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Resumo

A producdo de matrizes fibrosas para a aplicacdo de estimulacao eléctrica a células neuronais
pode contribuir para a sua regeneracgao. A incorporacdo de poli (3,4 — etilenodioxitiofeno) (PE-
DOT), na matriz podera conferir-lhe a necessaria condutividade. A dificuldade em dissolver
este polimero condutor requer que a matriz seja produzida a partir de dispersdes de particulas

finas.

Neste trabalho, o PEDOT foi obtido por polimerizacdo quimica dos monémeros (EDOT), usan-
do cloreto de ferro como agente oxidante. Foram seguidas duas vias: numa o EDOT foi disper-
so em dacido acético e o oxidante adicionado dissolvido em etanol, na outra utilizou-se um li-
quido idnico, bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-butil-3-metilimidazélio[BMIM][Tf,N], para
dissolver EDOT e o oxidante. Para eliminar potenciais residuos citotdxicos, os pds foram sujei-
tos a um processo de lavagens controlado por espectroscopia de UV-vis e testes colorimétri-
cos. Para a sua anadlise recorreu-se a medidas de condutividade, espectroscopias de UV-vis e
de infravermelho por transformada de Fourier, dispersdao dindamica de luz e testes in vitro de
citotoxicidade. Os pds com dimensdes na ordem dos 300 nm, revelaram possuir estados con-

dutores (estados de polardo) e auséncia de citotoxicidade.

Cada um dos p6és obtidos foi disperso numa solugdo de gelatina de peixe, numa razao PE-
DOT/gelatina de 20%, que foi eletrofiada para produzir matrizes fibrosas. Também foi produzi-
da uma matriz de gelatina. As matrizes foram reticuladas e caracterizadas por FTIR, microsco-
pia eletrénica de varrimento e sujeitas a um teste in vitro. As células epiteliais da linha Vero
semeadas sobre as matrizes aderiram e proliferaram como indicaram os resultados dos testes

colorimétricos e imagens de fluorescéncia dos nucleos.

Palavras-chave: Sintese Quimica de PEDOT; Liquido Iénico; Gelatina; Eletrofiagdo; Reticulagao;

Cultura Celular
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Abstract

The production of scaffolds for the application of electrical stimulation to neuronal cells may
contribute to their regeneration. The incorporation of poly (3,4 - ethylenedioxythiophene)
(PEDQT) in the scaffold may give it the necessary conductivity. The difficulty in dissolving this
conductive polymer requires that the scaffold should be produced from fine particle disper-

sions.

In this work, PEDOT was obtained by chemical polymerization of monomers (EDOT), using iron
chloride as oxidizing agent. Two ways were followed: EDOT was dispersed in acetic acid and
the oxidantadded dissolved in ethanol; in the other an ionic liquid, 1-butyl-3-
methylimidazolium bis (trifluoromethylsulfonyl) imide [BMIM] [Tf,N], was used to dissolve
both, EDOT and the oxidant. To eliminate potential cytotoxic residues, the powders weresub-
mitted to a wash process controlled by UV-vis spectroscopy and colorimetric testing. For the
analysis of powders, conductivity, UV-vis and Fourier transform infrared spectroscopy, dynam-
ic light scattering and in vitro cytotoxicity tests were used. The powders with dimensions in the
order of 300 nm revealed to have conductive states (polaron states) and absence of cytotoxici-

ty.

Each of theobtained powders was dispersed in a fish gelatin solution, at PEDOT/gelatin ratio of
20%. This solution was used to produce scaffolds by electrospinning. A gelatin scaffold was
also produced. The scaffolds were crosslinked and characterized by FTIR, scanning electron
microscopy and were used to makean in vitro test.Vero epithelial cells adhered and proliferat-

ed as indicated by the results of colorimetric assays and fluorescence imaging of the nuclei.

Keywords: PEDOT Chemical Synthesis; lonic liquid; Gelatine; Electrospinning; Crosslinking; Cell

culture
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Apresentacao e Enquadramento do Trabalho

A Engenharia de Células e Tecidos é um campo multidisciplinar, que englobando conhecimen-
tos de biologia, fisica e quimica, tem como objetivo desenvolver tecidos artificiais como substi-
tutos de tecidos ou 6rgdos que tenham sido danificados. Esta é uma area do conhecimento

bastante embrionaria havendo por isso muito que explorar.

O sistema nervoso é um dos sistemas mais fascinantes, misteriosos e complexos do organismo,
sendo por isso alvo de muitos estudos. Todas as fun¢des do organismo dependem da sua acao
[1]. Os acidentes de viagdo, as quedas e as lesGes decorrentes de atividade desportiva sdo al-
gumas das situagoes que podem levar a rutura parcial ou completa de fibras nervosas. A rege-
neracdo de axdnios do sistema nervoso central (SNC) praticamente ndo existe. No sistema
nervoso periférico (SNP) a regeneracdo é possivel, mas os corpos celulares dos neurdnios nao
podem ter sido afetados aquando da lesdo e as células de Schwann tém de estar ativas de
forma a criarem uma estrutura de suporte que permita a regeneragdo [2,3]. Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo produzir estruturas de suporte a regeneracao neuronal
utilizando para o efeito materiais bicompativeis e biodegradaveis. Os neurdnios possuem exci-
tabilidade elétrica, ou seja, a capacidade de responderem a estimulos [3]. Assim, a producdo
de matrizes fibrosas através das quais seja possivel aplicar estimulagdo elétrica a neurdnios

pode contribuir para a sua regeneragao.

Neste trabalho produziu-se o polimero condutor poli (3,4-etilenodioxitiofeno), PEDOT, para
incorporar em matrizes de suporte celular conferindo-lhes condutividade. O PEDOT foi obtido
por polimerizagao quimica de mondmeros de 3,4-etilenodioxitiofeno, EDOT, usando cloreto de
ferro como agente oxidante. Dada a dificuldade em dissolver o PEDOT ou obter dispersdes de
particulas finas, foram seguidas duas abordagens distintas durante o processo de polimeriza-
¢do. Numa dessas abordagens, utilizou-se um liquido idénico para dissolver o EDOT, a bis (tri-
fluorometilsulfonil)imida del-butil-3-metilimidazdlio [BMIM][Tf,N], tendo em conta que os
liguidos idnicos tém a capacidade de dissolverem uma ampla gama de compostos organicos e
inorganicos. A sintese quimica de um polimero condutor da familia do PEDOT (um politiofeno)
utilizando um liquido iénico foi realizada anteriormente [4] com sucesso. No entanto, nao fo-
ram ainda exploradas as potencialidades da sintese de polimeros condutores recorrendo a li-

quidos idnicos para a producdo de scaffolds de suporte a regenerac¢do neuronal.

Sem duvida que a pertinéncia do trabalho realizado é evidente, ndo so pela drea do conheci-
mento que encerra, mas também pela aplicabilidade que pode ter na resolugao de multiplos

problemas.






1. Introducgao

1.1 Polimeros condutores como parte integrante de scaffolds

Os neurdnios dos mamiferos em geral apresentam uma limitada capacidade de regeneracao.
Quando ocorre a danificagdo de um axdnio do SNP, este pode sofrer um processo de repara-
¢do se os corpos celulares dos neurdnios nado tiverem sido afetados e se as células de Schwann,
que produzem mielina, estiverem ativas. No SNC, a reparacdo de neurdnios danificados é pra-
ticamente inexistente, mesmo quando os corpos celulares dos neurdnios se mantém intactos.
(2,3]

Acidentes de viagdo, quedas, lesdes decorrentes de atividade desportiva, etc., podem levar a
que as fibras nervosas formadas pelos prolongamentos dos neurdnios (axénios e dendrites)
sejam parcial ou completamente cortadas, esmagadas ou esticadas [2,5]. Ao contrdrio do que

acontece com o SNC, o SNP permite a regenerac¢do de axdnios que tenham sido danificados.

Quando a sutura do nervo nao é possivel, é necessario recorrer a enxertos autdlogos de ner-
vos. Esta é a técnica mais utilizada na reparacgdo de nervos periféricos. No entanto esta técnica
acarreta limitagdes como a disponibilidade de tecido e a incompatibilidade de tamanhos [3].
Dadas as limitagGes da técnica tradicional de repara¢do de nervos periféricos, a Engenharia de
Células e Tecidos tem vindo a apresentar novas solugdes, como a produc¢do de scaffolds artifi-
ciais, biodegraddveis e biocompativeis que sirvam de suporte a regeneragdo de axdnios, subs-

tituindo os enxertos.



A utilizagdo de polimeros condutores como parte integrante de scaffolds podera conferir-lhes

a condutividade necessaria para a aplicacao de estimulacdo elétrica de neurdnios contribuindo

para a sua regeneracdo. Os polimeros condutores sdao uma classe particular de polimeros. A

tabela 1 apresenta alguns polimeros condutores, bem como as suas principais caracteristicas.

As vantagens que os polimeros condutores oferecem, tornam-nos interessantes em aplica-

¢Oes, como por exemplo no desenvolvimento de biossensores e na administracdao de farmacos

(tabela 1) [6]. Os polimeros condutores podem ainda ser bastante Uteis em Engenharia de Cé-

lulas e Tecidos, pois ao serem incorporados em matrizes de suporte celular, permitem confe-

rir-lhes a condutividade necessaria a aplicacdo de estimulacdo elétrica as células [4].

Tabela 1 Caracteristicas e algumas aplica¢bes dos polimeros condutores comummente usados (Adaptado [7])

Condutividade Vantagens Desvantagens AplicagOes
Polimeros Condutores & & plicas
(mS/cm)
Polipirrol Elevada condutivi-
103 a5X10* Insoltvel em Biossensores, administra-
(PPy) dade [8]
agua [9,12] ¢ao de farmacos, prote-
Elevada estabilida- ses neurais, engenharia
de eletroquimica [9] de tecidos
Biocompativel
[10,11]
Elevada resisténcia
mecanica [8]
Polianilina ) g Elevada condutivi-
104-10 Falta de plasti- Biossensores, administra-
(PANi) dade [13] P
cidade [14] ¢do de farmacos, indus-
Elevada estabilida- Baixa taxa de tria alimentar, engenharia
de eletroquimica ades3o e proli- de tecidos
[9,12] feracdo celular
[15]
Insoluvel em
agua [16]
Politiofeno
(PT) 1071-107* Boas propriedades Baixa conduti- Biossensores, industria

Opticas [17]

Biocompativel [18]

vidade

Baixa estabili-
dade eletro-

quimica

Baixa solubili-
dade

alimentar, engenharia de

tecidos




Poli (3,4 etilenodioxiti-
(3a5)x10°
ofeno)

(PEDOT)

Elevada estabilida-
de eletroquimica
[19]

Elevada condutivi-
dade [20]

Biocompativel [21]

Resisténcia
mecanica relati-

vamente baixa

Administragdo de farma-

cos, préteses neurais

O poli (3,4 — etilenodioxitiofeno) (PEDOT) foi o polimero condutor utilizado neste trabalho. O

PEDOT é um derivado do politiofeno, constituido por mondémeros de 3,4- etilenodioxitiofeno

(EDOT) (figura 1).

O EDOT tem a capacidade de ser protonado na posicao a do anel de tiofeno por acidos fortes

[22]. Das reacGes de oxidacdo dos mondmeros de EDOT resultam tipicamente materiais oligo-

métricos condutores por dopagem [22]. De facto, parte do oxidante usado na reacao reverte

para a oxidacdo de alguns dos anéis da cadeia de PEDOT contribuindo para a criacdo de esta-

dos condutores, um processo designado de dopagem. A condutividade do polimero neutro

pode ser aumentada por dopagem, tanto por oxidagdo (dopagem-p, que deixa o polimero po-

sitivo) como por reducdo (dopagem-n que deixa o polimero negativo) que cria novos estados

eletrénicos [6]. Na tabela 2 apresentam-se algumas propriedades fisicas do monémero EDOT

[22].

/| \
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Fig. 1 Estrutura de um monémero de EDOT.




Tabela 2 Propriedades fisicas de EDOT [22].

Viscosidade (20°C) 11 mPa.s
Densidade (20°C) 1,34 g/cm3
Ponto de fusdo 10,5°C
Ponto de ebuligdo (1013 mbar) 225°C
Pressdo de vapor (20°C) 0,05 mbar
Pressdo de vapor (90°C) 10 mbar
Solubilidade em agua (20°C) 2,1g/L
Ponto de inflamagao 104° C
Ponto de autoignicao 360° C

Existem dois métodos principais para sintetizar polimeros condutores: o método quimico e o
método eletroquimico. A polimerizacdo quimica, donde resultam pés ou dispersdes coloidais,
permite criar todos os tipos de polimeros condutores, incluindo alguns polimeros condutores
qgue ndo podem ser sintetizados com o método eletroquimico [6]. A condutividade de um po-
limero condutor é bastante sensivel a escolha e pureza do solvente, do oxidante, da concen-
tracdo relativa dos reagentes (mondmero, oxidante e dopante), do tempo de reagdo, da tem-

peratura e da utilizagdo de agitagdo [6].

Na polimerizagdo quimica oxidativa de PEDOT, o oxidante introduz no polimero conjugado
cargas positivas que o tornam condutor. A reagao de sintese de PEDOT no seu estado condutor
(ilustrada na Fig.2) utilizando FeCl; como oxidante/dopante compreende dois passos princi-
pais: a polimeriza¢do oxidativa do monémero onde se forma o polimero neutro, e a dopagem
oxidativa do polimero neutro formando o policatido condutor [6,22]. Apenas na presenca da
molécula dopante com carga negativa é que o policatido condutor é estabilizado.

(0] O

-10Hd
6 / \ + 14 FeCly e
- 12 FeCl,

Fig. 2 Reacdo de sintese de PEDOT no seu estado condutor utilizando o FeCl; como

oxidante/dopante [8].



O dopante oxidativo, ao introduzir transportadores de carga no polimero condutor, vai fazer
com que electrbes sejam removidos a cadeia polimérica, relocalizando-os como polarées [6].
Um polardo resulta da interagdo do eletrdo com a rede do cristal que polariza e distorce.
Quando um potencial elétrico é aplicado, o polardao tem a capacidade de se deslocar no poli-
mero, permitindo a passagem de corrente [6]. O processo de dopagem ocorre em geral duran-
te a sintese do polimero condutor e pode ser realizado quimicamente, electroquimicamente
ou por fotodoping [6].0 uso de diferentes dopantes e a sua quantidade condiciona as proprie-

dades do material [6].

O PEDOT tem sido um dos polimeros condutores mais estudados devido a sua elevada estabi-
lidade, ao baixo potencial de redugdo e a transparéncia dtica no seu estado condutor [6,23]. O
PEDOT é azul-escuro no estado reduzido e azul-claro no estado oxidado, ou seja, a sua cor mu-
da com o estado de dopagem, sendo por isso interessante em aplicacdes dticas [24,19]. Estu-
dos térmicos revelaram que o PEDOT se degrada continuamente acima dos 150°C e que se
decompde completamente a temperaturas superiores a 390°C [19]. As propriedades conduto-
ras permanecem quase inalteradas em condi¢cdes ambientais apds o envelhecimento [19]. A
elevada estabilidade do PEDOT deve-se a geometria do anel e ao efeito doador de eletrdes dos
atomos de oxigénio nas posicoes 3 e 4, o que permite estabilizar a carga positiva no polimero
[19]. O PEDOT pode apresentar uma elevada condutividade eléctrica (até 550 S/cm) quando
dopado [19]. Devido as suas propriedades semicondutoras, o PEDOT tem multiplas aplicagGes,
como em células solares, sensores, sondas neurais e dispositivos eletrénicos [23]. O PEDOT
também ja foi testado em enxertos de nervo. O trabalho consistiu em realizar a polimerizacdo
quimica in situ de PEDOT em estruturas de tecido muscular acelular. Os resultados mostraram
que a polimerizac¢do in situ ocorreu em todo o tecido, convertendo-o num substrato acelular
ndo antigénico com potencial para futuras experiéncias in vivo relacionadas com a reparagdo

de nervos e a producdo de proteses bioartificiais [25].

A resposta biolégica a presenca de PEDOT é algo extremamente importante para este traba-
Iho, pois pretende-se que a matriz produzida com PEDOT seja biocompativel. A biocompatibi-
lidade de PEDOT foi demonstrada com a investigacao de Valle et al. sobre a interagdo de filmes
de PEDOT com células epiteliais [18]. A producdo de filmes de PEDOT também foi levada a ca-
bo por Luo etal. Este investigou a sua biocompatibilidade semeando fibroblastos da linha-
NIH3T3 em filmes de PEDOT que foram implantados in vivo subcutaneamente[26]. Os resulta-
dos mostraram que os filmes de PEDOT apresentam citotoxicidade muito baixa e desencadei-
am reduzida resposta. Bolin et al. produziu nanofibras de poli-(etilenotereftalato de etileno)
(PET) e nanofibras de PET revestidas com PEDOT, dopadas com tosilato [27]. O método utiliza-

do foi a polimerizacdo em fase de vapor. Os resultados mostraram uma boa adesao e prolife-



racdo de células neuronais nas nanofibras de PET revestidas com PEDOT. Num estudo realiza-
do por Feng et al., foram produzidas nanofibras de PEDOT por eletrofiacdo [28]. Na polimeri-
zacdo foi usado o FeCl; como oxidante. As nanofibras de PEDOT produzidas mostraram boas

propriedades mecanicas. Evidenciaram uma condutividade eléctrica de 7.8 £ 0,4 S.cm™ 1.

A dificuldade em dissolver o PEDOT requer que os scaffolds sejam produzidos a partir de dis-
persoes de particulas finas. Uma das abordagens seguidas no presente trabalho foi utilizar um
liguido idnico no processo de polimeriza¢do. Os liquidos idnicos (LI) sdo sais, constituidos por
catiGes organicos e anides organicos ou inorganicos, que possuem um ponto de fusdo inferior
a 1002C. Tém uma pressao de vapor muito baixa, sdo praticamente ndo inflamaveis e podem
ser recicldveis [4]. Tém a capacidade de dissolver uma ampla gama de compostos organicos e
inorganicos e apresentam excelente estabilidade oxidativa e redutiva. A sua grande janela ele-
troquimica permite conciliar uma infinidade de monémeros e a oxidantes quimicos em con-

centracgdes significativas para a sintese de polimeros condutores [4].

A bis (triflurometilsulfonil) imida de 1-butil-3-metilimidazélio[BMIM][Tf,N] foi escolhido para
efetuar a polimerizagdo quimica de PEDOT. Na figura 3encontra-se representada a estrutura

quimica de [BMIM][Tf,N]. Na tabela 3 sdo apresentadas algumas das suas propriedades fisicas.
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Fig. 3 Estrutura quimica de [BMIM][Tf,N].

Tabela 3 Propriedades fisicas de [BMIM][Tf,N] (Adaptada de lolitec-lonicLiquidTechnologies)

Férmula C10H15F6N304S,
Peso molecular 419,37 g/mol
Ponto de fusdo -4°C

Densidade 1,44 g/cm3a 20°C
Viscosidade 48,8 cP
Tensdo Superficial 32,8 mN/m
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A utilizacdo de LI na produgdo de polimeros condutores é relativamente recente, apesar disso
ja alguns estudos foram feitos para ver de que forma a sua utilizacdo pode melhorar a condu-
tividade e a solubilidade dos polimeros condutores. Para testar de que forma o liquido iénico
pode melhorar a solubilidade de PEDOT, foi realizado um estudo que demonstrou a capacida-
de dos LI em dissolver uma vasta gama de elementos organicos e inorganicos combinada com
a sua ampla janela eletroquimica que permite conciliar um grande nimero de mondmeros e
oxidantes em concentracdes significativas. A polimerizagdo foi testada dissolvendo dois oxi-
dantes diferentes: FeCl; (Cloreto de Ferro) e Au Cl; (Cloreto de ouro), sendo que o Au Cl;foi

mais eficaz na producgao de nanoparticulas condutoras na presencga de LI [4].

A producgdo de scaffolds envolve a utilizagdo de materiais biocompativeis e biodegradaveis que
desencadeiem respostas celulares que contribuam para a regeneracao de tecido. Os chamados
biopolimeros sdo polimeros que possuem estas caracteristicas. Para melhorar a resposta celu-
lar de scaffold cujas propriedades condutoras sejam baseadas num polimero condutor, utili-
zam-se misturas do polimero condutor com um biopolimero. O biopolimero utilizado neste
trabalho foi a gelatina de peixe. A gelatina é um biopolimero derivado do colagénio, ampla-
mente utilizado devido as suas propriedades bioldgicas e ao baixo custo [29]. Apesar de ser
solivel em meios aquosos, pode ser reticulada. Modificagdes quimicas e mistura com outros
materiais permitem alterar as suas propriedades mecanicas e bioquimicas [30,31]. A gelatina
pode conter até 19 aminodcidos ligados de forma parcialmente ordenada [31]. A representa-
¢do (Glicina-X-Prolina), é responsavel pela estrutura helicoidal tripla da gelatina, em que X

representa principalmente os aminodacidos lisina, arginina, metionina ou valina [31].

O colagénio é uma proteina extremamente importante na constituicdo da matriz extracelular
do tecido conjuntivo, apresentando uma elevada quantidade de glicina, prolina e hidroxiproli-
na [29,32]. Pode ser desnaturado e convertido em gelatina na presenca de solugdes acidas
[29].

As caracteristicas da gelatina dependem do pH, da temperatura e do tempo de extracdo usa-
dos no processamento do colagénio [30]. O peso molecular e o ponto isoelétrico (Pl) sdo pa-
rametros que podem ser alterados dependendo destas condigdes [30,29]. A gelatina pode ser
obtida sob condicdes de pré-tratamento acidas ou alcalinas dando origem a dois tipos de gela-
tina: gelatina tipo A (Pl a pH 8-9) e gelatina tipo B (Pl a pH 4-5) [30]. A gelatina é carregada ne-
gativamente em pH elevado e carregada positivamente em pH baixo (Fig.4) [31].
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Fig. 4 Distribuicdo da carga em gelatinas do tipo A (em cima) e do tipo B (em baixo) em solugdes aquosas

com diferente pH [16].

Quanto a sua proveniéncia, existem vdrios tipos de gelatina como por exemplo a gelatina de
porco, de vaca e de peixe. A maior parte da gelatina comercial é derivada de mamiferos, mas,
devido a razoes socioculturais e religiosas, tem havido um grande esforco por privilegiar outras
fontes, como o peixe [29,32]. A producdo de gelatina de peixe evidencia um elevado potencial,
visto que permite a obtencdo de grandes quantidades de colagénio [29,32]. No entanto, uma
das grandes desvantagens da utilizagdo desta gelatina quando comparada com a gelatina de
mamiferos tem que ver com as suas propriedades reoldgicas [29]. As gelatinas de peixe apre-
sentam viscosidades mais baixas do que as gelatinas de mamiferos, o que limita a sua gama de
aplicagdes [29,31].

A obtencgdo das matrizes fibrosas obtidas neste trabalho baseou-se na eletrofiacdo de solugdes
com gelatina. Na seccdo seguinte serdo abordados alguns fundamentos desta técnica.

1.2 Eletrofiagao

A eletrofiacdo (electrospinning) é uma técnica que permite produzir fibras com diametros na
ordem dos nandmetros ou micrometros, genericamente designadas por nanofibras e que
apresentam uma elevada razdo area superficial/volume [33]. A eletrofiacdo pode ser usada
para produzir deposi¢cdes de nanofibras de diferentes materiais, sob a forma de uma malha
com elevada porosidade e poros de pequenas dimensdées [33]. Estas encontram aplicacbes em
diversas dreas tais como na engenharia biomédica, na energia e na nano engenharia [34]. Na
engenharia de tecidos podem ser utilizadas como cobertura de feridas, como vectores de li-

bertacdo controlada de drogas e em sensores [33, 35].
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Durante o processo de eletrofiacdo varias sdo as forcas que competem entre si: a forga ele-
trostdtica que atua no jato carregado devido ao campo elétrico existente entre a agulha e o
coletor, a repulsdo eletrostatica entre os elementos carregados adjacentes no interior do jato
e que é responsavel pelo alongamento, as forgas viscoeldsticas e a tensao superficial que atua
em sentido contrario ao estiramento [34,36]. Quando a forca eletrostatica repulsiva supera a
tensao superficial da solucdo, um jato de solucdo irrompe na ponta da agulha a partir do cha-
mado cone de Taylor [34]. A preservacao do cone de Taylor exige um equilibrio entre a tensao

aplicada, a distancia da ponta da agulha ao coletor e o caudal.

Na técnica de eletrofiacdo, a solucdo polimérica que emerge de uma seringa de metal é carre-
gada pela fonte de alta tensao ligada a agulha. Quando a tensdo aplicada entre a agulha e o
colector é suficientemente alta para que se forme o jato, o campo elétrico guia a fibra até ao
colector [35,36]. O alongamento juntamente com a evaporac¢do do solvente permite a produ-
¢ado de fibras nanométricas ou micrométricas que sao depositadas no colector ao potencial da
terra [35]. As caracteristicas das fibras que sdo produzidas durante o processo de fiacdo de-
pendem do polimero e do solvente usado, das condi¢Ges experimentais, tais como o caudal da
solucdo polimérica, a distancia entre o colector e agulha e a tensdo aplicada ente a agulha e o

colector [33].

Na figura 5 apresenta-se um esquema de uma montagem de eletrofiagcdo. Os elementos prin-
cipais de montagem sdo: a bomba injetora, a seringa, a agulha, a fonte de alta tensdo e o co-

lector.

R

. C de Tayl
Seringa one de Taylor

i T ——. Coletor

Fibras
Bomba injetora \ﬁl

Fonte de alta tensdo

Fig. 5 Esquema de montagem de eletrofiagdo (Adaptado[75]).
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Parametros das SolugGes Poliméricas

Os parametros da solugcdo, como a viscosidade, a condutividade eléctrica e a tensdo superficial
sdo parametros extremamente importantes no processo de fiacao, tendo influéncia direta na
morfologia e na geometria das nanofibras. Estes parametros estdo directamente relacionados
com as propriedades fisico-quimicas dos polimeros e dos solventes e com as interacdes poli-

mero-solvente [36].

A viscosidade de uma solugdo polimérica aumenta com o aumento da concentracdo do poli-
mero e com o aumento da sua massa molecular [37]. No processo de eletrofiacdo, mantendo-
se 0s parametros de producado fixos e aumentando a viscosidade da solucdo polimérica verifi-
ca-se uma tendéncia para o aumento do diametro das fibras [38]. Para valores de viscosidades
baixas, as for¢as de tensdo superficial s3o responsdveis pela formagdo de gotas. A medida que
a viscosidade aumenta, gotas esféricas menores ddo lugar a gotas mais longas, até ser atingido
um valor minimo que suporte um estiramento continuo, dando origem a um filamento uni-
forme [37]. Uma viscosidade bastante elevada pode ndo sé dificultar a saida de solucdo da

agulha como a trajetdria do jato até ao coletor.

A tensdo superficial esta diretamente relacionada com a formacao do cone de Taylor. A forma-
¢do deste cone da-se quando a tensdo aplicada é suficientemente alta para que as forgas ele-
trostaticas superem a tensao superficial da gota [38]. Quando se atinge esse valor de tensdo

critica, o processo de fiacdo inicia-se.

A tensdo superficial tende a reduzir a superficie de contacto do liquido com o ar circundante
[37]. Uma tensdo superficial elevada leva a um aumento do diametro das fibras, podendo

também originar a formacdo de irregularidades com a forma de contas ao longo da fibra [37].

Tanto a condutividade como a constante dielétrica do solvente influenciam o comportamento
da solugdo sujeita ao processo de eletrofiagdo. Quanto maior for a condutividade da solugdo
polimérica, maior serd o estiramento e menor serd o didmetro das fibras e o niumero de aglo-
merados esféricos [38, 37]. Ja o efeito da constante dielétrica € muito semelhante ao efeito da
condutividade, visto que uma maior constante dielétrica leva a producdo de fibras com menor

didmetro e menor numero de contas [37].
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Parametros de Producdo

Os principais parametros de producdo sdo: a tensdo aplicada, a distancia entre a agulha e o

colector, o caudal da solugdo e o diametro interno da agulha.

A eletrofiacdo baseia-se na aplicacdo de uma diferenca de potencial entre um capilar metdlico
ligado ao reservatério que contém a solugdo polimérica e um coletor (em geral colocado ao
potencial da terra). E a corrente com origem nesta diferenca de potencial que carrega e causa
o estiramento do jato e a formagdo de uma fibra. Para um determinado sistema polimero-
solvente ha um valor minimo de diferenca de potencial que causa em geral um aumento do
estiramento do jato, o que contribui para a obtencdo de fibras com didmetros menores [37].
No entanto, a diminuicdo do tempo de voo da fibra em direcdo ao coletor pode produzir o

efeito inverso [33].

A distancia entre a agulha e o coletor é outro dos parametros de producdo a ter em conta.
Existe um valor minimo de distancia entre a agulha e o coletor para que possa haver a evapo-
racao total de solvente [38, 37]. A distancia necessaria para que ocorra a evaporacao completa
de solvente estd dependente do ponto de ebulicdo do solvente. A evaporagdo incompleta de
solvente pode causar a fusdo entre fibras e a formacdao de aglomerados [37]. Esta distancia
juntamente com o valor da tensdo aplicada determina a intensidade e configuragdo do campo

elétrico.

O caudal da solucdo determina a quantidade de polimero disponivel durante a formacdo da
fibra. Um aumento do didametro da agulha pode levar a um aumento do diametro da fibra de-

vido ao aumento da quantidade de solu¢do disponivel.

Parametros Ambientais

A temperatura e a humidade relativa sdo parametros ambientais que influenciam o desenrolar
do processo de eletrofiacdo e a morfologia das fibras obtidas. Desta forma, é importante que
sejam controladas.

A humidade atmosférica influencia a taxa de evaporagdo de solvente com forte composicdo
em agua. Num ambiente mais humido a evaporacdo do solvente é mais lenta, o que tem con-
sequéncias ao nivel da morfologia das fibras produzidas [39].

O aumento da temperatura leva a uma evaporag¢do mais rapida do solvente. Por este motivo,
podem ser usados solventes com uma taxa de evapora¢do mais baixa para reduzir o didametro
das fibras que ficam assim sujeitas a um estiramento durante um maior tempo de voo [40].
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1.3 Reticulagdo da gelatina

A gelatina é um polimero solivel em dgua. Em particular, a gelatina de peixe dissolve-se em
agua fria. Assim, para conferir estabilidade em meios aquosos as matrizes de gelatina produzi-
das, é necessario submeté-las a um processo de reticulacdo. A reticulagdo tem também influ-

éncia nas propriedades mecanicas da matriz [41].

A reticulacdo ocorre quando cadeias poliméricas lineares ou ramificadas sao interligadas por
ligagcdes covalentes. A este processo também é dado o nome de crosslinking ou ligagao cruza-
da.

Existem varios processos de reticulacdo, os quais serdo apresentados a seguir.

Os métodos fisicos de reticulacao incluem principalmente o tratamento desidrotérmico (DHT),
airradiacdo UV e gama e o tratamento com plasma [41,42]. A reticulacdo fisica evita a adicdo
de compostos na rede polimérica e a utilizacdo de solventes, o que poderia resultar em efeitos
citotéxicos. Quando o material a reticular compreende outro constituinte para além da gelati-
na pode ndo ser possivel aplicar temperaturas da ordem das necessdrias para o processo de
DHT. Em geral, a desvantagem da utilizacdo dos métodos fisicos de reticulacdo é o baixo grau
de reticulacdo obtido, o que pode levar no caso da gelatina a obtencdo de hidrogéis mecani-

camente frageis [41,43].

A reticulacdo quimica envolve a formacdo de ligacGes covalentes entre as cadeias poliméricas
da gelatina, obtendo-se dessa forma hidrogéis de gelatina mais estaveis [43]. A reticulacdo
quimica usa agentes quimicos como glutaraldeido (GTA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) car-
bodiimida (EDC), compostos poliepoxidos, entre outros. [44,43]. E existem agentes de reticula-
¢do quimicos naturais como a genipina (GP), o acido nordihidroguaiarético (NDGA), o acido

tanico e a procianidina (PC) [42].

Na reticulagao quimica da gelatina existem dois tipos de ligagdes cruzadas: as ligagdes intra-
helicoidais e inter-helicoidais. E a distancia entre as cadeias de polimero que determina se as
ligacdes cruzadas que se formam sdo intra-helicoidais ou inter-helicoidais. As ligacdes cruzadas
intra-helicoidais incluem as liga¢gdes formadas entre duas cadeias polipeptidicas numa mesma
hélice [44]. Estas ligacdes influenciam a temperatura de desnaturagao [44]. As ligagBes cruza-
das inter-helicoidais sdo formadas entre cadeias polipeptidicas de duas hélices adjacentes, o

gue aumenta o peso molecular da gelatina, afetando também a flexibilidade [44].

Entre os métodos quimicos de reticulagdo enumerados anteriormente, o vapor de glutaraldei-
do (GTA) é muito usado, sendo eficaz na estabilizacdo de matrizes nanofibrosas de gelatina
[43].
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Neste trabalho, a gelatina das matrizes eletrofiadas foram reticuladas por exposicdo a vapor
de GTA. O GTA (C5HgO,) é um liquido viscoso a temperatura ambiente sendo soltvel em agua.
A reticulagcdo da gelatina ocorre devido a reagdo quimica entre os grupos amina (NH,) dos
residuos da lisina e hidroxilisina do colagénio e os grupos aldeido do GTA, dando origem a liga-
¢Oes cruzadas intra e intermoleculares [44,42]. Esta reacdo tem como consequéncia a forma-
¢do de bases de Schiff [42]. Uma base de Schiff € um grupo funcional que contém uma ligacao
dupla carbono-nitrogénio, com o atomo de nitrogénio ligado a um grupo arilo ou alquilo
(R1R2C=N-R3).

GEL GEL
H~H'H g
Y Y
A H‘“G"f 8

Fig. 6 Mecanismo de reticulacdo da gelatina por exposi¢do a vapor de glutaraldeido [76]).

A utilizacdo de GTA como agente reticulante pode introduzir citotoxicidade nas fibras produzi-
das devido a presenca de grupos aldeido livres [43]. Existem vdrias estratégias que permitem
reduzir este risco, tais como a redugao da concentragao do agente de reticulagdo ou a introdu-
¢do de pos-tratamentos [43]. Exemplos de pds-tratamentos sdo: o enxaguamento, a exposi¢ao
a solugdes com moléculas que reajam com grupos aldeido ndo reagidos e a colocacdo em va-

cuo para a eliminacdo de moléculas ndo reagidas.
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Esquema geral dos materiais produzidos

De seguida apresenta-se um esquema geral (figura 7) dos materiais e das etapas realizadas ao longo deste trabalho.

Polimero PEDOT:AA

Dispersdo de
PEDOT em
Gelatina de

peixe

(biopelimero)

Polimerizagdo Quimica

EDOT*!

FeCly *

Eletrofiac8o

i Polimero PEDOT: [BMIM][Tf; N]

+

Matriz Reticuladacom
PEDOT:AA

Matrizes

Reticulacd
o
(GTA)

Foram sujeitas a
testesin vitrode
citotoxicidade, adesdo
e proliferagdo

[BMIM][TE, N] *

[BMIM][TE;N] 2

Fig. 7 Esquema geral dos materiais e das varias etapas efetuadas ao longo do trabalho.

Y

Matriz Reticuladacom
PEDOT:[BMIM][TE,N]

* Oxidante
*1 Monémero

=2 Solvente
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2 Materiais e Métodos

Neste capitulo apresentam-se os materiais utilizados na sintese quimica de PEDOT e na produ-

¢do das fibras de gelatina e PEDOT. Apresentam-se também os métodos usados na sintese e

na caracterizacdo dos pds de PEDOT e na producdo e caracterizagdo das fibras.

2.1 Sintese quimica do PEDOT

Para a sintese quimica do PEDOT foram usados os seguintes reagentes:

3,4- etilenodioxitiofeno (EDOT), 97% (Alfa Aesar);

Acido Acético (CH3;COOH), > = 99,7% (Fisher Chemical);

Etanol, absoluto, > = 99,8% (Fisher Chemical);

Cloreto de ferro (1) anidro (FeCls), 98% (Alfa Aesar);

1-butil-3-metilimidazélio bis (triflurometilsulfonil) imida([BMIM][Tf,N]), 99% (lo-li-tec).

Na sintese quimica do PEDOT foram seguidas duas abordagens. Numa utilizou-se o acido acéti-

co como solvente do EDOT e na outra um liquido idénico. Os polimeros obtidos foram desigha-

dos por PEDOT:AA e PEDOT:[BMIMI][Tf,N], respectivamente. Em ambos os casos, a propor¢do
molar oxidante/mondmero utilizada foi 6:14 (EDOT: FeCls) [22].
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2.1.1 PEDOT:AA

O EDOT foi adicionado ao acido acético numa concentragdo de 4,2% (m/m). A solugdo do oxi-
dante foi preparada dissolvendo-se FeCl; a 50% (m/m) em etanol e a sua densidade foi de-
terminada experimentalmente, obtendo-se um valor de 1,268 g/ml. Esta solucdo foi depois
adicionada gota a gota a solu¢do de EDOT até atingir a propor¢do molar de EDOT: FeCl;
(2:2,33) na mistura final. A mistura foi mantida em agitacao durante a sintese. Na tabela 4 en-
contram-se especificadas as quantidades de reagentes usadas em cada uma das trés sinteses

bem como o tempo de reacao.

Tabela 4 Sinteses quimicas de PEDOT utilizando o 4cido acético e as respectivas quantidades.

EDOT /ul CH3;COOH /ml FeCl; a 50% (m/m)em | Tempo de reac¢do / h
etanol / ml
PEDOT:AA 300 9,14 1,679 24
(Sintese 1)
PEDOT:AA 300 9,14 1,679 48
(Sintese 2)
PEDOT:AA 601 18,28 3,358 24
(Sintese 3)

2.1.2 PEDOT:[BMIM][ Tf,N]

Adaptando o procedimento seguido por Dulgerbaki et al [45], o mondmero foi adicionado ao
liquido i6nico ([BMIM][Tf,N]) nas quantidades indicadas na tabela 5 e a mistura sujeita a agi-
tacdo magnética durante 20 min. A solugdo do oxidante foi preparada dissolvendo-se FeCl; a
13% (m/m) em [BMIM][Tf,N] com a ajuda de um sonicador. O FeCl; dissolvido em
[BMIM][Tf,N], foi entdo adicionado gota a gota a solugdo de EDOT e a solugdo foi mantida sob
agitacdo magnética. Como se pode constatar pela tabela 5, na ultima das trés sinteses a razao
volumica [BMIM][Tf,N]:EDOT foi alterada de 1:16,6 para 1:10.
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Tabela 5 Sinteses quimicas de PEDOT utilizando o [BMIM][Tf,N] e as respectivas quantidades.

EDOT / ul Solvente Massa de FeCl; (mg) / Tempo de
[BMIM][Tf,N] / pl volume de reac¢do / h
[BMIM][T£,N] / (ml)

PEDOT:[BMIM][Tf;N] 50 830 176 /0,830 24
(Sintese 1)

PEDOT:[BMIM][Tf;N] 50 830 176 /0,830 23
(Sintese 2)

PEDOT:[BMIM][Tf,N] 250 2500 880 /4,150 24
(Sintese 3)

A solubilidade de EDOT em [BMIM][Tf,N] foi previamente avaliada por observagdo no micros-
cépio otico de uma ldamina de vidro onde se colocou 50 ul de [BMIM][Tf,N] aos quais se adici-
onou 0,5 ul de EDOT. P6de-se observar-se que enquanto decorria a adicdo de EDOT, este se
dispersava pelo liquido idnico observando-se no final uma sé fase homogénea. Ja num proce-
dimento semelhante onde se substitui o liquido idnico por 4gua, verificou-se a presenca de

duas fases com uma interface bem definida entre a 4gua e o EDOT.

2.2 Lavagem do PEDOT sintetizado

2.2.1 Metodologia

Uma vez decorrido o tempo de polimerizacdo, o PEDOT encontra-se sob a forma de pdés numa
mistura. Assim, procedeu-se a um processo de lavagem com recuperagdo dos pos por centri-
fugacdo. As lavagens devem eliminar restos de reagentes e outros produtos da sintese tais
como espécies de ferro. Na figura 8 encontram-se as duas centrifugas utilizadas no processo
de recuperacdo dos pos. Inicialmente foi utilizada uma centrifuga com uma aceleragcdo maxima
de 2600 g (a), mas ao longo do processo de lavagens, esta acelerag¢do nao foi suficiente para
sedimentar as particulas, tendo sido necessario utilizar uma centrifuga com maior aceleragao,
12000g (b).
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Fig. 8 Centrifugas utilizadas no processo de recuperagdo dos pds de PEDOT. Centrifuga Centu-

rionScientific K3 Series (a) e ThermoMultifuge X1R (b) permitem aceleragGes maximas de 2600

12000 g, respetivamente.

Para as lavagens utilizou-se dgua ultrapura ou metanol ou etanol. Cada lavagem incluiu varios
ciclos de: exposicdao dos pds ao solvente, centrifuga¢do e separagdao do sobrenadante de um

pellet de pds de polimero. Os sobrenadantes foram guardados para posterior analise.

No inicio de cada novo ciclo, ao pellet resultante do ciclo anterior era adicionado uma nova
quantidade de solvente. O pellet era entdao descompactado com a ajuda de uma espatula e de
um Vortex para aumentar a exposi¢ao do material ao solvente e assim a eficiéncia da lavagem.

O numero de ciclos de lavagem foi determinado pela analise dos sobrenadantes.

Ao PEDOT:AA resultante da sintese 1- PEDOT:AA (sintese 1) - foram efetuados oito ciclos de
lavagem. Na tabela 6 encontra-se a indicagdo do solvente usado em cada ciclo, os tempos de

centrifugacao e as respectivas aceleragdes.
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Tabela 6 Tabela com as condi¢Ges em que foram efetuados os 8 ciclos de lavagens do PEDOT:AA (sintese 1): solven-

tes usados, tempo de centrifugacdo e respetiva aceleragdo.

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugacdo / min Aceleracdo / g
1 Agua ultra pura 10 2600

2 Agua ultra pura 5 2600

3 Agua ultra pura 5 2600

4 Agua ultra pura 10 2600

5 Agua ultra pura 10 2600

6 Agua ultra pura 20 2600

7 Agua ultra pura 20 2600

8 Etanol 20 2600

A 82 lavagem foi realizada com etanol porque este é menos denso (789 Kg/ m?) do que a agua,

o que facilita a sedimentacdo das particulas de pd mais pequenas. Nas sinteses 2 e 3 de PE-

DOT:AA seguiu-se um procedimento idéntico ao seguido para a sintese 1. As tabelas com a

indicacdo do solvente usado em cada ciclo, os tempos de centrifugacdo e as respetivas acele-

racOes para as sinteses 2 e 3 de PEDOT:AA sdo apresentadas no Apéndice B.

O PEDOT:[BMIM][TF2N] resultante da sintese 1- PEDOT:[BMIM][TF2N] (sintese 1) — foi sujeito

a cinco ciclos de lavagem mediados por centrifuga¢des efetuadas com diferentes intervalos de

tempo e com diferentes aceleragdes. Na tabela 7 encontram-se as condi¢ces em que foram

realizados os cinco ciclos de lavagem.

Tabela 7 Tabela das lavagens da solugdo de PEDOT: [BMIM][Tf,N] (sintese 1), dos solventes usados, dos tempos de

centrifugacao e das aceleragdes centrifugas.

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugagdo/ Aceleragdo / g
min
12 metanol 10 2600
22 metanol 5 2600
32 metanol 15 2600
42 metanol 40 12000
52 metanol 40 12000
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Nas sinteses 2 e 3 de PEDOT:[BMIM][Tf,N] seguiu-se um procedimento idéntico ao seguido
para a sintese 1.As tabelas com a indicacdo do solvente usado em cada ciclo, os tempos de
centrifugacdo e as respetivas aceleragGes para as sinteses 2 e 3 de PEDOT: [BMIM][Tf,N] sdo

apresentadas no Apéndice B.

2.2.2 Andlise do liguido da lavagem

Para monitorizar a composicdo do liquido de lavagem, procedeu-se a obtencdo de espetros de

UV-vis de alguns dos sobrenadantes recolhidos.

Com o objetivo de detetar a presenca de iGes de ferro ou cloro, alguns dos sobrenadantes fo-
ram avaliados segundo dois testes colorimétricos: o teste de hidroxido de sddio e o teste de

nitrato de prata.

O teste do hidréxido de sédio permite averiguar se existem ides Fe?*e Fe3*nos sobrenadan-
tes. Consoante a presenca de um ou de outro ido formam-se precipitados de cor diferente —
cor verde para o ido Fe?*e cor castanha para o ido Fe3* [46, 47]. Para a realiza¢do do teste
foram adicionadas mais de 10 gotas de uma solugdo aquosa 0,5 M de NaOH a 300 pl do so-

brenadante em analise.

O teste de nitrato de prata permite averiguar a existéncia de iGes Cl” livres [48]. Estes podem
surgir tanto a partir do FeCl; como do FeCl,, que se forma durante a reacdo de polimerizagcdo
do PEDOT [49]. Na presenca de iGes Cl~, o nitrato de prata reage formando-se um precipitado
branco [48]. Para a realizagdo do teste, prepararam-se 50 ml de uma solugdo aquosa de AgNO;
de 0,17 g por 10 ml de dgua desionizada [49]. O teste consistiu em adicionar 4 gotas de solu-

¢do de AgNO; a 300 pl dos sobrenadantes analisados.

Na analise e discussdo dos resultados serdo apresentados os resultados dos testes colorimétri-
cos, que apesar das suas limitagdes, deram uma informacgdo qualitativa da presenca de ferro

nas aguas das lavagens.
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2.2 Caracterizagdo do PEDOT

2.2.1 Caracterizagao quimica

Espetroscopia de UV-vis

Foram feitas varias dispersdes de pds de PEDOT em metanol para posterior andlise através da
espetroscopia de ultravioleta visivel (UV-vis). Para promover a desagregacdo dos pds e assim
melhorar a dispersdo usaram-se ultrassons. Para a preparac¢do das dispersées de PEDOT:AA
(sintese 1) e PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 1 e 2) foi utilizado um banho de ultrassons, mas
para as dispersdes PEDOT:AA (sintese 2 e 3) e PEDOT:[BMIM]:[Tf,N] (sintese 3) foi utilizado
um sonicador (1 ciclo, amplitude 60%). Para a obtengdo dos espetros de UV-vis, foi utilizado
um espetrofotdmetro, Scanspec UV. Na figura 9 estdo representados o sonicador e o banho de
ultrassons utilizado. Na tabela 8 encontram-se as concentragdes de PEDOT, os aparelhos utili-

zados para a aplicagdo de ultrassons e o tempo de duragao deste procedimento.

(b)

Fig. 9 SonicadorUP50H ultra sonic processor (a) e banho ultrassons Digital Heated Ultrasonic Cleaner
UD100SH-3L (b) utilizados.
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Tabela 8 Concentragdes de PEDOT, aparelhos e tempo utilizados na aplicagdo de ultrassons na presenca das disper-

sGes dos pds de PEDOT em metanol para posterior analise de UV-vis.

PEDOT Concentragao de PEDOT Sonicador Banho de Ultrassons
-1
em metanol /mg ml Tempo / min Tempo / min
PEDOT:AA (sintese 1) 1 - 60
PEDOT:AA (sintese 2) 1 15 -
PEDOT:AA (sintese 3) 0,1 5 -
PEDOT:[BMIM][Tf,N] 1 - 60
(sintese 1)
PEDOT:[BMIM][Tf,N] 1 - 60
(sintese 2)
PEDOT:[BMIM][Tf,N] 0,1 5 -
(sintese 3)

A anadlise de UV-vis destas dispersdes permite identificar bandas caracteristicas do estado ndo
condutor (neutro) e dos estados condutores (devido a dopagem) de polardo e bipolardo do
PEDOT.

ATR-FTIR

Os varios pos de PEDOT sintetizados foram analisados através da técnica ATR-FTIR, de forma a
obter-se uma informagdo mais detalhada da sua estrutura. E de referir que para esta analise e
testes subsequentes, os pds das sinteses 1 e 2 do PEDOT:[BMIM]:[Tf,N] foram misturados, ja

que se podem considerar réplicas um do outro.

2.2.2 Medigao da Condutividade

Para medir a condutividade foram preparadas pastilhas de forma cilindrica de PEDOT:AA e de
PEDOT: [BMIM][Tf,N]. Esta prepara¢do consistiu na compactagdo dos respectivos pds dentro
de um molde de a¢o, utilizando a prensa manual que é mostrada na figura 10. Cada pastilha foi
obtida a partir de cerca de 100 mg de pd. A pressdo aplicada foi de aproximadamente 1,21 x

108 N/m?, o que equivale a 1210 bar.
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Fig. 10 Prensa Specac Manual HydraulicPress (FTIR + XRF pelletpress) utilizada
para produzir as pastilhas de PEDOT.

A altura (/) e o didmetro (2r) das pastilhas (figura 11) foram medidos com um micrometro. Para
estabelecer o contacto elétrico dos topos da pastilha com as pontas de prova de um multime-
tro, usado para medir a resisténcia R (ver figura 12), os topos das pastilhas foram pintados com
cola de prata. Neste procedimento, tentou evitar-se que a cola escorresse para o interior e
para as bordas da pastilha, voltando para baixo o topo que estava a ser pintado. Depois da cola
secar, colocou-se a pastinha sobre uma folha de aluminio sobre a qual se encostou uma das
pontas de prova do multimetro enquanto que a outra ponta foi posta em contacto com a face

livre da pastilha.

Fig. 11 Esquema de uma pastilha de altura /, raio r e drea da secgdo retaA (A =t X 12).
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Fig. 12 Material utilizado na medigdo da resisténcia eléctrica das pastilhas: papel de aluminio, mul-
timetro Agilent U1241A e duas pontas de prova.

Segundo a lei de Ohm, a corrente num fio condutor é proporcional a queda de potencial nesse

fio:

A resisténcia R é proporcional ao comprimento do fio / e inversamente proporcional a area da

secgao reta A:

l
R=pz

A resistividade eléctrica p mede a oposi¢do de um material a passagem de corrente elétrica. A
condutividade elétrica o avalia o comportamento elétrico de um dado material, sendo o inver-

so da resistividade:

Esta ultima expressdo foi a utilizada para calcular a condutividade da pastilha.
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2.2.3 Avaliagdo do didmetro dos pdés por DLS

A dispersao dindmica de luz (DLS) é uma técnica ndo destrutiva que permite medir a distribui-
¢3o do tamanho de particulas pequenas em suspensdo num liquido. E um método réapido e
preciso se a gama de tamanhos for pequena, mas que se torna inconveniente quando existe
uma grande diferen¢a no tamanho das particulas. A técnica permite avaliar a forma das parti-
culas [50].

O DLS baseia-se em dois fendmenos: o efeito de Tyndall (dispersdo de luz por pequenas parti-
culas em suspensdao num liquido) e o movimento browniano (movimento aleatério de peque-
nas particulas num fluido que resulta de choques entre as moléculas do meio e as particulas)
[51]. No DLS, o espalhamento de um feixe luminoso monocromatico é fungdo do tamanho e da
forma das particulas [52]. A identificacdo de eventos singulares de dispersdo (medi¢do de fo-
tGes dispersos por interacdo com uma soé particula) requer que a concentragdo da suspensdo

seja muito pequena.

Neste trabalho, para avaliar a dimensdo dos pds de PEDOT, procedeu-se a sua dispersdao em
agua, utilizando o sonicador (figura 9). O processo foi efetuado num sé ciclo a 90% de amplitu-
de. Na tabela 9 apresentam-se as concentracdes usadas para produzir as suspensodes dos va-
rios pds analisados e os tempos a que foram sujeitas a sonicacdo. Algumas suspensdes tiveram
que ser sujeitas a um maior tempo de sonicagdo do que outras para que se pudesse obter uma

suspensao homogénea.

Tabela 9 ConcentragGes de pdés de PEDOT em 4gua, usadas para obter as suspensGes para analise em DLS e tempos

de sonicagdo a que as preparagdes foram sujeitas.

PEDOT Concentragdo / mg Tempo de sonicagdo/min
ml!
PEDOT:AA (sintese 1) 0,1 1
PEDOT:AA (sintese 2) 0,1 1
PEDOT:AA (sintese 3) 0,1 20
PEDOT:[BMIM][Tf;N] (sintese 1-2) 0,125 15
PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 3) 0,125 20

Na figura 13 encontra-se o equipamento de DLS utilizado. O software utilizado para recolher

os dados foi o AvidNano.
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Fig. 13 Equipamento de DLS W130ij usado para avaliar o tamanho das particulas dos p6s de PEDOT.

2.3 Preparacao das Matrizes de Fibras

Na figura 14 esta representada a montagem utilizada para a producdo das matrizes de fibras
de gelatina de peixe de e de gelatina de peixe e PEDOT (PEDOT:AA e PEDOT:[BMIM][Tf,N]) por
eletrofiagdo. O sistema compreende uma bomba infusura onde se coloca a seringa com a solu-
¢ao (figura 14 (a)), uma agulha metdlica e um coletor (neste trabalho usou-se um cilindro rota-
tivo) ligado a terra (figura 12 (b)) e uma fonte de tensdo que estabelece a diferenca de poten-

cial entre a agulha e o colector (figura 12 (c)).

Fig. 14 Montagem experimental do sistema de eletrofiagdo utilizado. Bomba infusora (a), agulha e

coletor (b) e fonte de tenséo (c).
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2.3.1 Solugdes poliméricas produzidas

Na tabela 10 apresenta-se os solventes e a gelatina que, juntamente com os pds de PEDOT:AA
e PEDOT:[BMIM][Tf,N] sintetizados neste trabalho, foram usados na produgdo das solugdes

poliméricas a eletrofiar.

Tabela 10 Solventes e gelatina usados na preparagdo das solugdes a eletrofiar.

Material Férmula quimica Massa molecular / g mol~! Fornecedor
Acido acético CH3;COOH 60,05 Fisher Chemical
Etanol C,H;O0H 40,07 Fisher Chemical
Gelatina de peixe - 60000 Sigma-Aldrich®

Na tabela 11 apresenta-se a composicdo polimérica das vdrias solugdes produzidas usando

uma solugdo aquosa de acido acético a 90% (m/m) como solvente.

Tabela 11 Solugdes poliméricas produzidas.

PEDOT Gelatina de peixe
% (m/m) % (m/m)
PEDOT:AA (sintese 2) 25%
5%
PEDOT:AA (sintese 3) 25%
5%
PEDOT:[BMIM][TF2N] (sintese3) 25%
5%

Na preparac¢do das solugbes, o pé de PEDOT foi disperso na solu¢do de acido acético a 90%
com a ajuda de um sonicador (figura 9 (a)) durante 15 min (1 cycle, amplitude 60%). A ampli-
tude 60% diz respeito a poténcia que foi utilizada durante o processo, tendo em conta que a
poténcia maxima do aparelho é de 50 W. Em seguida adicionou-se a gelatina de peixe a solu-

¢do que foi colocada sob agitacdo durante 24h para a dissolucdo da gelatina.
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2.3.2 Eletrofiagdo das Solugdes Produzidas

Os parametros do processo de fiacdo da solugdo de gelatina de peixe a 25% em AA a 90% fo-
ram determinados anteriormente em trabalhos levados a cabo no laboratério: agulha de cali-
bre 23, 20 cm de distancia entre a agulha e o colector, caudal de infusdo da solucdo de 0,2 ml e
15 V aplicados a agulha [53]. No entanto, a introducdo de PEDOT na solucdo de gelatina exigiu
que se testassem condi¢Oes de fiacdo desta nova solugdo. Os testes foram realizados com a
solucdo produzida usando o pd PEDOT:AA (sintese 2). Os parametros obtidos foram depois
usados na fiacdo das solucdes produzidas usando os pos PEDOT:AA (sintese 3) e PE-
DOT:[BMIM][BMIM][Tf,N] (sintese 3).

Os parametros de producdo testados foram o caudal, a tensdo aplicada e o didmetro interno
da agulha. Consideraram-se os caudais de 0,1 ml/h e 0,3 ml/h, tensées de 10 KV, 15 KV, 20 KV
e agulhas de calibre 21 e 23, cujos didametros internos sdo respectivamente 0,49 mm e 0,32
mm. A distancia entre a ponta da agulha e o colector foi sempre a mesma, 20 cm. A medida
qgue os varios parametros de producdo iam sendo testados, também iam sendo recolhidas fi-

bras em laminas de vidro que foram analisadas ao microscépio 6tico VisiCam 3.0 (figura 15).

Com base nos resultados, definiram-se os pardametros de producao das fibras a partir das solu-
¢cOes de PEDOT e gelatina: agulha de calibre 23, 20 cm de distancia entre a agulha e o coletor,

caudal de infusdo da solugdo de 0,1 ml/h e 15 KV aplicados a agulha.

Para as varias solugdes fiadas foram feitas deposi¢des de fibras numa folha de aluminio colo-
cada em volta do coletor cilindrico que foi mantido a rodar num regime de baixa rotagao. Estas
deposi¢des foram usadas nos testes de reticulagdo. Para a cultura celular, as fibras foram reco-
Ihidas em lamelas circulares com diametro de 12 mm que se fixaram a folha de aluminio com a
ajuda de pequenas gotas de dgua. As deposicdes de fibras foram colocadas numa estufa a 80°C
durante 48h para promover a evaporacao dos residuos de acido acético que é téxico para as
células. Apds este procedimento, algumas das fibras depositadas sobre as lamelas fixas ao
aluminio soltaram-se. Preparou-se entdo uma solugdo de PCL a 10% (m/m) que foi usada para
fixar as fibras sobre as lamelas a borda destas. As deposi¢Ges foram sujeitas ao processo de

reticulacao da gelatina.
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Fig. 15 Microscoépio 6ticoVisiCam 3.0 utilizado para analisar as fibras.

2.3.3 Reticulagdo da Gelatina

As matrizes produzidas (a partir das soluc¢des indicadas na tabela 11) foram sujeitas a
um processo de reticulacdo da gelatina com GTA. Para tal, as matrizes foram colocadas
numa caixa hermética, fechada, com dois recipientes abertos com 25 ml de solu¢do aquosa

de GTA a 50%. A caixa foi colocada numa estufa, a 37°C, durante 4h.
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2.4 Caracterizagao das Matrizes

Para caracterizar as matrizes de fibras eletrofiadas a partir das solu¢des de gelatina e PEDOT

(tabela 11) procedeu-se a sua analise morfoldgica e quimica.

2.4.1 Andlise morfoldgica

Para a analise morfoldgica recorreu-se a microscopia ética e a microscopia eletrénica de var-
rimento (SEM). A técnica de SEM foi levada a cabo utilizando o equipamento TM 3030Plus. A
partir das imagens de SEM e utilizando o software ImageJ foram calculados os didmetros das

fibras.

2.4.2 Anadlise quimica

O equipamento de SEM utilizado para a observacdao da morfologia das matrizes permitiu ainda
fazer a caracterizacdo elementar das amostras pela técnica de espetroscopia de raios X por
dispersao de energia (EDS). Nesta técnica, a constituicdo elementar da amostra é revelada pela
presenca no espetro de emissdo de raios X dos picos caracteristicos da estrutura atdmica dos

elementos que estdo presentes.

As matrizes de fibras foram ainda analisadas pela técnica de espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) antes e depois de terem sido sujeitas aos processos de reti-
culagdo. A técnica de FTIR permite obter o espetro (de absor¢cdo ou emissdo) de uma dada
amostra na regido do infravermelho onde surgem bandas caracteristicas de vibragdes especifi-
cas das ligagcbes quimicas presentes. Neste trabalho foi usada a variante ATR (reflexdo total
atenuada), que permite que a amostra seja analisada diretamente sem qualquer preparagdo

prévia.
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2.5 Testes in vitro

Foram realizados testes in vitro para detetar eventuais efeitos citotdxicos dos pds de PEDOT e
para fazer uma avaliagdo preliminar da adesdo e proliferacdo de células semeadas sobre as
matrizes. Em ambas as avaliagdes foi usada a linha de células Vero. Os procedimentos foram

efetuados numa camara de fluxo laminar (EscoLabculture®Class Il).

2.5.1 Testes de Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram realizados aos pds de PEDOT:AA (sintese 1) e de PE-
DOT:[BMIM]:[Tf,N] (sintese 1-2). Os testes foram realizados pelo método do extrato e de
acordo com a norma ISSO 10993-5, como a seguir se descreve. Para cada pd, colocaram-se 50
mg num eppendorfe de seguida foi adicionado 1 ml de uma solugdo aquosa de etanol a 70%

para proceder a esterilizacdo.

Apds a adicdo da solugdo de etanol, o eppendorf foi agitado para promover o contacto com as
particulas. Apesar das lavagens a que os pds foram sujeitos, durante a esterilizacdo verificou-
se que a solugdo apresentava uma cor que indicava a presenga de FeCl; ndo reagido e por isso
substituiu-se a solucdo de etanol por varias vezes aumentando assim o nimero de ciclos de
lavagem durante a esterilizacdo. O eppendorf foi depois deixado aberto durante dois dias na

camara de fluxo laminar para que a evaporacao do solvente ocorresse.

Adicionou-se de seguida 1 ml de meio de cultura (DMEM) ao pé e colocou-se o eppendorf nu-
ma estufa a 37°C. Apds as 48 h, os extratos foram colocados nos pocos de uma caixa de 96 po-
¢os, numa sementeira de células efetuada anteriormente. A placa foi posta a incubar durante
48 h a 37°C. Procedeu-se de seguida a avaliagdo de possiveis efeitos citotdxicos utilizando re-
sazurina como indicador colorimétrico de viabilidade celular (ver sec¢do 2.6.3). Para tal o meio

de cada poco foi substituido pela solucdo de rezazurina usada no teste.

2.5.2 Teste de Adesdo e Proliferagao

Antes de se proceder aos testes de adesdo e proliferagao de células Vero semeadas sobre as
matrizes, estas foram sujeitas a um tratamento com glicina que visa eliminar residuos téxicos
resultantes da exposi¢cao das matrizes ao vapor de GTA usado para a reticulacdao da gelatina.
N3ao foi efetuado nenhum procedimento adicional de esterilizagdo das matrizes ja que a expo-
sicdo ao GTA assegura a necessaria esterilizagdo. Assim, as lamelas circulares com as matrizes
reticuladas foram colocadas em caixas de petri e completamente cobertas com uma solugédo

de glicina de 20 mg/ml filtrada, durante mais de 24 horas.
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Para a realizacdo dos testes de adesdo e prolifera¢do foi utilizada uma placa de 24 pocos, cada
um com a drea de cerca de 2 cm?. Os materiais a testar foram fixos em suportes de teflon que
deixam exposta uma area de cerca de 0,5 cm? (disponivel para a cultura). Cada suporte de te-
flonfoi colocado num poco da caixa de pogos. As células foram semeadas com uma densidade
de 2 x 10*células/cm?. Foram usadas 6 réplicas de cada uma dos 3 tipos de matrizes (gelatina
de peixe, gelatina de peixe com PEDOT:AA da sintese 3 e gelatina de peixe com PE-
DOT:[BMIM]:[Tf,N] da sintese 3) e réplicas do controlo de células. Os restantes 2 pogos da pla-

ca foram usados para o controlo de meio necessdario para o teste de viabilidade.

A partir de avaliagdes de viabilidade efetuadas ao fim de 24 e 72 horas de incubag¢do das célu-
las, foram realizados testes de avaliacdo da viabilidade utilizando resazurina visando determi-
nar as taxas de adesdo e de proliferacdo, respetivamente. Para tal, usou-se o procedimento
descrito na seccdo seguinte. Apds o periodo de incubacado retirou-se 140 pl do meio dos pocos

para uma placa de 96 pocos que foi lida no leitor de placas.

2.5.3 Avaliagdo da viabilidade celular usando resazurina

O teste de resazurina é um teste colorimétrico em que a resazurina, um composto cor-de-rosa,
é reduzida a resorufina pelas células metabolicamente ativas. A reducdo de resazurina em
resorufina provoca uma mudanca de cor do meio que pode ser analisada através da leitura das
absorvancias. O maximo de absorvancia da resazurina ocorre a 601 nm e o da resorufina a 571
nm. Para avaliar a viabilidade celular, foram efetuadas leituras nos comprimentos de onda ca-
racteristicos da resazurina e da resorufina recorrendo a um leitor de placas (Biotek ELX
8000UV).

Antes da realizagdo do teste de viabilidade é preparado meio com resazurina: 50 % de meio de
cultura e 50 % de uma solugdo de resazurina a 0,04 mg/ml em PBS. Os meios dos pogos a tes-
tar sdo entdo aspirados e de seguida é colocado meio com resazurina. Devem ser ainda esta-
belecidos controlos de meio, colocando a solugdo de resazurina em pogos limpos da placa. A
placa é incubada durante um periodo de tempo (entre 2h a 3h). Ao fim desse tempo foram
efetuadas as leituras de absorvancia a 601 nm (D0601) e a 571 nm (DO571).

Para se obter uma informac¢do quantitativa da conversdo de resazurina em resorufina é neces-
sario efetuar a subtragdo (DO571- D0601). Esta subtrac¢do deve ser aplicada a todos os pogos,
mesmo para os que ndo contém células, como os do controlo de meio (DOCM570-DOCM®601).
A medida da resazurina convertida em resorufina é dada por (DO571- D0601) - (DO571-
D0601). A viabilidade celular numa determinada condi¢do em relacdo a de um controlo de cé-
lulas é avaliada pela razdo entre a resazurina convertida nessa condi¢ao e a convertida no con-

trolo.

36



3. Apresentacao e Discussao de Resultados

3.1 Polimerizacao quimica do PEDOT

O trabalho realizado teve como objectivo eletrofiar matrizes de fibras poliméricas a base de
gelatina e que inclua PEDOT, por forma a que a sua condutividade seja adequada 4 aplicagdo
de estimulacdo elétrica a células neuronais. Para que tal suceda, é necessdrio que os pds de
PEDOT incorporem as solucées a fiar sob a forma de dispersdes de particulas finas. Tendo em
conta este objetivo, testaram-se as duas vias apresentadas na sec¢do 2.1. para produzir os pds:
numa o EDOT foi disperso em acido acético e o oxidante dissolvido em etanol e na outra utili-
zou-se o [BMIM][Tf,N] para dissolver o EDOT e o oxidante. Em ambos os casos, a polimeriza-
¢do quimica de EDOT foi efetuada utilizando o racio molar de EDOT para FeClzexpresso pela
equacao representada na figura 2 da sec¢do 1.1. que, na condicao de todos os reagentes se-

rem consumidos, levaria a formac¢do do PEDOT no seu estado condutor.

Apds a primeira polimerizagdo de PEDOT efetuada em meio acido, o polimero PEDOT:AA (sin-
tese 1) foi alvo de um processo de lavagem com agua com o objetivo de eliminar reagentes
nao reagidos e subprodutos da reac¢ao. No entanto, e apesar do carater acido do meio da re-
accgdo, a utilizacdo da agua pode conduzir a formacdo de precipitados de hidroxidos de ferro
que figuem misturados com os pds produzidos. Por este motivo as lavagens subsequentes fo-
ram realizadas com etanol e metanol. Estes alcoois também tém a vantagem de dissolver

EDOT ndo reagido o que proporciona a sua remogao.
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Na seccdo seguinte serdo apresentados os resultados da monitorizagdo da eficiéncia do pro-
cesso de lavagem do polimero realizada através da analise dos sobrenadantes das lavagens

com recurso a testes colorimétricos e a espetroscopia de UV-vis.

3.2 Lavagem do polimero

A lavagem dos pds resultantes do processo de polimerizacdo quimica foi efetuada como des-
crito na secgdo 2.2. Os testes de hidréxido de sddio e de nitrato de prata foram realizados por
forma a avaliar a eficiéncia das lavagens na remocdo de contaminantes provenientes do clore-

to de ferro.

O teste de nitrato de prata foi realizado adicionando 4 gotas de solu¢do de AgNO3de concen-
tragdo 0,017 g/ml a 300 pul das solugdes a testar. De seguida apresentam-se algumas reagdes

quimicas que podem ocorrer durante o teste de nitrato de prata:
AgNO3(s) + H,0 () — Ag* (aq) + NO3(aq),
Ag*t(aq) + Cl~ (aq) — AgCl (s)(precipitado branco) ou
AgNO5(s) + ClI” (aq) — AgCl (s) + NO,(aq) (precipitado branco).

Foram avaliadas trés solugGes: a solugdo de FeCl; em etanol e as aguas da 12 lavagem e da 62

lavagem do PEDOT:AA (sintese 1). Na figura 16 estdo representados os resultados.

Fig. 16 Resultados do teste de nitrato de prata para detec¢do da presenca de ides de Cl numa solugdo de FeCl; em

etanol (A) e nas aguas da lavagem do PEDOT:AA (sintese 1): 12 lavagem (B) e 62 lavagem (C).
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Tanto no tubo A como no tubo B o teste de nitrato de prata deu positivo, pois em ambos os
casos é visivel a presenca de um precipitado esbranquicado nos tubos. Acima deste precipita-
do a cor castanha indica a presenca cloreto de ferro Ill. Ja no tubo C, observou-se a formacao
de um precipitado branco, mas em menor quantidade do que do tubo B e a solu¢do acima do
precipitado apresentou uma cor quase transparente, o que mostra que a presenca de ides
Cl™e de ferro é reduzida.

O teste de hidrdxido de sddio foi realizado adicionando mais de 10 gotas de solugdo de NaOH
de concentracdo 0,5 M a 300 pl das solucGes a testar. De seguida apresentam-se as equacgdes

guimicas de algumas possiveis reagdes que podem ocorrer durante o teste:
NaOH (s) + H,0 (1) » Na*(aq) + OH™ (aq),
20H™(aq) + Fe?*(aq) s Fe(0OH), (s)(precipitado verde),

30H (aq) + Fe3*(aq) S Fe(OH); (s)(precipitado castanho).

Foram avaliadas exatamente as mesmas solucGes usadas no teste do nitrato de prata: a solu-
¢do de FeCl; em etanol e as dguas da 12 lavagem e da 62 lavagem do PEDOT:AA (sintese 1). Na

figura 17 estdo representados os resultados.

Fig. 17 Resultados do teste de hidréxido de sddio para a detec¢do da presenca de ides de Fe numa solucdo de

FeCl3 em etanol (A) e nas aguas da lavagem do PEDOT:AA (sintese 1): 12 lavagem (B) e 62 lavagem (C).
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O precipitado do tubo A apresenta uma cor castanho-escuro, o do tubo B uma cor castanho-
clara e o do tubo C ndo apresenta precipitado nem nenhuma alteracdo de cor (figura 17). O ido
Fe3*esta presente tanto no tubo A (como seria de esperar) como no tubo B, pois os precipita-
dos obtidos apresentaram cor castanha(menos intensa no tubo B). No tubo C, para além de
nao se ter formado nenhum precipitado visivel também ndo houve nenhuma alteragéo de cor,
0 que permite concluir que a presenca de ides Fe?*eFe3*a existir, estara abaixo do limite de

deteccdo deste teste.

O teste de hidréxido de sddio também foi efetuado para as solugées sobrenadantes das centri-
fugagdes correspondentes as trés primeiras lavagens de PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 1) (figu-
ra 18).

Fig. 18 Teste de hidréxido de sddio realizado aos sobrenadantes da lavagem do PEDOT:[BMIM][Tf,N]

(sintese 1) correspondentes a 12 lavagem (A), 22 lavagem (B) e 32 lavagem (C).

O precipitado do tubo A apresentou uma cor verde (embora tal ndo seja percetivel na foto), o
do tubo B uma cor castanha-esverdeada e a do tubo C ndo apresentou nenhum precipitado
nem altera¢do da cor do sobrenadante. Tendo em conta as cores dos precipitados, pode con-
cluir-se que existem ides Fe?*na dgua da 12 lavagem e na da 22 podem existir tanto ides
Fe?*como Fe3*. No tubo C, ndo existe evidéncia da presenca destes ides, pelo que, a existi-

rem, estardo presentes numa concentragdo abaixo do limite de deteccdo do teste.

De forma a conferir os resultados do teste de hidréxido de sédio foram obtidos espetros UV-
vis dos sobrenadantes da 62 lavagem do PEDOT:AA (sintese 1) e das trés primeiras lavagens do
PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 1) . Os resultados sdo apresentados na figura 19 e 20, respecti-

vamente.
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Fig. 19 Espetro UV-vis do sobrenadante da 62 lavagem do PEDOT:AA (sintese 1).
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Fig. 20 Espetros UV-vis dos sobrenadantes da 12, 22 e 32 lavagem do PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 1).
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Através do espetro UV-vis da figura 19 é possivel observar que na 62 lavagem ainda existe um
pico caracteristico de FeCl; a 241 nm [54,55]. Este resultado prova que o teste de hidréxido de

sddio tem limitagBes, uma vez que segundo ele, a dgua da 62 lavagem ndo apresenta ferro.

Devido a baixa intensidade da lampada do espectrofotometro abaixo dos 200 nm, ndo é possi-
vel retirar conclusdes dos espetros UV-vis da figura 20 abaixo desse comprimento de onda.
Nos espetros da 12 e 22 lavagens surge um pico por volta dos 200nm que pode ser atribuido a
presenca de FeCl; e que se reduz significativamente apds a 32 lavagem [54,55]. O pico a 325
nm pode ser atribuido a presenca de FeCl, [56] e o que surge a 361 nm a presenca de FeCl;
[54,55]. Esta presenca de ides Fe3te Fe?*n3o foi contudo detetada no teste de NaOH (n3o
ocorreu mudanca de cor). Esta situacdo pode dever-se a falta de sensibilidade do teste para a

quantidade de ides presentes na solucado.

Para proceder a identificacdo dos picos dos espetros de UV-vis, construiu-se a tabela 12 onde
estdo representadas algumas absor¢des no UV-vis caracteristicas de possiveis componentes

presentes nos sobrenadantes das lavagens, obtidos a partir da literatura.

Tabela 12 Picos caracteristicos do PEDOT e de alguns reagentes envolvidos na sua sintese quimica.

Componentes Picos caracteristicos Referéncias
PEDOT:[BMIM]:[Tf,N] 197nm e 265nm Identificados neste traba-
Iho*

PEDOT 507nm-541nm [57]
FeCly 270nm e 370nm [58]
EDOT 215nm e 243nm [59]

FeCl3 200nm;240nm;275nm;300nm;315nm;370nm [54,55]
FeCl, 262,2nm 330nm [56]

*Encontra-se no apéndice A o espetro de UV-vis do PEDOT:[BMIM]:[Tf,N].

Para as restantes sinteses de PEDOT:AA e de PEDOT:[BMIM][Tf,N] obtiveram-se espetros UV-
vis das ultimas lavagens com o objectivo de detetar picos caracteristicos de ferro. Os testes de

hidréxido de sédio e de nitrato de prata nao foram realizados devido as suas limitac¢des.

42



3.3 Caracterizagdo quimica do PEDOT sintetizado

3.3.1FTIR

A técnica de FTIR foi utilizada para confirmar a polimerizagdo dos mondmeros de EDOT em PEDOT e averiguar a estrutura quimica do PEDOT sinteti-
zado nas duas condigdes consideradas (PEDOT:AA e PEDOT:[BMIM][Tf,N]). No grafico da figura 21 apresentam-se os espetros de FTIR que se obtive-
ram para o EDOT, PEDOT:AA (sintese 3) e PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 3).
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Fig. 21 Espetros de FTIR do EDOT, PEDOT:AA (sintese 3) e PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 3).
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Fig. 22 Espetro de FTIR do EDOT utilizado neste trabalho.

Na tabela 13 estdo indicadas as localiza¢Ges das bandas caracteristicas do EDOT referidas na literatura e a sua associa¢do as que surgem no espetro da

figura 22.
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Tabela 13 Bandas de absorgdo caracteristicas do EDOT no infravermelho.

Ndmero de onda / cm-1 Referéncia | Numerode onda/cm™1 Descri¢do
Obtid
Literatura e
3112 [22] 3106 Estiramento da vibragdo C-O
2082 [22] 2971 Estiramento da vibragdo C-O
2925 [22] 2915 Estiramento da vibragdo C-O
1487/1481 [59] 1477 Estiramento da vibragdo C-C e
c=C
1446 [22] 1444 Estiramento da vibragdo C-Ce
Cc=C
1432 [22] 1419 Estiramento da vibragdo C-Ce
Cc=C
1367/1365 [59] 1361 Estiramento da vibragdo C-Ce
Cc=C
1186/1185 [60, 59] 1180 Vibragao de deformagdo no plano
e fora do plano de =C-H
892/890 [60, 59] 887 Vibracao de deformagdo no plano
e fora do plano de =C-H
764/754 [60, 59] 746 Vibragdo de deformagdo no plano
e fora do plano de =C-H
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Fig. 23 Espetros de FTIR do pé de PEDOT:AA obtido por polimerizagdo quimica em meio 4cido utilizando FeClzcomo oxidante.

Na figura 23 estdo representados os espetros de FTIR do pé de PEDOT:AA correspondentes as trés sinteses realizadas. E visivel que n3o existem dife-
rencgas substanciais entres estes espetros, o que seria de esperar relativamente as sinteses 1 e 3 que sdo réplicas uma da outra. Ja em relagdo a sinte-
se 2, a Unica diferenga, em relagdo as restantes, foi o tempo de reagdo sob agitacdo magnética (que se aumentou de 24h para 48h) o que parece ndo
ter tido um impacto significativo na estrutura do polimero. E de notar que se assume que o tempo de rea¢do termina quando a soluc¢do de PEDOT é

retirada do agitador magnético e é adicionado metanol/etanol para iniciar o processo de lavagem.
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Assim, podemos identificar as bandas caracteristicas do PEDOT:AA (sintese 1, 2 e 3) que surgem aproximadamente entre 600 cm™'e 1600 cm™'e cuja
posicdo se encontra marcada na figura 23. A vibracdo a 1510 cm™*pode ser atribuida ao alongamento da ligagdo C=C no anel de tiofeno [22, 61]. As
vibracdes a 1373 cm~le 1294 cm™*podem dever-se ao alongamento da ligagdes C-C [57, 61, 62]. As vibracdes 954, 819 e 686 cm™! podem ser atri-
buidas ao alongamento da ligacdo C-S no anel de tiofeno [57, 61, 63, 62]. As bandas 1162 cm™! e 1120 cm ™! podem dever-se a vibracdo de flexdo da

ligagdo C-O-C no grupo etilenodioxi. Todas as bandas anteriormente mencionadas sdo caracteristicas do PEDOT, o que mostra que o processo de po-
limerizacdo quimica do PEDOT:AA (sintese 1,2 e 3) foi bem-sucedida.

De seguida, na figura 24 apresenta-se o espetro de FTIR do liquido iénico [BMIM][Tf,N] utilizado nas sinteses do PEDOT.
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Fig. 24 Espetro de FTIR do [BMIM][Tf;N] usado neste trabalho.
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Fig. 25 Espetros de FTIR de p6 de PEDOT:[BMIM][Tf;N] obtido por polimerizagdo quimica numa solugdo de [BMIM][Tf;N] utilizando FeCl3
como oxidante.

Na figura 25 estdo representados os espetros de FTIR dos pds de [BMIM][Tf,N] (sintese 1-2), resultado da mistura de pds das sinteses 1 e 2, e de
[BMIMI][TE,N] (sintese 3). Estes espetros sdo muito semelhantes, pois as sinteses também o foram (ver secgdo 2.1). As bandas caracteristicas do PE-
DOT surgem na gama de nimeros de onda entre 600 cm~ e 1600 cm™!. A vibragdo a 1511 cm™pode ser atribuida ao alongamento da ligacdo C=C
no anel de tiofeno [22, 61]. As vibracdes a 1378 e 1317 cm™'podem dever-se ao alongamento das ligacdes C-C [57, 61, 62]. As vibracdes a 968 e a
827 cm™podem ser atribuidas ao alongamento da ligagdo C-S-C no anel de tiofeno [57, 61, 63, 62].A banda a 1041 cm™*pode dever-se a vibragdo de

flexdao da ligagdao C-O-C no grupo etilenodioxi [57]. A presenga destas bandas mostra que o processo de polimerizagdo do PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sinte-
se 1-2 e 3) foi bem-sucedido.
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3.3.2 UV-vis-NIR

Dispersdes de pds de PEDOT:AA e PEDOT:[BMIM][Tf,N] preparadas como descrito na secgdo 2.2.1., foram analisadas por espetroscopia de UV-vis-NIR

na gama 200-1300 nm. A partir destes espetros é possivel identificar a presenca de estados neutros e de estados condutores que dependem do esta-

do de dopagem devido ao ido ClI~ . O PEDOT apresenta trés estados de dopagem: o neutro, o polardo e o bipolardo. Este ultimo é o mais condutor. De

seguida encontram-se os espetros de absorvancia UV-vis-NIR de dispersGes dos pds de PEDOT:AA obtidos nas sinteses 1, 2 e 3 (figura 26) e de disper-
sGes dos pés de PEDOT:[BMIM][Tf,N] das sinteses 1, 2 e 3 (figura 27).

1 282 900
0,9
224
05 - 500
0,7
0.6 . = - .
e Dizpe rsd0 do pd de PEDOT:AA (sintese 1) em
é 05 - Metanol- 1h Banho de U krassons
s Dispe rsao do po de PEDOT:AA (sintese 2) em
04 540 Metancl-15 min Sonicador
03 - Dispersao do po de PEDOT:AA (sintese 3) em
’ Metanaol-5 min Sonicader
0,2
01
o T T T T T T T T T T 1
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Fig. 26 Espetros de absorvancia UV-vis-NIR de dispersdes dos ps de PEDOT:AA.
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Fig. 27 Espetros de absorvancia UV-vis-NIR de dispersées dos pés de PEDOT:[BMIM][Tf,N].

Nos espetros correspondentes aos pés de PEDOT.AA (figura 26) é possivel identificar uma banda centrada nos 900 nm, sendo esta mais saliente na
sintese 3. Esta banda é caracteristica do estado de polardo (PEDOT*) [64,65]. As bandas centradas a 500 e 540 nm, correspondem aos pds da sintese
3 e da sintese 1, respectivamente, podem ser atribuidas as transi¢des m-nt* ao longo da cadeia polimérica [57]. J& as bandas abaixo dos 300 nm sdo

caracteristicas das transi¢oes electrdnicas n-mt* no anel de tiofeno [59] (também surgem no espetro de UV-vis do EDOT).

No espetro de absorvancia UV-vis-NIR PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 3) (figura 27), também estd presente a banda centrada a 900 nm, carateristica do
estado dopado de polardo. Relativamente a aos espetros das sinteses 1 e 2, esta banda centrada surge a 800 nm e 732 nm, respetivamente. Tal como

para o PEDOT:AA, também surge uma banda em torno dos 500 nm, que pode ser atribuido as transi¢ées n-n* ao longo da cadeia polimérica, e que é,
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mais saliente no caso do [BMIM][Tf,N] (sintese 3) do que nos casos das sinteses 1 e 2. Ja as bandas abaixo dos 300 nm devem-se as transi¢oes ele-

trénicas m-t* no anel de tiofeno. [65,57, 59]

E de notar que nos espetros respeitantes ao PEDOT:AA (sintese 1) e PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 1) a banda entre os 500 hm e os 600 nm n3o é per-

cetivel, o que se pode dever a diferenca no modo de preparagao das dispersGes em metanol, pois para estes pds utilizou-se um banho de ultrassons

durante 1h em vez de alguns minutos de sonicagdo.
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Fig. 28 Espetros de absorvéancia UV-vis-NIR da sintese 3 do PEDOT:AA e do PEDOT:[BMIM][TF2N].
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Um dos objectivos deste trabalho foi investigar em que medida as propriedades do PEDOT sao
influenciadas por se proceder a polimerizagdo do EDOT numa solucdo do liquido idnico
[BMIM][Tf,N]. Na figura 28 estdo representados os espetros de absorvancia UV-vis-NIR dos
pds de PEDOT:AA (sintese 3) e PEDOT:[BMIMI][Tf,N] (sintese 3) que foram obtidos usando dis-
persdes semelhantes (tendo sido utilizado para o efeito o sonicador durante 5 minutos). Nesta
figura podemos constatar que a razdo entre a intensidade da banda associada ao estado pola-
rdo (a 900 nm) e a intensidade da banda associada ao estado neutro (500 nm) é maior para o
PEDOT:AA do que para o PEDOT:[BMIM][Tf,N]. Desta forma o PEDOT:AA podera ser mais con-
dutor do que o PEDOT:[BMIM][Tf,N], o que esta de acordo com os valores indicativos da con-

dutividade que sdo apresentados na sec¢do seguinte (tabela 14).

3.4 Condutividade do PEDOT sintetizado

Tendo em conta as quantidades de p6 de PEDOT obtidas nas varias sinteses, foram prensadas
trés pastilhas de PEDOT:AA (sintese 3) e apenas uma pastilha de PEDOT:AA (sintese 2) e de
PEDOT:[BMIM][Tf,N] (sintese 3) (figura 29). Assim os resultados destas medi¢Ges sdo apenas
indicativos da condutividade dos materiais sendo necessdrio proceder a sua validagdao com
mais medicGes. Os valores das resisténcias e das condutividades das pastilhas sdo apresenta-
dos na tabela 14.

Fig. 29 Pastilhas de PEDOT:AA (sintese 3) (A), pastilha de PEDOT:AA (sintese 2) (B) e pastilha de PE-
DOT:[BMIM][TE2N] (C).
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Tabela 14 Tabela com as resisténcias obtidas a partir do multimetro e as respetivas condutividades calculadas.

Material Resisténcia / Q Condutividade / Scm ™!
PEDOT:AA (sintese 3) 67+ 6 (2240,3) x 1073
PEDOT:AA (sintese 2) 36 43X1073
PEDOT:[BMIM][Tf2N] (sintese 3) 154 1,0X1073

Apenas foi possivel calcular a incerteza associada a resisténcia e a condutividade para as pasti-
Ihas de PEDOT:AA (sintese 3), visto terem sido obtidas trés pastilhas. Apés o célculo da média
da resisténcia procedeu-se ao cdlculo da incerteza associada a essa média. A incerteza da resis-
téncia foi calculada a partir do desvio padrao. O mesmo procedimento foi utilizado para calcu-

lar a incerteza associada & condutividade.

As pastilhas de PEDOT:AA (sintese 3) apresentam uma condutividade de (2,2 +0,3) x 1073 S
cm™ e as de PEDOT:[BMIM][Tf2N] (sintese 3)de 1,0 X 10~3 S cm™. Ambas as condutividades
sdo da mesma ordem de grandeza, havendo uma ligeira tendéncia para a condutividade das
pastilhas de PEDOT:AA ser maior. A condutividade do PEDOT esta relacionada com a quanti-
dade de dopante ao longo da cadeia e, embora em ambas as abordagens se tenha utilizado a
proporg¢do estequiométrica mondmero:oxidante que permite obter o PEDOT no estado condu-

tor, ndo é possivel controlar a quantidade de FeCl; que realmente é incorporada.

De acordo com a literatura, a condutividade de PEDOT dopado é cerca de 300 S/cm [64,61]. O
valor de condutividade obtido por Kelkar et al. para PEDOT dopado com FeCl; foi de 4,55 X
10~! S/cm [66]. Estes autores procederam a sintese quimica do PEDOT (usando FeClzcomo
oxidante) que foi depois sujeito a um processo desdopagem e a uma dopagem subsequente. O
valor de condutividade obtido para o PEDOT desdopado foi de 3,41 x 1073. No entanto as
condutividades foram medidas usando o método das quatro pontas. Assim os valores da con-
dutividade obtidos por Kelkar et al. e os obtidos neste trabalho podem ndo ser comparaveis.

Na literatura surgem valores de condutividade do PEDOT muito dispares.

E de salientar que, para a medicdo da condutividade das pastilhas foi necessario cobrir as faces
planas das mesmas com cola de prata, podendo acontecer que, a cola se infiltre no material.
Nesta situacao, os valores de condutividade seriam obtidos por excesso, dada a elevada con-

dutividade da prata.
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3.5DLS

Apds os pos de PEDOT terem sido dispersos em agua para a andlise de DLS, estas suspensdes
foram deixadas a repousar durante dois dias, com o objetivo de verificar se ocorreria
deposicdo de particulas no fundo dos frascos nos quais as dispersdes tinham sido pre-
paradas. Constatou-se que houve em todas uma ligeira deposi¢ao. Esta deposi¢ao po-
de corresponder a agregados de particulas ou particulas de maior dimensao que assim
ndo foram medidas. Isto quer dizer que, se ao final de dois dias ndo tivesse ocorrido
deposicdo, ter-se-iam efetuado as medi¢des do tamanho das particulas com um maior
rigor. Quando numa suspensao as particulas demoram muito tempo a depositarem-se,
pode-se inferir que se esta na presenca de particulas pequenas, mas também leves e
provavelmente na auséncia de aglomerados de particulas. Estas condi¢des sao fulcrais

para a qualidade da medida através da técnica de DLS.

De seguida apresentam-se os graficos da distribuicdo de intensidade obtidos a partir
do software do equipamento AvidNano W130i(figura 30). A partir deles foi possivel
extrair alguma informacgdo acerca das populagdes de diametros existentes nas disper-
sOes de PEDOT:AA e de PEDOT: [BMIM][Tf,N] analisadas.
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Fig. 30 Distribuigdo de tamanhos das particulas, obtida por DLS, para as
dispersdes de PEDOT:AA (sintese 2), PEDOT:AA (sintese 3), PE-
DOT:[BMIM][TF2N] (sintese 1-2) e PEDOT:[BMIM][TF2N] (sintese 3) em

agua.
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Na tabela 15 apresentam-se os valores do didametro médio de uma dada popula¢do de particu-
las correspondentes aos graficos anteriores. De notar, que para a maior parte dos graficos
identificam-se dois picos que estdo indicados por A e B. Na tabela também sdo apresentados
os desvios padrao associados ao diametro médio de cada populacdo e a percentagem de poli-

dispersao.

Tabela 15 Diametros médios das populagdes de particulas presentes nas dispersdes de PEDOT:AA e PE-

DOT:[BMIM][TF2N] e os respetivos desvios padrao e polidispersado.

Pico A Pico B
Dispersdes ia - - = ia - - =
Diametro Médio Polidispersao Diametro Médio Polidispersao

/nm /% /nm /%

PEDOT:AA (sintese 2) 409+ 120 30 11 825+ 3991 34
PEDOT:AA (sintese 3) 290 + 147 51 15519+ 7371 48

PEDOT: [BMIM][Tf;N], (sintese 1-2) 14 737+ 6 127 42 - -

PEDOT: [BMIM][Tf,N], (sintese 3) 294+ 55 19 14 577+ 2876 20

Na dispersdo de PEDOT:AA (sintese 2) o pico A diz respeito a uma populacdo de particulas com
um didmetro médio de (409 + 120) nm. Ja relativamente ao pico B, ndo se pode afirmar que
exista uma populagdo de particulas com um didmetro médio de (11 825 + 3991) nm, pois esta
gama de didametro estd fora da gama de medicdao do equipamento de DLS, que é de 1 a 1000
nm, e por isso corresponde a um artefacto da medi¢do. O mesmo acontece com o pico B do
PEDOT:AA (sintese 3) e do PEDOT: [BMIM][Tf,N], (sintese 3) e também com o pico A do PE-
DOT: [BMIM][Tf,N], (sintese 1-2).

Na dispersdo do PEDOT:AA (sintese 3) e do PEDOT:[BMIM][Tf,N], (sintese 3), estdo presentes
populagdes de particulas com didametros médios de (290 + 147) nm e (294 + 55) nm, respeti-
vamente. Estes valores sdo semelhantes e estdo proximos dos da literatura para particulas de
PEDOT [67,68,69]. Tendo em conta que os valores dos diametros das fibras produzidas de ge-
latina com PEDOT sdo da ordem do 1200 nm (tabela 18), seria de esperar que as particulas de
PEDOT se encontrassem confinadas ao interior das fibras. No entanto, nalgumas fibras é possi-
vel observar nas imagens de SEM (tabela 17) que ha particulas ou agregados de particulas

maiores do que o diametro de algumas fibras.

Dada a proximidade do diametro das particulas de PEDOT:AA (sintese 3) e de PEDOT:

[BMIM][Tf,N] (sintese 3), aparentemente a utilizagdo do liquido idnico nao influenciou o ta-
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manho das particulas mais pequenas de PEDOT presentes nas dispersdes. Quanto ao indice de
polidispersdo, ele é maior para o PEDOT:AA (sintese 3) (51%) do que para o PE-
DOT:[BMIM][Tf,N](sintese 3) (19%), podendo dizer-se que, na gama de medida do aparelho, a
dispersdo de PEDOT:[BMIM][Tf,N](sintese 3) tem particulas de tamanho mais uniforme. No
entanto, as particulas maiores que poderdo ter-se formado ndao foram medidas, como acima
referido. Assim, serdo necessarias outras medicGes (realizadas recorrendo a microscopia ele-

trénica de transmissdo TEM) para podermos analisar as populacdes globalmente.

A influéncia da concentracdo de oxidante no tamanho das particulas de PEDOT foi avaliada em
[67], tendo-se concluido que quanto maior for a concentracdo de oxidante maiores sao as par-
ticulas formadas. Entre outros este também podera ser um fator a ter em conta em trabalhos

futuros.

3.6 Eletrofiacdo de solugdes de gelatina com PEDOT

Antes da produgdo das fibras de gelatina com PEDOT foi preparada uma solugdo de gelatina de
peixe a 25% (m/m) em acido acético a 90% (m/m) e procedeu-se a sua eletrofiagdo com o
objetivo de exercitar a técnica de eletrofiacdo. S6 depois se procedeu a fiacdo das solucdes

poliméricas descritas na sec¢do 2.3.2.

Procedeu-se depois a fiagdo da solugdo polimérica com gelatina a 25% e PEDOT:AA (sintese 2)
a 5%, comegando com o conjunto de parametros: agulha de calibre 23, distancia agulha-
coletor de 20 cm, 10 KV para a tensdo aplicada a agulha e 0,1 ml/h para o caudal. A fiagdo des-
ta solugdo polimérica teve como objetivo definir as condi¢gdes de fiagdo para a obtengao das
matrizes de gelatina com PEDOT:AA (sintese 3) e PEDOT:[BMIM][Tf,N](sintese 3) para serem

depois utilizadas na cultura celular.

Na tabela 16 sdo apresentadas as imagens de MO que foram obtidas para varios valores de

tensao aplicada a agulha e de caudal.
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Tabela 16 Imagens de MO 400X de fibras obtidas a partir de uma solugdo de gelatina de peixe a 25% (w/w) com 5%
(w/w) de PEDOT:AA (sintese 2) para varios valores da tensdo aplicada e de caudal. Em todos os casos foi usada uma
agulha de calibre 23 e uma distancia agulha-coletor de 20 cm. A eletrofiagdo foi realizada a uma temperatura ambi-

ente de 20,1°C e com uma humidade relativa de 40,7 % rh.

|
Cauda 0,1 ml/h 0,3 ml/h

Tensdo

10 kv

15 kv

20 kv

25 kV
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Nas imagens apresentadas na tabela anterior é visivel que, em todas as condi¢Bes se obtém
fibras com pequenos granulos de PEDOT. Para a condi¢do 0,1 ml/h e 10 KV, observou-se a
acumulagdo de solugdo a saida da agulha. Nas fibras obtidas com um caudal de 0,1 ml/h e a
tensdo de 20 KV e 25 KV ocorriam descontinuidades na deposicdo (quebra da fibra), o que se
deve a elevada diferenca de potencial que estava a ser aplicada. Nas fibras obtidas com os pa-
rametros de 0,3 ml/h e 10 KV, verifica-se a acumulagdo de solugdo a saida da agulha. Jd com o
aumento da tensdo verificaram-se dois efeitos: primeiro as fibras tinham alguma dificuldade
em se fixar ao colector, formando tufos no ar e depois o jato partia dando origem a proje¢Ges
de gotas e a um processo instavel. Em suma, os parametros do processo escolhidos para a
producdo das fibras foram: uma agulha de calibre 23, um caudal de 0,1 ml/h, 15 KV para a ten-
sdo aplicada a agulha e uma distancia de 20 cm entre a agulha e o coletor. Ainda assim, estas
condicbes levaram a perda de alguma solucdo que se foi acumulando na ponta da agulha e
gue acabou por cair para baixo desta. No entanto, ocorre um estiramento continuo da fibra
guer a partir da ponta da agulha quer da gota acumulada. As fibras obtidas com estes parame-

tros apresentam distribuicdo mais uniforme dos granulos de PEDOT.

Na figura 31A pode observar-se um pedago de matriz de gelatina com PEDOT:AA (sintese 3)
obtido apdés a eletrofiaciko e na figura 31B uma matriz de gelatina com
DOT:[BMIM][Tf,N](sintese 3). E de notar a cor cinzenta mais ténue na situag3o B. Isto deveu-
se a deposicdo de pds no fundo do frasco onde a solugdo foi produzida e consequentemente a

reducdo da sua concentragdo na mesma.

A

r?ﬂ:ﬂ.(’ﬁ;”

Fig. 31 Matriz de gelatina com PEDOT:AA (sintese 3) (A) e com PEDOT:[BMIM][TF2N] (sintese 3) (B). Ambas as ma-

trizes encontram-se nao reticuladas.

3.7 SEM das deposicdes de fibras eletrofiadas

Para se obter uma informacdo mais detalhada da morfologia das fibras e dos seus diametros
(antes e apds a sua reticulacdo), obtiveram-se imagens de SEM, as quais se encontram repre-

sentadas na tabela 17.
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Tabela 17 Imagens SEM das matrizes de fibras eletrofiadas com os pardmetros de producdo seleccionados (agulha

de calibre 23, caudal de 0,1 ml/h, 15 KV, 20 cm antes e depois de serem reticuladas. Abaixo das imagens indicam-se

condigGes ambientais verificadas durante a eletrofiagdo.
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Nas imagens de SEM das matrizes de gelatina/PEDOT:AA é possivel visualizar granulos de PE-
DOT distribuidos pelas fibras. J& nas matrizes de gelatina/PEDOT:[BMIM][Tf,N] identificam-se
poucos granulos de PEDOT. Esta situacdo ocorreu devido a sedimentacao dos granulos de PE-
DOT:[BMIM][Tf,N] ja referida anteriormente mesmo apds 15 min de sonicagdo. Assim, a por-
porgdo gelatina/PEDOT:[BMIM][Tf,N] é efetivamente menor sendo também menor quantida-

de de granulos observados.

A partir das imagens de SEM, apresentadas na tabela 17, mediram-se os diametros das fibras.

Na tabela 18 encontram-se os seus valores médios e os respectivos desvios padrao da média.

Tabela 18 Diametros médios (d) das fibras produzidas e respectivos desvios padrio (o).

Reticuladas N3ao Reticuladas
Fibras (d + ¢)/ nm (d + o)/ nm
Gelatina - 5681135
Gelatina/PEDOT:AA 11144 360 12254239
Gelatina/PEDOT:[BMIM][Tf,N] 13534221 1104+181

Verifica-se que o didmetro médio das fibras de gelatina/PEDOT ¢é da ordem dos 1200 nm, in-
dependentemente de incorporarem o PEDOT:AA ou o PEDOT:[BMIM][Tf,N] e de terem sido ou
nao reticuladas. Podemos assim concluir que a exposicdo a vapor de glutaraldeido ndo alterou

significativamente a morfologia das fibras.

3.8 EDS das matrizes de gelatina/PEDOT

Com o objetivo de analisar a composicdao elementar, submeteram-se as matrizes de gelati-

na:PEDOT, apds reticulagdo, a técnica de EDS.

Na figura 32 estdo representadas as zonas analisadas das matrizes, os mapas de distribuicdo

elementar correspondentes ao S e o rdcio em numero dos elementos C, O e S.
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Fig. 32 Espetros de EDS das matriz de: gelatina/PEDOT:AA (em cima) e gelatina/PEDOT:[BMIM][Tf,N] (em
baixo) reticuladas. No canto superior direito dos graficos mostra-se a zona da matriz analisada e o corres-
pondente mapa de distribuicdo do S. Em cada espetro estd indicada a proporgdo de dtomos de C:0:S cor-

respondente.
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Tanto o PEDOT como a gelatina possuem os elementos C, O e S (0 S encontra-se nos aminoaci-
dos cisteina e metionina). Como o mapa de EDS para a gelatina ndo foi obtido, ndo se pode
inferir que fragdo destes elementos corresponde ao PEDOT. No entanto, é possivel constatar
gue existe menos S no racio C:0:S da matriz de gelatina/PEDOT:[BMIM][TF,N] (398:70:10) do
gue no da matriz de gelatina/PEDOT:AA, o que é compativel com a presenca de menos granu-
los de PEDOT nas primeiras.
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3.9 Anélise de FTIR das matrizes de gelatina/PEDOT

Na figura 33 estdo representados os espetros de FTIR de matrizes de gelatina de peixe, uma reticulada com vapor de GTA e outra ndo reticulada. Na tabela 19 apresentam-

se as bandas caracteristicas da gelatina, reportadas na literatura, e as que podem ser identificadas a partir dos espetros obtidos.
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Fig. 33 Espetros de FTIR das matrizes de gelatina de peixe reticulada e ndo reticulada.
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Fig. 34 Espetros de FTIR das matrizes de gelatina/PEDOT:AA reticulada e n3o reticulada.
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Tabela 19 Bandas de absorg¢do no infravermelho caracteristicas da gelatina e da gelatina reticulada com GTA..

Designagdo Numero de | Referéncia Numero de onda/ Descrigao
onda / cm™! cm™1
Literatura Obtido
Amida A 3300 [70,71,72] 3300 Estiramento da vibragdo N-H
Amida B 3100 [72] 3100 Estiramento da vibragdo N-H
Amida | 1600-1690 [70,72] 1653 Estiramento C=0
Amida Il 1480-1575 [70,71,72] 1550 Estiramento C-H
Deformagdo angular N-H
Amida Ill 1229-1301 [70,72] 1264 Estiramento C-H
Deformagdo angular N-H
Amida VI 537-606 [72] 578 Deformagdo angular C=0
1450 [73] 1450 Deformagéao assimétrica CH,
- 1640-1690 [70] 1640-1690 Estiramento da ligagdo CH=N
(aldimina)

No grafico superior da figura 34, os espetros das matrizes de gelatina/PEDOT:AA n3o reticula-
da e reticulada, evidenciam as bandas caracteristicas de gelatina. As bandas a 3300 e 3100

cm™! podem ser atribuidas ao estiramento da vibracdo N-H. As bandas a 1545 e 1246 cm™!

podem dever-se ao estiramento C-N e & deformacdo angular N-H. A vibragdo a 1652 cm™?!
pode estar associada ao estiramento C=0. A banda a 552 cm™! diz respeito a amida VI.[71, 70,
72] O GTA tem dois grupos aldeido (-CHO) que podem reagir com dois grupos amina dos resi-
duos de lisina das proteinas resultantes da formagdo de duas ligagdes aldimina (CH=N) que
ficam assim a ligar duas cadeias poliméricas [70]. Apds a reticulacdo, a matriz de gelatina evi-
denciou uma mudanca de cor de branco para amarelo que confirma a formacdo destas liga-
¢Oes responsaveis pela reticulacdo [70]. A formacgdo de liga¢cGes aldimina pode causar um au-
mento da intensidade relativa da banda a 1540 cm™! e da banda a 1650 cm™*(que se sobre-
pde com a banda amida I). Um aumento da intensidade relativa da banda a 1450 cm™?! tam-
bém pode dever-se a reticulagdo. Estes aumentos ndo sdo muito perceptiveis nos espectros
obtidos, embora os referentes as matrizes de gelatina mostrem essa tendéncia. No grafico in-
ferior da figura 34, sdo apresentados novamente os dois espetros de FTIR das matrizes de gela-
tina/PEDOT:AA reticulada e n3o reticulada, mas numa faixa mais estreita, 450-1650 cm™1.
Nesta faixa s3o visiveis bandas caracteristicas do PEDOT a 1349, 1081, 938 e 692 cm™! [57, 74,

60, 61]. Algumas destas bandas sobrepdem-se as bandas da gelatina.
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Fig. 35 Espetros de FTIR das matrizes de gelatina de peixe reticulada e ndo reticulada com PEDOT:
[BMIM][Tf;N]. (sintese 3).



Relativamente aos espetros de FTIR das matrizes de gelatina/PEDOT:[BMIM][Tf,N] no reticu-
lada e reticulada, foram encontradas as mesmas bandas caracteristicas da gelatina menciona-
das anteriormente para as de gelatina/PEDOT:AA, como se mostra na figura 43.Na gama 450-
1650 cm™?! sdo visiveis algumas bandas caracteristicas do PEDOT, tais como: 535, 988, 1045,
1083, 1209 e 1349 cm™~! [57,74, 61]. Algumas destas bandas sobpdem-se as bandas caracte-
risticas da gelatina. Também surgem duas bandas caracteristicas do [BMIM][Tf,N]: 1349 e
1240 cm™?,

3.10 Testes in vitro

Nesta sec¢do serdo apresentados os resultados dos testes in vitro de citotoxicidade e de ade-
sdo/proliferacdo. Por forma a confirmar a presenca de células nas matrizes de gelatina/PEDOT,

foram obtidas imagens de fluorescéncia das células Vero semeadas nas matrizes.

3.10.1 Testes de Citotoxicidade

Na figura 36 apresentam-se os resultados dos testes in vitro de citotoxicidade efetuados aos
pés de PEDOT:AA e PEDOT: [BMIM][Tf;,N].

Teste de Citotoxicidade

120

100 -

80 -

60 -

Populagdo

40

20 -

([ 19

Material

Fig. 36 Viabilidade celular de células Vero incubadas em extractos de pos de PEDOT durante 48horas. C+ representa
o controlo positivo de citotoxicidade e C- o controlo negativo de citotoxicidade. No topo das colunas sdo apresenta-

das as barras de incerteza.
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A viabilidade celular foi avaliada recorrendo ao método colorimétrico da rezasurina. Quando a
resazurina é reduzida a resorufina pelas células metabolicamente ativas, ocorre uma mudanca
de cor do meio (figura 37). Essa mudanga pode ser quantificada através da medicdo da varia-
¢do da absorvancia. Como a variacdo da absorvancia é proporcional ao nimero de células via-
veis, foi possivel calcular as viabilidades relativas ao C- (células viaveis) das células em contacto
com os extratos dos pds. Estas viabilidades sdo de (100+4) % para o PEDOT:AA e (105+ 4) %
para o PEDOT:[BMIM][Tf,N]. Estes nimeros mostram inequivocamente que os pds de PE-
DOT:AA e de PEDOT:[BMIM][Tf,N] ndo sdo tdxicos para as células Vero visto que a sua viabili-
dade relativa em contacto com os extratos é cima dos 90 % . No grafico da figura 36 também é
apresentada a viabilidade relativa do controlo positivo (C+): (3,8 + 0,6) %. Esta viabilidade re-
lativa muito baixa para as células em meio com 20% dedimetilsulféxido (DMSO), que é toxico

para as células, mostra a fiabilidade do teste.

PEDOT:AA

PEDOT:[bmim][NTF2]

Fig. 37 Resultado do teste colorimétrico de citotoxicidade apds 3h de incubagdo das células em meio com
uma solugdo de resazurina. A coluna CM diz respeito ao controlo de meio, a C- ao controlo negativo e a C+ ao
controlo positivo. As colunas rodeadas por PEDOT:AA e PEDOT:[BMIM][Tf2N] dizem respeito as condigdes de
teste, em que a primeira coluna corresponde ao resultado do teste aos extractos e as 3 seguintes as suas di-

luigdes.
3.10.1 Testes de Adesdo/Proliferagdo

Na figura 38 apresentam-se os resultados dos testes in vitro de adesdo (teste de viabilidade

realizado 24 horas apds a cultura) e de prolifera¢do (ao fim de 3 dias) realizados as matrizes.
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Fig. 38 Representagdo da viabilidade celularde células Vero semeadas nas matrizes de gelatina de peixe (GP), de gelatina
de peixe com PEDOT:[BMIM][Tf,N] (GP PEDOT:[BMIM][Tf,N] ) e de gelatina de peixe com PEDOT:AA (GP PEDOT:AA)

ao fim de 24 horas e de 3 dias. (CC) representa o controlo de células (células semeadas apenas na placa sem qualquer
matriz).

Fig. 39 Representagdo do resultado do teste de resazurina ao fim de 3 dias. Na caixa 1 estdo representados os

pogos antes de serem submetidos ao teste de resazurina. Na caixa 2 representa a caixa 1 apds o teste de re-
zasurina.
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Na figura 38 a primeira linha (A) diz respeito as células semeadas nas matrizes de gelatina de
peixe, as duas seguintes (B e C) as células semeadas nas matrizes de gelatina/PEDOT (B para
PEDOT:[BMIM][Tf,;N] e C para PEDOT:AA), as linhas D e E sdo dos CC e a ultima (F) é a do CM.
A partir da placa 2, é possivel inferir aparentemente que as células Vero gostam bastante das
matrizes com PEDQT, pois as linhas B e C apresentam uma coloragao bastante rosada. Quando
comparamos estas linhas com as linhas sem PEDOT e as do CC, é visivel que estas também
apresentam uma cor rosada, embora com menor intensidade. Conclui-se a partir deste teste
que as células gostaram tanto das matrizes de PEDOT como das sem PEDOT e do CC, o que nado
era espectavel. Desta forma os dados do teste correspondente a placa da direita ndo sdo con-

fidveis.

Fig. 40 A esquerda da imagem encontra-se um fraco com meio e a direita dois eppendorfs onde se en-
contram os pds de PEDOT. O liquido que se encontra por cima dos pos também é meio.

Tendo em conta os resultados do teste de resazurina apresentados na figura 39 e tendo em
consideragdo a mudancga de cor dos extratos que sobraram, representados na figura 40, per-
cebe-se que o PEDOT interfere tanto com a cor do indicador de pH do meio de cultura como
com a cor da resazurina. Conclui-se que o teste colorimétrico de rasazurina efetuado quer para
o primeiro dia, quer para o terceiro ndo é valido. Por este motivo, procedeu-se a marcacgao
fluorescente com 6-diamino-2-fenil indol (DAPI) das células. As imagens resultantes (figuras
41, 42 e 43) mostram efetivamente que as células aderiram e mantiveram-se viaveis ao fim

dos trés dias.
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Fig. 41 Imagem de fluorescéncia de células Vero com ampliagdo 400X que se encontram ade-

ridas a matriz de gelatina de peixe.

Fig. 42 Imagem de fluorescéncia de células Vero com ampliagdo 400X que se encontram aderidas a ma-

triz de gelatina de peixe com PEDOT:AA.

Fig. 43 Imagem de fluorescéncia de células Vero com ampliagdo 400X que se encontram

aderidas a matriz de gelatina de peixe com PEDOT:[BMIM][Tf;N].
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4 Conclusoes E Perspetivas Futuras

O trabalho realizado teve como objetivo principal produzir matrizes de suporte a regeneracao
neuronal, incorporando nelas um polimero condutor, o PEDOT, de forma a poderem estimular
electricamente células neuronais. Uma das grandes dificuldades inerentes a utilizacdo de PE-
DOT, é a sua fraca solubilidade, o que pde em causa a obtencdo de matrizes com a capacidade
de estimularem eletricamente as células neurais por elas suportadas. A producdo de matrizes
para a aplicacdo de estimulacdo elétrica esta dependente da obtencdo de dispersdes de parti-
culas finas a partir das quais sdao produzidas. De forma a ultrapassar esta dificuldade, foram
seguidas duas vias distintas: numa o EDOT foi disperso em 4cido acético, adicionando-se de-
pois o oxidante dissolvido em etanol e na outra utilizou-se o [BMIM][Tf,N] para dissolver o
EDOT, adicionando de seguida o oxidante, também ele dissolvido em etanol. Os liquido idnicos
tém a capacidade de dissolverem uma ampla gama de compostos organicos e inorganicos, dai

a introdugdo do [BMIM][Tf,N]no processo de polimerizagdo de uma das vias seguidas.

Apds a polimerizacdo quimica de PEDOT e a obtencdo dos pds que dai resultaram, estes foram
sujeitos a um processo de lavagens com o objectivo de eliminar o FeClzndo reagido que pode-
ria mais tarde por em causa a viabilidade celular das matrizes produzidas. O método de lava-
gem utilizado foi o de centrifugacdo, que se mostrou ndo ser o mais eficiente, pois foi necessa-
rio um numero bastante elevado de lavagens, a velocidades também elas elevadas. Por exem-
plo, o pé de PEDOT:AA (sintese 3) foi sujeito a 23 lavagens, ndo tendo sido possivel remover
por completo o FeCl;, As ultimas aguas das lavagens foram monitorizadas por espectrocopia de

UV-vis. Os espectros obtidos apresentaram picos caracteristicos de FeCls,
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As Ultimas 4guas das lavagens de PEDOT:AA (sintese 1) e de PEDOT:[BMIM][Tf,N](sintese 1)
foram submetidas a testes colorimétricos (teste de hidroxido de sddio e de nitrato de prata).
Estes testes foram realizados com o intuito de averiguar a apresenta de ferro. Tanto nas aguas
das lavagens de PEDOT:AA (sintesel), como nas de PEDOT:[BMIM][Tf,N], os testes provaram a
existéncia de ferro em algumas delas. Nao foram realizados tetes colorimétricos para as outras
sinteses, porque ao serem efetuados em conjugacdo com a técnica de espetroscopia de UV-
vis, revelaram limita¢des na detecdo de ferro em algumas aguas das lavagens. Os testes colo-
rimétricos de hidréxido de sédio e de nitrato de prata sdo métodos visuais, de rdpida execu-

¢do, mas com limitacdes na detecdo de pequenas quantidades.

Depois do processo de lavagens, os pds foram secos e analisados através da técnica de FTIR.
Todos os espetros de FTIR dos pds evidenciaram bandas caracteristicas de PEDOT. Os espetros
de FTIR obtidos a partir dos pés de PEDOT:[BMIM][TF2N] apresentaram também bandas carac-
teristicas de [BMIM][TF2N].

Dispersoes obtidas a partir de pds de PEDOT também foram analisadas por espetroscopia de
UV-vis. Os resultados mostraram que tanto o PEDOT:AA como o PEDOT:[BMIM][TF2N] esta-
vam no estado polardo, um dos estados condutores do PEDOT dopado. O estado polardo, em-
bora seja um estado condutor, ndo é o mais condutor. Quando se compara o pico caracteristi-
co do estado neutro com o do estado polardo para o mesmo espetro, verifica-se que o pico
associado ao estado polardo de PEDOT:AA é mais pronunciado face ao pico do seu estado neu-
tro. Para o PEDOT:[BMIM][Tf2N] esta diferenga é menor. Poder-se-a dizer que o PEDOT:AA
podera ser ligeiramente mais condutor do que o PEDOT:[BMIM][Tf2N].

As medicdes de condutividade envolveram a producdo de pastilhas, pintadas com cola de pra-
ta. Essas medi¢Oes foram levadas a cabo com a utilizagdo de um multimetro, de uma folha de
aluminio e duas pontas de prova. Embora os valores de condutividade medidos estejam na
mesma ordem de grandeza, as partilhas de PEDOT:AA mostram ser ligeiramente mais condu-

tores, o que vai de encontro aos resultados obtidos através dos espetros de UV-vis.

As matrizes produzidas por eletrofiagdo também foram analisadas utilizando a técnica de FTIR
antes e depois do processo de reticulacdo da gelatina. Os espetros apresentaram bandas ca-
racteristicas de gelatina. O processo de reticulagdo realizado as matrizes também ficou paten-

te nos espetros obtidos.

Os diametros das fibras também foram medidos através da obtencdo de imagens SEM e do
software Imagel. Tanto as fibras com PEDOT:AA, como as com PEDOT:[BMIM][TF2N], apresen-
taram um diametro na ordem dos 1000 um, o que confere maior veracidade aos valores obti-
dos para o tamanho das particulas de PEDOT. As particulas apresentaram um tamanho proxi-
mo dos 300 nm, valor obtido a partir da técnica de DLS. O tamanho das particulas de PEDOT é

bastante inferior ao diametro das fibras que as suportam, o que era espectavel.
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Os pos foram sujeitos a testes in vitro de citotoxicidade. Todos eles revelaram nao ser citotoéxi-
cos. As matrizes produzidas foram sujeitas a testes in vitro de adesdo e proliferagdo. As células
epiteliais da linha Vero, para além de terem aderido as matrizes, também proliferaram. Foram
obtidas imagens de fluorescéncia dos nucleos que comprovaram a adesdo efectiva das células

as matrizes.

Futuramente poder-se-iam otimizar alguns processos, como a polimerizagdo quimica de PE-
DOT, de forma a aumentar o seu rendimento e os parametros de eletrofiacao, que embora

tenham sido otimizados, revelaram ndo ser os ideais.

O método de medicdo da condutividade, utilizado neste trabalho, quando utilizado nas condi-
¢Oes ideias, revela ser um bom método, mas quando assim ndo é, pode ser enganador. A utili-
zacdo deste método implica que as pastilhas sejam pintadas com cola de prata, que é altamen-
te condutora. O problema na utilizacdo deste método prende-se com facto de que quando as
superficies sdo irregulares e apresentam fissuras, a cola de prata pode penetrar e alterar os
valores de condutividade medidos. A condutividade das pastilhas também poderia ser medida
utilizando um potencidstato, um método alternativo ao método utilizado. Seria interessante
no futuro medir a condutividade das pastilhas utilizando este método e comparando os resul-

tados obtidos com os do método utilizado.

Neste trabalho as matrizes foram testadas com células epiteliais da linha Vero. Dados os resul-
tados obtidos nos testes in vitro de citotoxicidade, de adesdo, de proliferacdo e as imagens de
fluorescéncia dos nucleos, seria interessante desta vez semear células de uma linha neural
(SH-SY5Y) nas matrizes produzidas, células estas que estdo mais préximas das células neuro-
nais que sdo danificadas durante acidentes de viacdo, lesdes adquiridas da pratica desportiva

ou em quedas.

76



77



10.

5 Referéncias Bibliograficas

Ramé, A., Thérond, S. Anatomia e Fisiologia. CLIMEPSI EDOTORES. (2012).

Wang, X., So, K. F. & Xu, X. M. Advances and Challenges for Neural Regeneration
Research. Neural Regeneration (Elsevier Inc., 2015). doi:10.1016/B978-0-12-801732-
6.00001-X

Tortora, G.J, Derrickson, B.H. Principios de Anatomia e Fisiologia. GUABARA KOOGAN
LIDA. (2010).

Pringle, J. M. et al. Conducting polymer nanoparticles synthesized in an ionic liquid by
chemical polymerisation. Synth. Met. 156, 979-983 (2006).

del Valle, J. & Navarro, X. Interfaces with the peripheral nerve for the control of
neuroprostheses. International Review of Neurobiology 109, (Elsevier Inc., 2013).

R, B., N.J., C. & S.H., C. Conductive polymers: toward a smart biomaterial for tissue
engineering. Acta Biomater. 10, 2341-2353 (2014).

Min, J. H., Patel, M. & Koh, W. G. Incorporation of conductive materials into hydrogels
for tissue engineering applications. Polymers (Basel). 10, 1-36 (2018).

Yang, J., Choe, G., Yang, S., Jo, H. & Lee, J. Y. Polypyrrole-incorporated conductive
hyaluronic acid hydrogels. Biomater. Res. 20, 1-7 (2016).

Liming, D. Intelligent Macromolecules for Smart Devices From Materials Synthesis to
Device Applications:Chapter 2 Conducting Polymers. Springer (2004).

Stewart, E. M., Liu, X., Clark, G. M., Kapsa, R. M. |. & Wallace, G. G. Inhibition of smooth
muscle cell adhesion and proliferation on heparin-doped polypyrrole. Acta Biomater. 8,

78



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

194-200 (2012).

Huang, Z. B., Yin, G. F., Liao, X. M. & Gu, J. W. Conducting polypyrrole in tissue
engineering applications. Front. Mater. Sci. 8, 39—45 (2014).

Dai, L. Conjugated and fullerene-containing polymers for electronic and photonic
applications: Advanced syntheses and microlithographic fabrications. J. Macromol. Sci. -
Polym. Rev. 39, 273-387 (1999).

Kaur, G., Adhikari, R., Cass, P., Bown, M. & Gunatillake, P. Electrically conductive
polymers and composites for biomedical applications. RSC Adv. 5, 37553-37567 (2015).

Gholami, H., Shakeri, A. & Saadattalab, V. Investigation of physical and mechanical
properties of polyaniline/MMT nanocomposites. Curr. Chem. Lett. 6, 151-158 (2017).

Borriello, A., Guarino, V., Schiavo, L., Alvarez-Perez, M. A. & Ambrosio, L. Optimizing
PANi doped electroactive substrates as patches for the regeneration of cardiac muscle.
J. Mater. Sci. Mater. Med. 22, 1053—-1062 (2011).

Hussin, H., Gan, S. N., Mohamad, S. & Phang, S. W. Synthesis of water-soluble
polyaniline by using different types of cellulose derivatives. Polym. Polym. Compos. 25,
515-520 (2017).

Das, S., Chatterjee, D. P., Ghosh, R. & Nandi, A. K. Water soluble polythiophenes:
Preparation and applications. RSC Adv. 5, 20160-20177 (2015).

del Valle, L. J. et al. Cellular adhesion and proliferation on poly(3,4-
ethylenedioxythiophene): Benefits in the electroactivity of the conducting polymer. Eur.
Polym. J. 43, 2342-2349 (2007).

Wang, Y. Research progress on a novel conductive polymer-poly(3,4-
ethylenedioxythiophene) (PEDOT). J. Phys. Conf. Ser. 152, (2009).

He, J., Su, J., Wang, J. & Zhang, L. Synthesis of water-free PEDOT with
polyvinylpyrrolidone stabilizer in organic dispersant system. Org. Electron. 53, 117-126
(2017).

Kim, D. H., Richardson-Burns, S. M., Hendricks, J. L., Sequera, C. & Martin, D. C. Effect of
immobilized nerve growth factor on conductive polymers: Electrical properties and
cellular response. Adv. Funct. Mater. 17, 79-86 (2007).

Elschner, A., Kirchmeyer, S., Lovenich, W., Merker, U. & Reuter, K. PEDOT Principles and
Applications of an Intrinsically Conductive Polymer. (2011).

Sulaiman, Y. & Kataky, R. Effect of Monomer Modifications on the Physical Properties of
Electropolymerised PEDOT Films. J. Electrochem. Soc. 159, F1-F9 (2011).

Zainal, M. F. & Mohd, Y. Characterization of PEDOT Films for Electrochromic
Applications. Polym. - Plast. Technol. Eng. 54, 276-281 (2015).

Peramo, A. et al. In situ polymerization of a conductive polymer in acellular muscle
tissue constructs. Tissue Eng. - Part A. 14, 423-432 (2008).

Luo, S. C. et al. Poly(3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT) nanobiointerfaces: Thin,
ultrasmooth, and functionalized PEDOT films with in vitro and in vivo biocompatibility.
Langmuir 24, 8071-8077 (2008).

Bolin, M. et al. Linképing University Post Print Nano-fiber scaffold electrodes based on

79



28.

20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

PEDOT for cell stimulation Nano-fiber scaffold electrodes based on PEDOT for cell
stimulation. Sensors and Actuators B-Chemical 2, 451-456 (2009).

Feng, Z. Q. et al. A facile approach for the fabrication of core-shell PEDOT nanofiber
mats with superior mechanical properties and biocompatibility. J. Mater. Chem. B 1,
1818-1825 (2013).

Alfaro, A. da T., Balbinot, E., Weber, C. ., Tonial, I. B. & Machado-Lunkes, A. Fish
Gelatin: Characteristics, Functional Properties, Applications and Future Potentials. Food
Eng. Rev. 7, 3344 (2014).

Rose, J. B. et al. Gelatin-based materials in ocular tissue engineering. Materials (Basel).
7,3106-3135 (2014).

Hoque, M., Nuge, T., Yeow, T., Nordin, N. & Prasad, R. Gelatin Based Scaffolds for Tissue
Engineering-a Review. Polym. Res. J. 9, 15 (2015).

Manikandan, A., Thirupathi Kumara Raja, S., Thiruselvi, T. & Gnanamani, A. Engineered
fish scale gelatin: An alternative and suitable biomaterial for tissue engineering. J.
Bioact. Compat. Polym. 33, 332—346 (2018).

Henriques, C., Vidinha, R., Botequim, D., Borges, J. P. & Silva, J. A. M. C. A systematic
study of solution and processing parameters on nanofiber morphology using a new
electrospinning apparatus. J. Nanosci. Nanotechnol. 9, 3535—-3545 (2009).

Es-saheb, M., Elzatahry, A. A., Sherif, E. S. M., Alkaraki, A. S. & kenawy, E. R. A novel
electrospinning application for polyvinyl chloride nanofiber coating deposition as a
corrosion inhibitor for aluminum, steel, and brass in chloride solutions. Int. J.
Electrochem. Sci. 7, 5962—-5976 (2012).

Sultan Lipol, L. & Rahman, M. M. Electrospinning and Electrospun Nanofibers. World J.
Nano Sci. Eng. 06, 45-50 (2016).

Venturelli, R. B. & Gripa, S. ELETROFIAGAO: UMA ALTERNATIVA PARA A PRODUGAO DE
NAOTECIDOS. Rev. da UNIFEBE 264, 249-264 (2017).

Veleirinho, M. B. da R. Desenvolvimento de membranas nanofibrosas por
electrospinning- potencial aplicagdo na clarificagdo de sumos. (2007).

Costa, R. G. F. et al. Eletrofiagdo de polimeros em solugdo. Parte I: Fundamentagao
tedrica. Polimeros 22, 170-177 (2012).

Souza, S. Desenvolvimento e Caracterizacdo de Nanofibras Obtidas pela Técnica de
Eletrofiagdo Coaxial Visando a Liberacdo de Bevacizumabe para o Tratamento de
Degeneracdo Macular Relacionada a Idade. (2016).

Oliveira, L. AUTOMATIZACAO E CONTROLO DE UM SISTEMA DE ELECTROSPINNING.
(2011).

Chiono, V. et al. Genipin-crosslinked chitosan/gelatin blends for biomedical
applications. J. Mater. Sci. Mater. Med. 19, 889—898 (2008).

Ma, B., Wang, X.,, Wu, C. & Chang, J. Crosslinking strategies for preparation of
extracellular matrix-derived cardiovascular scaffolds. Regen. Biomater. 1, 81-89 (2014).

Campiglio, C. E., Contessi Negrini, N., Fare, S. & Draghi, L. Cross-Linking Strategies for
Electrospun Gelatin Scaffolds. Materials (Basel). 12, 2476 (2019).

80



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Yang, Z., Peng, H., Wang, W. & Liu, T. Crystallization behavior of poly(e-
caprolactone)/layered double hydroxide nanocomposites. J. Appl. Polym. Sci. 116,
2658-2667 (2010).

Dulgerbaki, C., Maslakci, N. N. & Komur, A. I. Chemical synthesis and characterization of
composite materials in the presence of ionic liquids. Compos. Interfaces 6440, 300
(2016).

Testing for ions gases. Acedido a 19 de agosto de 2019 em:
https://www.bbc.co.uk/bitesize/guides/z8fgmnb/revision/3.

Tests for ions. Acedido a 19 de agosto de 2019
em:https://www.bbc.co.uk/bitesize/guides/z9nr6yc/revision/4.

Farias, M. H. & Costa, G. cloretos: andlise critica Nitrato de prata como método
colorimétrico para deteccdo da penetragdo de cloretos : andlise critica. Conf. Pap. 186
(2018). d0i:10.4322/2526-7248.017

Williamson, C. L, Maly, K. E. & Macneil, S. L. Synthesis of Imidazolium Room-
Temperature lonic Liquids: A Follow- Up to the Procedure of Dzyuba, Kollar, and Sabnis.
ChemicalEducation 799—-801 (2013). doi:10.1021/ed300369m

Murphy, R. M. Static and dynamic light scattering of biological macromolecules: What
can we learn? Curr. Opin. Biotechnol. 8, 25-30 (1997).

Hassan, P. A., Rana, S. & Verma, G. Making sense of Brownian motion: Colloid
characterization by dynamic light scattering. Langmuir 31, 3—12 (2015).

Stetefeld, J., McKenna, S. A. & Patel, T. R. Dynamic light scattering: a practical guide and
applications in biomedical sciences. Biophys. Rev. 8, 409—427 (2016).

Nogueira, A. Avaliacgdo do desenvolvimento de neurdnios em materiais
nanoestruturados destinados a uma conduta neural. (2016).

Kawai, T., Nishihara, H. & Aramaki, K. Inhibition Effects of Amines and Thiols on Iron
Corrosion in Anhydrous Methanol Solution Containing FeCl 3. J. Electrochem. Soc. 143,
3867 (1996).

Mankbadi, M. R., Barakat, M. A., Ramadan, M. H., Woodcock, H. L. & Kuhn, J. N. Iron
chelation by polyamidoamine dendrimers: A second-order kinetic model for metal -
Amine complexation. J. Phys. Chem. B 115, 13534—-13540 (2011).

Tarkuc, S. et al. Synthesis, characterization and electrochromic properties of a
conducting copolymer of pyrrole functionalized polystyrene with pyrrole. Polymer
(Guildf). 47, 2001-2009 (2006).

Zhao, Q., Jamal, R., Zhang, L., Wang, M. & Abdiryim, T. The structure and properties of
PEDOT synthesized by template-free solution method. Nanoscale Res. Lett. 1-9 (2014).

Liu, W., Scientific, T. C., Etschmann, B. & Spiccia, L. UV — Vis spectrophotometric and
XAFS studies of ferric chloride complexes in UV — Vis spectrophotometric and XAFS
studies of ferric chloride complexes in hyper-saline LiCl solutions at 25 — 90 ° C. Chem.
Geol. (2006). d0i:10.1016/j.chemgeo.2006.02.005

Bahry, T. et al. An alternative radiolytic route for synthesizing conducting polymers in
an organic solvent. New J. Chem. 42, 8704—8716 (2018).

Ghosh, S. & Glass, C. PEDOT nanostructures synthesized in hexagonal mesophases. New

81



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

J. Chem. (2014). d0i:10.1039/c3nj01349a

Bai, X. et al. Controlled fabrication of highly conductive three-dimensional flowerlike
poly (3,4-ethylenedioxythiophene) nanostructures. J. Mater. Chem. 21, 7123-7129
(2011).

Reza Nabid, M., Tabatabaei Rezaei, S. J. & Zahra Hosseini, S. A novel template-free
route to synthesis of poly(3,4- ethylenedioxythiophene) with fiber and sphere-like
morphologies. Mater. Lett. 84, 128-131 (2012).

Megherbi, A., Meghabar, R. & Belbachir, M. Preparation and Characterization of Clay
(Maghnite-H)/Poly(3,4-Ethylenedioxythiophene) Composites. J. Surf. Eng. Mater. Adv.
Technol. 03, 21-27 (2013).

Cho, M. S., Kim, S. Y., Nam, J. D. & Lee, Y. Preparation of PEDOT/Cu composite film by in
situ redox reaction between EDOT and copper(ll) chloride. Synth. Met. 158, 865—869
(2008).

Park, B. W. et al. Neutral, polaron, and bipolaron states in pedot prepared by
photoelectrochemical polymerization and the effect on charge generation mechanism
in the solid-state dye-sensitized solar cell. J. Phys. Chem. C 117, 22484—-22491 (2013).

Kelkar, D. & Chourasia, A. Structural , Thermal and Electrical Properties. Chem. Chem.
Technol. Chem. 10, 587-595 (2016).

Kim, J. S., Jang, W. & Wang, D. H. The investigation of the seebeck effect of the
poly(3,4-ethylenedioxythiophene)-tosylate with the various concentrations of an
oxidant. Polymers (Basel). 11, (2018).

Mantione, D., del Agua, |, Sanchez-Sanchez, A. & Mecerreyes, D. Poly(3,4-
ethylenedioxythiophene) (PEDOT) derivatives: Innovative conductive polymers for
bioelectronics. Polymers (Basel). 9, (2017).

Mantione, D. et al. Poly(3,4-ethylenedioxythiophene):GlycosAminoGlycan Aqueous
Dispersions: Toward Electrically Conductive Bioactive Materials for Neural Interfaces.
Macromol. Biosci. 12271238 (2016). doi:10.1002/mabi.201600059

Nguyen, T.-H. & Lee, B.-T. Fabrication and characterization of cross-linked gelatin
electro-spun nano-fibers. J. Biomed. Sci. Eng. 03, 1117-1124 (2010).

Gomes, S. R., Rodrigues, G., Martins, G. G., Henriques, C. M. R. & Silva, J. C. In vitro
evaluation of crosslinked electrospun fish gelatin scaffolds. Mater. Sci. Eng. C 33, 1219—-
1227 (2013).

Kong, J. & Yu, S. Fourier transform infrared spectroscopic analysis of protein secondary
structures. Acta Biochim. Biophys. Sin. (Shanghai). 39, 549-559 (2007).

Gomes, S., Rodrigues, G., Martins, G., Henriques, C. & Silva, J. C. Evaluation of
nanofibrous scaffolds obtained from blends of chitosan, gelatin and polycaprolactone
for skin tissue engineering. Int. J. Biol. Macromol. 102, 1174-1185 (2017).

Bhatnagar, M. P., Kelkar, S. & Mahanwar, P. Synthesis & Characterization of PEDOT /
Poly (lactic acid) Nanofibers by Electrospinning. Polym. Int. 1-21 (2016).
doi:10.1002/pi.5267

Repanas, A., Andripoulou, S., Glasmacher, B.: The significance of electrospinning as a
method to create fibrous scaffolds for biomedical engineering and drug delivery appli-

82



76.

cations. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 31, 137-146 (2016).

Azami, M., Moztarzadeh, F. & Tahriri, M. Preparation, characterization and mechanical
properties of controlled porous gelatin/hydroxyapatite nanocomposite through layer
solvent casting combined with freeze-drying and lamination techniques. J. Porous
Mater. 17, 313-320 (2010).

83



Apéndice

Apéndice A — Espetro UV-vis do [BMIM][Tf2N]
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Apéndice B — Tabelas das lavagens da solucdao de PEDOT

PEDOT:AA (sintese 2)

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugacdo Aceleragdo / g
/ min
1 Etanol 40 12000
2 Etanol 40 12000
3 Etanol 40 12000
4 Etanol 40 12000
5 Etanol 40 12000
6 Etanol 40 12000
7 Etanol 40 12000
8 Etanol 40 12000
9 Etanol 40 12000
10 Etanol 40 12000




PEDOT:AA (sintese 3)

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugagcao Aceleragdo / g
/ min

1 etanol 10 2600

2 etanol 10 2600

3 etanol 10 2600

4 etanol 10 2600

5 etanol 20 2600

6 etanol 10 12000
7 etanol 30 12000
8 etanol 20 12000
9 etanol 10 12000
10 etanol 10 12000
11 etanol 10 12000
12 metanol 10 12000
13 metanol 20 12000
14 metanol 10 12000
15 metanol 10 12000
16 metanol 10 12000
17 metanol 10 12000
18 metanol 10 12000
19 metanol 10 12000
20 metanol 10 12000
21 metanol 10 12000
22 metanol 20 12000
23 metanol 20 12000
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PEDOT: [BMIM][Tf,N] (sintese 2)

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugacdo / Aceleracdo / g
min
1 metanol 15 12000
2 metanol 15 12000
3 metanol 15 12000

PEDOT: [BMIM][Tf,N] (sintese 3)

Ciclo Solvente utilizado Tempo de centrifugagdo / Aceleracdo / g
min
1 metanol 10 2600
2 metanol 10 2600
3 metanol 10 2600
4 metanol 10 2600
5 metanol 20 2600
6 metanol 10 12000
7 metanol 30 12000
8 metanol 10 12000
9 metanol 70 12000
10 metanol 40 12000
11 metanol 60 12000
12 metanol 60 12000
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