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Resumo

O maior problema na monitorizacdo de sinais eletroencefalicos em recém-nascidos resulta da agressividade
do contacto entre o proprio sensor € a pele. Os problemas advém da natureza do proprio elétrodo (geralmente
metalico) e das pastas condutoras que sdo usadas para melhorar o contacto elétrico e facilitar a passagem do sinal.
As pastas condutoras provocam reagdes alérgicas devido a presenca de determinados compostos na sua
constituicdo, tal como surfactantes. Para além disto, durante um exame prolongado, podem ocorrer
micromovimentos do proprio sensor que provocam a abrasdo da pele, devido ao contacto direto existente entre o
sensor metalico e o escalpe. A necessidade de limpeza do escalpe e o contacto prolongado sdo operagdes algo
agressivas, que podem causar lesdes no recém-nascido.

O objetivo deste trabalho ¢ a preparagdo de um elétrodo humido capaz de permitir uma gravagio da atividade
elétrica de qualidade confiavel, usando um hidrogel de alginato. Este novo conceito de elétrodo sera capaz de
garantir o contacto entre o sensor e a pele através de um hidrogel, contribuindo para a atenuagao do ruido devido a
sua natureza semissolida e deformavel. A grande percentagem de 4gua do hidrogel proporcionara um forte efeito
hidratante a superficie da pele, colaborando para o aumento do contacto entre a pele e o elétrodo, redugdo de
impedancia, redugdo do desconforto do bebé e facilidade de utilizagdo. A natureza biocompativel do hidrogel, a
capacidade em se conformar a uma area especifica e manter essa forma semissélida durante todo o exame diminui
a possibilidade de reacdes alérgicas e de abrasao da pele. O hidrogel funcionard como uma almofada impedindo o
contacto direto entre o sensor e o escalpe. Por outro lado, escolheu-se o alginato devido as suas propriedades de
biocompatibilidade e devido & sua capacidade de se ligar eficientemente a catides bivalente, tais como Ca>". O
hidrogel apresenta deste modo uma excelente biocompatibilidade quimica e mecanica com os tecidos biologicos.

As propriedades do hidrogel foram otimizadas para garantir um equilibrio entre o tempo de injegdo e o tempo
de gelificagdo. Pretende-se que o hidrogel gelifique rapidamente para evitar escoamento mas, em contrapartida,
tem que ter um comportamento mecanico ideal para ser facilmente injetavel. Através de andlises quimicas e
reologicas foi possivel estudar a cinética de gelificagdo do hidrogel. Para o fabrico do substrato do elétrodo foi
escolhida a poliamida. Este material foi revestido com prata através da técnica de Electroless Plating. A utilizagio
de um polimero revestido com prata para fabrico do elétrodo, em substituicdo da prata macica, ¢ um novo conceito
que se pretende demonstrar também. As imagens SEM mostraram que a poliamida é o material ideal para
construgdo do substrato do biossensor devido & homogeneidade e uniformidade da superficie de revestimento. A
deposi¢ao de uma camada de AgCl sobre o revestimento de Ag através da aplicagio de um corrente permitiu a
estabilizacdo do potencial do elétrodo e diminui¢do da impedancia. A espectroscopia de impedancia eletroquimica
mostrou que a poliamida permite a construgdo de um sensor estavel e com baixas impedancias.

A conclusio deste estudo com os testes in-vivo em adultos saudaveis comprovou a fiabilidade deste novo

conceito de elétrodo.
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Abstract

The biggest problem in monitoring electroencephalography signals in newborns results in the aggressiveness
contact between the sensor and the skin. The problems arise from the nature of the electrode (usually metallic) and
conductive pastes, which are used to improve the electrical contact and facilitate the passage of the signal. The
conductive pastes induced allergic reaction due to the presence of certain compounds in its composition, such as
surfactants. Furthermore, in a prolonged examination may occur micromovements of the sensor causing the
abrasion of the skin, due to the direct contact between the metallic sensor and the scalp. The necessity to clean the
scalp and the prolonged contact are aggressive operations which can induce injury in newborns.

The goal of this work is to prepare a wet electrode, which will allow a recording of electrical activity with
reliable quality, using an alginate hydrogel. This new concept of electrode will be able to ensure contact between
the sensor and the skin through the use of a hydrogel, contributing to the attenuation of noise due to its semisolid
shape and deformable. The large percentage of water in the hydrogel will provide a strong moisturizing effect to
the skin surface, increasing the contact between the skin and the electrode, reduction the impedance, reducing the
discomfort of the newborn and the ease of use. The biocompatible nature of the hydrogel, its ability to conform to
a specific area and hold that shape during the examination decreases the possibility of allergic reaction and
abrasion skin. The hydrogel will act as a cushion prevents the direct contact between the sensor and the scalp.
Moreover, alginate has been chosen because of its biocompatibility properties and due to its ability to bind
efficiently to divalent cations, such as Ca’". Thus, the hydrogel has as excellent chemical and mechanical
biocompability with biological tissue.

The properties of the hydrogel were optimized to ensure a balance between the injection time and the gelation
time. It is intended that the hydrogel solidify quickly to avoid outflow but in contrast, must have an ideal
mechanical behavior to be easily injected. Through chemical and rheological analyses was possible to study the
gelation kinetics of the hydrogel. In the manufacture of the electrode substrate was chosen the polyamide. This
material was coated with silver using the Electroless Plating technique. The use of a polymer coated with silver
for the manufacture of the electrodes, instead of massive silver, is a new concept that aims to demonstrate. The
SEM images showed that the polyamide is the ideal material for the construction of the biosensor of the substrate
due to the greater homogeneity and uniformity of the coating surface. The deposition of an AgCl layer on the Ag
coating by applying a current, allowed the stabilization of the electrode potential and reduction the impedance.
The electrochemical impedance spectroscopy showed that the polyamide allows the construction of a stable sensor
with low impedance.

The conclusion of this study with in-vivo tests in healthy adults showed the reliability of this new concept of

electrode.
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Introducio

O sistema nervoso ¢ responsavel pela interagdo do organismo ao meio ambiente em que esta inserido. A sua
funcdo ¢ perceber e identificar as condigdes ambientais externas, bem como as condi¢des internas do proprio
corpo e desencadear respostas que se adaptem a essas condigdes. Este sistema funciona como um dispositivo de

comunicagdo cujos componentes usam substincias e energia no processamento de sinais.

Todas as nossas sensagdes, sentimentos, pensamentos, respostas motoras e emocionais, aprendizagem e
memoria, causas de doengas mentais, e qualquer outra fun¢do ou disfun¢@o do cérebro humano ndo poderiam ser
compreendidas sem o conhecimento do fascinante processo de comunicacdo entre as células nervosas. Os
neurénios coletam continuamente informagdes sobre o estado interno do organismo e do seu ambiente externo,

avaliam essas informagdes e coordenam atividades apropriadas a situag@o e as necessidades atuais da pessoa [1].

Atualmente, os avangos tecnologicos tém permitido um estudo detalhado da atividade neuronal, detetando a
evolugdo de estados cognitivos bem como eventuais anomalias que possam estar presentes na andlise clinica de
um individuo. Um diagndstico precoce aumenta sensivelmente a espectativa de cura, contribuindo
consideravelmente para uma melhoria do doente [2]. Das varias técnicas que permitem analisar a atividade
neuronal, destaca-se a Eletroencefalografia (EEG) por permitir medir a atividade elétrica do sistema nervoso
central (SNC), através da colocagdo de elétrodos no couro cabeludo na superficie encefalica, ou até mesmo no
interior da substancia encefalica. Apresenta uma resolugdo temporal muito elevada, na ordem dos milissegundos,
sendo por estas razdes preferencialmente escolhido para investigacdo, para diagnostico de doengas (tumores
cerebrais), ou desordens de trato psiquidtrico, tais como hiperatividade e défice de atengdo em criangas,
deficiéncias senis e até mesmo determinados casos de depressdo. A capacidade de refletir tanto a atividade normal
como anormal do cérebro torna o EEG uma ferramenta muito poderosa no campo na neurologia e neurofisiologia
clinica. Para além disto, oferece vantagens significativas sobre outras tecnologias como o MRI (Ressonancia
Magnética) e CT (Tomografia Computorizada), tanto em termos de custo como de espaco [3]. A qualidade do

exame de EEG ¢ influenciada pelo posicionamento dos elétrodos e pelo seu contacto com a superficie onde estdo
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colocados. Os elétrodos funcionam como interface de comunicagio entre o escalpe do paciente e o dispositivo
eletronico tendo a fungdo de medir e gravar correntes no corpo (Figura 1). Um mau contacto entre o escalpe e o

elétrodo pode comprometer a aquisigdo do sinal elétrico, pelo que se usam pastas condutoras para aumentar este

contacto.
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Figura 1 — Esquema da medigdo de biopotenciais através do uso de elétrodos [adaptado de [4]].

O uso de pastas condutoras e elétrodos metalicos podem provocar danos no escalpe do recém-nascido. A
presenca de determinados compostos na constituigdo das pastas, nomeadamente surfactantes, pode provocar
reagdes alérgicas sobre o escalpe do mesmo. Por outro lado, durante um exame prolongado, podem ocorrer
micromovimentos do proprio sensor que provocam a abrasdo da pele, devido ao contacto direto existente entre o
sensor metalico e o escalpe. A necessidade de limpeza do escalpe, o contacto prolongado e os longos periodos de

preparacdo para realizacdo do exame sdo operagdes agressivas, que podem causar lesdes no recém-nascido [5].

O objetivo desta dissertacdo ¢ a criagdo de um elétrodo com potencial utilizacdo em recém-nascidos, capaz de
transmitir eficazmente os sinais biologicos, oferecendo um contacto com a pele biocompativel quer do ponto de
vista mecanico quer quimico. O elétrodo a projetar ira diferir dos atuais pelo facto de usar um hidrogel de alginato
para promover o contacto e a transmissio do sinal entre o escalpe do paciente e o transdutor propriamente dito,
garantindo uma reduc@o do ruido ambiente ou ruido devido a artefactos de movimento. Este gel polimérico ird
funcionar como um material inerte condutor, sem espalhar, sujar ou danificar o cabelo [6]. Para além disso, terd a

capacidade de interagir com a pele de forma nao abrasiva e sem causar reagdes alérgicas.
No final do projeto o elétrodo serd avaliado através de testes in-vivo e comparado com sinais adquiridos com

elétrodos tradicionais.
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E nquadramento Teorico

A aquisicao de um sinal neuronal é possivel devido a existéncia de células excitaveis no nosso organismo,
capazes de conduzir o impulso elétrico até ao elétrodo. Estas células transmitem informagao por vibragdes, como
por exemplo as ondas radio, ndo existindo fusdo das suas ramificagdes. Se considerassemos cada célula como
sendo uma pequena antena a informagao viajaria de uma célula para outra através da vibragdo transmitida por uma

e captada por outra.

Ao longo deste capitulo faz-se um breve enquadramento tedrico acerca da constituigdo do Sistema Nervoso,
bem como o modo de transmissdo de sinais elétricos ao longo deste. A técnica de medigao da atividade elétrica ao
longo do escalpe do paciente, EEG, ¢ também aqui explicada, culminando com a apresentagdo dos seus principais

componentes, os elétrodos.
1.1.  Sistema Nervoso

O Sistema Nervoso € responsavel por controlar e coordenar as fungdes de todos os sistemas do organismo
bem como, interpretar e desencadear respostas adequadas de estimulos externos.

O sistema nervoso ¢ dividido em:

®  Sistema Nervoso Central (SNC): ¢ a por¢do de rece¢do de estimulos, de comando e responsavel por
desencadear respostas. E formado pelo encéfalo e pela medula espinhal, protegidos respetivamente, pelo

cranio e pela coluna vertebral. O encéfalo apresenta trés partes (cérebro, cerebelo e tronco encefalico).
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®  Sistema Nervoso Periférico (SNP): constituido pelas vias que conduzem os estimulos ao sistema nervoso
central ou que levam até aos Orgdos respetivos as ordens emanadas da porcao central. E formado pelos

nervos cranianos e espinhais, pelos ginglios e pelas terminagdes nervosas [7].

O SNC ¢ heterogéneo quanto a distribui¢do dos corpos dos neurdnios e dos seus prolongamentos. As regides
onde predominam os corpos neuronais s3o chamadas de substincia cinzenta, enquanto regides que contém,
predominantemente, prolongamentos neuronais sio denominados de substincia branca. Para compreendermos

melhor as fungdes de coordenagdo e regulagdo exercidas pelo sistema nervoso, ¢ importante compreender a

estrutura basica de um neurdnio e como ocorre a transmissao da mensagem nervosa [8].

1.2. Neuronios

O sistema nervoso diferencia-se em duas linhagens celulares: os neuroénios ¢ as células da glia.

O neur6nio ¢ uma célula excitavel responsavel pela recegdo e transmissdo dos estimulos do meio (interno e
externo), possibilitando ao organismo a execugdo de respostas adequadas para a manutengdo da homeostasia. Esta
célula € constituida por dendrites, um corpo celular, um axénio e terminais sinapticos (Figura 1.1). A sua estrutura
reflete a sua divisao funcional em compartimentos especializados em receber, entregar e transmitir informagéo. De
modo simples, podemos dizer que as dendrites recebem, o corpo celular integra e os axdnios transmitem a

informagao nervosa — este fluxo unidirecional de informagao também é conhecido como polarizagdo neuronal [9].

\{ Dendritos
¥

Ramificacoes
terminais do
axonio

—_—
Sentido do impulso nervoso

Figura 1.1 — Representagdo dos principais componentes de um neuronio [10].

Os neuronios sdo células com capacidade de excitabilidade e de condutibilidade. A excitabilidade diz respeito

a capacidade que permite a uma célula responder a estimulos. A resposta emitida pelos neurdnios assemelha-se a
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uma corrente elétrica transmitida ao longo de um fio condutor: uma vez excitados, os neurdnios transmitem essa
onda de excitagdo por toda a sua extensdo com grande velocidade em um curto espaco de tempo. Esse fendmeno

deve-se a propriedade de condutibilidade [9].

As células da glia, ou neuralgia sdo células do sistema nervoso que proporcionam suporte e nutricdo aos
neuronios. Estas células para além de darem suporte aos neurdnios tém um papel importante na formagdo de
circuitos neuronais no SNC. Ao recobrir todo o neurénio, as células da glia isolam-se e impedem a propagacdo
desordenada dos impulsos nervosos criando circuitos neurais independentes e contribuindo para a amplificagdo do
sinal neuronal. As células da glia intervém também na orientagdo do crescimento das dendrites e axonios dos

neurdnios [11].

1.3. Geracao de sinais elétricos no corpo

Os sinais elétricos no corpo humano sdo produzidos essencialmente devido aos impulsos nervosos. Um
impulso nervoso ¢ a transmissdo de um sinal codificado de um estimulo dado ao longo da membrana do neurénio,

a partir do seu ponto de aplicacdo.

A enorme quantidade de energia acumulada nos neurdnios e a capacidade destes em usa-la de um modo
eficiente garante que o sinal do neurdnio viaje ao longo do axoénio, permitindo a comunica¢do de um neurénio
com o neurdnio seguinte. Os axonios dos neuronios transmitem pulsos de eletricidade chamados potenciais de
agdo, que se propagam ao longo de fibras nervosas, como uma onda se propaga numa corda de saltar esticada
quando ¢ agitada uma das pontas. Isto é possivel porque a membrana do axénio contem canais i0nicos, que podem

abrir e fechar de modo a controlar a passagem de espécies com carga elétrica [8].

1.3.1. Propagacio de sinais eletroencefalicos num neuré6nio

Todas as células s@o constituidas por uma capsula que contém uma solugdo proteica revestida pela membrana
plasmatica. A diferenga de potencial elétrico entre o meio interno e o meio externo resulta das diferentes
concentragdes de ides entre estes meios nomeadamente, ides de sodio (Na"), ides de potassio (K') e ides de cloreto
(CT'). Nas condigdes de repouso, os fluidos dentro e fora da célula sdo sempre neutros, isto é, a concentragdo de
anides (ides negativos) em qualquer local ¢ sempre igual a concentracdo de catides (ides positivos), ndo havendo
acumulo local de cargas elétricas nesse fluido. O potencial de membrana existe sob duas formas: o potencial de

repouso e o potencial de agdo.
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Potenciais de repouso celular

O potencial de repouso tem origem num mecanismo simples de transporte ativo alternado com transporte
passivo de ides. Por transporte passivo, os ides de Na' entram para a célula através de gradientes de concentragio.
Posteriormente, a célula expulsa esses ides (Na') ativamente para o exterior, a0 mesmo tempo que introduz
ativamente ides de K'. A grande mobilidade do idio K" faz com que este volte passivamente para o lado externo da
membrana, conferindo-lhe uma carga positiva. Do lado interno, ides fosfato, proteinas anidnicas e ides Cl” que
acompanham por atracio elétrica o Na', tornam o potencial elétrico da membrana negativo, e diz-se que a célula
esta polarizada [1]. O potencial de membrana ¢ assim a diferenga de potencial elétrico constante da membrana
plasmatica de células em repouso. Em células nervosas em repouso o potencial de membrana ¢ cerca de -90 mV,
sendo esta concentragio mantida pelo potencial de difusio do Na', difusdo de K™ da membrana e as bombas de

Na'/K'[1, 12].

Potenciais de acdo celular

Os sinais neuronais propagam-se por meio de potenciais de agdo. Estes potenciais sdo variagdes muito
rapidas de potencial de membrana, consistindo numa variacdo nao-linear do potencial como respostas a um
estimulo suficientemente intenso. S6 sdo observados potenciais de agdo, quando as cargas positivas presentes no
interior da membrana aumentam a diferenca de potencial nas areas vizinhas, para um valor superior ao
“threshold” (valor do limiar de voltagem), resultando em variagdes da permeabilidade de membrana celular a
estes 10es [8]. O potencial de acdo caracteriza-se pela fase de despolarizagdo e repolarizagdo. A Figura 1.2

representa o fluxo ionico caracteristico de um potencial de agéo.

O potencial de agdo de uma célula excitavel dura apenas alguns milésimos de segundos. Quando uma célula é
estimulada por um estimulo suficientemente intenso para provocar a variagdo de potencial de -90 mV para um
potencial entre -70 e -50 mV, ocorre passagem de ides de Na™ por difusdo simples de fora para o interior da célula
e inicia-se a fase de despolarizagdo. Como resultado, o interior da membrana passa a apresentar um potencial
inverso daquele encontrado nas condi¢des de repouso, isto €, positivo no interior e negativo no exterior, o qual
pode chegar a +35 mV (Figura 1.2 — etapa I). Durante este espago de tempo a permeabilidade dos ides de Na"
retorna ao normal e, simultaneamente, ocorre um aumento na permeabilidade aos ides de K™ (saida) devido ao
excesso de cargas positivas encontradas no interior da célula (Figura 1.2 — etapa 2). Os ides de Na” que estavam
em grande quantidade no interior da célula vao sendo transportados ativamente para o exterior. Todo este processo
vai fazer com que o potencial desta fase passe a ser aproximadamente -95 mV. Por fim, na fase de repolarizagio a
permeabilidade da membrana aos ides de K retorna ao normal e a célula retorna as condigdes iniciais com

potencial de membrana em torno de -90 mV (Figura 1.2 — etapa 3). Agora, a bomba de Na'/K' comeca a
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trabalhar, transportando Na" para fora e K para dentro da célula, de modo a que esteja pronta para um novo

potencial de acdo [8, 9].

A transmissdo de impulso elétrico entre duas células excitaveis por pontos de contacto muito proximos entre

elas.
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Figura 1.2 — Representacdo do fluxo ionico durante o potencial de acdo [adaptado de [13]].

1.3.2. Propagacio de sinais eletroencefalicos entre neuronios

A auséncia de contacto fisico entre neurdnios requer outros métodos para garantir a propagagao do sinal. As
sinapses sdo regides de contacto entre a extremidade de uma célula com a superficie de outras, na qual ocorre a

transmissao do impulso elétrico. Existem dois tipos de sinapses: sinapses elétricas e sinapses quimicas.

®  Sinapse Elétrica — a transmissao do sinal ocorre através de conexdes (regides comunicantes entre duas
células unidos por canais i6nicos), dando-se pela transmissdo direta de ides de uma célula a outra. O
neurdnio que origina a corrente ¢ chamado de elemento pré-sinaptico e o neurénio para onde a corrente
flui € chamado de prés-sinaptico [7].

® Sinapse quimica — os impulsos sdo transmitidos de um axoénio de um neurdnio pré-sinaptico para as
dendrites ou corpo celular de um neurdnio pos-sinaptico. Entre estes dois neurdnios existe uma fenda

sinaptica, local onde héa transmissdo do impulso nervoso. Nestas sinapses, o neurdénio secreta uma
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substancia quimica, o neurotransmissor, que se difunde na fenda sinaptica, ligando-se quimicamente a
recetores especificos no neurdnio pos-sinaptico dando continuidade a propagacgdo do sinal. No neurdnio

pos-sinaptico o sinal é convertido novamente em sinal elétrico [7].

As sinapses sdo fundamentais para o funcionamento do SNC, uma vez que sdo responsaveis por garantir a
propagacgdo do impulso nervoso entre células. Contudo, um tnico impulso nervoso ¢ insuficiente para estimular a

area responsavel por executar uma resposta.

1.4. Sincronizacao de sinais

As alteracdes do potencial de membrana em células excitaveis podem ser devidas a modificacdes temporarias
na permeabilidade iénica. Quantos mais canais de um ido estiverem abertos, mais o potencial de repouso se
desloca na dire¢@o do potencial de equilibrio desse id0. A corrente elétrica provocada por um ido esta dependente
do numero de canais abertos e da driving force para esse i30. A driving force é a diferenca, em milivolts, entre o
potencial de equilibrio desse i3o e o potencial de membrana. Por exemplo, a driving force para o K’ é de apenas
de 20 mV, enquanto para o Na" é de 130 mV. A elevada driving force que tende a mover o Na' através da
membrana celular, ¢ contrariada pela baixa permeabilidade ao Na“ da mesma. Pelo contrario, a pequena driving
force do K' é compensada pela maior permeabilidade da membrana celular ao K' no estado de repouso. As
modifica¢des do potencial de membrana podem decorrer em pequenas regides de membrana ao serem transmitidas
ao longo da superficie da célula. As modificagdes locais podem respeitar a resposta a um estimulo, como ocorre
nos potenciais dos recetores ou nos potenciais sinapticos. Os potenciais de agdo sdo utilizados na sinaliza¢do a

grande distancia dos nervos e musculos [14].

A atividade elétrica gerada por um neurodnio individual ¢ pequena para ser medida em EEG. A aquisi¢do
deste sinal s6 é possivel quando milhares ou milhdes de neurénios, com orientacdo espacial similar, emitem de
forma sincronizada. Se as células ndo possuirem uma orientacdo espacial similar os seus ides ndo se alinham,
tornando-se impossivel a datagdo dos sinais. A sincronizagdo € vista como o comportamento cooperativo
universal. Os neurdnios tanto competem como cooperam uns com os outros. A sincronizagdo dos elementos de
uma rede da origem a um comportamento ordenado, coerente, que esta associado ndo somente a producgdo de
informagao bioldgica, mas também as potenciais aplicagdes em comunicagdo e identificagdo de sistemas [15]. A
EEG reflete o somatdrio da atividade sincrona de milhares ou milhdes de neurénios que apresentam uma

orientagdo espacial similar, garantindo a aquisicBo de um sinal reprodutivel e permitindo uma andlise e

interpretagao fidedignas [16].
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1.5. Eletroencefalografia (EEG)

O desenvolvimento tecnologico da eletronica, acoplado ao crescimento no conhecimento cientifico sobre as
causas organicas das doengas humanas possibilitou um grande desenvolvimento das técnicas de diagnostico e

terapéutica na medicina.

O primeiro eletroencefalégrafo surgiu no inicio do seculo XX. Este equipamento revolucionou a neurologia
introduzindo um novo conceito na esfera médica: o sinal bioldgico [2]. O termo “sinal bioldgico” refere-se a
variagdes temporais que ocorrem em alguma forma de energia no corpo humano, como resultado do seu

funcionamento. A EEG caracteriza a evolugdo temporal do somatério dos potenciais de membrana dos neurénios.

\

Esta técnica tem sofrido uma crescente notoriedade entre outras técnicas sobretudo devido & crescente
incidéncia da obesidade, distirbios do sono, doengas cardiovasculares ¢ autoimunes nas sociedades modernas,
impulsionando o crescimento dos equipamentos de EEG nos tultimos anos [3, 16]. Atualmente é a técnica de
imagem mais usada na monitorizagdo cerebral, por proporcionar um excelente tempo de resolucdo entre o

estimulo e o registo da atividade do cérebro.

1.5.1. Técnica de aquisicio do sinal

Os sinais de EEG podem ser medidos a partir da superficie cortical, o chamado eletroencefalograma, ou
podem ser detetados com auxilio de elétrodos de profundidade, chamado de eletrocorticograma. A medigdo da
atividade elétrica a partir de elétrodos colocados na superficie do couro cabeludo é o método mais usado por ser

ndo invasivo, e por ndo apresentar qualquer risco ou limitagdo para o paciente.

Os elétrodos sdo colocados no escalpe do paciente que se encontra relaxado, de modo a evitar interferéncia
elétrica a partir de contragdes musculares. Posteriormente pede-se que se realizem algumas fungdes, como
abrir/fechar os olhos, realizar inspira¢des/expiragdes profundas de modo a detetar diferentes tipos de ondas. O tipo
de atividade solicitada ao paciente depende da area patologica em estudo. A preparagdo para um exame de rotina

EEG leva cerca de 30 minutos para um técnico treinado, e aproximadamente 30 minutos de duragdo de exame.

Esta técnica tem como vantagens o facto de ser uma técnica ndo invasiva, ndo causando qualquer dor ao
paciente, ser facil de realizar, apresentar baixo custo e fornecer um feedback interpretavel, mostrando o estado
metabolico de estruturas corticais em tempo real. O tempo de resposta ¢ uma das grandes vantagens de EEG, pois
permite gravar padrdes complexos da atividade neuronal em fragdes de segundos apés estimulagdo. A dificuldade

de descobrir em que parte do cérebro provém a atividade elétrica pode ser visto como uma desvantagem. No
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entanto, a colocagdo de varios elétrodos em todo o escalpe altera esta dificuldade fornecendo uma ideia mais
precisa do local onde os potenciais sdo mais fortes [2, 5]. Consegue-se assim, mapear a atividade elétrica em
diversas regides cerebrais. A colocacdo dos elétrodos ndo é aleatdria, sendo necessario um sistema de colocagdo

padronizado para a sua colocago no escalpe, facilitando a comparagio/referenciagdo dos resultados [2].

Posicionamento dos elétrodos

A qualidade do sinal obtido a partir de EEG ¢ influenciada pelo contacto com a superficie onde estdo
colocados os elétrodos, bem como pelo seu posicionamento. Os varios sinais medidos resultam da distribui¢do de
elétrodos pelo escalpe em diferentes posi¢des. Esta distribuicio obedece a um Sistema Internacional padrao 10-20,
que ¢ o modo padronizado para a colocagdo de elétrodos recomendado pela Federagdo Internacional das

Sociedades de Encefalografia e Neurofisiologia [2].

Segundo este padrdo, a cabeca ¢ dividida em distancias proporcionais a partir de marcos proeminentes no
cranio, para fornecer uma cobertura adequada de todas as regides do cérebro. O rotulo 10-20 designa a distincia
proporcional, em percentagem, entre as orelhas e o nariz onde os pontos para os elétrodos sdo escolhidos. Os
locais onde os elétrodos s@o colocados sdo denominados de acordo com as areas cerebrais adjacentes: F (frontal),
C (central), T (temporal), P (posterior) e O (occipital). Estas letras sdo acompanhadas por numeros impares do

lado esquerdo da cabega, e com niimeros pares do lado direito, como se pode verificar na Figura 1.3.
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Figura 1.3 — Posigoes para colocagdo dos elétrodos pelo Sistema Internacional 10-20 [adaptado de [11]].

Na aquisi¢do de um registo EEG em recém-nascidos sdo usados, pelo menos, oito elétrodos posicionados nas
posicoes Fpl, Fp2, C3, C4, T3, T4, O1 e O2. O elétrodo de referéncia é normalmente colocado na posi¢ao Fpl

[17].
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Este sistema ¢ importante pois facilita a comparagdo e interpretacdo da EEG de diferentes pacientes, ou
mesmo de registos do mesmo paciente realizados em diferentes momentos [18]. Dependendo do que se deseja
avaliar ou da necessidade de rapidez de resultado existem varias técnicas de avaliar um sinal EEG. Por exemplo,
se for necessario um resultado rapido pode-se avaliar o sinal de EEG simplesmente através das ondas cerebrais e
comparando-as com EEGs normais. Se for necessario um exame mais detalhado, poderdo realizar-se algumas
técnicas de processamento de sinal, como por exemplo, as Transformadas de Fourier. O sinal obtido é composto

por um conjunto de ondas que fornecem diferente informacgao [2].

Tipos de ondas

A amplitude das ondas depende de varios fatores tais como, localizagdo, didmetro e distancia entre os
elétrodos, do estado funcional e até mesmo do estado de maturidade do individuo. As amplitudes podem variar de
0a200 pV e a frequéncia de 0 a 30 Hz. A intensidade das ondas cerebrais registadas em EEG ¢é determinada na

sua maioria pelo numero de neurdnios e fibras que disparam de forma sincrona [18, 19].

A partir do registo obtido da atividade elétrica do cérebro, obtém-se um sinal continuo de EEG, caraterizado
por um padrio regular de ondas, de frequéncia e amplitude varidvel consoante os estados cerebrais. Estas ondas
cerebrais tém uma grande complexidade, devido a elevada quantidade de informag@o que ¢ recebida por cada

elétrodo. A Figura 1.4 representa os cinco tipos de ondas:

- Delta ¢ uma onda de baixa frequéncia (0,5 a 4 Hz) e com as maiores amplitudes de entre todas as ondas
cerebrais (12 a 16 mV). E um ritmo comum em recém-nascidos ¢ detetada em adultos durante o sono profundo.
Estd associada a algumas encefalopatias e lesdes cerebrais, pois sdo observados surtos de ondas delta,
desorganizando o trago de base. Surge como uma resposta fisioldgica do sistema nervoso central a variagdo do

Co,.

- Teta ¢ uma onda de frequéncia de 4 a 7,5 Hz, com grandes amplitudes. E uma onda comum em criangas,
permitindo detetar a fisiologia do cértex temporal e parietal. E registada em situagdes graves de stress emocional,
em estado de vigilia com ateng@o for¢ada e durante a resolugdo de problemas logicos. Quando assimétrico ou

constante, a atividade Teta pode sugerir disfungdo em determinada area cerebral.

- Alfa ¢ uma onda com alta frequéncia (entre 7,5-13 Hz), amplitude média de 50 puV e predominam na regido
posterior do cérebro. E registada quando o paciente esta consciente, relaxado e com os olhos fechados. Estas
ondas surgem por volta dos 3 anos de idade e desaparecem quando os olhos estdo abertos, quando ha agéo da luz

ou quando existe atividade mental.
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- Beta ¢ uma onda com frequéncia entre 13-30Hz, amplitude de 10 pV e detetada principalmente nas regides

anteriores do cérebro. Registada quando ocorre um estimulo visual e uma atividade mental, estando desta forma

associada a estados de concentragdo do paciente.

- Gama é uma onda que ¢ filtrada, ndo aparecendo nos registos EEG, uma vez que ndo tem interesse clinico.

Carateriza-se por frequéncias superiores a 30 Hz e estd associada a atividade mental, incluindo percegao,

consciéncia, estado de programagao motora [2].
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Figura 1.4 — Tipos de ondas cerebrais [20].

Em recém-nascidos ¢ comum observar-se ondas lentas difusas e bilaterais, frontais ou de predominio

posterior, e que geralmente sdo normais. A aquisi¢do de um tragado descontinuo, com periodo de atenuagio entre

5 a 20 segundos em EEGs de recém-nascidos esta correlacionada com um bom progndstico, tanto do ponto de

vista motor como intelectual. No entanto, alguns padrdes eletroencefalicos significam mau progndstico,

nomeadamente: tragados de baixa amplitude, longos periodos de inatividade (>30 s) e surtos de supressdo. Estes

tipos de alteragdes em ondas cerebrais de recém-nascidos indicam um alto risco de encefalopatias [21].

A gama de frequéncias carateristica da atividade elétrica em recém-nascidos varia entre 3-13 Hz [22]. A

impedéncia de contacto deve estar compreendida entre 100 Q a 10 kQ) para a captagdo de um sinal preciso [17].

Impedancias de contacto inferior a esta gama de valores indicam a possibilidade de ocorrer um curto-circuito entre

elétrodos e impedancias superiores facilitam o aparecimento de artefactos [4].
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1.5.2. Componentes do sistema

As gravagoes recolhidas do escalpe do paciente relativamente a atividade neuronal permitem uma avaliagdo
das possiveis alteragcdes ao longo do tempo no circuito elétrico basico na condugdo do sinal. Contudo, s6 ¢
possivel obter este tragado eletroencefalografico devido a presenca de um conjunto de sistemas de gravagdo

representados na Figura 1.5, a enumerar:

e Flétrodos — o elemento de captac@o do sinal;

e Amplificadores — dispositivo eletronico que aumenta a amplitude do sinal registado;

e Conversor analogico/digital — dispositivo que converte um sinal continuo num sinal discreto,
amostrando-o no tempo. Transforma o sinal obtido analiticamente num sinal digital [23];

e Dispositivos de gravagado.

Os elétrodos captam o sinal do escalpe, ¢ encaminham-no para os amplificadores. Por sua vez, estes
amplificam os sinais detetados da faixa dos microvolts para uma faixa onde possam ser digitalizados com

precisdo. Os conversores transformam o sinal de formato analdgico para digital e o computador armazena e exibe

os dados obtidos [24].

Figura 1.5 — Conjunto de materiais usados num exame EEG [25].

A gravagao do sinal elétrico da superficie do escalpe do recém-nascido deve provocar a minima perturbagao
do comportamento e dos cuidados normais do recém-nascido. O sistema de aquisicdo de EEG deve ser
posicionado o mais proximo possivel da incubadora ou cama, de modo a permitir uma observacdo continua e
proxima do comportamento normal do recém-nascido. Para uma gravagao 6tima de EEG ¢ necessario aquisi¢do de

um ciclo de sono, o qual varia entre 45 a 60 minutos [17].
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1.5.3. Aplicacgoes

A técnica de EEG apresenta uma vasta gama de aplicagdes que vao desde a capacidade de monitorar o estado
de vigilancia, coma ou morte encefalica, localizar areas danificadas apos traumatismo craniano, acidente cerebral
vascular, monitorar o desenvolvimento cognitivo, estudar a epilepsia, possibilitando testar os efeitos de drogas
epilépticas, acompanhar o desenvolvimento do cérebro humano/animal e estudar os distirbios do sono e da

fisiologia [2, 26].

A EEG realizada no recém-nascido ¢ um dos exames mais importantes da investigacdo neurologica. A
atividade elétrica do cérebro humano comega por volta da semana 17-23 de desenvolvimento pré-natal. Em
criangas, especialmente em recém-nascidos, a realizacdo de EEG pode ser fundamental para detetar anomalias,
danos presentes no SNC e defeitos na maturagéo e crescimento do cérebro, as quais podem representar um grande
risco de debilidade no neurodesenvolvimento. A informagdo sobre o desenvolvimento do recém-nascido ¢
sobretudo vital quando se trata de prematuros, pois uma datacdo precoce destas lesdes pode alertar tanto aos
clinicos como os pais, permitindo uma intervengdo apropriada e precoce. Para além disto, também permite

monitorar os movimentos oculares e respiracao [21].

1.6. Elétrodos

O elétrodo é um componente critico nos dispositivos de monitoramento e avaliagdo da atividade
eletroencefalica, pois funciona como interface entre o corpo e o dispositivo eletrénico. Sdo constituidos por
materiais condutores e funcionam, simultaneamente, como um transdutor, de modo a transformar uma corrente
idnica numa corrente eletronica. Devem possuir uma baixa impedancia, facilitando a condugéo de sinais elétricos.
Caso contrario, sistemas com impedéancias elevadas podem conduzir a distorgdes dificeis de serem separadas do
sinal original [23]. Estes componentes podem ser feitos de varios materiais, sendo a prata, o ouro e a platina os
mais usados. Os elétrodos de Ag/AgCl foram adotados quase que de imediato e permanecem até hoje, o tipo de
sensores mais usados, devido a sua confiabilidade, baixo nivel de ruido intrinseco e estabilidade de potencial

elétrico [2].

Sabe-se que a nivel bioldgico, os maiores obstaculos da transducdo do sinal de EEG sdo: o cabelo ¢ a
epiderme. Em situagdes clinicas tipicas, o cabelo é removido e a epiderme ¢ raspada ou perfurada. Foram-se
desenvolvendo elétrodos capazes de responder a estes inconvenientes sendo atualmente divididos da seguinte

forma:
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Invasivos — quando sao colocados em contacto direto com o cortex
Elétrodos Humidos
Naio Invasives — quando sdo colocados a superficie do cortex
Secos

1.6.1. Elétrodo invasivo

Os elétrodos invasivos apresentam uma forma de agulha ou fio, e sdo projetados para serem implantados de
forma subcutanea. Uma vez que estdo em contacto direto com o musculo ou grupo muscular a ser analisado,

propiciam uma informagao muito mais precisa e localizada do que os elétrodos ndo invasivos.

A Figura 1.6 representa este tipo de sensores que tém a capacidade de captar maiores amplitudes e cobrir um
espetro de frequéncias muito maior do que os elétrodos nao invasivos. Porém, em contrapartida, requerem maiores
cuidados: para além de necessitarem de uma excelente esteriliza¢do, existe o risco da quebra do elétrodo dentro do

tecido ou 6rgdo e potencial reacdo inflamatéria devido ao encapsulamento do dispositivo [4].

Figura 1.6 — Exemplo de elétrodo invasivo: matriz de elétrodos intra-cortical [4].

1.6.2. Elétrodo nio invasivo

A medicao do sinal elétrico cerebral também pode ser realizada de modo néo invasivo, através da colocagao
de elétrodos na superficie do escalpe, embora neste caso os sinais sejam muito atenuados pela presenga da caixa

craniana, a qual funciona ainda como filtro passa-baixo limitando drasticamente a gama de frequéncias de medida.

Elétrodo seco

Os chamados elétrodos secos sao um tipo de elétrodo superficial que dispensa o uso de pastas condutoras ou

preparagdo do couro cabeludo, reduzindo o tempo de preparagio e o desconforto para o paciente [27]. No entanto,
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devido a auséncia de um gel ou pasta condutora, a impedancia interfacial ¢ muito maior do que no caso humido,
tornando essencial a integragdo de um estagio de pré-amplificagdo no elétrodo. Além de ser mais caro, apresenta
um contacto elétrodo-pele muito sensivel a artefactos de movimento, devido ao facto de ser seco, dependendo

muito do acoplamento mecanico [6].

Elétrodo humido

Em elétrodos superficiais himidos hd um material de interface entre o elétrodo e a pele. Este material
consiste em pastas condutoras constituidos por eletrolitos, surfactantes, espessantes e agua. De uma maneira geral,
o eletrolito é o responsavel pela condugdo, os surfactantes melhoram a penetracdo do gel e os espessantes ddo
consisténcia ao material. A interface elétrodo-pele tem uma impedéancia dependente de fatores como: a camada de
interface (preparagdo prévia da pele, massa gorda, cabelo), area de superficie do elétrodo e temperatura do

eletrolito [4].

Apresenta como desvantagens o facto de necessitar da preparagdo do escalpe do paciente, para melhorar a
qualidade do sinal e requerer um controlo regular da qualidade da pasta, uma vez que pode secar e degradar a
qualidade do sinal [1]. No entanto, o uso de um gel apresenta vantagens tais como a capacidade de fornecer os
10es necessarios para que a reagao redox ocorra na interface elétrodo-pele, permitindo um potencial de meia célula
mais estavel e, consequentemente, um baixo valor para o ruido [28]. Na Figura 1.7 mostram-se alguns exemplos

de elétrodos nédo invasivos.

Figura 1.7 — Exemplo de elétrodo ndo invasivos: (A) elétrodo hiimido de Ag e AgCl da Universidade de Grent; (B) elétrodo
seco de g. ®SAHARA.

A Figura 1.8 mostra como o contacto elétrodo-pele pode ser modelado. A interface elétrodo-pele ndo ¢é
apenas resistiva, como também possui elementos capacitivos. Isto ¢ importante uma vez que a frequéncia do sinal
depende sobretudo do contacto elétrodo-pele. Por causa da interagéo entre o elétrodo metélico e eletrolitos, os ides
acumulam-se como placas paralelas. A troca de ido-eletrdo ocorre entre o elétrodo e o eletrdlito, segundo a

equagao:
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AgCl+ e~ & Ago + Cl” (Equagdo 1.1)
E resulta numa tensdo chamada de potencial de meia célula, calculada a partir da equagéo de Nerst [4].

o 005916

E=¢ logCl™ (Equagdo 1.2)

Ne
Onde:
&: potencial de meia célula (V)
0. forga eletromotriz que se obtém a partir dos potenciais normais dos elétrodos

N, :mumero de eletrdes transferidos
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Figura 1.8 — Circuito equivalente de fonte de biopotenciais e de interacdo elétrodo-pele. A fonte de biopotencial é a fonte de
corrente e a resisténcia do tecido é mostrado por Rt. Cet e Ret sdo os elementos elétrodo-pele equivalentes [adaptado de

4]



Capitulo 11

Desenvolvimento do Novo Conceito de Elétrodo

O desenvolvimento de um elétrodo de EEG eficaz requer a consideragdo de varios fatores, incluindo a
suscetibilidade de impedéncia a artefactos de gravagao, estabilidade a longo prazo, contacto seguro com a pele, e

varias consideragdes praticas, tais como tamanho, peso, simplicidade de aplicaco e custo.

Ao longo deste capitulo sera introduzida a problematica inerente aos elétrodos tradicionais quando aplicados
a recém-nascidos, apresentando-se seguidamente o novo conceito de elétrodo capaz de responder eficazmente a

estas limitacdes, orientado para a aplicagdo em recém-nascidos.
2.1.  Os exames EEG em recém-nascidos

O maior problema na monitorizacdo de sinais eletroencefalicos em recém-nascidos resulta do mau contacto
entre o proprio sensor e a pele. Os problemas advém da natureza do proprio elétrodo (geralmente metalico) e das
pastas condutoras usadas para melhorar o contacto elétrico e facilitar a passagem do sinal. Estas operacdes podem
ser algo agressivas para o recém-nascido, podendo ainda causar lesdes [6, 29]. Sabe-se que 11,4% das criangas

exibem lesGes ap6s um registo EEG devido a varios mecanismos:

® Durante o processo de aquisi¢io do sinal podem ocorrer lesdes mecénicas devido a pressdo direta e
prolongada exercida pelo elétrodo sobre a pele. As pastas condutoras sdo viscosas, pelo que qualquer
movimento ira permitir o contacto direto entre o material metalico do elétrodo e a pele. Este contacto ira

provocar a abrasdo da pele causando lesdes na superficie do escalpe do recém-nascido.

18
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® As pastas condutoras contém agentes toxicos, tal como surfactantes, os quais podem causar lesdes

quimicas, nomeadamente rea¢des alérgicas [30].

A Figura 2.1 mostra alguns tipos e posicionamento de elétrodos para a aquisi¢do do sinal em recém-nascidos.

Figura 2.1 — Exemplos de alguns tipos de elétrodos/montagens dos em recéi idos [17, 31].

O novo elétrodo serd capaz de fazer o contacto entre o sensor e a pele sem a necessidade de pastas
condutoras. O objetivo sera a preparacdo de um elétrodo superficial humido, de modo a permitir uma gravacéo de

atividade elétrica de qualidade confidvel e com reagdes cutdneas minimas para o recém-nascido.

2.2. Projeto do novo elétrodo

O elétrodo a projetar ira diferir dos atuais pelo facto de usar um hidrogel de alginato como interface. Este
hidrogel ira permitir a transmissdo do sinal, reduzindo o ruido resultante de artefactos de movimento devido a sua
natureza semissolida. De acordo com as fungdes que se pretende que o novo elétrodo desempenhe, este pode ser
divido em duas partes: a ventosa e o substrato do elétrodo. A ventosa tera a capacidade de acomodar o hidrogel

por injecdo e o elétrodo foi desenhado de acordo com o tamanho da ventosa escolhida. Pretende-se que funcionem
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como um dispositivo unico, deste modo desenhou-se o elétrodo de modo a responder eficazmente a este proposito.

A Figura 2.2 esquematiza as duas pegas do biossensor.

13.00

r4.507

16.30
12.50

16.00
18.00

Figura 2.2 — Protétipo do biossensor a projetar: a ventosa (esq.) e o substrato do elétrodo (dir.) (medidas expressas em

mm).

A ventosa foi comprada a empresa SMC®. Esta é constituida por borracha nitrilica (NBR) e com dimensdes
adequadas ao uso em recém-nascido. O substrato do elétrodo foi desenhado especificamente para esta ventosa. O
material do substrato foi maquinado de acordo com estas dimensdes e revestido com prata, através da técnica de
Electroless Plating, para aquisi¢ao das propriedades condutoras necessarias a transmissdo do sinal. Este material ¢
colocado a partir da parte inferior da ventosa, sendo posteriormente feito o contacto elétrico na parte superior

desta, tal como se mostra na Figura 2.3.

Substrato do elétrodo Orificio para insercio

revestido com prata do hidrogel

Area que ira acomodar Ventosa
o hidrogel

Figura 2.3 — Biossensor construido para transmissdo de sinais EEG em recém-nascidos.



Capitulo II. Desenvolvimento do novo conceito de elétrodo 21

O biossensor a projetar apresenta como vantagens o facto de ser facil de manusear. A existéncia de uma
ventosa permitira a criagcdo de vacuo, mantendo o biossensor imével durante todo o exame. Como consequéncia, o
sinal detetado sera menos suscetivel a ruido resultante de artefactos de movimento. Este elétrodo humido tornara
os exames EEG mais limpos, na medida em que ndo havera a necessidade de se usarem pastas condutoras. O
hidrogel colocado a partir do orificio presente na parte superior do substrato conformar-se-a a area da ventosa, nao
havendo escoamento do mesmo durante todo o exame. Funcionard como uma almofada entre o metal e o escalpe,
incluindo pouca ou nenhuma preparag@o necessaria da pele, conforto e facilidade de aplicagdo. Para além disto, o
facto de o biossensor apresentar uma parte removivel permite que este seja facilmente lavado apods a realizagdo de

um exame EEG, podendo ser reutilizavel.

2.3.  Os hidrogéis de alginato

O hidrogel, ao contrario das pastas condutoras, tem a capacidade de se conformar ao volume da ventosa,
permitindo um bom contacto elétrico. Como ndo esta em contacto direto com o ar € menos propenso a secagem
inadequada podendo ser pressionado no centro, sem risco de se espalhar ou sujar o escalpe devido a sua natureza
solida. Por outro lado, proporcionara um forte efeito hidratante a superficie da pele, o que lhe da a capacidade de
aumentar o contacto com a pele e o elétrodo, permitindo a redugdo de impedancia e melhoria do desempenho do
elétrodo [18]. Todas estas razdes fazem com que este hidrogel apresente potenciais caracteristicas para ser usado
como gel condutor em eletroencefalografia, principalmente devido ao seu carater hidrofilico e a sua elevada

biocompatibilidade [5].

Os hidrogéis sdo redes de polimeros hidrofilicos que podem absorver mais de 300 a 400 vezes o seu peso
seco em agua. Podem ser fabricados para serem quimicamente estaveis ou, eventualmente, desintegrar-se e
dissolver-se. Podem ser classificados em termos de estrutura como homogéneo (ndo poroso), ou heterogéneos
(poroso). As diferengas na sua estrutura surgem como resultado da maneira pela qual as cadeias do polimero
interagem com o ambiente aquoso. Em hidrogéis homogéneos as cadeias poliméricas tém uma elevada afinidade
com a agua em redor formando uma sé fase, e sdo altamente moveis. Por outro lado, os hidrogéis heterogéneos

apresentam regides onde as cadeias poliméricas e a agua solvente formam duas fases distintas [32].

A formagdo de um hidrogel ocorre quando um polieletrolito ¢ combinado com um ido multivalente de carga
oposta, formando-se um hidrogel fisico, dependendo as caracteristicas finais do hidrogel das concentragdes

iniciais dos componentes, da for¢a iénica e do pH da solugdo [33].
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O alginato, também chamado de algina, ¢ um polissacarideo aniodnico que se encontra nas paredes celulares
de algas marinhas Marrons (Phaeophyta), onde agem como componente estrutural na parede celular e nos espacos

intracelulares, promovendo simultancamente rigidez e flexibilidade [34]. E um polimero constituido por cadeias
lineares de residuos de 4cido B-D-manurénico (-M) unidos por ligagdes tipo (1 = 4) e residuos do seu epimero, o

acido a-L-gulurénico (-G), em varias propor¢des. Como se pode verificar na Figura 2.4, uma molécula deste
polimero € constituida por blocos homopoliméricos, -M e -G, e por blocos heteropoliméricos, -MG. As
concentragdes de acido manurénico e gulurdnico variam ndo s6 entre espécies mas também com a época de
colheita e idade ou parte da planta em que a amostra é recolhida. A propor¢ao e distribuigdo desses segmentos ao
longo da cadeia determinam as propriedades quimicas e fisicas do alginato [35]. A disposicdo espacial dos

monodmeros da-se segundo a posi¢ao energética mais favoravel. Para blocos G-G esta € uma posi¢do em forma de
cadeira, 1C4, sendo os monomeros unidos por ligacdo glicosidea O (1 — 4). Para M-M trata-se da posigao 4C1,

sendo a ligacio glicosidea do tipo 3 (1 = 4), tal como se pode observar na seguinte figura [36, 37].

Al M -

\ ) A

Figura 2.4 — Estrutura dos blocos homopoliméricos (-M e -G) e heteropoliméricos (-MG) que constituem a molécula de
lgi) : (A) sequéncia M-M, (B) sequéncia G-G e (C) sequéncia M-G-M [37].

'S

A caracteristica mais importante no alginato quer do ponto de vista industrial ou biotecnologico, é a sua
capacidade de se ligar eficientemente a catides bivalentes, tais como Ca™, Sr*", Ba®" entre outros, permitindo a
formacdo de um hidrogel [38]. Os géis de alginato podem desenvolver-se a temperatura constante. Esta
propriedade unica é particularmente util para a aplicacdo pretendida, pois estard em contacto com as células e
tecidos com baixa tolerancia a temperaturas elevadas. Para além disto, o alginato é um polimero biocompativel,

abundante e apresenta baixo preco. Estas propriedades tornam este composto ideal para fazer a interface de
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contacto entre pele-elétrodo, pois resolve os problemas de alergias e desconforto existentes quando se usam as

pastas condutoras tradicionais [34].

A gelificagdo de alginato ocorre quando catides bivalentes participam na ligacdo entre cadeias do alginato
dando origem a uma rede tridimensional em forma de gel. Os catides ligam-se fortemente aos blocos -G das
cadeias de alginato, uma vez que a estrutura dos blocos permitem um alto grau de coordenacdo dos ides

bivalentes, sendo este modelo designado por “Modelo da caixa de ovos” [39, 40].

Segundo este modelo, os blocos -G do alginato formam jungdes com outros blocos -G adjacentes do
polimero, formando uma espécie de “caixa” e resultando numa estrutura viscosa. Esta cavidade formada pelos
blocos -G ¢ assim capaz de acomodar um ido bivalente. De modo geral, cada ido reticulante interage com dois
residuos -G adjacentes, bem como dois residuos -G numa cadeia oposta, introduzindo a formagido de zonas de
juncdes. Estas zonas de jungdo representam as interagdes fisicas que mantém as cadeias do alginato juntas,
permitindo a formagao do hidrogel. Existe uma proporgéo de 4:1 entre os grupos -G e os ides bivalentes, tal como

se mostra na Figura 2.5 [40].

Figura 2.5 — Ligagoes ionicas entre o ido Ca*eo alginato — modelo da caixa de ovos. (A) Quelagao dos catides bivalentes;
(B) Formacgdo de jungées intercadeias [40].

O alginato forma géis com a maioria dos catides bi e polivalentes. Catides monovalentes e ides de Mg" ndo

. ~ e~ 2 2 L. . A . A .
provocam a gelificagiio, enquanto ides como Ba® e Sr*” produzem géis com maior resisténcia mecanica do que o
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Ca”". Contudo, tem-se escolhido o Ca>" para promover a formagio do gel, uma vez que os seus sais apresentam
baixo custo, estdo facilmente disponiveis e nio sdo toxicos [40]. O Ca’" ajuda a manter as moléculas juntas,
fazendo com que o polimero se ligue e agregue com mais firmeza, denominando-se esta ligacdo de “ligacdo
cooperativa” [38]. O cloreto de célcio (CaCl,) é um dos agentes mais frequentemente usado para reticular
ionicamente o alginato. No entanto, conduz normalmente a uma rapida gelificacdo, devido a sua alta solubilidade
em solugdes aquosas. O resultado é uma variada densidade de reticulagdo e um gradiente de concentragdo do
polimero no gel [41]. Para se obter um gel homogéneo, o Ca’* deve ser libertado lentamente na solugdo de
alginato. O sulfato de calcio di-hidratado (CaSO,-2H,0) e o carbonato de célcio (CaCO,), devido a sua menor

solubilidade, diminuem a velocidade de gelificagdo e alargam o tempo de trabalho dos géis de alginato [35].

Recentemente descobriu-se que o Ca”" também se liga a sequéncias -GM da cadeia. A existéncia de
sequéncias alternadas, em alginatos naturais, pode permitir uma melhoria das propriedades necessarias dos
hidrogéis de calcio, dependendo da aplicag@o pretendida para o hidrogel. O racio M/G e a maneira como os acidos
sdo distribuidos nas cadeias de alginato, t¢m um efeito marcante na formagdo e resisténcia mecanica do gel. Um
racio de M/G baixo (<1) apresenta uma grande proporgdo de blocos de acido gulurdnico, formando um gel com
elevada resisténcia mecanica e rigido. Pelo contrario, para um baixo niimero de blocos de acido gulurénico, isto €,
para um racio M/G elevado (>1) produz-se um gel de modo gradual, macio e elastico. A maior fragilidade dos
géis formados entre os grupos -M ¢ devido a menor resisténcia de ligacdo entre as cadeias poliméricas e maior a

flexibilidade entre as moléculas [40].

2.4. O Sensor

O sensor desenhado tera a capacidade de detetar a atividade elétrica de um conjunto de neurdnios. Assim, é
importante que o substrato do elétrodo seja estavel e bom condutor elétrico, de modo a transmitir eficazmente o
sinal original. A prata ¢ um bom exemplo de material para fabrico do sensor, devido a sua ductilidade e elevada
condutividade elétrica. No entanto, este material apresenta um custo elevado. A utilizacdo de revestimentos na

area da biomedicina aparece como uma solugao que permite contornar muitas das desvantagens dos materiais.

O cobre foi o primeiro material a ser escolhido para construg@o do substrato do elétrodo, devido a sua elevada
condutibilidade térmica e elétrica. E um material maleavel e flexivel, no entanto é prejudicialmente suscetiveis a
oxidagdo, resultando na diminui¢do de propriedades desejaveis, tais como a qualidade e a estabilidade [42].
Segundo Hai H. et al. [43] o revestimento do cobre com um filme de prata permitira reduzir a oxidag@o do cobre,

garantindo a transferéncia do sinal de modo eficaz.
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Uma outra opgao para a construgdo do substrato do elétrodo foi a poliamida. A escolha deste material ficou a
dever-se a grande afinidade da prata pelo grupo amida do polimero, permitindo a formagao de um filme com boa
adesdo. A poliamida ¢ um polimero termoplastico obtido a partir de polimerizagdo por condensacao de diaminas
com acidos dicarboxilicos. Na reagdo de producdo de uma poliamida, ha formacao de uma ligagdo peptidica entre
o grupo amina (NH,) e o grupo carboxilico (COOH), sendo eliminada uma pequena molécula, geralmente 4gua.
Esta reagdo esta representada na Figura 2.6. Carateristicamente, as poliamidas sdo polimeros muito resistentes ao

desgaste e a abrasdo e apresentam boas propriedades mecanicas [44].
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Poliamida

Figura 2.6 — Reacgdo de sintese de poliamida [45].

O revestimento do substrato com prata por Eletroless Plating permitiu superar os problemas associados com
a oxidacdo do cobre, ao custo elevado da prata ou a auséncia de propriedades condutoras no polimero [46]. A
comparagdo das propriedades dos diferentes revestimentos obtidos sobre os diferentes substratos ajudara a

escolher os materiais ideais para que o sensor seja capaz de desempenhar a fungao pretendida.

Meétodo quimico de deposigdo de prata: Electroless Plating

O Eletroless Plating é uma técnica que permite a deposi¢do de um metal ou particulas deste, na superficie de
um objeto, sem a necessidade de corrente elétrica [47]. E uma técnica muito usada por apresentar baixo custo e ser
facil de executar, uma vez que ndo requer qualquer equipamento especifico para ser realizada. Esta técnica de
revestimento ¢ baseada num processo autocatalitico que envolve varias reagdes simultdneas em uma ou varias

solugdes aquosas.

Este método inicia-se pela realizacdo de um pré-tratamento da amostra para remocdo de impurezas e
sujidades da superficie, de modo a favorecer cineticamente a reducdo da espécie metalica na interface
polimero/solu¢do em relacdo ao material existente no meio reacional. Apos a limpeza, os ides metalicos sdo

reduzidos por agentes cataliticos presentes nas solu¢des de revestimento, a partir da seguinte equagdo geral:
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M™ + ne~ (fornecido pelo agente redutor) - M° (Equacgdo 2.1)

A reducdo do ido metalico na superficie da amostra conduz a formag@o de uma fina e heterogénea pelicula do
metal. A adi¢do de catalisantes promove o crescimento desta camada a superficie, conduzindo a formagao de uma

cobertura mais uniforme e estavel [48].

Esta técnica tem como vantagem o facto de permitir uma concentracdo de i0es de metal constante a banhar
todas as partes do objeto, havendo uma uniforme deposi¢do no metal. No entanto, apresenta como desvantagem o
facto de, em alguns materiais, ndo ser suficiente para a formagdo de um revestimento suficientemente espesso para
a transmissdo eficaz dos sinais EEG. Nestes casos, o método eletroquimico ¢ usado para fazer crescer o filme

obtido por Electroless Plating [49].

Meétodo eletroquimico de deposi¢do da prata: Electroplating

Numa reagao eletroquimica ocorre transferéncia de cargas para ou de um elétrodo, geralmente um metal ou
semicondutor. Nesta transferéncia de carga, a quantidade de carga envolvida no processo de redugdo (Processo
Catédico"), tem que ser a mesma que a quantidade envolvida no processo de oxidagdo (Processo anédico’). A
quantidade de carga que flui através de um eletrolito depende do potencial aplicado e da resisténcia da solugdo

[50].

Na operagdo de eletrodeposicdo, a amostra a ser tratada é considerada o catodo de uma célula eletrolitica que
contém uma soluc¢do conhecida como banho de deposi¢do. De acordo com a Lei de Faraday para a eletrélise, a
quantidade de todos os elementos libertados no catodo ou no &nodo durante a eletrdlise ¢ proporcional a
quantidade de eletricidade que passa através da solucdo. Para que a reacdo eletrolitica ocorra numa célula, os

eletrdes devem atravessar um circuito que liga os dois elétrodos (Figura 2.7).

Figura 2.7 — Esquema de deposicio de material através de métodos eletroquimicos.

' Processo Catédico — redugio da espécie pela transferéncia de eletrdes do elétrodo. Ex: 2H,0 + 2¢" = H, + 20H
? Processo Anddico — oxidago de uma espécie pela remogio de eletrdes. Ex: 2H,0 —4¢ = O, + 4H"
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A corrente / ¢ a medida conveniente da taxa de reacdo na célula enquanto a carga O, que passa durante um

periodo ¢ indica a quantidade total a que a reacdo ocorreu. A carga necessaria para a conversao de “m” moles de

um material em produto, numa reacdo com “N,” eletrdes (“7N,” é o numero de cargas envolvidas na reagdo), é

calculada usando a Lei de Faraday expressa na Equagdo 2.2.
Q= fldt =mn,F (Equagdo 2.2)

A quantidade de massa de substancia depositada na amostra, M (gramas), ¢ facilmente calculado através da

Equacgdo 2.3.

M
— (Equacdo 2.3)

T O

S
®

Onde F ¢ a constante de Faraday (96 485 C/mol) e M representa a massa molar da substancia (g/mol).
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Material e Métodos

Neste capitulo estdo apresentadas detalhadamente todas as técnicas usadas para a caraterizagdo dos diferentes
constituintes do hidrogel, com o intuito de se escolher os materiais ideais para a sua produgdo. Deste modo, ¢
importante a analise das propriedades mecanicas finais do hidrogel, recorrendo-se a reologia para a avaliagdo do
desempenho do hidrogel ao longo do tempo. Ao longo deste capitulo ¢ explicado também como se produziu o
revestimento de prata sobre os diferentes materiais, bem como sao apresentadas todas as técnicas de caraterizagdo

do revestimento usadas como auxiliares a interpretacdo e compreensdo dos resultados.
3.1. Preparacio do gel de alginato

A resisténcia mecéanica do hidrogel depende da fonte e concentragdo de alginato, bem como do seu grau de
polimerizagdo. De modo a analisar estas restricdes, estudou-se trés alginatos de so6dio com propriedades
diferentes: alginato de sodio 180947, 71238 e A2033. Usou-se carbonato de calcio (CaCO,), glucono delta-lactona
G4750 (GDL), sulfato de célcio di-hidratado (CaSO,-2H,0), e cloreto de sodio, (NaCl). Todos os produtos
mencionados sdo da marca Sigma — Aldrich Chemicals. A Figura 3.1 esquematiza o procedimento experimental
usado. Comegou-se por dissolver o alginato em agua desionizada (solu¢do 1). De modo analogo, dissolveu-se o
CaCO, (solugdo 2), o CaSO,-2H,0 em combinagdo com o GDL (solugdo 3) e o NaCl (solucdo 4). A solugio de
CaCO, foi adicionada a solu¢do de alginato e misturada durante 30 segundos (Figura 3.1, etapa A).
Posteriormente, a solugdo 2 foi adicionada a solugdo anterior e agitada durante mais 30 segundos para a

gelificacdo iniciar-se (Figura 3.1, etapa B). Finalmente adicionou-se a solugdo de NaCl a mistura anterior (Figura

28
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3.1, etapa C). A mistura final obtida foi colocada em microtubos com volume de 1,5 ml, os quais foram dispostos

num suporte para gelificar, a temperatura ambiente (Figura 3.1, etapa D) [S1, 52].

Solugdo de alginato

a

Etapa (A) Etapa (B) Etapa (C)

s Etapa (D)
Solugdo de CaCO; % @ @
‘ =) = )
Solugdo de CaSO4-2H,0 + GDL P .
“

4

—

Solug¢do de NaCl
-

&l

Figura 3.1 — Esq do procedi to experil tal usado para producdo do hidrogel.

O CaCO, e o CaSO,-2H,0 forneceram os ides de Ca” necessario para iniciar a gelificagio. A libertagdo de
Ca’" do CaCO, ¢ bastante lenta, devido sobretudo a baixa solubilidade do CaCO,. Assim, a adigio do GDL
contribuiu para o aumento da velocidade de libertagdo de Ca*" do CaCO;, acidificando ligeiramente o meio. A

razdo molar de CaCO,:GDL foi sempre mantida a 0,5 para aquisi¢do de um pH ~7 [53].

3.2. Meétodos de Caraterizacio Basica do Hidrogel

Foram utilizadas diferentes técnicas para interpretar e compreender o comportamento dos hidrogéis. A

Tabela 3.1 sumaria todas as técnicas utilizadas com as respetivas propriedades que avaliam.

Tabela 3.1 — Propriedades do hidrogel avaliadas e respetivas técnicas de caraterizagio.

Caraterizacio do hidrogel Técnica
Peso molecular Viscosimetria
Composicdo quimica FTIR-ATR
Tempo de gelificagdo Analise quimica

Propriedades quimicas Reologia
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3.2.1. Viscosimetria

A viscosidade é a medida de resisténcia de uma substincia ao escoamento ¢ esta relacionada com as forgas
intermoleculares. A viscosidade intrinseca relaciona-se com as forgas intermoleculares de uma substancia, quando
esta se encontra misturada com algum outro tipo de molécula e a qual ird interferir na viscosidade total. Esta
interferéncia na viscosidade depende de cada soluto e traduz, igualmente, a resisténcia de uma substancia em fluir:
quanto maior a resisténcia, maior sera a viscosidade [54]. Este parametro esta diretamente relacionado com o peso
molecular viscosimétrico (MW) e o qual é muito proximo do peso molecular médio (PM). Para medic¢do da
viscosidade intrinseca compara-se o tempo gasto por uma solugdo em escorrer pelo capilar, com o tempo gasto por

solvente puro. O tempo de escoamento ¢ proporcional a viscosidade do fluido e inversamente proporcional a
densidade. A viscosidade relativa (1,,) ¢ uma grandeza adimensional, dada pela razdo entre a viscosidade da

solugdo (Msorucao) © a viscosidade do solvente puro (1)50;y). Para muitas solugdes poliméricas nas concentragoes

Psolugio

de interesse temos que ~ 1, deste modo a viscosidade relativa depende apenas da razdo dos tempos:

Psolv

" <
_ Lsolugio (Equagdo 3.1)

T
tsolv

Para o calculo da viscosidade intrinseca ¢ necessario ainda definir a viscosidade especifica (7]5p ), também

adimensional, e calculada a partir da seguinte equagao:

__ MNsolugao-Tsolv

Nsp = (Equacdo 3.2)

tsolw

A viscosidade relativa e especifica dependem da concentragdo da substancia (C em g/dl) na solucdo, deste

modo, a viscosidade intrinseca pode ser calculada a partir da seguinte equagao:

[2(1sp=11r)

[7]] = (Equacdo 3.3)
O peso molecular viscosimétrico foi assim calculado através da seguinte equagao:
[T)] =B X [MW]U (Equacgdo 3.4)

Onde os valores de B e U sio, respetivamente, 0,023 e 0,984 para o alginato e para uma temperatura de 25 °C [7,

55, 56].
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O viscosimetro mais usado para determinar a viscosidade intrinseca de solugdes ¢ o viscosimetro de
Ubbelohde. Na Figura 3.2 esta representado um diagrama esquematico deste tipo de viscosimetro, bem como o

seu funcionamento.

Entrada da solucdo a Reservatorio superior
ser analisada

b

Reservatorio
Tnenor g g Medigio do tempo de escoamento
Limites para a medicdo dos tempos .. ..
N Inicio Termino
de escoamento
o
bo de equalizagio de pressdo
™ Capilar T|
| Reservatorio inferior U g
L :
N Banho térmico
Figura 3.2 — Esq da c ituicdo e funci to do viscosimetro de Ubbelohde [adaptado de [57]].

Num viscosimetro de Ubbelohde o liquido ¢é extraido inicialmente para o reservatdrio superior a partir de uma
capilar e por vacuo. O capilar ¢ suspenso acima do reservatorio inferior e, em conjunto com o tubo de equalizag@o
de pressdo, asseguram que a Unica parte da pressao entre a parte superior do bolbo e a parte inferior do capilar seja
aquela devido a pressdo hidrostatica, isto é, devido ao proprio peso. A partir dos diferentes tempos de escoamento

obtidos € possivel calcular a viscosidade intrinseca da substancia.

A viscosidade intrinseca, [Y]], foi medida com o auxilio de um viscosimetro Ubbelohde 501-10 com um
capilar de 0,63 mm de didmetro. As amostras foram colocadas no viscosimetro para medi¢do dos tempos de
escoamento. O viscosimetro foi colocado num banho de agua a 25,4°C de um equipamento mgw Lauda, Viscoboy
2. Teve-se o cuidado de verificar regularmente a temperatura do banho de agua com um termopar, de modo a

evitar a possibilidade de oscilagdes de temperatura.

3.2.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier com

Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier (F7IR) ¢ uma técnica amplamente utilizada

que permite identificar ligagdes quimicas em materiais, podendo assim ajudar a caraterizacdo das amostras em
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estudo. A combinag@o de FTIR com o ATR (refletincia total atenuada) apresenta como vantagem o facto de nao

requerer qualquer preparagéo prévia das amostras.

Em espectroscopia de reflexdo interna a radiag@o que se propaga em um meio oticamente denso, de indice
de refragdo n,, sofre reflexdo interna total numa interface de um meio adjacente de mais baixa densidade otica

(indice de refragdo n,<n,). Esta onda é chamada de onda evanescente. Este fendmeno ocorre apenas quando o

angulo de incidéncia excede um angulo critico, 90 determinado por:

. Ny ~
sinf, = - (Equacdo 3.5)
1

Esta onda propaga-se ao longo da superficie do cristal até a extremidade oposta (Figura 3.3) [58].

Amostra em contato
com a onda evanescente

Para o Detetor

Feixe Cristal
Infravermelho ATR

Figura 3.3 — Sistema FTIR-ATR [adaptado de [59]].

O feixe IV penetra apenas algumas centenas de nandmetros abaixo da superficie da amostra, o que permite a
caraterizacdo das ligagdes quimicas presentes apenas a superficie. Como a radiagdo ndo tem energia suficiente
para excitar os eletrdes, apenas consegue que as ligagdes dos grupos funcionais vibrem com uma frequéncia
carateristica. Assim, quando se expde uma determinada amostra a radiacdo IV, ela absorve essa luz a frequéncias

que sdo carateristicas das ligagdes quimicas presentes nas amostras [60].

As amostras foram analisadas através da colocagdo de um pouco de pd de cada alginato sobre a célula de
diamante. A diferenca de granulometria de cada alginato constitui uma limitagdo fisica da amostra que ndo se
consegue evitar, podendo ser visto como uma desvantagens para a eficaz aquisi¢do de resultados. Esta analise foi
realizada com um equipamento Jasco FTIR 4100, com um equipamento ATR Golden Gate com célula de
diamante (MKII Golden Gate Single Reflection ATR System Universal) da Specac. Usou-se uma resolucdo

espectral de 8 cm™ e realizaram-se 64 acumulagdes a temperatura ambiente na regido de 4000 a 600 cm™.
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3.2.3. Analise quimica

O tempo de gelificagdo foi caraterizado como sendo o momento em que a mistura ndo fluia quando se
inclinava o frasco num angulo aproximado de 90° e apresentava, simultaneamente, um aspeto de um gel
semissolido a superficie. O tempo de injegdo foi definido como o intervalo de tempo em que era possivel injetar o
hidrogel usando uma seringa. No estudo destes tempos usou-se o CaCO, e o CaSO,-2H,0O como a tinica fonte de
i0es de calcio [35]. Os géis obtidos com os diferentes compostos foram estudados de modo a que a concentragao
molar de calcio adicionado variasse até um valor especifico. Usou-se uma razio molar padrdo entre o Ca* ¢ o
COO" de 0,158 designada de X. A analise da densidade de reticulagdo foi possivel através da multiplicagdo de um
fator por esta razao molar Ca*":C00, tal como 1,4X (razdo molar: 0,221), 1,6X (razao molar: 0,253), 2X (razdo

molar: 0,316) e 2,4X (razdo molar: 0,379) [6, 51, 52, 61].

3.2.4. Reologia

A reologia ¢ uma érea da fisica que analisa as deformagdes ou tensdes de um material, provocadas pela
aplicagdo de uma forga/tensdo. Na pratica, preocupa-se sobretudo com alteragdes mecanicas para caraterizar o
fluxo de materiais, que exibem uma combinagio de propriedades elasticas, viscosas e plasticas. A caracterizacao
destas propriedades em materiais poliméricos ¢ importante, ndo s6 do ponto de vista da sua quantificagdo como
também para compreensdo/previsdo da evolugdo da gelificacdo, determinagdo da arquitetura molecular,

determinagdo do comportamento durante o processo e da performance na aplicagdo ao produto final.

O comportamento reoldgico de materiais ideais ¢ matematicamente descrito pela Lei de Hooke formulada na

Equacao 3.6.

oc=EF.¢ (Equagdo 3.6)

Segundo esta lei, a deformagao sofrida por um material (ao ser submetido a agdo de uma forga deformadora) ¢

diretamente proporcional a for¢a deformadora, sempre que a referida for¢a nao ultrapasse o limite de elasticidade,
o qual depende do material em questdo. Deste modo, a tensdo que se aplica (0) ¢ diretamente proporcional a
deformagao especifica (€) sofrida pela amostra, sendo a constante de proporcionalidade o médulo de elasticidade
ou médulo de Young (E'). Estes materiais sdo conhecidos como reversiveis ou elasticos, uma vez que a sua

deformagio ¢ reversivel. Os materiais viscosos em que a deformagéo ¢ irreversivel obedecem a Lei de Newton:

av .
Oyy = —,ud—; (Equacdo 3.7)
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dv
Segundo esta lei, a relagdo entre a tensdo aplicada e o gradiente local de velocidade (d—;) ¢ definida através de

uma relac@o linear, sendo neste caso a viscosidade do fluido (i) a constante de proporcionalidade. Todos os
fluidos que seguem este comportamento sdo denominados de fluidos newtonianos, em que a resposta a uma tensao
aplicada ¢ dependente da quantidade de movimento por difusdo molecular, ou seja, quanto maior a viscosidade,
menor sera a velocidade a que o fluido se movimenta. No entanto, quando a relagdo entre tensdo aplicada e o
gradiente de velocidade ¢ ndo linear, ocorrem desvios da idealidade. Em fluidos nado-newtonianos (tal como os
sistemas poliméricos), a relacdo entre taxa de deformacdo e a tensdo aplicada ndo € constante exibindo um
comportamento que combina propriedades elasticas (solido) e viscosas (liquido). Estes sistemas sdo chamados

viscoelasticos [62].

A resposta elastica e viscosa dos sistemas viscoelasticos pode ser quantificada usando um sistema de medi¢do
que opera no modo oscilatério. Este método oscilatorio permite determinar varios pardmetros viscoelasticos, tais
como as componentes elastica (G’) e viscosa/dissipativa (G’”) do modulo complexo (G*) [63]. A relagdo entre

estes parametros ¢ dada pelas seguintes equagdes:

G*=VG?%+G"? (Equagdo 3.8)
G'=G*cosd (Equacdo 3.9)

G" =G*sind (Equagdo 3.10)

A analise das propriedades reologicas dos hidrogéis foi realizada usando um Reometro Physica MCR 300
(Paar Physica) e os valores obtidos foram trabalhados usando o software RHEOPLUS®. Este instrumento inclui
uma geometria de cilindros concéntricos, na qual o prato se encontra fixo e o cone exerce movimentos
oscilatorios, com uma frequéncia controlada (Figura 3.4). A temperatura foi controlada cuidadosamente dentro da
resolugdo aproximada de 0,1°C.

ca?+
[c00-]

usou-se uma razio molar padrio entre o Ca’* ¢ 0 COO™ de 0,158 (amostra 1), de 0,221 (amostra 2), de 0,253

As amostras estudadas apresentavam diferentes racios , tal como se realizou nos testes quimicos:

(amostra 3), de 0,316 (amostra 4) e de 0,379 (amostra 5). Cada amostra foi colocada, uma a uma, sobre o porta
amostras e sujeita a dois testes: um time sweep test (TST) e um frequency sweep test (FST). O proposito do 7ST
baseou-se na quantificagdo do tempo necessario para que ocorresse a gelificacdo, isto ¢, a determinagdo de uma
zona estavel de gelificagdo. Neste teste, o equipamento operou num modo oscilatério, com a aplicagdo de uma
deformagdo de 5% a todas as amostra ¢ uma frequéncia de 1 Hz, durante 60 minutos. A quantificagdo da mudanga

de fase a uma temperatura e frequéncia constante permitiu ndo s6 determinar a zona estavel, como também varios
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parametros viscoelasticos. No F'ST o equipamento operou em modo dindmico, com frequéncias entre 0,1 a 100 Hz

e permitiu a determinacao das propriedades elasticas e viscosas dos materiais [64].

=
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Figura 3.4 — Reometro do Departamento de Polimeros da Universidade do Minho.

3.3. Procedimento de deposicio de prata sobre o substrato

Deposigio de prata sobre o Cobre

A deposigdo de uma camada de prata sobre o cobre dividiu-se em duas etapas: uma deposi¢do quimica e uma

deposicao eletroquimica.

Na deposicio quimica, revestiu-se uma placa de cobre com uma fina camada de prata (aproximadamente
1um de espessura). O cobre sofreu primeiramente um pré-tratamento que passou por duas etapas: inicialmente foi
polido, para remogdo de impurezas e sujidades, e posteriormente foi disperso em uma solugdo de 9,4 mM de
sulfato de amonia ((NH,),SO,, Panreac Quimica) e 37,6 mM de hidréxido de amoénia (NH,OH, Merck). Foram
estudados tempos de limpeza de 2, 8 ¢ 10 minutos. Apds este pré-tratamento, o cobre foi adicionado a uma
solugdo de tartarato de sodio e potassio, (C,H,0,KNa 16-54 g/, Sigma — Aldrich Chemicals). Finalmente, uma
solu¢do aquosa contendo nitrato de prata, (AgNO;, AnalaR Normapur) e hidroxido de amonia, com uma razio
molar AgNO,/NH,OH de 1:3, foi adicionada gota a gota a solugdo anterior. A velocidade de adi¢do da solugdo
variou de 0,1 a 0,3 ml/min. Apoés a cessag@o do processo de revestimento, a placa de cobre revestida com prata foi
removida e, em seguida, lavada com agua desionizada para remog¢do de produtos quimicos residuais e impurezas

[46, 47).
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Seguidamente a deposicdo da fina camada de prata por métodos quimicos realizou-se uma deposicio
eletroquimica de Ag para o crescimento desta camada inicial, usando uma solu¢do composta por 0,1 M de AgNO,,
0,2 M de 4cido etilinodiamino tetra-acético (C,,H,N,Oy, Sigma-Aldrich Chemicals), 0,5M de NH,OH ¢ 0,1 M de
nitrato de amonia (NH,NO,). O esquema da montagem experimental da deposi¢do eletroquimica esta representado
na Figura 3.5. Usou-se um elétrodo de Ag/AgCl como referéncia e um elétrodo cilindrico auxiliar de grafite de
modo a permitir uma uniforme distribuicdo de campos elétricos em toda a area da amostra. As curvas de
deposi¢ao foram medidas usando um Potencidstato EG&G PAR 2734 e as medidas de deposi¢do de carga foram
adquiridas com o software CorrWare/CorrView®. Todas as medi¢des foram realizadas a temperatura ambiente

(25°C) a 0 V ¢ uma densidade de carga de 2.0 C/cm’.

Potenciostato

Elétrodo de
Referéncia

Elétrodo

Auxiliar
Figura 3.5 — Esq de igem experimental para deposicio eletroquimica. A igem eletroquimica contém: 1)
elétrodo de referéncia de Ag/AgCl; 2) Amostra de Cu; 3) Elétrodo auxiliar de grafite; 4) Solugao eletrolitica com 0,2 M de

EDTA; 5) Potenciostato EG&G 273A; 6) ¢ dor para

/4

isiciio de resultados [adaptado de [65]].

4

Deposicio de prata sobre a poliamida

O processo de revestimento da poliamida passou por cinco etapas representadas no diagrama abaixo:

. . . Tratamento
Limpeza Q Inchamento Q Redugio Q Crescimento » A
térmico

1. Limpeza: a realizagdo de um pré-tratamento permitiu a remog¢do de impurezas e sujidades a superficie do
polimero. As amostras foram colocadas em 2-propanol (C;H,O, AnalaR Normapur) durante 10 minutos na
tina de ultra-sons e posteriormente, foram mergulhadas em agua destilada e colocadas novamente no
ultrasons por mais 10 minutos.

2. Inchamento: Realizado o pré-tratamento, mergulhou-se as amostras durante 60 minutos numa solugdo de
1,77 mol/L de AgNO, para ocorrer o inchamento do polimero.

3. Redugdo: As amostras foram retiradas e lavadas com agua destilada para remocao dos excessos de Ag que

ndo se encontravam bem aderentes. Mergulhou-se as amostras em uma solugdo de 66,1 x 10” mol/L de
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borohidreto de sodio (NaBH,, Merck) durante mais 10 minutos com agitagdo moderada. Seguidamente, as
amostras foram novamente lavadas com agua destilada para remocdo de Ag mal aderida, secas e colocadas
novamente na solu¢do de AgNO, durante mais 10 minutos. Repetiu-se este processo mais duas vezes para
aumentar a quantidade de prata depositada sobre a amostra.

4. Crescimento: As amostras foram posteriormente colocadas num frasco com uma solu¢do composta por 0,32
mol/L de glucose (Merck), 0,07 mol/L de AgNO,, 0,02 mol/L de 4cido trisédico (Sigma — Aldrich
Chemicals) e uma concentracdo de amonia necessaria para se dar a precipitagdo da Ag. Deixou-se na estufa
durante 24h a 40°C.

5. Tratamento térmico: Colocou-se as amostras durante 24h a 70 °C e durante 10 min a 170 °C.

3.4. Meétodos de Caraterizacdo Basica do Revestimento

O revestimento foi estudado com auxilio de varias técnicas. A Tabela 3.2 apresenta as técnicas usadas e

respetivas propriedades que avaliam.

Tabela 3.2 — Propriedades do revesti avaliadas e respetivos métodos de caraterizagdo.
Caraterizagao do revestimento Técnica
Morfologia e composi¢ao SEM e EDS
Estabilidade de impedancia ISE
eletroquimica
Estabilidade do potencial Medigao do ruido elétrico
Desempenho Testes In vivo

3.4.1. Microscopia Eletronica de Varrimento e EDS

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) € um instrumento muito poderoso que permite a observacao e
caraterizacdo da superficie de materiais. Este microscopio, relativamente aos convencionais, apresenta uma grande

profundidade de campo e uma elevada resolugdo, o que permite o estudo da morfologia dos revestimentos [66].

Esta técnica baseia-se na criagdo de um feixe de eletrdes em uma coluna de vacuo, a partir de um filamento

de tungsténio por efeito de campo. A diferenga de um campo elétrico entre o catodo e o anodo origina a emissao



Capitulo III. Material e Métodos 38

de eletrdes, os quais sdo acelerados em dire¢do a amostra. Os eletrdes bombardeados, denominados de eletrdes
primarios, passam por lentes condensadoras e por uma lente objetiva que t€ém a fungéio de focalizar o feixe sobre a
amostra (Figura 3.6). Estes eletrdes interagem com a amostra por dispersdo e absor¢do na sua superficie,

provocando a emissdo de radiagdo, corpuscular e eletromagnética, que é coletada por detetores especificos.

Fonte de eletroes

Anodo

Coluna em alto Lentes

vacuo condensadoras
Bobines de
Varredura

Objetiva

Cimara de alto ou
baixo vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 3.6 — Na figura & esquerda estd representado um desenho esquemdtico de uma coluna de SEM [67]. A direita
encontra-se o equipamento JEOL JSM 6301F situado no Centro de Materiais da Universidade do Porto.

Da radiac@o emitida apds a interagdo dos eletrdes primarios com as amostras, os sinais mais importantes para

gerar as imagens SEM sdo:

- Eletroes Secunddrios: tem origem em interagdes inelasticas entre os eletrdes primarios e os eletrdes
atomicos, sendo o sinal proveniente de uma profundidade de cerca de 10 nm. A sua intensidade é essencialmente

fungao da topografia [66].

- Eletroes Retrodifundidos: resultam de interagdes elasticas entre os eletrdes primarios e os atomos da
amostra, sendo provenientes de regides ate 1pum de profundidade. A intensidade deste sinal ¢ funcdo da orientagdo
da amostra relativamente ao feixe e do numero atéomico desta, permitindo obter informagdo relativa a variacdo da

composi¢ao quimica da amostra [68].

A espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) é uma técnica usada em combinagdo com o SEM, a
qual possibilita uma analise da composi¢do quimica elementar num dado ponto. Estes detetores capturam os raios
X emitidos pela amostra. Cada elemento emite um valor carateristico de energia em virtude da sua estrutura
atomica, deste modo a partir dos diferentes raios X capturados é possivel determinar quais os elementos presentes
a superficie da amostra, bem como a sua localizagdo. Todo este processo ocorre em vacuo para que ndo haja

dispersdo ou atenuagao dos eletrdes [69].
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As amostras foram imobilizadas numa fita de grafite colocada num suporte de metal. No estudo morfologico
dos revestimentos utilizou-se um microscopio da marca JEOL, modelo JSM 6301F, acoplado um sistema de
microanalise com sistemas de observagdo de amostras a baixa temperaturas. As condi¢des de operagdo foram 15

kV de tensio de aceleragio e pressdo na cAmara de aproximadamente 2,2 x 10 Pa.

3.4.2. Espetroscopia de Impedincia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica pode ser considerada uma técnica de caraterizagdo de cinética
dos sistemas eletroquimicos. Esta técnica ¢ capaz de estudar processos cujas constantes de tempo variam ao longo
e em varias ordens de grandeza. O seu carater estacionario permite que cada medida seja o resultado de uma

média de valores, obtendo-se assim elevados niveis de precisdo.

Esta técnica consiste basicamente na aplicacdo de uma pequena perturbagdo ao sistema em estudo, sob a

forma de uma onda sinusoidal de potencial,

V(t) = V,sen wt (Equagdo 3.11)
em que V, ¢ a amplitude e W a frequéncia angular, em que a corrente do sistema se traduz em

I1(t) = I,sen (wt + @) (Equacdo 3.12)

em que I, é a amplitude do sinal de corrente e 0 a diferenca de fase entre os dois sinais.

A impedancia, Z, do sistema sera:

Z_K_ﬁ sen wt . s
T Iy sen (wt+@) (Equagdo 3.13)

- —
A impedancia do sistema pode ser representada como um vetor Z, o qual corresponde a divisdo do vetor V'

pelo vetor I. Este vetor pode ser tratado como um niimero complexo, da forma:
Z =LZreat + Zimag (Equagdo 3.14)

Num ensaio de espectroscopia de impedancia eletroquimica efetua-se a determinagdo de impedancia do
sistema ao longo de uma vasta gama de frequéncias. Os resultados obtidos para os varios valores de frequéncia da

perturbagdo imposta podem ser representados segundo um Diagrama de Bode. Neste diagrama, a distribui¢@o dos
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valores de impedancia por varias ordens de grandeza sdo representados em coordenadas polares (magnitude log |Z|

em fungdo de log W).

Os elétrodos de Ag/AgCl apresentam, por norma, um potencial mais estavel e, consequentemente, menos
ruido quando em contacto com um eletrdlito. Deste modo, a deposi¢do de uma camada de AgCl sobre o
revestimento de Ag, ira estabilizar o potencial do elétrodo e baixar a impedéncia de interface. Segundo a Equacgdo
1.1 apresentada no Capitulo I, o elétrodo de prata responde reversivelmente aos ides de cloreto presentes na

solugdo, formando-se assim uma camada de AgCl sobre a superficie do elétrodo [70].

A montagem experimental usada ¢ semelhante a que se usou na deposi¢do eletroquimica da prata sobre o
cobre, representado na Figura 3.5, usando neste caso um potenciostato EG&G PAR 2734 para deposi¢do do
AgCl, um analisador de resposta em frequéncia SOLARTRON 1250, para medi¢do da impedancia e uma solugio
que continha cloro. Analisou-se a deposi¢do do AgCl com duas solugdes diferentes: uma solugdo com 0,9% NaCl
e uma outra de 1M de HCI [70, 71]. Para a medigdo da impedancia das diferentes amostras revestidas com prata

usou-se um software Zplot/Zview®.

A deposi¢ao do AgCl sobre a prata foi realizada de forma semelhante em ambas as solug¢des. Iniciou-se pela
realizagdo de uma limpeza eletrolitica prévia para remocdo de sujidades, fazendo passar uma corrente de -0,6
mA/cm” durante alguns minutos. Apos isto, deposita-se uma quantidade de cloreto de prata, fazendo passar 10
mA/cm” durante 5 segundos, ¢ mediu-se a impedancia final da amostra com esta nova camada de AgCl. E
depositada uma nova camada de AgCl e mede-se novamente a curva de impedancia [70, 71]. O procedimento foi
repetido até se obter uma camada de AgCl suficiente para garantir a estabilidade do potencial (aproximadamente 5
mg de AgCl). Uma vez preparado, o elétrodo de Ag/AgCl foi mantido em solu¢do de NaCl e HC1 com diferentes
concentracdes, durante quatro dias para o potencial estabilizar. As concentragdes das solugdes usadas estdo

representadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Condicées de testes eletroquimicos para deposicio de AgCl nos diferentes elétrodos.

. Deposicdo da camada Imersao da amostra Imersao da amostra
Procedimento R
de AgCl durante 24h estabilizacio durante 72h
1 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl 0,9 % NaCl

2 IM HC1 0,05M HCI 0,005M HCI
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3.4.3. Medicao do ruido elétrico

A gravagio de biopotenciais na superficie do escalpe ndo é uma representagio exata do evento em analise. E
composta por uma tensao desejada, o sinal, e um niimero de tensoes indesejadas, o ruido. O ruido ¢ uma flutuagio
aleatoria de sinais elétricos indesejados que torna mais dificil de detetar ou processar os sinais reais, deste modo é
importante conhecer a magnitude e origem deste ruido. O ruido elétrodo-pele pode ser dividido em dois
componentes: a interface elétrodo-gel e a interface gel-pele. O ruido proveniente da interface elétrodo-gel pode ser
calculado através da colocaco de dois elétrodos, um contra o outro, sendo o valor tipico obtido com elétrodos de
Ag/AgCl de 1 pV. O ruido proveniente da interface eletrolito-pele pode ser calculado através de medi¢des de
ruido com o elétrodo em contacto direto com a pele, e geralmente varia entre 1 ¢ 15 pV [72]. Como o ruido
proveniente do contacto gel-pele depende exclusivamente do tratamento de pele (grau de abrasdo e limpeza da
pele) a que o paciente ¢ sujeito, deve-se garantir que o ruido imposto pela interface elétrodo-gel ¢ o minimo

possivel, de modo a ndo causar qualquer ruido que possa mascarar o sinal que esta a ser gravado.

Na medi¢do do ruido produzido na interface elétrodo-gel, foram usados dois elétrodos colocados frente a

frente, tal como se mostra na Figura 3.7. Neste estudo foi desprezado a interface gel-pele.

! T I X

Figura 3.7 — Montagem experimental usada para a medicdo do ruido a sonda: Working (verde) e a Working Sense (azul)
foram ligados a uma amostra, e o0 Counter (vermelho) e o Reference (branco) foram ligados a outra amostra.

A medic¢do do ruido nas amostras de Ag/AgCl foi realizada com recurso a um potencidstato Gamry G300
com o auxilio do software ES4410®. Foram analisados pares de amostras com as mesmas condig¢des, imersos em
solug@o de NaCl em potencial de circuito aberto ¢ a uma taxa de amostragem de 1000 Hz durante um periodo de

10 minutos. A célula eletroquimica foi mantida dentro de uma gaiola de Faraday.
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3.5. Testes in-vivo

Os testes in-vivo sdo testes realizados em adultos saudaveis com o objetivo de avaliar a performance do novo
elétrodo. Estes testes permitiram avaliar o desempenho do novo biossensor, através da comparagdo de sinais

elétricos transmitido pelo novo sensor, com sinais adquiridos com elétrodos AgCl tradicionais.

A andlise dos sinais elétricos do escalpe foi realizada em adultos com idade compreendida entre 22-23 anos,
com um bioamplificador ANT (do inglés Advanced Neuro Technology) de 32 canais. A Figura 3.8 mostra a
montagem de EEG usada para a medicao do registo da atividade elétrica do escalpe, colocada na parte frontal do
cranio do individuo que se encontra relaxado, de modo a evitar interferéncia elétrica a partir de contragdes
musculares. Para a aquisi¢do de um registo de EEG espontaneo usou-se um elétrodo de referéncia comum na
posicéo Fpl, o novo elétrodo e um elétrodo de Ag/AgCl comercial na posi¢do Fp2 e um elétrodo Terra na posigdo
Fp7. Foi realizado o registo durante alguns minutos. Os sinais foram posteriormente analisados com a aplicagdo

eeglab do Matlab.

Elétrodo Terra na
posi¢ao Fp7

Elétrodo Ag/AgCl na

posiciao Fp2

Novo elétrodo na

~ posic¢ao Fp

Figura 3.8 — Montagem experimental usado em testes in-vivo.
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Resultados e Discussio

O Capitulo IV retne todos os resultados experimentais obtidos, desde a caraterizagdo da composi¢do do
hidrogel até a composi¢do e caraterizagdo do revestimento. A analise destes resultados permitira selecionar o
material ideal para a construgdo do substrato do elétrodo, capaz de responder aos objetivos que motivaram este

trabalho.
4.1. Otimizacao da sintese do hidrogel

O peso molecular dos diferentes alginatos, a diferenga de propor¢des de grupos -M e -G, as diferentes fontes
de Ca®, a presenga ou auséncia de NaCl sdo fatores que influenciam quer o tempo de gelificagio, quer o tempo de
injecdo. Para além disto, a diferente concentragdo destes compostos ird permitir a aquisicdo de hidrogéis com
diferentes propriedades mecanicas. De modo a produzir-se um hidrogel com as propriedades ideais para a
aplicacdo pretendida, o estudo da influéncia de cada um destes parametros tornou-se crucial para o

desenvolvimento deste trabalho.

4.1.1. Peso Molecular

O tamanho ou comprimento da cadeia polimérica influencia ndo s6 o comportamento reoldgico dos hidrogéis
formados, bem como a estabilidade, as propriedades fisicas do produto final e sobretudo os tempos de gelificacdo

dos hidroggéis.

43
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A Tabela 4.1 mostra os tempos de escoamento obtidos para cada amostra, bem como as respetivas
viscosidades e peso molecular aproximado, calculados a partir das equagdes apresentadas no capitulo anterior. A

viscosidade do soluto (dgua destilada) foi de 81 segundos.

Tabela 4.1 — Peso molecular obtido para cada alginato a partir dos respetivos tempos de escoamento.

Amostras Tempos de escoamento  Viscosidade Intrinseca  Peso molecular
s) (dVg) (kDa)
Alginato 180947* 176 7 322
Alginato 71238* 352 14 694
Alginato A2033* 449 19 920

*Referéncia de Sigma — Aldrich Chemicals

O peso molecular ¢ aproximadamente igual ao peso molecular viscosimétrico, e o qual varia
proporcionalmente com a viscosidade intrinseca. Dos alginatos analisados, o polimero que apresenta menor peso
molecular € o alginato 180947, enquanto o alginato 71238 e o alginato A2033 apresentam, aproximadamente um

valor para o peso molecular duplo e triplo deste, respetivamente.

Pretende-se que o alginato escolhido apresente uma viscosidade tal que permita a sua inje¢do no elétrodo e
simultaneamente, impega o escoamento do material para o exterior do mesmo. O aumento do comprimento da
cadeia tende a diminuir a mobilidade da mesma e aumentar a resisténcia, como consequéncia do maior numero de
interagdes existentes na cadeia entre o catido bivalente e o ido carboxilo. Estas interagcdes tendem a manter as
cadeias individuais mais fortemente na posi¢do, habilitando-as a resistirem a deformaco e separacdo da matriz,

tanto em tensdes como a temperaturas mais elevadas [55].

4.1.2. Composi¢ao Quimica

E importante saber a proporgdo de grupos -M e -G de cada polimero usado, na medida em que ¢ uma das
propriedades que nos fornece mais informagao sobre o seu comportamento quando se pretende criar um hidrogel,
nomeadamente a sua resisténcia mecanica. Nos espectros IV dos diferentes alginatos ¢ visivel um conjunto de
bandas carateristicas, nomeadamente as bandas que se referem aos grupos -M e -G, respetivamente em 808 e 1030
e em 787 e 1080 cm™ [73]. Através do quociente da intensidade destas bandas dos espectros com corregio da
linha de base, € possivel fazer uma boa estimativa do racio M/G [74]. Em alginatos este racio pode variar de 0,5 a
2,5, devido as heterogeneidades entre o comprimento da cadeia e distribui¢do dos blocos -M e -G. Para além disto,

a quantidade de grupos -M e -G esta diretamente relacionada com a origem do alginato: algas de origem diferentes
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apresentam diferente propor¢do deste racio, e consequentemente, diferentes propriedades fisico-quimicas. A

Figura 4.1 mostra os espectros obtidos para cada alginato.

O quociente da intensidade das bandas de 808/787 cm™ ¢ 1030/1080 cm™ permitiu estimar o racio M/G dos
diferentes alginatos. De acordo com este racio, a razdo M/G obtida para as bandas referidas foi de 1,2 ¢ 1,4 para o
alginato 180948, para o alginato 71238 obteve-se 0,9 e 1,3 e, finalmente, para o alginato A2033 a razio foi de 1,1

e 1,6, respetivamente.

Tal como foi explicado nos capitulos anteriores, quanto menor for o racio M/G, maior ¢ a presenga do
grupo -G e consequentemente maior a resisténcia mecanica do gel. Dos dados obtidos observa-se que, o alginato
71238 (obtido a partir de Alga Marrom) é aquele que apresenta valores inferiores quer para o quociente da
intensidade das bandas de 808/787 cm’', quer para o quociente de 1030/1080 cm™, sendo portanto o que
apresenta maior quantidade de grupos -G. Assim, o alginato 71238 permitira a formagao de um gel com maior
resisténcia mecanica que os restantes alginatos, colocando-o em vantagem sobre estes neste aspeto [74].

Alginato 71238

Alginato 180948
Alginato A2033

1030

808 787

Absorvancia (u.a.)

r T
1200 1000 800

Nuamero de onda (cm-l)

Figura 4.1 — Espectros FTIR-ATR dos diferentes alginatos.

4.1.3. Estudo da cinética de gelificaciao

A concentracdo de polimero, o tipo de agente de reticulacdo e a presenga de NaCl tem uma grande influéncia
na cinética de gelificac@o do hidrogel. Deste modo, o estudo da influéncia de cada um destes pardmetros permitiu

aferir as condicdes de preparacdo ideias para se ter um hidrogel com as propriedades desejadas.
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Concentracgdo de polimero

A influéncia da concentragdo do polimero na cinética de gelificag@o esta representada na Figura 4.2.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

. —
Tempo de injegdo
I Tempo de gelificagao

Tempo (min)

02 03 04 05 06 0,7 08 0,9 1,0 1,1 1,2 L3

Concentragdo de Alginato (%)

Figura 4.2 — Estudo da influéncia da concentracgdo de alginato no tempo de gelificacdo e injecio, realizado com o
alginato 71238.

Os hidrogéis apresentam uma variagdo da taxa de gelificagdo com o aumento da concentragdo do polimero.
Esta conclusdo indica que o rearranjo conformacional das cadeias do polimero ¢ importante para a formagdo da
reticulacdo. Uma maior concentragdo de polimero resulta em maior viscosidade e, consequentemente, maior é o
impedimento entre as cadeias de polimeros. Como resultado, verifica-se um menor rearranjo conformacional da
cadeia polimérica, para a formacao de ligagdes cruzadas de modo eficaz [34]. No entanto, para concentragdes
inferiores a 0,6% de alginato, observam-se elevados tempos de gelificagdo. Isto ocorre porque a baixa
concentragdo de alginato presente em solugdo, traduz-se numa menor densidade do ido COO’ presente e,
consequentemente, a necessidade de um maior tempo para as cadeias se conseguirem organizar. O facto destes
ides se encontrarem muito afastados, leva a que demorem mais tempo a formarem o modelo para a recegdo do

2
Ca™".

A Figura 4.3 mostra o comportamento dos diferentes alginatos para uma gama de concentragdes de alginato
definida a partir das viscosidades do polimero, isto €, a partir das propriedades de cada polimero. Por exemplo, a
partir da Viscosimetria observou-se que o alginato 180947 apresenta baixa viscosidade (7 dl/g), sendo dificil a
obtencdo de hidrogéis para baixas concentragdes deste. Em contrapartida, o alginato A2033 apresenta alta
viscosidade (19 dl/g), o que dificulta a aquisi¢do de hidrogéis em concentragdes elevadas deste polimero.

Selecionou-se assim uma gama de concentragdes de 0,4% a 1%.
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Este estudo permitiu concluir que todos os alginatos obedecem a cinética quimica determinada anteriormente,

variando o tempo de gelificagdo com o peso molecular: quanto maior o peso molecular, menor o tempo de

gelificacdo.
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Figura 4.3 — Evolugdo da cinética de gelificacdo dos hidrogéis obtidos a partir de diferentes alginatos.

Fontes de Cdlcio

. . 2 . .

Foram estudados diferentes compostos dadores de ides de Ca”'. Existem compostos que cedem rapidamente

estes i0es para a formagdo de uma rede reticulada, enquanto outros necessitam de determinadas condigdes de pH
para cederem estes ides. Para se analisar como diferentes agentes de reticulagdo influenciam o tempo de

gelificago e as propriedades mecanicas estudou-se dois compostos dadores de Ca*": o CaSO,-2H,0 e o CaCO,.

Para se estudar a influéncia de diferentes fontes de célcio, a concentragdo de alginato foi mantida constante e
fez-se variar a concentragdo dos compostos responsaveis pela iniciagdo da gelificacdo. A analise da Figura 4.4
permite concluir que o CaSO,-2H,0 produz um hidrogel rapidamente, mesmo quando em baixas concentragdes,
formando-se géis muito heterogéneos. Em contrapartida, o sistema CaCO,-GDL ¢é muito lento, produzindo-se um
gel com maior resisténcia mecanica, uniforme, transparente formado por estruturas homogéneas. A lenta taxa de
gelificagdo do CaCO, permite a formagdo de géis homogéneos, no entanto necessita de um maior tempo para que

a gelificacdo ocorra [34].

O CaCO, ¢ um composto pouco soliivel em 4dgua. A passagem desta solugdo pelo ultrasons durante 15
minutos aumenta a velocidade de gelificacdo do hidrogel na ordem de 3 a 5 minutos. O ultrasons permite a
desagregacdo do material em solugdo, contribuindo para o aumento da area especifica das particulas em solugao.

. . 2 - . .
Isto contribui para que o encontro do Ca”” com 0 COO" ocorra mais rapidamente.
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Figura 4.4 — Influéncia da concentragio de CaSO 2H,0 e CaCO; na cinética de gelifica¢io dos hidrogéis.

Presenca de NaCl

O hidrogel tera como principal fun¢do a condugdo do impulso nervoso do escalpe do recém-nascido, para o
sistema de analise de sinais elétricos. De modo a conferir a estes hidrogéis as propriedades condutoras necessarias
para tal fungdo, adicionou-se um sal ao gel, o NaCl. A influéncia deste composto na cinética de gelificacdo esta
representada na Tabela 4.2, em que ¢ possivel analisar a diferenca nos tempos de gelificagdo entre os géis com e

sem este sal.

Tabela 4.2 — Influéncia da presenga de NaCl na cinética de gelificacdo

Concentracio de Tempos de gelificacio na Tempos de gelificacio na
Alginato 71238 presenca de NaCl (minutos) auséncia de NaCl (minutos)
0,4% 28+1 36+2
0,6% 14+1 24+1
0,8% 11+1 17+1
1% 9+1 27+2
1,2% 2444 48+7

Da analise da tabela conclui-se que ha uma diminui¢do consideravel do tempo de gelificagdo na presenga de
NaCl. Esta diminuig¢do ocorre devido ao facto da solubilidade do CaSO,-2H,0 aumentar na presenga deste sal
[75]. O NacCl contribui para uma maior facilidade de libertagdo de Ca®" deste composto, ligando-se com maior

rapidez aos ides COO" para a iniciagdo da reticulagdo, requerendo menos tempo para a aquisicdo de uma estrutura
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semissolida. A concentracdo de NaCl adicionada ndo excedeu o limite de isotonicidade, de modo a que a
composicao do gel apresentasse uma concentragdo de moléculas semelhantes as dos fluidos do nosso corpo e,

portanto, o risco de causar reagdes alérgicas ¢ diminuto.

O estudo da composicdo quimica de diferentes hidrogéis permitiu concluir que é necessario um equilibrio
entre o tempo de gelificagdo e o tempo de inje¢do para que este desempenhe a fungdo pretendida de modo eficaz.
A Tabela 4.3 faz uma comparacdo entre as concentragdes necessarias de todos os compostos para a aquisi¢do de
um hidrogel em tempos de gelificagio semelhantes. Neste estudo foram mantidas constantes as razdes Ca’ :COO’
e CaC0,:CaSO,-2H,0. Conclui-se que o alginato 71238 é o melhor para a aplica¢do pretendida, pois ¢ aquele que
nos oferece um melhor equilibrio entre o tempo de gelificacdo e o tempo de injecdo, possibilitando um melhor
desempenho do hidrogel. Por outro lado, verificou-se que os hidrogéis produzidos a partir dos diferentes alginatos,
mas com o mesmo tempo de gelificacdo, apresentavam propriedades mecanicas diferentes. O alginato 71238 era
aquele que apresenta melhores propriedades mecéanicas, mantendo-se completamente coeso apds a sua remogao da

ventosa. Isto ¢ devido ao facto de este polimero apresentar menor razdo M/G, quando comparado com os restantes

polimeros.
Tabela 4.3 — Comparagdo do comportamento de gelificacdo dos hidrogéis para os diferentes alginatos.
. . CaCO,; CaSO,2H,0 Tempo de Injec¢io Tempo de
Tipo Concentracgoes . . . .
(mmol) (mmol) (minutos) Gelificacdo (minutos)

Alginato 180974 1% 0,883 0,514 4+1 15+1
Alginato 71238 0,6% 0,550 0,319 6+1 14+1
Alginato A2033 0,6% 0,504 0,296 4+1 14+1

4.1.4. Estudo das propriedades reoldgicas

As propriedades viscoelasticas dos hidrogéis relacionam a resposta termo-hidro-mecanica do gel com a sua
microestrutura ¢ podem fornecer informagao revelante para a modulagdo do seu desempenho. A reologia ¢ a
técnica ideal para analise das propriedades viscoelasticas do material, passando pela gelificagdo, uma vez que, se
as condi¢des de ensaio forem escolhidas cuidadosamente, provoca perturbagdes minimas na microestrutura e

cinética de gelificagdo do mesmo [76].

A Figura 4.5 traduz a evolugdo da viscosidade complexa ao longo do tempo para as diferentes amostras. Sdo
claramente visiveis duas fases de gelificacdo: uma fase primaria, em que ocorre uma gelificagdo acentuada,

seguida de uma gelificagdo secundaria, menos acentuada e com tendéncia a estabilizar. O ponto de transigao entre
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estas duas fases da indicagdo do tempo necessario para que o hidrogel adquira forma prépria. Neste ponto, o

hidrogel ja se encontra na forma semissolida.
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Figura 4.5 — Estudo das propriedades reologicas em hidrogéis com rdcios Ca’:COO de: 0,158 ( al), 0,189 ( a

2), 0,253 (amostra 3), 0,316 (amostra 4) e 0,379 (amostra 5).

E possivel visualizar claramente na amostra 5, o término da gelificagio priméria ¢ inicio da gelificagdo
secundaria, a qual ocorre aproximadamente aos 10 minutos, uma vez que a gelificacdo secundaria se mantém
bastante estavel ao longo do tempo. A maior concentragdo de ides de Ca™ capazes de iniciar a gelificagdo
contribui para esta clara transi¢do. Quando estes ides se encontram todos ligados aos grupos carboxilo atinge-se
uma evolucdo do comportamento reoldgico independente do tempo, caracteristico da gelificagdo secundaria [77].
Relativamente as amostra 2, 3 e 4, apesar da gelificagdo secundaria ndo ocorrer de modo acentuado como a
anterior, consegue-se analisar uma mudanca entre fases de gelificacdo por volta dos 46, 30 ¢ 20 minutos,
respetivamente. Estes valores foram determinados através do tragado de linhas tangentes a zona estavel de cada
amostra. Com a amostra 1 ndo ¢ possivel apontar claramente esta mudanga de fase de gelificagdo, uma vez que
devido & reduzida concentragdo de Ca’’, a gelificag@o ¢ bastante lenta, sendo necessario maiores intervalos de
tempo. O erro associado ao instante de inicio de gelificagdo foi reduzido ao maximo, através da colocagéo dos
hidrogéis no redbmetro no mesmo instante de tempo, para todas as amostras. Deste modo, conclui-se que o valor da
viscosidade complexa inicial depende diretamente da concentragio de ides de Ca’* presentes na solugdo, o qual é
tanto maior, quanto maior for o racio Ca”:COO’ e, consequentemente, menor sera o tempo necessario para atingir

uma rede tridimensional estavel.

. .. - 2 . . . c o~
Na analise quimica observou-se que o aumento da concentracdo de Ca®" contribui para a diminuicdo do

tempo de inje¢@o e de gelificagdo. As analises reoldgicas permitiram de modo mais preciso retirar as mesmas
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conclusdes e assim validar os resultados obtidos por métodos quimicos. As misturas que apresentam maior
~ 2+ o~ . . A . . .

concentracdo de Ca™ s@o as mais viscosas, como consequéncia da maior densidade de entrelacamentos entre o

2 - ~ 2 . . . . ~

Ca” e 0 COO". O aumento da concentragio do teor de Ca’* no gel contribui para um maior grau de reticulagio
~ . ~ 2 \ ~ . ~

[78]. Solugdes com baixa concentragdo de Ca”” levam & formagio de uma fraca rede de reticulagio, uma vez que a

baixa concentracao deste 130 ndo ¢é suficiente para a criagdo de uma rede de reticulagdo complexa. Com o aumento

da concentragio de Ca®’, obtém-se pontos de jungdes mais estaveis que sdo formadas por interacdes de Coulomb.

A Figura 4.6 representa a cinética de gelificagdo dos hidrogéis usando apenas o CaCO, como fonte de célcio.
Escolheu-se este composto para analisar a evolucdo das propriedades viscoelasticas do hidrogel devido a sua lenta

libertagdo de ides Ca™".
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Figura 4.6 — Estudo das propriedades viscoeldsticas ao longo do tempo numa amostra que usa o CaCO, como uinica fonte

de Ca"". A direita estd representado A evolugio e na amostra padrdo (amostra 1).

Ambos os modulos (G’ e G”’) sofrem um crescimento ao longo do tempo. Imediatamente apos a colocagido
do gel no redometro, a solugdo ainda se encontrava em uma fase liquida. Nestas condi¢des, as propriedades
viscosas dominam e G’ ¢ maior do que G’, exibindo uma viscosidade crescente. Ao longo do tempo, o numero de
pontos de jungdes aumentam e G’ torna-se superior a G’’. O ponto de intersecdo entre G’ ¢ G’ é normalmente
descrito como o ponto de transi¢cdo de uma fase liquida para uma fase semissolida, designado de ponto de
solidificagdo [78]. Neste ponto, ¢ detetada pela primeira vez uma rede tridimensional, a qual se expande
posteriormente por toda a amostra. Com o aumento do tempo de gelificagdo, mais e mais pontos de jungdo sdo
formados e a resposta elastica neste regime ¢ maior do que a dissipativa, devido a formagdo de uma rede

tridimensional [76]. No entanto, este ponto de cruzamento entre G’ ¢ G’’ observado com os hidrogéis obtidos
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somente com o CaCO, ¢ dificil de se visualizar nas amostras que possuem quer CaCO,, quer CaSO,-2H,0O como
agentes de reticulagdo. Na Figura 4.6 (Amostra padrao) esta representado a evolugao das componentes elastica e
viscosa para a amostra 1, em que € visivel o deslocamento deste valor para, aproximadamente, 20 segundos. A
rapida libertaciio de ides de Ca™ do CaSO0,-2H,0 faz com que o hidrogel apresente uma maior viscosidade inicial,

levando a que este valor se encontre na ordem de alguns segundos [78].

A analise reoldgica de hidrogéis produzidos com diferentes compostos, nas mesmas proporgdes permitiu
concluir que o CaSO,-2H,0 produz um gel extremamente mais rapido do que o CaCO,. O CaSO,-2H,0 permite
uma rapida transigao liquido-gel e uma rapida gelificagdo primaria. Em contrapartida, para a mesma concentragio
de CaCO, ndo ocorre gelificagdo primaria, sendo necessario um periodo de tempo relativamente mais longo para
se obter o mesmo grau de reticulagdo do CaSO,-2H,0. A comparagdo destes compostos mostra que para a
aquisi¢do de um hidrogel num mesmo tempo de gelificagdo, ¢ necessario adicionar uma concentragdo de CaCO,
4,6 vezes superior a concentragdo de CaSO,-2H,0O que seria necessaria. Apesar da dissolugdo de GDL no sistema
com CaCO,, para aquisi¢do de um pH ~7, a libertagdo de Ca’" do composto de CaSO,-2H,0 continua a ser
significativamente mais rapida e, consequentemente, mais rapido ocorre a gelificacdo do hidrogel [77]. As
propriedades viscoelasticas exibidas pelos hidrogéis obtidos com cada um dos compostos foram estudadas a partir
de amostras que apresentavam o mesmo valor para a viscosidade complexa, num mesmo tempo de gelificagdo, e
representou-se estas propriedades na Figura 4.7. Observa-se que o hidrogel produzido somente com CaCO,
apresenta melhores propriedades viscoelasticas quando comparado com o hidrogel produzido apenas com CaSO4-
H20. Usando o CaCO, como fonte de célcio, ocorre a formagdo de um hidrogel mais coeso ¢ homogéneo, com
um comportamento viscoelastico ambivalente. Tal como se verificou pelas analises quimicas, o tipo de agente de
reticulagdo escolhido para iniciagdo da gelificagdo tem uma enorme influéncia quer nas propriedades

viscoelasticas do hidrogel, quer no tempo de gelificacdo.

Para a aplicacdo pretendida, é importante que haja um equilibrio entre as propriedades viscoelasticas, o
tempo de injecdo e o tempo de gelificacdo. Pretende-se que o hidrogel gelifique rapidamente para evitar
escoamento mas, em contrapartida, tem que apresentar um comportamento mecanico adequado para ser
facilmente injetavel, bem como facilmente removivel. Por todas estas razdes, conclui-se que o ideal sera combinar
as excelentes propriedades viscoelésticas que o CaCO, oferece, com a rapida gelificagdo dos sistemas com o
CaSO,-2H,0. Combinando o CaCO, com o CaSO,-2H,0 ¢ possivel controlar quer a taxa de gelificagdo, quer a
homogeneidade dos géis de alginato, obtendo-se um gel com maior resisténcia mecanica, com melhores

propriedades reoldgicas e com o tempo de gelificagdo ideal para a aplicacdo pretendida.
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Figura 4.7 — Representagio das propriedades viscoelasticas dos diferentes compostos.

A Figura 4.8 mostra a evolucdo do comportamento elastico e viscoso com a frequéncia dos diferentes
hidrogéis, na presenga de ambos os agentes de reticulacdo e ao final de 60 minutos de gelificagdo. Observa-se que
o hidrogel apresenta um comportamento elastico (G’ ¢ independente da frequéncia). A componente G’ é sempre
maior do que a componente G’’, sendo o comportamento elastico o efeito dominante [78]. A analise dos graficos
mostra que, para diferentes concentragdes de célcio, a evolugdo das propriedades do hidrogel ocorre de modo
continuo, representado pelos mesmos tipos de ligages. E possivel visualizar-se isto a partir da forma constante de
G’. A partir de 0,1 Hz todas as amostras, com excecdo da amostra 1, apresentam uma evolugio constante de G”’.
Este comportamento viscoelastico independente da frequéncia mostra que a microestrutura formada esta

consolidada ao final dos 60 minutos (a exce¢do da amostra 1).

Os valores obtidos para o tempo de gelificagdo por reologia foram bastante proximos das estimativas feitas a
partir dos testes quimicos. A analise das propriedades reoldgicas de diferentes hidrogéis valida os resultados
obtidos a partir das analises quimicas. O aumento da concentracdo de calcio permite que o gel reticule mais
rapidamente, devido a maior facilidade de encontro entre o Ca> e o COO. Quer a componente elastica, quer a
componente viscosa, si0 maiores para amostras com maior concentragio de Ca’’, e consequente, para amostras
com maior proporgio de ligagdes Ca’:COO". A diferenga da magnitude do modulo de elasticidade dos diferentes
hidrogéis é consequéncia do diferente numero de ligagdes atomicas existentes entre o polimero e o agente de
reticulagdo: quanto maior G’ maior ¢ a consisténcia do material. Contudo, verificou-se que para altas razdes de
Ca”:COO" ocorre a formagio de um gel rapidamente, nio havendo tempo suficiente para a homogénea
distribuigio do Ca®". Com a amostra de 5 observou-se uma diminuigio da magnitude da componente elastica o
que traduz uma diminui¢do do niimero de pontos de ligagdo no polimero. Tal como se mostrou anteriormente, a

~ 2 . - . , .
elevada concentragio de Ca”" antecipa o ponto de transicdo entre a fase priméria e a fase secundaria, levando a
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que a rede tridimensional se forme muito rapidamente, ndo havendo tempo para uma homogeneizagdo destes ides

a2+]

ao longo do polimero. Deste modo, conclui-se que uma razio de entre 0,253-0,316 ¢ aquela que oferece

[co0~]

um maior equilibrio entre as propriedades do hidrogel, o tempo de gelificagdo e o tempo de injecdo.
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Figura 4.8 — Evolugao das propriedades viscoeldstica das amostras com a frequéncia, em amostras com diferentes com
ricios Ca*:COO de: 0,158 (amostra 1), 0,189 (amostra 2), 0,253 (amostra 3), 0,316 (amostra 4) e 0,379 (amostra 5).

4.2. Producio do revestimento sobre o substrato: o Cobre

O interesse continuo de combinar diferentes propriedades estruturais num s6 material tem contribuido para
um avango vital na biomedicina. O revestimento do cobre com um filme de prata surgiu como solugdo para evitar

o custo elevado da prata e a elevada oxidagdo do cobre.

No processo de redugdo da prata por métodos quimicos sobre o cobre, ¢ muito importante realizar-se uma
correta limpeza da camada de 6xidos e hidréxidos da superficie do material, bem como controlar a taxa de adi¢ao
de prata a solugdo de tartarato de sodio e potassio. Tal como foi dito anteriormente, a deposi¢do de Ag ¢ um
processo autocatalitico, em que as reacdes de oxidagdo-redugdo ocorrem preferencialmente em torno de nucleos

. ~ v . . c~ +
de prata. No revestimento do cobre com prata, a reacio da superficie ativa do cobre com os ides Ag

permite a iniciagdo da reac@o. Por outras palavras, os nucleos ativos de Ag sao produzidos a partir da reagdo do

cobre com o complexo amina de prata. Estes ntcleos de Ag formados na superficie ativa do cobre atuam como
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locais ativos para a deposi¢ao de novas espécies de prata, que sao geradas através da Equagdo 4.1 seguindo-se um

processo de formac@o de um filme de prata.

2Ag(NH3)¥ + 20H™ — Ag,0 + 4NH; + H,0 (Equagdio 4.2)

349,0 + C,H,0% + 20H - 6Ag + 2C,02~ + 3H,0 (Equagio 4.3)

A quantidade de nucleos ativos na superficie do cobre depende de trés fatores: tempo de limpeza, velocidade
de adigdo da solugdo de prata e concentragdo da solugdo de C,H,O,KNa. Se a superficie do cobre se encontrar
completamente limpa e ativa, a reagdo ocorrera rapidamente, sendo isto importante para que ocorra uma

distribuigdo uniforme do revestimento de prata [47].

4.2.1. Morfologia do revestimento

Efeito do tempo de ativagio

O tempo de ativagdo corresponde ao tempo necessario para remogdo das camadas de 6xido e hidroxido da
superficie do cobre. Para se analisar a influéncia do tempo de ativacdo sobre o revestimento, realizaram-se testes
em que a razdo R da solugdo de ativagdo (NH,OH/(NH,),SO,) foi mantida constante, e se fez variar o tempo de
ativagdo. O aumento da razdo molar de NH,OH/(NH,),SO, resulta num significante aumento de pH, o que faz
com que a taxa de dissolu¢do da camada de o6xidos seja promovida. A razio molar de NH,OH/(NH,),SO,

escolhida foi de R=4 [43].

A Figura 4.9 mostra a topografia do revestimento para o tempo de ativacdo de 2, 8 e 10 minutos. As imagens
de SEM do revestimento obtido com um tempo de ativagdo de 2 minutos exibem varios poros na superficie € o
maior tamanho de grio de entre todas as imagens, apresentando assim maior area de superficie. Isto deve-se ao
facto de ndo possuir uma estrutura compacta, acabando por se formar aglomerados de Ag a superficie. Nos
revestimentos obtidos com um tempo de ativagdo de 8 minutos observou-se que quer o tamanho de gréo, quer a
porosidade diminui. Quando o tempo de ativag@o ¢ demasiado curto, as camadas de 6xidos e hidroxidos nao tém
tempo suficiente para serem removidas completamente. Consequentemente, os niicleos de ativagdo da Ag ndo se
irdo formar de modo homogéneo em toda a superficie, levando ao aparecimento de porosidade. Para além disso, a
incompleta dissolu¢@o da camada de 6xidos e hidroxidos leva a que a quantidade de agente amoniacal promova o
poder de redug@o do tartarato, promovendo a Equagdo 4.3. Sao geradas varias espécies de Ag, num curto intervalo
de tempo, o que faz com que os poucos nucleos ativos de Ag nao tenham o poder suficiente para atrair todas as

espécies metalicas e deposita-los sobre si de modo homogéneo. Estas espécies de prata em solucdo acabam por
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promover a nucleacdo espontanea e, consequentemente, o crescimento de aglomerados de Ag com o tempo sobre

a superficie.

Figura 4.9 — Efeito do tempo de ativacdo nas propriedades do r imento.

Quanto maior o tempo de ativagdo, maior o grau de dissolucdo das camadas de 6xidos e, por conseguinte,
mais homogénea ¢ o revestimento de prata. Contudo, esta tendéncia ndo se verifica com o aumento continuo do
tempo de ativagdo. O revestimento produzido com 10 minutos de ativacdo mostra que ha um aumento de
porosidade consideravel, mas uma diminui¢do do tamanho de grdo. Isto ocorre porque longos periodos de ativagio
permite o consumo de todo o agente amoniacal da solugo, permitindo a inibi¢do da Equagdo 4.1. Deste modo, o

tempo de limpeza de 8 minutos permite a aquisi¢do de um revestimento com menor porosidade.
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Efeito da velocidade de adi¢cdo da solucdo de prata

A velocidade de adigdo da solugdo de prata a solugdo de C,H,O,KNa foi estudada a 0,1, 0,2 € 0,3 ml/min. A

Figura 4.10 mostra as imagens SEM da superficie dos revestimentos obtidos a diferentes taxas.

-y _

Figura 4.10 — Efeito da velocidade de adi¢do da solucdo de Ag nas propriedades do revestimento.

A partir da imagem SEM obtida para uma velocidade de adi¢do de 0,1 ml/min observa-se uma superficie
porosa e irregular, apresentando porgdes da superficie de cobre em que nao ha qualquer revestimento (observado a
partir do EDS). Para baixas velocidades de adigdo, o cobre fica sujeito a um maior tempo de exposi¢do na solugao,
consequentemente, a difusdo de oxigénio atmosférico para a solugdo ¢ também maior. Isto promove a reagdo de
hidrolise sobre a superficie de cobre, e consequentemente a anulagdo da formagao dos nticleos de prata sobre este.

Por outro lado, com uma velocidade de adi¢do de 0,2ml/min obtém-se um revestimento uniforme, sem
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aglomerados de prata, resultando em uma superficie bastante mais lisa, devido a maior espessura de revestimento.
Quando a velocidade de adicdo aumenta para 0,3ml/min, observa-se um aumento da irregularidade do
revestimento. O aumento da velocidade de adi¢do num curto intervalo de tempo, leva a que as espécies de Ag ndo
tenham tempo suficiente para migrar completamente para os nucleos a superficie de cobre. Assim, as espécies de
Ag que permanecem em solugdo promovem a nucleagdo espontanea e consequentemente, o crescimento com o

tempo, formando aglomerados de Ag a superficie do revestimento.

Efeito da concentracio de tartarato de sodio e potdssio

A Figura 4.11 mostra a influéncia da concentragio nas propriedades de revestimento.

Figura 4.11 — Efeito da concentragio do C ,H,0.,KNa de nas propriedades do revestimento.
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Através da andlise da figura, observa-se que o revestimento obtido numa solugdo de 16g/1 de C,H,0,KNa
apresenta uma superficie bastante homogénea, sem poros e coesa. No entanto, a espessura do revestimento ¢
demasiado fina para a aplicagdo pretendida, detetando-se através de EDS a presenca de cobre a superficie. O
aumento da concentracdo deste composto para 34 g/ permite obter uma camada mais espessa e com baixa
porosidade. Para concentracdes de 44 e 54 g/L, observa-se o aparecimento de poros, bem como o aumento do
tamanho de grdo. O C,H,0,KNa utilizado neste estudo funciona tanto como um suave agente redutor, como um
agente complexo para os ides Cu’’, o qual suprime a precipitacio de hidréxido de cobre [47]. Deste modo, uma
menor concentragdo deste composto produz revestimentos com menor porosidade, devido a rapida deposigdo da
Ag. Para maiores concentragdes de C,H,0,KNa a deposi¢do de Ag é mais lenta, o que faz com que estes ides

tenham a possibilidade de escolher onde se querem depositar, levando ao aparecimento de porosidade.

Esta andlise permitiu concluir que para a aquisicdo de um revestimento homogéneo sobre o cobre por
métodos quimicos, a deposigdo deve ser realizada com um tempo de ativagdo de 8 minutos, uma velocidade de
adi¢do de 0,2 ml/min e uma concentra¢do de C,H,0O,KNa de 34 g/L. No entanto, com este método apenas se
consegue uma espessura de ~0,9 pm, ndo sendo o suficiente para evitar a oxida¢do do cobre. O espessamento

desta camada por métodos eletroquimicos permitiu reduzir a probabilidade de oxidagao.

Deposigio eletroquimica

Por métodos eletroquimicos, desde que ndo sejam descarregados catides de hidrogénio no catodo ao mesmo
tempo que a prata, a eficiéncia da deposi¢do da prata apresenta geralmente um rendimento de 100%, sendo a
espessura do revestimento proporcional ao tempo de deposicdo. No controlo da operacdo ha trés variaveis
importantes: composicdo quimica da solugdo, a temperatura da solucdo e a densidade de corrente catddica. Estas
variaveis exercem influéncia direta sobre o caracter do depdsito e estdo relacionadas entre si [79]. A concentracio
da solucdo foi estudada por Oliveira G.M. et al. [80]. Este estudo mostra que na auséncia de EDTA formam-se
pequenas estruturas cristalinas globulares e aglomerados, tendo um efeito prejudicial para o revestimento. Em
contrapartida, os revestimentos obtidos na presenga de EDTA mostram o melhoramento do filme de Ag,
promovendo uma suavizacgdo e brilho do revestimento. Contudo, este agente modifica o potencial de deposi¢ao
apenas quanto presente no banho de deposi¢do como principal agente complexante (compostos que fornecem os

ligantes para formagao de complexos), 0,2 M EDTA, sendo esta a concentragdo usada para a deposigao de prata.

Relativamente ao potencial usado, observou-se que potenciais baixos (-0,3 V) conduziam a uma deposi¢ao
da prata com uma eficiéncia de 90%, no entanto, ap6s a secagem, grande parte desta camada era perdida devido a
baixa aderéncia que o revestimento apresentava. O aumento deste potencial para OV mostrou que a deposicdo da
Ag era feita com uma eficiéncia de 100%, encontrando-se bem aderente. A fotografia deste revestimento esta

representada na Figura 4.12, em que € possivel observa-se que esta superficie ¢ bastante mais regular.
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Figura 4.12 — Fotografias SEM de revestimento realizado com deposicio quimica e eletroquimica (esq.) e revestiment

realizado somente com deposi¢do quimica (dir.).

Comparando o revestimento obtido por métodos quimicos e o revestimento obtido por métodos quimicos e
eletroquimicos observa-se que, neste ultimo, ndo se consegue visualizar o polimento a que o cobre foi sujeito
durante a limpeza, revelando assim maior espessura desta camada. Observa-se também que a quantidade de poros
presentes a superficie diminui notavelmente, existindo esporadicamente ao logo da superficie. No entanto, a
presenca destes pequenos poros pode ser prejudicial a estabilidade do elétrodo devido a alta probabilidade de

oxidagao do cobre.

4.2.2. Estabilidade de impedincia eletroquimica

A principal fung@o dos elétrodos ¢ a medicdo do potencial elétrico de sinais bioldgicos. Deste modo, ¢
importante que este biossensor apresente uma baixa impedéncia, de modo a evitar resisténcia a passagem do sinal

original no elétrodo.

Para uma correta medi¢do da impedancia e para a aquisi¢do de uma fina e uniforme camada de AgCl ¢
importante que a superficie da amostra se encontrar completamente limpa. Assim, é necessario a realizagdo de
uma limpeza eletrolitica do revestimento, tornando a superficie negativa em relagdo a um elétrodo de referéncia de
modo a libertar-se os Oxidos de prata que existam a superficie. A limpeza foi realizada através da passagem de
uma corrente de -0,64 mA/cm’ durante 60 segundos. A diferenga de impedancia na amostra antes e apos a limpeza

eletrolitica ¢ insignificante, pelo que foi desprezada.
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A Figura 4.13 representa o Diagrama de Bode obtido para uma amostra de cobre revestida com Ag, em NaCl
com 8,28 cm’ de 4rea. Observa-se que a curva abrupta da impedancia para a amostra sem AgCl exibem uma
componente capacitiva e uma componente resistiva, tal como se pode verificar pela variagdo da impedancia com a
variagdo da frequéncia (Figura 4.13, curva A). Com a deposi¢do de uma fina camada de AgCl observa-se uma
grande reducio da impedéancia (Figura 4.13, Curva B). A medida que se aumenta a espessura da camada de AgCl,
ocorre uma continua redu¢do da impedancia sobretudo para baixas frequéncias (Figura 4.13, Curva C-D). Os
valores obtidos para a impeddncia sugerem que a interface elétrodo-gel apresente um comportamento
independente da frequéncia, tal como se pode verificar pelo facto da curva impedancia-frequéncia se tornar quase
paralela ao eixo horizontal. Isto ocorre porque a componente capacitiva diminui, tornando assim a impedancia
apenas dependente da componente resistiva, e a qual ¢ independente da frequéncia. O continuo aumento da
deposi¢do de AgCl conduz ao aumento da impedancia tanto para as altas, como para baixas frequéncias. A
camada de AgCl funciona como um isolante, deste modo quanto maior for esta camada, maior ¢ a resisténcia ao

fluxo de corrente e consequentemente, menor serd a transmissao do sinal (Figura 4.13, Curva E-J) [71].
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Figura 4.13 — Curva impeddincia-frequéncia para tras ¢ das de AgCl com diferentes espessuras, usando uma

solugdo de NaCl (expresso em C/cmz).

De acordo com a Lei de Faraday para a eletrolise, a comparagao da quantidade de Ag convertida em AgCl ¢
expressa em Coulomb. A quantidade 6tima para aquisi¢do da minima impedancia para as frequéncias em estudo ¢
de 0,05 a 0,30 C/cm?, obtendo-se uma impedancia de 26 Q. A deposi¢do de AgCl acima de 0,30 C/cm’ aumenta a

impedancia para todas as frequéncias.

Apos se encontrar a quantidade 6tima de Ag/AgCl para aquisi¢do da minima impedéncia, as amostras foram

deixadas numa solugdo de NaCl para a estabilizacdo do potencial. Observou-se que a solugdo apresentava uma
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nuvem azulada dispersa por toda a solugdo. Através de uma analise SEM-EDS verificou-se que existia uma
grande concentragdo de zinco a superficie do revestimento. As amostras de cobre apresentavam zinco na sua
constitui¢do deste modo, a presenca de poros no revestimento permitiu que se desse a oxidagdo do cobre, levando

ao aparecimento de zinco como resultado desta processo de oxidagado-reducio:
Reagio de oxidagdo: Zn - Zn*t + 2e” (Equacéo 4.4)
Reagdo de redugdo: 2Ag+ + 2e” - 249 (Equagdo 4.5)

Isto ¢é prejudicial ao desempenho do elétrodo, pois para além de dificultar a transmissdo do sinal, levara ao
aparecimento de eventuais alergias sobre a pele do recém-nascido. A Figura 4.14 mostra a percentagem dos

componentes presentes sobre o revestimento da amostra apos ser retirada da solugdo de estabilizagéo.
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Figura 4.14 — Elementos presentes a superficie do revestimento obtidos a partir de uma andlise EDS e respetiva imagem
SEM, em que é visivel o elemento de Zn disperso por toda a amostra.

Estes resultados mostraram que o cobre ndo ¢ um bom material para a producdo do substrato do elétrodo,
pois ndo permitird a aquisicdo do sinal bioelétrico de modo confidvel. A poliamida surgiu como solugdo ao
problema de oxidagao do cobre devido ndo s6 as suas excelentes propriedades mecanicas, como também a elevada

facilidade de manuseamento do polimero.
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4.3. Producio do revestimento sobre o substrato: a poliamida

Na produgdo do revestimento de prata sobre a poliamida ocorre um conjunto de rea¢des de oxidagao-redugao.
A Figura 4.15 exemplifica o processo que ocorre durante a formacéo deste revestimento ao longo das principais
etapas do processo. Apos a realizagdo de uma correta limpeza a amostra (Figura 4.15, etapa A), a sua colocagdo
numa solugdo de AgNO; permitiu a aquisi¢do de um fino revestimento de prata. A poliamida ¢ um polimero com
capacidade de absor¢do de agua aproximadamente de 4%. Por esta razéo, durante o inchamemto ocorreu entrada
do AgNO, no polimero juntamente com o solvente ¢ adsor¢do da prata nos sitios onde existe a ligagdo amida,
devido a grande afinidade da prata com a amida (Figura 4.15, etapa B). Posteriormente, a suspensdo da amostra
numa solu¢do com um forte agente redutor, o NaBH4, permitiu a redugdo da prata presente sobre a amostra. O
fornecimento de eletrdes levou a reducdo da prata, depositando-se esta no polimero e ja ndo podendo por isso ser
arrastada por solventes para fora (Figura 4.15, etapa C). A colocagdo das amostras na solugdo final a 40 °C
permitiu o crescimento desta camada heterogénea, formando-se um filme coeso, resistente e uniforme. A glucose
atuou como redutor, permitindo a reducdo da Ag sobre a fina camada heterogéneo, contribuindo deste modo para
o crescimento do filme. O acido trisddico permitiu que este crescimento ocorresse de modo gradual e continuo.
Com a adicéo deste inibidor, a reacdo ocorreu de forma lenta e uniforme sobre toda a amostra, contribuindo para a
formacao gradual de um filme homogéneo (Figura 4.15, etapa D). O tratamento térmico da amostra permitiu a

compactagio e a eliminagdo de qualquer poro existente a superficie do filme.
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Figura 4.15 — Processo de deposi¢io de prata sobre a poliamida [adaptado de [67]].

4.3.1. Morfologia do revestimento

Através da analise SEM-EDS do revestimento produzido sobre a poliamida constatou-se que o filme de prata

produzido era uniforme e regular. Uma ampliagdo da superficie de 10 000 vezes permitiu analisar a auséncia de
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qualquer poro a superficie da amostra e a presenca de uma grande quantidade de prata sobre esta. Esta espessa
camada de prata permitiu uma posterior deposi¢do de uma camada de AgCl, obtendo-se um revestimento de
aproximadamente 82% de Ag e 18% de AgCl. Esta camada de AgCl ¢ importante pois como os nossos fluidos
corporais contém cloro, a transmissao do sinal ocorre de modo espontaneo entre o escalpe e o elétrodo. Para além
disso, a superficie de AgCl permite reduzir a impedancia de contacto pele-gel, garantindo que o elétrodo nao

causa qualquer resisténcia a passagem do sinal elétrico.

Figura 4.16 — Fotografia do revestimento de prata sobre poliamida.

4.3.2. Estabilidade de impedancia eletroquimica

Tal como se realizou com o cobre, a analise da impedancia das amostras de poliamida ¢ fundamental para
garantir a estabilidade eletroquimica do elétrodo. A Figura 4.17 mostra a evolugdo da impedancia da amostra a
medida que se deposita AgCl, para aquisicdo de um revestimento de Ag/AgCl. As curvas de impedéancia-
frequéncia foram obtidas com amostras de poliamida de area de 6,93 cm’, mergulhadas em uma solugio de NaCl.
Iniciou-se a medigdo da estabilidade da impedancia eletroquimica realizando-se uma limpeza eletrolitica através
da passagem de uma corrente de -4 mA durante 60 segundos para remogdo de produtos indesejaveis presentes a
superficie da amostra. A impedancia da amostra revestida somente pela Ag (Figura 4.16, curva A) apresenta
carater resistivo e capacitivo, tal como se obteve com a amostra de cobre. Com a deposi¢cdo de AgCl sobre o

revestimento, verificou-se uma acentuada diminui¢do da impedancia. O valor 6timo de impedancia para este

material encontra-se para deposi¢des entre 0,05 a 0,15 C/cm’, obtendo-se valores de impedéncia de 40 Q e um
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potencial completamente estavel. A deposicdo de AgCl acima deste valor aumenta ndo s6 a impedancia para
baixas como para altas frequéncias, piorando o desempenho do elétrodo. A poliamida exibe uma impedéancia
muito proxima aos valores de impedancia obtidos com o cobre, no entanto a auséncia de poros no revestimento

produzido sobre este material garante a estabilidade do elétrodo a médio/longo prazo.

Para a aquisi¢do de uma superficie de Ag/AgCl usaram-se duas solugdes diferentes: uma solugdo de NaCl e
uma solucdo de HCl. A Figura 4.17 mostra o comportamento da curva impedancia-frequéncia para os diferentes
banhos de emersdo. Na analise do grafico observa-se que os valores de impedancias sdo inferiores quando se usa
uma solu¢do de HCI, apresentando impedancias proximas a 12 Q. Tal como se referiu anteriormente, a
impedancia ¢ a carga resistiva total do sensor, ou seja, quantifica a oposi¢do total que um determinado
componente oferece ao fluxo de uma corrente elétrica variavel no tempo. Uma quantidade de impedancia baixa
vai garantir que o sensor seja capaz de transmitir eficazmente o sinal, ndo criando qualquer oposi¢do a mesma,

deste modo, a solugdo de HCl é a que permite obter um elétrodo capaz de responder a este proposito.

Tal como se referiu no Capitulo I, a impedancia de contato do sistema elétrodo-pele deve apresentar um valor

entre 100 Q e 10 KQ para que haja uma monitoriza¢do correta do sinal. Deste modo, pode-se inferir que este valor

de impedancia provém apenas do contacto pele-gel uma vez que na interface elétrodo-gel ¢ bastante baixa.
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Figura 4.17 — Curva impeddncia-freq ia para tras de poliamida. A esquerda estd representado a evolugio da
curva impeddncia-freq ia de tras com ¢ das de AgCl de diferente espessura. A direita estio representadas as
curvas impeddncia-frequéncia obtidas com diferentes solugéoes de NaCl e HCI (expresso em Clent’).

4.3.3. Medicao do ruido elétrico

O principal requisito para que um material possa ser usado como elétrodo € a sua capacidade de transmitir os

sinais elétricos de modo transparente, ndo causando deste modo qualquer ruido que possa dificultar a aquisi¢do do
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sinal. Assim, a interface elétrodo-pele ndo pode causar um ruido significativamente maior que um sinal ECG

(aproximadamente de 1 mV) ou de um sinal EEG (aproximadamente de 50 uV) [81].

Na analise dos dados, comegou-se por aplicar um filtro passa-banda Buttherworth de ordem 20 (0,5 — 100
Hz). Os primeiros 10 segundos do potencial de cada amostra medidos foram negligenciados para evitar a inclusao

de artefactos, o que dificultaria a andlise do sinal. O uso deste filtro é importante pois através dele é possivel
garantir que a frequéncia de amostragem (f;) ¢ pelo menos o dobro da frequéncia contida no sinal medido (f,)
(Teorema de Nyquist). Se fy = 2f, todos os picos e vales presentes no sinal serdo capturados e representados

corretamente. Se f; > 2f, obtém-se mais do que amostras suficientes para capturar toda a variagdo do sinal.
Para além disto, se o sinal for analisado sem o uso deste filtro, havera um erro de desvio associado a frequéncia de
0 Hz. A presenca desta frequéncia torna a interpretagdo dos resultados muito dificil, na medida em que a variagdo
do sinal ird ser minima quando comparada com o valor obtido para esta frequéncia. Este desvio fard com que
apareca um enorme contributo da componente de 0 Hz no grafico da densidade de poder espetral, dificultando a
analise do restante sinal. Assim, € importante limitar a gama de frequéncias a analisar através da aplicacdo de um

filtro passa-banda.

A Figura 4.18 representa a densidade do poder espectral (do inglés Power Spectral Density, PSD) para
amostras de Ag/AgCl preparadas a partir de solu¢des de NaCl e HCI e respetivos valores para a relagdo sinal-ruido

(do inglés Root Mean Square, V__ ). Normalmente, os sensores sdo classificados a partir da relagdo sinal-ruido.

ms.
Este valor compara o nivel de um sinal desejado com o nivel de ruido de fundo. Quanto maior for este valor,
maior € o efeito de ruido sobre o sinal a medir. A densidade de poder espectral descreve a taxa a que a energia de

um sinal € transferida em fung@o da frequéncia, isto ¢, mostra em que frequéncias ocorrem grandes ou baixas
variagdes de amplitude do sinal. E possivel observar-se que o ruido obtido para cada par de amostras é bastante
semelhante ao longo de todo intervalo de frequéncias, bem como o valor de ruido RMS correspondente: 1,91 +
0,03 uV,,,s NaCl) e 1,31 & 0,02 pV,,,s (HCI). As frequéncias tipicas de um exame de EEG variam de 0,5 a 50
Hz, sendo muito importante a analise de ruido para baixas frequéncias. Observa-se que existe um aumento
significativo deste ruido para baixas frequéncias, comportamento ja observado por outros autores [82]. Esta
variag@o permitiu concluir que o elétrodo produzido a partir da solugdo de NaCl apresenta mais ruido do que os

elétrodos produzidos em HCI. No entanto, para uma frequéncia de 1Hz, o ruido introduzido no sinal pela interface

elétrodo-gel ¢ de aproximadamente de 0,3 uV/\/ Hz. O ruido introduzido ¢ minimo quando comparado com a
amplitude do sinal recebido. Para altas frequéncias, observa-se que todo o ruido é camuflado pelo ruido
introduzido pelo equipamento, pelo que ndo ¢é possivel a sua medi¢do em altas frequéncias, mesmo quando se usa
em equipamento de baixo ruido. A gaiola de Faraday permitiu eliminar grande parte do ruido de alta frequéncia
(do inglés Radio Frequency interference, RFI). O ruido de alta frequéncia é causado por qualquer tipo de

equipamento que gera energia de radiofrequéncia como parte da sua operacdo, € a qual apresenta um pico
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carateristico a ~50 Hz. Devido ao uso de uma gaiola de Faraday foi possivel eliminar esta interferéncia do ruido a

50 Hz, o que mostra que todo o procedimento foi executado corretamente.
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Figura 4.18 — Representagdo do ruido espectral para amostras preparadas com NaCl e HCI.

Os sinais EEG possuem baixas amplitudes e baixas frequéncias deste modo, a deriva em potencial (do inglés
drift rate) ¢ também um pardmetro importante na avaliacdo do desempenho dos elétrodos (Figura 4.19). Quanto
mais baixos forem os valores da deriva, maior ¢ a estabilidade do elétrodo e menor é a interferéncia deste na
gravacdo do sinal elétrico. A deriva em potencial obtida para elétrodos de Ag/AgCl ¢é praticamente inexistente
[81]. Analisando os sinais obtidos com as amostras em estudo, conclui-se que os valores da deriva em potencial
do HCl e do NaCl sao de 0,13 uV/s e 0,21 uV/s respetivamente. Observa-se que as amostras preparadas a partir
do HCI apresentam um valor inferior quando comparada com os valores obtidos com as amostras de NaCl e com
tendéncia a estabilizar ao longo do tempo. O baixo valor para a deriva em potencial obtido com uma solucéo de
HCI permite concluir que o elétrodo ndo causa qualquer perturbagdo no sinal que estd a ser medido, uma vez que
apresenta um potencial estavel.

Conclui-se que o revestimento de AgCl obtido com uma solu¢do de HCI permite a aquisi¢do de um elétrodo
que ndo causa qualquer interferéncia na medic¢@o do sinal, com baixas impedancias e com uma deriva de potencial

minima.
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Figura 4.19 — Deriva em potencial dos diferentes elétrodos preparados.

4.4. Testes in-vivo

A realizagdo de alguns ensaios experimentais com a ventosa permitiram concluir que o melhor intervalo para
a razdo de Ca’:COO  ¢é de 0,253 a 0,319. Este intervalo permite que o gel apresente um tempo de gelificagio e
injecdo de 8-10 e 20-25 minutos, respetivamente. Este valor permite que o hidrogel gelifique de modo a que nao

haja escoamento e, simultaneamente, seja completamente removivel com a ventosa apos a finalizagdo do exame.

Os sinais adquiridos foram analisados com o eeglab, no qual foi aplicado um filtro passa-banda (0,13-30 Hz),
com o intuito de reduzir o ruido de altas frequéncias que atenua o sinal elétrico detetado. Na Figura 4.20 estao

representados os sinais adquiridos com um elétrodo tradicional de Ag/AgCl e com o novo elétrodo.

Os testes in-vivo permitiram provar o novo conceito de elétrodo: o uso de um hidrogel como interface e o uso
de um polimero revestido com prata. Estes novos conceitos permitem diminuir a ocorréncia de reacdes alérgicas e
de abrasdo da pele. Para além disso, o uso de revestimentos sobre um polimero ¢ mais barato e menos agressivo
do que o uso de um metal. O teste deste novo elétrodo em adultos saudaveis mostra que os sinais obtidos com o
novo biossensor e o elétrodo de AgCl sdo semelhantes e apresentam baixo ruido, comprovando assim a
funcionalidade do novo elétrodo. No entanto, na realizagdo destes testes sentiram-se algumas dificuldades. A
montagem inadequada e o dificil controlo das condi¢des de experimentacdo dificultou a fixagdo da ventosa ao
escalpe. A ventosa revelou ter uma altura inadequada para o sistema de fixacdo usado, pelo que foi necessario o
uso de adesivos para a manter em contacto com o escalpe durante a aquisi¢io do sinal. A baixa fixacdo deste
elétrodo ao escalpe dificultou a aquisi¢@o do registo da atividade elétrica, tornando-o mais suscetivel a variagdes

do potencial.
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C onclusoes

Ao longo deste trabalho foi desenvolvido um novo conceito de elétrodo humido para EEG, com potencial
utilizagdo em recém-nascidos, diferindo dos atuais pelo facto de se usar um hidrogel de alginato em substituicdo
das pastas condutoras tradicionais. O alginato ¢ um material biocompativel e ndo antigénico permitindo, em
combinagdo com as propriedades de gelificagdo adequada, a produgdo de um hidrogel capaz de substituir as pastas
e adesivos condutores que sujam e causam lesdes no recém-nascido.

A selecdo de um hidrogel ideal para o biossensor desenhado foi modulado através da variagdo quer da
concentragdo/tipo de polimero, quer da concentragdo de agente de reticulagdo usado. A analise de diferentes
alginatos permitiu concluir que a diferenca entre a propor¢ao de grupos -M e -G ao longo da molécula e o peso
molecular da cadeia influenciam as propriedades viscoelasticas do hidrogel final. Com os testes de Viscosimetria e
de FTIT verificou-se que o alginato 71238 da Sigma-Aldrich Chemicals, proveniente de Alga Marron, era o
material ideal para a produc@o do hidrogel por apresentar um peso molecular intermédio e um baixo racio M/G. A
maior concentragdo de grupos -G permite que este alginato seja capaz de formar um hidrogel com elevada
resisténcia mecanica. Por outro lado, as analises quimicas mostraram que € importante haver um equilibrio entre o
tempo de gelificacdo, o tempo de injegdo e as propriedades mecanicas deste. O conhecimento do comportamento
viscoelastico dos materiais poliméricos permitiu ndo so alcancar as condigdes otimas de produgdo do hidrogel,
como também obter informagdes valiosas acerca do mecanismo de gelificacdo e o seu efeito sobre as propriedades
mecanicas finais. O hidrogel tem que possuir propriedades viscoelasticas que permitam a sua facil aplicagdo e
remogdo do contacto com a pele com a maxima limpeza e sem danificar o sensor. As andlises reologicas
mostraram que a combinagdo do sistema CaCO,-GDL com o CaSO,-2H,0 permite a formac¢do de um hidrogel
com propriedades adequadas ao bom funcionamento do elétrodo. A combinagdo das excelentes propriedades
viscoeldsticas que o sistema CaCO,-GDL fornece, com a rapida gelificagdo do composto CaSO,-2H,0, permite

controlar quer a cinética de gelificac@o, quer a resisténcia mecanica dos hidrogéis.
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Na construgdo do substrato do biossensor usaram-se dois materiais: o cobre ¢ a poliamida. Apds otimizado
todo o processo de deposi¢do da prata sobre o cobre, por processos quimicos e eletroquimicos, as imagens SEM
mostraram que era impossivel a obten¢do de uma superficie homogénea e coesa devido a existéncia de poros a
superficie deste. Apesar de em reduzida quantidade, a presenga destes poros permite que o cobre seja facilmente
oxidado, levando ao aparecimento de produtos indesejados a superficie do revestimento. Estes produtos aumentam

a impedancia e impedem a transmissdo do sinal elétrico de modo confidvel.

A anélise do revestimento produzido sobre a poliamida por processos quimicos mostrou ser o ideal para a
construgdo de um sensor capaz de captar eficazmente os sinais elétricos. A técnica de Electroless Plating permite
a aquisi¢do de um revestimento uniforme sobre toda a area do substrato. Para além disto, a grande afinidade da
prata aos grupos amida da poliamida permitiu a formagdo do revestimento com excelente adesdo. Com a analise
ISE observou-se que as amostras de poliamida revestidas com prata apresentavam um potencial instavel,
tornando-se mais estavel quando se convertia Ag a superficie do revestimento em AgCl. A presenca de uma
camada de AgCl torna a impedancia independente da frequéncia, contribuindo para a estabilizacdo do potencial.
No entanto, a camada de AgCl funciona como isolante, pelo que é importante garantir que a quantidade de Ag
convertida em AgCl ndo ultrapasse os 0,15 C/cm’. Quantidades de AgCl acima deste valor provocam o aumento
da impedancia em toda a gama de frequéncias, piorando a estabilidade do potencial do elétrodo. Um outro
requisito importante para que um material possa ser usado como elétrodo ¢ a sua capacidade de transmitir os sinais
elétricos de modo transparente, ndo causando deste modo qualquer ruido que possa dificultar a aquisi¢do do sinal.
Analisou-se que o ruido introduzido na interface elétrodo-gel é maior para baixas frequéncias e apresenta um valor
reduzido quando comparado com a amplitude do sinal que se pretende medir.

Os testes in-vivo permitiram comprovar que o novo conceito de biossensor é capaz de transmitir o sinal
elétrico detetado sobre o escalpe com um desempenho comparavel com elétrodos de Ag/AgCl tradicional,

apresentando vantagem sobre estes pelo facto de ndo causar alergias nem abrasio do escalpe.

Em jeito de conclusido, ficou demonstrado que o uso de um hidrogel de alginato como interface de condugéo
do sinal elétrico entre o escalpe e o elétrodo superficial ¢ vantajoso. A biocompatibilidade dos materiais usados
impossibilitam a ocorréncia de reagdes alérgicas e a sua forma semissolida impede o contacto entre o substrato do
elétrodo e o escalpe, impedindo a possibilidade de abrasdo da pele. A capacidade do hidrogel em manter a sua
forma permite que este se mantenha imovel durante todo o exame, tornando-o menos suscetivel a ruido resultante
de artefactos de movimento e ndo permitindo o escoamento do hidrogel durante o exame.

No futuro, ¢ importante aperfeicoar a montagem experimental de modo a permitir condigdes mais controladas
para o registo do sinal com este novo sensor, bem como melhorar o design da ventosa e otimizar o processo de
produgdo do hidrogel para uso comercial. O uso de um hidrogel como interface e um polimero revestido com
prata como sensor apresentam vantagens, no entanto ¢ importante redesenhar o elétrodo de modo a melhorar o

contacto com o escalpe e realizar novos ensaios para avaliagdo do seu desempenho.
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