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RESUMO

Na area de medicina regenerativa tém-se aplicado conhecimentos multidisciplinares
para construir tecidos e 6rgaos funcionais, visando prolongar a qualidade e o tempo
de vida. Um dos métodos utilizados para o desenvolvimento destes tecidos é a
incorporacao de células em scaffolds. O material dos scaffolds deve ser biodegradavel
e bioabsorvivel, além de apresentar condutividade elétrica para aprimorar a
comunicacgdo entre células. Assim, dentre os principais materiais utilizados para o
desenvolvimento de scaffolds, citam-se polimeros biodegradaveis como poli (acido
latico) (PLA), poli (alcool vinilico) (PVA), alginato e polimeros condutores como o
PEDOT:PSS. Desta forma, realizou-se um estudo visando o desenvolvimento de
scaffolds com caracteristicas condutivas tendo como base PLA ou PVA e como
elemento condutivo o PEDOT. Para isso, realizou-se primeiramente a sintese quimica
do PEDOT:PSS avaliando-se o método de obtencéo e caracteristicas obtidas, além
da possibilidade de substituicdo do PSS pelo alginato. Posteriormente, o PEDOT:PSS
foi adicionado a solugdes de PLA e de PVA com glicerol. Produziu-se, entdo, scaffolds
através do método de moldagem de cinco composi¢des diferentes de PLA, PVA e
PEDOT:PSS. Os scaffolds foram caracterizados por espectrometria no infravermelho
com transformada de Fourier, calorimetria diferencial de varredura, analise
termogravimétrica, ensaio de compressdo, medicdo da resistividade elétrica pelo
método de quatro pontas, capacidade de absor¢cédo de agua, ensaio de degradacéo e
viabilidade celular. Nao foi possivel substituir o PSS pelo alginato utilizando a mesma
metodologia. Produziu-se scaffolds termicamente estaveis, com porosidade na faixa
de 75 - 96 %, com rigidez apropriada para diferentes tipos de tecidos humanos e com
capacidade de absorcao de 4gua que abrange de 567% para scaffolds a base de PVA
e PEDOT:PSS a 26,5% para PLA com 10% de PEDOT:PSS. Os scaffolds de PVA
com PEDOT:PSS apresentaram condutividade de 8,9 x 10* + 6,6 x 10 S/cm, e os de
PLA 2,7 x 10% + 9,7 x 10 S/cm para com 10% de PEDOT:PSS, suficientes para
incentivar a proliferacdo e diferenciagéo celular. Os scaffolds de PLA com 10% de
PEDOT:PSS nédo apresentam citotoxicidade quando comparado ao cultivo 2D
convencional em placas, enquanto os demais scaffolds testados apresentaram menor
viabilidade celular. Assim, o scaffold de PLA 10% é o mais indicado para aplicacdes
em engenharia de tecido.

Palavras-chave: scaffolds; PLA; PVA; PEDOT; engenharia de tecidos.



ABSTRACT

In the area of regenerative medicine, multidisciplinary knowledge has been applied to
build functional tissues and organs, aiming to prolong the quality and duration of life.
One of the methods used for the development of these tissues is the incorporation of
cells in scaffolds. The scaffold material must be biodegradable and bioabsorbable, in
addition to having electrical conductivity to improve cell-to-cell communication. Thus,
among the main materials used for the development of scaffolds, biodegradable
polymers such as poly (lactic acid) PLA, poly (vinyl alcohol) PVA, alginate and
conductive polymers such as PEDOT:PSS. The aim of this study was the development
of scaffolds with conductive characteristics based on PLA or PVA and PEDOT as
conductive element. For this, the chemical synthesis of the PEDOT:PSS was first
performed, evaluating the method of obtaining and characteristics obtained, in addition
to the possibility of substituting PSS for alginate. Subsequently, PEDOT:PSS was
added to PLA and PVA with glycerol solutions. Then, scaffolds were produced through
the method of molding with five different compositions of PLA, PVA and PEDOT:PSS.
The scaffolds were characterized by Fourier transform infrared spectrometry,
differential scanning calorimetry, thermogravimetric analysis, compression test,
resistivity measurement by the four-point method, water absorption capacity,
degradation assay and, cell viability. It was not possible to substitute PSS for alginate
using the same methodology. Thermally stable scaffolds were produced, with porosity
in the range of 75 — 96%, with appropriate rigidity for different types of human tissues,
and with water absorption capacity ranging from 567% for scaffolds based on PVA and
PEDOT:PSS at 26.5% for PLA with 10% PEDOT:PSS. The PVA scaffolds with
PEDOT:PSS showed a conductivity of 8.9 x 10# + 6.6 x 10* S/cm, and the PLA
scaffolds 2.7 x 10 + 9.7 x 10°® S/cm for 10% PEDOT:PSS, sufficient to encourage cell
proliferation and differentiation. PLA scaffolds with 10% PEDOT:PSS did not show
cytotoxicity when compared to conventional 2D culture in plates, while the others
scaffolds tested showed lower cell viability. Thus, the 10% PLA scaffold is most

suitable for tissue engineering applications.

Keywords: scaffolds; PLA; PVA; PEDOT,; tissue engineering.
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1 INTRODUGAO

A engenharia de tecidos tem como objetivo desenvolver substitutos bioldgicos
gue restauram, suprem ou regeneram tecidos defeituosos, mantendo a funcionalidade
de tecidos e érgaos originais. O interesse neste campo reside na diminuicdo da
demanda por transplante de 6rgdos e no acompanhamento da producdo de novos
farmacos (ATALA, 2008, 2009; DE LA VEGA et al., 2019; GUO; MA, 2018; WAHID et
al., 2018).

Os dois principais constituintes da engenharia de tecido séo células e scaffolds.
As células sdo os agentes vivos, metabolicamente ativos e terapéuticos sendo
responsaveis pela regeneracdo do tecido funcional (DEHQAN NIRI et al., 2019). Os
scaffolds s&o estruturas tridimensionais (3D) que suportam e possibilitam o
crescimento das células em novos tecidos com fungcdo e estrutura apropriadas
(ATALA, 2008, 2009; GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018).

Uma das estratégias de atuacdo da engenharia de tecidos é a utilizacdo de
scaffolds artificiais que estimulem a capacidade de regeneracdo natural do corpo
(ATALA, 2008, 2009; GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018). Estes suportes acelulares
podem ser preparados através da fabricacdo de estruturas artificiais que tendem,
lentamente, a degradar-se enquanto sdo substituidas pelas proteinas da matriz
extracelular (ECM) secretadas pelas células entrelacadas ao scaffold. Visando o
comportamento descrito, utilizam-se biomateriais que imitam a fungcdo mecénica e
biolégica da ECM natural do corpo atuando como ECM artificial (ATALA, 2008, 2009;
WAHID et al., 2018). E importante que o scaffold mimetize a matriz extracelular (ECM)
e restaure as interacdes célula-ECM (ZHANG, F.; KING, 2020).

Existem muitos requisitos e limitacdes para o desenvolvimento de scaffolds 3D
eficientes. A biocompatibilidade e a bioatividade dos scaffolds impactam os passos
iniciais de adesdo das células, antes da proliferacdo e diferenciagdo celular. A
porosidade macroscopica e microscopica dos scaffolds pode melhorar o crescimento
celular e a entrega de nutrientes e oxigénio para as células. Outros importantes fatores
sdo o controle de propriedades mecanicas e da degradacdo dos scaffolds, que
possuem um papel critico na engenharia de tecidos devido a sua importancia para a
taxa de crescimento celular e proliferacédo (FEIG; TRAN; BAO, 2018).

Dentre os tipos de materiais mais utilizados na area de engenharia de tecidos

podem ser citados materiais de origem natural como o colageno, matrizes de tecido
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acelular como a submucosa da bexiga e polimeros sintéticos como o poli (acido latico)
(PLA) (ATALA, 2008, 2009; GUO; MA, 2018). Apesar da vantagem dos materiais de
origem natural e dos tecidos acelulares em relacéo ao potencial de reconhecimento
biolégico, os polimeros sintéticos podem ser produzidos em grande escala com
propriedades e carateristicas como microestrutura, taxa de degradacdo e
propriedades mecanicas controladas (ATALA, 2009, 2012).

Polimeros intrinsicamente condutores, como polianilina, politiofenos e
polipirrdis sdo bastante utilizados no campo de bioeletrdnica como materiais que
melhoram a interface entre eletrénica e biologia (MANTIONE et al., 2017). Esses
polimeros séo utilizados na fabricacdo de substratos eletricamente condutivos na
interface direta entre scaffolds e tecidos eletricamente ativos. Ainda, podem aumentar
a biomassa da interface e modular as respostas das células como proliferacdo e
diferenciacéo (HEO et al., 2019c).

Entre os diferentes polimeros condutores, poli (3,4-etilenodioxitiofeno):poli
(estireno sulfonato) (PEDOT:PSS) é o mais promissor devido a sua alta condutividade,
facil processamento e disponibilidade comercial. Contudo, procura-se alternativas
para substituir o PSS por polimeros de maior biocompatibilidade (MANTIONE et al.,
2017).

Desta forma, neste trabalho estudou-se o desenvolvimento de scaffolds com
condutividade elétrica a base de polimeros sintéticos como o PLA e o PVA utilizando
o PEDOT como elemento condutivo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar e avaliar o desenvolvimento de scaffolds através da comparacéo das
composi¢des de mistura polimérica a base de PLA e PVA com PEDOT como carga

condutiva.

1.1.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, determinou-se 0s seguintes objetivos

especificos:
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a) Estudar a sintese e caracterizacdo do polimero condutor PEDOT:PSS;

b) Avaliar a substituicdo do PSS pelo Alginato utilizando a mesma metodologia
de sintese de PEDOT:Contraion;

c) Estudar a obtencéo de scaffolds produzidos por moldagem;

d) Avaliar e caracterizar os diferentes scaffolds compostos por PLA e PVA com
polimero condutor;

e) Analisar as propriedades elétricas, mecéanicas e bioldgicas dos scaffolds

produzidos.
1.5 JUSTIFICATIVA

Na area da saude, inUmeros sé@o os desafios existentes. Dentre esses o0 setor
de 6rgaos tem despertado a atencao de diversos estudos, pois a faléncia destes ou
fatores como lesGes e demais problemas clinicos representam elevado risco a vida.
Atualmente, transplantes de érgdos e implantacao de proteses de materiais metalicos
séo utilizados como alternativa para amenizar e/ou solucionar estes problemas.
(ATALA, 2008, 2009, 2012). Os materiais das préteses podem levar a migracéo de
ions ao organismo, causar infeccdes e pacientes podem ter sensibilidades aos metais
utilizados (FDA, 2019). A caréncia de doadores de 6rgaos tem aumentado cada vez
mais ao longo dos anos, devido ao envelhecimento da populacdo ao mesmo tempo
que novos casos de faléncia de 6rgaos aparecem (ATALA, 2008, 2009, 2012). No
Brasil, mais de 37 mil pessoas estéo na fila de espera para um transplante, enquanto
gue aproximadamente 5 mil transplantes foram realizados no ano de 2022 até o més
de outubro (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Ainda, muitas doengas ocasionam a perda de tecidos celulares especializados,
como é o caso da perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos na regiao de
substancia negra do cérebro, causada pela doenga de Parkinson, ou da perda de
tecidos, relacionada ao metabolismo e fun¢des corporais, resultante de doengas como
esclerose multipla e outros disturbios autoimunes (FODOR, 2003). No mundo, mais
de 10 milhGes de pessoas ja foram diagnosticadas com Parkinson (PARKINSON’S
FOUNDATION, 2022), a cada 5 minutos uma pessoa é diagnosticada com esclerose
multipla, e mais de 2,8 milhdes de pessoas ja foram diagnosticadas com a doenca
(FEDERAQAO INTERNACIONAL DE ESCLEROSE MULTIPLA, 2020).
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O desenvolvimento de materiais que possam ser utilizados para construir
tecidos e orgaos funcionais visando prolongar a qualidade e o tempo de vida surge
como um ramo de pesquisa multidisciplinar englobando conhecimentos de ciéncia dos
materiais e de bioengenharia (ATALA, 2008, 2009; GUO; MA, 2018; WAHID et al.,
2018). O presente estudo avaliou o desenvolvimento de scaffolds com capacidade

condutora e de facil manufatura visando aplicacdo em engenharia de tecidos.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

Em um workshop da Fundagdo Nacional de Ciéncia (National Science
Foundation) em 1988, o termo “engenharia de tecido” foi oficialmente utilizado para
significar a aplicacdo de principios e métodos de engenharia e ciéncias da vida. Esse
estudo teria como direcdo o entendimento fundamental das relacées de estrutura e
funcdo, tanto de tecidos de mamiferos normais quantos de tecidos patolégicos e,
também, o desenvolvimento de substitutos biolégicos para restaurar, manter e
melhorar a funcdo tecidual (WAHID et al., 2018). Como indicado na Figura 1,
diferentes tipos de tecidos do corpo humano podem ser reparados com o uso da
engenharia de tecidos.

Figura 1- Representacao dos diferentes tipos de tecidos humanos que podem ser

restaurados através da aplicacédo da engenharia de tecidos
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Fonte: Adaptado de Wahid et al. (2018, p. 702).

Desta forma, a engenharia de tecidos surgiu como um campo multidisciplinar
gue envolve as areas de biologia, quimica e engenharia, aplicando os conhecimentos

de transplante celular, ciéncia dos materiais e bioengenharia, com o objetivo de
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regenerar e restaurar os tecidos celulares danificados ou machucados (ATALA, 2008,
2009; GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018).

Um dos principais focos da engenharia de tecidos envolve o desenvolvimento
de substitutos bioldgicos funcionais utilizando uma combinacéo de células, scaffolds
e moléculas bioldgicas através da producdo e uso de materiais com caracteristicas
semelhantes a matriz extracelular (ECM) natural, na qual o scaffold atua como matriz
e suporte mecanico (GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018).

Como demostrado na Figura 2, primeiramente, células séo isoladas do paciente
e cultivadas em uma superficie bidimensional (2D). Em seguida, as células sao
cultivadas no scaffold junto com fatores de crescimento e, ap0s, o conjunto é
encaminhado para biorreatores onde sédo fornecidas condi¢des 6timas para as células
se organizarem em um tecido funcional. Depois do desenvolvimento do tecido, o
conjunto é transplantado no paciente para restaurar o tecido danificado (DVIR et al.,
2011).

Figura 2 — Representacdo esquematica do uso de scaffolds para a restauracdo de
tecidos danificados

=X
N/ o
lécul v
e Inoculagdo no
2 scaffold 3D
/
/ }
[ 3]
v
Organizacdo '
do tecido Fa ‘
o~ Y
< — AN e S8
\
\
\l
Transplante do ) ) o0
tecido desenvolvido “ ‘
0 . ~ )
Isolacdo das células

Fonte: Adaptado de Dvir et al. (2011, p. 14).
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Os scaffolds atuam como substitutos da ECM natural e devem proporcionar
condi¢cBes que permitam a célula secretar sua propria nova ECM natural (GUO; MA,
2018; WAHID et al., 2018). A ECM é constituida de proteinas e polissacarideos que
formam uma rede interconectada complexa. Esta rede proporciona suporte fisico para
as células e possibilita a transmissdo de sinais bioguimicos, contribuindo para a
morfogénese e homeostase (estado de equilibrio) do tecido (LODISH et al., 2014;
WAHID et al., 2018).

A morfogénese é uma etapa do desenvolvimento embrionario em que o0s
tecidos e 6rgaos sdo formados através dos rearranjos celulares. Esta etapa depende
da adeséo de células em outras células e da adeséo de células na matriz. Assim, as
adesodes celula-célula e célula-ECM sao imprescindiveis nas intera¢des celulares para
a formacéo de tecidos e na determinagéo da forma e funcédo celular (LODISH et al.,
2014). A hidrofilicidade do material do scaffold promove melhor adesao, migracéo,

proliferacéo e diferenciacéo celular (KIM et al., 2006).

2.2 MATERIAIS UTILIZADOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS

Ao longo dos anos, diversos materiais foram estudados para serem utilizados
no desenvolvimento de scaffolds, tanto de origem natural quanto sintéticos (ATALA,
2008; WAHID et al., 2018). Em especial, nos ultimos anos, destacam-se 0s polimeros
condutores (CHEN et al., 2018; GUO; MA, 2018; INAL et al., 2018; MASSOUMI et al.,
2019; SHU et al., 2019).

O termo polimero refere-se as macromoléculas formadas por unidades de
repeticdo (meros), conectados por ligacdes covalentes a partir de monémeros. Nao
ha limite definitivo para o nimero de unidades de repeticAo necessarias, porém,
estipula-se que o numero n, ou seja, 0 grau de polimerizacdo, deve ser
suficientemente alto para que a cada nova adicdo de um novo mero na cadeia
polimérica ndo ocorra uma modificacéo significativa nas propriedades fisico-quimicas
da molécula resultante (KOLTZENBURG; MASKOS; NUYKEN, 2017).

Um critério utilizado para classificar os polimeros € referente a sua origem,
podendo estes serem naturais ou sintéticos. Alguns exemplos de polimeros que
ocorrem naturalmente sdo a celulose, a lignina e a borracha natural, enquanto
polietileno, poliamidas e poliestireno sdo exemplos de polimeros sintéticos (BRAUN

et al., 2013). A maior vantagem da utilizac&o de polimeros sintéticos € o controle sobre
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as suas condicfes de producao, especificidade e reprodutibilidade de propriedades
mecanicas e fisicas (WAHID et al., 2018).

Em relagdes as caracteristicas moleculares dos polimeros, estes podem ser
classificados quanto a composi¢cao dos meros presentes, quanto & massa molecular
do polimero formado, quanto a sua forma molecular e também quanto a sua estrutura
quimica e morfolégica (CALLISTER; RETHWISCH, 2016).

Apesar da interagao intramolecular manter os meros e estruturas cruzadas ou
em redes ligados, as interagbes intermoleculares mantém as diferentes cadeias
proximas e determinam a maioria das propriedades fisicas dos polimeros
(CANEVAROLO JR., 2006).

Uma classificacdo importante dos polimeros esta relacionada ao seu
comportamento térmico, onde estes podem ser termorrigidos ou termoplasticos. Os
polimeros termorrigidos, quando submetidos a um aquecimento, formam ligacdes
cruzadas entre as cadeias passando para um estado rigido, ndo sendo possivel
retornar ao estado anterior, fato este que afeta as propriedades do material final como,
por exemplo, a solubilidade destes materiais em solventes. Os polimeros
termoplasticos ao serem submetidos a um aumento de temperatura nao formam
ligacbes cruzadas, possibilitando que o polimero volte a um estado fluido devido a
guebra de ligacfes intermoleculares presentes através da aplicacao de calor (RAVVE,
2012).

Para algumas aplicacdes e processamento de um polimero € necessario
solubiliza-lo. A solubilizacdo de um polimero € um processo fisico, lento, reversivel e
ocorre através de dois estagios, como mostrado na Figura 3. Primeiramente, o
solvente se difunde no polimero, inchando-o, formando um gel para, entdo, formar
uma solucdo verdadeira com a desintegracdo do gel e afastamento das cadeias
poliméricas com a adi¢do de mais solvente (CANEVAROLO JR., 2006).

Figura 3 — Processo de solubilizagdo de polimeros
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Fonte: Canevarolo Jr. (2006, p. 74).
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Um dos métodos utilizados para a modificacdo de propriedades dos polimeros
€ através da adicdo de materiais com caracteristicas almejadas no polimero em
solugéo e posterior evaporacao do solvente, como demonstrado na Figura 4 (LULE;
KIM, 2019; MATHEW,; OKSMAN, 2014; SINHA RAY, 2012).

Figura 4 — Representacado esquematica da incorporacdo de cargas em uma matriz
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Fonte: Adaptado de Mathew e Oksman (2014, p. 36).

Ainda, pode-se usar dialise para purificacdo de polimeros através da remocao
de ions derivados do processo de sintese. A dialise € uma técnica baseada na difusao
de ions e pequenas moléculas de uma solucédo concentrada para uma solucédo de
menor concentracdo através de uma membrana semipermeavel até atingir o
equilibrio. Essas membranas podem ser de materiais como o celofane (CARVALHO;
DIP; LUCAS, 2020; MITCHELL; KAZMI, 1973; ONNAINTY; GRANERO, 2019).

Na area médica, alguns polimeros sintéticos como o poli (&cido glicéico) (PGA)
e o poli (acido latico) (PLA) séo utilizados desde 1960. Atualmente, dentro do campo
de engenharia de tecidos, os polimeros sintéticos que apresentam maior destaque
sdo: poli (4cido latico), poli (vinil alcool), poli (acido glicéico), policaprolactona,
polihidroxibutirato, poli (succinato de butileno) e poli (propileno fumarato) (WAHID et
al., 2018).

2.2.1 Poli (acido latico)

O poli (acido latico) € um poliéster termoplastico alifatico linear produzido a
partir do &cido latico (LA). Foi descoberto por Carothers em 1932 na DuPont e,
atualmente, é produzido a partir de fontes renovaveis, como acucar, milho, batata,
cana e beterraba (LANGER; BASU; DOMB, 2016; LULE; KIM, 2019; SINHA RAY,
2012; WAHID et al., 2018). O PLA é sintetizado por polimerizacao de abertura de anel
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do LA utilizando, normalmente, alcoxidos de aluminio e estanho como catalisadores,
demostrado na Figura 5 (LANGER; BASU; DOMB, 2016; SINHA RAY, 2012; WAHID
et al., 2018).

Figura 5 — Estruturas quimica do &cido latico e PLA e reacéo de polimerizacéo do
PLA
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Fonte: Adaptado de Sinha Ray (2012, p. 1711).

Além de ser hidrofébico e semicristalino (SINHA RAY, 2012; LANGER 2016;
WAHID, 2018), o PLA é completamente biodegradavel e bioabsorvivel, pois suas
ligagbes éster sdo hidroliticamente clivaveis, resultando em fragmentos menores
metabolizaveis que sdo facilmente eliminados do corpo. Desta forma, nas ultimas
cinco décadas, o PLA tem sido o principal polimero usado em pesquisas e aplicacdes
biomédicas (SINHA RAY, 2012; LANGER 2016; WAHID, 2018).

2.2.2 Poli (vinil alcool)

O poli (vinil &lcool) (PVA) é um polimero sintético semicristalino, sendo a forma
hidrolisada do acetato de polivinila, como mostra a Figura 6. O PVA é um copolimero
que consiste em unidades hidroxila e acetil remanescentes da hidrélise incompleta do
poli (acetato de vinila) de origem. Portanto, os polimeros com mais de 50% de grupos
hidroxila sdo considerados poli (vinil alcoois), enquanto aqueles com mais de 50% de

grupos acetil sdo poli (acetatos de vinila) (SAPALIDIS, 2020).

Figura 6 - Estruturas quimica do acetato de vinilo e do PLA e reacéo de
polimerizagéo do PLA
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Fonte: Adaptado de Marin, Rojas e Ciro (2014, p. 676).
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O PVA é amplamente utilizado em varias aplicacbes biomédicas e € um
material aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) (HOU; WANG, 2017,
MARIN; ROJAS; CIRO, 2014; PENG et al., 2018). Esse polimero é um excelente
material para a producéo de espumas e emulsdes. Desta forma, tem sido amplamente
utilizado para produzir matrizes de espuma para cultura de células 3D e regeneracao
de tecidos devido a combinacdo de biocompatibilidade, ndo toxicidade, féacil
processamento e relativo baixo custo (FERREIRA et al., 2020). Além disso, o PVA
tem grande capacidade de reter uma quantidade significativa de agua ou fluidos
bioldgicos, inchando sem dissolver (DATTOLA et al., 2019). As espumas de PVA
proporcionam excelente estabilidade mecanica e de pH, flexibilidade e
semipermeabilidade, o que permite o transporte de oxigénio e nutrientes que séo
necessarios para a sobrevivéncia celular, bem como para a remocdo de residuos
secretados pelas células (FERREIRA et al., 2020).

2.2.3 PEDOT:PSS

Os polimeros eletricamente condutores sao divididos em dois grandes grupos:
0os polimeros condutores extrinsecos e o0s polimeros condutores intrinsecos. Nos
polimeros extrinsecos sdo adicionadas cargas condutoras como negro de fumo e
fibras metalicas, que sdo responsaveis pelo transporte elétrico. J& os polimeros
intrinsecos conduzem eletricidade sem a incorporacao destas cargas (FAEZ et al.,
2000).

Os polimeros intrinsicamente condutores sédo polimeros que possuem em sua
cadeia ligacdes duplas carbono-carbono conjugadas, ou seja, ligacdes simples e
duplas intercaladas, como mostrado na Figura 7 (FAEZ et al., 2000; INAL et al., 2018;
REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Figura 7 — Orbitais 11 resultantes das ligacfes duplas conjugadas
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Fonte: Augusto (2012, p. 28).
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Os principais materiais com estas propriedades sdo os baseados em
politiofenos, polifenilenos, polianilinas, polipirrdis e poli (p-fenileno vinileno). As
estruturas quimicas de alguns dos principais polimeros condutores intrinsecos estéo
dispostas na Figura 8 (AUGUSTO, 2012).

Figura 8 — Estruturas dos principais polimeros condutores intrinsecos
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Fonte: Augusto (2012, p. 29).

O poli (3,4-etilenodioxitiofeno), comumente conhecido com PEDOT, € um
polimero condutor intrinseco derivado do politiofeno, o qual apresenta uma
condutividade bastante interessante (ELSCHNER et al.,, 2011). Estudos relatam
valores de até 6000 S/cm (GUEYE et al., 2016; WANG, X. et al., 2018). Ele € obtido a
partir do mondémero 3,4-etilenodioxitiofeno (EDOT). A formula estrutural de ambos
estd demonstrada na Figura 9 (ELSCHNER et al., 2011).

Figura 9 — Estruturas do EDOT e do PEDOT
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Fonte: Adaptado de Elschner et al. (2011, p. 92).
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Esse polimero foi desenvolvido pela Bayer®, mas apesar de sua elevada
condutividade elétrica, apresentava baixa processabilidade. Contudo, esse problema
foi resolvido adicionando-se ao sistema o poli (estireno sulfonato) (PSS), o qual atua
como um contraion ao PEDOT, formando um complexo polieletrélito. Este complexo
€ obtido como dispersdes de PEDOT:PSS (AUGUSTO, 2012; ELSCHNER et al.,
2011; REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

A formacéao do complexo polieletrélito de PEDOT:PSS ocorre in situ, através da
polimerizacdo oxidativa do monémero EDOT na presenca de PSS em agua, como
indicado pela reacdo na Figura 10. Utiliza-se um sal de Fe (lll) como catalisador e um
agente oxidante, por exemplo persulfatos, para polimerizar e dopar o PEDOT, pois o
PSS néo tem efeito oxidativo (ELSCHNER et al., 2011; REYNOLDS; THOMPSON;
SKOTHEIM, 2019).

Figura 10— Reacéo de formacdo do PEDOT:PSS

6n Q+ 7 n Na,S,04

+ 14 nSO,% + 14 nNa* + 12 nH*

Fonte: Adaptado de Elschner et al. (2011, p. 119).

As cargas negativas nos grupos sulfonato (SOs~) do PSS neutralizam as cargas
positivas no PEDOT dopado enquanto, através da repulsdo de Coulomb entre
particulas coloidais, as cargas superficiais fornecidas pelos grupos de acido extra
sulfénico (SO3sH*) estabilizam a dispersdo coloidal aquosa, fazendo com que o
PEDOT, que nao é soluvel em qualquer solvente, seja disperso na agua. Na Figura
11 esta apresentada a forma esquematica da estrutura quimica e dispersao do
PEDOT:PSS, na qual cadeias azuis representam o PEDOT e as cinzas o PSS
(ELSCHNER et al., 2011; REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).
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Figura 11 — Estrutura e morfologia do PEDOT:PSS
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Fonte: Adaptado de Rivnay et al. (2016, p. 2).

E necessario que haja uma quantidade excessiva néo estequiométrica de PSS
para manter a dispersao estavel. A propor¢cao molar mais utilizada comercialmente de
PEDOT:PSS, ou seja, de grupos tiofenos (unidades de EDOT) para grupos de acidos
sulfénicos (unidades de estireno sulfonato) € de 1:1,9, o que corresponde a uma
proporcdo em massa de 1:2,5 (ELSCHNER et al., 2011; REYNOLDS; THOMPSON,;
SKOTHEIM, 2019).

O PSS é altamente higroscopio e absorve facilmente a 4gua do ambiente. Em
um primeiro grau de sor¢do, as moléculas de agua séo absorvidas nos grupamentos
de &cido sulfénico hidrofilico através de ligacdes de hidrogénio, Figura 12, e em um
grau maior de sorcdo, quando os sitios ativos estdo saturados, as moléculas
apresentam-se como agua livre nos filmes de PEDOT:PSS. A agua ocupa um certo
volume entre os grdos de PEDOT:PSS, aumentado a distancia entre as cadeias, o
qgue leva a um aumento da resistividade do fiime (ZHANSHAYEVA; FAVARON;
LUBINEAU, 2019).

Figura 12 — Ligacao de hidrogénio entre o PSS e a dgua
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Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2014, p. 5).
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O tamanho médio de particulas PEDOT: PSS, normalmente, encontra-se na
faixa de 10 nm a 1 um. Contudo, observou-se que este pode ser diminuido através de
um processo de cisalhamento, Figura 13, no qual particulas com 380 nm passaram a
apresentar um tamanho médio de 23 nm apds o processo (ELSCHNER et al., 2011).

Figura 13 — Distribuicdo do tamanho de particula de PEDOT:PSS antes e depois de

processo de cisalhamento
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Fonte: Adaptado de Elschner et al. (2011, p. 122).

2.2.3.1 PEDOT:Polianion

O objetivo dos scaffolds € promover um ambiente que estimule o crescimento
celular e, apesar de comprovado que o PEDOT:PSS pode ser utilizado para cultura
de células, o PSS apresenta baixa biocompatibilidade. Desta forma, tem-se buscado
substituir o PSS por alguns biopolimeros carregados, como o0s polissacaridos
aniénicos (MANTIONE et al., 2017).

Os polissacarideos séo polimeros produzidos naturalmente com bioatividade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade inerentemente desejaveis. Compostos de
polimeros condutores e polissacarideos podem ser eletroativos, biodegradaveis e
biocompativeis (LV et al., 2012).

LV et al. (2012) eletropolimerizou filmes de PEDOT dopados com sais
inorganicos e diferentes polissacarideos aniénicos como carboximetilcelulose (CMC),
acido hialurénico (HA), goma xantana, pectina e goma gelana, em que os filmes
dopados com os polissacarideos anidnicos naturais apresentaram propriedades

eletroquimicas estaveis.
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Dispersfes aquosas de PEDOT com biopolimeros também foram sintetizados
por polimerizacdo quimica, utilizando DNA, celulose sulfatada, sulfonato de dextran,
acido hialurénico, heparina, sulfato de condroitina, pectina e goma guar como
dopantes (MANTIONE et al., 2017). Conforme apresentado por Mantione et al., essas
dispersdes apresentaram aspecto macroscopico semelhante as dispersées PEDOT:
PSS obtendo-se também dispersdes azuis escuras (MANTIONE et al., 2017).

As propriedades eletroquimicas de filme de PEDOT:biopolimero, por exemplo,
PEDOT:sulfato de dextran ou PEDOT:DNA, séo semelhantes a filmes de PEDOT:
PSS. Além disso, a condutividade elétrica de filmes produzidos por drop-cast ou spin-
coating € semelhante ao PEDOT:PSS puro, sem tratamentos adicionais, com valores
entre 10" e 10 S/cm (MANTIONE et al., 2017).

Em relacdo ao PEDOT:sulfato de dextran, este n&o interferiu com o
crescimento celular de células L-929, em contraste com a diminuicdo do namero de
células em cultura quando utilizou-se o PEDOT:PSS. Além disso, o PEDOT:sulfato de
dextran foi absorvido pelas células PC12, enquanto PEDOT: PSS nédo foi. O
PEDOT:DNA e o PEDOT:sulfato de celulose apresentam maior condutividade em
relacdo ao PEDOT:PSS. No caso do PEDOT:sulfato de condroitina, o complexo
fornece suporte funcional em processos neurorregenerativos e protecdo adicional em
meio oxidativo (MANTIONE et al., 2017).

O alginato é amplamente utilizado para engenharia de tecidos cardiacos devido
a sua biocompatibilidade, natureza ndo trombogénica e processo de gelificacao leve.
Ainda, o alginato foi aprovado para ensaios clinicos de fase Il para o tratamento de
infarto do miocéardio. Os hidrogéis a base de alginato podem inchar em grande
extensdo na agua e manter sua estrutura de rede 3D no estado inchado, o que é
benéfico para a formacéo de scaffolds macroporosos (YANG et al., 2020). Existem
diferentes estudos que comprovam a biocompatibilidade do alginato in vitro e in vivo
(BONI et al., 2018).

No trabalho de Yang et al. (2020), o PEDOT foi sintetizado in situ ha matriz de
alginato reticulado com diferentes concentra¢cées. O monémero EDOT é um liquido
oleoso insoluvel em agua, mas pode formar uma emulsdo estavel em solucdo de
alginato. A polimerizagdo ocorre nas goticulas de EDOT e particulas de PEDOT séo
formandas na matriz de alginato. A adicdo de PEDOT pode formar emaranhamento
nas cadeias de alginato por meio de interacdes de hidrofilicidade/hidrofobicidade e a
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coordenacao subsequente entre PEDOT e as cadeias de alginato pode formar um

ponto de reticulacdo, como mostra a Figura 14.

Figura 14 - Interacao entre o PEDOT e o alginato

PEDOT

HO” Alginato

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2020, p. 3175)

Os scaffolds resultantes apresentaram moédulo de elasticidade ajustavel na
faixa de 10 a 100 kPa, que € semelhante ao do miocardio natural (10-20 kPa) no inicio
da diastole. A condutividade variou de 1073 a 1072 S/cm, que é préxima a do tecido
cardiaco nativo. Além disso, a taxa de degradacdo aumentou com o aumento da
concentracdo de PEDOT (YANG et al., 2020).

Embora existam estudos de biocompatibilidade dessas dispersées de PEDOT,
pouco se sabe sobre seus efeitos a longo prazo quando implantadas. O teste
citotoxico mais longo realizado até o momento teve duracdo de 96 h no caso do
PEDOT: sulfato de dextrana (MANTIONE et al., 2017).

2.3 PROPRIEDADES DOS MATERIAIS

Entre as principais caracteristicas de um scaffold, este deve apresentar
biocompatibilidade de forma que proporcione um ambiente para que as ceélulas
possam facilmente se aderir, proliferar, migrar e se diferenciar. Os produtos de sua
degradacédo devem ser facilmente eliminados do organismo e atoxicos. Além disso, o
scaffold precisa ser biodegradavel, com uma taxa de degradacdo controlavel e
compativel com a taxa de formacao dos tecidos a partir da secrecdo da nova ECM
natural e absorcéo do scaffold pelo organismo (GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018).
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Ainda, o scaffold necessita manter integridade mecanica que permita o
manuseio, deve possuir uma grande quantidade de poros que facilite o transporte de
nutrientes e a migragao celular, mantendo um equilibrio entre porosidade, rigidez e
dureza. A estrutura do scaffold estd condicionada a morfologia celular como, por
exemplo, quando aplicadas as células nervosas, caracteristicas como poros
alongados sado indispensaveis e sua superficie deve permitir alteracdes para o
controle de migracao e adeséo celular (GUO; MA, 2018; WAHID et al., 2018).

Para que ocorra a substituicado do tecido sem inflamacéo, o material do scaffold
deve ser biodegradavel e bioabsorvivel, proporcionando um ambiente que viabilize a
regularizacdo do comportamento celular como adesao, proliferacdo, migracdo e
diferenciacao para que seja formado um tecido funcional (ATALA, 2009, 2012; GUO;
MA, 2018; WAHID et al., 2018). Uns dos materiais mais usados em aplicagcdes na
area da saude sdo os polimeros biodegradaveis devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, facilidade de processamento, estabilidade térmica e baixo custo
(ZHANG; KING, 2020).

Em sua definicdo mais simples, o termo biodegradabilidade refere-se a dado
material passivel a ser quebrado em constituintes menores em condicdes
biologicamente benignas ou fisioldgicas. Para diversas aplicacdes a completa quebra
das cadeias poliméricas € desnecessaria e apenas a desintegracdo da matriz é
suficiente para evitar procedimentos subsequentes de remocdo destes materiais
(FEIG; TRAN; BAO, 2018). Assim, ndo h& a necessidade de uma completa
desestruturacdo do scaffold caso a biocompatibilidade do material seja mantida apés
a formacéo do tecido (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020).

Os compdsitos poliméricos podem se degradar através de dois tipos de
mecanismos, como mostra a Figura 15. Pelo mecanismo tipo |, a matriz se decompde
em pequenas moléculas, enquanto a fase contendo o material ativo mantem-se
inteira. Por outro lado, no mecanismo tipo Il, tanto a matriz como 0s materiais ativos
sdo totalmente decompostos em mondmeros ou oligbmeros (FEIG; TRAN; BAO,
2018).



33

Figura 15 - Tipos de mecanismo de degradacédo de compdsitos poliméricos

Tipo | Tipo Il

Degradagdo parcial Degradagao completa

Fonte: Adaptado de Feig et al. (2018, p. 338)

Materiais com degradacao parcial possuem um grande impacto em aplicacdes
de engenharia de tecidos. A transitoriedade da degradacdo na mesma escala de
tempo da cura ou regeneracdo € critica para tais aplicacées in vivo, uma vez que
scaffolds ndo degradaveis podem causar uma resposta inflamatéria crénica (FEIG;
TRAN; BAO, 2018). Além, a cinética de degradacdo deve ser controlada de forma
adequada. Essa deve ser projetada considerando a interagédo entre o crescimento de
novo tecido com as propriedades mecanicas, perda de massa molecular e de massa
dos scaffolds (HENKEL; HUTMACHER, 2013).

Para qualquer aplicacéo in vivo, o material e seus produtos de degradacao
devem ser néo citotoxicos e capazes de serem descartados pelo corpo por meio de
processos como fagocitose, metabolizacdo ou bioabsorcdo (FEIG; TRAN; BAO,
2018). Ainda, os scaffolds precisam corresponder ao maximo possivel de
caracteristicas do tecido no momento da implantagdo (HENKEL; HUTMACHER, 2013)

Entre os materiais derivados naturalmente, polissacarideos a base de plantas
(por exemplo, celulose, alginato, dextrano) e polimeros derivados de animais (por
exemplo, colageno, seda, quitosana) tém sido empregados para aplicacdes
transitérias devido a sua degradabilidade enzimatica intrinseca (FEIG; TRAN; BAO,
2018).

O processo de degradacédo pode envolver diversos mecanismos que estao
relacionados ao tipo e composi¢cdo quimica do material. Para scaffolds de espuma

polimérica, os principais mecanismos de degradacao in vitro envolvem dissolu¢do ou
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solvatacdo em agua, erosdo, clivagem enzimatica ou ligacbes hidrolisaveis
(FERREIRA et al., 2020). No entanto, a maior parte da literatura relacionada com
polimeros biodegradaveis e eletrénica tem sido, até o momento, limitada a utilizagéo
das ligacdes hidrolisdveis presentes nos grupos funcionais como éster, amida,
tioester, imina, imida, anidrido, carbonato, uretano e ureia, para degradar o compaésito
em condi¢Bes aquosas fisioldgicas (FEIG; TRAN; BAO, 2018).

A taxa de hidrdlise depende da arquitetura quimica e morfologia do polimero,
bem como da composicdo e temperatura do ambiente. A taxa de degradacao
normalmente aumenta com a presenca de grupos hidrolisaveis, hidrofilicidade e area
superficial acessivel, porém diminui com o aumento da cristalinidade (FEIG; TRAN;
BAO, 2018) sendo também influenciada pela porosidade e tamanho dos poros
(HENKEL; HUTMACHER, 2013). Considerando coletivamente esses parametros, 0os
tempos de degradacdo de materiais biodegradaveis sintéticos comuns podem ser
ajustados a partir de alguns dias até varios anos (FEIG; TRAN; BAO, 2018).

A degradacgéo dos polimeros PLA, PGA e PCL inicia-se, principalmente, por
meio da hidrélise da ligacédo éster. Normalmente, decorre de 3 a 6 anos para que 0
PLA seja completamente degradado; 1-3 anos para PCL; 3-4 meses para PGA. A
taxa de degradacdo do PLA tende a ser rapida em ambientes acidos e basicos em
comparacao com uma condicdo neutra. Os produtos de degradacdo do PLA séo
unidades monomeéricas ou oligoméricas de acido lactico, que podem ser
metabolizadas por neurbnios no cérebro, oxidadas em piruvato pelas células
cardiacas, musculares e cerebrais e convertidas em glicose por gliconeogénese no
figado (ZHANG; KING, 2020). Sao os produtos da degradacdo metabodlicos naturais
nao toxicos em baixas concentracbes e que sao eliminados do corpo na forma de
diéxido de carbono e agua (ALAM et al., 2020; ATALA, 2008, 2009).

Os poliésteres de a-hidroxiacidos, incluindo o PLA, ja possuem aprovacao do
FDA em diversas aplicacdes de uso humano (ALAM et al., 2020; ATALA, 2008, 2009).
Por serem termoplasticos, esses polimeros podem ser facilmente moldados em
scaffolds de trés dimensdes, com forma, dimensao e microestrutura pré-estabelecidos
(ATALA, 2008, 2009). Embora PLA, PGA e PCL e copolimeros tenham muitas
vantagens, sua principal limitagdo, que € comum a maioria dos polimeros sintéticos,
é a falta de bioatividade (ZHANG; KING, 2020).

Uma estratégia para polimeros condutores biodegradaveis é misturar

polimeros conjugados com polimeros isolantes biodegradaveis. Misturas condutoras
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feitas dessa maneira exibem degradacao do tipo | e sdo capazes de se desintegrar
mesmo se 0s polimeros ndo puderem ser totalmente decompostos em seus
constituintes monoméricos. Como 0 componente que promove a conducado elétrica
ndo é degradavel, o objetivo € maximizar a condutividade elétrica, minimizando a
concentracéo relativa do componente conjugado ndo degradavel (FEIG; TRAN; BAO,
2018).

A concentragdo do componente condutor deve estar acima do limite de
percolagdo para formar vias de condugéo dentro da matriz isolante. Uma vez que
minimizar a proporcdo de materiais condutivos € importante para alcancar alta
biodegradabilidade, esses materiais sdo U(teis para aplicacbes onde a alta
condutividade néo € necesséria, como estimulacdo elétrica moderada para promover
0 crescimento celular e regeneracéo do tecido. Uma vez que a regeneracao do tecido
normalmente ocorre em um periodo de 1 a 2 meses, esses tipos de materiais devem
se desintegrar em escalas de tempo semelhantes (FEIG; TRAN; BAO, 2018).

As propriedades dos polimeros sao variadas e dependem de varios parametros
como: tipo de monbémeros, ligacdo quimica entre as unidades repetidas, grau de
polimerizacdo, arquitetura da cadeia (linear ou reticulada), adicdo de monémeros
diferentes ao longo das cadeias poliméricas (copolimerizacdo), organizacao dos
mondmeros em uma copolimerizagao, interacdes intramoleculares presentes, além de
fatores relacionados ao processamento e aditivagdo (KOLTZENBURG; MASKOS;
NUYKEN, 2017).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para caracterizar propriedades
especificas dos materiais apresentados. A composicdo quimica e interacdo dos
grupos funcionais dos polimeros podem ser determinadas através da Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) devido a presenca de bandas
caracteristicas a estes grupos (THOMAS; GROHENS; JYOTISHKUMAR, 2015).

A espectroscopia no UV-Visivel também pode ser utilizada para caracterizagéo
de materiais. Nessa técnica, fundamentada na lei de Lambert-Beer, o
espectrofotometro mede a absorcéo de radiacdo pela amostra nas regides ultravioleta
e visivel. Por exemplo, as dispersdes aquosas de PEDOT apresentam uma banda
larga na regidao de 600 a 1000 nm referente ao seu estado oxidado e condutor
(ABDIRYIM et al., 2014; NABID et al., 2010; PACIOS et al., 2007).

As propriedades mecénicas dos materiais séo influenciadas por diversos

parametros como morfologia, parametro que estd associado a presenca de regides
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amorfas e/ou cristalinas, assim como a presenca de defeitos como discordancias,
lacunas (vazios) e atomos e ions intersticiais. Nas regides amorfas as cadeias estao
desalinhadas e desorganizadas, enquanto nas regides cristalinas as cadeias estao
alinhadas apresentando diferentes graus de cristalinidade. As regides cristalinas sao
chamadas de cristalitos e tém forma de plaquetas em que as cadeias dobram sobre
elas mesmas, como representado na Figura 16 (CALLISTER; RETHWISCH, 2016).

Figura 16 — Representacgdo do cristalito e dos tipos comuns de defeitos existentes

nos polimeros solidos
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Fonte: Callister e Rethwisch (2016, p. 521).

As propriedades mecéanicas dos polimeros podem ser determinadas através de
ensaios de compressao. A tenséo (o) é a forca aplicada (F) sobre a area de secao
transversal (4,), calculada pela Equacdo 1, e possui unidade em MPa. Ja a
deformacéo (¢) é determinada pela razdo entre a variacdo do comprimento e o
comprimento inicial do corpo de prova. A deformacdo € adimensional, mas
comumente € expressa em “milimetros por milimetros” (CALLISTER; RETHWISCH,
2016).

o=— Q)

Conforme a Lei de Hooke, na regido de deformacado elastica do ensaio de

tracdo, a tensdo é diretamente proporcional & deformagé&o do material e o modulo de
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elasticidade (E) é a constante de proporcionalidade desta relacdo, como indicado pela
Equacgédo 2 (CALLISTER; RETHWISCH, 2016).

o =Ee (2)

O moddulo de elasticidade, ou modulo de Young, representa a resisténcia do
material a deformacéo elastica, ou seja, a rigidez do material. Assim, quanto maior for
0 modulo de Young, maior sera a deformacdo do material para uma mesma tenséo
aplicada (CALLISTER; RETHWISCH, 2016).

A fratura de polimeros termoplasticos pode ser tanto de modo fragil quanto
dactil. Ainda, estes polimeros podem apresentar transicdo de fragil para ductil.
Qualquer modificagdo na estrutura dos polimeros, que promova 0 aumento da
temperatura de transicdo vitrea, favorece a fratura fragil. Normalmente, os
termoplasticos sédo frageis abaixo de sua temperatura de transi¢céo vitrea e, conforme
eleva-se a temperatura, comeca a apresentar deformacdo plastica (CALLISTER;
RETHWISCH, 2016).

Os polimeros podem apresentar trés temperaturas de transicao caracteristicas,
sdo estas: a temperatura de transicdo vitrea (Tg), a temperatura de fusdo (Tm) e a
temperatura de transicdo da cristalizacdo (Tc). A temperatura de transicao vitrea
representa o valor médio da faixa de temperatura em que as cadeias da fase amorfa
do polimero passam a ter maior mobilidade, possibilitando a sua conformacédo. A
temperatura de fusdo € evidenciada em polimeros semicristalinos, pois representa o
valor médio da faixa de temperatura em que ocorre a fusdo dos cristalitos
desaparecendo as regides semicristalinas. A temperatura de cristalizacao representa
a faixa de temperatura em que durante o resfriamento de um polimero semicristalino,
que estava fundido, as cadeias comecam a se organizar espacialmente
(CANEVAROLO JR., 2006).

Uma das técnicas utilizadas para determinar essas temperaturas € a
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), na qual a amostra € aquecida a uma taxa
constante e é medido o fluxo de calor necessario para manter esta taxa. Esse fluxo
de calor esta relacionado a energia necessaria para a aumentar em 1°C a temperatura
de uma determinada substancia, ou seja, a capacidade calorifica (Cp). Na Figura 17
esta apresentado um grafico tipico de DSC. Normalmente, a Tg € considerada no meio
da linha de inclinacédo, a Tc no ponto mais alto do pico exotérmico e a Tm no ponto
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mais alto do pico endotérmico (BRAUN et al., 2013; CANEVAROLO JR., 2006;
KOLTZENBURG; MASKOS; NUYKEN, 2017).

Figura 17 — Representacdo do gréfico tipico da andlise de DSC
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Fonte: Adaptado de Braun et al. (2013, p. 116).

Pode-se, também, determinar o grau de cristalinidade do polimero através da
analise de DSC. O grau de cristalinidade ¢é obtido através da Equacéo 3, onde divide-
se a entalpia de fusdo da amostra (AH,,), obtida pela area do pico endotérmico de
fusao, pela entalpia de fusdo se o polimero fosse totalmente cristalino (AH;,,) (BRAUN
et al., 2013; CANEVAROLO JR., 2006).

Hm

AH;,

Grau de cristalinidade (%) = X 100% (3)
Para avaliar a estabilidade térmica e composicdo dos materiais utiliza-se a
analise termogravimétrica (TGA). Nessa analise, sob atmosfera controlada, mede-se
a quantidade e a taxa em gque ocorre perda de massa em funcdo da temperatura.
Como cada substancia apresenta um decaimento em zonas diferentes, com
conhecimento prévio descrito na literatura, detém-se informa¢gBes quanto a

composicao e percentual de componentes na amostra (SEPE, 1997).

2.3.1 Mecanismo de conducao elétrica

O transporte elétrico € uma das caracteristicas primordiais quando ha interesse
em materiais com habilidades condutoras. Nos polimeros condutores intrinsecos, 0s
elétrons 1T da ligacdo dupla podem ser removidos por oxidagcdo ou adicionados por
reducdo, formando um ion polimérico. Um agente de transferéncia de carga é o

responsavel por promover a oxidagdo ou reducdo da cadeia, transformando o
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polimero isolante em um polimero semicondutor ou condutor conforme o valor da
condutividade elétrica indicado na Figura 18. Esses agentes de transferéncia de carga
podem ser aceptores ou doadores de elétrons, sendo chamados de dopantes
analogicamente aos dopantes utilizados em semicondutores inorganicos (ELSCHNER
et al., 2011; FAEZ et al., 2000; REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Figura 18 — Condutividade elétrica para diferentes materiais
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Fonte: Adaptado de Elschner et al. (2011, p. 3).

Um dos modelos utilizados para explicar a condutividade elétrica dos polimeros
€ 0 modelo das bandas. A interacdo da célula unitaria, tanto em um polimero como
em um cristal, com os seus vizinhos, promove a formacéo de bandas eletronicas. A
Banda Eletrénica de Valéncia (BV) correspondente aos niveis eletrdnicos ocupados
de mais alta energia, e a Banda de Conducéao (BC), aos niveis eletrénicos vazios de
mais baixa energia. Entre as duas bandas existe uma faixa de energia proibida,
chamada de bandgap, que dependendo de sua largura determina as propriedades
elétricas do material (ELSCHNER et al.,, 2011; FAEZ et al., 2000; REYNOLDS;
THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

No caso do PEDOT, quando ha a remocao de um elétron através da oxidacéao,
0 numero de elétrons se torna impar, o que leva a um desbalanco entre os estados
de spin-up e spin-down. Desta forma, um estado vazio € formado no espaco entre as

bandas de valéncia e conducéo, Figura 19 (f), correspondente ao estado polaron com
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carga positiva unitaria. Como demonstrado nas Figura 19 (a) e (b), o polaron fica
localizado sobre uma certa quantidade de unidades da cadeia polimérica e conduz a
uma modificacdo no tamanho da ligacao devido a forte interacdo elétron-rede, o que
causa a transicdo da cadeia do estado aromatico para o0 quinoide neste ponto
(REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Quando dois elétrons sdo removidos da cadeia, o numero de elétrons total é
uniforme e um estado bipolaron € formado como indicado na Figura 19 (g). O estado
bipolaron representa um estado eletrdnico vazio correspondente a dois elétrons. Isto
leva a alteracdo do comprimento de ligacdo semelhante ao polaron, como indicado na
Figura 19 (c) e (d), porém, maior devido ao estado bipolaron ser referente a dois
elétrons. Com a retirada de mais elétrons da cadeia ha formagdo consecutiva de
estados polaron e bipolaron em relacdo a remocao de uma quantidade impar e par,
respectivamente, de elétrons da cadeia, como indicado nas Figura 19 (h) e (k)
(REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Figura 19 — Representacao dos estados polaron e bipolaron e suas influéncias na
cadeia de PEDOT.
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E importante ressaltar que, para o PEDOT, o movimento de elétrons entre
cadeias é o fator limitante da movimentacao dos elétrons, pois 0 comprimento espacial
dos estados polaron e bipolaron é menor que a cadeia polimérica do PEDOT, apesar
de a mesma ser curta, com cerca de 15 unidades monoméricas. Assim, a
sobreposicao entre as funcdes de onda polaron e bipolaron na mesma cadeia é mais
forte do que entre cadeias, de forma que o arranjo das cadeias impactara no valor da
condutividade elétrica (REYNOLDS; THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Além do mais, os polimeros condutores tornam-se isolantes quando passam
do estado dopado ou oxidado para um estado reduzido através da aplicacdo de um

potencial negativo como mostra a Equacao 4 (PARK, H. S. et al., 2013).

EDOT; -SS™ + e~ + C* -» EDOT? -SS™-C* 4)

Em que:
e EDOT é a unidade monomérica de PEDOT;
e nénumero de EDOT;
e SS é a unidade monomeérica do PSS;
e ¢~ éelétron;

e (% é o cation no eletrdlito.

Para determinar a condutividade elétrica de filmes, sabe-se que a
condutividade elétrica (0e) com unidade S/cm € o inverso da resistividade elétrica (p)
com unidade Q.cm, e a resistividade pode ser obtida através da resisténcia de folha
(Rs) e da espessura do filme (t), como indicado pela Equacdo 5 (REYNOLDS;
THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

A resisténcia de folha pode ser determinada através do meétodo de quatro
pontas, em que duas pontas séo utilizadas para transporte da corrente (I) e as outras
duas séao utilizadas para medir a tensao (V), e calculada pela Equacéo 6 (REYNOLDS,;
THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).
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Rs = ln722) % (?) ©)

Para um arranjo em que as quatro pontas estdo alinhadas linearmente e
equidistantes o fator de geometria 1/In (2) € aproximadamente 4,53 (REYNOLDS,;
THOMPSON; SKOTHEIM, 2019).

Este método também pode ser utilizado para a medicdo da condutividade
elétrica de scaffolds porosos como indicado nos trabalhos de Lalwani et al. (2013) e
Wan, Wu e Wen (2004).

2.3.1.1 Condutividade elétrica em scaffolds

Os principais fatores que influenciam o crescimento celular nos scaffolds séo a
topografia, porosidade, dureza e carga superficial. Entretanto, acredita-se que a
condutividade elétrica do scaffold melhora seu desempenho celular, pois permite a
comunicagdo elétrica entre as ceélulas (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL;
AMDURSKY, 2020; FANI et al.,, 2019). Ainda, o aumento da densidade de
transportadores de cargas no scaffold, além de realizar a transducédo de sinais
elétricos, leva ao aumento da adesdo celular (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL;
AMDURSKY, 2020).

Os scaffolds condutivos podem apresentar comportamento ativo, quando
permitem a aplicagcdo de uma tenséo para provocar um sinal na cultura celular, ou
passivo, quando este apenas responde aos sinais gerados pelas células
(BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020).

Scaffolds ativos tém sido usados para estimular o crescimento celular em
tecidos nervosos (BABAIE et al., 2020; DONG et al., 2020; ZHAO, Y. et al., 2020; ZHU,
W. et al., 2018), cardiacos (ADAMS et al., 2017; ALEXANIAN et al., 2020; GANJI et
al., 2016; LI, X.-P. et al., 2021; MOMBINI et al., 2019; PARK, H. et al., 2014) e 6sse0s
(CUI, H. etal., 2012; CUI, L. et al., 2020; DAS et al., 2020; LI, Jianfeng et al., 2020). A
estimulacdo elétrica incita a migracdo e diferenciacdo dessas células além de
promover melhor proliferacdo celular (GARRUDO et al., 2019). Em redes neurais,
essa estimulagédo é utilizada para induzir a formacéo de aglomerados de células, além
de, através da fusdo de células com miofibras, possibilita a regeneragdo do musculo
esquelético (PEREZ; SERRANO; OLMO, 2020). Isso € possivel, pois a conservacio
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de funcdes biolégicas normais como sinalizacdo do sistema nervoso, contracao
muscular e cicatrizacdo de feridas é dependente da bioeletricidade presente no corpo
humano (HEO et al., 2019a).

Em scaffolds condutivos o estimulo elétrico pode ser localizado devido a
presenca de elementos condutivos no material (GHASEMI-MOBARAKEH et al.,
2009). Uma tenséao externa aplicada no scaffold induz as células a acionarem ou néo
uma acao potencial relacionada a sua localizacdo (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL,
AMDURSKY, 2020). A tensao limite da célula é determinada em referéncia ao
potencial de sua membrana celular (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY,
2020; FANI et al., 2019). Estes scaffolds podem ser utilizados tanto em in vitro quanto
in vivo (SHI, G. et al., 2004).

Ja scaffolds condutivos passivos suportam adeséao celular, crescimento celular,
conectividade e comunicacao intercelular devido ao scaffold suportar alocacdo de
cargas na interface scaffold-célula (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY,
2020). Estudos tem utilizados estes em aplicagcbes com células cardiacas (AHMADI
et al., 2021, LI, Junjie et al., 2020; TASHAKORI-MIYANROUDI et al., 2020), neurais
(ABEDI; HASANZADEH; TAYEBI, 2019; SU et al., 2019) e ésseas também (ALAM et
al., 2020; ALAM; VARADARAJAN; KUMAR, 2020; GHORAI et al., 2022).

Similar ao mecanismo de ac¢édo potencial da estimulacao elétrica, em scaffolds
condutivos as cargas elétricas acumulam ao redor da célula geradora de sinal para
compensar o potencial gerado. Essas cargas sao provenientes da vizinhanca, o que
resulta em um decaimento de potencial em volta da célula fonte. Desta forma, ha a
formacdo de um comportamento tipo capacitancia em que cargas acumulam na
interface scaffold-célula sem corrente passando por ela (BURNSTINE-TOWNLEY;
ESHEL; AMDURSKY, 2020). Forma-se um campo elétrico que pode afetar a tensédo
na membrana celular e o fluxo de ions das células adjacentes, resultando em
acoplamento capacitivo entre as células de forma que atuem correlacionadas entre si
(BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020; FANI et al., 2019).

Os scaffolds, em sua maioria, sdo condutores elétricos, enquanto as células
utilizam trocas idnicas, o que € uma grande diferenca em relacao a transferéncia de
carga e correntes, pois meios distintos irdo suportar os movimentos de ions e elétrons
diversamente (BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020).

Entretanto, componentes condutivos como polimeros condutores, podem exibir

comportamento idénico, o que promove a presenca de cargas no scaffold
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(BURNSTINE-TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020). Além do mais, 0s polimeros,
em parte, sdo permeaveis a ions do eletrélito em sua volta, o que permite interacdes
eletroquimicas pelo material (BOEHLER; AQRAWE; ASPLUND, 2019). Como os
scaffolds sdo utilizados em meio solugbes tampdes, a condutancia ibnica pode ser
suportada pela solugéo absorvida ou pelo proprio polimero do scaffold (BURNSTINE-
TOWNLEY; ESHEL; AMDURSKY, 2020).

Os polimeros condutores podem transportar tanto ions quanto vacancias
guando hidratados. No caso do PEDOT:PSS, que possui elevada mobilidade i6nica,
o transporte dos ions é limitado pela difusdo destes em regifes densas, ricas em
PEDOT, dentro da matriz de PSS. Entretanto, a condutividade elétrica e a mobilidade
ibnica apresentam comportamentos 0postos, pois sao essas regides densas que
favorecem o transporte eletrénico neste polimero (RIVNAY et al., 2016).

Em relacdo aos valores exatos das propriedades elétricas dos tecidos
biolégicos ha discrepancias na literatura, pois cada ser humano apresenta
caracteristicas (sexo, idade, condicdo de saulde) especificas que prejudicam a
padronizacdo desses valores. Além do mais, cada fluido biolégico apresenta suas
préprias caracteristicas elétricas (YAZDIMAMAGHANI et al., 2015). A condutividade
elétrica de ossos, pele e gordura é na ordem de 107 — 10 S/cm, ja as do cérebro e
do sangue sao relativamente maiores para Yazdimamaghani et al. (2015). Ja Garrudo
et al. (2019) afirma que a condutividade de fluidos biol6gicos é na ordem de 102 S/cm.

Em simulacdo com modelo para células cardiacas, percebeu-se que em um
tecido saudavel, em que as células estdo conectadas uma as outras via canais i6nicos
entre as membranas, a condutividade do scaffold praticamente n&o influencia a
transmissao de sinal. Assim, um scaffold condutivo € especialmente Util para superar
a barreira isolante de células mortas e de cicatriz fibrética entre células vivas, de forma
que este deve ser condutivo o suficiente para compensar a ma conexao com as
células vizinhas. Um scaffold pouco condutivo ja é tado eficiente como um bom
condutor em suportar a propagacao elétrica entre as células. No caso dos scaffolds
muito condutivos pode-se ter o problema de o sinal dissipar pelo scaffold e ser ineficaz
em conduzir o sinal elétrico entres células especificas (BURNSTINE-TOWNLEY;
ESHEL; AMDURSKY, 2020).

Outros estudos indicam que scaffolds com condutividade elétrica na ordem de
106 S/cm ja sdo suficientemente efetivos para melhorar a proliferacdo celular
(YAZDIMAMAGHANI et al., 2015).



2.4 TRABALHOS NA LITERATURA

45

Encontra-se na literatura os valores tipicos para algumas propriedades como

massa especifica, temperaturas de fuséo e transicao vitrea, resisténcia a tracéo, entre

outras para o PLA, PVA e o PEDOT que séo demonstradas no Quadro 1.

Quadro 1 — Algumas propriedades do PLA, PVA e PEDOT

Propriedade PLA PVA PEDOT
Massa especifica a 20°C (g/cm83) 1,21-1,29 1,18-1,31 14-1,6
Entalpia de fusado (J/g) 21,9 -43,8 40,9 - 48,4
164 - 178;
Temperatura de fusédo, DSC (°C) 180 — 184 (L- 180 — 190 > 300
PLA)
'I;emperatura de decomposicdo > 200 220 — 250 325 (ar); 375
) (N2
;I;eCTperatura de transicao vitrea 55 _ 75 65-85 210
52 -72; 84 - 178;
Resisténcia a tracao (MPa) 27 — 41 (DL); 23-55 17,2 -53,2
55 -82 (L) (PEDOT:PSS)
3200 - 6800;
Mddulo de Young (MPa) 3700 — 4100 25200 — 38100 | 1100 - 2800
(PEDOT:PSS)
Viscosidade intrinseca a 25 °C 015-12
(di/'g)
Absorc¢do de agua, equilibrio em
agua a 23°C (%) 0.5 5 1,15
220 — 255
Temperatura de processamento (extrusao); 183 -188
(°C) 280 — 300 (extrusao);
(fibras)
Acetona, A
b Agua,
enzeno, ;
P formamida,
cloroférmio, S
Bons solventes X metilpirrolidona,
xileno -
tolueno glicerol
- DMSO
acetato de etila

Fonte: Adaptado de Wypych (2016).

A condutividade elétrica do compdsito produzido por Xue et al. (2018) de poli
(L-acido latico) e 10% (m/m) grafite expandido é de 1,2 x10™* S/cm. Ja Bhatnagar,
Kelkar e Mahanwar (2017), produziram nanofibras de PLA puro e com 10% de
PEDOT, com condutividades de 2,84 x10™° S/cm e 1,13 x10™* S/cm, respectivamente.

Conforme Sousa et al. (2019), a entalpia de fusdo para o PLA totalmente

cristalino (AH,,) é de 93,6 J/g. A temperatura de transicdo da fusdo e cristalinidade
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das nanofibras de PLA puro e com 10% de PEDOT produzidas por Bhatnagar, Kelkar
e Mahanwar (2017) foram de 155,67°C e 29,13% e 153,09°C e 5,72%,
respectivamente. Ja para Alam et al. (2020), o filamento de PLA apresentou Tm a
171,0°C, e o filamento de PLA com 4% (m/m) de flakes de prata apresentou Tm a
157,0°C. Em relacéo aos filmes de PEDOT:PSS, Zhou et al. (2014) relatou a presenca
de 22,8% (m/m) de agua nos filmes em condi¢cdes normais de umidade relativa.

Como as dispersées PEDOT:PSS aquosas estdo comercialmente disponiveis
pela empresa H.C. Starck Clevios GmbH sob o nome comercial Clevios™ os valores
de teor de sdlidos, razdo PEDOT:PSS, viscosidade, tamanho de particula e
condutividade elétrica para os diferentes produtos comerciais desta dispersédo estao
indicados na Tabela 3. A condutividades de Clevios PH 500, PH 750 e PH 1000 foram
medidas para dispersdes contendo 5% de dimetilsulfoxido (DMSO). (ELSCHNER et
al., 2011).

Tabela 1 — Algumas propriedades das dispers6es comerciais de PEDOT:PSS

Teor de Razao Viscosidade Tamanho
Nome solidos  penaTpss  a20°C  de particula  COndutividade
comercial em agua (m/m) (mPas) dso (NM) (S/cm)
(m/m) (%) %
Clevios P 1,3 1:2,5 80 80 <10
Clevios PH 1,3 1:2,5 20 30 <10
Clevios P VP . 3
Al 4083 15 1:6 10 40 10
Clevios P VP , 5
CH 8000 2,8 1:20 15 25 10
Clevios PH .
500 11 1:2,5 25 30 500
Clevios PH .
750 11 1:2,5 25 30 750
Clevios PH .
1000 11 1:2,5 30 30 1000

Fonte: Adaptado de Elschner et al. (2011, p. 122)

Em trabalho produzido por Chang et al. (2016), membranas de mistura de PLA
e poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) foram preparadas por
eletrofiacdo e posteriormente mergulhadas em dispersdo de PEDOT:PSS para
formacao de membranas condutoras. Os resultados obtidos de viabilidade, fixacdo e

proliferagao celular demostraram que as membranas revestidas com o PEDOT:PSS
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sdo mais favoraveis para aplicacbes em engenharia de tecidos do que as nao
revestidas.

J4& Bhatnagar, Kelkar e Mahanwar (PRAHARAJ BHATNAGAR; KELKAR;
MAHANWAR, 2017), produziram nanofibras de PLA com nanoparticulas de PEDOT.
As nanoparticulas foram produzidas por polimerizacdo quimica e adicionadas
juntamente ao PLA em solucédo de acetona e N, N-dimetilformamida. Produziu-se as
membranas a partir da eletrofiacdo desta solugcédo. A adicao de 10-15% de PEDOT na
solucdo de PLA ajudou na obtencdo de nanofibras com didmetros minimos de 95,3
nm, melhorando a condutividade da solucdo. O PEDOT dificultou o processo de
cristalizacdo do PLA a partir da solucdo, diminuindo a cristalinidade com o aumento
da concentracdo de PEDOT. Além disso, nem todas as nanoparticulas de PEDOT
foram transportadas para a matriz durante a eletrofiagdo, o que resultou na
concentracdo de PEDOT na matriz de nanofibras ser inferior ao limite de percolacao.

Em estudo de Wang et al. (2017b), um scaffold condutor poroso foi preparado
incorporando nanoparticulas de PEDOT e &cido hialurénico (PEDOT:HA) em uma
matriz de quitosana/gelatina. A incorporacdo do PEDOT:HA no scaffold aumentou as
propriedades elétricas e mecanicas, diminuindo a porosidade e a absor¢cédo de agua.
Além disso, a biodegradacado in vitro dos scaffolds diminuiu com o aumento do
contetudo de PEDOT:HA.

Ja no estudo de Wang et al. (2017a), filmes condutores de PEDOT:HA/poli
(acido L-lactico) (PLLA) foram preparados a partir da adicdo de nanoparticulas de
PEDOT dopadas com acido hialurénico, sintetizadas por polimerizacdo oxidativa
quimica, a solucdo de PLLA em cloroférmio. Os filmes PEDOT:HA /PLLA
apresentaram menor angulo de contato de superficie e grau de degradacdo mais
rapido em comparacdo com os filmes PLLA puro. Além disso, o teste de citotoxicidade
dos filmes PEDOT-HA / PLLA mostrou que as células de feocromocitoma semelhante
a neurdnios (PC12) aderiram e se espalharam bem na superficie dos filmes
PEDOT:HA / PLLA.

Contudo, a viabilidade celular diminui gradualmente com o tempo de
degradacéo, pois o PLLA foi hidrolisado em &cido latico. Entretanto, a viabilidade
celular do PEDOT:HA/PLLA foi maior do que a do PLLA durante o tempo de
degradacéo 6 e 8 semanas (WANG, S. et al., 2017a). Wang et al. (2017a) relata que
0s produtos da degradacdo do PEDOT e do HA podem promover o crescimento

celular e enfraquecer a toxicidade do acido latico.
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Na Tabela 2 encontra-se alguns dos scaffolds desenvolvidos nos ultimos anos.

Tabela 2 - Scaffolds desenvolvidos nos ultimos anos

Matriz Carga Processo Tecido Referéncia
Poliuretano / Quitosana Nanotubos de Eletrofiacao Cardiaco AHMADI et al., 2021
carbono
Quitosana/Gelatina PEDOT:PSS Congelamento Geral AHMAD F;Léglel etal,
Metacrilato de gelatina OX'dO. de grafeno Liofilizag&o Cardiaco LI, X.-P. et al., 2021
reduzido
Colageno/PCL Grafeno Eletrofiacdo Neural DONG et al., 2020
PVA PEDOT:PSS Eletrofiacdo Neural BABAIE et al., 2020
PLLA Eletrofiac&o Osseo DAS et al., 2020
Fibroina de seda Polipirrol Eletrofiacdo Neural ZHAO et al., 2020
PLA Ag Impress&o 3D Osseo ALAM et al., 2020
Alginato PEDOT Moldagem Cardiaco YANG et al., 2020
Fibroina de seda PEDOT:PSS Eletrofiacdo Neural MAGAZ et al., 2020
. ALAM,;
PLA Eaef%nlo Flbrade | resso 3D Osseo VARADARAJAN:
KUMAR, 2020
PLA/PGA/PCL Impressédo 3D Uretra XU et al., 2020
ABEDI;
Quitosana PEDOT:PSS Eletrofiacao Cardiaco HASANZADEH;
TAYEBI, 2019
Coladgeno Polipirrol Reticulagéo Neural SU et al., 2019
Gelatina PEDOT:PSS Liofilizag&o Osseo FANI et al., 2019
Alginato Filamentos de Reticulacio Neural HOMAEIGOHAR et al.,
9 grafite & 2019
Diacrilato de PEDOT:PSS Impress&o 3D Neural HEO et al., 2019b

polietilenoglicol

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir do exposto na Tabela 2, percebe-se que existe uma grande quantidade

de estudos sendo realizados que envolvem compoésitos poliméricos com cargas

condutivas voltados para o desenvolvimento de scaffolds para tecidos cardiacos e

neurais.
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Um dos grandes desafios das técnicas de producdo dos scaffolds é a
porosidade. E desejavel que os scaffolds possuam alta porosidade com tamanho de
poros grandes para a migracao celular, crescimento de tecido e difusao de nutrientes.
Contudo, poros grandes podem levar a baixa adesdo celular e baixa integridade
mecanica. Uma das formas de superar este problema € a utilizacdo de macroporos
(maiores que 50 um) e microporos (menores que 10 um) (ALLAF, 2018).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a fabricacdo de scaffolds como
moldagem, impresséo 3D, eletrofiacéo e liofilizagdo. A impressao 3D surgiu como uma
alternativa aos métodos tradicionais para a producao de scaffolds, porém ha um alto
custo do equipamento e quantidade limitada de materiais disponiveis (WAHID et al.,
2018).

A eletrofiacdo é um processo que usa interacdes eletrostaticas para gerar
nanofibras longas com diametro uniforme a partir de uma solucao polimérica. No
entanto, existe algumas limitacdes, como o uso de solventes citotoxicos e parametros
de dificil otimizacdo, como tenséo aplicada e taxa de fluxo (WAHID et al., 2018).

O método de liofilizacdo permite regular o tamanho dos poros variando a
temperatura de congelamento e evitando o uso de solvente toxico. No entanto, o
processo de liofilizacdo deve ser controlado para evitar a heterogeneidade da matriz
produzida (FERREIRA et al., 2020).

A moldagem por compressao € uma técnica simples em que pressao é aplicada
sobre um po6 de polimero enquanto este é aquecido em um molde com a forma
desejada. A utilizacdo dessa técnica € vantajosa em relacdo as outras no aspecto de
possibilitar uma producéo viavel com reprodutibilidade e desenvolvimento de scaffolds
de vérias estruturas e tamanhos de forma econémica (ALLAF, 2018).

Nesse método, pode-se controlar a porosidade dos scaffolds através da adicao
de porogens que servirdo de template para os poros. Essas particulas sdo removidas
ao submergir em solvente adequado. Entre os materiais utilizados como porogen, tem-
se sal, aclcar, parafina e gelatina. Ainda, para alcancar a forma desejada,
normalmente aquece-se polimeros amorfos até temperatura de transicdo vitrea e
polimeros semicristalinos até a temperatura de fusao (ALLAF, 2018).

Conforme Peng et al. (2018), hidrogéis de PVA podem ser obtidos a
temperatura ambiente através da simples mistura fisica de PVA e glicerol em agua.

As moléculas de agua e de glicerol funcionariam como ponte para conectar as cadeias
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de PVA, através de ligacdes de hidrogénio. Assim, pode-se preparar hidrogéis de PVA
de maneira simples, sem reticulante quimico e processo de congelamento.

O glicerol € um liquido incolor, soluvel em agua, de alto ponto de ebulicéo.
Quando este é misturado com polimeros, aumenta o volume livre do material e a
mobilidade macromolecular do polimero, melhorando assim a extensibilidade e
flexibilidade dos filmes (MOHSIN; HOSSIN; HAIK, 2011).
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3 METODOLOGIA

A metodologia aplicada neste trabalho esta dividida em duas etapas principais:
o0 estudo preliminar e o estudo principal. No estudo preliminar realizou-se a sintese do
PEDOT:PSS e avaliou-se os efeitos da purificagao e do processo de cisalhamento em
propriedades elétricas e eletroquimicas da disperséo, ainda sintetizou-se a dispersao
PEDOT:Alginato com o0s parametros que apresentaram melhor resultado de
condutividade elétrica na sintese do PEDOT:PSS e comparou-se as duas dispersoes.
Por fim, realizou-se testes preliminares de incorporacdo do PEDOT:PSS no PLA e
formacao de scaffolds por moldagem.

No estudo principal foram produzidos os scaffolds de PLA e PVA por moldagem
com diferentes composicbes e caracterizou-os quanto a propriedades elétricas,
térmicas e mecanicas destes. Na Figura 20 encontra-se o fluxograma detalhado de

cada etapa.

Figura 20 — Fluxograma geral da metodologia

Estudo Preliminar Estudo Principal
Sintese Produgao
PEDOT.PSS " Scaffolds

|

Dialise Cisalhamento

! ! }

GRS 0% 10% 0% 10% 20%
PEDOTPSS  PEDOTPSS  PEDOTPSS  PEDOTPSS  PEDOTPSS

{ | J

Sintese Caracterizagio

PEDOT:Alginato
e PEDOT.PSS

}

Morfologia
Caracterizagao

Degradagao

Condutividade
S Ensaio de

Moldagem dos
scaffolds

&

Porogen

Citotoxicidade

Caracterizagdo

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.1 PREPARACAO DOS MATERIAIS E SCAFFOLDS
3.1.1 Reagentes e Equipamentos das Sintese

Utilizou-se os reagentes 3,4-etilenodioxitiofeno (EDOT) da Sigma-Aldrich (MM:
142,18 g/mol), poli (acido 4-estirenosulfénico) (PSS) da Sigma-Aldrich (MM: ~75000
g/mol), persulfato de amoénio (APS) da Synth (MM: 220,19 g/mol), sulfato de ferro (llI)
da Sigma-Aldrich (MM: 399,88 g/mol), pellets PLA virgem da NatureWorks, obtido
através da 3D LAB Industria LTDA, cloroférmio da Anidrol (MM: 119, 38 g/mol),
alginato de sodio da Sigma-Aldrich (300 — 400 cps), cloreto de sédio da Synth (MM:
58,44 g/mol), poli (vinil alcool) da Dinamica e glicerina da Synth (MM: 92,09 g/mol).

Os equipamentos utilizados séo: balanca analitica ED224S-0CE — Sartorius,
agitador magnético com aquecimento CMAG HS7 Control HO32 — IKA, estufa
MULT400-3ND — Ethik Technology, banho ultrassom LGI-LUC-180 — LGI Scientific,
sonicador de ponteiras Q700 - QSonica, estufa a vacuo 440-D — Ethik Technology,
paquimetro digital - Decimess, microscopio 6tico Axio — Zeiss e microscopio estéreo

— Leica.
3.1.2 Métodos
3.1.2.1 Sintese do PEDOT:Contraion

Para a sintese, primeiramente obteve-se solucbes de 100 mL em agua
ultrapura de EDOT, PSS e APS. Utilizou-se 0,78 mL de EDOT, 13 mL de PSS e 0,8008
g de APS. Apés, misturou-se as solugdes de EDOT e PSS por 20 minutos sob agitacdo
constante e temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se a mistura a solucao de
APS e 0,04108 g de sulfato de ferro (Ill) em po6. Deixou-se a reacdo proceder por mais

24 horas, com agitacdo constante a temperatura ambiente como mostra a Figura 21.

Figura 21 — Fluxograma esquematico da sintese de PEDOT:PSS

PSS EDOT APS Fey(S04)s
% e PEDOT:PSS

1 T
0N [TOo8 (o [fon oo
& 20min & 2en

Fonte: Elaborado pela autora.
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Retirou-se uma aliquota de 30 mL da dispersdo de PEDOT:PSS. Realizou-se
no restante da dispersao dialise com papel celofane em agua ultrapura por 48 horas
trocando a agua apos 24 horas. Ap0s, retirou-se mais duas aliquotas de 30 mL. Levou-
se a primeira aliguota a banho ultrassom por 30 min e a segunda ao sonicador de
ponteiras com amplitude de 30 por 2 min.

Sintetizou-se a dispersédo PEDOT:Alginato conforme descrito acima

substituindo o PSS por 2,6 g de alginato de sédio.

3.1.2.2 Producéao dos Scaffolds de PLA/PEDOT:PSS

Os scaffolds de PLA/PEDOT:PSS foram desenvolvidos contendo PLA e
PEDOT:PSS em trés diferentes composic¢des, contendo 0, 10 e 20% de PEDOT:PSS
denominadas PLA, PLA 10% e PLA 20%, respectivamente.

Primeiramente realizou-se a solubilizacdo do PLA. Adicionou-se o cloroférmio
aos pellets de PLA e levou-se a mistura para o banho ultrassom até todo o polimero
solubilizar, para obter uma solucédo 10% (m/v). Evaporou-se o cloroférmio em chapa
de aquecimento a 130°C. Acrescentou-se acetona ao PLA e levou-se a mistura para
o banho ultrassom até todo o polimero solubilizar, para obter uma solucdo 10% (m/v)
em acetona.

Acrescentou-se gota a gota o PEDOT:contraion sobre a solucdo PLA em
acetona ainda no ultrassom. Realizou-se mais 30 min de ultrassom para incorporacao
do PEDOT:PSS no PLA. Desmanchou-se com uma pin¢a o material sélido formado
durante a adicdo do PEDOT:PSS. Agitou-se a mistura por agitacdo magnética 1500
rpm com aquecimento a 100°C por 30 min. ApGs, verteu-se a solucéo sobre placa de
Petri e evaporou-se o solvente em dessecador. Macerou-se o solido formado em
triturador plastico manual até obter-se um pé. Para a amostra sem PEDOT:PSS,
adicionou-se agua a mistura de PLA e acetona ao invés do PEDOT:PSS.

Para a producdo dos scaffolds utilizou-se um método de moldagem por
compresséao adaptado em que primeiro comprimiu-se o pé e depois aqueceu-0. Assim,
pesou-se 0,5 g do p6 de PLA/PEDOT:PSS e comprimiu-se manualmente em molde
de circular de silicone. Apés, levou-se estufa a 220°C por 1 h para a fusdo e unido da
mistura.

Ainda, durante ensaio preliminar, produziu-se amostra de PLA 20% com

utilizacdo de NaCl como porogen com concentracao de 50% em massa para avaliar a
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morfologia e porosidade dos scaffold. Utilizou-se 0,25 g de PLA 20% e 0,259 de NaCl
conforme o procedimento descrito acima. Apdés o resfriamento, a amostra foi

mergulhada em &gua ultrapura por 10 min para remover o NaCl.
3.1.2.3 Producéao dos Scaffolds de PVA/PEDOT:PSS

Os scaffolds de PVA/PEDOT:PSS foram desenvolvidos contendo PVA e
PEDOT:PSS em duas diferentes composi¢cdes, contendo 0 e 10% em massa de
PEDOT:PSS denominadas PVA e PVA 10%, respectivamente. Ndo se produziu
scaffolds de PVA com 20% de PEDOT:PSS, pois com apenas 10% ja alcangou-se
condutividade elétrica desejada.

Para a preparacao da mistura de PVA e PEDOT:PSS, adicionou-se 1 g de PVA
em 7 mL de PEDOT:PSS. Manteve-se a mistura em agitacdo a 1150 rpm a 90 °C por
duas horas até o PVA dissolver na dispersdo de PEDOT:PSS. Apés, acrescentou-se
1 g de glicerina na mistura para promover a reticulacdo das cadeias poliméricas e
manteve-se a mistura em agitacdo por 5 min. Para a amostra sem PEDOT:PSS,
utilizou-se agua como solvente do PVA ao invés do PEDOT:PSS.

Para a producédo dos scaffolds, utilizou-se um método de moldagem. Adicionou-
se a mistura em molde de circular de silicone. Apés, levou-se estufa a 50°C por 4 h

para evaporacdo da agua.
3.2 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS E SCAFFOLDS
3.2.1 Concentragao massica e volumétrica do PEDOT:contraion

Obteve a concentragdo massica e volumétrica da dispersdao de
PEDOT;Contraion através da pesagem de 5 mL do material liqguido, secagem em
estufa a vacuo a 105 °C por 5 horas e posterior pesagem do material sélido. Calculou-
se as concentracOes através das EquacOes 7 e 8, respectivamente. Realizou-se

analise em triplicata.

m
Concentrag¢ao (m/m) = Es (7)

l

~ mS
Concentracao (m/v) = (8)

VpPEDOT:contrion
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Onde:
e (oncentracio (m/m) €& a concentragdo massica da dispersdo
PEDOT:PSS em greDOT:contraion/gsolugao;
e mg é amassa seca do PEDOT:Contra ion em g;
e m, € a massa liquida da dispersdo PEDOT: Contra ion em g;
e (oncentracio (m/v) € a concentragdo massica da dispersao
PEDOT:contraion em g/mL;

®  UpppoT-contraion € O VOlume da dispersdo PEDOT:Contra ion em mL.

3.2.2 Espectrometria UV-Vis

Para confirmar que o PEDOT nas dispersfes esta em seu estado oxidado,
realizou-se espectrometria no UV-Visivel em um espectrofotbmetro (Shimadzu UV-
2600) localizado no Laboratério de Nutracéuticos do Instituto Tecnolégico em
Alimentos para a Saude (itt Nutrifor) da UNISINOS entre os comprimentos de onda
200 e 850 nm. A dispersao foi diluida 19 vezes para a realizacdo da analise para

melhor visualizagdo da cor das amostras.

3.2.3 Condutividade elétrica — método de quatro pontas

Produziu-se filmes de PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato através da adicdo de
100 pL das solugbes em PET Coveme®, onde foram secos a 130°C em estufa por 15
min para o PEDOT:PSS e a 50°C por 1h para o PEDOT:Alginato. Mediu-se as
espessuras dos filmes utilizando-se o microscopio 6tico e foi realizada a analise
através do método de quatro pontas, utilizando-se o medidor de quatro pontas com
pontas colineares Pro4-4400 Resistivity System — Signatone com a faixa de corrente
elétrica de 0,01 a 0,1 mA localizado no Laboratorio de Eletronica Flexivel do Instituto
Tecnologico de Semicondutores (itt Chip) da UNISINOS. As analises foram realizadas
em triplicata.

Para a medicéo da condutividade elétrica dos scaffolds, utilizou-se corpos de
prova com diametros de aproximadamente 15 mm, mediu-se a espessura utilizando-
se paquimetro eletrénico e realizou-se a andlise com a faixa de corrente elétrica de
0,01 a 0,04 mA.
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3.2.4 Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

Realizou-se a espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier
por refletancia total atenuada (FTIR — ATR) no espectrometro FTIR Cary 630 — Agilent,
localizado no Laboratério Microbiologia e Biomolecular da UNISINOS, do PLA puro,
das misturas antes e pos processo de fusédo, do PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato para
avaliar a composicdo quimica e interacdo dos grupos funcionais dos polimeros.
Utilizou-se o software KnowltAll Informatics System (2022) da John Wiley & Sons, Inc
para tratamento dos dados.

3.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC e Analise termogravimétrica -
TGA

Realizou-se as andlises de DSC e TGA do PEDOT:PSS, do PVA e PLA puros
e das misturas produzidas visando avaliar o comportamento e estabilidade térmica.
Utilizou-se para a andlise a faixa de temperatura de 25°C a 620°C e taxa de
aguecimento de 10°C/min, sendo realizada somente uma corrida com
aproximadamente 10 mg de amostra em atmosfera de N2 no equipamento (Perkin
Elmer) localizado no Laboratério de Quimica de Alimentos da Universidade do Vale

do Taquari — Univates.
3.2.6 Capacidade de absorc¢ao de agua

Determinou-se a capacidade de absorcdo de agua das misturas produzidas
baseando-se na metodologia proposta por Rynkowska et al. (2019) para avaliar a taxa
de inchamento dos scaffolds. As amostras foram pesadas e imergidas em agua
ultrapura por 24 h e 15 dias a temperatura ambiente. Apds, a amostra foi retirada do
solvente e o excesso de solvente da superficie foi limpo com um tecido. Entéo, foram
pesadas novamente. Calculou-se a capacidade de absorcdo de agua pela Equacao
9.

. ~ . My — My
Capacidade de absorgao de dgua (%) = 0 x 100% (9)

S

Onde;
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e m,, € a massa molhada em g;

e m, é amassasecaemgd.

3.2.7 Porosidade

A estimativa da porosidade dos scaffolds foi medida conforme trabalho de
Leblon et al. (2013). Secou-se os scaffolds a 70 °C por 1 h. Primeiramente, pesou-se
a proveta vazio e seco (mo). Inseriu-se o scaffold dentro da proveta e pesou-se (Mseco).
Depois disso, o scaffold foi entdo embebido em agua ultrapura e colocado de volta na
proveta e mediu-se novamente (Mmolhado). Adicionou-se agua ultrapura até preencher
a proveta e pesou-se (mz). Pesou-se depois a proveta preenchido apenas com agua
ultrapura (ms). Calculou-se a diferenca entre o scaffold seco e molhado (d) pela

Equacéo 10.

d = Mmolhado - Mseco (10)

Corrigiu-se o valor da massa da proveta enchido com somente agua pela

Equacao 11.

M3, corrigido = M3 + d (11)

Calculou-se a massa de agua total (mn20), a massa do scaffold e massa de
agua adicionada pelas Equacfes 12, 13 e 14, respectivamente.

MH20 = M3, corrigido - Mo (12)
Ms = Mseco - Mo (13)
M'H20 = M2 - Mseco (14)

Apbs calculou-se o volume (Vs) e a densidade (ps) do scaffold pelas Equagbes

15 e 16, respectivamente:

m — m;
Vg = H20 H20 (15)
PH20
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_ms (16)
Vs

Ps
Por fim, calculou-se a porosidade do scaffold pela Equagéo 17, considerando a
densidade da mistura como a média da densidade do PLA (1,25 g/cm3) e do PVA (1,18

g/cm3).

1,25 —
Porosidade = TSPS x 100% (17)

3.2.8 Degradacgao

Avaliou-se a degradacao dos scaffolds, através da imersédo destes em solucéo
de PBS com pH 7 por trés messes. Primeiramente pesou-se os scaffolds secos e a
cada 15 dias realizou-se a pesagem novamente. Calculou-se a perda de massa pela
Equacéo 18.
0—

m m;
——x100% (18)
my

Perda de massa (%) =

Onde:
e m, é amassa seca inicial em g;

e m; é amassa seca no instante t em g.

3.2.9 Ensaio de compressao

Realizou-se ensaio de compressdo para determinar o médulo de Young dos
scaffolds. Para a realizacdo deste ensaio baseou-se no trabalho de Andersen et al.
(2013). Mediu-se os corpos de prova com um paquimetro digital, com resolucdo de
0,01 mm. Realizou-se o ensaio de compressao em texturébmetro TA.XT Plus Texture
Analyser localizado no itt Nutrifor, localizado na UNISINOS. Utilizou-se carga de 5 kg,
probe cilindrica de 5 mm de diametro e taxa de carregamento de 0,05 mm/s. O médulo
de Young foi obtido a partir da regido linear da curva tensao-deformacéo (0 - 10% de

deformacgéo).
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3.2.10 Avaliacao preliminar de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade dos scaffolds em células MRC-5, utilizou-se o
ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) conforme
Mosmann (1983), realizado no itt Nutrifor, localizado na UNISINOS. As células MRC-
5 foram cultivadas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 10% v/v de soro bovino fetal e 1% v/v de penicilina-estreptomicina (100 pg/mL) e
mantidas a 37°C e em atmosfera com 5% CO:2 (incubadora Thermo Scientific — Series
Il Water Jacket).

Inicialmente, os scaffolds foram transferidos para placa de 24 pocos e
adicionou-se 80 pL a 5 x 10° células/mL sobre os scaffolds e pré incubo-os por 30 min.
Apés, adicionou-se mais 500 puL de meio e incubou-os por 24 horas. Removeu-se 0
DMEM apés 24 horas. Acrescentou-se a solucdo de MTT (5 mg/mL) a cada poco
seguido de incubacéo por 2 horas. Apds 2 h, removeu-se o meio, adicionou-se 500 pL
de DMSO e agitou-se em agitador de placas (IKA — KS 3000) por 30 min a 37°C.
Depois que todo o formazan foi dissolvido, transferiu-se uma aliquota de 100 uL para
uma placa de leitura em triplicata. Definiu-se DMSO como branco. A quantidade de
formazan (que é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis) € medida
registrando as mudancas na absorbancia a 570 nm e 630 nm usando um leitor de
microplacas (SpectraMax — M5). Calculou-se a viabilidade celular usando a Equacao
19 (XU, C. et al., 2018).

U (ory — ABs = AB;
(%) = —=— X100 (19)
1

Onde:
e ABs € a diferencga entre a absorbancia dos scaffolds contendo células
MRC-5 a 570 e 630 nm;
e ABi é a diferenca entre a absorbancia das respectivas amostras de
scaffolds sem células a 570 e 630 nm;
e AB: a diferenga entre é a absorbéancia de células MRC-5 cultivadas em
2D a 570 e 630 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho estdo divididos em dois grandes

grupos: estudo preliminar e estudo principal.

4.1 ESTUDO PRELIMINAR

Avaliou-se os efeitos da purificacdo e do processo de cisalhamento em
propriedades elétricas e eletroquimicas da dispersdo de PEDOT:PSS. Comparou-se
as sinteses de PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato. Ainda, estudou-se o processo de
producéo de scaffolds de PLA.

4.1.1 Sintese de PEDOT:PSS

Obteve-se o PEDOT:PSS através de um método simples, conforme descrito no
item 3.1.2.1. ApGs as 24 h de reacdo, observou-se a mudanca de cor da mistura
reacional de amarelo, decorrente da mistura do EDOT com o PSS, para o azul escuro,
indicando a polimerizacdo do PEDOT em seu estado oxidado, como mostrado na

Figura 22.

Figura 22 — Meio reacional da sintese do PEDOT:PSS: a) ap6s a mistura do EDOT
com o PSS; b) apds 24h da adicdo do APS e cloreto de Ferro (Ill)

b)

Fonte: Elaborado pela autora.

Em relagcdo as concentragbes massicas e volumétricas da dispersédo de

PEDOT:PSS com e sem dialise, estdo apresentados na Tabela 3 os valores das
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massas pesadas, com as quais calculou-se as concentracdes através das Equacdes

7 e 8, item 3.2.1, respectivamente.

Tabela 3 — Dados utilizados para a determinagéo das concentragcées massica e
volumétrica da disperséo de PEDOT:PSS com e sem dialise

Massa Massa = = Média Média
Volume id Concentragcdo Concentracao x x
(mL) Umida seca (g/mL) % (m/m) concentragao concentragdo
(9) (9) (9/mL) % (m/m)
5 5,0539 0,0705 0,01410 1,395
Com 0,0141 £
dialise 5 4,9840 0,0694 0,01388 1,392 0,00011 1,40 £ 0,013
5 4,9315 0,0698 0,01396 1,415
S 5,1824 0,0730 0,01460 1,409
Sem 5 0,0147 £
dialise 5,1518 0,0732 0,01464 1,421 0.00012 1,42 £ 0,010
5 51879 10,0741 0,01482 1,428

Fonte: Elaborado pela autora.

Através da média dos resultados calculados para cada amostra da triplicata,
determinou-se que as concentracdes massica e volumétrica médias da disperséo
PEDOT:PSS com dialise sdo: 1,40% e 0,0141 g/mL, respectivamente. As
concentracfes da dispersdo sem didlise sdo 1,42% e 0,0147 g/mL.

Percebe-se uma diminuicdo de 0,02% de sélidos na dispersdo com dialise em
relagdo a dispersdo sem didlise. Desta forma, isso indica que o processo de
purificacdo funcionou para a remocao de pequenas moléculas e ions decorrentes do
processo de sintese.

A concentracdo de 1,40 % (m/m) do PEDOT:PSS est4d proxima da
concentragdo das dispersdes de PEDOT:PSS comercias Clevios P e Clevios PH
(1,3%) e da Clevios P VP Al 4083 (1,5%), apontadas na Tabela 1 item 2.4. Valor este
gue indica que a dispersao de PEDOT:PSS sintetizada encontra-se em concordancia
com as dispersdes comerciais, 0 que possibilita a comparacdo das condutividades
elétricas.

Para a determinacdo da condutividade elétrica dos diferentes processos
realizados na dispersao de PEDOT:PSS, utilizou-se filmes finos quadrados de 20 x 20
mm.

Assim, obteve-se através das medidas de quatro pontas, o valor da
resistividade elétrica em 21 pontos diferentes em cada filme. Calculando-se o inverso

dos valores de resistividade determinou-se os valores da condutividade elétrica.
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Assim, as médias e os desvios padrdes da condutividade elétrica encontram-se na
Tabela 4 e Figura 23.

Tabela 4 — Condutividade elétrica do PEDOT:PSS

Mé_di_a Desvio Padréao
Amostra Condutividade (Slcm) Ccv
(S/cm)
C/ Dialise 0,62 0,12 0,19
S/ Didlise 0,63 0,18 0,28
Sonicador 0,04 0,01 0,35
Ultrassom 0,56 0,24 0,43

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 23 — Condutividade elétrica do PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando condutividade elétrica do PEDOT:PSS com e sem didlise,
percebe-se que, apds o processo de purificacdo, os filmes de PEDOT:PSS
apresentam menor variabilidade na condutividade.

Em relacdo ao efeito dos processos de cisalhamento, ambos levaram a
diminuicdo da condutividade elétrica e aumento da variabilidade, em especial o
sonicador, pois seu efeito tem maior intensidade que o ultrassom. O processo de
cisalhameto diminui o tamanho das regides ricas em PEDOT que sao responsaveis
pela condutividade, dificultado a mobilidade dos transportadores de carga.

O valor da condutividade do PEDOT:PSS com dialise sintetizado é de 0,62 +
0,12 S/cm, estando este valor dentro da faixa especificada das dispersdes comerciais
de PEDOT:PSS Clevios P e Clevios PH, apontados na Tabela 1, no item 2.4. Este
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valor esta acima de 0,4 S/cm reportado por (OUYANG et al., 2005) para PEDOT:PSS.

Além de estar préximo a 0,65 S/cm que foi apresentado por (CHOU et al., 2015).
Desta forma, a didlise é indicada a ser utilizada para a purificacdo das

dispersbes de PEDOT. Entretanto, os processos de cisalhamento com maior

intensidade nao sdo apropriados para pos-tratamentos das dispersoes.

4.1.2 Comparacao entre PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato

Em relacdo a sintese, das dispersfes percebe-se uma diferenca na coloracao
ao longo do tempo, como mostra a Figura 24. Para a sintese com PSS, a coloracdo
inicial é laranja e ap6s a adicdo do persulfato de aménio e do catalisador logo passa
a verde até chegar a uma dispersao azul escura. Ja na sintese com Alginato percebe-
se gue no inicio a mistura € transparente e apés a adi¢do do sulfato de Fe (lll) ha a
formacao de precipitados laranja. Em seguida, a mistura passa para uma cor laranja

turva com os precipitados até uma cor verde.

Figura 24 — Estagios da sintese de PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato

PSS

Alginato

T NN \ AN

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a remocdo destes precipitados, filtrou-se a dispersdo em peneira de
plastico para a retencdo destes sélidos. A provavel causa para a formacédo dos
precipitados é a formacao de complexos de Alginato com o Ferro do catalisador. Pois,

conforme estudo de Horniblow et al., (2015), é possivel utilizar o Alginato para a
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remocdo de Fe (lll) através de mistura simples, onde ocorre a formacdo de

precipitados do complexo formado, como indica a Figura 25.

Figura 25 - Interacdo do Alginato com o Ferro

Fonte: Adaptado de (HORNIBLOW et al., 2015).

Desta forma, como parte do catalisador ficou retida, supbfe-se que a
polimerizacdo do PEDOT né&o ocorreu por completo e por isso a dispersao apresentou
cor verde, caracteristica dos estagios iniciais da polimerizacdo, em vez de azul como

a sintese com PSS, como pode-se observar na Figura 26.

Figura 26 - Dispersfes de PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato

 —— ‘

PEDOT:PSS  PEDOT:Alginato
Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacédo a concentracéo de solidos das sinteses, Tabela 5, percebe-se que
a dispersdo com PSS apresenta maior concentracdo, pois teve-se que remover 0S
precipitados formados na sintese com Alginato, o que diminuiu sua concentracéo de
soélidos. Desta forma, indica que a disperséo esta mais diluida que a do PSS, o que
pode dificultar futuras aplicacdes devido a maior quantidade de solu¢do necessaria

para a mesma quantidade de polimero.
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Tabela 5 - Concentracdes das dispersdes de PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato

m liq. (@) m s6l. (@) s6lidos Media Egjy;g Concentragdo ~ Média Eiirv;ﬁ

-9 -9 oy (M) DS (/L) (mg/mL) (P
5,0838 0,0756 1,49 15,12

PSS 5157  0,0778 151 1,50 0,01 15,56 15,33 0,22
5,0855  0,0766 1,51 15,32
51508  0,0605 1,17 12,10

Alginato 5,1037  0,0595 117 1,17 0,00 11,90 11,95 0,14
5,0442 0,0592 1,17 11,84

Fonte: Elaborado pela autora

J& na espectroscopia UV-Vis observa-se na Figura 27, para o PEDOT:PSS, a
presenca de uma banda larga entre 600 e 850 nm referente ao estado de oxidagdo do
PEDOT sendo atribuida a presenca de polaron e/ou bipolaron. Desta forma, sabe-se
que o PEDOT estd em seu estado condutor (ABDIRYIM et al., 2014; NABID et al.,
2010; PACIOS et al.,, 2007). Entretanto, esta banda ndo esta presente para o
PEDOT:Alginato, assim, este encontra-se em seu estado reduzido e isolante. Ja o
pico m 270 nm é referente a interacdo m—m entre 0 PEDOT e o contraion (BORA et al.,
2014, NABID et al., 2010).

Figura 27 — Espectro no UV-Vis para o PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato
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Fonte: Elaborado pela autora.
Ainda, em relagcdo a condutividade elétrica dos filmes formados pelas

dispersdes, nota-se, Figura 28, que os filmes com PSS apresentam maior

condutividade, em mais de 3000 vezes que a com Alginato.
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Figura 28 — Condutividade elétrica para o PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato
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Fonte: Elaborado pela autora

Contudo, como observado na Tabela 6, a dispersdao com Alginato apresentou
condutividade maior que o tipico de polimeros (abaixo de 10'® S/cm) (ELSCHNER et
al, 2011) sendo este outro indicativo de que alguns mondémeros de EDOT foram

polimerizados em PEDOT e este estar em seu estado reduzido.

Tabela 6 — Média da condutividade elétrica para o PEDOT:PSS e PEDOT:Alginato
Média

Desvio padrao

condutividade o Ccv

(Slem) condutividade (S/cm)
PSS 5,11E-01 1,10E-01 0,22
Alginato 1,52E-04 0,98E-04 0,64

Fonte: Elaborado pela autora

Colaborando, o coeficiente de variacdo (CV) da amostra com PSS é menor que
25%, indicando uma amostra com condutividade elétrica estavel, enquanto a amostra
com Alginato apresenta um CV maior que 60%, o que indica que os filmes séo
extremamente heterogéneos.

Assim, o Alginato ndo consegue substituir o PSS como contraion seguindo a
mesma metodologia, de forma que para obter-se resultado satisfatério deve-se
estudar a utilizacdo de um catalisador que nao reaja com o Alginato. As variagdes em
concentragdo massica e condutividade elétrica do PEDOT:PSS em relagéo a sintese
utilizada para avaliacao de pos processamento, Item 4.1.1, devem-se as variagdes no

processo de pesagem dos reagentes devido a este ser manual.
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4.1.3 Producao de scaffold por moldagem com PLA 20%
Ap0s o processo de moldagem, o scaffold produzido com composicéo PLA 20%

apresentou cor azul escura e alta porosidade e rugosidade como pode-se ver na
Figura 29.

Figura 29 — Scaffold PLA 20% sem porogen a) imagem em microscopio estéreo; b)

ampliacdo em 5 vezes da imagem a; c) imagem microscopio 6tico; d) ampliacdo de

2,5 vezes da imagem c

Fonte: Elaborado pela autora.

Obteve-se poros de diversos tamanhos, sendo estes microporos e macroporos
como recomendado para melhor adeséo e proliferagao (ALLAF, 2018).

Para o scaffold produzido com 50% de porogen, Figura 30, obteve-se poros
muito maiores que 50 um deixados como impressao do NaCl. Ainda, essas regifes

sdo muito lisas com pouca rugosidade o que dificulta a adesao celular.

Figura 30 — Scaffold PLA 20% com porogen a) imagem em microscopio estéreo; b)
ampliacdo em 5 vezes da imagem a; c¢) imagem microscopio 6tico; d) ampliacdo de

2,5 vezes da imagem ¢

Fonte: Elaborado pela autora.
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Desta forma, pode-se produzir o scaffolds altamente porosos e rugosos por

moldagem por compressao adaptado sem a necessidade de utilizacdo de porogen.
4.2 ESTUDO PRINCIPAL

Avaliou-se e caracterizou-se os scaffolds produzidos a base de PVA e PLA com

PEDOT:PSS quanto a propriedades elétricas, térmicas e mecanicas destes.
4.2.1 Aspecto e morfologia

A seguir encontra-se imagem, Figura 31, dos scaffolds produzidos. Da
esquerda para direita tem-se os scaffolds de PLA, PLA 10%, PLA 20%, PVA 10% e
PVA. Com a presenca do PEDOT:PSS os scaffolds apresentaram coloracdo azul

escura a preta.

Figura 31 — Scaffolds produzidos

..........

Fonte: Elaborada pela autora.

A 220°C o p6 de PLA fundiu completamente formando um pedaco Unico como
scaffold de PLA. Estes apresentaram cor amarela e leve transparéncia com uma
superficie lisa, porém muitas bolhas em seu interior. Para o PLA 10%, o material
fundiu-se parcialmente formando uma estrutura rugosa e porosa com coloracéo
escura apresentando maior homogeneidade que o pé antes do processo de
aguecimento, que era uma mistura de pontos brancos (PLA) e azuis escuros
(PEDOT:PSS), como mostra a Figura 32. Isso pode indicar que houve boa
miscibilidade do PEDOT:PSS com o PLA durante o processo de fundicao.
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Figura 32 — PLA 10% antes (a) e apo6s (b) aquecimento a 220 °C

Fonte: Elaborado pela autora.

A mesma transformacéo de cor aconteceu para o PLA 20%, porém a fundicao
foi menor. Houve apenas a unido das partes do p6 de forma a ficar uma estrutura
rigida com poros menores que a do PLA 10%. Essas estruturas podem ser observadas

na Figura 33

Figura 33 — Morfologia dos scaffolds

& PVA10%

Fonte: Elaborado pela autora.
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Ja os scaffolds de PVA 10% apresentaram coloracdo azul escura compativel
com a presenca de PEDOT:PSS. Esses scaffolds possuem macro e micro poros mais
homogéneos e redondos devido a formacgéo destes poros ser a partir das bolhas
concebidas durante a mistura do glicerol com o PVA. O mesmo comportamento dos

poros € apresentado nos scaffolds de PVA, porém estes possuem cor branca devido
a auséncia de PEDOT:PSS..

4.2.1.1 Porosidade

A porosidade dos scaffolds foi calculada conforme o método descrito no item
3.2.7 considerando a densidade dos polimeros da matriz. Na Figura 34 encontra-se

os valores de porosidade em porcentagem para os scaffolds das diferentes
composicoes.

Figura 34 — Porosidade dos scaffolds

100

* % %k * %

Porosidade (%)

PLA PLA 10% PLA 20% PVA  PVA10%

Fonte: Elaborado pela autora.

Por este método, os scaffolds de PLA possuem porosidade de 88 %, contudo
esta porosidade ndo é aparente. Esses scaffolds, no entanto, possuem bolhas em seu
interior, de forma que, como esse método considera a densidade aparente dos

scaffolds, esse valor de porosidade deve-se a presenca das bolhas e ndo representa
a porosidade real dos scaffolds de PLA.
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Para os scaffolds de PLA 10%, PLA 20%, PVA e PVA 10% obtiveram-se o0s
valores de porosidade de 75, 56, 89 e 84 %, respectivamente. Através do teste
ANOVA determinou-se que os valores de porosidades do scaffold apresentam
diferenca significativa entre si (P-valor: 0,000414). Para determinar quais os pares que
apresentavam diferencas, realizou-se o Teste de Tuckey no qual constatou-se que 0s
scaffolds de PLA 20% apresentam diferenca significativa com significancia de 5% (*),
1% (**) e 0,1% (***) com os demais scaffolds conforme mostra a Figura 34. Entre os
outros scaffolds ndo se pode afirmar que ha diferenca significativa entre estes.

Assim, os valores de porosidade encontra-se dentro da faixa de 75 — 96 % de
porosidade mais comuns na utilizacdo de scaffold que proporcionam melhor
proliferagao celular como demostrada no trabalho de revisdo de Loh e Choong (2013).
Desta forma scaffolds de PLA 10%, PVA 10% e PVA em relacdo a porosidade séo

mais indicados para cultura celular.
4.2.2 FTIR

Os resultados do FTIR das amostras estdo dispostos a seguir. O espectro de
FTIR-ATR para o PEDOT: PSS encontra-se na Figura 35.

Figura 35 — FTIR do PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observou-se neste espectro as bandas descritas na Tabela 7, referentes ao
PEDOT, o PSS e resquicio de ion amobnio de persufalto de aménio decorrente do

processo de sintese.
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Tabela 7 — Comprimento de onda associados as vibracdes das ligacdes na
espectrometria FTIR para o PEDOT:PSS

Comprimento Descricdo aproximada da
vibracéao

de onda (cm¥)

Referéncia

3500 - 2700 OH associado, ligacdes de H

2144 )

lon amonio
1993
1618 Estiramento C=C aromatico
1508 Estiramento do anel aromatico
1288 Dobramento CH
1160 Sulfonato (1230 — 1120)
1120 Estiramento C-O-C
1047 Estiramento S=0
1025 Estiramento CO
999 Dobramento CH
870 Tiofeno
654 Estiramento C-S—-C

Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Funda et al. (2016)
Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
KnowltAll Informatics System (2022)
Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
Mofokeng et al. (2012)
Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
KnowltAll Informatics System (2022)
Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Salsamendi et al. (2008); Zhao et
al. (2014)

Fonte: Elaborado pela autora.

O espectro de FTIR-ATR dos scaffolds de PVA e PVA 10% comparado ao do

PEDOT:PSS encontra-se na Figura 36.

Figura 36 — FTIR dos scaffolds de PVA e PVA 10% comparado ao do PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Observou-se nos espectros do PVA e PVA 10% as bandas descritas na Tabela

8, referentes ao PVA e ao glicerol. No espectro do PVA 10% notou-se a banda em

2084 cm referente a resquicio de ion amonio de persufalto de aménio decorrente do
processo de sintese do PEDOT:PSS e a banda em 1199 cm que indica a presenca

do sulfonato do PSS.

Tabela 8 - Comprimento de onda associados as vibra¢cdes das ligacbes na

espectrometria FTIR para o PVA e glicerol

Comprimento de  Descricdo aproximada da

onda (cm¥)

, - Referéncia
vibracéo

3500 - 2700 OH associado, ligacdes de H  Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

2936 Estiramento CH, simétrico  Bhatnagar; Kelkar; Mahanwar (2017)
1421 Deformagéo CH. Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
1329 Deformagéo CH KnowltAll Informatics System (2022)
1262 Deformagéo OH Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
1100 Estiramento CO KnowltAll Informatics System (2022)
1033 Estiramento CO Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os espectros de FTIR-ATR dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20%

encontram-se na Figura 37.

Figura 37 - FTIR dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20%

o °o
- PLA
) E 85 322
== " S2d. "
(:l(:l " m
e J N NN
2 ~ PLA 10%
S F:
— [=N<)
o) AN
3 j M
o]
<
- PLA 20% ©
™
S8
e M
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Observou-se nos espectros do PLA, PLA 10% e PLA 20% as bandas descritas
na Tabela 9, referentes ao PLA. Nos espectros do PLA 10% e PLA 20% notou-se a
banda na regido de 2084 cm™ e em 1993 cm™ referente a resquicio de ion amdnio de
persufalto de aménio decorrente do processo de sintese do PEDOT:PSS. Conforme
0 aumento a quantidade de PEDOT:PSS na composicdo dos scaffolds maior é a

intensidade destas bandas.

Tabela 9 - Comprimento de onda associados as vibragdes das ligagdes na
espectrometria FTIR para o PLA

Comprimento Descricdo aproximada da

de onda (cm™) vibracéo Referéncia

2996 Estiramento CHs assimétrico  KnowltAll Informatics System (2022)
2945 Estiramento CHs simétrico KnowltAll Informatics System (2022)
1749 Estiramento C=0 Mofokeng et al. (2012)

1456 Deformacgdo CHs assimétrica  KnowltAll Informatics System (2022)
1381 Deformacédo CHs simétrica KnowltAll Informatics System (2022)
1268 Estiramento C-O Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
1180 Estiramento C-O Silverstein; Webster; Kiemle (2005)
1081 Estiramento CO Silverstein; Webster; Kiemle (2005)

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim, tanto para os scaffolds de PVA quanto aos de PLA contendo
PEDOT:PSS, foi possivel identificar a presenca do polimero condutor através da
espectroscopia no infravermelho e o0 aumento da intensidade de bandas na regido de
2084 - 1993 cm™! com o aumento da concentracdo do PEDOT:PSS, o que indica que

este esta incorporado as matrizes.

4.2.3 Propriedades elétricas

Na Tabela 10 encontra-se o valor da condutividade elétrica dos scaffolds de
PLA, PLA 10%, PLA 20%, PVA e PVA 10% para comparagao.
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Tabela 10 - Condutividade dos scaffolds

Scaffold Condutividade elétrica (S/cm)
PLA 1,0x107+8,5x 108

PLA 10% 2,7x10%+9,7x 10°

PLA 20% 7,3x10%+£2,1x10°
PVA 5,6 x10%+3,1x108

PVA 10% 8,9x10%+6,6 x 10%

Fonte: Elaborado pela autora.

A condutividade elétrica do PEDOT:PSS utilizado na composicéo dos scaffolds
é de 0,51 £ 0,11 S/cm. Em relacdo a condutividade elétrica dos scaffolds, os de PVA
10% apresentaram o maior valor, 8,9 x 10 + 6,6 x 10 S/cm, enguanto 0s menores
valores foram dos scaffolds de PVA e PLA puros, 5,6 x 10® + 3,1 x 10® S/cm e 1,0 x
107 + 8,5 x 10°® S/cm, respectivamente. Os valores de condutividade mais baixos dos
scaffolds de PVA e PLA eram esperados, pois estes ndo possuem carga condutiva.
Os valores das condutividades dos scaffolds de PLA 20% e de PLA 10% s&o 7,3 x 10
6+21x10°S/cme 2,7x10°%+9,7 x 10°® S/cm, respectivamente.

Através da analise estatistica pelo teste de Tukey ndo se pode afirmar que ha
diferenca significativa entre a condutividade elétrica dos scaffolds de PLA, PLA 10%,
PLA 20% e PVA. Somente os scaffolds de PVA 10% diferenciaram-se dos demais
com significancia de 0,1%. Dessa forma, ndo se pode determinar que houve um
aumento da condutividade do PLA com o aumento da concentracdo de PEDOT:PSS
apesar dos scaffolds com polimero condutor apresentar sinal elétrico no multimetro,
enguanto os scaffolds de PLA puro néo. Atribui-se a falta de diferenca significativa ao
alto desvio padrao das amostras de PLA 10% e PLA 20%, pois estas sdo altamente
porosas o que dificulta a medicéo pelo método de quatro pontas.

O valor da condutividade dos scaffolds de PLA 10 e 20% estdo abaixo dos
valores obtido por Bhatnagar, Kelkar e Mahanwar (2017) para nanofibras de PLA com
10% de PEDOT, 1,13 x 10* S/cm, por Dominguez-Alfaro (2021) de copolimeros de
PEDOT-g-PLA com 40% (m/m) de PEDOT, 3 x 10 S/cm, e por Xue et al. (2018) de
composito de PLA com 10% de grafite, 1,2 x 104 S/cm.

Ja a condutividade do scaffold de PVA 10% esta na mesma ordem de grandeza

destes. Contudo, esta abaixo da condutividade de 3,6 x 103 S/cm hidrogeis de PVA,
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glutaraldeido e PEDOT produzidos por Zhang et al. (2020) e de hidrogeis de PVA,
glicerina e PEDOT com 3,7 x 102 S/cm desenvolvidos por Peng et al. (2020).

Entretanto, a condutividade média dos scaffolds que contém PEDOT:PSS, ou
seja, o elemento condutivo, esta acima do valor de 10® S/cm que é o requisito minimo
para aumento da proliferacéo celular (YAZDIMAMAGHANI et al., 2015). Ainda, quanto
mais proximo das propriedades do tecido humano natural maior é a eficiéncia do
scaffold. Os valores da condutividade obtida para os scaffolds com PEDOT:PSS estéo
dentro da ordem de 107 — 10* S/cm, para tecidos 6sseos, pele e gordura
(YAZDIMAMAGHANI et al., 2015).

4.2.4 Propriedades térmicas

Na Figura 38 encontra-se a curva termogravimétrica dos scaffolds de PVA e
PVA 10% em comparacédo com o PEDOT:PSS.

Figura 38 — TGA dos scaffolds de PVA e PVA 10% em comparacao ao do
PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 39 esta apresentado as curvas da analise termogravimétrica dos
scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20% em comparacgéo ao PEDOT:PSS.
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Figura 39 - TGA dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20% em comparac¢ao ao do

PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nas curvas de TGA observa-se, primeiramente, um decaimento de massa na
regido de 50°C a 150°C referente a liberacdo de agua, conforme descrevem
Bontapalle e Varughese (2020) e Zhou et al. (2014).

Para o PEDOT:PSS o segundo decaimento ocorreu na faixa de temperatura de
250°C a 400°C referente a decomposicédo do PEDOT (BONTAPALLE; VARUGHESE,
2020; ZHOU et al., 2014). A porcentagem massica restante € composta
principalmente por PSS, pois, conforme Sun et al. (2014), até 400°C a massa de PSS
€ praticamente constante e para Bontapalle e Varughese (2020) a decomposicéo do
PSS ocorre acima de 600°C.

A primeira perda de massa para o PVA na regido de 100°C a 250°C é devido a
perda de moléculas de agua livre e moléculas de dgua da reacao de esterificacao das
hidroxilas (ZHANG, Y.-F. et al., 2020). A decomposi¢cao da cadeia principal do poli
(vinil &lcool) ocorre na regido de 250 — 400°C na segunda perda de massa (WANG, F.
et al., 2014). As mesmas perdas de massa sao encontradas para o PVA 10%, porém
a primeira perda de massa é mais acentuada devido a presenca maior de agua livre
e a temperatura maxima da segunda perda de massa aumentou de aproximadamente
375°C a 450°C. Isso indica que a desintegracédo de PVA é impedida quando o mesmo
esta recoberto com PEDOT:PSS (ZHANG, Y.-F. et al., 2020).

J& a principal perda de massa para o PLA puro iniciou em 305°C, com término
em 362°C, para o PLA 10% ocorreu na faixa entre 318°C e 374°C e para o PLA 20%
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entre 318°C e 374°C. Assim, a adicdo de PEDOT:PSS promoveu maior estabilidade
térmica dos scaffolds. As porcentagens de massa restante para as amostras de PLA
10% e PLA 20% séo referentes ao PSS do PEDOT:PSS que somente decompde
depois dos 600°C

Na Figura 40 encontra-se o DSC scaffolds de PVA e PVA 10% em comparacgao
com o PEDOT:PSS.

Figura 40 - DSC dos scaffolds de PVA e PVA 10% em comparacao ao do
PEDOT:PSS
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 41 esta apresentado o DSC dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA
20% em comparacao ao PEDOT:PSS

Figura 41 - DSC dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20% em comparacdo ao do
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Na analise de DSC do PEDOT:PSS percebe-se um pico endotérmico a 100°C
referente a liberacdo da agua. Na&o foi possivel determinar os valores exatos
referentes a temperatura de transi¢éo vitrea (Tg) nem de fusao (Tm), pois estes foram
mascarados pelos picos de liberagdo da agua (abrangendo a regiao de 50 — 150°C) e
de um provavel processo de decomposicdo a 332 °C.

Para o PVA 10% observa-se que nao ha a presenca do pico de degradacao
presente no PVA a 300°C, o que indica que a adicao de PEDOT:PSS ao PVA
promoveu maior estabilidade térmica.

A partir das analises de DSC do PLA, PLA 10% e PLA 20%, determinou-se as
temperaturas de transicdo vitrea, de fusdo, de cristalizacdo e de degradacéo,

apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 — Temperaturas de transi¢coes dos scaffolds de PLA, PLA 10% e PLA 20%

Scaffold Tg (°C) Tm (°C) Tc (°C) Td (°C)
PLA 59 151 - 369

PLA 10% 61 148 - 156 109 369

PLA 20% 61 148 - 154 104 369

Fonte: Elaborada pela autora.

Para os scaffolds de PLA 10% e PLA 20%, observou-se a presenca de um pico
exotérmico referente a cristalizacdo do material. Esse pico esta relacionado ao
processo de moldagem utilizado para a fabricacdo dos scaffolds, em que estes sao
aguecidos acima da temperatura de fuséo e resfriados naturalmente, de forma que se
formou regides cristalinas. Ainda, ha a presenca de dois picos endotérmicos referente
a fusdo. Esses picos sdo devido a provaveis regides com diferentes estruturas
cristalinas que podem terem sido causadas pela presenca de PEDOT:PSS.

Todos os scaffolds apresentaram boa estabilidade térmica na regido de 37°C
que é utilizada para cultura celular, indicando que a temperatura de cultura ndo € um

limitador para a utilizagéo destes scaffolds.

4.2.5 Propriedades mecanicas

Na Figura 42 encontra-se as curvas dos ensaios de tracdo na regido até 10%
de deformacéo para todos os scaffolds testados. Regido esta que compreende a faixa
deformacéo elastica utilizada para determinacdo do modulo de Young.
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Figura 42 — Curvas do ensaio de compressao na regido até 10% de deformacéo dos
scaffolds de (a) PVA e PVA 10% e de (b) PLA, PLA 10% e PLA 20%
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Tabela 12 encontra-se os valores calculados do moédulo de Young para os

scaffolds para a regido linear da curva do ensaio de compressdo mecanica. Nesta

tabela, letras diferentes representam que ha diferenca significativa entre as

composi¢cdes com confianca de 95%.

Tabela 12 — Médulo de Young para os diferentes scaffolds

Mdbdulo de Young Desvio Padréao Unidade
PLA @ 8,79 0,58 MPa
PLA 10% P 2,56 0,17 MPa
PLA 20% ° 1,88 1,18 MPa
PVA ¢ 5,80 0,57 kPa
PVA 10% © 6,61 6,44 kPa

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os scaffolds de PLA apresentaram maior modulo de Young, exibindo
consequentemente maior rigidez que os demais. A adicdo de PEDOT:PSS ao PLA
levou a uma menor rigidez e maior fragilidade do material quanto comparado a ele
puro, pois os scaffolds de PLA 10% e PLA 20% fraturaram antes de obtiver uma
deformacéo de 10%.

Ja os scaffolds de PVA apresentaram um menor modulo de elasticidade
guando comparados com os de PLA. Ainda, ndo se pode afirmar que houve impacto
da presenca de PEDOT:PSS na rigidez do material, pois ndao houve diferenca
significativa entre os scaffolds de PVA e PVA 10%. Devido aos seu baixo modulo de
Young estes scaffolds possuem maior flexibilidade e elasticidade que os de PLA,
podendo ser completamente flexionados e comprimidos que voltam a sua forma

original, como mostra a Figura 43 com o exemplo do PVA 10%.

Figura 43 — Flexdo, compressao e retorno a forma original de scaffold de PVA 10%

Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores obtidos para os scaffolds a base de PLA com e sem PEDOT:PSS
estdo préximos do obtido por Kothapalli, Shaw e Wei (2005) para scaffolds de PLA e
nano-hidroxiapatita em que, com o aumento do teor de hidroxiapatita de 0 a 50% em
peso, 0 médulo de compressao aumentou de 4,72 + 1,2 para 9,87 + 1,8 MPa.

Porém, esses valores estédo abaixo dos valores descritos por Alam, Varadarajan
e Kumar (2020) de 679 £ 25 MPa e 425 + 31 MPa para scaffolds de PLA e
nanocompositos de PLA, respetivamente. A mesma relacao foi encontrada referente
a scaffolds a base de compaésito de poli (acido lactico-co-glicélico) e TiO2 que possuem
maédulo de Young de 541.23 + 11.80 MPa (RASOULIANBOROUJENI et al., 2018).

Para os scaffolds a base de PVA e PVA 10% os valores do modulo de
elasticidade estdo proximos aos de hidrogéis de PEDOT e polipirrol de 7 kPa (YU et
al., 2016) e aos hidrogéis de PEDOT e carboximetil quitosana de 9.59 + 0.49 kPa (XU,

C. et al., 2018). Ainda, estdo dentro da faixa de médulo de Young de scaffolds de
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espuma de alginato de aproximadamente 5 - 15 kPa (ANDERSEN et al., 2013) e da
faixa de 0,12 + 0,06 kPa a 31,30 + 1,92 kPa para hidrogéis de polietilenoglicol com
acido hialurénico produzidos por Aurand et al. (2014). Entretanto, o mddulo de
elasticidade dos scaffolds de PVA e PVA 10% estao abaixo dos 54 *+ 6 kPa obtidos
para scaffolds de PVA reticulado com éter polietilenoglicol diglicidilico fabricados por
Stampella et al. (2013).

Quanto mais proximas as propriedades do scaffold forem do tecido celular a
ser cultivado, melhor este mimetiza a matriz extracelular natural. Portanto,
comparando os modulos de Young dos scaffolds produzidos com o médulo dos
tecidos humanos apresentados por Liu et al. (2022), como mostra a Figura 44, os
scaffolds de PLA s&o mais indicados para o cultivo de células de pele, os de PLA 10%
e PLA 20% melhor atendem o cultivo de cartilagem e pele, por fim, os de PVA e PVA
10% podem ser utilizados para cultivos de células do cérebro, medula espinhal,

coracdao, pele e masculo.

Figura 44 — Comparacdo dos médulos de Young de materiais sintéticos (acima) e
tecidos (abaixo) com os scaffolds produzidos
Médulo de Young

Hidrogel Ecoflex PDMS PEDOT Poliimida P3HT Ouro - Silicio 4 Grafeno

1Pa 1 kPa 1 MPa 1GPa 1TPa
Cérebro Gordura I Medula Pele Musculo B Coragio Aorta Cartilagem Osso Esmalte
espinhal cortical dos dentes
PVA e PVA 10% PLA10% e PLA 20% === PLA

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2022, p.1106).

4.2.6 Capacidade de absorcao de agua

A Figura 45 apresenta o resultado da capacidade de absorcéo de agua para a
determinacao do inchamento dos scaffolds apos 24 horas e 15 dias. Para o scaffold
de PVA nao foi possivel determinar a capacidade de absor¢cdo de agua, pois este

solubiliza em agua em menos de 24 horas.
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Figura 45 — Capacidade de absorcdo de agua dos scaffolds apés 24 horas e 15 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para o tempo de 24 horas, a porcentagem de absorcao de agua dos scaffolds
de PLA é de 0 %. Para o PLA 10% e PLA 20% sdo 26,5 £ 1,9 % e 251 + 42 %,
respectivamente. Ja para o PVA 10% é 567 = 205 %. No tempo de 15 dias, as
porcentagens para os scaffolds de PLA, PLA 10%, PLA 20% e PVA 10% séo 1,7 £ 0,8
%, 107 £ 32 %, 262 + 6 % e 706 + 62 %, respectivamente.

Constatou-se diferenga significativa, pelo teste t, com significancia de 5% (*)
entre os tempos de 24 horas e 15 dias somente para os scaffolds de PLA e PLA 10%.
Através do teste de Tukey para 24 horas, ndo pode se afirmar que ha diferenca
significativa entre PLA, PLA 10% e PLA 20%, somente PVA 10% difere com
significAncia de 5% (p-valor < 0,05) dos demais. Para 15 dias, ha diferenca
significativa com 95% de confianca entre todos os scaffolds em relacédo a capacidade
de absorcao de agua.

Portanto, somente apos 15 dias percebe-se um incremento da absorcao de
agua dos scaffolds a base de PLA com o aumento da concentragéo de PEDOT:PSS.
Isso deve-se a presenca do PSS, pois estudos de Wang, Y. et al. (2006) demostraram
que o inchamento, ou seja, a absorcdo de agua de hidrogéis de poli (acido acrilico)
melhorou com a adigdo de PSS. Ha um influxo de moléculas de 4gua e aumento da
velocidade de inchamento, pois a adicdo do polieletrdlito na rede polimérica causa um

aumento na concentracdo de poliions e pressdo osmoética (WANG, Y. et al., 2006).
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Para scaffolds produzidos por Alam, Varadarajan e Kumar (2020) a base de
PLA obteve-se capacidade de absor¢céo de agua em 24 horas entre 40 e 60 %, o0 que
esta dentro da faixa apresentadas pelos scaffolds de PLA 10% e PLA 20%.

Os scaffolds de PVA 10% apresentaram alta taxa de inchamento comparado
aos demais. Pode-se observar na Figura 46, o aumento espacial deste scaffold em
relacdo aos de PLA 10% e PLA 20%.

Figura 46 — Scaffolds de PVA 10%, PLA 10% e PLA 20% em &gua apos (a) 0 min (b)
5min (c) 24 h (d) 48 h

a) PVA 10% b) ,ﬁ e 9
\

d) =

Fonte: Elaborado pela autora.

O trabalho de Zhu, X. et al. (2018) demostrou que a adicao de glicerol ao PVA
aumenta a taxa de absor¢do de agua e inchamento, obtendo-se valores na ordem de
550 %, valor este que esta proximo da capacidade de absor¢éo de agua do PVA 10%.

A absorcédo de agua e o inchaco dos scaffolds sdo importantes, pois significa
uma maior hidrofilicidade e molhabilidade do material, 0 que permite maior deposi¢ao
de ions, provenientes do meio de cultura, na superficie do scaffold (ALAM,;
VARADARAJAN; KUMAR, 2020). O inchamento também leva a um aumento dos
poros e da porosidade, o que aumenta a area superficial e facilita a penetracdo das
células no scaffold (FARSHI AZHAR; OLAD; SALEHI, 2014).

4.2.7 Degradagao

A Figura 47 apresenta o resultado do ensaio de degradacdo em PBS dos
scaffolds durante trés meses. Como o scaffold de PVA solubiliza em agua em menos

de 24 horas, este néo esta representado no grafico da Figura 47.



Figura 47 — Ensaio de degradacao para os diferentes scaffolds
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Conforme a Figura 47, os scaffolds de PVA 10% foram os que apresentaram

maior perda de massa. Em 15 dias ou menos, este perdeu mais de 90% de sua massa,

porém manteve sua forma e estrutura 3D. Atribui-se esse comportamento a dissolucao

da matriz de PVA, enquanto houve a permanecia do PEDOT:PSS inchado com agua.

Os scaffolds de PLA 10% e 20% apresentaram comportamento similar, em que

perderam apdés 15 dias uma média de 28% de massa durante os trés meses. Grande

parte dessa perda ocorreu pela erosdo do material como pode-se observar na Figura

48. Parte do material de PLA 20% em contato com meio liquido soltou-se do scaffold.

Figura 48- Processo de erosao de scaffolds de PLA 20%

Fonte: Elaborado pela autora.

Ja os scaffolds de PLA praticamente ndo perderam massa, chegando ao

maximo a uma perda de 3% durante todo o periodo de trés meses. Isso sugere que a
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adicdo de PEDOT:PSS leva a uma maior taxa de degradacédo do PLA. A razao para
isto pode ser a presenca de grupos mais hidrofilicos devido a presenca do PSS e
também a morfologia mais porosa, de modo, que as moléculas de agua pudessem
penetrar com maior eficiéncia os scaffolds acelerando a hidrolise do PLA (WANG, S.
et al., 2017a).

Gomes et al. (2008) demostra que scaffolds que apresentam perda de massa
de 20% em duas semanas sao capazes de induzir a adesao e proliferacao celular,
apresentando potencial de serem usados para regenerar tecido 6sseo. Ainda, estudos
de Moore et al. (2020) determinaram que a taxa de degradacdo do scaffold
(degradacao completa em 7 dias e degradacéao lenta com perda de 60% de massa em
56 dias) nao influencia de maneira significante a permanéncia de células tronco
neurais no cérebro, pois a importancia do scaffold, neste caso, esta relacionada a
apoiar as células durante o processo de implantacdo para aumentar a persisténcia
delas no cérebro ap0s a resseccdo cirargica. Portanto, a taxa de degradacdo dos
scaffolds produzidos encontra se dentro da literatura e estes podem ser aplicados em
diferentes técnicas de engenharia de tecidos.

4.2.8 Viabilidade celular

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos scaffolds, utilizou-se estudo preliminar
da viabilidade celular. A Figura 49 apresenta o resultado da viabilidade celular dos

scaffolds em comparacéo ao cultivo 2D.

Figura 49 — Viabilidade celular dos scaffolds em relag&o ao cultivo 2D
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A viabilidade celular do cultivo 2D € de 100 + 7,8 %, e as dos scaffolds de PLA,
PLA 10% e PLA 20% séo 75,4 + 2,4 %, 99,3 £ 21,6 % e 65,4 + 34 %, respectivamente.
J& a viabilidade celular para os scaffolds de PVA e PVA 10% sédo 5,7 + 1,6% e 17 +
1,9 %.

N&o ha diferenca significativa entre a viabilidade celular de cultivo 2D e de PLA
e PLA 10%, o que indica que esses scaffolds ndo apresentam citotoxicidade em
relacdo as células MRC-5 quando comparado ao cultivo em placas. Em relacdo aos
scaffolds restantes, estes apresentam diferenca significativa do controle com
significancia de 5% (*). A menor viabilidade celular do scaffold de PLA 20% demonstra
gue o excesso de PEDOT:PSS pode ser prejudicial e aumenta a citotoxicidade do
material.

Ja em relagédo aos scaffolds de PVA e PVA 10%, estes apresentam baixa
viabilidade celular em comparacao ao cultivo 2D, o que indica que estes exibem maior
citotoxicidade. Atribui-se esse comportamento a dissolucdo do poli (vinil alcool) e,
consequentemente liberagdo de glicerol ao meio de cultivo, pois o glicerol possui
comportamento citotoxico que aumenta com sua concentracdo no meio e tempo de
exposicao (DAVIDSON et al., 2015).

Apesar de ndo apresentarem diferenca significativa, os scaffolds de PLA 10%
e PVA 10% demostraram na sua média maior viabilidade celular em relacdo aos de
PLA e PVA, respectivamente. Desta forma, esse comportamento pode ser um indicio
que a presenca de PEDOT:PSS em quantidade otimizada pode levar a uma melhor
viabilidade celular dos scaffolds. Assim, sdo necessarios estudos complementares
para avaliar esta condi¢cao.

Em relagcdo a estrutura dos scaffolds no meio de cultura, ao contrario dos
scaffolds de PVA em PBS, estes néo dissolveram por completo no meio de cultura
apos 24 horas, como pode-se observar na Figura 50, que apresenta as diferentes
etapas da cultura celular, da esquerda para direita tem-se scaffolds de PLA, PLA 10%,
PLA 20%, PVA 10% e PVA e cultivo em 2D.
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Figura 50 — Etapas da cultura celular: a) apos adicéo das células, b) apos adicéo de

meio DMEM, c) apds incubacédo por 24 horas, d) apos adicdo de MTT, e) ap0Os

incubacao de 2 h e f) apds adicdo de DMSO e agitacéo

Os scaffolds de PLA mantiveram-se sua forma sem alteragao durante a cultura,
ja os de PLA 10% incharam em pequena quantidade, enquanto os scaffolds de PLA
20% incharam e perderam sua estrutura devido a absorcdo do meio. Os scaffolds de
PVA 10% incharam principalmente apds a adicdo de DMSO, pois este € um bom
solvente para o poli (vinil alcool).

Comparando com a literatura, a viabilidade celular de PLA 10% é maior que a
de 96,56% de membradas de PLA/PHBV recobertas com PEDOT:PSS (CHANG et
al., 2016). Scaffolds de  quitosana-gelatina/nanohidroxiapatita-polianilina
apresentaram viabilidade celular de 80 - 100% o que indicou comportamento nao
toxico in vitro (FARSHI AZHAR; OLAD; SALEHI, 2014), no qual os scaffolds de PLA

10% enquadram-se.

4.3 DISCUSSAO

Em relagdo a sintese do PEDOT:PSS, ha uma diferenga nos valores das
condutividades e concentracdes entre os dois procedimentos de sintese realizados
devido as diferencas na pesagem dos reagentes, pois € um processo manual de dificil
padronizagao.

Ainda, nao foi possivel a sintese do PEDOT:Alginato pela mesma metodologia
da do PEDOT:PSS. Desse modo, podem ser avaliados diferentes métodos de sintese
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e ajuste de parametros como concentracdo, catalizador utilizado e tempo de reacéao.
Entretanto, como os scaffolds de PLA com 10% de PEDOT:PSS ndo apresentaram
citotoxicidade em 24 horas, o0 mesmo ndo necessita substituicio do PSS para
utilizacdo em, pelo menos, aplicacdes temporarias.

Considerando a composicéo dos scaffolds produzidos, como indicado na Figura
51, atribui-se a boa incorporacdo do PEDOT:PSS aos polimeros PLA e PVA a
presenca de ligacbes de hidrogénio entre as diferentes cadeias poliméricas. Em
especial para os scaffolds a base de PLA, o processo de fuséo possibilitou a boa
miscibilidade do PEDOT:PSS nas cadeias de PLA.

Figura 51 — Estrutura dos scaffolds produzidos
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacédo a formacéo dos scaffolds de PVA, a presenca de moléculas com
baixa massa molar e capazes de formar mdultiplas ligacdes de hidrogénios com o PVA,
como o glicerol, podem funcionar como pontes para conectar as cadeias de PVA
levando a formacédo de redes de gel (SHI, S. et al., 2017). Ainda, a presenca das
cadeias de PEDOT e PSS também agem como reticulantes fisicos (ZHANG, Y.-F. et
al., 2020). Isso explica a melhor estabilidade dos scaffolds contendo PEDOT:PSS,
pois 0 PVA, sem a presenca de reticulantes, incha e dissolve em contato com a agua
devido a facilidade de quebra das ligacdes de hidrogénio (RYNKOWSKA et al., 2019).
Ainda, a elevada porosidade desses scaffolds se deve a presenca de gas que fica
preso dentro do polimero, devido a alta viscosidade da mistura, induzido a formacao
de espuma de PVA (DATTOLA et al., 2019).
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Considerando os resultados apresentados, o scaffold de PLA 10% revela-se
como o mais indicado para aplicacbes em engenharia de tecido como mostra a Figura
52. Este apresenta porosidade adequada e superior que a do PLA 20%, em que a
disposicao de poros dos scaffolds, incluindo porosidade e tamanho médio de poros, é
critica na sobrevivéncia celular, proliferacdo e secrecdo de matriz extracelular. O
desenvolvimento de scaffolds contendo macroporos e microporos pode fornecer o

suporte fisico essencial para o crescimento celular (STAMPELLA et al., 2013).

Figura 52 - Tabela comparativa dos scaffolds em relacao as propriedades estudadas

: : :

Fonte: Elaborado pela autora.
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Propriedades mecanicas
Absorcdo de agua
Degradacao

Viabilidade celular

Apesar do scaffold de PVA 10% apresentar condutividade maior, e por isso hao
se estudou scaffolds de PVA 20%, o scaffold de PLA 10% apresenta condutividade
elétrica adequada para favorecer a proliferacdo e diferenciacdo celular através da
formacdo de uma rede condutora segregada. Cargas condutoras localizadas
principalmente nas interfaces entre as particulas da matriz polimérica entram em
contato umas com as outras e tendem a formar caminhos condutores mais densos em
torno das regides poliméricas (ZHANG, K. et al., 2018). Ou seja, 0o PEDOT:PSS estava
recobrindo particulas de PLA antes do processo de fusdo e apés este uniu-se formado
0s caminhos condutores.

Ainda, este possui estabilidade térmica para utilizacdo em incubadoras e para
esterilizacdo por autoclave. Apresenta propriedades mecanicas similares a
cartilagem, favorecendo aplicacéo nesse tipo de tecido. Absorve dgua em quantidade
préxima a descrita na literatura, sendo maior que a do PLA puro e mantendo-se
integridade da estrutura ao contrario do scaffold de PLA 20%. Além disso, o scaffold
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de PLA 10% possui degradacdo similar a encontrada na literatura que exibem
potencial em aplicacdes em engenharia de tecidos

Entretanto, o ensaio de viabilidade celular realizado é preliminar e estudos
adicionais devem ser realizados como avaliacdo de diferentes concentracdes de
células, maior tempo de cultivo, diferentes linhagens celulares, técnicas de
microscopia para avaliar a morfologia celular e adesédo a microestrutura do scaffold e
técnicas que mensuram a viabilidade celular por fluorescéncia, que ndo sofrem

alteracdo com a liberacao de cor do scaffold.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados dispostos neste trabalho, sobre o desenvolvimento de
scaffolds condutivos a base de PLA e PVA com PEDOT como elemento condutivo
conclui-se que foi possivel sintetizar o polimero condutor PEDOT:PSS, atraves da
metodologia proposta, na forma de uma dispersdo aquosa 1,50% (m/m) com
condutividade elétrica de 5,11 x 101 + 1,10 x 10"* S/cm. Conclui-se também que néo
€ possivel obter, através da mesma metodologia, dispersdo de PEDOT:Alginato com
condutividade similar ao PEDOT:PSS o que atende aos objetivos especificos (a) e (b).

Foram obtidos scaffolds por moldagem de maneira simples e rapida das cinco
diferentes composi¢cdes PLA, PLA 10%, PLA 20%, PVA e PVA 10% atendendo o
objetivo (c).

Os scaffolds apresentaram porosidade elevada na faixa de 75 — 96 %. Na
analise de FTIR foi possivel determinar a presenca de PEDOT:PSS nos scaffolds de
PLA 10%, PLA 20% e PVA 10%. Os scaffolds com PEDOT:PSS apresentaram
condutividade de 8,9 x 104 + 6,6 x 10 S/cm para PVA 10%, 2,7 x 10° + 9,7 x 10
S/cm para PLA 10% e 7,3 x 10 + 2,1 x 10° S/cm para PLA 20%, suficientes para
incentivar a proliferacéo e diferenciacéo celular. Todos os scaffolds apresentaram boa
estabilidade térmica até 150°C, indicando que a temperatura ndo é um limitador para
a utilizacao destes scaffolds.

Com relacdo as propriedades mecanicas, os scaffolds de PLA apresentaram
comportamento mais rigido que os a base de PVA. Ainda, todos os scaffolds
apresentaram modulo de Young proximos a modulos caracteristicos do tecido
humano. Os scaffolds de PVA 10% apresentaram alta taxa de inchamento comparado
aos demais. Ainda, apos 15 dias percebe-se um incremento da absorcao de agua dos
scaffolds a base de PLA com o aumento da concentracéo de PEDOT:PSS. Para PLA
10%, estes incharam em pequena quantidade, enquanto, os scaffolds de PLA 20%
incharam e perderam sua estrutura.

Os scaffolds de PVA dissolveram em PBS em menos de 24h, os de PVA 10%
apresentaram em torno de 90% de perda de massa. Os scaffolds de PLA 10% e 20%
perderam apés 15 dias uma média de 28% de massa durante trés meses.

Os scaffolds de PLA e PLA 10% n&o apresentam citotoxicidade em relacéo as
células MRC-5 quando comparado ao cultivo em placas. Ja os scaffolds de PVA e
PVA 10% exibem maior citotoxicidade. Desta forma, os objetivos (d) e (e) foram
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atendidos. Ainda, conclui-se que o scaffold de PLA 10% é o mais indicado para
aplicacdes em engenharia de tecido considerando as propriedades estudadas neste

trabalho.
5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apos avaliar os resultados apresentados, faz-se as seguintes sugestdes para

trabalhos futuros:

a) Realizar novos estudos de viabilidade celular por intervalo de tempo
maiores;

b) Padronizar a producéo de scaffolds de PLA 10%;

c) Para a composicao de PLA 10%, comparar a producéo por moldagem com
impresséao 3D;

d) Avaliar as propriedades mecéanicas dos scaffolds apds imersdo em meio de
cultivo por 24 horas e 15 dias;

e) Avaliar a adeséo e proliferacao celular nos scaffolds;

f) Estudar a utilizacdo de estimulacéo elétrica durante o cultivo celular.
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