atomos que
constituem o material, pelo que se torna possivel identificar os grupos funcionais que estao
presentes na amostra. E de salientar que o mesmo tipo de ligagdes pode apresentar mais do

gue uma frequéncia de vibragdo devido a vibragdes de distensdo e/ou deformacdo [26].
Procedimento Experimental

Inicialmente realizou-se o “background”, que servird de linha de base ao longo da aquisicdo

dos espectros, sem a amostra estar inserida no respectivo suporte. Posteriormente procede-se

entdo a colocagdo desta no porta-substratos dando-se inicio a aquisicdo para cada uma das

amostras.
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3.4.2.2 Espectroscopia de UV-Visivel

A espectroscopia UV-Visivel foi empregue para obter os espectros de absor¢do de cada uma
das solucbes coloidais de nanoparticulas de ouro e prata sintetizadas durante o trabalho
experimental. O equipamento usado foi o espectrofotémetro da marca PG Instruments,

modelo T90+.

A espectroscopia UV-Visivel trata-se de um dos métodos analiticos mais usados nas
determinac¢des analiticas em diversas areas. E aplicada para determinagdes de compostos
organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificagdo do principio activo de farmacos.
Esta técnica consiste na utilizacdo de radiagdo eletromagnética cujos comprimentos de onda
podem variar de acordo com as caracteristicas do equipamento. No caso do equipamento
utilizado a gama de comprimentos de onda (A) varia entre 200 a 900 nm. E obtido o espectro
de transmitancia ou absorvancia de amostras sdlidas ou liquidas desde que ndo absorvam

completamente a radiagdao na gama de comprimentos de onda indicada [27, 28].

Procedimento Experimental

Inicialmente efectuou-se a linha de base para a dgua, que vai ser utlizada como referéncia ao
longo da aquisicdo dos espectros. No caso das suspensdes de nanoparticulas foi utilizada
também a dgua, por ser o solvente das solugdes coloidais. Posteriormente procedeu-se a
diluicdo de cada uma das solugdes e de seguida a coloca¢do destas na cuvete, dando-se entdo

inicio a aquisicdo do espectro para cada uma das solu¢Ges pretendidas.

3.4.3. Propriedades Eléctricas e Electroquimicas

As técnicas electroquimicas visam a determina¢do do potencial redox de um meio em
contacto com um material/membrana e encontra uma ampla faixa de aplica¢des, incluindo a
monitorizacdo ambiental, o controlo de qualidade industrial e as analises biomédicas.

Os processos electroquimicos normalmente ocorrem na interface eléctrodo/solucdo. A
diferenca entre as diversas técnicas electroanaliticas reside na natureza do sinal eléctrico
empregue. Para efectuar estas medicGes sdo necessarios pelo menos dois eléctrodos (trabalho
e referéncia) e a solucdo que contém a espécie electroactiva de interesse. Nas técnicas de
voltametria é utilizado um terceiro eléctrodo denominado contra-eléctrodo ou eléctrodo-

auxiliar.
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Os métodos de varrimento de potencial consistem na aplica¢do ao eléctrodo de trabalho
de um potencial que varia ao longo do tempo, o que resulta na ocorréncia de reaccdes de
oxidacdo ou reducdo de espécies electroactivas na solucdo cuja energia libertada é convertida
em electricidade [29, 30].

Por este motivo foram realizados estudos electroquimicos de modo a caracterizar o
comportamento da membrana produzida. Através da técnica de voltametria ciclica é possivel
identificar o tipo de reac¢des que ocorrem no seio da estrutura polimérica, bem como os
efeitos dos diferentes eléctrodos utilizados no comportamento electroquimico do dispositivo.

Assim, para a caracteriza¢do das propriedades eléctricas e electroquimicas deste

trabalho, utilizou-se um potenciéstato da Gamry Instruments (Reference 600).

Durante os ensaios laboratoriais recorreu-se a dois sistemas diferentes para efectuar as
medidas electroanaliticas, sendo que o primeiro apresenta configuracao de trés eléctrodos
(configuragdo mais usual) e o segundo apenas dois.

Na primeira configuragdo de trés eléctrodos um é o eléctrodo de referéncia (Ref.) neste
caso Ag/AgCl, o contra-eléctrodo (C-E) um fio de platina e o eléctrodo de trabalho (E-T) é
composto por um vidro, sendo uma das faces revestida por um TCO (6xido condutor
transparente), e sobre a qual foi depositada a matriz polimérica (ver figura 3.2).
Posteriormente procede-se a imersao destes eléctrodos na solugdo de interesse para que seja

possivel observar o comportamento electroquimico existente na interface eléctrodo/solugdo.

Substrato de vidro

L
Matriz polimérica

TCO

Figura 3.2 Esquema simbdlico da deposi¢do da matriz poliméria sobre o eléctrodo de trabalho.

Tal como se pode observar na figura seguinte, os ensaios foram realizados no interior de uma
caixa de Faraday de forma a evitar interferéncias e a garantir uma maior fiabilidade dos

resultados obtidos.
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Figura 3.3 Montagem experimental das células de medida de corrente eléctrica no interior da caixa de
Faraday e respectivos eléctrodos: contra-eléctrodo (C-E), eléctrodo de referéncia (Ref.) e eléctrodo de
trabalho (E-T).

Na segunda configuragdo o eléctrodo de referéncia e o contra-eléctrodo estdo ambos
electricamente ligados formando um Unico eléctrodo. Desta forma, a tensdo é aplicada entre o

eléctrodo de trabalho e o eléctrodo de referéncia (que, consequentemente, também é o

contra-eléctrodo) e a corrente é lida entre os mesmos utilizando a célula da figura 3.4.

Figura 3.4 Célula electroquimica para medicdo da corrente eléctrica em amostras sélidas.

A célula é formada por dois contactos circulares de ouro (= 0,8cm?), entre os quais se coloca a
amostra impregnada com uma solugdo de 0,9% NaCl (p/p) ou SBF de forma a simular a

influéncia dos fluidos bioldgicos.

A utilizacdo desta configuracdo deve-se sobretudo ao facto de se tratarem de amostras no
estado solido com uma espessura bastante reduzida, o que por si sé dificulta a utilizacdo de
um terceiro eléctrodo. Por outro lado, é também de salientar que este método evita uma
possivel degradacdo do TCO, causada pela aplicacgdo de uma tensdo e a consequente

contaminagdo da amostra.
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Figura 3.5 a) Montagem experimental da célula de medida de corrente eléctrica no interior da caixa de
Faraday e respectivos eléctrodos: contra-eléctrodo (C-E), eléctrodo de referéncia (Ref.) e eléctrodo de
trabalho (E-T); b) Esquema ilustrativo da célula electroquimica e respectiva indicag¢éo dos eléctrodos
(adaptado de [9]).

3.4.3.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica que permite, de uma forma rdpida e simples, detectar
reacgdes electroquimicas, assim como avaliar a cinética da transferéncia de electrdes em
reac¢des redox. Define-se por reacgao redox, uma reac¢do que envolve a transferéncia de
electroes de uma espécie para a outra, implicando a coexisténcia de uma semi-reacgao de

reducdo (ganho de electrdes) e de uma semi-reaccdo de oxidagdo (perda de electrdes).

Esta técnica, ao contrdrio da Linear Sweep Voltammetry, permite fazer o varrimento do
potencial em ambas as direc¢des. Tal facto torna-se vantajoso, na medida em que é possivel
detectar reacgOes reversiveis. A intensidade de corrente eléctrica, |, corresponde ao nimero
de electrbes que atravessa determinada sec¢do de um circuito por unidade de tempo, isto é, o
fluxo de carga eléctrica. Como cada electrdo captado ou fornecido representa uma parte de
uma reaccgao-redox, a intensidade da corrente eléctrica dd informacg&es sobre a quantidade de

electroes fornecidos devido a reacgbes redox [29, 30].

Procedimento Experimental

No programa de controlo do Gamry Instruments selecciona-se a aplicagdo Cyclic Voltametry e
de seguida efectuam-se diversos ensaios para as diferentes condicées, escolhendo o valor para
o numero de ciclos do ensaio, a velocidade de varrimento e os limites do intervalo de tensdo a
aplicar, que no caso dos ensaios efectuados foram: Scan Limits [-1V a 1V]; Scan Rate [50 mV/s
a 80mV/s]; Step Size [2mV]; Cycles [10 a 15]; Max Current [1 a 2mA]; Electrode Area [1,0 0,5

cm?].
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3.4.3.2 Electrolitos

Os electrdlitos (solucdo onde a membrana é imersa) utilizados na Voltametria Ciclica foram o

soro fisioldgico (0,9% NaCl em agua (p/p)) e o SBF (Simulated Body Fluid).

O SBF surge actualmente descrito na literatura como mediador da avalia¢do da bioactividade

de diversos materiais, incluindo polimeros [31, 32]. No entanto, esta solucdo foi utilizada nos

ensaios electroquimicos devido a semelhanca das suas concentracdes idnicas com o plasma

sanguineo, comparativamente com o PBS utlizado para os estudos de biodegradagdo, tal como

é ilustrado na tabela 3.3.

Tabela 3.3 Comparagdo entre as concentragdes idnicas do plasma humano e de solugdes sintéticas [mM]

[31];
I30 Na* [ K* [ mg™ | ca® | cr Hco; | HPO,” | SO, | pH
SBF 142 [ 6,5 1,5 2,5 | 148,0 4,2 1,0 0 7,4
Concentragao do PBS - 4,2 - - 142,5 - 8.1 - 7,4
lao Plasma 142 [ 55| 1,0 2,6 107 27 1,54 10 |74
Sanguineo

A preparacao do SBF requer um procedimento especifico na prepara¢do da solucdo quer ao

nivel da dissolucdo dos reagentes quer do ajuste de pH, assim como alguns cuidados a ter com

a manutencdo da solugdo, tal como se pode observar no procedimento experimental

seguidamente apresentado.

Procedimento Experimental

e Dissolugdo dos reagentes

Inicialmente adicionou-se cada um dos reagentes, apds dissolugdo total, em 700ml de agua

ultra-pura, pela ordem indicada na tabela 3.4. De seguida, e apds a adicdo do 92 reagente,

aqueceu-se a solucdo desde a temperatura ambiente até aos 37°C [32].
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e Ajuste do pH

Apds a estabilizacdo da temperatura da solugdo verifica-se qual o valor de pH, que se deve
encontrar entre 8 a 8,5, sendo por isso necessario adicionar HCl (1M) até que o valor estabilize
por volta dos 7 a 7,4 e a solucdo se apresente completamente transltcida. Apds o ajustamento
de pH deve-se ajustar o volume total da solucdo para 1000 ml adicionando-se dgua ultra-pura.
Posteriormente é necessario manter a solugcdo a temperatura ambiente para que haja um
arrefecimento lento antes da colocacdo da mesma num frigorifico a uma temperatura entre os
5 e os 10°C. Por outro lado, deve-se também salientar que esta solu¢do se mantém estavel

apenas durante um més, caso ocorra precipitacao a solugdo ja nao devera ser utilizada [32].

Tabela 3.4 Reagentes utilizados na preparagdo da solugdo de SBF;

Ordem Reagente Quantidade [g/I] lao SBF [mM] Marca
10 NaCl 6,547 Cl; Na* 142 Panreac
20 NaHCO; 2,268 Na'; HCO3 125 Merck
30 KCl 0,373 K'; I 27 Panreac
40 Na,HPO,.2H,0 0,178 Na’; HPO42' 5 Fulka
50 MgCl,.6H,0 0,305 Mg®"; eI 1,5 Sigma-Aldrich
62 1M HCl 0,15 HS I 2,5 Panreac
7° CaCl,.2H,0 0,368 Ca2+; cr 1 Sigma-Aldrich
82 Na,S0, 0,071 Na’; 5042' 0,5 Panreac
92 (CH,OH);CNH, 6,057 Alfa Aesar
109 1M HCl Titular até pH 7,4 a 37°C

3.4.3.3 Condutividade Eléctrica (Curvas I-V)

De forma a determinar a condutividade dos materiais em estudo (separador e eléctrodos)
utilizou-se um tragador de Curvas IV (4145B Semiconductor Parameter Analyser, existente no

DCM)

Da curva IV, calculando o declive da recta que se obtém (comportamento 6hmico) determina-
se o valor da resisténcia (R) do material a partir do qual se pode calcular a condutividade (o)

através da equacdo seguinte:
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Onde, S representa a seccdo atravessada pela corrente (espessura x largura) e | o
comprimento.

Procedimento Experimental

Um pedaco da membrana foi fixado com cola de prata a dois eléctrodos de Al depositados
sobre vidro. As pontas de prova do equipamento foram colocadas sobre a cola de prata (em
contacto com os eléctrodos de Al). Foi realizado um varrimento de tensao entre -50V e +50V e

registada a corrente.

Figura 3.6 Equipamento utilizado para efectuar as medigbes relativas a condutividade eléctrica.

3.4.4. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas das membranas produzidas foram determinadas através de
ensaios de tracgdo. Os ensaios de tracgao consistem na aplicacdo de uma forca na membrana,
provocando-lhe um estiramento até a rotura. A carga aplicada bem como a respectiva
extensdo do material devem assim ser registadas, para que se possa construir o grafico da
tensdao em funcdo da extensdo, a partir do qual se obtém o valor do Médulo de Young [33].

A figura 3.7 representa uma curva tipica de um material polimérico, onde os diferentes
tipos de deformacdo se encontram referenciados. Na zona eldstica, o material assume o
formato inicial ao se remover a carga aplicada podendo-se assim aplicar a lei de Hooke, dada

pela expressdo seguinte:

oc=EXe¢

Onde o é a tensdo, E o mddulo de Young e € a deformacao.
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30

20 4 Regido Elastica

Regido Plastica

o [MPa)

Figura 3.7 Curva de tracgio mecdnica tipica de um material polimérico.

O mddulo de Young é um parametro indicativo da resisténcia de um material a
deformacdo elastica fornecendo indicagGes acerca da rigidez do material. A unidade utilizada é
o Pascal [33].

A tensdo é determinada pela forga, F, a dividir pela sec¢do da amostra, S. A deformacdo
obtém-se através da divisdo do alongamento (A/) da amostra pelo comprimento inicial, /o, pelo

gue o mddulo de Young pode assim ser determinado através da seguinte equacao.

(3
Il
m |9
Il
SIE[nim

Procedimento Experimental

As amostras preparadas apresentam uma forma rectangular, cujas dimensdes sdo de 3x1 cm,
aproximadamente. Antes de se iniciar o processo de testes procedeu-se a medi¢do, com um
micrémetro, da espessura de cada uma das amostras. E de salientar também que os ensaios de

tracgdo foram efectuados a uma velocidade de 5mm/min e a temperatura ambiente.

O equipamento utilizado nos testes € uma maquina de traccdo Reometric Scientific controlada

por um programa Minimat Control Software.
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Figura 3.8 (a) Equipamento para realizagdo dos testes de tracgdo; (b) tracgbio de uma amostra.

3.5. Producao e caracterizacdo dos eléctrodos

A producdo dos eléctrodos é uma das etapas mais importantes deste trabalho uma vez que
estes devem ser concebidos de forma a melhorar e a garantir a produgao de energia auto-
suficiente por parte das biobaterias. Neste trabalho os eléctrodos sdo formados por
intermédio da funcionalizagdo do PCL com nanoparticulas metalicas e polimeros condutores
através de electrofiacdo e também através de processos electroquimicos como a Voltametria
Ciclica, onde se efectua uma electrodeposicao destes compostos nas membranas produzidas.
Para a caracterizacdo dos eléctrodos foram utilizadas técnicas como o SEM, o FT-IR, a
microscopia Optica de fluorescéncia (Microscopio Olympus BX-51 — Fonte X-Cite Series 120 Q)
e também processos eléctricos e electroquimicos como as Curvas |-V e a Voltametria Ciclica.
Relativamente as nanoparticulas sintetizadas foram também caracterizadas por Espectroscopia

UV-Visivel e TEM.

3.5.1. Sintese de Nanoparticulas de Ouro

Inicialmente preparam-se duas solugées, a primeira de HAuCl; (1ImM, AnalaR
NORMAPUR) em 20 ml de H,0 e a segunda de Citrato de Sédio (38,8Mm, AnalaR NORMAPUR)
em 10ml de H,0. Posteriormente aqueceu-se até a ebulicdo a solucdo correspondente a fonte
de ouro e adicionou-se 2ml de agente redutor. Apds a adi¢do do citrato de sddio manteve-se a
temperatura e a agitacdo durante, aproximadamente, 10 minutos perfazendo o volume em
falta com a adicdo de agua destilada [34].

Primeiramente a solucdo apresenta uma tonalidade incolor, no entanto apds a adicdo do
agente redutor esta comeca a apresentar um tom avermelhado devido a aglomeragdo das

particulas e consequente aumento do seu tamanho.
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Figura 3.9 Imagem da solugéo de nanoparticulas de ouro.

3.5.2. Sintese de Nanoparticulas de Prata

Preparam-se duas solugdes, a primeira de AgNOs (0,001M, Riedel-de-Haen) em 50 ml de
H,O e a segunda de Citrato de Sddio (38,8mM, AnalaR NORMAPUR) em 10ml de H,0.
Posteriormente aqueceu-se novamente até a ebulicdo a solugao correspondente ao nitrato de
prata e adicionou-se 1 ml de agente redutor. Apds a adicdo do mesmo manteve-se a
temperatura e a agitacdo suave durante 90 minutos, tempo apds o qual a solugdo deve

arrefecer naturalmente [35].

Inicialmente a solucdo apresenta uma tonalidade incolor, no entanto apés a adicao do agente
redutor esta comega a apresentar um tom amarelado devido a aglomeracdo das particulas e

consequente aumento do seu tamanho.

Figura 3.10 Imagem da solugdo de nanoparticulas de prata.

3.5.3. Funcionalizacdo do PCL com Nanoparticulas de Ouro e de Prata

Inicialmente utilizaram-se 3 ml de solucdo de nanoparticulas sintetizadas anteriormente,
procedendo-se a sua centrifugacdo até ocorrer sedimentacdo no microtubo (10000rpm

durante 10 min). Posteriormente removeu-se a agua em excesso deixando apenas as
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nanoparticulas que sedimentaram e adicionou-se 1 ml de acetona (Sigma-Aldrich) em cada um
dos microtubos. Preparou-se a solugdo de 13% PCL com NPs (m/m) deixando-se em agitacdo
durante, aproximadamente, 2h com uma temperatura entre os 35 e os 40°C, para que o

polimero seja totalmente dissolvido.

3.5.3.1 Electrofiacdo da membrana de PCL com Nanoparticulas

As solucbes foram entdo utilizadas no processo de electrofiacdo utilizando as seguintes
condi¢des: Solugdo de 13% PCL com NPs (m/m); Seringa de 4,30mm (1ml); Agulha de calibre
23; Distancia ao alvo de 15cm; Tensdo de 15kV; Humidade de 55%; Temperatura de 21,5°C e

um alvo estatico.

3.5.3.2 Electrodeposicdo das Nanoparticulas

De forma a depositar a nanoparticulas de Ouro e Prata nas membranas poliméricas
produzidas utilizou-se a técnica de Voltametria Ciclica com o sistema de trés eléctrodos, cujo
eléctrodo de trabalho (E-T) se trata de um substrato de vidro onde foi produzida a membrana
polimérica. Posto isto procedeu-se a imersdo do conjunto de eléctrodos nas respectivas
solucdes de nanoparticulas dando-se inicio ao processo de electrodeposi¢cdao para cada uma

delas.

3.5.4. Funcionalizacdo do PCL com Pirrol (Py)

A solucdo de PCL (Mn =~ 80,000, Sigma-Aldrich) com 10% de pirrol (Py) (v/v) (Fulka) foi mantida
em agitacdo magnética durante, aproximadamente, trés horas, para que posteriormente se

possa fazer electrofiagdo da mesma.
3.5.4.1 Electrofiagdo da membrana de PCL com Py
A electrofiagdo das fibras foi realizada nas seguintes condi¢des: solugao de PCL com 10% Pirrol

(v/v); Seringa de 4,30mm (1ml); Agulha de calibre 21; Distancia ao alvo de 10cm; Tensdo de

15kV; Humidade entre os 30 a 40%; Temperatura de 23°C e alvo rotatdrio.
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3.5.4.2 Electrodeposicao do Polipirrol (PPy)

Antes de se proceder a electrodeposicao do polimero condutor sobre a membrana
produzida procedeu-se a electropolimerizacdo do mesmo através da producdo de uma solugao
de 10mM de Py com 10mM de PBS, que medeia a formacdo do Polipirrol [36]. De seguida,
utilizou-se a técnica de Voltametria Ciclica com o sistema de trés eléctrodos, cujo eléctrodo de
trabalho (E-T) se tratava também de um substrato de vidro sobre o qual foi produzida a
membrana polimérica. Posteriormente procedeu-se a imersdo do conjunto de eléctrodos na

solugdo preparada anteriormente dando-se inicio ao processo de electrodeposigao.

3.5.5. Producao de filmes

Para além das membranas produzidas por electrofiagio foram também produzidos filmes
utilizando as mesmas solu¢des a fim de comparar as propriedades das membranas porosas
com os filmes compactos. Os filmes foram produzidos pelo método de espalhamento com
recurso a um equipamento (Automatic Film Applicator - Braive Instruments) que permite obter

filmes com espessura homogénea.

Procedimento Experimental

Os filmes foram colocados em cima de uma placa de vidro e a sua produgdo consistiu na
colocacdo de uma porgdo de solucdo a frente de uma régua de Gardner calibrada. Este
equipamento faz deslocar a régua a uma velocidade constante, espalhando a solugdo de modo

a formar o filme (ver figura 3.11).

Figura 3.11 Imagens da mdquina utilizada na produg¢do de filmes e respectiva régua Gradner.
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Capitulo 4. Analise dos Resultados

No presente capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

Procedeu-se ao estudo da biodegradacdo das membranas numa solucdo salina (PBS),
estimando-se a perda de massa ao longo do tempo para que se possa aferir quanto a sua
aplicabilidade em dispositivos implantaveis. Por outro lado, realizaram-se também testes de
caracterizagao das membranas antes e apés biodegradacao.

Efectuou-se uma analise das propriedades mecanicas através da realizacdo de ensaios
de trac¢do para membranas antes e apds a degradag¢ao em meio salino.

Os eléctrodos produzidos foram caracterizados tendo-se analisado o comportamento

eléctrico e electroquimico do dispositivo.

4.1. Estudo da degradacao das membranas de PCL em PBS

A andlise da perda de massa das membranas de PCL numa soluc¢do salina semelhante aos
fluidos bioldgicos foi avaliada tendo em vista a sua aplicabilidade na drea da Biomédica,
principalmente ao nivel dos biodispositivos implantdveis e biodegradaveis. Este estudo
decorreu ao longo de dez semanas, retirando-se e pesando uma das membranas de duas em

duas semanas.

4.1.1. Perda de massa

Relativamente a perda de massa das membranas de PCL apds imersdo em PBS durante dez
semanas pode-se afirmar que os resultados sugerem um mecanismo de erosdo volimica, uma
vez que até as seis semanas ndo se verifica qualquer perda de massa e apds oito semanas em
meio salino as membranas apresentaram uma perda de 9,33% e apds dez semanas uma perda
de 10,11%, relativamente a massa inicial tal como se ilustra na figura 4.1. No entanto, este
estudo deveria ter sido prolongado durante mais tempo para que se pudesse ter um maior

intervalo de valores e ir ao encontro do tempo médio de degradacdo ja estudado para o PCL.
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Tabela 4.1 Dados relativos a perda de massa de membranas com 2h de deposicdo e espessuras na
ordem dos 0,050mm;

Tempo de degradagao Massa Inicial - Massa Final - Am =mf - mi (mg)
(semanas) mi (mg) mf (mg)
2 7,9 7,9 0
6 12,5 12,5 0
8 15,0 13,6 14
10 16,8 15,1 1,7
100 - ] m L]
98 |

o

0

8 964

=

[}

©

.‘,5 94 -

(&)

o

S 924

90 \ﬁ
T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo de degradacao (semanas)

Figura 4.1 Grdfico da percentagem de perda de massa das membranas de PCL em fung¢do do tempo de
imerséo em PBS.

Segundo estudos ja publicados, a taxa de degradacdo do PCL varia de acordo com a sua

estrutura e formagGes morfoldgicas assim como a area de superficie em relagdo ao volume.

Bolgen et. al [37] constatou que amostras com uma maior area de superficie em relagdo ao

volume degradam mais rapidamente devido a uma maior penetracdo de agua para dentro da

amostra, iniciando o aumento das taxas de quebra da cadeia aleatdria de grupos éster por

intermédio de hidrdlise.
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4.1.2. Morfologia

4.1.2.1 Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)

Tabela 4.2 Imagens SEM e fotografias das membranas de PCL (espessura de 0,050mm) apds

biodegradagiio em PBS;

Tempo de
Degradacgdo
em PBS Fotografia das membranas Imagem SEM das membranas
(semanas)

0

2

0ym BHT = 200KV Mg 100KX SqrA=SE2  Dato BAug 2012 c
Apotwre Sze s 3000pm WO® 52mm  ZefssAuiga  Tme 831H4  ywron

38




Capitulo 4. Analise dos Resultados

4 BT AN g SR a2 Dot
Wi Ktndsn W0e bt ki T g

BT o 2008V Mage 100KX SralAnSED  Dute 21 Sep2012 :’i
Apetre S2es 3000 WO= S0mm  ZessAuige  Time 93505

8 \ p BT 200K Mage S00KX SniAs $€2 o-ms»:szC[w;
Aoothre S e 000pm WO« 60mm  ZessAuige T 84T umuan

Mag= 100KX SinlA=SE2  Date 21 Sep 2012 ‘3'
Rovra S 000m WO® S0mm  ZessAuks TS oy
) D LU N

10 ‘ BIe2ON  ege KX Suhesz OS2 B
[ / < MpotroScne3000pm WO= S0mm  Zewswg  TmeSHS® g

EHT= 2008V Mag= 100KX SipalA=SE2  Date 21 Sep 2012
Apoture S2ex 3000pm WO 50mm  ZowsAuign  Tmo 83844 (pauron
: - 7

Vel il

A andlise das imagens da tabela 4.2 evidencia a auséncia de altera¢des na superficie das
fibras. Por outro lado, é também possivel averiguar que ao longo do tempo de degradacdo as
dimensGes exteriores das amostras permaneceram praticamente inalteradas ndo sendo
observadas alteragGes visuais na superficie das membranas, o que parece mais uma vez

corroborar a existéncia de erosdo volumica nas membranas de PCL [37].

39




Capitulo 4. Analise dos Resultados

4.1.3.

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A variacdo de massa das amostras de PCL com a varia¢cdo da temperatura, obtidos através dos

ensaios de DSC para uma membrana de PCL (de espessura 0,050mm) sem degradacdo e depois

de imersa 4 semanas em PBS, esta representada nas figuras 4.2 a) e b) respectivamente. Na

tabela 4.3 estdo representados os valores da temperatura de fusdo e entalpia de fusdo das

membranas imersas durante varias semanas em PBS. Ao longo das semanas de degradacdo ha

um aumento da entalpia de fusdo e da temperatura de fusdo, o que revela um aumento da

cristalinidade das fibras, o que pode dever-se a um possivel ataque hidrolitico dentro das

regioes amorfas do polimero, e consequente rearranjo de cadeias de forma a criar uma

estrutura mais ordenada [23].

TG /%
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DsC /(mW/mg)

~ E2X0
2.0

=11.5

1.0
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801
701
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£7.51 )fg

180
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Figura 4.2 Andlise DSC para duas amostras de PCL diferentes, onde se observa a varia¢do da
Temperatura e Entalpia de FusGo com o tempo de degradag¢io; a) Amostra de PCL ndo sujeita a
biodegradagdo; b) Amostra de PCL apds 4 semanas em solugdo salina (PBS).
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Tabela 4.3 Dados relativos a Temperatura e Entalpia de Fusdo obtidos para as membranas de PCL apds
biodegradagdo.

Tempo de degradacgdo (semanas)

Temperatura de fusio (°C)

Entalpia de Fuséo (J/g)

0 57,4 54,58
2 60,6 57,09
4 61,2 57,91
10 61,7 60,44

4.1.4. Propriedades Mecanicas

Para realizar estes ensaios foram recolhidas dez amostras de membranas de PCL produzidas

por electrofiagdo, antes de iniciar o estudo da degradagdo e quatro amostras apds dez

semanas imersas num meio tampao salino, de forma a analisar a evolu¢do das propriedades

mecanicas da membrana antes e apds a biodegradagao.

4.1.4.1 Ensaios de tracgao

Na figura 4.3 apresenta-se a curva de trac¢do tipica das membranas de PCL, evidenciando

zonas de deformacao elastica e pldstica. A partir destas curvas foram determinados o mdédulo

de Young, tensdo de cedéncia e tensao de rotura das membranas. Os valores médios e desvios

padrao determinados para os parametros mecanicos apresentam-se na tabela 4.4.

3,0

2,5

2,0

1,54

o (MPa)

1,04

0,5

0,0 ;

0,0 0,5

Figura 4.3 Curva de tracgdo tipica obtida para amostras com cerca de 0,050mm de espessura.

1,0
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2,0 2,5 3,0

3,5
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Tabela 4.4 Valores médios e desvios padrdo determinados para os pardmetros mecdnicos.

Parametros | Médulo Young Tensdo Cedéncia Tensdo Rotura
(MPa) (MPa) (MPa)
~ . Média 9 0,9 2,61
Antes da colocagdo em meio

salino Desvio Padrao 2 0,3 0,07

. o . Média 10 1,2 2,8

Ap0ds colocagdo em meio

salino Desvio Padrao 4 0,3 0,5

Da andlise dos resultados é possivel verificar que as amostras apresentam um maédulo
de Young de 9MPa. Visto que o biodispositivo a desenvolver pode vir a ser implantado
subcutaneamente, estes valores devem ser comparados com valores relativos a tecidos moles
ou pele. Desta forma, sabe-se da literatura que a pele humana se trata de um tecido complexo
gue consiste em varias camadas distintas, apresentando cada uma os seus componentes e
estrutura caracteristica. Estudos prévios mostraram também que a pele se comporta como um
material viscoeldstico, ndo-homogéneo e anisotrdpico que é constantemente submetido a
varios esforgcos ou cargas, cujos valores de mdédulo de Young se encontram entre os 2 e os
8MPa dependendo da idade da pessoa, o que vai ao encontro dos valores obtidos para as
membranas de PCL tornando-se assim possivel a implementacdo destas membranas no
organismo humano [38, 39, 40].

Apds imersdao em PBS verificou-se que ocorreu um ligeiro aumento da rigidez do
material (aumento do médulo de Young), o que pode ser justificado com o aumento da
cristalinidade das amostras ao longo do tempo de biodegradac¢do. Contudo, a diferenga de
valores ndo é significativa em termos estatisticos, verificando-se, inclusive, que o desvio
padrdo dos valores do mddulo de Young é consideravelmente superior. Verifica-se,
igualmente, que a tensdo de cedéncia e a tensdo de rotura diminuem apds imersdo em meio

salino.

4.2. Funcionalizagdo das membranas de PCL

Na tentativa de producdo de elétrodos condutores e biocompativeis, as membranas de PCL
foram funcionalizadas com nanoparticulas de Au e Ag. No subcapitulo que se segue

apresentam-se esses resu Itados.
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4.2.1. Nanoparticulas de Ouro e Prata

As nanoparticulas de Au e Ag foram sintetizadas de acordo com o procedimento descrito em

3.5.1 e 3.5.2 sendo as nanofibras produzidas de acordo com o procedimento referido em 3.5.3.

4.2.1.1 Caracterizacao das Nanoparticulas de Ouro

As caracteristicas das nanoparticulas de Au introduzidas nas membranas de PCL estdo
indicadas nas figuras 4.4, 4.5 e 4.6. A figura 4.4 mostra o espectro de transmitancia onde se
pode observar o pico de absorgao a cerca 520nm, apresentando um pico alargado que é
relativo a formagdo de aglomerados de nanoparticulas. No entanto pode-se constatar, através
do gréfico da figura 4.4 que estas possuem dimensdes reduzidas uma vez que o seu pico
caracteristico se encontra entre os 500 e os 550nm, o que indica que a sua absorc¢do a luz se
encontra na parte azul-verde do espectro resultando dai a tonalidade vermelho escuro,
caracteristica destas solugbes. As imagens TEM (figura 4.5) mostram a existéncia de
aglomerados, estando de acordo com os resultados de absorvancia. Este aglomerados
provocam variagdes na ressonancia de plasmon e, consequentemente as particulas de maiores
dimensGes pelo que a ressonancia de plasmon associada aos comprimentos de onda de
absor¢do mudara de azul para vermelho, e luz reflectida de vermelho para azul alterando a
tonalidade da solu¢do de vermelho para azul. No que se refere aos diametros das
nanoparticulas verifica-se alguma heterogeneidade nos mesmos, variando estes entre os 12 e
os 28nm. Contudo pode-se observar através do histograma (figura 4.6) que os valores com

maior frequéncia ocorrem para diametros entre os 16 e os 18nm.

0,16

0,15

0,14

0,13 4

0,12

Absorvancia (u.a.)

0,11

0,10

0,09 T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.4 Espectro de absorvdncia das nanoparticulas de Ouro.
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o5

Figura 4.5 Imagens TEM das Nanoparticulas de Ouro.

10

Frequéncia

12 14 16 18 20 22 24 26 28
Diametro (nm)

Figura 4.6 Histograma relativo a medig¢do dos diGmetros para as Nanoparticulas de
Ouro a partir das imagens de TEM.

4.2.1.2 Caracterizacao das Nanoparticulas de Prata

As figuras 4.7, 4.8 e 4.9 mostram respectivamente o espectro de absorvancia das
nanoparticulas em solucdo coloidal de dgua, as imagens de TEM e a distribuicdao do
tamanho de grdao obtido a partir da imagens de TEM. Pode afirmar-se que as
nanoparticulas produzidas possuem um pico de absorcdo para comprimentos de onda na
ordem dos 420 nm, tal como era esperado teoricamente, que corresponde a ressonancia
de plasmon de superficie para estas nanoparticulas. Relativamente as imagens TEM
obtidas, observa-se uma maior dispersdo das mesmas, comparativamente com as de Au,
assim como uma grande variacdo de didametros, que oscilam entre os 5 e os 45 nm,
apresentando no entanto uma maior frequéncia, aqueles que se encontram entre os 20 e

os 30nm.
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Figura 4.7 Espectro de absorvdncia das nanoparticulas de Prata.
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Figura 4.8 Imagens TEM das Nanoparticulas de Prata sintetizadas.
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Figura 4.9 Histograma dos didmetros das Nanoparticulas de Prata, obtidos a partir das imagens de TEM.

As nanoparticulas acima referidas foram introduzidas nas fibras de PCL utilizando o

procedimento referido em 3.5.3. Tendo em conta que as nanoparticulas possuem uma
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estrutura basica que é constituida por um nucleo central que define propriedades de
fluorescéncia, Opticas, magnéticas e electrdnicas da particula, procedeu-se a uma
averiguacdo, através de microscopia dptica de fluorescéncia, acerca da sua presenca nas

membranas poliméricas produzidas por electrofiacao.

4.2.2. Fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia foi observada através de um microscépio éptico acompanhado de um

acessério para fluorescéncia, com comprimentos de onda de excitagdo de 15-400nm (UV),

440-490nm (azul) e 520-570 nm (verde).

4.2.2.1 Membranas de PCL funcionalizadas com nanoparticulas de Ouro

Figura 4.10 Fibras de PCL com NPs de Ouro observadas ao microscopio optico de fluorescéncia para
comprimentos de onda na gama do UV, verde e azul, respectivamente.

4.2.2.2 Membranas de PCL funcionalizadas com nanoparticulas de Prata

)

N

Figura 4.11 Fibras de PCL com NPs de Prata observadas ao microscopio optico de fluorescéncia para um
comprimento de onda na gama do UV e do azul, respectivamente.

As figuras 4.10 e 4.11 confirmam a fotoluminescéncia das fibras de PCL produzidas com
nanoparticulas de ouro e prata, respectivamente. Sem nanoparticulas as fibras ndo

apresentam qualquer luminescéncia. Contudo deve-se salientar que este método devera ser
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optimizado num futuro trabalho experimental uma vez que ndo foi possivel obter uma

membrana totalmente fluorescente mas apenas algumas fibras.

Os filmes densos de PCL com nanoparticulas de Ouro e Prata ndo apresentaram qualquer tipo
de fotoluminiscéncia nos trés comprimentos de onda de excitacdo. Tal pode ser justificado
tendo em conta que existe uma maior quantidade de polimero comparativamente com as
nanoparticulas quando ocorre o espalhamento da solucdo, o que resulta também numa maior

dispersao das mesmas.

4.3. Caracterizacao dos eléctrodos

Tendo em consideragdo a aplicagdo das membranas produzidas em dispositivos
electroquimicos, foram depositados eléctrodos com potenciais electroquimicos diferentes em
ambas as faces da membrana produzida. Visto que hd uma diferenca de potencial entre os
eléctrodos, vai criar-se um campo eléctrico que induz a migracdo de cargas no interior da
membrana. Os materiais utilizados assim como as possiveis combina¢des entre estes vao

influenciar as caracteristicas electroquimicas do dispositivo.
Visto existirem diversos factores cruciais a ter em conta na escolha dos materiais que
constituem os eléctrodos (anodo e cdatodo), tais como a biocompatibilidade e a

biodegradabilidade torna-se necessario garantir que os materiais ndo provoquem qualquer

reac¢ao ao organismo para além da realizacdo de estudos electroquimicos.

4.3.1. Propriedades Fisico-Quimicas
4.3.1.1 FT-IR (Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier)
O espectro da figura 4.12 mostra o tipo de ligacOes presentes na estrutura da membrana de

PCL, da membrana funcionalizada com nanoparticulas e da membrana funcionalizada com

polipirrole.
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Figura 4.12 Espectro de infravermelho obtido para a membrana de PCL e para a membrana de PCL
funcionalizada com NPs e PPy.

Na tabela seguinte sdo apresentados os valores das bandas e os grupos funcionais associados a
membrana de PCL.

Tabela 4.5 Numero de onda correspondente ao tipo de vibragdo e ligagdo presentes na membrana de

PCL.

Nimero de Onda (cm™) Grupos
2943 Distensdo assimétrica CH,
2865 Distensdo simétrica CH,
1720 Distensdo C=0 (carbonilo)
1293 Distensdo C-O, C-C (éster)
1238 Distensdo assimétrica C-O-C (éster)
1180 Distensao O-C-O (éster)
1045 Distensdo C-OH (alcool primario)
960 Distensao simétrica C-O-C (éster)
731 Deformacdo CH,

A 2943 cm™ identificam-se as bandas caracteristicas das vibragdes de distensdo das liga¢des C-
H alifaticas. O grupo carbonilo surge a 1720 cm™, caracterizado pela banda referente as
vibragdes de distensdo da ligagdo C=0. A 1293 cm™ observa-se a banda caracteristica da

distens3o das ligagdes C-O e C-C tipica dos esteres e a 1238 cm™ a banda da distensdo
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assimétrica das ligagdes C-O-C. Por fim, a 1045 cm™ é identificada a vibra¢do de distensdo da

ligacdo C-OH, caracteristica dos alcoois primarios [26].

Através da comparacdo do espectro de infravermelho obtido para a membrana de PCL com o
espectro obtido para a membrana de PCL funcionalizada com NPs quer de Ouro quer de Prata
verifica-se que ndo houve quaisquer alteracdes, o que sugere que as nanoparticulas apenas se
depositam sobre as fibras da membrana sem haver qualquer interaccao fisica ou quimica entre
estas, tal como se pode observar na imagem SEM colocada no sub-capitulo seguinte. Por outro
lado, no espectro infravermelho relativo a membrana de PCL funcionalizada com PPy verifica-
se o0 aparecimento de novos picos correspondentes a ligagGes e vibragdes diferentes daqueles
que ja se identificaram para a membrana de PCL. Assim, na regido de 3600 a 3200 cm™
identificou-se a banda caracteristica da distensdo do grupo N-H. A 1600cm™ n3o foi possivel
detectar com nitidez a banda fraca atribuida a elongag3o do grupo C=C mas para os 1456 cm™,
aproximadamente, observou-se uma banda associada ao estiramento do grupo C=N. Estas

bandas sdo caracteristicas do PPy [18].

4.3.2. Propriedades eléctricas e electroquimicas

4.3.2.1 Voltametria Ciclica

e Configuragao com trés eléctrodos

Na figura 4.13 mostram-se os voltamogramas obtidos para a membrana imersa numa solucdo
de SBF e para a membrana apds electrodeposicdao de PPy por Voltametria Ciclica, seguida
também de imersdo numa solucdo de SBF. Para tal utilizou-se uma amostra com drea de
1,0£0,5 cm® e espessura de 0,025mm e os resultados sdo relativos ao ciclo 8 de ensaio com um

Scan Rate de 80mV.s™.

O voltamograma para a membrana de PCL imersa numa solugdo de SBF apresenta valores de
corrente que atingem os 6uA, cujo comportamento é tipico de difusdo de iGes entre os
eléctrodos. A imersdo da membrana em SBF permite a incorporacdo de diversos ides e
moléculas de agua nas fibras. Embora ndo se presenciem picos redox pode-se afirmar que
existe um fluxo de iGes no interior da matriz polimérica, o que implica um aumento da
densidade de corrente, quando comparado com uma membrana seca [9]. Por outro lado, deve

também referir-se que estudos prévios revelaram que um aumento na espessura leva a um
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aumento na area superficial e, consequentemente, a um aumento dos sitios activos que
promovem a ocorréncia de reac¢des redox, no entanto esses picos nao existem, pelo menos
com os parametros utilizados na VC, o que se pensa estar relacionado com a imersdo de

membrana em SBF.

Apds electrodeposicdo de PPy verifica-se que houve um aumento significativo da corrente
passando esta de valores na ordem dos pA para valores na ordem dos mA. Atendendo que o
PPy é condutor, o resultado indica a presenga deste polimero condutor nas fibras da matriz e
neste caso hd mesmo electrdes a circularem através da membrana entre os dois eléctrodos. Os
resultados mostram assim que a membrana com PPy pode funcionar como um eléctrodo a

utilizar no biodispositivo.

Na figura 4.14 ilustram-se os voltamogramas obtidos para a membrana de PCL apds
electrodeposicao de NPs de Ouro por Voltametria Ciclica, seguida de imersdao numa solugdo de
SBF. A diferenga dos voltamogramas reside apenas no facto de se ter aplicado a um deles uma
corrente de 2,5mA durante 2min. Utilizou-se uma amostra com area de 1,0+0,5 cm’ e

espessura de 0,025mm e os resultados sao relativos ao ciclo 8 de ensaio com um Scan Rate de

80mV.s™.
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Figura 4.13 Voltamograma da membrana de PCL (espessura igual a 0,025mm e drea de li-O,5cm2)
apos electrodeposicdo de NPs de Ouro e imersdo numa solugdo de SBF; Voltamograma da membrana
de PCL apds aplicagdo de uma corrente de 2,5mA durante 2 minutos e posterior electrodeposi¢éo de
NPs de Ouro seguida de imerséo numa solugdo de SBF.
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Através da andlise da figura anterior (figura 4.14) é possivel constatar que os valores de
corrente para a membrana onde se aplicou uma corrente de 2,5mA durante 2 minutos sdo
bastante superiores quando comparados com a corrente que atravessa a membrana onde
apenas se procedeu a electrodeposicdo das NPs por Voltametria Ciclica. Este aumento de
corrente indicia que apds a aplicacdo de uma corrente continua as nanoparticulas se
depositam mais facilmente na superficie das fibras da membrana tal como se pode observar

na imagem SEM ilustrada de seguida (figura 4.15).

EHT = 2.00 kv Mag = 20.00 KX .
Aperture Size = 3000 um WD = 54 mm
e —

Figura 4.14 Imagem SEM da membrana apds aplicagdo de uma corrente de 2,5mA durante 2 minutos e
posterior electrodeposi¢céo de NPs de Ouro por Voltametria Ciclica.

Na figura 4.16 presenciam-se os voltamogramas obtidos para a membrana imersa numa
solucdo de SBF e para a membrana apds electrodeposicdo de NPs de Prata por Voltametria
Ciclica, seguida também de imersao numa solu¢do de SBF. Foi utilizada uma amostra com drea
de 1,0£0,5 cm? e espessura de 0,025mm e os resultados sdo referentes ao ciclo 8 de ensaio

com um Scan Rate de 80mV.s™.
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—— Membrana
—— Membrana+NPsAg
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Figura 4.15 Voltamograma da membrana de PCL (espessura igual a 0,025mm e drea de 110,5cm2)
imersa numa solugdo de SBF e da membrana de PCL apds electrodeposi¢cdo de NPs de Prata por
Voltametria Ciclica, seguida de imersdo numa solugdo de SBF.

Através da comparac¢do dos valores de corrente entre a membrana de PCL e a membrana de
PCL apds electrodeposi¢cdo de nanoparticulas de Prata sdo evidentes as diferengas entre estes,
uma vez que os valores relativos a esta ultima rondam os amperes o que é bastante promissor
tendo em conta a espessura e a area destas membranas. Ou seja, a membrana com
nanoparticulas de Ag é bastante condutora devido a incorporacdo das nanoparticulas.
Contudo, através da imagem SEM seguinte (figura 4.17) nota-se que o tamanho destas é muito
pequeno comparativamente com as nanoparticulas de Ouro, o que leva a afirmar que

provavelmente se encontram distribuidas mais uniformemente.

EHT = 2.00 kY Mag= 2000 KX SignalA=SE2  Date:12 Jul 2012 Fct
Aperture Size = 30.00 pym WD = 54 mm Zeiss Auriga Time :10:51:16

CENIMATI3N

Figura 4.16 Imagem SEM da membrana apds electrodeposi¢do de NPs de Prata por Voltametria Ciclica,
sequida de imersdo numa solugdo de SBF.
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e Configuragdo com dois eléctrodos

Na figura 4.18 observa-se o voltamograma obtido para a membrana imersa numa solucao 0,9%
(p/p) de NaCl, para o qual se utilizou uma amostra de area igual a 1 cm?” e espessura de
0,050mm cujos resultados sdao referentes ao ciclo 3 de cada ensaio com um Scan Rate de

80mV.s™.

60

40 4

20

-20 4

-40

Densidade Corrente (uA.cm?)

-60 4

-80 T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
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Figura 4.17 Voltamograma da membrana de PCL apds imersGo numa solugdo de 0,9% de NaCl.

Ao contrario do que se verificou para a configuragdo anterior, a configuracdo com dois
eléctrodos permitiu a observacdo de reaccbes redox, devido sobretudo a maior espessura das
membranas em andlise e ao maior tempo de imersdo na solugao de NaCl [9]. Uma vez que se
observam inflexdes e picos anddicos e catddicos pode-se afirmar que este se trata de um
processo reversivel, onde se prevé que exista uma transferéncia de cargas entre a membrana e

os eléctrodos [30].

Relativamente ao voltamograma das membranas de PCL funcionalizadas com nanoparticulas
de Ouro e Prata por intermédio de electrofiacdo aferiu-se que o comportamento das
membranas foi muito similar aquele que se alcangou para a configuracdo com trés eléctrodos,
tal como seria expectdvel uma vez que sendo as membranas condutoras mesmo com a
introducdo de NaCl hd uma corrente de electrdes entre os dois terminais cujo valor é 0,025pA
para as nanoparticulas de Ouro e de 0,1A para as nanoparticulas de prata (considerando uma

tensdo de 0,3V) para a membrana com NacCl (figura 4.19).

53



Capitulo 4. Analise dos Resultados

150
0154 NPsAg_membrana
| | —— NPsAu_membrana I
0,10 + - 100
S g
§ 2
< 0,05 o
> | 50 8_
-E (0]
@ 0,00 0
= o
8 | 3
p 03
% -0,05 @
© 4 =
-0,10
o ) - -50
g o0 3
-0,15
T T T T T T T T T T T -100
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

Tenséo (V)

Figura 4.18 Voltamograma da membrana de PCL funcionalizada com NPs de Ouro e Prata através de
electrofiagdo, apds imersGo numa solugdo de 0,9% de NaCl.
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Figura 4.19 Voltamograma da membrana de PCL funcionalizada com Py através de electrofiagdo, apds
imersdo numa solugéio de 0,9% de NaCl.

No que se refere a membrana de PCL funcionalizada com Py através de electrofiacdo verificou-

se houve um aumento na densidade de corrente relativamente ao sistema de trés eléctrodos,
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o que pode ser justificado com o facto de poder existir uma eventual electropolimerizacao do

Py que medeia a formacao do PPy apds a imersdao da membrana na solucao de NaCl.

4.3.2.2 Condutividade Eléctrica

A condutividade superficial € uma propriedade eléctrica do material que se pode obter a partir
de Curvas IV. Para tal colocou-se um pedaco da membrana entre dois eléctrodos de Al, tendo
esta sido fixada por meio de cola de prata. Os gréaficos relativos as curvas IV obtidas

encontram-se em anexo (anexo 1) e os resultados obtidos estdo indicados na tabela 4.6.

Tabela 4.6 Dados relativos ao cdlculo da condutividade para as amostras em andlise;

Amostra Comprimento Largura Espessura 1/R (S) Condutividade
(m) (m) (m) (s*.m™)
PCL 8,0x10” 2,0x10° 3,0x10” 5,0x10" 2,69x10”
PCL_NPsAu_electr 7,0x10° 2,0x10° 6,8x10° 3,3x10" 1,54x10”
PCL_NPsAg_electr 7,0x10° 2,0x10° 7,0x10°° 3,3x10" 1,50x10”
PCL_Py_electr 8,0x10” 3,0x10° 5,0x10” 5,0x10" 1,07x10°
PCL_NPsAg_VC 8,0x10° 2,0x10° 5,0x10° 5,0x10" 1,60x10°
PCL_NPsAu_VC 8,0x10° 4,0x10° 5,0x10” 3,3x10" 1,20x10°
PCL_PPy VC 8,0x10° 4,0x10° 5,0x10° 3,3x10" 1,20x10°

Em termos de condutividade superficial verifica-se que a condutividade da membrana de PCL
sem e com Nps ou PPy ndo é significativamente alterada, talvez porque pode ndo haver uma
deposicdo continua quer das NPs quer do PPy ao longo das fibras. As membranas
funcionalizadas com nanoparticulas através de electrofiagdo apresentaram maior
condutividade relativamente a membrana de PCL o que indica uma melhor distribuicdo destas
ao longo das fibras da membrana. Tal no entanto ndo se verifica para o caso do Py,
provavelmente porque este ndo se encontra polimerizado. Uma distribuicdo ndao uniforme de
NPs ou PPy é critica na condutividade ao longo das fibras visto que os electrées ndo

conseguem encontrar um percurso por onde possam circular.
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4.4, Caracterizacao do dispositivo electroquimico

4.4.1. Propriedades Electroquimicas

As propriedades electroquimicas da membrana e dos diferentes eléctrodos, foram analisadas
através de voltametria ciclica. Neste dispositivo, o cdtodo é formado pelo material que sofre
reducdo (receptor de electrdes) e o anodo pelo material que se oxida (doador de electrdes). Os
dispositivos testados foram imersos durante alguns segundos numa solucdo de NaCl 0,9%
(p/p) e posteriormente colocados entre os contactos de ouro. De seguida, estes foram
colocados na célula electroquimica ilustrada na figura 3.4. E de salientar que as duas estruturas
analisadas resultam da combinagdo dos eléctrodos que mostraram melhor condutividade

individualmente para cada uma das diferentes funcionalizagdes.

4.4.1.1 NPsAu (catodo) /Membrana/ PPy (anodo)

A primeira estrutura analisada possui ambos os eléctrodos funcionalizados por
electrodeposicdao através de Voltametria Ciclica. O eléctrodo de referéncia trata-se da
membrana funcionalizada com nanoparticulas de Ouro apés adi¢cdao de uma corrente de 2,5mA
e o de trabalho da membrana funcionalizada com PPy. O voltamograma desta estrutura

encontra-se ilustrado na figura 4.21.
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Figura 4.20 Voltamograma do Ciclo 10 obtido para o dispositivo NPsAu/Membrana/PPy para um Scan
Rate de 80mV.s™.
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O voltamograma mostra que existe uma diminuicdo da densidade de corrente quando sao
depositados os eléctrodos comparativamente com os valores que se obtiveram para cada um
destes separadamente, o que seria de esperar devido a membrana de PCL que impede a
passagem dos electrées. No entanto, ndo se observam picos reveladores da existéncia de

reaccoes redox, existindo apenas um mecanismo de difusdo de ides.
Os valores de densidade de corrente de curto-circuito sdo da ordem dos 15pA.cm™.

4.4.1.2 NPsAg (catodo) /Membrana/ Py (anodo)

A segunda estrutura em estudo possui ambos os eléctrodos funcionalizados através da técnica
de electrofiagdo. O eléctrodo de referéncia é a membrana funcionalizada com nanoparticulas
de Prata e o de trabalho é a membrana funcionalizada com Py. O voltamograma desta

estrutura encontra-se ilustrado na figura 4.22.

Densidade Corrente (pA.cm‘z)

-10 4

\ — NPsAg/Membrana/Py \

-12 T T T T T
0,6 -0,4 0,2 0,0 0,2 04 0,6

Tenséo (V)

Figura 4.21 Voltamograma do Ciclo 7 obtido para o dispositivo NPsAg/Membrana/Py para um Scan Rate
de 80mV.s™.

Na figura 4.22 observa-se no sentido inverso do varrimento de potencial um pico anddico a 0,1

V e uma inflexdo a 0,2V, o que mostra que se o tempo de imersdo da membrana em NaCl

tivesse sido maior poderiam observar-se reacgdes redox acompanhadas dos picos anddicos e

catddicos e respectivas inflexdes.

Embora apenas se encontre aqui ilustrado um ciclo deste ensaio foi visivel a estabilidade

electroquimica desta estrutura assim como a reprodutibilidade dos ciclos.
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Figura 4.22 Voltamograma para as duas estruturas analisadas com um Scan Rate de 80mV.s™;

Os valores de densidade de corrente mais elevados dizem respeito a estrutura cujos eléctrodos
foram funcionalizados através de Voltametria Ciclica. A poténcia maxima desta estrutura foi
determinada tal como a tensdo e corrente associadas (figura 4.24). A uma densidade de
poténcia maxima a 0,11uW.cm™ corresponde uma tens3o igual a 0,15V e corrente 1,35uA para

um dispositivo com 1 cm? de area.
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Figura 4.23 Grdfico da densidade de Poténcia e de corrente em func¢do da tensdo para dispositivo
NPsAu/Membrana 0,050mm/PPy.

58



Capitulo 4. Analise dos Resultados

4.5. Desenvolvimento de um Prototipo

Um protdtipo de um possivel biodispositivo electroquimico construido pela membrana de PCL,
com uma espessura de 0,050mm e dimensdes de 1 cm x 1 cm aproximadamente, foi testado
em termos eléctricos apds imersdao em soro fisiolégico. As membranas que servirdo como
eléctrodos foram funcionalizadas por electrofiagdo e por voltametria ciclica e posteriormente

depositadas em cada uma das faces da membrana de PCL.

As medicbes de tensdo de circuito aberto e corrente de curto-circuito foram realizadas
com um multimetro, colocando cada terminal do multimetro em contacto com os
eléctrodos do dispositivo através de fios de carbono. Foram obtidos valores de tensdo e
densidade de corrente de curto-circuito respectivamente de 0,5 V e 40uA.cm'2 para a
estrutura de NPsAu/Membrana 0,050mm/PPy (funcionalizada por Voltametria Ciclica) e de

0,4V e 30pA.cm™ para a estrutura NPsAg/Membrana/Py (funcionalizada por electrofiacdo).

Figura 4.24 Fotografia do prototipo realizado: colocagdo do terminal do multimetro sobre os eléctrodos
do dipositivo através de fios de carbono.

Figura 4.25 Fotografia da medicédo do valor de tenséo (V) do dispositivo, NPsAu/Membrana
0,050mm/PPy apds adigéo de soro fisioldgico.
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Capitulo 5. Conclusodes e perspectivas futuras

Os objectivos propostos para este trabalho foram alcancados.

A primeira parte da investigacdo incidiu sobre a degradacdo das membranas de PCL em PBS,
onde se registou uma perda de massa de 9,33% relativamente a massa inicial, apds 8 semanas
de permanéncia da membrana de PCL naquele meio e apds 10 semanas uma perda de 10,11%.
Desta forma verificou-se que o PCL, durante o processo de degradagdo, sofreu erosdo
volumica uma vez que a perda de material sé se verificou a partir da 82 semana. Esta
constatagdo foi também corroborada através das imagens SEM obtidas para as membranas
uma vez que nao se verificou a presenc¢a de quaisquer adulteragdes na superficie das fibras

assim como alteragdes visuais nas dimensdes exteriores e superficie das amostras.

Os ensaios de DSC realizados permitiram verificar que as amostras de PCL registaram um
aumento na temperatura e entalpia de fusdo apds vdrias semanas de degradacgao levando a
um aumento da sua cristalinidade, devido a um possivel ataque hidrolitico dentro das regides
amorfas do polimero, e consequente rearranjo de cadeias de forma a criar uma estrutura mais

ordenada.

As propriedades mecanicas das membranas, avaliadas através de ensaios de traccdo, antes e
depois do estudo da biodegradabilidade, permitiram determinar valores na ordem dos 9MPa
para o mddulo de Young, os quais coincidem com os valores tipicos para o médulo de Young
da pele uma vez que se pretende que o biodispositivo seja implantado subcutaneamente. Apds
biodegradacdo registou-se um ligeiro aumento pouco significativo da rigidez do material

devido provavelmente ao aumento do grau de cristalinidade das amostras.

Relativamente ao estudo dos eléctrodos condutores, as membranas de PCL foram
funcionalizadas com nanoparticulas de Ouro, Prata e Polipirrole. A funcionalizagdo consistiu na
introducdo das nanoparticulas ou polipirrol na matriz polimérica das fibras. Esta foi realizada
por electrofiacdo da solucdo de PCL com nanoparticulas ou através de electrodeposicdo das

nanoparticulas ou polipirrol na superficie das fibras.

As duas estruturas formadas por intermédio de cada uma das funcionalizagGes,
NPsAu/Membrana/PPy e NpsAg/Membrana/Py, foram utilizadas na realizacdo de protoétipos.
Nestes a membrana de PCL tinha uma espessura de 0,050mm e dimensGes de 1xlcm,

aproximadamente. Foram obtidos valores de tensdao de circuito aberto e densidade de
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corrente de curto-circuito, respectivamente de 0,5V e 4OuA.cm'2 para a primeira estrutura e

de 0,4V e 30pA.cm™ para a segunda estrutura analisada.

Os resultados de voltametria ciclica obtidos para estas estruturas ndo revelaram a existéncia
de reacg0es redox, indicando que o processo é dominado pela difusdo dos ides entre os dois

eléctrodos.

Como resumo final é de salientar que, tal como se pretendia, o estudo da degradabilidade do
PCL em meios que simulam fluidos bioldgicos fica definido, tendo sido possivel correlacionar a
sua degradacdo com as propriedades tanto ao nivel estrutural e mecanico como ao nivel
electroquimico.

No entanto, como perspectivas futuras é ainda necessario aprofundar o estudo dos eléctrodos,
principalmente ao nivel da funcionalizacdo das membranas através de procedimentos que
garantam uma maior deposicdao das nanoparticulas sobre as fibras quer por electrofiagdo ou
electrodeposicao. Outro dos testes relevantes a fazer prende-se com a condutividade
transversal das membranas com a obtenc¢do de curvas IV apds o processo de voltametria
ciclica. Por outro lado deve-se também explorar outras alternativas como por exemplo a
introducdo de diferentes polimeros condutores como o politiofeno ou a polianilina.

No sentido de definir a biocompatibilidade de todos os materiais utilizados deverd proceder-se
a realizagdo de testes de citoxicidade para cada uma das membranas de PCL funcionalizadas,

de forma a que os dispositivos possam ser aplicados a nivel biomédico.

Definidos os critérios de biocompatibilidade e biodegradacdo assim como os requisitos
energéticos, estes dispositivos revelam grandes potencialidades ao nivel dos dispositivos
médicos electrénicos de baixo consumo cujas aplicacdes se centram essencialmente no

diagndstico, monitorizacdo e tratamento.
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Capitulo 6. Anexos

Capitulo 6. Anexos
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Tensao[V]
Figura 6.1 Curva I-V relativa a uma membrana apenas de PCL.
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Figura 6.2 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com NPs de Ouro por intermédio da
técnica de electrospinning.
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Figura 6.3 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com NPs de Prata por intermédio da
técnica de electrospinning.
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Figura 6.4 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com Py por intermédio da técnica de
electrospinning;
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Figura 6.5 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com NPs de Prata através de

electrodeposigéo por VC.
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Figura 6.6 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com NPs de Ouro através de

electrodeposigdo por VC.
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Figura 6.7 Curva I-V relativa uma membrana de PCL funcionalizada com PPy através de electrodeposigdo
por VC.
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