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RESUMEN

Los polimeros conductores han destacado en los ultimos afios por ser materiales
electroactivos con aplicaciones en una gran variedad de campos. Entre ellos estan el de los
dispositivos electronicos organicos, las baterias, los sensores y actuadores y los
condensadores. Dos de ellos, el polipirrol (PPy) y el Poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT),
destacan por su biocompatibilidad y sus prometedoras propiedades como biomateriales, en
especial como bioelectrodos. Su bajo potencial electroquimico de superficie (no requieren
aplicacion de altos potenciales para ser modificados), su alta estabilidad ambiental, su
flexibilidad fisica y su conductividad mixta iénica-electronica, hacen de ellos excelentes
candidatos para el campo de la ingenieria de tejidos, en especial como sustratos de
crecimiento neuronal.

La electroactividad es, no obstante, la caracteristica crucial que podria hacer de ellos
materiales importantes para su aplicacion como electrodos en dispositivos protésicos
neuronales y en electroestimulacion funcional, donde la conductividad y la capacidad de
almacenamiento de carga son esenciales.

La posibilidad de modular el estado de oxidacion del material de partida mediante la
intercalacion de iones presentes en el medio bioldgico, y por tanto su potencial de
actuacion podria ayudar a regular su efecto en la adhesion, viabilidad y crecimiento
neuronal. Ademas el hecho de poder intercalar aniones durante su sintesis, los cuales
formarén parte de la estructura del polimero, permite obtener un tipo de material con
caracteristicas diferentes segun el contraion usado. Asi pues, pueden formar parte del
polimero biomoléculas beneficiosas para el funcionamiento neuronal, o bien otro tipo de
compuestos que pueden aumentar la capacidad de carga del material, la adhesion, o
mejorar otras caracteristicas del material. La posibilidad de formar hibridos de polimeros
conductores con otros materiales permite aunar las propiedades de estos, y ademas crear
nuevos materiales con nuevas propiedades nacidas de la sinergia establecida.

En este trabajo se sintetizaron capas finas de PPy y PEDOT, con aniones de diversos
tamanfos, entre ellos grandes moléculas que garantizaran el intercambio catidnico de los
materiales durante la modulacion electroquimica como son los surfactantes. Posteriormente
se ensayo0 la sintesis de capas finas de polimeros con biémoleculas para identificar posibles
mejoras en términos de cultivos celulares gracias a la incorporacion de estas especies.
Finalmente se estudié la interaccion de los polimeros con diversos compuestos de iridio a
través de la formacion de hibridos de ambos materiales en forma de capa y de polvo.
Todos los materiales sintetizados se caracterizaron con profundidad estructuralmente, a
través de técnicas como el ATR y el XPS; microestructuralmente con técnicas como el
AFM vy el angulo de contacto; y eléctrica y electroquimicamente mediante voltametrias
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ciclicas, microbalanza electroquimica de cuarzo y espectroscopia de impedancia. También
se estudio el comportamiento de los materiales como sustrato de crecimiento neuronal a
través de cultivos de neuronas corticales de embriones de raton, lo cual se intento
relacionar con las caracteristicas fisico-quimicas encontradas.
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RESUM

Els polimers conductors han destacat en els Gltims anys per ser materials electroactius amb
aplicacions en una gran varietat de camps. Entre ells estan el dels dispositius electronics
organics, les bateries, els sensors i actuadors i els condensadors. Dos d’ells, el polipirrol i
el Poli(3,4-etilendioxitiofé) (PEDOT), destaquen per la seva biocompatibilitat i les seves
propietats prometedores com a biomaterials, en especial com a bioelectrodes. El seu baix
potencial de superficie (no requereixen I’aplicacié de grans potencials per ésser
modificats), la seva alta estabilitat ambiental, la seva flexibilitat fisica i la seva
conductivitat mixta ionica-electronica, fan d’ells candidats excel-lents per al camp de
I’enginyeria de teixits, en especial com a substrats de creixement neuronal.
L’electroactivitat és, no obstant, la caracteristica crucial que podria fer d’ells materials
importants per a la seva aplicacié com a electrodes en dispositius protésics neuronals i en
electroestimulacié funcional, on la conductivitat i la capacitat d’enmagatzematge de
carrega son essencials.

La possibilitat de modular I’estat d’oxidacio del material inicial mitjancant la intercalacio
d’ions presents al medi biologic, i per tant el seu potencial d’actuacié podria ajudar a
regular el seu efecte en I’adhesid, viabilitat i creixement neuronal. A més, el fet de poder
intercalar anions durant la seva sintesi, els quals entraran a formar part de I’estructura del
polimer permet obtener un tipus de material amb caracteristiques diferents segons el
contraid utilitzat. Aixi doncs, poden formar part del polimer biomolecules beneficioses per
al funcionament neuronal, o bé altre tipus de compostos que puguin augmentar la capacitat
de carrega del material, I’adhesid, o millorar altres caracteristiques del material. La
possibilitat de formar hibrids de polimers conductors amb altres materials permet unir les
propietats d’aquestos, i a més crear nous materials amb les noves propietats nascudes de la
sinergia establerta.

En aquest treball es van sintetitzar capes primes de PPy i PEDOT amb anions de diversos
tamanys, entre ells molécules que garantitzaran I’intercanvi cationic dels materials durant
la modulacio electroquimica com son els surfactants. Posteriorment es va assajar la sintesi
de capes primes amb biomolecules per a identificar posibles millores en termes de cultius
cel-lulars gracies a la incorporacié d’aquestes espécies. Finalment es va estudiar la
interaccio dels polimers amb diversos compostos d’iridi mitjancant la formacio d’hibrids
d’ambd6s materials en forma de capa i pols. Tots els materials sintetitzats es van
caracteritzar en profunditat estructuralment, mitjangant tecniques com ara el ATR i el XPS;
microestructuralment amb técniques com ara el AFM i I’angle de contacte; i eléctrica i
electroquimicament amb voltametries cicliques, microbalanca electroquimica de quars i
espectroscopia d’impedancia. També es va estudiar el comportament dels materials com a
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substrat de creixement neuronal mitjancant cultius de neurones corticals d’embrions de
ratoli, el que es va intentar relacionar amb les caracteristiques fisico-quimiques trobades.
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ABSTRACT

Much attention has been focused on conductive polymers in recent years for being
electroactive materials with applications in a great variety of fields such as organic
electronic devices, batteries, sensors and actuators and capacitors. Two of them,
polypyrrole (PPy) and poly (3,4-ethylenedioxythiphene) (PEDOT) stand out due to their
biocompatibility and their promising properties as biomaterials, especially as
bioelectrodes. Their low surface electrochemical potential (they do not need the application
of high potentials to be modified), their high environmental stability, their physical
flexibility and their mixed ionic-electronic conductivity, makes them excellent candidates
for the field of tissue engineering, especially as substrates for neural growth.

Their electroactivity is the crucial point that could make of them important materials in
neural prosthetic devices and functional electrostimulation, where conductivity and charge
capacity storage are crucial.

The possibility of modulating the starting material oxidation state by electrochemical
intercalation of ions present in biological media and therefore its acting potential may help
modulate its effect on neural adhesion, viability and growth. Moreover, being able to
intercalate anions during their synthesis, which will form part of the polymer structure,
allows us to obtain a material with different characteristics depending on the counterion
used. Thus, it is possible to have a polymer containing beneficial biomolecules for neurons
to function, as well as other compounds that can increase the charge capacity of the
material, improve the adhesion, and other material features. The possibility of forming
hybrid materials consisting of conducting polymers and other compounds allows us to
combine the properties of both, and also to create new materials with novel properties
arising from the synergy established.

In this work, thin layers of PPy and PEDOT were synthesized with anions of different
sizes, among them large molecules such as surfactants, which would guarantee the cation
exchange of the materials during electrochemical modulation. Subsequently, the synthesis
of thin films with biomolecules was performed to identify possible improvements in terms
of cell cultures with the addition of these species. Finally, the interaction of the polymers
with various compounds of iridium was studied through the formation of hybrids of both
materials. All synthesized materials were characterized structurally in depth, through
techniques such as ATR and XPS; microstructurally with techniques such as AFM and
contact angle, and electrically and electrochemically with cyclic voltammetries, quartz
electrochemical microbalance and impedance spectroscopy. The behavior of these
materials as substrates for neuronal growth through mice embryos cortical neuron cultures
was studied as well, and these results were correlated with the physico-chemical features
found.
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INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Partes de una neurona.

Figura 1.2 Resonancia magnética de una lesion del una espina dorsal humana con epicentro
en la vértebra C7, un afio después de la lesion. Un quiste de aproximadamente 3cm divido
por una fibra reemplaza el tejido neural. (Foto cedida por el Laboratorio de Reparacion
Neuronal del Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo — Espafia).

Figura 1.3 Transplante de células olfativas ensheating (azul) en la vértebra C7 de una rata
donde hay una contusion en la espina dorsal. Las células olfativas ensheating no
promueven la regeneracion de las vias corticoespinales (rojo), pero inducen un brote
aberrante del axon (parte C) [56].

Figura 1.4 Crecimiento de neuronas Xenopus de la espina dorsal a través del catodo in
Vitro. A) y B) Primera y Gltima imagen de una secuencia time-lapse de neuronas creciendo
en ausencia de campo eléctrico. El tiempo transcurrido (min) se muestra en e la esquina
inferior derecho. C) Imagen compuesta, en la cual los cuerpos de las células (punto central
amarillo) de algunas neuronas han sido superpuestos para mostrar el camino del
crecimiento neuronal hacia el exterior durante 5 horas (sin campo eléctrico). D) y E)
Neuronas en presencia de un campo eléctrico de 150 mV/mm durante 3 horas, con el
vector del campo eléctrico mostrado en D). Los conos de crecimiento comienzan a
dirigirse al catodo en cuestion de minutos y uno de los conos cruza la otra dendrita para
migrar hacia el catodo. F) Imagen compuesta de las células expuestas a un campo eléctrico
de 150 mV/mm por 5 horas. Los caminos dendriticos se curvan dramaticamente hacia el
catodo y las dendritas se extienden mas rapidamente en direccion del catodo que del
anodo. Barras de escala: A) y B) 100 um. C) y F) 25 um [50].

Figura 1.5 Iméagenes de la estructura quimica de: A) Polipirrol (PPy) y B) Poli(3,4-
etilendioxitiofeno) (PEDOT).

Figura 1.6 Detalle del mecanismo de formacion del Polipirrol dividido entre los pasos
iniciales y los pasos de propagacion del a cadena polimérica.

Figura 2.1 Esquema de la sintesis electroquimica de las capas de 6xido de iridio.

Figura 2.2 A) Union de las tensiones interfaciales de una superficie sélida en contacto con
un liquido y B) Equipo utilizado en la medida del angulo de contacto.

Figura 2.3 Esquema general de una voltametria ciclica.

Figura 2.4 Configuraciéon de la voltametria de barrido lineal de los polvos hibridos de

polimero-1rOx.

Figura 2.5 Esquema del funcionamiento de una balanza electroquimica de cuarzo (EQCM).
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Figura 3.1 Curva de sintesis | vs t de una muestra de PPy-CIO,4, desde OCP a 1V vs Pt, a
5mV/s, en una disolucion acuosa de 0.1M de pirrol y 0.1M de NaClO,.

Figura 3.2 Fotografias tomadas en un microscopio Optico de diversas muestras de
polipirrol: A) PPy-CIO, en seco, B) PPy-ClO, después de 10 dias sumergida en agua, C)
PPy-PSS en seco y D) PPy-PSS después de 10 dias sumergida en agua.

Figura 3.3 Curva de sintesis de una muestra de PPy-POM, desde OCP a 0.8V vs Pt, a
5mV/s, en una disolucidn acuosa de 0.1M de pirrol y 0.001M de H4[SiM01,040].XH0.

Figura 3.4 Detalle de capas finas de PPy-DBS depositadas sobre un sustrato de oro con el
cambio de color que provocan los patrones de interferencia.

Figura 3.5 Graficos de la curva de sintesis de las capas finas de PPy-DBS: A) de OCP a
Emax 0.6V vs Pt a 5mV/s y parada durante 3 minutos en 0.6V vs Pt, B) de OCP a Emax
0.75V vs Pt a 5mV/s.

Figura 3.6 Graficos | vs t de la curva de reduccién a E constante de -0.8V vs Pt de las
capas finas de PPy-DBS: A) Capa sintetizada a Emax 0.6V vs Pt: reducida en un 80%, B)
Capa sintetizada a Emax 0.75V vs Pt: reducida en un 80%, C) Capa sintetizada a Emax
0.6V vs Pt: reducida en un 50% D) Capa sintetizada a Emax 0.75V vs Pt: reducida en un
50%, E) Capa sintetizada a Emax 0.6V vs Pt: reducida en un 30% y F) Capa sintetizada a
Emax 0.75V vs Pt: reducida en un 30%.

Figura 3.7 Detalle de la diferencia en el patron de interferencia de las muestras de
polipirrol sintetizadas con DBS mediante un potencial dindmico con un Emax de 0.6V vs
Pty con PSS a un potencial constante de 0.6V vs Pt.

Figura 3.8 Curvas de sintesis para dos capas de PPy-PSS con exactamente las mismas
caracteristicas.

Figura 3.9 Corriente vs t para la reduccion a potencial constante de las capas finas de PPy-
PSS sintetizadas a 0.6V vs Pt: A) reducida en un 100%, B) reducida en un 50%.

Figura 3.10 Evolucion de la masa depositada con respecto a la carga depositada durante el
proceso de sintesis de polipirrol registrados mediante EQCM de: A) Muestra sintetizada
dindmicamente desde 0 hasta un Emax de 0.6V vs Pt con DBS, B) Muestra sintetizada
dinamicamente desde 0 hasta un Emax de 0.75V vs Pt con DBS, C) Muestra sintetizada
potenciostaticamente a 0.6V vs Pt con PSS.

Figura 3.11 Evolucion de la frecuencia de resonancia del cuarzo de la EQCM durante un
proceso de reduccion de PPy-DBS a -0.8V vs Pt en un tampdn de fosfato sédico de pH 7.4,
sefialando el punto de méxima reduccidn teorica de la capa.

Figura 3.12 Espectro XPS general de capas de PPy-DBS depositadas hasta 0.6V vs Pt as
prepared y en diferentes grados de reduccion: 80, 50 y 30%.
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Figura 3.13 Espectro XPS general de capas de PPy-DBS depositadas hasta 0.75V vs Ptas 56
prepared y en diferentes grados de reduccion: 80, 50 y 30%.

Figura 3.14 Deconvolucion del pico C 1s de A) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.6V vs 59
Pt, B) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.75V vs Pt y C) capa de PPy-PSS depositada a
0.6V vs Pt.

Figura 3.15 Deconvolucion del pico O 1s de A) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.6V 61
vs Pt, B) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.75V vs Pt, C) capa de PPy-PSS depositada a
0.6V vs Pt.

Figura 3.16 Espectros de ATR de la capa de PPy-DBS depositada a potencial dinamico 63
hasta 0.6V vs Pt, una capa de PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.75V vs Pt
y una capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

Figura 3.17 Figuras de AFM de las capas: A) PPy-DBS depositada a potencial dinamico 64
hasta 0.6V vs Pt, B) PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt, C) PPy-
PSS depositada a 0.6V vs Pt. Se incluyen las medidas de rugosidad y tamafio de grano.

Figura 3.18 Gréficas de los resultados de rugosidad y tamafio de grano de todas las capas 65
sintetizadas en funcién de su nivel de reduccion: A y B) PPy-DBS depositada a potencial
dinamico hasta 0.6V vs Pt, C y D) PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.75V

vs Pt, E y F) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt

Figura 3.19 Curvas de evolucion del angulo de contacto de las capas en funcién de su nivel 66
de reduccion, con y sin PLL adherida y con agua y medio de cultivo como fluido
experimental: A) PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta 0.6V vs Pt, B) PPy-DBS
depositada a potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt, C) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.
También se muestra un detalle de la medida de &ngulo de contacto con D) una muestra mas
hidrofobica y E) una mas hidrofilica.

Figura 3.20 Voltametrias de reduccion de las capas ‘as-prepared’ de OCP a -1.5V vs Pta 67
20mV/s: PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, PPy-DBS depositada

a potencial dindmico hasta 0.75V vs Pt y PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt en A) Tampdn
fosfato sodico a pH 7 y B) Medio de cultivo celular.

Figura 3.21 Curvas de evolucion del pico de reduccion principal de la voltametria de las 69
capas en funcion del nivel de reduccion previo a la voltametria de estas, utilizando tampon
fosfato o medio de cultivo como electrolito sobre capas con y sin PLL adherida: A) PPy-

DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, B) PPy-DBS depositada a potencial
dinamico hasta 0.75V vs Pt, C) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

Figura 3.22 Diagrama de Nyquist de una solucion de NaCl 0.1M. 70

Figura 3.23 Diagrama de Nyquist de capas de PPy-DBS electrodepositadas a potencial 71
dinamico hasta Emax de 0.75V vs Pt “as prepared” y con diferentes grados de reduccién,
ademas de un substrato de platino utilizado para hallar la resistencia del electrolito
utilizado en la medida (NaCl 0.1M).
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Figura 3.24 Diagrama de Nyquist de capas de PPy-PSS electrodepositadas a 0.6V vs Pt
“as prepared” y con diferentes grados de reduccion, ademas de un substrato de platino
utilizado para hallar la resistencia del electrolito utilizado en la medida (NaCl 0.1M).

Figura 3.25 Configuracion esquematizada de la estructura quimica del PEDOT-PSS: el
punto representa el electron desaparejado y el signo positivo es la carga positiva del
PEDOT (ver apartado 3.1 del PPy).

Figura 3.26 Curvas de sintesis para dos capas de PEDOT-PSS: A) a potencial constante
0.9V vs Pty B) a corriente constante 1.25mA.

Figura 3.27 Evolucidén de la masa depositada con respecto a la carga depositada durante el
proceso de sintesis PPy-PSS y PEDOT-PSS, resultados del aumento de la masa en la
EQCM respecto al crecimiento de carga: A) Muestra de PPy-PSS sintetizada
potenciostaticamente a 0.6V vs Pt, B) Muestra de PEDOT-PSS sintetizada
potenciostaticamente a 0.9V vs Pt.

Figura 3.28 Evolucion de la frecuencia de resonancia del cuarzo de la EQCM durante un
proceso de reduccion de PEDOT-PSS a -0.8V vs Pt en un tampon de fosfato sodico de pH
7, sefialando el punto de méaxima reduccion tedrica de la capa.

Figura 3.29 Espectro XPS general de capas de PPy-PSS depositadas a 0.6V vs Pt y capas
de PEDOT-PSS depositadas a 0.9V vs Pt.

Figura 3.30 Deconvolucidn del los espectros XPS de la capa de PEDOT-PSS sintetizada a
0.9V vs Pt de los picos: A)C 1s,B) O 1sy C) S 2p.

Figura 3.31 Figuras de AFM de las capas: A) PEDOT-PSS depositada
potenciostaticamente a 0.9V vs Pt, B) PEDOT-PSS depositada galvanostaticamente a
1.25mA, C) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt. Se incluyen las medidas de rugosidad y
tamafo de grano.

Figura 3.32 Graficas de los resultados de A) rugosidad y B) tamafio de grano, se muestran
las capas as prepared sintetizadas a corriente constante 1.25mA y a potencial constante
0.9V vs Pty esta Ultima en funcién de su nivel de reduccién.

Figura 3.33 Curvas de evolucion del angulo de contacto de las capas en funcion de su nivel
de reduccion, con y sin PLL adherida y con agua y medio de cultivo como fluido
experimental: A) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt. Y B) PEDOT-PSS depositada a 0.9V
vs Pt.

Figura 3.34 Voltametrias de reduccion de las capas de OCP a -1.5V vs Pt a 20mV/s: PPy-
PSS depositada a potencial constante 0.6V vs Pt, PEDOT-PSS depositada a potencial
constante 0.9V vs Pt en A) Tampon fosfato sddico a pH 7.4 y B) Medio de cultivo celular.
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Figura 3.35 Curvas de evolucién del pico de reduccion principal de la voltametria de las
capas en funcion del nivel de reduccion previo a la voltametria de estas, utilizando tampdn
fosfato sddico a pH 7 como electrolito sobre capas de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pty
PEDOT-PSS depositada a 0.9V vs Pt.

Figura 3.36 Diagrama de Nyquist de capas de PEDOT-PSS electrodepositadas a potencial
constante 0.9V vs Pt “as prepared” y con un 50% de reduccion, ademés de un substrato de
platino utilizado para hallar la resistencia del electrolito utilizado en la medida (NaCl
0.1M).

Figura 3.37 Iméagenes de microscopia de fluorescencia de la tincion inmunoquimica Tau de
neuronas de cortex cerebral de rata sembradas a 25000 cel/cm? y cultivadas a 4 dias sobre:
A) capa de PPy-DBS sintetizada dindmicamente hasta 0.75V vs Pt y B) control
Borosilicato H.

Figura 4.1 Detalle de A) una capa de PPy dopada con PSS junto a una bicapa de
PEDOT/PPy dopada con lisina y de B) una bicapa de PEDOT/PPy dopada con glutamina
junto a otra bicapa dopada con PLL.

Figura 4.2 Estructura quimica de cada uno de los aminoacidos utilizados junto a su dato de
punto isoeléctrico.

Figura 4.3 Detalle de una bicapa de PEDOT/PPy dopada con aminoacido.

Figura 4.4 Curvas de sintesis correspondientes a: A) | vs E de PEDOT dopado con
glutamina 0.1M a pH 7.4, B) | vs E de PPy dopado con glutamina 0.1M a pH 7.4 sobre la
capa depositada en A, C) | vs E de PEDOT dopado con lisina 0.01M a pH 12, D) I vs E de
PPy dopado con lisina 0.01M a pH 12 sobre la capa depositado en C, E) | vs t de PEDOT
dopado con lisina 0.01M apH 12y F) | vs t de PPy dopado con lisina 0.01M a pH 12 sobre
la capa depositado en E.

Figura 4.5 Curvas de la evolucién de la masa registrada por la EQCM con respecto al
tiempo correspondientes a: A) sintesis de PEDOT dopado con glutamina 0.1M a pH 7.4,
B) PPy dopado con glutamina 0.1M a pH 7.4 sobre la capa depositada en A. (Notese que el
potencial es dindmico y por ello Am oscila también).

Figura 4.6 Espectro XPS general de una monocapa de PEDOT dopada con lisina 0.01M a
pH 7.4, una bicapa de PEDOT/PPy dopada con 0.8 pug/ml PLL a pH 7.4, una bicapa de
PEDOT/PPy dopada con glutamina 0.1M a pH 7.4, una bicapa de PEDOT/PPy dopada con
lisina 0.01M a pH 7.4, una bicapa de PEDOT/PPy dopada con glutamina 0.01M apH 7.4y
una bicapa de PEDOT/PPy dopada con lisina 0.01M a pH 12.

Figura 4.7 Deconvolucion de los espectros XPS del C 1s y el O 1s de bicapas de
PEDOT/PPy sintetizadas con: A) Glutamina 0.1M a pH 7.4, B) Glutamina 0.01M a pH 7.4,
C) Lisina 0.01M a pH 12, D) Lisina 0.01M a pH 12, E) PEDOT/PPy-PLL 0.8 ug/ml a pH
7.4y F) una monocapa de PEDOT dopada con lisina 0.01M a pH 7.4.

Figura 4.8 Espectros de ATR de bicapas de PEDOT/PPy dopadas con glutamina 0.1M a
pH 7.4, con lisina 0.01M a pH 7.4 y con PLL 0.8 ug/ml a pH 7.4. Nétese ruido
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significativo de la sefial de H,O debido al bajo espesor de la capa.

Figura 4.9 Figuras de AFM de las capas especificadas, todas sintetizadas a pH 7.4 excepto
la indicada a pH 12. Cada imagen presenta su propia escala de color debido a la gran
variabilidad de los valores de rugosidad.

Figura 4.10 Voltametrias de reduccion comparativas de bicapas de PEDOT/PPy de OCP a
-1.5V vs Pt a 20mV/s indicadas con su color correspondiente: A)dopada con glutamina
0.1M pH 7.4 y monocapa de PPy dopada con DBS, B)dopada con glutamina 0.1M y
dopada con PLL 0.8 ug/ml, ambas a pH 7.4, C)dopada con glutamina 0.1M y con glicina
0.1M, ambas a pH 7.4, D)dopada con lisina y con glutamina, ambas a 0.1M y pH 7.4, E)
dopada con glutamina a pH 7.4, una a 0.1M y otra a 0.01M, F) dopada con lisina 0.1M,
unaapH 7.4yotraapH 12.

Figura 4.11 Microfotografias representativas y supervivencia celular de neuronas de cortex
cerebral sembradas a 25000 células/cm? y cultivadas durante 4 dias sobre un control de
vidrio borosilicato-H (A y B) y una bicapa PEDOT/PPy-lisina 0.0lM apH 12 (Cy D). Ay
C, tincion inmunocitoquimica Tau; B y D, tincion Hoechst del ndcleo correspondiente a las
células de Ay C, respectivamente. Barra de escala = 50 um.

Figura 4.12 Estadistica de supervivencia celular en cultivos de alta densidad (25000
células/cm?) después de 4 dias in Vitro (DIV) de bicapas de PEDOT/PPy sintetizadas con
aminoéacidos, todas ellas a pH 7.4 excepto la especificada a pH 12: 2PLL indica las capas
con el doble de concentracion de PLL adherida a su superficie. * muestra los resultados de
todas las capas dopadas con surfactantes, todas las monocapas de PEDOT dopadas con
biomoléculas y las siguientes bicapas: PEDOT/PPy-glicina 0.1M, PEDOT/PPy-acido
glutdmico 0.1M, PEDOT/PPy-glutamato sédico 0.1M y PEDOT/PPy-PLL 0.8 pg/ml.

Figura 5.1 Curvas | vs t de sintesis correspondientes a: A) PPy dopado con IrClsxH,0
8mM, B) PPy dopado con Kslr(NO2)s 3 mM C) PEDOT dopado IrCl3xH,O 8mM,, D)
PEDOT dopado con K3Ir(NO3)s 3 mM.

Figura 5.2 Curva de sintesis de una capa de PPy 0.1M dopado con IrCl;:xH,O 8mM, de
OCP a 1V vs Pt, a 20mV/s. 20 ciclos.

Figura 5.3 Imagenes obtenidas en el microscopio TEM: A) Detalle de particulas de IrO,
dentro de la capa de PPy-IrCl; y B) fotografia de difraccion de electrones del IrO, de la
imagen A.

Figura 5.4 Curvas de la evolucion de la frecuencia registrada por la EQCM (proporcional a
la masa depositada) con respecto a la carga de sintesis correspondientes a: A) sintesis de
PPy dopado con IrCl3-xH,O 8mM , B) PPy dopado con KsIr(NO2)s 3 mM.

Figura 5.5 Espectro XPS general de capas de PPy-IrCl; y PPy-Kslr(NO,)s depositadas a
0.6 V vs Pty PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)s depositadas a 1 V vs Pt.

Figura 5.6 Deconvolucion de los espectros XPS del C 1s de las capas de: A) PPy-IrCl;
depositada a 0.6V vs Pt, B) PPy-Kslr(NO,)s depositada a 0.6V vs Pt, C) PEDOT-IrCl;
depositada a 1 V vs Pt, D) PEDOT- K3lr(NO;)s depositada a 1 V vs Pt.
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Figura 5.7 Deconvolucion de los espectros XPS del O 1s de las capas de: A) PPy-IrCl;
depositada a 0.6V vs Pt, B) PPy-KsIr(NO;)s depositada a 0.6V vs Pt, C) PEDOT-IrCls
depositada a 1 V vs Pt, D) PEDOT- K3lr(NO,)s depositadaa 1 V vs Pt.

Figura 5.8 Espectros de ATR de la capas de PPy-IrCl; y PPy-K3lr(NO,)s depositadas a 0.6
V vs Pty PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)¢ depositadas a 1 V vs Pt.

Figura 5.9 Figuras de AFM de las capas especificadas. Cada imagen presenta su propia
escala de color adecuada al tamafio.

Figura 5.10 Gréficas comparativas de voltametrias de reduccion a 20 mV/s de A) PPy-IrCl;
depositada a 0.6V vs Pt y PPy-K3lr(NO;)s depositada a 0.6V vs Pt, B) PEDOT-IrCl;
depositadaa 1 V vs Pty PEDOT- Kslr(NO,)s depositada a 1 V vs Pt.

Figura 5.11 Estadistica de supervivencia celular en cultivos de alta densidad (25000
células/cm?) después de 4 dias In Vitro (DIV) de una capa de PPy-K3Ir(NO,)s sintetizada a
0.6V vs Pty las capas englobadas en *: PPy-IrCl; sintetizada a 0.6V vs Pt, PEDOT-IrCls y
PEDOT- K3lr(NOy)s, ambas sintetizadas a 1V vs Pt.

Figura 5.12 Iméagenes de la disolucion inicial de pirrol-1rCls, y la misma disolucion 7 dias
después.

Figura 5.13 Imagenes de SEM de polvo de: A) PPy-1rCl3 y B) PPy-K3lr(NO,)s .

Figura 5.14 Gréafico de la distribucion de tamafios de las esferas de PPy-IrCl;
correspondiente a la Figura 5.13 A.
Figura 5.15 Espectro XPS general de polvos de PPy-IrCl; y PPy-Kslr(NO>)s.

Figura 5.16 Deconvolucion de los espectros XPS del C 1s y del O 1s de los polvos de: A)
PPy-IrCl; y B) PPy-K3lr(NO,)s . Obsérvese que la sefial de O en A es muy inferior y su
sefial méas ruidosa, asi como su pico méas ancho.

Figura 5.17 Espectros de ATR de los polvos de PPy-IrCls y PPy-K3lr(NO2)s .

Figura 5.18 Imagenes de SEM de PPy-IrOy sintetizado a 150 °C durante 96 horas: A)
esferas de polimero puro con nanoparticulas blancas de IrOy4, B) Nanoparticulas de 1rOy
encapsuladas en polimero (material hibrido) y C) imagen de BSED en la cual el IrOy
presenta un color mas claro.

Figura 5.19 Iméagenes de SEM de PPy-1rOy sintetizado a 150 °C durante: A) 96 horas, B)
168 horas y C)240 horas.

Figura 5.20 Iméagenes de SEM de PEDOT-IrOy sintetizado a 150 °C durante 96 horas: A)
nanoesferas de polimero puro, B) nanoesferas de polimero puro mezcladas con
nanoparticulas de IrOy puro, C) Nanoparticulas de IrOx encapsuladas en polimero (material
hibrido) y formas esféricas de polimero puro.
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Figura 5.21 Espectro XPS general de polvos de IrO, comercial y PPy-1rOx y PEDOT-I1rOy
sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

Figura 5.22 Deconvolucion de los espectros XPS C 1s y del O 1s de los polvos de: A) IrO,
comercial y deB) PPy-IrOx y C) PEDOT-IrOy sintetizados a 150 °C durante 96 horas.
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sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

Figura 5.24 Voltametrias de barrido lineal de OCP a -0.75V vs Pt a 2 mV/s de los polvos
de A) PPy-IrO4 y B) PEDOT-IrOy sintetizados a 150 °C durante 96 horas en un electrolito
de tampon de fosfato sodico 0.1M a pH 7.4. i) Curva del electrolito (blanco), ii) material
reducido, iii) material as-prepared y iv) material oxidado.

Figura 5.25 Voltametrias ciclicas realizadas en medio de tampon fosfato sédico 0.1M a pH
7.4 a 20 mV/s de A) disco de teflon puro B) disco de teflon y IrO, comercial, C) disco de
teflon y PPy-1rOy sintetizado a 150 °C durante 96 horas y D) PEDOT-IrO sintetizado a
150 °C durante 96 horas.

Figura 5.26 Histogramas de los ensayos MTT a 6 dias in vitro: A) PPy-1rOy, secuencia 1,
B) PPy-IrOy, secuencia 2, C) PEDOT-IrOy, secuencia 1, B) PEDOT-IrOy, secuencia 2.
Todos los resultados son el valor medio de 6 a 11 cultivos.

Figura 5.27 Histogramas de los ensayos MTT a 9 dias in vitro: A) PPy-1rOy, secuencia 1,
B) PPy-IrOy, secuencia 2, C) PEDOT-IrOy, secuencia 1, B) PEDOT-IrOy, secuencia 2.
Todos los resultados son el valor medio de 6 a 11 cultivos.
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2 Introduccion

1.1 Lesiones neuronales

El cerebro estd formado por millones de células llamadas neuronas o células nerviosas.
Estas neuronas se pueden describir esquematicamente como procesadores de informacion
con un canal de entrada de informacién (dendritas), un 6rgano de computo (soma) y un

canal de salida de informacion (axén) como se muestra en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Partes de una neurona.

Los traumas, tumores, infecciones y enfermedades vasculares y degenerativas pueden
perjudicar las neuronas, las células glia y los vasos sanguineos en el sistema nervioso
central. En estos casos la neurona muere o los axones son dafiados, interrumpiendo la
transmision de la informacion. Las lesiones del sistema nervioso central en humanos
asociadas a traumas o isquemias estan en un rango entre 1 cmy 10 cm [1,2] o incluso mas
de 10 cm. Ademas se forman cavidades llenas de fluido extracelular como resultado de la
pérdida de la estructura del tejido, la fagocitosis o muerte de las células (Figura 1.2) y de la
extirpacion quirdrgica de cicatrices fibroticas mesenquimales [3,4]. La extirpacion de
tumores y muchas otras enfermedades neurologicas también causan la formacion de
cavidades y cicatrices en el tejido. Estas pueden convertirse en una barrera mecanica para
el crecimiento axonal y la migracion celular e interferir con las sefiales espaciales que

podrian ayudar a la reparacion.
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Figura 1.2 Resonancia magnética de una lesion del una espina dorsal humana con epicentro en la
vértebra C7, un afio después de la lesién. Un quiste de aproximadamente 3cm divido por una fibra
reemplaza el tejido neural. (Foto cedida por el Laboratorio de Reparacion Neuronal del Hospital
Nacional de Parapléjicos de Toledo — Espafia).

En el caso de los mamiferos adultos, tras una lesion en el sistema nervioso central (CNS)
se crea también un entorno inhibitorio en forma de cicatriz de glia, impidiendo una
reparacion regenerativa del tejido danado [5,6]. Sin embargo, los dafios en el sistema
nervioso periférico (PNS) a menudo pueden tener un cierto grado de reparacion
regenerativa del tejido danado si las dos partes del tejido dafiado no estan separadas mas de
10mm [7]. Esto es debido en gran medida a que en el PNS existen sefiales de crecimiento
regenerativo proporcionadas por las células gliales presentes en el entorno neuronal (e.g.
células de Schwann), macréfagos y monocitos [8]. En el caso de que la lesion fuera mayor
habria que intervenir quirirgicamente para transplantar células nerviosas que proporcionen
sefiales de crecimiento regenerativo adicionales [7]. En el caso del CNS se han
experimentado sin éxito estrategias similares usando células de espina dorsal de embriones
o tejido nervioso periférico [9,10]. También se han usado actores neurotroficos y enzimas
o anticuerpos que neutralizan los inhibidores del crecimiento de las dendritas [11]. Esta
aproximacion con cé¢lulas de Schwann ha producido los mejores resultados en el
crecimiento de fibras nerviosas en ratas. Sin embargo, el numero de axones regenerados
aln es muy bajo (menos del 1% del valor normal) [12], aln cuando el transplante es

complementado con la administracion de neurotrofinas.

Otro impedimento adicional importante para una exitosa regeneracion es el proceso
conocido como Schwannosis, una proliferacion intra y extra celular aberrante de células

Schwann, sin regeneracion de las vias interrumpidas por la lesion. La Schwannosis ocurre
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espontaneamente en mas de la mitad de los casos de lesiones en la medula espinal en
humanos, y ademas no hay recuperacion de las funciones normales [4,13-14]. Por el
contrario, se incrementa la produccidon de proteoglicanos que pueden obstaculizar la
regeneracion axonal [34] y potencialmente contribuir al dolor y la hipertonia muscular o

espasticidad creando un efecto de masa que debe ser evitado [4,13].

La Schwannosis es un claro indicador de que no todas las respuestas de crecimiento glial o
axonal permiten la reparacion del sistema nervioso central. Desafortunadamente, muchas
terapias experimentales para lesiones en la médula espinal inducen respuestas comparables
con la Schwannossis que son malinterpretadas como reparaciones de las lesiones sélo
debido al namero de células y dendritas vistas dentro de las cavidades. El uso de métodos
inapropiados para evaluar la recuperacion funcional complica ain més el andlisis de este
tipo de intervenciones.

Por otro lado, la respuesta de crecimiento se restringe a un tipo particular de neuronas, y la
mayor parte de las fibras de crecimiento son colaterales de axones vecinos y no estan
asociadas a la recuperacion funcional. Las células olfativas ensheating (palabra que viene a
significar “envainadoras”) son las primeras en haber sido estudiadas como células
Schwann [15,16] habiéndose observado efectos pro-regenerativos después de su
transplante en modelos de roedores. Sin embargo, dichos resultados no han sido
confirmados [17,18]. En algunas investigaciones se han inyectado células ensheating en
contusiones de la médula espinal en ratas que se parecen mucho a las lesiones humanas en
relacion con el patron de dafio neuronal y la formacion de cavidades [19,20]. A pesar del
tamafio relativamente pequeno de las lesiones experimentales (alrededor de 3 mm), los
transplantes de células olfativas ensheating no promueven la regeneracion de vias
interrumpidas pero si inducen brotes patoldégicos de axones adicionales (Figura 1.3)

similares a los observados en la Schwannossis [4,13-14].

Aunque la siembra con células inyectadas por si sola no tiene éxito en la reparacion de
lesiones, hay pacientes con lesiones en la espina dorsal en todo el mundo que estan siendo
tratados con inyecciones de diversos tipos de células. Tal estrategia origina barreras

adicionales a la regeneracion y exponen al paciente a riesgos quirirgicos innecesarios.
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Figura 1.3 Transplante de células olfativas ensheating (azul) en la vértebra C7 de una rata donde
hay una contusion en la espina dorsal. Las células olfativas ensheating no promueven la
regeneracion de las vias corticoespinales (rojo), pero inducen un brote aberrante del axon (parte
C) [56].

Los tejidos del sistema nervioso, y en general las células, desarrollan campos eléctricos
que mantienen gradientes idnicos en contra del equilibrio termodindmico y que se usan en
la transmision de senales nerviosas. Estos campos son claramente observados en la forma
de potenciales de membrana. Por otro lado la presencia de heridas origina gradientes de
campo eléctrico adicionales que ayudan en el proceso de curacion de heridas favoreciendo
el mecanismo de cierre de membranas [20]. Esto indujo a la investigacion de campos
eléctricos externos que puedan ayudar a esa curacion, minimizando los efectos secundarios
de la formacion de cicatrices. Es ahi donde cobran importancia los biomateriales, que
ademas de dar un soporte estructural deben estar programados para interactuar con los
tejidos a través de su actividad eléctrica o electroquimica. Para este propodsito es necesario
que los materiales conductores soporten la existencia de campos sin calentamiento
excesivo y pérdida de energia, y que puedan llevar a cabo procesos eléctricos y
electroquimicos a las cercanias del tejido biologico sin reacciones quimicas secundarias. A
través de ellos seria posible introducir estimulos a los tejidos para regular la adherencia,
crecimiento, migracion, supervivencia y diferenciacion celular. La aplicacion de
potenciales ha sido probada para actuar en algunos tejidos in vitro. Los ejemplos mas
conocidos son los efectos en el sistema nervioso [21], tema que nos ocupa, huesos y

cartilagos [22], el epitelio de la cornea [23] y células del tejido endotelial [24].
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1.2 Biomateriales como sustrato de crecimiento neuronal: bioelectrodos

Desde hace dos siglos, se sabe de la existencia de campos eléctricos constantes en el
espacio extracelular en plantas y animales, asi como la existencia de “potenciales de
accion” dindmicos que constituyen la base de la comunicacion celular. De hecho, esta
informacion se ha utilizado en el registro de sefales (electrocardiogramas) o en
estimulacion (marcapasos). La bioelectricidad es un fenémeno pues conocido, y el
crecimiento, la migracion y la division celular ocurren en presencia de dichos campos
eléctricos y gradientes i6nicos, en los que un potencial concreto estd presente durante horas

o dias.

Por tanto las células integran sefiales quimicas y eléctricas en su desarrollo, y al igual que

existen factores de crecimiento quimico pueden existir factores eléctricos.

En base a ello, se han llegado a realizar experimentos que muestran que la aplicacion de
campos eléctricos en un medio de crecimiento neuronal de células de xenopus (ranas),
induce el crecimiento axonal hacia el catodo cuando los electrodos se sittian alejados de las
células (Figura 1.4) [29]. Que ello funcione en neuronas de mamifero no esta claro, ni que

lo haga cuando el material en si es el sustrato del crecimiento neuronal.

El trabajo de McCaig [30] muestra la influencia de la existencia de un gradiente de campo
eléctrico en el medio de cultivo celular, al mantener los electrodos fuera del medio

mediante el uso de puentes salinos en celdas electroquimicas de 3 compartimentos.

Los mecanismos que se proponen para explicar la influencia que tiene el campo eléctrico
sobre el crecimiento y direccionamiento celular estdn relacionados tanto con los
mecanismos de intercalacion de Ca>", como con otros efectos de gradiente i6nico. Sin
embargo la naturaleza “eléctrica” de las conexiones neuronales, los gradientes de campo
eléctrico a través de membranas sanas o dafiadas asi como el tamafio micro o
nanoestructurado de las propias células hacen prever una influencia del material mas
compleja. Incluso en esos experimentos iniciales, el papel que juega la adhesion celular al

material puede ser determinante, asi como la quimica o la microestructura de este [30].

Aunque no se ha conocido hasta el momento la interaccion que se establece entre el
material y el medio celular, o las células, el uso de materiales electroactivos en los casos
biocompatibles, podria crear campos eléctricos locales de menor intensidad que los
utilizados en algunos trabajos [29] y por ello minimizar los posibles efectos secundarios

tanto en estimulacion funcional como en induccion del desarrollo, de darse este.
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Figura 1.4 Crecimiento de neuronas Xenopus de la espina dorsal a través del catodo in Vitro. A) y
B) Primera y Gltima imagen de una secuencia time-lapse de neuronas creciendo en ausencia de
campo eléctrico. El tiempo transcurrido (min) se muestra en e la esquina inferior derecho. C)
Imagen compuesta, en la cual los cuerpos de las células (punto central amarillo) de algunas
neuronas han sido superpuestos para mostrar el camino del crecimiento neuronal hacia el exterior
durante 5 horas (sin campo eléctrico). D) y E) Neuronas en presencia de un campo eléctrico de
150 mV/mm durante 3 horas, con el vector del campo eléctrico mostrado en D). Los conos de
crecimiento comienzan a dirigirse al catodo en cuestion de minutos y uno de los conos cruza la
otra dendrita para migrar hacia el citodo. F) Imagen compuesta de las células expuestas a un
campo eléctrico de 150 mV/mm por 5 horas. Los caminos dendriticos se curvan dramaticamente
hacia el catodo y las dendritas se extienden mas rapidamente en direccion del catodo que del
anodo. Barras de escala: A) y B) 100 gm. C) y F) 25 zm [50].

Si los materiales elegidos presentan ademas de su actividad como electrodos, reacciones
propias de intercalacion en presencia de campos eléctricos, estas pueden servir de
alternativa a las reacciones que usualmente ocurren en la superficie de metales nobles
como el Pt o las aleaciones Pt/Ir por ejemplo, como la formacion de radicales libres que se
llega a dar en electrodos de electroestimulacion por la oxidacion del agua o reduccion del
O, disuelto. Por tanto la eleccion de los posibles materiales a estudiar como protesis

neuronal debe tener en cuenta aspectos como:
- Electroactividad en un medio i6nico
- Biocompatibilidad

- Existencia de una ventana de potencial amplia en la que no ocurran reacciones que

den lugar a productos toxicos como la generacion de radicales libres
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- El material debe permitir la adhesion y proliferacion de células en su superficie, sin
toxicidad, presentar propiedades estables a largo plazo, y cuando el estimulo
eléctrico sea aplicado continuar siendo compatible sin producir dafio a las células o

retraccion de las dendritas.

Los materiales implantados hasta ahora en el sistema nervioso han sido hasta el presente
sobretodo sensores y electrodos de estimulacion, que han contribuido al tratamiento
funcional de trastornos neuroldgicos como el Parkinson o el dolor neuropatico mediante la
aplicacion de pulsos cortos del orden de ps [25]. Los més habituales han sido Pt y sus
aleaciones con iridio. Sin embargo, aun hay problemas que limitan el uso de electrodos
implantables, casi siempre relacionados con la biocompatibilidad del material [26] o con la
eficacia de la transferencia de carga entre el material y el tejido, lo que da lugar a radicales
libres en la interfase electrodo-tejido [27]. Los pacientes muchas veces desarrollan
intolerancia al tratamiento debido a que la inflamacion y fibrosis alrededor del electrodo
aumentan la impedancia y se requiere finalmente eliminar el implante. También se ha
propuesto el uso de estimulacion mediante el uso de corriente directa para el tratamiento
del dafio en la médula espinal pero hasta ahora el efecto terapéutico estd limitado por la
aparicion de productos citotoxicos en las reacciones catodicas y anodicas cuando se usa Pt
y otros electrodos inertes. Estos factores evidencian la necesidad de desarrollar nuevos
materiales con mejores propiedades electroquimicas que permitan gracias a sus
propiedades redox la existencia de procesos faradaicos alternativos, y no en el tejido sino
en el propio material. Entre ellos, 6xidos como el de iridio, o los polimeros conductores

son los candidatos mas prometedores por su probada biocompatibilidad.

Los materiales estudiados en este trabajo, los polimeros conductores, cumplen las
condiciones expuestas anteriormente y ya han tenido éxito en algunos ensayos previos
[49,51-52,28]. Ademas de estos se estd estudiando el IrO, en el campo de la
electroestimulaciéon neuronal por su alta capacidad de transferencia de carga y por sus
buenos resultados como sustrato de adhesion y crecimiento neuronal [31,32]. Sin embargo,
este material presenta la desventaja de su rigidez como 6xido, lo cual no seria til para un
dispositivo de regeneraciéon neuronal alojado en el organismo. Por esta razoén en este
trabajo se realizd la sintesis de materiales hibridos de polimeros conductores y especies de
iridio, los cuales podrian combinar las propiedades de ambos materiales. Hay otros
materiales que han presentado buenos resultados como sustrato de crecimiento neuronal,
uno de ellos conocido por su biocompatibilidad y su uso como biomaterial por su
capacidad antiinflamatoria como es el TiO, [33], pero que se descartaron para este trabajo

por su condicion de aislantes.
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Una de las grandes ventajas de los polimeros conductores ademas de su capacidad para
intercalar posibles sustancias perniciosas para las células por su actividad redox es su
flexibilidad, y también la posibilidad de ser sintetizados usando diferentes contraiones, lo
que permitid el uso de biomoléculas que mejoraron las condiciones para el éxito de los

cultivos celulares en otros medios en la literatura [34].

1.3 Polimeros conductores como bioelectrodos

El primer polimero conductor de la electricidad descubierto fue el polipirrol (PPy),
sintetizado por primera vez en la década de los 60, pero el descubrimiento no se considerd
adecuadamente y se perdid [37]. No fue hasta el afio 1977, cuando Alan Macdiarmid,
Hideki Sirakawa y Alan Hegger consiguieron incrementar la conductividad del
poliacetileno mediante su dopaje con yodo que fue reconocido el primer polimero
conductor [38]. Aunque este polimero es aun uno de los mas estudiados en este campo,
tiene importantes limitaciones como la dificultad de su procesado y su alta inestabilidad en
aire. Por ello se empezo6 a centrar la atencidén en otros polimeros como los polifenilenos,
que al ser ciclicos son mucho mas estables térmicamente. Como resultado se desarrollaron
en la década de los 80 varios tipos de polimeros conductores aromaticos como son el
polipirrol (PPy), el politiofeno (PT), la polianilina (PANI) y el poli(3,4-etilendioxitiofeno)
(PEDOT). Estos han mostrado una buena estabilidad y conductividad, ademas de una gran
facilidad de sintesis [39,40]. En concreto, y hablando de los polimeros estudiados en este
trabajo, el PPy y el PEDOT (Figura 1.5) son faciles de producir tanto de forma quimica
como electroquimica y poseen una gran versatilidad de preparacion, pudiendo ajustar sus
propiedades finales en funcion del dopante o contraidon necesario para su sintesis. Todas
estas propiedades, eléctricas, Opticas y electroquimicas, hacen que el PPy tenga
aplicaciones en campos como condensadores, dispositivos electrocromicos, recubrimientos
anticorrosion, baterias, sensores y actuadores [41]. Esta 0ltima aplicacion es posible
gracias al incremento de volumen que se produce en estas capas durante los procesos
redox, que transcurren con intercalacion de iones o moléculas de disolvente [42,43]. El
PEDOT tiene unas propiedades muy similares al PPy, de hecho el anillo del mondémero
EDOT es muy parecido al de pirrol, aunque en el primero el azufre ocupa el lugar del
nitrogeno en el pirrol. Ademés el EDOT cuenta con atomos de oxigeno donadores de
electrones ocupando sus posiciones B en el anillo de tiofeno [44], que hacen al polimero
mas estable ante la oxidacidon una vez sintetizado, siendo este uno de los factores
importantes que confieren mas estabilidad a este material con respecto a otros polimeros

conductores. Asimismo, es mas resistente a cambios de temperatura y pH. Por ejemplo, el
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PPy tiene una vida mas corta debido a que durante su actividad redox se pueden producir
en ¢l cambios estructurales que resultan irreversibles. Algunas otras ventajas del PEDOT
con respecto al PPy son su mayor conductividad y su menor bandgap [45]. Todas estas
propiedades le permiten que sea usado para aplicaciones como electrodos en dispositivos
semiconductores organicos y conexiones eléctricas, baterias [44], dispositivos
electrocromicos, supercondensadores, biosensores [46], celdas solares [47] y actuadores

electroquimicos [48], con una gran reproducibilidad

T\ L
'S

ZT

Figura 1.5 Imagenes de la estructura quimica de: A) Polipirrol (PPy) y B) Poli(3,4-
etilendioxitiofeno) (PEDOT).

Ambos polimeros han sido ensayados en el campo que nos ocupa, el de la evaluacion en
sistemas neuronales con buenos resultados gracias a todas las propiedades explicadas en el
anterior apartado y sobretodo a su biocompatibilidad [49,50].

Las propiedades redox de estos materiales que permiten oxidaciones y reducciones
repetidas con procesos de intercalacién simultaneos permiten a su vez la liberacion e
intercalacion de dopantes y otras especies que podrian ser moléculas importantes a nivel
celular como factores de crecimiento, moléculas de adhesion celular, acidos nucleicos, etc.
[51]. Ademas, la flexibilidad estructural que poseen estos materiales por el hecho de ser
polimeros les da un gran potencial para su buen funcionamiento en futuros dispositivos
implantados en tejido blando. Hay que sefialar que el PPy ha sido mucho mas estudiado
que el PEDOT en este campo y su biocompatibilidad estd més contrastada [52], aunque
ultimamente también se ha propuesto en varios laboratorios, incluido el nuestro, el PEDOT
por su baja impedancia y su gran capacidad de almacenaje de carga en areas pequefias del
material, lo cual resulta muy interesante en aplicaciones para microelectrodos que deben
actuar en tejidos bioldgicos [48,53-54,36].

Las propiedades de estos dos materiales dependen en gran medida del contraién o dopante
de carga negativa utilizado en su sintesis, cuyo mecanismo se explicard en el siguiente

apartado. Por tanto su eleccion es de gran importancia. El estudi6 se inicid usando una
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molécula sencilla como el perclorato (CIO4"), pero las capas sufrian un gran cambio de
volumen en procesos redox y una baja adherencia al sustrato. Se continud con dos tipos de
moléculas de gran tamafio: 1) un polioxometalato, el cido silicomolibdico, que se descartod
una vez detectadas sus propiedades toxicas en los cultivos neuronales, y 2) dos tipos de
surfactantes, el dodecilbenceno sulfonato de sodio (DBS) que se ensayd primero y el
poliestireno sulfonato de sodio (PSS) después, los cuales presentaron una mejor adherencia
al sustrato y menor cambio de volumen en procesos redox. El primero de ellos, sin
embargo mostr6 un alto grado de impurezas en su composicion comercial y por tanto en
las capas resultantes, lo que podia perjudicar los cultivos celulares. Por ello se decidio
utilizar el segundo, el PSS, con menos impurezas y ademas dando lugar a capas con un
cambio de volumen incluso menor en procesos redox. Un comportamiento poco
satisfactorio de los polimeros sintetizados con surfactantes en los cultivos neuronales
motivo el uso finalmente de biomoléculas como contraiones de los polimeros, ya con
mejores resultados en cultivos. Paralelamente a todo ello se sintetizaron los polimeros con
compuestos de iridio en forma de capa y de polvo con el objetivo de unir las buenas

propiedades de ambos como se coment6 anteriormente.

1.4 Polimeros conductores: mecanismo de sintesis

La formacion de PPy y PEDOT requiere la oxidacion del mondmero, ya sea
electroquimicamente o mediante un agente quimico oxidante. Al oxidar se produce una
carga positiva en el polimero que se compensa gracias a un idn de carga negativa presente
en la reaccion (contraion o dopante) y que pasara a formar parte de la estructura del
polimero e incluso determinard su cross-linking y propiedades. Se estima que la cantidad
de contraion presente en el polimero final se sitia en un rango que va del 20 al 40%
(porcentaje molar) [55]. Este porcentaje estd directamente relacionado con el grado de
dopaje del polimero, y la oxidacion usual tras la sintesis corresponde a un dopaje del 33%,
es decir, hay un “hueco” por cada tres unidades de monoémero [56]. Ademas del contraion
utilizado, otros factores como el disolvente, el material del electrodo donde se
electrodeposita, el pH, la concentracion de mondémero y el potencial o corriente de sintesis
son importantes en el proceso de formacion del polimero, en su estructura y sus
propiedades finales [57].

La reaccion de oxidacion que se produce es la siguiente:
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n 3.1)

Donde PP es el mondmero pirrol, A” es el contraion que formara parte de la estructura y
que compensa de la carga positiva que se genera en la formacion del polimero. En la
Figura 1.6 se puede apreciar el mecanismo de formacion del polimero, que al oxidarse
genera una carga positiva perdiendo un electron y generando un hueco, dos monémeros
cargados positivamente se enlazan entre si, y €stos a su vez se uniran a otro monémero, asi
sucesivamente hasta crear una estructura llamada conjugada tipo w extendida del sistema
heteroaromatico, que da lugar a una gran estabilidad quimica y conductividad eléctrica
[56]. La extraccion de electrones durante la oxidacion (dopaje) involucra una deformacion
local de la estructura quinoide, y la conduccion eléctrica del polimero resultante es la de
esos huecos asociados a la deformacion. A este conjunto hueco-deformacion se le suele
llamar polaréon. A medida que la oxidacion continua, la extraccion de otro electron en la
cadena polimérica que ya contiene un polaréon puede dar lugar a un bipolarén, que es
energéticamente mas favorable que la formacién de dos polarones. El bipolaron se
extiende, en una imagen simplificada, a través de cuatro anillos de pirrol y a medida que
su numero crece los estados energéticos del polimero se solapan y forman bandas de
energia intermedias, lo cual reduce ostensiblemente el espaciado entre bandas y por tanto
facilita la conductividad electronica. En el proceso de oxidacion del pirrol son obtenidos
2.33 electrones por mol, de los cuales se estima que 0.33 son utilizados para el proceso por
el cual se forma la pareja de portadores de carga polaron/bipolardon y los 2 restantes se
utilizan en la formacioén de la union entre anillos que forma la cadena polimérica. Una vez
que esta es lo suficientemente extensa se hace insoluble y precipita formando asi el
polimero. Hay que aclarar que el mecanismo de sintesis del PEDOT es igual al del PPy
sustituyendo el nitrégeno por azufre, si bien es cierto que pequeias variaciones en la
nucleacion pueden llegar a crear estructuras poliméricas notablemente diferentes en su

cross-linking y estructura interna [55].
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Figura 1.6 Detalle del mecanismo de formacidn del polipirrol dividido entre los pasos iniciales y
los pasos de propagacion del a cadena polimérica.
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1.5 Regeneracion neuronal: Motivacion y objetivos

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo de sustratos para regeneracion y
crecimiento neuronal basados en dos tipos de polimeros conductores, el polipirrol (PPy) y
el Poli(3,4-ctilendioxitiofeno) (PEDOT). Se realizd un profundo estudio sobre las
propiedades fisicoquimicas de los materiales y sobre el efecto de estas en las posibles
aplicaciones como sustrato de crecimiento neuronal. Para ello se realizd su sintesis en
forma de capas finas sobre substratos conductores, en una configuracion transparente que
facilita la observacion del desarrollo de cultivos celulares incluso sin fijacion y por tanto
un estudio in situ de su efecto en las células. También se han sintetizado polimeros en
forma de polvo, de los cuales se ha hecho un estudio preliminar de su posible toxicidad

sobre las células neuronales.

En si mismo el trabajo constituye un humilde inicio que contiene una perspectiva a largo
plazo: la posibilidad de que los materiales electroactivos y su modulaciéon en términos de
potencial superficial o de aplicacion de campos eléctricos utilizaindolos como electrodos
pudiera favorecer el crecimiento neuronal o el direccionamiento de este para reparar
lesiones medulares. Para ello ha sido basico el desarrollo de electrodos neuronales, campo
en el cual el PPy y el PEDOT son buenos candidatos debido a su doble conductividad
ionica y electronica, a su actividad redox y la presencia de procesos de intercalacion, y a su
gran area superficial, lo que ayuda a promover un intercambio de iones efectivo entre los
electrodos y el tejido neuronal y también aumenta la capacitancia y disminuye la

impedancia, que a su vez impide el calentamiento o generacion de radicales [28].
Asi pues, los objetivos centrales de nuestro trabajo se resumen en los siguientes puntos:

- Evaluar el comportamiento de polimeros conductores biocompatibles  como

electrodos en un medio neuronal.

- Sintetizar capas finas de dos tipos de polimeros conductores, el PPy y el PEDOT,
con dos tipos de surfactantes como dopantes, el dodecilbenceno sulfonato de sodio
(NaDBS) y el poliestireno sulfonato de sodio (NaPSS). Caracterizar las propiedades
fisicoquimicas de estas capas y confirmar su electroactividad y sobretodo su
funcionamiento como soporte de crecimiento neuronal, intentando correlacionar esto

ultimo con las propiedades fisicoquimicas encontradas.

- Sintetizar capas finas de PPy y PEDOT utilizando biomoléculas, principalmente
aminoacidos, como dopantes. Realizar los mismos andlisis que en las capas que utilizaban
surfactantes como dopantes. Elucidar la posible mejora en biocompatibilidad que comporta

el uso de biomoléculas.
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- Sintetizar capas finas de PPy y PEDOT utilizando dos especies de iridio como
dopantes, el cloruro de iridio (III) y el hexanitroiridato de potasio con el fin de combinar
los beneficios que ambos tipos de materiales tienen por separado para los cultivos
neuronales, e intentando superar también las desventajas que ambos presentan por
separado. Realizar los mismos andlisis fisicoquimicos que en los apartados anteriores y

correlacionarlo con los resultados en cultivos neuronales

- Sintetizar hibridos de polimeros conductores con las especies de iridio antes

mencionadas, caracterizandolos fisicoquimicamente y comprobando su citotoxicidad.

- Sintetizar hibridos de PPy y PEDOT con IrO,, intentando obtener un material que
atne sus beneficios en todos los aspectos, creando un mejor material por la union de ellos
y superando desventajas que presentan los materiales en solitario. Caracterizar

fisicoquimicamente los materiales y analizar su citotoxicidad.

- En todos los casos primar la biocompatibilidad y buen funcionamiento como
soporte de crecimiento neuronal y la electroactividad de los materiales como caracteristica

primordial para su futuro desarrollo.

- Evaluar las propiedades Optimas observadas en medios de cultivo y sus posibles
correlaciones con la estructura y microestructura del material, e implementar posibles

cambios.
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Capitulo 2

Técnicas Experimentales

En el capitulo a continuaciéon se explican las diferentes técnicas de sintesis de los
materiales, tanto en forma de polvo como en forma de capa y las técnicas de analisis
utilizadas para los mismos, tanto quimicos como fisicos. Para comenzar se detallan las
técnicas de sintesis electroquimica para las capas, y posteriormente se explican las sintesis
quimica e hidrotermal de los materiales en polvo. Después se enumeran las técnicas de
analisis, que se dividen entre las de analisis estructural y microestructural, para mas
adelante continuar con las de caracterizacion electroquimica, y ya finalmente detenerse en

todos los aspectos de los andlisis celulares realizados.
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2.1 Sintesis de las Muestras

Dado el caracter electroactivo de precursores y polimeros estudiados es posible la sintesis
electroquimica de estas fases, lo que facilita la formacion de capas sobre sustratos planos
que a su vez permitiran la caracterizacion en medios celulares. A continuacion se describen

los métodos.

2.1.1 Sintesis electroquimica

Entre las varias ventajas de los métodos electroquimicos esta la posibilidad de realizar
procesos de sintesis con condiciones de potencial o corriente controladas que facilitan el
control de las fases obtenidas y a su vez el control de la microestructura y de la
homogeneidad de los recubrimientos. En el caso de los polimeros estudiados aqui (PPy y
PEDOT) también hay otras variables que influyen en las propiedades del producto final de
la electrosintesis como el anion dopante utilizado, el solvente, concentraciones, pH, etc.
Los métodos electroquimicos se distinguen por su alta sensibilidad y selectividad, y otras
ventajas de tipo tecnoldgico como utilizar la energia eléctrica como reactivo “limpio”,
trabajar en condiciones de operacion ambientales (temperatura y presion) y regenerar
ciertos agentes oxidantes y reductores en electrosintesis por via directa entre otros. Ademas
permite la formacién de depdsitos sobre sustratos de cualquier geometria y de tamafios

variables en formas tradicionalmente no accesibles para la mayoria de las técnicas.

En el caso que nos ocupa se utilizo la configuracion de trabajo descrita en la Figura 2.1,
donde la celda de sintesis contaba con 3 electrodos (electrodo de trabajo, contra-electrodo
y de pseudoreferencia). El electrodo de trabajo es el sustrato donde se realiza el deposito.
Este es una pieza transparente de vidrio soda lime (76 mm x 25 mm de AFORA) recubierto
con 5 nm de titanio y 12 nm de platino. La deposicion del titanio y del platino se realizo
por evaporacién térmica en el laboratorio de Optica de la Universidad Auténoma de
Barcelona con control de espesor mediante microbalanza de cuarzo. La homogeneidad del
recubrimiento de Ti y Pt se optimiz6é modificando la velocidad de deposicion. El Ti es
depositado como una capa de adhesion, ya que el Pt no presenta una buena adherencia al
vidrio. El espesor total fue optimizado para asegurar un sustrato translicido. Las
dimensiones del contra-electrodo, que es una lamina fina de platino son iguales a las del
electrodo de trabajo. El potenciostato/galvanostato usado fue el modelo VMP3 de Biologic

Science Instruments. En todas las operaciones electroquimicas realizadas en esta tesis se
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desoxigena el electrolito con burbujeo de argéon durante 30 minutos antes de cada

experimento. La superficie depositada fue siempre de 10 cm?.

Para la obtencion de los materiales de PPy y PEDOT se utilizoé respectivamente pirrol
(Sigma-Aldrich 98%), el cual fue previamente destilado al vacio y guardado a -10 °C y
EDOT (3,4-¢etilendioxitiofeno) (Sigma-Aldrich), almacenado a 5 °C hasta su uso.

Los contraiones utilizados (ClO4, [Si Mo1,04] *, DBS, PSS y aminoacidos) fueron
comprados de la mayor pureza disponible comercialmente. Sin embargo, el DBS resulto
cambiar mucho su composicion original de un frasco a otro, en este sentido, se llegd a
averiguar que contenia un 15% de Na,SO4, y que la estequiometria NaC,H,5CsH4SO;
resulto ser solo la promedio. Este promedio se mantenia pero la distribuciéon cambiaba de
bote a bote. Los sistemas de purificacion disponibles no garantizaban mejorar la pureza. El

PSS era mas reproducible aunque también oscilaba.

ORDENADOR

POTENCIOSTATO

CELDA
ELECTEOQUIMICA

Figura 2.1 Esquema de la sintesis electroquimica de las capas de éxido de iridio.
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Para asegurar la méxima homogeneidad del campo eléctrico creado y la reproducibilidad
de recubrimientos y espesores, el contra-electrodo de Pt se colocd siempre equidistante
(1.5 cm) del de trabajo, a cualquier altura, mediante 2 piezas de teflon disefiadas a tal
efecto. Se utilizé como electrodo de pseudo-referencia un hilo de platino, cuyo potencial se
equipara al electrodo de Ag/AgCl, y que ha mostrado ser estable durante las voltametrias
ciclicas debido a la formacién de un 6xido en la superficie [1,6]. Una vez obtenidas las
muestras, son lavadas con abundante agua milliQ y secadas con una pistola de nitrégeno a
presion. Aunque la configuracion usada en las sintesis y en las caracterizaciones
electroquimicas fue siempre la misma, en cada apartado  correspondiente se especifican
las condiciones de trabajo para cada muestra. Todas las muestras fueron evaluadas largo
tiempo después de su sintesis mediante XPS, y resultaron no haber cambiado su
composicion superficial (dato especialmente importante para el contenido de H,O y

aminoacidos).

A continuacion se detallan las diferentes técnicas electroquimicas de sintesis usadas.

2.1.1.1 Tecnicas Electroquimicas de Sintesis de Control Estatico de Potencial de
Electrodo o de Corriente.

En general los procesos de sintesis electroquimica se realizan a A) potencial de electrodo
constante (deposicion potenciostatica), lo que permite impedir reacciones adicionales que
ocurren a otros potenciales, o B) a corriente constante (deposicion galvanostatica), en casos
donde no hay otras interferencias y se pretende obtener una velocidad constante de
formaciéon de un producto, como en el caso de la electrocristalizacion/electrodeposicion
[2]. Adicionalmente, el uso de potenciales pulsados, o de barridos de potencial aporta un
método alternativo de control de la microestructura, adhesion etc. En nuestro caso se aplico
la alternativa A dada la mayor importancia de no tener reacciones adicionales frente a una

velocidad constante de formacion.

2.1.1.2 Técnicas Electroquimicas de Sintesis de Control Dinamico de Potencial:
deposicion potenciodinamica

Se trata de una técnica de deposicion mediante un barrido de potencial similar a la
voltametria ciclica explicada en el apartado 2.4.1, que puede ser utilizada en un proceso de

sintesis. Cuando las condiciones de cristalizacion a potencial o corriente constantes no son
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optimas [3], por ejemplo en un proceso de deposicion, la variacion dinamica permite
mantener una situacion proxima al equilibrio, al tiempo que el reversal de potencial
elimina parte del depdsito mal adherido. El proceso puede ser repetido tantas veces como

sea necesario mediante la repeticion de ciclos [3].

2.1.2 Sintesis quimica

La formacion del polimero puede ser llevada a cabo por oxidacion directa de un oxidante
que luego a su vez puede actuar como contraidon. Se obtuvieron polvos de PPy dopados con
IrCl; y KsIr(NO;)s mediante la sintesis quimica descrita en el apartado 5.5. En este caso la
polimerizacion no se produce mediante el uso de un potenciostato que establece unas
condiciones de potencial o corriente determinados, sino que la oxidacion es inducida por
un agente quimico oxidante, que puede ser externo o puede ser el propio dopante con

propiedades oxidantes.

2.1.3 Sintesis hidrotermal

Esta aproximacidn constituye una alternativa para la formacion de hibridos de polimero y
fases de iridio, y se llevd a cabo en paralelo a intentos de preparacion electroquimica de los
mismos. Se obtuvieron polvos hibridos de PPy y PEDOT con IrO, segun se describe en el
apartado 5.6. Este tipo de sintesis se realiza en medio acuoso y a altas temperaturas, con lo
que se consigue acelerar la reaccion por las condiciones especiales de presion y

temperatura.

2.2 Caracterizacion Estructural
El caracter tipicamente amorfo de los polimeros restringe la utilidad de ciertas técnicas

como la difraccion de rayos X. Las que se muestran a continuacion han permitido en

conjunto una buena comparacion entre las fases.

2.2.1 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Mediante la técnica de XPS es posible realizar la identificacién de los elementos que

componen la superficie de la muestra. Se puede también evaluar la composicion
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cuantitativa de estos (20-30 A de espesor). Las lineas espectrales de XPS son identificadas

por el nivel de energia del cual el electrén es expulsado o arrancado (1s, 2s, 2p, etc.).

Las muestras fueron analizadas por XPS en el Instituto de Nanociencia de Aragdén con un
equipo marca Kratos Analytical modelo AXIS Ultra DLD equipado con una fuente de
rayos X de aluminio monocromatico (Al K alpha: 1486.6 eV) con potencia méxima de 15
kV x 15 mA y una presién en camara de analisis de 2x10” Torr., asi como en los servicios
cientifico técnicos de la Universitat de Barcelona con un PHI 5500 Multitechnique
System (Physical Electronics) con una fuente de rayos X monocromatica (Al K alpha:
1486.6 eV) perpendicular al eje del analizador y calibrada usando la linea 3ds, de la Ag
con un ancho maximo a la altura media (FWHM) de 0.8 eV. Todas las medidas fueron
realizadas en una camara de presién de ultra alto vacio (UHV) entre 5x10™ Torr y 2x10™
Torr. En ambos equipos se disend un protocolo especifico para cada tipo de muestra
dependiendo de los elementos presentes. Las energias fueron determinadas con un error de
+0.3 eV. Las cuantificaciones de las sefiales de los espectros generales de XPS asi como
las deconvoluciones y los ajustes de los espectros detallados del C 1s y del O s fueron
realizados por medio del programa WINSPEC. En el caso de los ajustes, los picos fueron
deconvolucionados mediante combinaciones de Gaussianas-Lorentzianas en diferentes

proporciones.

2.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo (ATR)

Las medidas de espectroscopia infrarroja fueron realizadas en el Instituto de Ciencia de
Materiales de Barcelona en Modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) mediante un
espectrometro de infrarrojo Perkin Elmer HART con un accesorio ZeSe flat plate de 60°.
La existencia de conductividad a través de poltrones produce ondulaciones de la linea base

que se observaran a lo largo de todos los espectros [9].

2.3 Caracterizacion Microestructural

2.3.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La microestructura de la superficie de las capas fue observada por medio de un
microscopio SEM QUANTA FEI 200 FEG-ESEM (Instituto de Ciencia de Materiales de
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Barcelona) con un potencial de 5 kV y una presion de 50 Pa. El grosor de las capas pudo
ser evaluado también utilizando dicho microscopio mediante cortes transversales. En este
mismo equipo se pudieron obtener imdgenes de electrones retrodispersados (BESD) y
también con él se realizd la identificacion de los elementos quimicos presentes en el
material de la imagen mediante la técnica de espectroscopia de dispersion de energia de
rayos X (EDX). Esta técnica se basa en la deteccion de la radiacion X emitida por la
materia cuando esta se irradia con electrones, y debido a que esta radiacion es
caracteristica de cada elemento se puede realizar el andlisis cuantitativo y cualitativo de los

elementos presentes en cada muestra.
2.3.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para la observacion de las muestras por TEM (apartado 5.2) se prepara una dispersion del
polvo en un disolvente organico, en nuestro caso el etanol, que se deposita sobre una rejilla
de cobre o aluminio recubierta de una pelicula de carbon. Se utiliza el mismo equipo que

en el siguiente apartado.
2.3.2.1 Difraccion de electrones

El equipo utilizado para la difraccion de electrones fue un microscopio electronico de
transmision de 120 KV JEOL 1210, con una resoluciéon punto a punto de 3.2 A. Se utilizo
un portamuestras analitico GATAN con angulos maximos de inclinacion de = 60° en X y +
en Y. Esta técnica permite determinar los parametros de celda y el grupo espacial de una
fase cristalina. EI método utilizado es el de la rotacion, y consiste en la reconstruccion de la
red reciproca a partir de un conjunto de planos que contienen un eje comin que coincide

con un eje cristalografico.
2.3.3 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La microestructura fue también analizada mediante AFM en modo dindmico con un
microscopio Pico Plus Molecular Imaging utilizando puntas de silicio de 10 y 4 nm. La
fuerza del cantilever utilizada fue de aproximadamente 40 N/m y la frecuencia de
resonancia fue de 170 kHz. Fueron escogidas al azar 10 areas de cada muestra para evaluar
la rugosidad y el tamafio de grano presentes mediante un andlisis global de las imagenes

utilizando el software Mountains. Los valores de rugosidad media fueron calculados a

RMS = IilzN:(zi ~7)’ (2.1)

partir de la relacion:
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donde z; es la altura del punto (x;,yi) tomado de la imagen de AFM, N es el nimero de

puntos de la medida y z esta definida por:

z :liIZN:(zi -2) (2.2)

Dicho valor representa pues un promedio de alturas sobre la media de altura.
2.3.4 Angulo de Contacto

La estimacion de la hidrofilicidad o la afinidad por el medio bioldgico se realiz6 mediante
medidas de angulo de contacto con agua y con medio de cultivo. Puesto que el angulo de
contacto esta relacionado con la quimica del material y la microestructura de la superficie
se utiliza a modo comparativo como sonda a correlacionar con los cultivos celulares o

adhesion de células.

El angulo de contacto de los substratos utilizados, definido como el angulo 0 que se forma
entre una fase liquida (en forma de gota) que estd en contacto con la superficie (Figura
2.2A), fue realizado mediante un Pocket Goniometer modelo PG2 a temperatura ambiente
con micro gotas de agua milliQ y medio de cultivo Neurobasal (Invitrogen) [7] (Figura

2.2B). El 4ngulo de contacto es una medida de la hidrofilicidad de la muestra.

TLv

Vapor Liquido
Ysv 0 - YsL

Figura 2.2 A) Unién de las tensiones interfaciales de una superficie solida en contacto con un
liquido y B) Equipo utilizado en la medida del &ngulo de contacto.



CAPITULO 2 27

2.4 Caracterizacién Eléctrica y Electroquimica

Ademas de los métodos de sintesis electroquimica tipo voltametria ciclica que se describen
en el apartado 2.1.1.2 se han utilizado las siguientes técnicas de caracterizacion eléctrica y

electroquimica:
2.4.1 Voltametria ciclica (CV) de capas finas de polimero

La voltametria ciclica (CV) es un tipo de voltametria que utiliza tres electrodos (electrodo
de trabajo, contra-electrodo y electrodo de referencia) sumergidos en una disolucién sin
agitacion, de modo que la corriente medida es limitada por la difusion del analito en la
superficie del electrodo en caso de que éste esté disuelto. Esta técnica ayuda a conocer los
sucesos ocurridos en el electrodo de trabajo. En general el potencial del electrodo parte del
reposo o potencial de circuito abierto (OCP) y es elevado a un potencial més negativo (o
mas positivo) a una cierta velocidad hasta alcanzar el valor deseado y después es llevado al
potencial de reposo nuevamente. Cuando se produce un proceso de transferencia de carga
entre el conductor eléctrico y el id6nico a un potencial determinado, como por ejemplo la
reduccion, la corriente aumenta hasta un valor méximo pero después decae generando una
onda ya que la concentracion del analito se agota cerca de la superficie del electrodo. Al
barrer en el sentido contrario se alcanza el potencial de oxidacion del producto formado en
la reaccion de reduccion produciendo una corriente de polaridad inversa. Esta onda tiene

una forma similar a la de reduccidn si el proceso es reversible (Figura 2.3).

La existencia de reacciones secundarias para el producto, o de reorganizacion estructural
en un so6lido formado puede hacer aparecer nuevas ondas o dar lugar a una ausencia en el
barrido de retorno. El proceso se puede repetir tantos ciclos como sea deseado. En el caso
de que el proceso vaya del OCP al potencial deseado en un solo barrido estaremos

hablando de una voltametria de barrido lineal.

Los electrolitos utilizados en esta tesis para la caracterizacion de las capas depositadas
electroquimicamente fueron el tampdén de fosfato sédico a pH 7.4 y medio de cultivo

celular Neurobasal [7].

La muestra en si se utilizo con el tamafo de sintesis y también con el del cristal de cuarzo
de la microbalanza: en el primer caso las ondas pueden ensancharse debido a la geometria
y amplia superficie empleada, pero a su vez resulta una voltametria méas real y cercana a la
de la aplicaion directa sobre células. En general, todas las voltametrias mostradas se

refieren a esa dimension.
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Figura 2.3 Esquema general de una voltametria ciclica.

2.4.1.1 Voltametria de barrido lineal de polvos hibridos de polimero-1rOy

Las capas de polimero estudiadas se caracterizaron electroquimicamente mediante CV tal y
como se describe en el apartado 2.4.1. Sin embargo la caracterizacion de los polvos de
material hibrido descritos en el apartado 5.6 se realizdo mediante una suspension debido a la
dificultad de generar un electrodo macroscopico: se dispersd el polvo a estudiar en un
electrolito de tampon fosfato sédico 0.1M a pH 7.4 en una celda con la configuracion que
se puede observar en la Figura 2.4. Esta es una técnica novedosa que da buenos resultados
a velocidades de barrido lentas [8]. El electrodo de trabajo fue una placa de platino idéntica
a la que se utilizé como contra-electrodo en los otros experimentos electroquimicos, el
contra-electrodo fue un hilo de platino en forma de espiral y situado en un compartimento
diferente del electrodo de trabajo para evitar las interferencias con el oxigeno, y el
electrodo de referencia fue el hilo de platino habitualmente usado. Se hizo una voltametria
para todos los casos de OCP a -0.75V vs Pt a una velocidad de 2mV/s con una agitacion

de unos 500 rpm.
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Electrodo de
referencia

Contra-electrodo Electrodo de trabajo

Figura 2.4 Configuracion de la voltametria de barrido lineal de los polvos hibridos de polimero-
IrO,.

2.4.1.2 Voltametria ciclica de discos de teflon de polvos hibridos de polimero-1rOy

Un intento adicional de caracterizacioén del polvo obtenido por reaccion quimica se llevo a
cabo de modo similar al usual en baterias formando un composite con teflon. Este analisis
también correspondiente a los materiales descritos en el apartado 5.6 se realiz6 en una
celda tipo swagelok con una configuracion también de tres electrodos con el mismo medio
de tampdn fosfato sodico 0.1M a pH 7.4. El disco de teflon se hizo mediante una
dispersion en etanol de 85 mg del material a estudiar, 10 mg de carbon super P (Csp,
Timcal) y 5Smg de politetrafluoroetileno (PTFE) (Aldrich, 60% dispersion en agua). La
mezcla se agitaba y calentaba a unos 100 °C hasta la formacioén de una pasta, de la cual se
cortaba un disco del tamafio de la celda swagelok y se dejaba secar en condiciones
ambientales. La voltametria se realizd desde OCP a -1V vs Pt para ir después hasta 1V vs

Pt y volver finalmente al potencial de descanso a una velocidad de 20 mV/s.

2.4.2 Microbalanza de Cuarzo Electroquimica (EQCM)

La EQCM (Seiko EG&G PAR), de la cual se puede ver un esquema en la Figura 2.5,
acoplada a un potenciostato/galvanostato VMP3 BioLogic fue utilizada para evaluar la
cantidad de masa depositada durante la sintesis electroquimica y relacionarla con la carga

utilizada para la sintesis. Ello permite evaluar el grado de oxidacion llevado a cabo y



30 Técnicas Experimentales

estimar la eficiencia del proceso. Se utilizaron como electrodos cristales de cuarzo de

0.157 cm?” de superficie recubiertos con Pt (suministrados por EG&G PAR).

Ademas, se estudid el proceso de dopaje electroquimico una vez el material estaba ya
formado, en los respectivos procesos de reduccion para las muestras dopadas con
surfactantes, lo que a su vez permite evaluar el grado de intercalacion i6nica que ocurre

durante el proceso y relacionarlo con la capacidad de carga.

Working
electrode in the
potensiostat

—* Crystal support

©)

Quartz Crystal Configuration

Figura 2.5 Esquema del funcionamiento de una balanza electroquimica de cuarzo (EQCM).

La masa depositada (Am) sobre el cristal de cuarzo se calcula a partir del diferencial de

frecuencia (Av) del proceso mediante la ecuacion de Sauerbrey:

~ AV. [ pattyS
v’

0

Am

(2.3)

donde pq es el modulo de cizalladura (2.947-10"" g/em.s?), Lq es la densidad del cuarzo
(2.649 g/em’), S es el area de la superficie del cristal (0.157 cm®) y v, es la frecuencia

inicial en hertzs.

El uso de esta forma simplificada de la ecuacion implica que el cambio de admitancia es
despreciable. Esto ha sido cierto en otros materiales estudiados, como los 6xidos de iridio
[6]. Sin embargo, en polimeros no es una aproximacion totalmente correcta. Los resultados
mostrados en los siguientes capitulos lo confirman y por tanto seran interpretados de modo

relativo.
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2.4.3 Espectroscopia de Impedancia Compleja Electroquimica (EIS)

Todas las muestras son conductoras en un sistema DC, con dos puntas, evaluados con el
current sensing-AFM o la propia corriente de las voltametrias. Las medidas de EIS fueron
realizadas con el propoésito de evaluar la capacidad de transferencia de carga y el flujo de
corriente de las capas de PPy-DBS, PPy-PSS y PEDOT-PSS en un sistema real que incluye
la interfase, y no solamente a través del material. Ello implica una configuracion de 3
electrodos que incluye el sistema material + interfase andlogo a las celdas electroquimicas
de sintesis. Estas medidas fueron llevadas a cabo mediante un potenciostato Autolab
PGSTAT 302N-High performance con la misma configuracion utilizada en la sintesis
electroquimica usando una placa de platino como contra-electrodo, un hilo de platino como
electrodo de referencia y el material en estudio como electrodo de trabajo, los tres
sumergidos en NaCl 0.1 M como electrolito. En todos los casos se aplicdé un potencial
alterno de 5 mV de amplitud en un barrido de frecuencia de 1IMHz a 40Hz. En algunos
casos se aplico un potencial bias de = 0.5V para oxidar o reducir el material in situ y

observar cambios de impedancia tras el proceso redox.

2.5 Analisis Celular

2.5.1 Cultivos Celulares

Los procesos descritos a continuacion fueron realizados en el Department of
Neurochemistry and Neuropharmacology del Institut d’Investigacions Biomediques de
Barcelona, CSIC-IDIBAPS, tras una etapa muy inicial en el Hospital Nacional de
parapléjico de Toledo.

El objetivo de los cultivos fue evaluar la respuesta de los materiales como substratos de
crecimiento neuronal de los materiales sintetizados y caracterizados en este trabajo, lo que
puede ser una primera sonda de su uso en medios In vivo como electrodos. Antes de
cultivar las células sobre los materiales, las muestras a analizar y el vidrio de control de
borosilicato (cubreobjetos de microscopia No 1, Marienfeld GmbH & Co. KG Lauda-
Konigshofen) fueron lavadas y “esterilizadas” por inmersion en agua destilada a 60 — 80°C
durante 2 horas. Después las superficies fueron cubiertas por una disolucién de Poly-L-
Lisina (PLL, 4ug/cm®, Sigma-Aldrich). La disolucién de L-Polilisina (PLL) fue aplicada
durante 30 minutos a 37°C y luego las muestras fueron lavadas en bafios de agua destilada
y secadas a temperatura ambiente. Las células neuronales fueron obtenidas del cortex

cerebral de embriones de 16 dias de ratones NMRI. Los cortex aislados fueron disociados
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por 30 minutos a 37°C en medio HBSS (sin calcio y magnesio) suplementado con piruvato,
albumina, tripsina y DNAasa (todos de Sigma-Aldrich), a lo que siguié un proceso de
trituracion con pipetas

Pasteur pulidas al fuego. Las células fueron cultivadas con una densidad de 25000
células/cm” en medio DMEM-F12 que contiene 10% de suero fetal. Después de dos horas
el medio fue cambiado a un suplemento neurobasal con L-glutamina, B27 (Gibco),
Gentamicina y Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich). Los cultivos se incubaron en
ambiente humidificado a 37°C y 5% de CO, durante 4 dias. La mitad del medio de cultivo

fue reemplazado a los 3 dias.

2.5.2 Inmunocitoquimica y Cuantificacion de las Células

Cuatro dias después de “plaquear” las células sobre la superficie de los materiales en
estudio, los cultivos fueron fijados en una disolucion neurobasal con 2% de
paraformaldehido durante 12 minutos. Las células fijadas fueron incubadas a 37 por 30
minutos en un tampon de fosfato 0.1 M con 0.2% Triton y 5% NGS. Después fueron
lavadas e incubadas una noche a 4°C con anticuerpos primarios. Se usaron los siguiente
anticuerpos: policlonal anti-TAU de conejo (Sigma T-6402, 1:100), monoclonal anti-
GFAP de rata (Dako Z-0334, 1:500), anti-NF200 de rata (Sigma N-0142, 1:400),
policlonal 6 anti-NF de conejo (Affinity NA-1297, 1:750), anti-vimentin de rata
(Neomarkers, MS-129, clone U9, 1:1000), alexa-488 anti-conejo (Molecular Probes,
1:500) y alexa-594 anti-rata (Molecular Probes, 1:1000). Por ultimo, fueron utilizados
marcadores Hoechst (Molecular Probes 33342) para marcar el nucleo de la célula y
complementar el conteo de la supervivencia neuronal. Para esto, después de lavar los
anticuerpos secundarios, se aplicé a las células una disolucion de Hoechst (2 pl/ml en PBS)
durante 50 minutos. Los cultivos fueron lavados con PBS, montados en PBS-Glicerol

(50:50) y observados en un microscopio de fluorescencia.

Para la cuantificacion celular fueron tomadas iméagenes (2776 x 2074 pixels) usando un
microscopio digital de imagen equipado con contraste de fase (Olympus YX70), y las
imagenes de fluorescencia tanto del ensayo Hoescht como de los anticuerpos fueron
combinadas y procesadas digitalmente (Analysis, Soft Imaging System GMBH). Fueron
fotografiados 6 campos radiales (563 x 401 pm) en total por cada muestra, y el numero de

células encontrado fue extrapolado al area superficial total.
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2.5.3 Ensayos celulares de citotoxicidad (MTT)

Se utiliz6 el método conocido en inglés como 3,-4,5 dimethylthiazol-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) de viabilidad celular para evaluar los posibles efectos
citotoxicos de los polvos hibridos de PPy-IrOy y PEDOT-IrOy sobre cultivos celulares
primarios. Este es un método ampliamente usado y contrastado para este fin [4,5]. Para su
realizacion se pesaba el compuesto a estudiar y se preparaba su suspension en medio de
cultivo celular a una alta concentracion, y una vez obtenida una suspension homogénea,
esta se diluia hasta obtener una concentracion 10 veces mayor a la deseada, ya que 10 pl de
esta se diluian en 90ul de medio de cultivo que ya contenia el pocillo donde se realiza el
test. Para ello se usaba una placa de cultivo celular de multiples pocillos, los cuales en
nuestro caso tenian una superficie de 0.3 cm?”. Las células usadas fueron del cortex cerebral
de ratones embrionarios de 16 dias del tipo NMRI. Se utilizaron 2 secuencias diferentes de

trabajo en cada uno de los tests realizados a 6 y 9 dias in Vitro (DIV):

1) El pocillo se cubre previamente con Poli-D-lisina (PDL), y a continuacion se afade la
suspension del material. A las 24 horas se extrae la suspension del pocillo de forma que ya
haya material depositado y después se siembran las células y se dejan crecer hasta 6 o 9
DIV.

2) El pocillo se cubre previamente con Poli-D-lisina (PDL), y a continuacioén se siembran
las células. Tras 24 horas de sembrado, el material en suspension se afiade al pocillo

conteniendo las células, que creceran durante 6 0 9 DIV.

2.5.4 Ensayos preliminares de cultivos en presencia de campos eléctricos

Se llevaron a cabo ensayos preliminares en pocillos donde el material estaba conectado a
un electrodo de trabajo y se conectaban también un contraelectrodo y electrodo de
referencia de Pt a través del electrolito. Se aplicaron potenciales DC de 20 segundos y
también potenciales dinamicos. No se muestran los resultados de estos porque los cambios
de volumen impidieron mantener el foco del microscopio (Olympus DP50). Dichos
experimentos preliminares sin embargo estan sirviendo de base para perfeccionar la técnica

€n un nuevo proyecto.
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Capitulo 3

Capas de Polimero conductor
con perclorato y grandes

aniones

En este capitulo se enumeran los resultados obtenidos después de la caracterizacion de los
materiales poliméricos estudiados en estas tesis, Polipirrol y PEDOT, los cuales se dividen
en su caracterizacion segun el anidon que se haya utilizado como dopante para su sintesis.
De esta manera se estudian polipirroles dopados con iones pequenos tales como el ClOy4’, y
también dopados con grandes moléculas que por su mayor volumen pueden reemplazar el
mecanismo de intercalacién anidnica/catidnica combinada por la intercalacion solo
cationica. Entre ellos el polioxometalato [Si M0;204] 4", o surfactantes como el DBS y el
PSS. También se estudia el PEDOT dopado con PSS. Todos ellos se sintetizan en forma de
capa fina. El uso de estas grandes de moléculas tiene como objetivo aumentar la adhesion
de la capa al sustrato y minimizar los cambios de volumen en los procesos redox de los
polimeros. Primero se realiza una breve introduccion sobre el material en cuestion y
posteriormente se explica la sintesis de este, electroquimica en todos los casos del capitulo,
y a continuaciéon la caracterizacion tanto a nivel estructural, microestructural,
electroquimico y eléctrico. Posteriormente se explican los resultados de estos materiales en
cuanto a cultivos celulares y la relacion de estos con las propiedades fisico-quimicas

descritas previamente y para acabar se enumeran las conclusiones.



36 Capas de polimero conductor con perclorato y grandes aniones

3.1 Introduccion: seleccion del contraion

Dada la importancia que tiene el contraidon para la sintesis y propiedades de los polimero
conductores se procedio a la seleccion de aquel optimo evaluando sus caracteristicas una
vez sintetizado el polimero. El estudio se inici6 con perclorato de sodio (NaClO4). Aunque
es posible obtener capas de polipirrol dopadas con perclorato en medios acuosos de modo
reproducible, como se muestra en el apartado 3.5, pequefios cambios de potencial inducian

grandes cambios de volumen y por ello la capa se desprendia del electrodo.

Puesto que la reduccién puede transcurrir con la desintercalacion del anion y la
intercalacion de cationes, como dos procesos compitiendo, se consideré que evitando el
proceso de desintercalacion de aniones, que seria el que podria provocar un mayor cambio
de volumen, se aumentaria la estabilidad macroestructural del polimero. Para ello se eligio
utilizar grandes aniones durante la sintesis, que no pueden desintercalarse durante el
proceso redox. El primero que se ensay6 fue un polioxometalato, el acido silicomolibdico,

cuya incorporacion en el polimero ha sido probada con éxito [4].

La toxicidad de este ensayo nos hizo buscar alternativas entre las encontradas en la
literatura. Se ensayo por tanto a continuacion con surfactantes tipicamente utilizados en la
sintesis del polipirrol como son el NaDBS, Dodecilbenceno sulfonato de sodio y el NaPSS,
Poliestireno sulfonato de sodio. Su alto peso molecular los hacen ideales para conseguir
capas que a la hora de modular su estado de oxidacidon no pierdan el contraién para la
compensacion de carga. Si el anion es de gran tamafio y no desintercala, el intercambio de
carga es cationico durante el proceso redox y por tanto el material tendra una capacitancia
superior y una mayor capacidad de intercambio de iones, ademas de generar capas con
buena estabilidad, alta conductividad y alto nivel de dopaje. Ademas este tipo de
surfactantes ayudan a conseguir capas de baja rugosidad y de alta resistencia al desgaste en

remojo [1].

El hecho de que los surfactantes sean compuestos anfifilicos (moléculas con una parte
hidrofilica y otra hidrofobica) sera util en principio para la adsorcién de proteinas o
polipéptidos sobre la superficie del polimero, ya que se podran adsorber tanto sus partes
hidrofilicas como aquellas hidrofobicas [2]. Este fenomeno puede resultar muy importante

para el cultivo y la posible regeneracion neuronal [3].

No se ha estudiado todo el rango de posibles concentraciones que darian lugar a distintas
configuraciones coloidales, micelas, etc., sino que se ha enfocado el trabajo empiricamente

hacia la concentracion que permite la mejor calidad del deposito. No obstante, siempre se
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trabajo por encima de la concentracion micelar critica (cmc), lo que contribuye
sustancialmente a mejorar la velocidad de difusion de los iones con las capas de polimero
[28].

En este capitulo se estudiardn en profundidad capas de polipirrol sintetizadas
electroquimicamente con Dodecil bencenosulfonato de sodio (NaDBS) y con Poliestireno
sulfonato de sodio (NaPSS) como contraiones. No obstante la terminologia usada para
referirnos a estos surfactantes sera DBS y PSS respectivamente, ya que el sodio no entra
formar parte de la capa. También se incluye informacioén sobre las capas de polipirrol

dopadas con perclorato y polioxometalato.

Para las muestras dopadas con surfactantes se realizd6 una profunda caracterizacion
estructural, microestructural y electroquimica a través de diversas técnicas que se
explicaran en los proximos apartados. También se realizaron cultivos neuronales sobre
ellas para establecer una relacion entre los resultados de su caracterizacion y los resultados

de supervivencia y desarrollo celular.

3.2 Capas de PPy dopadas con perclorato

Continuando en la busqueda de capas poliméricas como sustrato de crecimiento neuronal
se hicieron ensayos y estudios variando el tipo de contraién o dopante utilizado en la
sintesis, ya que en funcion de este varian en gran medida las propiedades del polimero
resultante. Uno de los dopantes probados habia sido originalmente el perclorato de sodio,
en cuya sintesis se utilizaba una concentraciéon de 0.1M de pirrol y 0.1M de NaClOy, en
medio acuoso, usando agua ultrapura milliQ. Las celdas y el procedimiento usados fueron
idénticos a los ya mencionados durante la tesis, haciendo esta vez una deposicion
potenciodinamica desde el potencial de circuito abierto a 1V vs Pt a una velocidad de

5mV/s, cuya curva se puede apreciar en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Curva de sintesis | vs t de una muestra de PPy-ClO,, desde OCP a 1V vs Pt, a 5mV/s,
en una disolucién acuosa de 0.1M de pirrol y 0.1M de NaClQO,.

Después de la sintesis se apreci6 a simple vista una baja adherencia de la capa y una mala
calidad de la misma, cosa que ya se indica en la literatura [44], y que motivo los
posteriores ensayos con DBS y PSS. Por ello se realizé un estudio comparativo de la
evolucion de estas muestras y las dopadas con PSS, sumergidas tanto en medio acuoso
como en medio de cultivo celular con la intencion de observar posibles deterioros. En la
Figura 3.2 se pueden observar las imagenes tomadas con un microscopio optico de unas
muestras de PPy-ClO4 y PPy-PSS en seco y después de 10 dias sumergidas en agua, y
queda bastante clara la degradacion sufrida por la muestra dopada con perclorato, en la que
ya hay varias zonas despegadas, con respecto a la dopada con PSS. Ya después de solo 4
dias en remojo la diferencia era bastante evidente. El mismo fenomeno ocurre en medio de
cultivo celular. Por todo ello se decidio no continuar el estudio de muestras de polimero

dopadas con perclorato sodico.
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A

Figura 3.2 Fotografias tomadas en un microscopio 6ptico de diversas muestras de polipirrol: A)
PPy-CIO, en seco, B) PPy-CIO,4 después de 10 dias sumergida en agua, C) PPy-PSS en seco y D)
PPy-PSS después de 10 dias sumergida en agua.

3.3 Capas de PPy dopadas con polioxometalatos, [Si M01,040] *

Otro de los contraiones o dopantes utilizados fue un compuesto del grupo de los
polioxometalatos (POM), concretamente el 4cido silicomolibdico hidratado,
H4[SiMo01,04].xH,0. Estos compuestos presentan varias ventajas como una gran potencial
en aplicaciones como la catlisis, la fotoquimica y la medicina, ademas de la alta capacidad
de almacenaje de carga, lo que les hace ser muy ttiles como materiales para aplicaciones
en supercondensadores [45-46]. Por todo ello se pensé en ellos como buenos dopantes del
polipirrol para la aplicacion biomédica que nos ocupa, ya que aportarian una capacidad de
carga adicional y una mayor variabilidad redox. Se realiz6 la electrosintesis en la misma
celda que los demés materiales poliméricos, también en medio acuoso, usando agua
ultrapura milliQ, con una concentracion 0.1M de pirrol y ImM de 4cido silicomolibdico.
La electrodeposicion se efectud de forma potenciodinamica desde OCP hasta un Emax de
0.8V vs Pt (Figura 3.3), se consigui6 una capa de muy buen aspecto y con una buena

adherencia, muy similar a las capas que tenian surfactantes como dopantes.
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Figura 3.3 Curva de sintesis | vs E de una muestra de PPy-POM, desde OCP a 0.8V vs Pt, a
5mV/s, en una disolucién acuosa de 0.1M de pirrol y 0.001M de H,;[SiM01,04].XH,0.

Una vez sintetizada la muestra se procedidé a comprobar la supervivencia celular sobre esta
capa. Los ensayos realizados similares al resto de muestras su caracter totalmente toxico
para las células, que morian nada mas ser depositadas sobre su superficie. En otras
muestras estudiadas, incluso no siendo Optimas, y a pesar de que a 4 dias in vitro la
supervivencia no fue satisfactoria en muchas de ellas, las células se adherian bien y
sobrevivian al menos un dia, mientras en este caso morian instantineamente. Por ello se
decidié dejar de trabajar con los polioxometalatos y no proceder a una mas profunda

caracterizacion de estas muestras.

3.4 Capas finas de Polimero-surfactante

3.4.1 Capas finas de PPy-DBS

Como se ha explicado en el apartado anterior el NaDBS es una molécula de alto peso
molecular, su féormula estequiométrica es NaC,HpsCcHsSO3 con un peso molecular de

348,48 g/mol y tiene la siguiente configuracion:
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Con una considerable cola hidrofobica y la cabeza hidrofilica. El ién Na' no intervendra en
la reaccion y quedard en disolucion, el resto de la molécula pasard a formar parte de la

estructura del polipirrol cuando este condense en forma de polimero sélido.

Las capas finas de PPy-DBS obtenidas fueron sintetizadas seglin se describe en el apartado
2.1.1.2, con una concentracion de pirrol 0.1M y 0.1M de NaDBS (Aldrich, grado técnico)
en agua, sobre un sustrato de vidrio soda lime recubierto por una capa de adhesion de Snm
de Ti y una capa conductora de 15nm de Au.. Ademas del potencial dindmico se evaluaron
otros métodos como la deposicidon a potencial constante tal y como se hace en la sintesis
con PSS, pero se desestim6 ya que las capas no presentaban una buena uniformidad. Esto
es muy probablemente debido a que el aniéon DBS, al ser una molécula mas pesada que el
PSS tiene una movilidad mas limitada, haciendo que el electrolito utilizado en la
deposicion sea mas resistivo, lo que se logrd eliminar realizando la electrodeposicion con
un potencial dindmico y utilizando un sustrato de Au en lugar de Pt. Por todo ello se
decidio realizar ademas una deposicién potenciodindmica, que presenta problemas para
uniformizar la carga final, y por tanto el espesor de la capa, con lo cual se encontraron unas
condiciones Optimas de deposicion que se repitieron para todas las muestras para
uniformizar sus caracteristicas finales. Se creyd importante completar el ciclo de potencial
dindmico hasta su vuelta al potencial de circuito abierto o de descanso (OCP), dejando asi
a todas las muestras la misma capacidad para la relajacion del sistema y la reorganizacion
necesaria de las cadenas poliméricas. Como en todas las capas finas de polimero estudiadas
en esta tesis siempre se primo el hecho de tener un espesor que permitiera una muestra

transltcida, lo que es importante para los estudios celulares.

Asi pues, las capas finas fueron obtenidas mediante un solo ciclo con las siguientes
condiciones que agrupamos en dos grupos: (1) Sintetizadas de OCP hasta un potencial
maximo (Emax) de 0.6V vs Pt a una velocidad de 5SmV/s, se mantuvo el potencial a 0.6V
durante 3 minutos. (2) Sintetizadas de OCP a una Emax de 0.75V vs Pt a una velocidad de
5mV/s, se mantuvo el potencial a 0.75V durante 10 segundos. Al mantener el potencial
estable durante un cierto tiempo en su valor médximo se persigue la maxima uniformizacioén

de carga en el deposito. Una vez alcanzado el Emax el barrido volvia al OCP.

Las capas presentaban un patron de interferencia tal y como se aprecia en la Figura 3.4, es
decir, un color variable en la capa debido al diferente espesor de la capa en diferentes
zonas. El origen de este fendomeno es el efecto que producen las lineas de campo eléctrico
en los bordes y que en este caso es visible gracias al bajo espesor de las capas en el rango
de longitud de onda de la luz visible. Se eligié una zona central de las capas para

determinar su espesor mediante la vision de una seccion transversal de la muestra con SEM
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y se determind un espesor medio de 780 nm para las muestras sintetizadas con Emax de

0.75V vs Pty de 570 nm para las muestras sintetizadas con Emax de 0.6V vs Pt.

Figura 3.4 Detalle de capas finas de PPy-DBS depositadas sobre un sustrato de oro con el cambio
de color que provocan los patrones de interferencia.

En la Figura 3.5 se muestra la curva de potencial dindmico (voltametria ciclica) que se
define durante la formacion de las capas en los 2 tipos de sintesis estudiados. En el caso de
la muestra depositada con Emax 0.6V vs Pt se aprecia una caida de la corriente en este
mismo punto debido al espacio de tiempo durante el cual se mantiene este potencial, con
ello se observa claramente el fendmeno antes comentado del efecto de la resistencia del
electrolito por la presencia del DBS. En ambos casos se puede apreciar como la corriente
empieza su aumento en torno a 0.4V, ello implica también el inicio de la deposicion del

polimero a este potencial.
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Figura 3.5 Graficos de la curva de sintesis de las capas finas de PPy-DBS: A) de OCP a Emax
0.6V vs Pt a 5mV/s y parada durante 3 minutos en 0.6V vs Pt, B) de OCP a Emax 0.75V vs Pt a
5mV/s.
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3.4.2 Modulacion electroguimica de las capas de PPy-DBS: Procesos Redox

Una vez que la capa ha sido sintetizada se encuentra en estado oxidado, y dicho estado
puede ser modulado posteriormente aplicando un potencial o corriente de reducciéon. A
medida que la capa se va reduciendo se van intercalando cationes que compensaran esa
carga negativa, posiblemente acompanados de moléculas del solvente [5]. En ello se
modifican sus propiedades eléctricas y puede ocurrir un cambio de volumen de magnitud
no conocida. Como se explicé en el apartado 1.4, tedricamente en la sintesis del polipirrol
se necesita oxidar 2.33 electrones por mol de monomero, considerando que el nivel de
dopaje del polimero es del 33% [6]. De esos 2.33 electrones, 2 participaran en el proceso
de polimerizacién, mientras que los 0.33 huecos restantes son los implicados en la
conductividad del polimero. Ello implica que aproximadamente un 14% de la carga
utilizada durante la polimerizacion corresponde a la capacidad de reduccion posterior del
material y por tanto para la modulacion electronica de la capa. Si la carga de reduccion
fuera mayor se pasaria a un estado de sobrerreduccion, en el cual las capas perderian los
portadores de carga y se volverian aislantes [5,7]. Teniendo en cuenta lo anterior, una vez
sintetizadas se procedid a preparar capas con distintos grados de reduccion aplicando un
potencial de -0.8V vs Pt, punto en el que se observa el pico de reducciéon seguin las
voltametrias ciclicas de caracterizacion que se pueden apreciar en el apartado 3.4.9. Se
realizaron reducciones de las capas en diferentes estados, llegando al 30, 50 y 80% de la
tedrica carga susceptible de reduccion, y ademas se sobrerredujo una de las capas. Todas
ellas fueron estudiadas con el mismo detalle que las capas as prepared (sin ningln tipo de
modulacidn electroquimica), y se evaluaron los efectos que la reduccion tiene tanto a nivel
estructural, microestructural, electroquimico y de cultivo celular. Como era de esperar para
todas las muestras reducidas los espesores medios fueron mayores, por ejemplo en el caso
de las muestras sobrerreducidas se midieron espesores medios de 1400 nm para las
muestras sintetizadas hasta 0.75V y 750 nm para las muestras sintetizadas hasta 0.6V. En
la tabla 3.1 se pueden observar los grosores medios en la parte central de cada muestra en
relacion con su grado de reduccion. Obsérvese que cuanto mas reducida esta mas gruesa es
la muestra. También se pueden observar los porcentajes de aumento de volumen, que se
calculan a partir del incremento de grosor con respecto a la muestra as prepared,
asumiendo la relacion directa que hay entre el aumento de volumen y el de grosor, que

supera el 30% significativamente a 0.75V y la mayor reduccion.
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Tabla 3.1 Valores del grosor de las muestras de PPy-DBS sintetizadas con Emax 0.6V vs Pt y
0.75V vs Pt en su parte central halladas mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM) y
relacionados con su grado de reduccion. Los cambios de volumen (4V) estan referidos al grosor
de la muestra as prepared.

Tipo de muestra Grosor (nm) AV |Grosor (nm) AV
Emax 0.6V E max 0.75V
As prepared 570 - 780 -
Reducida al 30% 590 4% 905 16%
Reducida al 50% 600 5% 975 25%
Reducida al 80% 710 25% 998 28%
Sobrerreducida 750 31% 1400 79%

El electrolito utilizado en la reduccion fue un tampén fosfato sédico 0.1M a pH7,
equivalente al medio i6nico bioldgico, que evita posibles efectos de cambio de pH, con lo
cual el cation que entra en la estructura para la compensacion de carga serd el Na', el cual
entra solvatado por moléculas de agua [5,8]. Todo ello comporta un aumento en el peso y

volumen de la capa que observaremos en el apartado 3.4.5.

En la figura 3.6 se pueden observar las curvas I vs t durante la reduccion para los dos tipos
de muestras para cada grado de reduccion. En todos los casos se aprecia un descenso
exponencial de la corriente, lo que indica que el proceso de reduccion se produce muy
rapidamente al aplicar el potencial, a lo que contribuye la posible formacion de una doble
capa. El leve aumento de corriente posterior sugiere una reorganizacion del polimero que
permite asumir ain mas carga negativa. Si el proceso continia se tiende hacia una
corriente nula que indica la pérdida de las propiedades conductoras del polimero y su

conversion a un material aislante.
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Figura 3.6 Graéficos | vs t de la curva de reduccion a E constante de -0.8V vs Pt de las capas finas
de PPy-DBS: A) Capa sintetizada a Emax 0.6V vs Pt: reducida en un 80%, B) Capa sintetizada a
Emax 0.75V vs Pt: reducida en un 80%, C) Capa sintetizada a Emax 0.6V vs Pt: reducida en un
50% D) Capa sintetizada a Emax 0.75V vs Pt: reducida en un 50%, E) Capa sintetizada a Emax
0.6V vs Pt: reducida en un 30% y F) Capa sintetizada a Emax 0.75V vs Pt: reducida en un 30%.
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3.4.3 Capas finas de PPy-PSS

El resultado negativo a nivel de cultivos celulares del PPy dopado con DBS que se
describen en el apartado 3.6 indujo a una caracterizacion del DBS comercial utilizado, que
resultd ser una mezcla de compuestos con un promedio de 18 carbonos en la cadena pero
con un alto grado de impurezas, variables en cada bote diferente, en donde se llego a
encontrar hasta un 15% de grupos sulfatos en algin caso. A raiz de ello se buscé un
surfactante anidnico alternativo con mayor reproducibilidad comercial, el poliestireno
sulfonato de sodio (NaPSS) (Aldrich). Al igual que el DBS el PSS es una molécula de alto
peso molecular del grupo de los surfactantes anidnicos. La férmula estequiométrica del
monodmero es CH,CH(C¢H4SO3Na), con un peso molecular de 206 g/mol y con la siguiente

configuracion

(3.2)

Como se puede observar la molécula es muy parecida a la de DBS pero su parte

hidrofobica es de menor tamafio, haciendo de ¢l un surfactante mas ligero.

Las capas finas de PPy-PSS obtenidas fueron sintetizadas segtin se describe en el apartado
2.1.1.1 utilizando una concentracion de 0.1M de Pirrol y 0.1M de NaPSS (Aldrich) sobre
un sustrato de vidrio soda-lime recubierto en este caso por una capa de adhesion de Snm de
Ti y una capa conductora de 12nm de Pt, a un potencial constante de 0.6V vs Pt hasta
alcanzar una carga de sintesis de 900 mC. Con ello se intentd conseguir la maxima
uniformidad en las capas sintetizadas y espesores en el rango de la transparencia. El patron
de interferencia de las capas resulta visiblemente diferente al de las capas sintetizadas de
DBS tal y como se aprecia en la Figura 3.7, lo que pone de manifiesto la influencia del
contraiéon usado en la morfologia de la capa, y muy posiblemente en el tipo de

polimerizacion o cross-linking en el polimero final.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Sodium_polystyrene_sulfonate.svg�
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Figura 3.7 Detalle de la diferencia en el patron de interferencia de las muestras de polipirrol
sintetizadas con DBS mediante un potencial dindmico con un Emax de 0.6V vs Pty con PSS a un
potencial constante de 0.6V vs Pt.

Las corrientes que se alcanzan en la sintesis alcanzan un valor practicamente constante
poco después del inicio de la reaccion, y su valor oscila entre 4 y 8 mA. Ello indica la
existencia de un unico proceso de oxidacion y garantiza la homogeneidad de la capa. En la
Figura 3.8 se pueden observar las curvas para dos muestras sintetizadas exactamente con
las mismas condiciones. Se puede apreciar, sin embargo, una gran diferencia en la
corriente resultante sin haber variado las condiciones iniciales. Aunque esto es comun en
polimeros, en especial en aquellos que utilizan surfactantes como contraiones, es
significativo que se produzca también en muestras sintetizadas a potencial constante con
idéntica carga. La presencia de este tipo de moléculas puede generar la presencia de
micelas de distintos tipos en la disolucion, lo que crea un factor variable y cadtico en
funciéon del grado de agitacion, y pequefias variaciones de temperatura, lo cual debe ser
tenido en cuenta, ya que puede afectar incluso a la transferencia de carga en el electrodo,
que podria pasivarse debido a las micelas. Asi pues se hace imposible conseguir dos
muestras idénticas, ya que la curva de sintesis se comportaba de una manera totalmente
aleatoria. Como comentaremos madas adelante este puede ser uno de los factores

determinantes para el desarrollo de los cultivos neuronales sobre estos materiales.
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Figura 3.8 Curvas de sintesis para dos capas de PPy-PSS con exactamente las mismas
caracteristicas.

3.4.4 Modulacion electroguimica de las capas de PPy-PSS: Procesos Redox

Las condiciones para los procesos redox realizados a las capas de PPy-PSS son idénticas a
las de las capas de PPy-DBS, salvo la extension de la reduccion llevada a cabo, que fue
reevaluada. En este caso seran del 50 y el 100%, en el limite de su capacidad de reduccion,
ademds de la muestra sobrerreducida. Este cambio se origina en el hecho de que no se
aprecié demasiada diferencia entre los tres de las capas dopadas con DBS, y en el hecho de

que se quiso evaluar la reduccion tedrica total.

En la Figura 3.9 se puede observar la respuesta de la corriente vs tiempo de dos muestras
reducidas al 50 y al 100% tedrico. El comportamiento no difiere del obtenido para las
muestras de DBS. A medida que se alarga la reduccion la corriente se acerca a 0, pero no
existe aumento inicial de la corriente. Por ello, dicho aumento se considera debido a
cambios en la resistencia o la estructura del polimero con DBS que no ocurren en el que

contiene PSS.

En la tabla 3.2 se pueden observar los grosores de las capas de PPy-PSS segtin su grado de
reduccion, el mismo efecto antes explicado de mayor grosor a mayor reduccion también se
produce en este caso. También se detallan los valores de cambio de volumen con respecto
a la muestra as prepared. Estos datos son ligeramente inferiores con respecto a los de las
capas sintetizadas con DBS, lo cual es positivo en términos de adherencia y estabilidad de

la capa, y muestra una vez mas la conveniencia del uso del PSS.
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Figura 3.9 Corriente vs t para la reduccion a potencial constante de las capas finas de PPy-PSS
sintetizadas a 0.6V vs Pt: A) reducida en un 100%, B) reducida en un 50%.

Tabla 3.2 Valores del grosor de las muestras de PPy-PSS en su parte central medidos con el
microscopio electrénico de barrido (SEM) relacionados con su grado de reduccion. Los cambios
de volumen (4V) estan referidos al grosor de la muestra as prepared. Obsérvese el menor cambio
de volumen respecto a DBS.

Tipo de muestra Grosor central (nm) 0.6V AV
As prepared 290 -

Reducida al 50% 293 1%
Reducida al 100% 350 21%
Sobrerreducida 400 38%

3.4.5 Evaluacion del proceso de sintesis y reduccion de las capas mediante
balanza electroquimica de cuarzo (EQCM)

3.4.5.1 Proceso de sintesis

Uno de los puntos importantes en la valoracion relativa de las capas de polimeros reside en
el estudio de su formacion. La balanza electroquimica de cuarzo permite conocer la masa
real de polimero depositada y al poder relacionarla con la carga utilizada para ello se puede

averiguar la eficiencia del proceso, el peso molecular de los iones intercalados y el nimero
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real de moles de electrones por cada mol de polimero depositado. Para ello se llevod a
cabo la reaccion sobre los cristales de cuarzo del modo maés similar posible a la
preparacion sobre los soportes de vidrio descritos, y se utilizaron las mismas condiciones
de sintesis. Se realizaron experimentos de potencial dindmico desde 0 hasta un Emax de
0.6V vs Pty desde 0 a un Emax de 0.75V vs Pt para el DBS y de potencial estatico a 0.6V
vs Pt para el PSS. Ademads se emularon los procesos de reduccion para conocer pardmetros

como el peso molecular de la especie intercalada.

Un proceso de sintesis de polimero conductor caracterizado por EQCM con un
comportamiento ideal implicaria la obtencion de una horquilla de 2.20 a 2.40 electrones
por mol de monomero utilizado (ver apartado 1.4), lo cual implica un grado de dopaje de
0.2 a 0.4 huecos por mondmero, ello significa también que existen de 2.5 a 5 monomeros
de pirrol por cada molécula de contraion intercalada. El solvente, en este caso el agua, es
muy posible que entre a formar parte del material [9]. Si la eficiencia fuera del 100% toda
la corriente utilizada iria a parar a la formacion del polimero. Como es de esperar, en el
estudio realizado no se consigue el proceso ideal, pero en este capitulo se intentan
comparar los resultados reales con aquellos que habrian sido los ideales para estos
polimeros. Puesto que el dopaje teérico es de 0.33 huecos, se asumid esta cifra para hacer
los célculos de una sintesis ideal, es decir existen 3 mondémeros de pirrol por cada molécula
de contraién intercalada. También se asumid una densidad del polipirrol de 1.5 g/ml [10].
Teniendo en cuenta esto se calculd, sumando el peso molecular del monémero pirrol y el
33% del peso molecular de los contraiones, el peso molecular (PM) teérico de la que se
llamard la unidad del polimero, que fue de 171.3 g/mol para el PPy-DBS y de 134.2 g/mol
para el PPy-PSS. Segtn la ley de Faraday la masa y la carga se relacionan segin la

expresion:

_QM
Fn

m (3.4)

donde m es la masa del polimero depositado en gramos, Q es la carga utilizada en
Coulombios, M es el peso molecular de la unidad de polipirrol, F es el nuimero de Fadaray:
96485 C/mol y n es el nimero de moles de electrones utilizados por mol de unidad de
polipirrol sintetizada: 2.33 en el caso tedrico. Dado que Q y m se obtienen
experimentalmente, fijando la M tedrica antes mencionada se puede calcular n, que servira
para calcular la eficiencia del proceso, que se calculard segin la expresion: [2.33/dato

experimental n] x 100 (Tabla 3.3). Fijando n = 2.33 se puede calcular una M experimental
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de la unidad de polimero. Cualquier desviacion por tanto apuntard a aspectos intrinsecos

del proceso.

Asimismo, tedricamente en el proceso de reduccion deberian de utilizarse hasta un maximo
de 0.33 electrones por mol de polipirrol para llegar al grado maximo de dopaje, y el peso
molecular del cation intercalado deberia corresponder al del i6n disponible para la

intercalacion (23 g/mol para sodio).

Las curvas de I vs t o I vs E obtenidas en las sintesis sobre el cristal de cuarzo de la EQCM
son muy parecidas a las de las sintesis en los sustratos de mayor tamafio que podiamos
observar en las Figuras 3.5 para el DBS y 3.8 para el PSS, lo cual indica en primera
instancia que estamos ante un buen método para caracterizar la sintesis real de las capas.
En la Figura 3.10 podemos observar como para todos los casos la masa depositada
aumenta a medida que la carga va aumentando, y lo hace de manera lineal, lo cual indica
que el polimero se comporta como una capa rigida creciendo de modo homogéneo. La fase
inicial de la grafica que parece un poco mas curvada corresponde al proceso de nucleacion
de la capa [9]. La masa se calcul6 a partir de los datos de frecuencia utilizando la ecuacion

de Sauerbrey mencionada en el apartado 2.4.2 [11].

La ecuacion de Sauerbrey solo puede utilizarse en caso de que los cambios de viscosidad y
densidad del liquido sean despreciables [12], hecho que se comprueba a raiz de los

resultados iniciales.

Como se explico en los apartados 3.4.1 y 3.4.3 y se verd en el apartado 3.4.6, hay cierta
incertidumbre en el grosor obtenido en dos sintesis con exactamente los mismos
parametros, también en los experimentos de EQCM. A pesar de que no fue posible obtener
dos deposiciones con exactamente el mismo peso o carga, la masa obtenida por unidad de
carga si es reproducible, lo que implica una capa rigida y con composiciéon uniforme. De
hecho la desviacién estdndar de varios experimentos estd en torno a 0.25 de masa por

unidad de carga.
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Figura 3.10 Evolucion de la masa depositada con respecto a la carga depositada durante el
proceso de sintesis de polipirrol registrados mediante EQCM de: A) Muestra sintetizada
dindmicamente desde 0 hasta un Emax de 0.6V vs Pt con DBS, B) Muestra sintetizada
dinamicamente desde 0 hasta un Emax de 0.75V vs Pt con DBS, C) Muestra sintetizada
potenciostaticamente a 0.6V vs Pt con PSS.

El ratio entre la diferencia entre los moles de polipirrol obtenidos y los calculados a partir
de la carga con las consideraciones antes explicadas es considerada la eficiencia del
proceso. En la Tabla 3.3 se pueden observar estos ultimos datos. La penultima fila
corresponde al calculo del peso molecular que deberia tener la unidad de polimero si el
ratio mol e”/mol unidad PPy hubiera sido el tedrico (2.33) mediante la ecuacion 3.4. Notese
que este dato es inversamente proporcional al ratio molar de la primera fila (ley de

Faraday).

En el caso del DBS se obtienen valores de eficiencia muy similares a ambos potenciales
maximos, mientras que la eficiencia del caso del PSS es muy distinta. Esto deja patente la
importancia del contraion utilizado. El proceso de sintesis es notablemente mas eficiente
con el DBS que con el PSS, y el nimero de electrones por mol de PPy esta cerca del valor
tedrico de 2.33. Cuanto menos eficiente es el proceso mas lejos nos situamos de los valores

ideales.
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Tabla 3.3 Resultados tedricos y experimentales de Q y m para la sintesis de capas de Polipirrol-
DBS y Polipirrol-PSS. Se muestra la eficiencia del proceso y el peso molecular calculado a partir

de n=2.33.

DBS 0.6V DBS 0.75V PSS
Mol e/Mol unidad PPy si PM 2.64+0.34 2.73+0.40 3.65+0.25
tedrico
Ratio Moles tedr./exp. (n) 0.88 0.84 0.64
Eficiencia Proceso 88% 84% 64%
PM calculado si n =2.33 64.9+1.3 62.2+4.9 36.9+2.7
(g/mol)
PM teodrico= 171.3 171.3 134.2
PM monomero + 0.33-PM
contraion

Como se podra comprobar en el apartado 3.4.6 en todas estas capas hay una gran cantidad
de agua, lo que involucra un Am mayor, el hecho de que el peso molecular calculado
asumiendo n = 2.33 sea mayor en términos relativos para las capas con DBS que las de
PSS puede implicar que las primeras incorporan mas agua durante la sintesis. Entre los
factores de los actores que pueden alejar el sistema de la idealidad hay que tener en cuenta
los procesos no-faradaicos existentes en los procesos electroquimicos, que generan

corrientes capacitivas [13,14].

3.4.5.2 Proceso de reduccién

El pardmetro de moles de electrones/moles de unidad de polimero depositado en el proceso
de reduccion depende en principio solamente de la cantidad de carga empleada durante
esta y de los moles depositados como polimero. Asi pues, se puede regular el parametro en
funcion del grado de reduccion que se desee obtener, con un maximo de 0.33 moles de e
/mol de unidad polimero. La Figura 3.11 es consistente con ese valor ya que la Av se
estabiliza cuando ese valor se alcanza. A partir de ese punto, la reduccion posible requerira
potenciales mas extremos y no implicaria intercalacién, mientras que si afectaria a la

identidad quimica del polimero, lo que seria una sobrerreduccion.
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Figura 3.11 Evolucidn de la frecuencia de resonancia del cuarzo de la EQCM durante un proceso
de reduccion de PPy-DBS a -0.8V vs Pt en un tampdn de fosfato sodico de pH 7.4, sefialando el
punto de maxima reduccion tedrica de la capa.

La relacion Q/m obtenida permite obtener el valor del M/n (peso molecular por unidad de
carga) de la especie intercalada seglin la ecuacioén 3.4 explicada en el anterior apartado.
Los valores obtenidos fueron de 12017 g/mol para la reduccion de la muestra de DBS
sintetizada hasta Emax de 0.6V vs Pty de 113411 g/mol para la reduccién de la sintetizada
hasta Emax de 0.75V vs Pt, una diferencia pequefia dentro del error de medida. Sin
embargo, para la muestra de PSS el resultado fue de 76+15 g/mol. En todos los casos la
diferencia de estos pesos moleculares con el del cation sodio (23 g/mol), que es el caton
mas probablemente intercalado, tiene que ser debida a la intercalacion del agua que solvata
al i6n, que ya ha sido reportada en la literatura [5,8]. Estimamos que la diferencia de peso
molecular de la especie insertada en la reduccion del PPy-DBS y del PPy-PSS es debida a
que la capa que contiene PSS absorbe iones menos solvatados y por tanto las capas
intercalan menos agua y se hinchan menos, algo que confirma lo que ya se coment6 en el

apartado 3.2.4.

Se realizd también el proceso de reduccion de la capa en el medio de cultivo celular
neurobasal con el fin de contrastar posibles diferencias de comportamiento en medios
biologicos, sin encontrar grandes diferencias entre los resultados de este y los del tampon

fosfato.
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3.4.6 Analisis de XPS

3.4.6.1. Capas finas de PPy-DBS

Dado que el cultivo celular estard en contacto con la superficie de la capa, la
caracterizacion de la misma constituye un factor esencial. Las medidas de XPS nos
ayudaron a conocer la composicion atomica de la superficie de las capas de polipirrol,
tanto de las sintetizadas con DBS como de las sintetizadas con PSS, pudiendo establecer

elementos diferenciales y comunes entre ellas.

En la Figura 3.12 se pueden observar los espectros de las muestras sintetizadas hasta un
Emax de 0.6V con DBS. Como era de esperar en la superficie de las capas hay C, O, N y
S. E1 C es un elemento comun al pirrol y el DBS o PSS, la presencia de N es debida solo al
pirrol y el O y el S existen en la capa gracias al DBS o PSS. En las muestras reducidas
existe Na y no asi en la as prepared, poniendo de manifiesto la intercalacion del cation en
el proceso de reduccion. La presencia de Si es debida a las impurezas por el hecho de que

el sustrato de las capas es vidrio soda lime.
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Figura 3.12 Espectro XPS general de capas de PPy-DBS depositadas hasta 0.6V vs Pt as prepared

y en diferentes grados de reduccion: 80, 50 y 30%.

En la Figura 3.13 se pueden observar para la muestra sintetizada hasta 0.75V el mismo tipo

de espectros.
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Figura 3.13 Espectro XPS general de capas de PPy-DBS depositadas hasta 0.75V vs Pt as
prepared y en diferentes grados de reduccion: 80, 50 y 30%.

En la Tabla 3.4 aparecen los resultados de las cuantificaciones de los espectros de las
muestras as prepared de cada una de las capas estudiadas, los datos son los porcentajes
molares de cada uno de los elementos existentes en la superficie de la capa. La relacion
molar entre azufre y nitrégeno permite evaluar el nimero de contraiones por monoémero, es
decir el grado de dopaje, mientras que el de Na/N permite estimar el grado de intercalacion
al reducir el material. Aunque el carbono es endémico en cualquier superficie, y su
magnitud mas imprecisa, la diferencia entre el C encontrado experimentalmente y el
teorico que proviene del anillo de pirrol, donde por cada Nitrogeno hay 4 Carbonos, y del
anion, donde existen 18 Carbonos por cada azufre en la cadena de DBS y 12 en la de PSS,

nos dara una idea del exceso de carbono en superficie.

Como se explico anteriormente el grado de dopaje del polimero deberia estar en un rango
de 0.2 a 0.4, lo cual se cumple en el caso de los tres tipos de muestras as prepared (DBS
Emax 0.6V, DBS Emax 0.75V y PSS), y también para las muestras que se redujeron
después de su preparacion como se puede apreciar en las Tablas 3.4 y 3.5. Sin embargo,
esto no es asi para las muestras sintetizadas con DBS y reducidas en diferentes grados,
cuyos datos oscilan entre 0.1 y 0.6, con una gran variabilidad. Lo mismo ocurre con el dato
de Na/N que indica el grado de intercalacion de iones en la reduccion. Este valor del

polimero no deberia superar al de dopaje, es decir, no deberia estar muy por encima de 0.4.
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Sin embargo llega a alcanzar cifras de 1.2 para estas muestras. Este valor tan alto no parece
ser debido solo al Na” endémico y puede estar relacionado con las impurezas del DBS.
Todo esto no ocurre en el caso de las muestras sintetizadas con PSS y reducidas
posteriormente como se explicard en el siguiente apartado, lo que confirma la mayor
reproducibilidad y homogeneidad de estas con respecto a las sintetizadas con DBS. Para
todas las capas existe un exceso de Carbono, que podria corresponde a didxido de carbono
absorbido de la atmdsfera, a suciedad organica y a un posible exceso de surfactante en la
superficie, la cual cosa serd problematica posteriormente para la adhesion del polipéptido

y el crecimiento celular.

Tabla 3.4 Cuantificacién molar de los picos del espectro general de XPS de capas de PPy-DBS
depositadas con Emax 0.6V vs Pt y con Emax 0.75V vs Pt y de PSS depositada a potencial
constante de 0.6V vs Pt, todas ellas as prepared. Se incluyen las relaciones molares de los propios
resultados de S/N y Na/N, y el exceso de C calculado.

Muestra Cls| Ols | N1s S2p Na 1s S/IN Na/N |Exceso C
DBS Emax 0.6V | 78.52| 10.83 8.70 1.98 - 0.23 - 8.08
DBS Emax| 81.30| 9.11 6.84 2.75 - 0.40 - 4.44
0.75V

PSS 73.87| 1332 | 9.26 3.55 - 0.38 - 8.43

Tabla 3.5 Cuantificacién molar de los picos del espectro general de XPS de capas de PPy-DBS
depositadas con Emax 0.6V vs Pt y con Emax 0.75V vs Pt y de PSS depositada a potencial
constante de 0.6V vs Pt, todas ellas sobrerreducidas con posterioridad. Se incluyen las relaciones
molares de los propios resultados de S/N y Na/N, y el exceso de C calculado.

Muestra C1ls O1ls | N1s S2p | Nals | S/IN | Na/N |ExcesoC

DBS Emax 0.6V | 78.01 9.82 7.15 2.25 2.53 031 | 035 8.91

DBS Emax| 77.34 | 1032 | 6.65 2.48 3.20 0.37 | 0.48 6.10
0.75V

PSS 73.48 | 15.17 | 7.45 2.24 1.66 030 | 0.22 | 25.76




58 Capas de polimero conductor con perclorato y grandes aniones

3.4.6.2 Capas finas de PPy-PSS

En cuanto a las muestras sintetizadas con PSS, en la Tabla 3.6 podemos observar que los
resultados si son en este caso mas reproducibles y entran dentro de los rangos teoricos. Sin
embargo, es destacable como también en este caso se produce una cierta
irreproducibilidad, ya que la muestra ‘as prepared (2)’ estd sintetizada y procesada en
exactamente las mismas condiciones que la ‘as prepared (1)’ y sin embargo sus datos son
muy diferentes para todos los elementos. Asi pues, aunque las muestras de PPy sintetizadas
con PSS son mas homogéneas y reproducibles que las de DBS, parece haber un problema
de irreproducibilidad y variabilidad en la composicion superficial inherente a las capas de
polimero dopadas con surfactantes, lo cual puede ser negativo para el desarrollo de los
cultivos celulares. La diferente nucleacion original puede ser muy sensible a las pequenas

variaciones del sustrato de Pt y modificar la estructura final del polimero sustancialmente.

Tabla 3.6 Cuantificacion molar de los picos del espectro general de XPS de capas de PPy-PSS
depositadas a 0.6V vs Pt as prepared y en diferentes grados de reduccion: 100 y 50%. Se incluyen
las relaciones molares de los propios resultados de S/N y Na/N, y el exceso de C calculado.

Muestra C1ls O 1s N 1s S2p | Nals | S/IN | Na/N |Exceso C
As prepared (1) | 87.08 9.80 2.16 0.95 - 0.44 - 70.84
As prepared (2) | 73.87 | 13.32 | 9.26 3.55 - 0.38 - 8.43

Sobrerreducida | 73.48 15.17 | 7.45 2.24 1.66 0.30 | 0.22 | 25.76

Reducida 100% | 84.71 10.60 | 3.16 1.13 0.40 036 | 0.12 | 63.03

Reducida 50% 71.68 15.64 | 7.38 2.75 2.55 0.37 | 0.34 | 20.16

3.4.6.3 Deconvolucion espectros XPS

Se realiz6é un espectro XPS de las muestras ‘as prepared’ localizado sobre los picos de
carbono y oxigeno y se hizo una deconvolucion de estos mediante el uso de Gaussianas-
Lorentzianas, con lo que fue posible ajustar la sefial del C y el O a varios componentes. En
la Figura 3.14 se puede observar la deconvolucion del pico de C con sus mencionadas

componentes, de las cuales la mayor es la del carbono alifatico para todos los casos.
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Figura 3.14 Deconvolucion del pico C 1s de A) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.6V vs Pt, B)
capa de PPy-DBS depositada hasta 0.75V vs Pty C) capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

En la Tabla 3.7 aparecen los porcentajes atomicos de cada uno de los componentes de la
sefal del carbono, C1, C2, C3 y C4, y se hace evidente como el alifatico, situado en 284.8
eV es con diferencia mayoritario. C2 se sitlia en la zona que corresponde al enlace C-N
caracteristico del pirrol y al enlace C-S propio de los surfactantes, por lo cual no es posible
distinguir qué cantidad de carbono forma parte de cada uno de los enlaces. El hecho de que
esta cantidad sea menor para el PSS que para el DBS, junto con la mayor cantidad de
carbono alifatico en la muestra de PSS hace pensar que en la superficie de la Gltima existe
una mayor cantidad de surfactante como se apuntd anteriormente en el analisis del espectro
general de XPS. C3 describe la zona de energia en la que se situan los enlaces C=0 y C-O,
que indican una posible sobreoxidacion del polimero, al ser esta una cantidad baja no se
puede considerar este fendmeno como resefnable en estas muestras, estos enlaces ademas
hacen pensar en la existencia de contaminacion en la capa. En el caso de las muestras de
DBS se encuentra una cantidad residual de carbonato en la superficie, que también es

debido a la contaminacién de las capas [1-15,16].
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Tabla 3.7 Resultado de la deconvolucién y asignacion de picos de la sefial C 1s para una capa de
PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, una capa de PPy-DBS depositada a
potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt y una capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

Cl: C-C/C-H C2: C-N/C-S C3: C=0/C-O0 C4: COs™
Posicion | Molar Posicion | Molar Posicion Molar | Posiciéon | Molar
(eV) % (eV) % (eV) % (eV) %
PPy-DBS 284.8 77.1 285.9 17.8 287.0 3.6 291.3 1.5
0.6V
PPy-DBS 284.8 77.6 286.0 17.7 287.1 39 291.1 0.8
0.75V
PPy-PSS 284.8 93.7 286.7 4.7 289.2 1.6 - -

La deconvolucion de los picos del oxigeno para las mismas capas se muestra en la Figura
3.15, y en este caso se encontraron solo 2 componentes de la sefal del oxigeno, O1 y O2.
Tal y como se muestra en la Tabla 3.8, el primero delimita lo zona energética en la que se
encuentran los enlaces S-O del sulfonato presente en el surfactante y los enlaces C=0O
propios de la ligera sobreoxidacion del polimero y de la existencia de contaminacion. No
obstante la cantidad de oxigeno implicada en este enlace es mucho menor que la del enlace
sulfonato porque como ya vimos en el analisis del pico del carbono el porcentaje de C=0

era muy bajo.

Una vez mads se aprecia por tanto como la cantidad de surfactante en la superficie de la
capa de PPy-PSS es mayor que la de las capas de PPy-DBS. La componente O2 indica la
zona que corresponde a los enlaces C-O cuyo origen se presume el mismo que en el caso
de los enlaces C=0, asimismo en esta zona se engloban los grupos OH  y los oxigenos
hidratados, con lo cual se confirma la presencia de agua en la capa como se apunt6 en el
apartado 3.4.5 [1,15-17].
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Figura 3.15 Deconvolucioén del pico O 1s de A) capa de PPy-DBS depositada hasta 0.6V vs Pt, B)
capa de PPy-DBS depositada hasta 0.75V vs Pt, C) capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

Tabla 3.8 Resultado de la deconvolucién y asignacion de picos de la sefial O 1s para una capa de
PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, una capa de PPy-DBS depositada a
potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt y una capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

O1: SO5/C=0 02: Oxigeno hidratado/C-O
Posicion Molar Posicion Molar
(eV) % (eV) %
PPy-DBS 0.6V 5314 72.7 532.8 27.3
PPy-DBS 0.75V 531.6 83.7 533.1 16.3
PPy-PSS 532.0 90.0 533.8 10.0

Se realizo también la deconvolucion del espectro N 1s de las tres capas, mostrando unos

resultados muy similares a los encontrados en la literatura [1]. El espectro se divide en 3

componentes que se pueden observar en la Tabla 3.9: N1 corresponde al enlace atribuido al
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nitrogeno neutral de la amina presente el mondmero pirrol, en N2 se encuentran las
energias atribuidas al nitrégeno de la amina positivamente cargado, también llamado
polarén, y en la zona de N3 se adscribe el nitrogeno de la amina con doble carga positiva,
llamado bipolardn. Estas dos Ultimas estructuras son las responsables de la conductividad
electronica del polimero como ya se explico en el apartado , con lo cual una mayor
cantidad de estos grupos hace pensar en una mayor conductividad de las capas de DBS, lo

cual se demostrara mas tarde en el estudio de impedancia comparativo de las capas.

Tabla 3.9 Resultado de la deconvolucidn y asignacion de picos de la sefial N 1s para una capa de
PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, una capa de PPy-DBS depositada a
potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt y una capa de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

N1: -NH- N2: N* N3: N*
Posicion | Molar % | Posiciéon |Molar Posicion | Molar
(eV) (eV) % (eV) %
PPy-DBS 0.6V 400.1 60.8 401.2 28.6 402.5 10.6
PPy-DBS 400.1 64.4 401.3 24.2 402.5 11.4
0.75V
PPy-PSS 399.7 74.8 400.9 17.8 402.2 7.4

El ultimo de los elementos de los cuales se realizé un estudio detallado del espectro fue el
S 2p. En este caso cabe destacar la similitud de los espectros de las 3 capas y la existencia
de 2 componentes, el ya esperado grupo SO;3™ correspondiente al grupo sulfonato de los
surfactantes y la forma oxidada del mismo grupo [1]. El porcentaje de cada uno es muy

similar para las tres capas, un 85% para el primero y un 15% para el segundo.

Se quiso estudiar el efecto que la sobrerreduccion anteriormente mencionada tenia sobre la
superficie de la capa a través del mismo estudio explicado hasta ahora en este tipo de
capas. El espectro C 1s no sufre cambios destacables con respecto a las muestras ‘as
prepared’ y en el caso del espectro O 1s la mayor observacion es el aumento de los grupos
de oxigeno hidratado, que implica una introduccion de agua en la capa durante el proceso
de reduccion como ya se apunto en el apartado 3.4.5. Los mayores cambios se observan en
los espectros N 1s y S 2p, en el primer caso la reduccion disminuye ostensiblemente el
porcentaje de polarones y bipolarones en favor del aumento del enlace amina neutro (-NH-
) y de la aparicion del grupo imina (=N-) en un porcentaje cercano al 10% en todos los
casos. Con todos estos datos se confirma la degradacion de la capa de polipirrol y la
[7]. La

sobrerreduccion también conlleva la absoluta desaparicion del grupo sulfonato oxidado.

consecuente desaparicion de las propiedades conductoras del polimero
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3.4.7 Analisis de infrarrojo (ATR)

El espectro de reflectancia atenuada total (ATR) de las capas (Figura 3.16) muestra
resultados muy similares entre las 3 y muy similares también a la bibliografia para este tipo
de compuestos, en los cuales la mayoria de picos caracteristicos se encuentran en el
intervalo 650-1600 cm™, concretamente en esta figura se pueden observar la banda a 800
cm™, que corresponde a la vibracién fuera del plano del enlace C-H. Las bandas en 1030 y
1150 cm™ indica la existencia de la vibracion de estiramiento de los enlaces sulfonato. Otra
banda de absorcion en 1280 cm™ corresponde a la vibracion de deformacion de los enlaces
C-H y N-H. La banda de absorciéon de la vibracion de estiramiento del enlace C-N
caracteristico del pirrol se encuentra en 1450 cm™ y la banda en 1520 cm™ corresponde a la

vibracion de estiramiento de C-C y C=C.

PPy-PSS

PPy-DBS 0.75V

PPy-DBS 0.6V

2350 2070
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Figura 3.16 Espectros de ATR de la capa de PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V
vs Pt, una capa de PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.75V vs Pt y una capa de
PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

En la banda a 1820 cm™ se encuentra la sefial que confirma existencia del grupo carbonilo
[18]. Se pudo también confirmar que estas capas absorben contaminacidon atmosférica por
la presencia de una banda a 2070 cm™ que indica la absorcion de CO y otra a 2350 cm™
que indica la absorcion de CO, [19,20]. Todo ello corrobora datos que ya se apuntaron en
el analisis XPS.
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3.4.8 Analisis Microestructural

3.4.8.1 Microscopio de fuerza atdmica (AFM)

La morfologia de la superficie resulta un parametro importante en las propiedades de las
capas poliméricas debido a su influencia en la cinética de los procesos de modulacion y de
respuesta electroquimica. Ademads, constituye una influencia importante en el
comportamiento celular [21,22]. La caracterizacion morfoldgica de las capas en estudio se
realizd6 con un microscopio de fuerza atomica (AFM), y a partir del analisis de las
imagenes (Figura 3.17) se hallo el dato de rugosidad media de las superficies (RMS) con
un error aproximado del 10% y el tamafio de grano, este Gltimo a partir del analisis de 50
perfiles de cada muestra. Como se puede apreciar todas las muestras tienen la estructura
globular comun a este tipo de polimeros [22], también conocida como estructura tipo

‘coliflor’.
A B C

0 200 400 600 800 1000 nm nm

0 200 400 600 800 1000 nm nm o 200 400 600 800 1000 nm nm

RMS =10.0 nm RMS = 14.7 nm RMS =13.3 nm
T. Grano = 78+16 nm T. Grano = 95+19 nm T. Grano =48+11 nm

Figura 3.17 Figuras de AFM de las capas: A) PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta
0.6V vs Pt, B) PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta 0.75V vs Pt, C) PPy-PSS
depositada a 0.6V vs Pt. Se incluyen las medidas de rugosidad y tamafio de grano.

La rugosidad es bastante similar entre todas las muestras y estd en el orden de los 10-15
nm, sin embargo, como se puede apreciar en la figura, el tamafio de grano difiere bastante
segun el tipo de muestra. Son mas similares en este aspecto las capas sintetizadas con DBS

entre si, mientras que la de PSS tiene un tamano de grano visiblemente menor.

Se realizaron los mismos analisis para toda la serie de muestras reducidas de cada una de
las capas, que confirmaron la misma tendencia en el comportamiento segun el tipo de

dopante utilizado.



65

’
20 A 160 - B
18 1 140 |
16 -
= 120 1
14 E
o g 100
£ g
£ &
2 10 - R
e 81 £ 60
£
6
© 40 -
4
5 ] 20
0 T T T T 0 - T T T T
‘asprepared’ Reducida30% Reducida50% Reducida80% Sobrerreducida ‘asprepared’ Reducida30% Reducida50% Reducida80% Sobrerreducida
20 160 -
. C D
16
’E 120 -
14 4 £
= 12 g 1007
£ B
» 104 o 80
E T
[ 2 60 -
£
6 -
& 40
4 -
20 4
2 |
0 - . . . . 0 - T T T T
‘asprepared’ Reducida30% Reducida50% Reducida80% Sobrerreducida ‘asprepared’ Reducida30% Reducida50% Reducida80% Sobrerreducida
20 4 80 -
18 4 E 70 4 F
16 - =
£ 4
14 4 £
. 2 50
£ 2 ©
= )
w 104 & 40 4
E ©
e 8 zg 30
£
6
€ 20
4
10
9
0 T T : 0 T T T
‘asprepared’ Reducida 50% Reducida100%  Sobrerreducida ‘as prepared’ Reducida 50% Reducidal00%  Sobrerreducida

Figura 3.18 Graficas de los resultados de rugosidad y tamafio de grano de todas las capas
sintetizadas en funcion de su nivel de reduccién: Ay B) PPy-DBS depositada a potencial dindmico
hasta 0.6V vs Pt, C y D) PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.75V vs Pt, E y F) PPy-
PSS depositada a 0.6V vs Pt

El hecho de que las capas se hinchen al ser reducidas hace que estas ganen grosor como se

pudo apreciar en los apartados 3.4.2 y 3.4.4, ademas en la Figura 3.18 se puede apreciar

como esto provoca que los granos que conforman la topografia de la capa también se

hinchen y sean mayores a medida que el grado de reduccion aumenta. Asimismo en dos de

las capas estudiadas (0.75V DBS y PSS) este fendmeno hace que las capas sobrerreducidas

sean menos rugosas que todas las demds. Todas las muestras estudiadas mostraban le

morfologia globular que se menciond anteriormente.
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3.4.8.2 Angulo de contacto

El hecho de que la superficie deba estar en contacto constante con fluidos en su aplicacion
como sustrato de crecimiento neuronal hace importante la evaluacion de su hidrofilicidad,
que se realiz6 a partir de estudios de dngulo de contacto con los dos fluidos con los que

mas contacto tendra: agua y medio de cultivo celular.
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Figura 3.19 Curvas de evolucién del &ngulo de contacto de las capas en funcion de su nivel de
reduccion, con y sin PLL adherida y con agua y medio de cultivo como fluido experimental: A)
PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta 0.6V vs Pt, B) PPy-DBS depositada a potencial
dinamico hasta 0.75V vs Pt, C) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt. También se muestra un detalle
de la medida de &ngulo de contacto con D) una muestra mas hidrofobica y E) una mas hidrofilica.

En la Figura 3.19 se pueden apreciar los resultados de angulo de contacto de todas las
muestras estudiadas en funcion de su grado de reduccion, se considera que cuando la
muestra esta reducida al 100% se pasa a la zona de sobrerreduccion. Se puede decir que en
general la afinidad por el agua y el medio de cultivo crecen con el grado de reduccion,
siendo mayor en casi todos los casos la afinidad por el segundo. Este punto resulta
positivo, puesto que es este fluido el mas parecido con el entorno que puede encontrar el

polimero en un organismo. La reduccion produce el ya mencionado aumento de volumen
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de las capas, y una de las razones es la incorporacion de agua las mismas, lo cual hace

crecer la afinidad de estas con los fluidos [23].

En las curvas también se muestran los resultados de estos analisis en capas sobre las que se
ha depositado poli-L-lisina (PLL), que es el polipéptido usado como interfaz material-
célula en los cultivos celulares, con el fin de conocer los posibles cambios que este produce
en la hidrofobicidad. La PLL est4 cargada positivamente, lo cual se traduce en una buena
afinidad con el agua, de hecho estas capas son en general mas hidrofilicas. También se
puede observar como la hidrofilicidad de estas capas no es tan sensible a los cambios en el
nivel de reduccion como las que no tenian el polipéptido. Todo ello confirma una buena

adhesion de PLL sobre las capas.

3.4.9 Propiedades electroquimicas: voltametrias ciclicas

Una de las principales caracteristicas del polipirrol es su conductividad eléctrica, con lo
cual resulta importante conocer su comportamiento tanto eléctrico como electroquimico.
Este ultimo se evalu6 en dos medios diferentes: tampon de fosfato sédico a pH 7.4 y medio

de cultivo celular.
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Figura 3.20 Voltametrias de reduccion de las capas ‘as-prepared’ de OCP a -1.5V vs Pt a 20mV/s:
PPy-DBS depositada a potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, PPy-DBS depositada a potencial
dindmico hasta 0.75V vs Pt y PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt en A) Tampén fosfato sédico a pH
7'y B) Medio de cultivo celular.

En la Figura 3.20 se muestran las voltametrias de reduccion y oxidacion de las capas. La de
la muestra sintetizada con PSS difiere bastante de las de DBS, que son muy similares entre
si. Resulta complicada la comparativa de las voltametrias aqui presentadas con las ya
existentes en la literatura, ya que es muy dificil reproducir exactamente las mismas

condiciones experimentales debido a la gran cantidad de variables existentes en el estudio.
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No obstante hay comportamientos generales de estos materiales que se reproducen y

ayudan a explicar las curvas.

El primer detalle que salta a la vista es la diferencia entre las curvas de las capas de PPy-
DBS, y las capas de PPy-PSS; las primeras tienen un solo pico de reduccién y la segunda
cuenta con dos. Esto confirma que el contraion utilizado para la sintesis es crucial para las
propiedades electroquimicas del polimero [24]. La voltametria de las capas de PPy-DBS
presenta la forma tipica de capas de PPy-bencenosulfonato, con un solo pico, que indica
una gran movilidad del catién y muy baja movilidad del DBS. El pico es mas estrecho que
en el caso de la capa PPy-PSS, lo cual se debe al hecho de que esta ultima es mas fina (la
mitad en el caso de la de 0.6V y un tercio en el caso de la de 0.75V). Ello se debe a que las
capas mas finas podian presentar algin movimiento anidnico para satisfacer la
electroneutralidad [25,26]. La capa de PPy-PSS también presenta la curva tipica de este
material, en la cual el primer pico, de potencial menos negativo, se debe a la incorporacion
de Na" (electrolito fosfato) u otras especies con carga positiva (medio de cultivo) con el fin
de compensar la carga negativa creada durante la reducciéon. El segundo, mas pequefio, es
debido a la reduccion de otras especies presentes en el electrolito [27]. Las curvas tienen
un pico de oxidacion originado por la salida de los cationes incorporados durante la
reduccion [28], y este no estd en la misma zona del pico de reduccion por la
irreversibilidad interna de la capa debida la reorganizacion de la estructura interna del
polimero [29]. La irreversibilidad parcial a esta velocidad de barrido indica la conveniencia
del uso de estos materiales para pulsos largos de electroestimulacion (ver apartado 1.2).
Esto es asi gracias también a la buena capacidad de carga del PPy-DBS y el PPy-PSS, en
torno a 5mC/cm” el primero y 7 mC/cm? el segundo, a 20 mV/s durante 1.5V. Aunque la
importancia de estos valores varia en funcion del protocolo de electroestimulacion usado,
altas capacidades de carga son convenientes para pulsos largos y corriente directa (DC) y
siempre en general ya que previenen la formacion de radicales [46]. El valor de la
capacidad de carga varia ostensiblemente en funcion del método de medida, tanto es asi
que la misma medida a un potencial estatico de -0.8V vs Pt durante 600s hacia aumentar el
valor de la capacidad de carga del PPy-DBS a 50 mC/cm’ y el del PPy-PSS a 70 mC/cm’.
Ello vuelve a confirmar la conveniencia de estos materiales para pulsos largos y también
confirma el mayor dato de capacidad de carga que se obtiene en una medida estatica que en

una dindmica, lo que se explica también en la bibliografia para el 6xido de iridio [46,47].

Cuando el medio de cultivo es el electrolito los picos se hacen mas anchos y se desplazan a
potenciales mds negativos, lo cual es debido a la mayor resistividad de este en
comparacion con el tampon fosfato o a la pasivacion parcial de la superficie en su

presencia.
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Se hizo un estudio del como afectaba el grado de reduccion y la adhesion de PLL sobre la
capas en la posicion de los picos de reduccion principales (Figura 3.21) obtenidos en las
curvas de reduccion. Como picos de reduccion principales se entienden aquellos atribuidos

a la incorporacion de cationes a la capa durante la reduccion.
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Figura 3.21 Curvas de evolucidn del pico de reduccion principal de la voltametria de las capas en
funcion del nivel de reduccion previo a la voltametria de estas, utilizando tampon fosfato o medio
de cultivo como electrolito sobre capas con y sin PLL adherida: A) PPy-DBS depositada a
potencial dindmico hasta 0.6V vs Pt, B) PPy-DBS depositada a potencial dinamico hasta 0.75V vs
Pt, C) PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt.

El comportamiento es diferente en las capas de PPy-DBS y las de PPy-PSS, en las
primeras hay un orden decreciente de pico de reduccion segun el electrolito y la presencia
de PLL con el orden: Fosfato > Medio > Muestras con PLL, por lo que la presencia de PLL
parece hacer desplazar el pico a potenciales mas negativos, lo que confirma la buena
adhesion de PLL a las capas, pero en ningiin caso produce una pasivacion de la superficie.
La primera reduccion del 30% no produce cambios en la posicion del pico, hay una bajada
a potenciales mas negativos con la reduccion del 50%, y se vuelve a potenciales menos
negativos cuando la reduccion aumenta. En el caso del PPy-PSS todas las curvas son muy
parecidas, el pico se va yendo a potenciales mas positivos con el grado de reduccion, y la
muestras sobrerreducida tiene picos de reduccion mas negativos, sin embargo la muestra

con PLL adherida analizada con medio de cultivo como electrolito ve descender su pico
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de reduccion con el aumento del grado de reduccion, ademas es la que tiene los picos de

reduccién mas positivos.

3.4.10 Propiedades eléctricas: espectroscopia de impedancia

Debido a que se pretenden utilizar estos materiales en aplicaciones biologicas donde
estardn en contacto con medios biologicos la conductividad macroscopica de las capas fue
evaluada mediante medidas de espectroscopia de impedancia compleja electroquimica
(EIS) usando NaCl 0.1M como electrolito y con la misma configuracion usada en la
sintesis (ver seccion 2.1.1), es decir teniendo en cuenta el aporte de la interaccion de la

interfase con el electrolito, en su modo real de aplicacion.

La Figura 3.22 muestra la medida de EIS para el electrolito. Para ello la medida fue
realizada utilizando una placa de platino igual a la del contraelectrodo en lugar del
electrodo de trabajo para utilizar la respuesta obtenida como blanco en las medidas con las
capas de PPy-DBS y PPy-PSS.

NaCl 0.1M
2.5 T T T T T T T T T T

_ / _
20 | ./ i
./
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0.0 : | : | : : | : | : | :
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Figura 3.22 Diagrama de Nyquist de una solucién de NaCl 0.1M.

La interseccion con el eje real proporciona el valor de la resistencia del electrolito que en
este caso estd alrededor de 2.5 Q. Ademas de proporcionar los valores de resistencia o

capacidad del sistema electroquimico mediante esta técnica, es posible diferenciar los
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diferentes fendmenos eléctricos o electronicos que se producen en el sistema, ya que cada
uno de ellos posee una frecuencia de relajacion diferente. En este caso, es posible
diferenciar un solo tipo de respuesta representada por una linea de pendiente aproximada
de 45°. Esta respuesta es debida a la difusion idnica a través del electrolito y puede ser
representada en términos de circuitos equivalentes como una resistencia en serie con una

impedancia tipo Warburg.

En la Figura 3.23 es posible comparar la respuesta del electrolito con una muestra de PPy-
DBS sintetizada hasta 0.75V vs Pt “as prepared” y dos muestras con diferentes grados de

reduccion: al 50% y sobrerreducida (previa a la medida).
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Figura 3.23 Diagrama de Nyquist de capas de PPy-DBS electrodepositadas a potencial dindmico
hasta Emax de 0.75V vs Pt ““as prepared” y con diferentes grados de reduccion, ademés de un
substrato de platino utilizado para hallar la resistencia del electrolito utilizado en la medida (NaCl
0.1M).

La resistencia del electrolito es menor con las capas de polimero que con el sustrato de Pt,
con lo cual el PPy-DBS resulta un excelente conductor, en cambio, las capas de PPy-PSS
presentan una resistencia un poco mas elevada que la del Pt (Figura 3.24). Se puede
concluir pues que las capas de PPy-DBS son mejores conductoras que las de PPy-PSS, lo
cual también se encuentra en la literatura [30]. Todas las curvas de impedancia de las capas
estudiadas presentan la misma forma, con lo cual los experimentos se ajustan a un mismo

modelo de impedancia.
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Figura 3.24 Diagrama de Nyquist de capas de PPy-PSS electrodepositadas a 0.6V vs Pt *‘as
prepared” y con diferentes grados de reduccion, ademas de un substrato de platino utilizado para
hallar la resistencia del electrolito utilizado en la medida (NaCl 0.1M).

3.5 Capas finas de Poli (3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT) sintetizado con
Poliestireno sulfonato (PSS): PEDOT-PSS

El PEDOT es, junto con el polipirrol (ambos del grupo de los polimeros con enlaces m-
conjugados), uno de los polimeros conductores mas prometedores para aplicaciones
biomédicas, gracias a sus propiedades fisicas, quimicas y de biocompatibilidad [31,32]. El
mecanismo de formacién del PEDOT es muy similar al del PPy, y la morfologia resultante
también [13], con lo cual se puede extrapolar en este apartado lo explicado para el PPy en
cuanto a mecanismo de formacion y los factores que influyen en las caracteristicas finales
de la capa. Sin embargo el PEDOT ofrece algunas ventajas con respecto al PPy como son
su mayor conductividad, su menor bandgap y su alta estabilidad quimica, de hecho es mas
resistente a cambios de temperatura y pH. Por ejemplo, el PPy tiene una duraciéon mas
corta debido a que durante su actividad redox se pueden producir en ¢l cambios
estructurales irreversibles. Otras ventajas del PEDOT son su baja impedancia y su gran
capacidad de almacenaje de carga en areas pequefas del material, lo cual resulta muy
interesante en aplicaciones para electrodos en el sistema nervioso [33-35]. Ademas su

propiedades le permiten que sea usado para otras aplicaciones como electrodos en
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dispositivos semiconductores organicos y conexiones eléctricas, baterias [36], dispositivos
electrocromicos, supercondensadores, biosensores [37], celdas solares [38] y actuadores

electroquimicos [34].

Todos estos factores hicieron pensar en la conveniencia en el estudio y en el ensayo del
PEDOT en cultivos celulares, del mismo modo que se hizo para las capas de PPy. El
surfactante utilizado para su sintesis fue el PSS, con el fin de poder hacer una comparacion
directa del PEDOT-PSS con el PPy-PSS (punto en el que nos centraremos). Han de tenerse
en cuenta, ademas todas las ventajas que proporciona el uso de un surfactante de alto peso
molecular, que son las mismas ya mencionadas para el PPy en el apartado 3.1. Como se
puede ver en la Figura 3.25 el anillo del mondémero EDOT es muy similar al de pirrol,
aunque el primero con azufre en lugar de nitrégeno, ademas el EDOT cuenta con atomos
de oxigeno donadores de electrones ocupando sus posiciones f3 en el anillo de tiofeno [36],
que hacen al polimero mas estable ante la deslocalizacion de cargas positivas durante el
proceso de sintesis, siendo este uno de los factores importantes que confieren mas
estabilidad a este material con respecto a otros polimeros conductores [39]. (Notese que

ello hace que el peso molecular del mondmero sea mayor con respecto al de pirrol).
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Figura 3.25 Configuracién esquematizada de la estructura quimica del PEDOT-PSS: el punto
representa el electron desaparejado y el signo positivo es la carga positiva del PEDOT (ver
apartado 3.1 del PPy).

Las capas obtenidas presentan un patron de interferencia creado por las lineas de campo
eléctrico igual al de las capas de PPy-PSS, de hecho a simple vista la Gnica diferencia entre

ellas es que el PEDOT-PSS presenta un tono mas azulado que el PPy-PSS.
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El sustrato utilizado fue también un portaobjetos de soda-lima recubierto por una capa de
Ti de 5Snm y otra de 12nm de Pt encima de esta. Se sintetizaron dos tipos de capas: a un
potencial constante (potenciostaticamente) de 0.9V vs Pt, a una corriente constante
(galvanostaticamente) de 1.25mA, ambas sobre una superficie de 10cm®. Resultaba
importante no sobrepasar el potencial de 1.1 V durante la sintesis debido arriesgo de
sobreoxidacion, y a la vez el potencial debia ser mayor que la del PPy puesto que el
PEDOT es mas dificil de ser oxidado [37]. La carga alcanzada por todas las muestras
sintetizadas fue de 900mC para mantener la uniformidad entre todas y poder ser
comparadas con las de PPy-PSS. Por ello también el andlisis principal se centrd en las
muestras de PEDOT-PSS sintetizadas a potencial constante, aunque también se analizaron
las sintetizadas a corriente constante. En la Figura 3.26 se pueden apreciar las graficas de
sintesis de las muestras a potencial y a corriente constante, en ambas se llega a una
corriente y un potencial respectivamente bastante estable. No obstante, tal y como pasaba
con el PPy-PSS, no es posible conseguir curvas de sintesis iguales para condiciones de
sintesis idénticas, con lo cual tampoco en el caso del PEDOT se consigue una alta

reproducibilidad.
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Figura 3.26 Curvas de sintesis para dos capas de PEDOT-PSS: A) a potencial constante 0.9V vs
Pty B) a corriente constante 1.25mA.

Se realizd6 también la modulacion electroquimica de las capas de PEDOT-PSS,
exactamente en las mismas condiciones y en el mismo grado de reduccion que las de PPy-
PSS. Las curvas de reduccion también tienen el mismo comportamiento. Para la misma
carga, sin embargo, las capas de PEDOT-PSS son maés gruesas, tanto las muestras as
prepared como las reducidas, tal y como se puede observar en la Tabla 3.10, algo que se
debe a la mayor eficiencia de la sintesis del PEDOT-PSS como veremos en el proximo
apartado. El incremento de volumen en la reduccion es mayor también que en el caso del

PPy-PSS, pero la adherencia de las capas es muy buena.
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Tabla 3.10 Valores del grosor de las muestras de PEDOT-PSS en su parte central medidos con el
microscopio electronico de barrido (SEM) relacionados con su grado de reduccion. Los cambios
de volumen (4V) estan referidos al grosor de la muestra as prepared.

Tipo de muestra Grosor central (nm) 0.9V AV
As prepared 350 -

Reducida al 50% 370 6%
Reducida al 100% 480 37%
Sobrerreducida 560 60%

3.5.1 Evaluacion del proceso de sintesis y reduccion mediante balanza
electroquimica de cuarzo (EQCM)

3.5.1.1 Proceso de sintesis

Como se apuntd en capitulo 1, la sintesis del PEDOT-PSS es muy similar a las del PPy-
PSS, con lo cual se pueden extrapolar en este apartado las mismas consideraciones ya
hechas en el apartado 3.4.5. No obstante el proceso de sintesis del PEDOT-PSS es mas
eficiente que el del PPy-PSS, es decir, tal y como se aprecia en la Figura 3.27 para una
misma cantidad de carga se sintetiza mas cantidad de PEDOT-PSS que de PPy-PSS. Esta
afirmacion se traduce en un dato de moles de e’/moles de unidad de polimero de 2.63+0.28,
muy cerca del dato tedrico de 2.33, y una eficiencia del proceso del 88%. Si consideramos
n =2.33 se encuentra un peso molecular de 82.1+£8.5 g/mol de unidad polimérica, mayor
que el del PPy-PSS en términos relativos (ver tabla 3.3), teniendo en cuenta que en si el
peso molecular teorico del PEDOT es mayor (209.2 g/mol), por lo que parece que se
intercala mas agua durante la sintesis en el caso del PEDOT. Otra diferencia observable es
la forma lineal de la curva de sintesis del PPy, con una primera curva mas pequeia
perteneciente a la fase de nucleacion, mientras que el PEDOT tiene dos etapas lineales mas
diferenciadas y sin fase inicial de nucleacién apreciable: 1) inicio del proceso mas
eficiente, con mas producto sintetizado por unidad de carga, y 2) ralentizacion del proceso.
Que no se vea nucleacion puede ser debido a una menor creacion inicial de nicleos por una

menor concentracion de mondomero EDOT que de mondmero pirrol [40].
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Figura 3.27 Evolucion de la masa depositada con respecto a la carga depositada durante el
proceso de sintesis PPy-PSS y PEDOT-PSS, resultados del aumento de la masa en la EQCM
respecto al crecimiento de carga: A) Muestra de PPy-PSS sintetizada potenciostaticamente a 0.6V
vs Pt, B) Muestra de PEDOT-PSS sintetizada potenciostaticamente a 0.9V vs Pt.

3.5.1.2 Proceso de reduccién

El PEDOT-PSS fue, al igual que el PPy-PSS investigado mediante la microbalanza de
cuarzo para elucidar el proceso de reduccion aplicando un potencial constante de -0.8V vs
Pt en medio tampon fosfato de sodio a pH 7.4. En la Figura 3.28 se ve como la reduccion
es un proceso bastante rapido, que se produce en mayor medida en la primera parte del
estudio, después continia mas lentamente hasta que al llegar al valor tedrico de 0.33 moles
de e/moles de unidad de PEDOT se estanca, con lo que la capa ya no gana mas peso, y no
hay mas intercalacion. El peso molecular medio encontrado para la especie intercalada es
de 28.8+8.8 g/mol, por tanto en este caso parece que el agua no juega un papel tan
importante como en los polipirroles (ver apartado 3.4.5.2). Los experimentos de reduccion
de la capa en presencia de medio de cultivo no comportaron cambios significativos en los
resultados. La relativa rapidez de la intercalacion en el polimero permite contemplar

aplicaciones de los materiales en el rango de segundos.
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Figura 3.28 Evolucion de la frecuencia de resonancia del cuarzo de la EQCM durante un proceso
de reduccion de PEDOT-PSS a -0.8V vs Pt en un tampon de fosfato sodico de pH 7, sefialando el
punto de maxima reduccion tedrica de la capa.

3.5.2 Analisis de superficie (XPS)

Este apartado versard principalmente sobre la caracterizacion superficial de las capas
PEDOT-PSS vy las principales diferencias encontradas entre el PPy-PSS y esta a través de

estudios de composicion superficial realizados con XPS.

En la Figura 3.29 se aprecia el espectro XPS de una capa de PPy-PSS comparado con una
capa de PEDOT-PSS sintetizada a potencial constante y otra sintetizada a corriente
constante, los picos mas importantes para el PEDOT son los esperados: el C, el O y el S,
también contiene impurezas de N, Si y Na, aunque estos ultimos representan cantidades
muy pequefias que no aparecen en los resultados de las cuantificaciones molares de la
Tabla 3.10. Como era de esperar el PEDOT-PSS contiene mas S y O debido a la presencia
de estos en el mondémero EDOT. Hay que destacar que para el andlisis XPS en zonas
similares de dos muestras de PEDOT-PSS sintetizadas con las mismas condiciones se
obtienen resultados de cuantificacion atdémica diferente (Tabla 3.11), lo que pone de
manifiesto que estas capas son también irreproducibles, al igual que ocurria con el PPy-

PSS, implicando un crecimiento granular del polimero muy sensible a pequefios factores
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externos no identificados. Sin embargo, el factor en el que mas se nota no es el S como

indicador del polimero, sino en el contenido de O. Probablemente esto se debe a una

variabilidad en el contenido de agua.
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Figura 3.29 Espectro XPS general de capas de PPy-PSS depositadas a 0.6V vs Pt y capas de
PEDOQOT-PSS depositadas a 0.9V vs Pt.

Tabla 3.11 Cuantificacién molar de los picos del espectro general de XPS de capas de PPy-PSS
depositadas a 0.6V vs Pty de dos capas de PEDOT-PSS sintetizadas a 0.9V vs Pt en exactamente

las mismas condiciones. Resultados en %.

Muestra C1s O1s N 1s S2p
PPy-PSS 87.08 9.80 2.16 0.95
PEDOT-PSS (1) 75.38 17.34 - 7.27
PEDOT-PSS (2) 68.28 25.37 - 6.35
PEDOT-PSS (corriente constante) 79.08 15.20 - 4.04
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3.5.2.1 Deconvolucion de los espectros de XPS

La deconvolucion de los picos de C 1s, O 1s y S 2p se realizd6 mediante el uso de
Gaussianas-Lorentzianas, cuyos resultados para una muestra de PEDOT-PSS sintetizada a
potencial 0.9V constante se observan en la Figura 3.30. Todos los espectros mostrados
tienen 2 componentes que se corresponden con lo descrito en la literatura [41-43]. El
espectro C 1s tiene un componente a 284.8 eV que corresponde al enlace de carbono
alifatico del mondémero de EDOT y la molécula de PSS, en este pico también se encuentra
comprendido el enlace del carbono con el grupo sulfonato del PSS, el porcentaje de este
componente en el total del carbono es del 63%, reproducible en todas las muestras, tanto
las as prepared a corriente y potencial constante como las sintetizadas a potencial
constante y después reducidas en diferentes grados. El segundo componente del C 1s se
encuentra en 286.4 eV, correspondiente al enlace C-O-C presente en el PEDOT y supone

el 37% del carbono total.
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Figura 3.30 Deconvolucion del los espectros XPS de la capa de PEDOT-PSS sintetizada a 0.9V vs
Pt de los picos: A) C 1s,B) O 1sy C) S 2p.
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El espectro O Is también tiene 2 componentes, uno a 531.5 eV correspondiente al enlace
S=0 presente en el grupo sulfonato del PSS con un porcentaje del 44%, y otro a 533.33 eV
correspondiente al enlace C-O-C del PEDOT y a los grupos hidratados.

Los picos del espectro S 2p son dobletes (Figura 3.30 C), como es de esperar debido al
orbital 2p, y cuenta también con 2 componentes, comunes a todas las capas de PEDOT
PSS, uno a 164.0 eV perteneciente al S presente en el PEDOT con un porcentaje del 45% y
otro a 168.0 eV perteneciente al S del PSS, con un porcentaje del 55%. Se confirma asi
también para el PEDOT-PSS una alta presencia de surfactante en la superficie, ya que este
ultimo porcentaje tendria que estar en el rango del 25-40%, y estd en un 55%. Los datos de
las deconvoluciones son reproducibles, no asi las de las cantidades absolutas del elemento,

lo que es debido una gran variabilidad de las composiciones absolutas en la superficie.

3.5.3 Analisis microestructural

A partir de los analisis de AFM se encontraron los pardmetros de morfologia de las capas
de PEDOT-PSS. En la Figura 3.31 se observa que este material tiene la estructura globular
que ya se describio en el apartado de los polipirroles, sin embargo el PEDOT-PSS presenta
una morfologia mas rugosa que los polipirroles estudiados en esta tesis y con un mayor

tamafo de grano.

0O 200 400 600 800 1000 nm nm 0 200 400 600 800 1000 nm O 200 400 600 800 1000 nm nm

RMS =22.2 nm RMS =21.3 nm RMS = 13.3 nm

T. Grano=92+18 nm  T. Grano = 84412 nm T. Grano = 48+11 nm

Figura 3.31 Figuras de AFM de las capas: A) PEDOT-PSS depositada potenciostaticamente a
0.9V vs Pt, B) PEDOT-PSS depositada galvanostaticamente a 1.25mA, C) PPy-PSS depositada a
0.6V vs Pt. Se incluyen las medidas de rugosidad y tamafio de grano.
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El modo de sintesis de las capas de PEDOT-PSS no provoca un cambio destacable en los
parametros morfoldgicos del material, sin embargo, y como era de esperar la reduccion
tiende a disminuir la rugosidad y provoca claramente un aumento del tamafio de grano
(Figura 3.32), debido al aumento de volumen de las capas en este proceso, aunque menos

que el PPy.
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Figura 3.32 Gréficas de los resultados de A) rugosidad y B) tamafio de grano, se muestran las
capas as prepared sintetizadas a corriente constante 1.25mA y a potencial constante 0.9V vs Pty
esta ultima en funcidn de su nivel de reduccion.

Se hizo también un estudio de hidrofilicidad de las capas de PEDOT-PSS, de las cuales se
muestra una comparativa con las de PPy-PSS en la Figura 3.33, en la cual se aprecia como
las primeras son ligeramente mas hidrofobicas que las segundas. Una vez mas las capas
con mas afinidad al fluido son las que han sido cubiertas con PLL y en las cuales se ha
utilizado el medio de cultivo para el experimento, lo cual resulta positivo, ya que este es el
entorno mas real en el que se encontraran los materiales. También se demuestra un poco
mas de afinidad al agua que al medio de cultivo, y contrariamente a lo que sucedia con el
PPy-PSS el aumento del grado de reduccion de las muestras parece disminuir la afinidad
de estas con el fluido como comportamiento general, sobretodo en el caso de las cubiertas
con PLL. Todo ello confirma una buena adhesion de PLL a las capas y perfila posibles

cambios en los cultivos celulares.
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Figura 3.33 Curvas de evolucién del &ngulo de contacto de las capas en funcion de su nivel de
reduccion, con y sin PLL adherida y con agua y medio de cultivo como fluido experimental: A)
PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pt. Y B) PEDOT-PSS depositada a 0.9V vs Pt.

3.5.4 Propiedades electroquimicas: voltametrias ciclicas

Como se explicd en el apartado capitulo 1 el PEDOT es al igual que el PPy un buen
conductor eléctrico, incluso con una conductividad mas alta que este ultimo. Se realizaron
por tanto los mismos analisis que con el PPy-PSS. Las voltametrias de reduccion de ambos
materiales fueron comparadas, tanto en electrolito tampon fosfato de sodio como en
electrolito medio de cultivo (Figura 3.34), dando resultados muy similares entre ellos, con
lo cual se demuestra que los procesos redox de uno y otro son equiparables. El PEDOT-
PSS también tiene 2 picos de reduccion y el electrolito utilizado no parece cambiar mucho
los resultados. El hecho de adherir PLL a la capa antes de hacer la voltametria desplaza los
picos de reduccion a potenciales menos negativos, una tendencia que ya mostraba el PPy-
PSS pero no el PPy-DBS. No obstante, las curvas con o sin PLL son muy similares (datos
no mostrados), cosa que demuestra al igual que en el PPy-PSS que la presencia de este

polipéptido no pasiva la capa y que se produce una buena adhesion de este.
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Figura 3.34 Voltametrias de reduccion de las capas de OCP a -1.5V vs Pt a 20mV/s: PPy-PSS
depositada a potencial constante 0.6V vs Pt, PEDOT-PSS depositada a potencial constante 0.9V vs
Pt en A) Tampdn fosfato sddico a pH 7.4 y B) Medio de cultivo celular.
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Se observa la misma irreversibilidad que en el apartado 3.4.9, por lo que este material se
comporta como el PPy y parece conveniente para pulsos largos de electroestimulacion,
aunque su capacidad de carga es aGn mayor, de unos 11 mC/cm” medida a 20 mV/s
durante 1.5V, como ya se apunta en la literatura. Esto sumado a su baja impedancia le da
muy buenas propiedades para su uso en microelectrodos de electroestimulacion [46]. Este
dato se midio al igual que los polipirroles en el apartado 3.4.9 en condiciones estaticas,
dando un valor de 90mC/cm? durante 600s a -0.8V vs Pt.

A medida que el grado de reduccion de las capas de PEDOT-PSS crece, los picos de
reduccion encontrados en las voltametrias se desplazan a potenciales menos negativos, del
mismo modo que sucedia con el PPy-PSS (Figura 3.35). Solo la muestra sobrerreducida se
comporta de forma diferente, hecho debido al cambio estructural que debe haberse

producido por reduccion del anillo o la conexidn entre ellos.
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Figura 3.35 Curvas de evolucidn del pico de reduccion principal de la voltametria de las capas en
funcion del nivel de reduccion previo a la voltametria de estas, utilizando tampdn fosfato sédico a
pH 7 como electrolito sobre capas de PPy-PSS depositada a 0.6V vs Pty PEDOT-PSS depositada
a 0.9V vs Pt.
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3.5.5 Propiedades eléctricas: espectroscopia de impedancia

El diagrama de Nyquist resultante de los analisis de EIS en las capas de PEDOT-PSS
(Figura 3.36) no presenta muchas diferencias en la forma de las curvas con el de las capas
de PPy-PSS (ver Figura 3.24, apartado 3.4.8), con lo cual se ajustan al mismo modelo, pero
las primeras son mejores conductoras que las ultimas, ya que la resistencia del electrolito
es menor. No obstante las capas que mejor resultado dieron en este aspecto son las de PPy-

DBS depositadas potenciodindmicamente hasta un Emax de 0.75 V vs Pt.
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15 | | | .
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Figura 3.36 Diagrama de Nyquist de capas de PEDOT-PSS electrodepositadas a potencial
constante 0.9V vs Pt ““as prepared” y con un 50% de reduccién, ademas de un substrato de
platino utilizado para hallar la resistencia del electrolito utilizado en la medida (NaCl 0.1M).

3.6 Cultivos neuronales

La realizaciéon de cultivos neuronales constituye una primera aproximacion al uso de estos
materiales como promotor de crecimiento en dispositivos de reparacion neuronal, y se

realizaron tal y como se describe en el apartado 2.5.

Hay que sefalar que los estudios de cultivos neuronales realizados tanto en las capas de
PPy-DBS, PPy-PSS y PEDOT-PSS as prepared y reducidas en diferentes grados no fueron
del todo satisfactorios debido a un muy bajo grado de supervivencia celular, y a un nulo
crecimiento de dendritas o axones en todas ellas. Por estas razones no se creyo conveniente

realizar el conteo de los cultivos. Todo ello se puede observar en la Figura 3.37, donde se
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comparan las imagenes de microscopia de fluorescencia de una muestra PPy-DBS con el

control, es decir la muestra de referencia del mismo cultivo.

Las posibles razones son:

1) El bajo grado de reproducibilidad de las muestras

2) La baja uniformidad morfolégica de las muestras, donde se crean lineas de interferencia
originadas por las lineas de campo eléctrico. Esto se confirmé con las diferencias en los

resultados del analisis XPS en dos puntos diferentes de la misma capa

3) La presencia de una gran cantidad de surfactante en la superficie, el cual puede
ocasionar problemas en la supervivencia y desarrollo de las neuronas debido a sus

propiedades como solubilizadores de membranas celulares y su carécter acido [35,44].

Figura 3.37 Imagenes de microscopia de fluorescencia de la tincion inmunoquimica Tau de
neuronas de cortex cerebral de rata sembradas a 25000 cel/cm? y cultivadas a 4 dias sobre: A)
capa de PPy-DBS sintetizada dinamicamente hasta 0.75V vs Pt y B) control Borosilicato H.

3.7 Conclusiones

- Las capas de PPy dopadas con perclorato y polioxometalato no resultaron efectivas, la
primera por su mala adhesion y resistencia a los fluidos y la segunda por sus efectos
toxicos con las células.

- El uso de dos surfactantes (DBS y PSS) como contraiones del PPy dio como resultado
capas finas de baja rugosidad y buena conductividad, y con una buena adherencia a la
superficie. El uso de uno u otro provoca cambios en el proceso de sintesis y en la

morfologia final de las capas a nivel visual, siendo diferentes sus patrones de interferencia
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debidos al campo eléctrico. Ello viene acompafiado de una baja homogeneidad
morfoldgica de las muestras. El uso de diferentes contraiones también hizo diferentes
muchas otras de sus caracteristicas como la conductividad y la eficiencia de sintesis
(EQCM). Ello confirma la importancia del contraiéon en la sintesis de polimeros
conductores. No se consigui6é una buena reproducibilidad en la sintesis de las muestras ni
en su composicion final, tampoco se consiguié una homogeneidad satisfactoria en la
composicion a lo largo de una misma capa. El esfuerzo de caracterizacion extra en estos
casos solo logrdé atisbar la irreproducibilidad del DBS comercial como gran factor
determinante de estas dificultades. El PSS, sin alcanzar dichos limites también esta sujeto a
cierta variabilidad comercial.

- El incremento de volumen con la reduccion es mayor para las capas de PPy-DBS que
para las de PPy-DBS, lo que es una ventaja en términos de adherencia para las segundas.
Este hecho se confirmé mediante EQCM.

- El estudio de la sintesis mediante el uso de la microbalanza electroquimica de cuarzo
demostré un mayor rendimiento en la sintesis del PPy dopado con DBS que dopado con
PSS. Ademas confirmd la intercalacion de cationes solvatados por agua durante el proceso
de reduccion de las capas de los polimeros conductores y por tanto el aumento de volumen
de estas, que es la base de las aplicaciones en musculos artificiales. El peso molecular de
la especie intercalada es menor en el caso del PEDOT-PSS y por tanto estd menos
hidratada.

- Los andlisis de composicion superficial (XPS) y el andlisis de infrarrojos detectaron
contaminacion ambiental en las muestras y la presencia de agua. Se observo ademas el alto
contenido en sodio superficial de las muestras reducidas. También se detectd un excesivo
contenido superficial en carbono, seguramente debido al uso de surfactantes, lo que puede
suponer un problema para los cultivos celulares.

- Se observé una buena adherencia de la PLL, y como su presencia aumenta la afinidad de
las capas con los fluidos (agua y medio de cultivo).

- Todas las capas obtenidas fueron electroactivas, describiendo los picos de reduccion
tipicos para estos compuestos. La adhesion de PLL no pasivé las muestras, que
conservaron por tanto su electroactividad. Las capas obtenidas tuvieron una buena
conductividad.

- Las capacidades de carga son de 5 y 7 mC/cm® para el PPY-DBS y el PPy-PSS
respectivamente. La del PEDOT-PSS es de 11 mC/cm®, mayor como indica la literatura
[46]. Esto hace de ellos buenos candidatos como materiales para electroestimulacion,
sobretodo para pulsos largos. Las capacidades de carga fueron mayores en condiciones

estaticas de potencial.
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- La caracterizacion de las capas de PEDOT-PSS dio resultados muy parecidos a las del
PPy, pero mayor reproducibilidad y linealidad en propiedades electroquimicas e
impedancia.

- Los resultados de los cultivos celulares no resultaron del todo satisfactorios en ninguna de
las muestras dopadas con surfactantes, seguramente debido a su baja reproducibilidad, baja
homogeneidad en una misma capa, y una alta presencia de carbono o surfactante en la

superficie.
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Capitulo 4

Capas de Polimero conductor

con biomoléculas

En este capitulo se habla de los dos polimeros conductores polipirrol y PEDOT, esta vez
dopados con contraiones sencillos de significancia bioldgica. El proposito de estos nuevos
materiales es generar polimeros con mayor biocompatibilidad con el medio bioldgico en
base a cultivos neuronales. Se usaron cinco tipos de aminoacidos: glutamina, lisina, 4cido
glutdmico, glutamato sodico y glicina, y un polipéptido, la poli-L-lisina. Primero se
describen los materiales con una breve introduccion que también explicard caracteristicas
de las biomoléculas utilizadas. A continuacion se detallan los tipos de capas finas
sintetizadas y se describe la propia sintesis, que serd electroquimica en todos los casos.
Posteriormente se detallan los andlisis estructurales, microestructurales y electroquimicos
de los materiales. Finalmente se explican los resultados de los cultivos neuronales, para
acabar con las conclusiones, donde se relacionan estos ultimos con los resultados de las

caracterizaciones fisicoquimicas.
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4.1 Polimero-biomolécula

Tal y como fue mencionado en el capitulo anterior referido a la sintesis de polimeros
conductores con grandes aniones como dopantes, el uso de estos conlleva ciertos
problemas de biocompatibilidad [1,2], lo que llevé a pensar en la conveniencia del uso de
biomoléculas para mejorar la interaccion celular en la interfaz polimero-célula con el
consiguiente aumento de la supervivencia y el crecimiento neuronal [3]. Los problemas
vistos se relacionaron con el contraion, por ello se considerd la opcion de enfocar el trabajo
utilizando contraiones biologicamente aceptables, modificando asi el polimero desde el
origen, en su preparacion.

Seria posible modificar la superficie de los polimeros conductores con biomoléculas, entre
las mas conocidas y usadas estdn la inmobilizacién sobre la capa polimérica, como en el
caso de la poli-L-lisina (PLL), que serd de gran importancia para los cultivos celulares
como se vera en el apartado 4.7 [4]. Otros métodos han sido utilizados en varios casos
[1,5-7]. El uso de contraiones bioldgicos tiene ventajas en comparacion con el resto porque
no conlleva problemas de adhesion ya que la molécula estd integrada en la capa, ademas
podria permitir liberar o incorporar los dopantes, que pueden ser compuestos utilizados
para mejorar las propiedades del polimero para aplicaciones bioldgicas como factores de
crecimiento, moléculas que ayuden a adherir células o dacidos nucleicos [8]. Las
propiedades finales del polimero sintetizado dependerdn de la biomolécula utilizada. Entre
las mas utilizadas hasta el momento esta la heparina [8,9], el acido hialurénico [6], el acido
poliglutdmico [7], laminina [10], factores de crecimiento como la neurotrofina-3 [4],
quitosano [11] y colageno [12].

Se consideraron dos posibilidades en cuanto la modificacion de la superficie del polimero
mediante PLL: 1) aumento de la adhesion de PLL en la superficie tras la preparacion o 2)
incorporacion de péptidos en su interior como contraiones. Se ensayd el primer caso
aplicando campos eléctricos que favorecieran la adhesion electrostatica de la molécula sin
grandes cambios en los resultados de cultivos de neuronas corticales. Dicho trabajo se
realizd6 en colaboracion con el Hospital Nacional de Parapléjicos (HNP), quienes
eventualmente abordaron modificaciones en esa aproximacion y obtuvieron resultados
apoyados en lo mostrado en esta tesis [2]. En cuanto a la segunda posibilidad de trabajo
con la PLL los resultados se muestran a lo largo de este capitulo.

En primera instancia se intenté mejorar el funcionamiento de polimeros sintetizados con
surfactantes o compuestos de iridio mediante la adicién extra de PLL a la capa, sin
resultados satisfactorios, por lo que se pensd en utilizar como dopantes moléculas
biologicas como los aminoacidos (Figura 4.2), que fueron elegidos por ser moléculas

simples y muy conocidas, y por su condiciéon de neurotransmisores: Glutamato, la sal
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sodica del acido glutamico (L-acido glutdmico, sal monosodica monohidratada (Fluka,
>98%)), acido glutamico (DL-dcido glutdmico monohidrato (Sigma, >98% (TLC)) y
Glicina (Reagent Plus™, >99%, Sigma), por su participacion esencial en el metabolismo
celular: glutamina, o por el hecho de ser el mondémero formador del polipéptido PLL (PLL
bromuro, Sigma-aldrich): Lisina (L-Lisina hidratada, 97% (Aldrich)) [35]. También se us6
la PLL como dopante.

Ademas de la biocompatibilidad el uso de aminoacidos y sus derivados permite mejorar
otros aspectos de las capas poliméricas, uno de los mas importantes es la homogeneidad de
las capas en comparacion con las dopadas con surfactantes (Figura 4.1 A), en las que como
se vio en el anterior capitulo, el campo eléctrico crea lineas que se traducen en la capa en
zonas de diferente color y grosor. Se cree que este punto sera importante para mantener la
reproducibilidad de los cultivos celulares.

Sin embargo, la sintesis de polimeros con PLL como contraién produjo capas con muy
baja homogeneidad (Figura 4.1B) que finalmente dieron como resultado unos cultivos
celulares poco exitosos, lo cual quiza sea debido a que la molécula presenta una mayor
complejidad y a que la sintesis se produjo con un pH neutro por debajo de su punto
isoeléctrico de 9 [17] y por tanto su carga total es positiva, dificultando la sintesis, lo que

resulto ser crucial en contra de posibles equilibrios presentes.

PEDOT/PPy-lisina  PPy-PSS PEDOT/PPy-glutamina  PEDOT/PPy-PLL

A B.l

Figura 4.1 Detalle de A) una capa de PPy dopada con PSS junto a una bicapa de PEDOT/PPy
dopada con lisina y de B) una bicapa de PEDOT/PPy dopada con glutamina junto a otra bicapa
dopada con PLL.

Asimismo, el sustrato utilizado resultd de gran importancia en la sintesis de este tipo de
capas, ya que no se consiguio sintetizar la capa de polipirrol dopada con aminoacido sobre
el sustrato de platino, pero tras multiples pruebas el PPy si se puedo depositar sobre una
capa de PEDOT. Asi pues se sintetizaron monocapas de PEDOT- aminoécido y PEDOT-
PLL y bicapas de PEDOT/PPy-aminoacido y PEDOT/PPy-PLL (Figura 4.3), en el caso de
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la bicapa se sintetiz6 una capa de PEDOT dopada con aminoécido y sobre esta Gltima una

de PPy sintetizada en las mismas condiciones y con el mismo aminoécido.

Las bicapas de polimero ya han sido usadas en diversas aplicaciones de estos como son los

musculos artificiales [13] y también en el area que nos ocupa, las aplicaciones biomédicas

[6].

Con esta configuracion se consigue una mejora de las propiedades del polimero, ya que se
unen las de ambos: se gana en conductividad gracias al PEDOT y la superficie en contacto
con las células serd el PPy, cuya fiabilidad en cultivos celulares estd més contrastada [14-
16].

Un dato importante a tener en cuenta en la sintesis con aminoéacidos es el comportamiento
anfotérico de los mismos, es decir su carga cambia segun el pH en el cual nos
encontremos, si este estd por encima de su punto isoeléctrico la carga neta de la molécula
sera negativa, siendo positiva en caso contrario. Aunque en todo el trabajo se intento
emular el pH biologico del sistema neural durante el proceso de sintesis para evitar
impurezas, es importante que el aminoacido esté cargado negativamente para que pueda
actuar de contraion en la sintesis del polimero como se coment6 en el apartado 3.1. En
nuestro caso siempre se trabajo por encima del punto isoeléctrico, excepto en el caso de la
lisina trabajando a pH 7.4, con lo que se quiso conocer el efecto producido en este caso a

pH biologico. Siempre se trabajé con un tampén dada la importancia del pH.

0 o] 0 0 (EOOH
Ho)l\/\)J\OH HOWLO' Na* HaN-C-H
NH, NH, H

Acido Glutdmico Glutamato sodico Glicina
pl=3.22 pl=3.22 pl=5.97

0 o 0

HAN
NH, H
Glutamina Lisina
pl=5.65 pl=9.74

Figura 4.2 Estructura quimica de cada uno de los aminoacidos utilizados junto a su dato de punto
isoeléctrico.
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PPy-aminoacid film

PEDOT-aminoacid film
Pt 5nm

Ti 5nm

Soda lime glass

Figura 4.3 Detalle de una bicapa de PEDOT/PPy dopada con aminoacido.

En este capitulo se describe la sintesis potenciodindmica de monocapas de PEDOT 'y
bicapas de PEDOT/PPy (PPy sobre PEDOT) dopadas con los siguientes aminoacidos:
glutamato, acido glutdmico, glicina, glutamina y lisina y con el polipéptido PLL. Se
obtiene con ello una ostensible mejora en los resultados de los cultivos celulares con
respecto a las capas dopadas con surfactantes, sobretodo en el caso de capas dopadas con
glutamina y lisina, por lo cual en estos dos casos se vari6 concentracion de aminoacido y
pH de sintesis para evaluar su efecto en los cultivos celulares. También seran por ello estas
muestras aquellas con una caracterizacion mas profunda. La caracterizacion de las
muestras serd igual a la realizada en el capitulo anterior: electroquimica, estructural,
microestructural y de composicion superficial, para posteriormente realizar lo estudios

celulares y la relacion de estos con los resultados de la caracterizacion.

4.2 Obtencion electroquimica de monocapas de PEDOT-aminoacido y
PLL y de bicapas de PEDOT/PPy-aminoacido y PLL

La sintesis de las capas se realiz6 utilizando la misma celda y electrodos que se muestra en

capitulos anteriores (apartado 2.1.1). La deposicion se realizd potenciodinamicamente de
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OCP a 0.9V vs Pt a una velocidad de SmV/s en el caso del PEDOT y de OCP a 0.8V vs Pt
a 10mV/s para el PPy. Tal y como fue optimizado tras diversas pruebas, se obtuvieron dos
tipos de capas, monocapas de PEDOT-aminoacido y PLL y bicapas de PEDOT/PPy-
aminodcido y PLL. Las segundas se obtienen por deposiciéon de PPy-aminoacido o PLL
sobre las primeras. Se puede observar una relacion de todas las capas sintetizadas en la
Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Relacion de capas sintetizadas en funcién del pH del electrolito y de la concentracion de
aminoacido.

Monocapas Concentracion Bicapas Concentracion
aminoacido y pH aminoacido y pH
PEDOT-4cido 0.1M,pH 7.4 PPy/PEDOT-acido 0.1M, pH 7.4
glutamico glutamico
PEDOT-glicina 0.1M,pH 7.4 PPy/PEDOT- 0.1M, pH 7.4
glicina
PEDOT-glutamato 0.1M, pH 7.4 PPy/PEDOT- 0.1M, pH 7.4
glutamato
PEDOT-glutamina 0.1M,pH 7.4 PPy/PEDOT- 0.1M, pH 7.4
glutamina 0.01M, pH 7.4
PEDOT-lisina 0.01M, pH 7.4 PPy/PEDOT-lisina 0.01M, pH 7.4
0.01M, pH 12
PEDOT-PLL 0.8 ug/ml, pH 7.4 | PPY/PEDOT-PLL | 0.8 pg/ml, pH 7.4

En las bicapas se usa el mismo aminoacido a la misma concentracion y pH para los dos
polimeros. La carga total de sintesis utilizada por la capa de PEDOT es 64.8 mC/cm’ y de
48.4 mC/cm?®, valores que se optimizaron para obtener capas translicidas. El electrolito
utilizado fue un tampodn de fosfato sddico 0.1M a pH 7.4, excepto en el caso de la lisina en
el que también se realizd6 un experimento con el tampon fosfato a pH 12. Todos los

aminoacidos tenian una concentracion de 0.1M, excepto la lisina que tenia una
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concentracion de 0.01M. Para la glutamina se realiz6 un experimento a concentracion
0.1M de aminoacido y otro a concentracion 0.01M para evaluar las posibles diferencias
(Tabla 4.2). En el caso de la PLL se trabajo con una concentracion del polipéptido de 0.8
ug/ml. En esa misma tabla se puede apreciar como el numero total de muestras sintetizadas
es de 14. En todos los casos se usé una concentracion de EDOT de 0.01M y de pirrol de
0.1M. EI primero presentd algiin problema de solubilidad, lo que no influy6 para obtener

Optimas deposiciones.

Originalmente, se intentaron sintetizar las capas a potencial y corriente constante pero el
resultado fueron capas con poca homogeneidad, con lo cual se optd por una deposicion
potenciodindmica que como se ha visto producia capas homogéneas en otros casos
anteriores. Las respuestas I vs E durante la sintesis de una bicapa de PEDOT/PPy-
glutamina pueden ser observadas en la Figura 4.4, donde se puede apreciar que las
corrientes alcanzadas son mucho menores que en el caso de los aniones DBS o PSS. La
corriente decrece progresivamente a medida que avanzan los ciclos de deposicion tanto
para el PEDOT como para el PPy, como se aprecia claramente en las curvas I vs t, esto
implica que las capas pueden autolimitarse durante su sintesis por posibles problemas de
resistividad en el electrolito y también porque muy probablemente sean menos conductoras
que las dopadas con surfactantes. La forma de las curvas I vs E de deposicion es muy
similar expuesto en la literatura [18]. La sintesis del polimero dopado con lisina a pH 12
present6 una curva diferente a la del resto de capas (siendo estas otras muy parecidas entre
si) debido a las limitaciones que presenta la sintesis de polimeros conductores a pHs muy
alcalinos. El alto pH provoca una desprotonacion de los radicales catidonicos que da lugar a
radicales neutros, interfiriendo con la reaccion de aparejamiento descrita en el apartado 3.1
[19]. Esta diferencia serd apreciable sobretodo en sus propiedades electroquimicas y su

microestructura como se vera en los siguientes apartados.

Para las muestras dopadas con biomoléculas no se consideré primordial realizar
experimentos de modulacion electroquimica debido al nulo efecto que estos tuvieron en

los cultivos celulares de las muestras dopadas con surfactantes.
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Figura 4.4 Curvas de sintesis correspondientes a: A) | vs E de PEDOT dopado con glutamina
0.1M a pH 7.4, B) 1 vs E de PPy dopado con glutamina 0.1M a pH 7.4 sobre la capa depositada en
A, C) | vs E de PEDOT dopado con lisina 0.01M a pH 12, D) | vs E de PPy dopado con lisina
0.01M a pH 12 sobre la capa depositado en C, E) | vs t de PEDOT dopado con lisina 0.01M a pH
12y F) 1 vs t de PPy dopado con lisina 0.01M a pH 12 sobre la capa depositado en E.
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4.3 Estudio de los procesos de sintesis de las capas: Balanza
electroquimica de cuarzo (EQCM)

Al igual que en las capas dopadas con surfactante, se realizo un estudio del proceso de
sintesis de las capas mediante el uso de la balanza electroquimica de cuarzo con el fin de
evaluar el aumento real de masa por unidad de carga. El valor tedrico de moles de
electrones por moles de monomero de la sintesis es también de 2.33 para las capas dopadas
con biomoléculas. Se evalu6 del mismo modo que en el capitulo anterior (densidad de 1.5
g/ml y peso molecular calculado con el del monémero mas el 33% del contraion
(aminoécido)). Su valor es de 190.4 g/mol para las capas de PEDOT-glutamina o lisina y
de 115.3 g/mol para las capas de PPy-glutamina o lisina. En general, la eficiencia del
proceso de sintesis de las capas descritas en este capitulo fue sensiblemente menor al de las
capas dopadas con surfactante (ver tabla 3.3), es decir se genera menor masa polimérica
con la misma carga de sintesis (Tabla 4.2), lo que puede ser provocado por el hecho de que
la corriente sea mayor en los primeros ciclos de la sintesis y después vaya decreciendo
como se pudo ver en la Figura 4.4. Eso hace también que se deposite mas masa del
polimero en las primeras etapas, lo que se puede apreciar en la Figura 4.5, tanto para el
PEDOT como para el PPy. Después la deposicion se produce de forma lineal. Se pueden
observar los ciclos de sintesis en la Figura 4.5, donde el descenso de frecuencia mas
acusado corresponde a la parte de oxidacion del ciclo y la parte mas plana corresponde a la

parte de reduccion, donde por tanto se deposita mucho menos polimero.
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Figura 4.5 Curvas de la evolucion de la masa registrada por la EQCM con respecto al tiempo
correspondientes a: A) sintesis de PEDOT dopado con glutamina 0.1M a pH 7.4, B) PPy dopado
con glutamina 0.1M a pH 7.4 sobre la capa depositada en A. (No6tese que el potencial es dinamico
y por ello Am oscila también).

En la tabla 4.2 se puede apreciar como la capa con menor rendimiento en su sintesis y con

mayor error en los datos es la dopada con lisina y a pH 12 en el medio, lo que se debe muy
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probablemente a la peor calidad de los depositos en medio alcalino como se apuntd
anteriormente. El resto de capas presenta una eficiencia de sintesis en el mismo rango de
valores.

El peso molecular calculado tiene una relacion directa con la eficiencia, aquellas capas con
mayor eficiencia de sintesis tienen un mayor peso molecular, y esta diferencia de peso
puede ser debida a una mayor incorporacion de agua. Esto es siempre asi para las capas de
PEDOT con respecto a las de PPy, lo que concuerda con los datos de ATR (apartado 4.5) y
con los datos de contenido de grupos hidratados de la Tabla 4.5, donde la monocapa de
PEDOT es la que mayor cantidad tiene de este tipo de grupos. Nétese el error contemplado
en los datos de la capa a pH, de la que ya hemos comentado los problemas que presenta su

sintesis.

Tabla 4.2 Resultados tedricos y experimentales de la sintesis de capas de PEDOT y PPy dopados
con glutamina y lisina a las condiciones de concentracién de pH y concentracion del aminoacido
especificadas.

7.4 7.4

Glutamina 0.1M pH Glutamina 0.01M pH Lisina 0.01M pH 7.4 Lisina 0.01M pH 12

PEDOT | PPysobre | PEDOT | PPysobre | PEDOT | PPy sobre PEDOT PPy sobre
PEDOT PEDOT PEDOT PEDOT

Mol e/Mol unidad | 4.67+0.35 | 6.08+1.16 | 4.11£0.35 | 5.16+£0.92 | 4.28+0.35 | 4.75+0.95 | 12.78+7.81 | 6.35+£3.09

polimero si PM tedrico

Ratio Moles 0.50 0.38 0.57 0.45 0.54 0.49 0.18 0.36
tedricos/experimentales

(n)

Eficiencia Proceso 50% 38% 57% 45% 54% 49% 18% 36%

PM calculado si | 40.9+3.0 | 19.4+3.1 46.5+4.4 | 23.0+4.2 | 44.7+£33 | 25.0+4.2 18.3+11.2 | 20.6£10.0

n=2.33 (g/mol)

PM tedrico (g/mol) 190.4 115.3 190.4 115.3 190.4 1153 190.4 115.3

4.4 Andlisis de superficie (XPS)

El analisis de composicion superficial de las capas mediante XPS revel6 la presencia de los
elementos esperados en cada una de ellas, es decir, las monocapas de PEDOT contienen C,
N, O y S y las bicapas contienen lo mismo excepto el S propio del PEDOT, ya que la
superficie de estas es el PPy y el PEDOT queda lejos del area de impacto de los rayos X.
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En general los resultados obtenidos para las capas dopadas con aminoacidos concuerdan
con aquellos existentes en la literatura para estos Ultimos [20]. En la figura 4.6 se pueden
apreciar los espectros generales de diversas capas dopadas con aminoacidos con los
respectivos picos sefialados. En ningun caso se encontrd fosforo correspondiente al tampon

fosfato, asegurando que el contraion que forma parte de la capa es la biomolécula utilizada.

O1s
C1s

Nals N 1s

peoT P isnao oz s2s s2p

PEDOT/PPy-glutamina 0.01M
PEDOT/PPy-lisina 0.01M

Intensidad XPS (counts)

e VY
PEDOT/PPy-glutami

PEDOT/PPy-PLL t:\%/

. PEDOT-lisina 0.01M_
1000 800 600 400 200 0

Energia(eV)

Figura 4.6 Espectro XPS general de una monocapa de PEDOT dopada con lisina 0.01M a pH 7.4,
una bicapa de PEDOT/PPy dopada con 0.8 xg/ml PLL a pH 7.4, una bicapa de PEDOT/PPy
dopada con glutamina 0.1M a pH 7.4, una bicapa de PEDOT/PPy dopada con lisina 0.01M a pH
7.4, una bicapa de PEDOT/PPy dopada con glutamina 0.01M a pH 7.4 y una bicapa de
PEDOT/PPy dopada con lisina 0.01M a pH 12.

La cuantificacion atomica referida a la Figura 4.6 expresada en porcentajes molares esta
detallada en la Tabla 4.3. Ademas de los elementos incluidos en la tabla se encontraron
impurezas de Si y de Na debido al soporte de vidrio. Existe un relativo parecido de todas
las muestras en cuanto a composicion superficial. Un dato a tener en cuenta es que dos de
las tres muestras que contienen la menor proporcion de C (65%) y una alta cantidad de
oxigeno son aquellas con mejor funcionamiento en cultivos celulares, como se verd en el
apartado correspondiente. La cantidad de oxigeno denota para las bicapas el grado de
dopaje de las mismas, ya que al encontrarse el PPy en la superficie el oxigeno procede del
dopante (exceptuando aquel proveniente del agua). Parece, por tanto que un mayor dopaje
puede inducir a un mejor comportamiento de las muestras para la supervivencia y

crecimiento neuronal. Dentro de las mejores muestras en este aspecto (las dopadas con
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lisina y glutamina), aquellas mas efectivas resultaron ser a las que no se les detectd azufre

en la superficie.

Tabla 4.3 Cuantificacion molar expresada en porcentajes de los picos del espectro general
de XPS de monocapas de PEDOT-biomolécula y bicapas de PEDOT/PPy-biomolécula,
cuyo dopante esta especificado en cada caso. Todas fueron sintetizadas
potenciodinamicamente con una concentracion de dopante de 0.1M y un pH de 7.4,
excepto en los casos debidamente especificados.

Muestra Cls O 1s N 1s S2p
PEDOT-lisina 0.01M 79.6 14.1 - 3.7
PEDOT-PLL 0.8 zg/ml 64.5 22.4 4.3 5.6
PEDOT/PPy-PLL 0.8 zg/ml 74.2 13.6 10.5 0.9
PEDOT/PPy-glicina 79.8 10.8 10.3 -
PEDOT/PPy-glutamato 76.9 11.7 9.5 -
PEDOT/PPy-acido glutamico 79.1 12.5 6.5 -
PEDOT/PPy-lisina 0.01M 83.3 9.7 6.5 0.5
PEDOT/PPy-lisina 0.01M pH12 64.6 224 9.1 -
PEDOT/PPy-glutamina 0.1M 77.2 12.2 9.4 -
PEDOT/PPy-glutamina 0.01M 65.3 23.6 8.9 0.7

Dada la aparente correlacion de las cantidades superficiales de C y O en el éxito de los
cultivos celulares se realizO un andlisis mas detallado de los picos a través de la
deconvolucion de los mismos en varios picos que contribuyen en mayor o menor medida a
la forma del pico final correspondiente al elemento. Cada uno de estos picos se atribuye a
un tipo de enlace del elemento en cuestion. Ello podria evidenciar caracteristicas diferentes
en la superficie expuesta a las células. Este estudio se realizoé con especial enfoque sobre

las bicapas de lisina y glutamina, que resultaron ser buenos sustratos, y sobre una
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monocapa de PEDOT-lisina y una bicapa de PEDOT/PPy-PLL que resultaron peores, con
el fin de ver las diferencias entre muestras que funcionaron bien a nivel celular y muestras
que no lo hicieron. En la Figura 4.7 se muestran los resultados de las deconvoluciones para
los espectros C 1s y O 1s de las muestras antes mencionadas. El pico de C 1s se puede
dividir en tres componentes para todos los casos: Cl1, C2 y C3, que corresponden a un
enlace del especifico del C en cada caso (Tabla 4.4) y el pico O 1s se puede dividir en dos
componentes (O1 y O2) para todos los casos excepto la monocapa de PEDOT dopada con
lisina 0.01M a pH 7.4, en la cual se encuentran tres componentes: O1, O2 y O3, lo que se
debe a que este es el unico caso en que la superficie es PEDOT y no PPy. Estas
componentes también corresponden a un tipo determinado de enlace del oxigeno (Tabla
4.5).

La componente C1 se atribuye al enlace C-C alifatico del carbono y dentro de C2 se
pueden englobar diversos enlaces como son el C=0 y el CH-R tipicos de los aminoacidos
y el C-N propio del pirrol, que se solapan. En C3 se incluyen los grupos hidratados C-OH
y el COO™ [21]. Existe una cierta variabilidad en los resultados de la cuantificacién de los
componentes C1, C2 y C3 del carbono que no hace pensar en una relacion directa entre
estos y los resultados celulares.

La deconvolucion del pico de O 1s revela dos componentes, el primero (O1) se atribuye al
grupo C=0 existente en los aminoacidos y en la PLL, mientras que en O2 se engloban los
grupos carboxilo (COQO) y los grupos hidratados (OH’) ademés de los enlaces C-O-C
propios del PEDOT, por lo que la cantidad de O2 es mayor para la monocapa de PEDOT-
lisina. En este caso también se encuentra una cantidad del 35.5% de una tercera
componente (O3) que corresponde a grupos sulfona (S=0) que se han formado en la
cadena de PEDOT [21,22]. Las muestras que tuvieron un mejor funcionamiento (glutamina
0.IM y lisina 0.01M a pH 12) son aquellas que presentan una menor cantidad del
componente O2, es decir, son las menos hidratadas. Ello implica una ordenacién del

aminoacido concreta hacia el exterior, exponiendo mas C=0 y menos C-O'.
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Figura 4.7 Deconvolucion de los espectros XPS del C 1s y el O 1s de bicapas de PEDOT/PPy
sintetizadas con: A) Glutamina 0.1M a pH 7.4, B) Glutamina 0.01M a pH 7.4, C) Lisina 0.01M a
pH 7.4, D) Lisina 0.01M a pH 12, E) PEDOT/PPy-PLL 0.8 xg/ml a pH 7.4 y F) una monocapa de
PEDOT dopada con lisina 0.01M a pH 7.4.
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Tabla 4.4 Resultado de la deconvolucién y asignacion de picos de la sefial C 1s, se muestran los
ratios molares en forma de porcentaje para cada tipo de enlace para las muestras analizadas en la
Figura 4.7, bicapas de PEDOT/PPy dopadas con: glutamina 0.1M a pH 7.4, glutamina 0.01M a
pH 7.4, lisina 0.01M a pH 7.4, lisina 0.01M a pH 12, PLL 0.8 xg/ml a pH 7.4 y una monocapa de
PEDOT dopada con lisina 0.01M a pH 7.4.

PEDOT/PPy Cl1: C-C/C-H C2: C-N/C=0/CHR C3: COO/C-OH
ggr?érii(;nH Posicion | Ratio Posicion | Ratio molar | Posicion Ratio
' (eV) molar de C | (eV) de C (%) (eV) molar de C
(%) (%)
Glutamina 284.7 76.7 286.4 15.0 288.2 8.3
0.1M
Glutamina 284.8 60.1 286.1 22.5 288.3 17.4
0.01M
Lisina 284.8 81.1 286.5 13.2 288.7 5.7
0.01M
Lisina 284.8 59.8 286.3 22.4 288.1 17.8
0.01M pHI12
PLL 284.8 67.3 286.2 21.6 287.9 11.1
0.8 ug/ml
PEDOT- 284.8 61.2 286.2 33.6 288.9 5.2
lisina 0.01M

El espectro N 1s presenta dos componentes (excepto la monocapa de PEDOT-lisina que no
tiene N), uno de los cuales es comin a todas las muestras situado a 400.0 eV
correspondiente al enlace N-H del pirrol y al grupo amina de las biomoléculas. Este
representa para todas las muestras el 90% del contenido total del nitrogeno, el 10% restante
pertenece al segundo componente que estd situado en 398.0 eV y se atribuye al enlace
imina (=N-), el cual quizd sea creado por las reacciones redox producidas durante la
sintesis del polimero.

Para todas las muestras excepto para la bicapa dopada con glutamina 0.1M a pH 7.4, en la
cual este 10% se sitia en 401.8 eV y pertenece al grupo amino protonado —NHj',
caracteristico de la glutamina a pH inferior a 9.13, lo que evidencia la exposicion del grupo

amino en la superficie de la capa.
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Tabla 4.5 Resultado de la deconvolucion y asignacion de picos de la sefial O 1s, se muestran los
ratios molares en forma de porcentaje para cada tipo de enlace para las muestras analizadas en la
Figura 4.7, bicapas de PEDOT/PPy dopadas con: glutamina 0.1M a pH 7.4, glutamina 0.01M a
pH 7.4, lisina 0.01M a pH 7.4, lisina 0.01M a pH 12, PLL 0.8 xg/ml a pH 7.4 y una monocapa de
PEDOT dopada con lisina 0.01M a pH 7.4. Las muestras con mayor éxito en cultivos celulares se
marcan con un *.

O1: C=0 02: COO/OH"
PEDOT/PPy-
contraion Posicion | Ratio Posicion | Ratio
Conc. y pH (eV) molarde | (eV) molar de
O (%) O (%)
*Glutamina 0.1M 531.9 83.9 533.3 16.1
Glutamina 0.01M 532.1 74.4 533.5 25.6
Lisina 0.01M 532.0 75.9 5334 24.1
*Lisina 0.01M 531.9 89.7 533.6 10.3
pHI12
PLL 0.8 5314 71.4 5329 28.6
pug/ml
PEDOTmonocapa- | 531.2 9.3 533.2 55.2
lisina 0.01M#

#Esta muestra tiene un tercer componente O3 a 532.2eV con un 35.5%

4.5 Andlisis de infrarrojos (ATR)

El espectro ATR de las capas (Figura 4.8) muestra resultados muy similares a las muestras
de surfactantes analizadas en el capitulo anterior sobretodo en el intervalo 750-1600 cm™,
que corresponde a los picos tipicos del pirrol, concretamente en esta figura se pueden
observar la banda en 1050 cm™, que indica la existencia de la deformacion del enlace N-H
[23] y la banda en 1200 cm™, atribuido a la banda de estiramiento del enlace C-N [24],
ambas vibraciones debidas al pirrol y las biomoléculas. Otra banda de absorcion en 1280
cm™ corresponde a la vibracion de deformacion de los enlaces C-H y N-H. La banda de
absorcion de la vibracion de estiramiento del enlace C-N caracteristico del pirrol se
encuentra en 1450 cm™ y la banda en 1520 cm™ corresponde a la vibracion de estiramiento
de C-Cy C=C.

En la banda a 1820 cm™ se encuentra la sefial que confirma existencia del grupo C=0 [25].
Se pudo también confirmar que estas capas absorben CO; por la presencia de la banda a
2350 cm™' [26,27].

La Figura 4.8 muestra el espectro ATR de tres capas representativas, y son similares entre

si, con la excepcion de que como ya apuntaba el XPS, la sefial atribuida a la cantidad de
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agua en la muestra dopada con PLL es mucho mayor. Esta muestra también muestra
absorcion de COs. El resto de bicapas sintetizadas revelan un espectro muy parecido a las
dopadas con lisina y glutamina en la Figura 4.8. Las monocapas de PEDOT muestran los
picos tipicos de este polimero segun la literatura (datos no mostrados), que se encuentran
en la misma zona que los del PPy, pero en este caso la cantidad de agua es mucho mayor,
resultando pues una mayor afinidad con el agua de las monocapas de PEDOT que de las

bicapas PEDOT/PPy que ya indicaba el mayor contenido en agua mostrado en la Tabla 4.5.

PEDOT/PPy-glutamina 0.1M pH 7.4

-
@© PEDOT/PPy-lisina 0.01M pH 7.4
3
o
o
c
g8
= 2070
= /
2
1050
IC—E 2350 /
I— 1200
Agua 1820 1520 /
PEDOT/PPy-PLL 0.8 ug/ml pH 7.4 1450 1280
3750 3250 2750 2250 1750 1250 750
v (cm-1)

Figura 4.8 Espectros de ATR de bicapas de PEDOT/PPy dopadas con glutamina 0.1M a pH 7.4,
con lisina 0.01M apH 7.4y con PLL 0.8 ug/ml a pH 7.4. Nétese ruido significativo de la sefial de
H,0O debido al bajo espesor de la capa.

4.6 Analisis microestructural

Las imagenes de AFM mostradas en la Figura 4.9 revelan una microestructura globular
para todas las capas analizadas, el cual es un comportamiento comun a las capas dopadas
con surfactantes descritas en el capitulo 3, aunque estas tltimas presentan en general una
menor rugosidad (Tabla 4.6). No se observa ninguna diferencia microestructural destacable
entre las bicapas y las monocapas, las primeras ademas son morfolégicamente muy
parecidas entre si, como se puede ver en la Figura 4.9 y en los datos de la Tabla 4.6. Hay
dos bicapas, no obstante, que son un poco diferentes, la dopada con PLL y la dopada con

lisina 0.01M a pH 12. La primera presenta una rugosidad y un tamafio de grano mayor que
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las demas debido a la presencia del polipéptido, mas complejo, y que parece incorporar
mas agua a la capa como se apuntd en los analisis de XPS y FTIR. Ello causa que esta
muestra sea mas gruesa que las demas para las mismas condiciones de sintesis. La segunda
presenta una rugosidad y un tamafio de grano mucho menor debido a que sus condiciones
de sintesis en medio alcalino provocan una gran diferencia en las caracteristicas
microestructurales como se indic6 en el apartado 4.2. La menor eficiencia de su sintesis
mencionada en el apartado 4.3 también hace que esta sea la bicapa con un menor grosor.
No se observo una relacion directa entre las caracteristicas morfologicas de las capas y la
supervivencia celular en las mismas, aunque aquella con mejores resultados fue la de

menor rugosidad (lisina 0.01M a pH 12).

Glutamina 0.01M Glutamina 0.1M Lisina 0.01M Lisina 0.01M pH12
Bicapa Bicapa Bicapa Bicapa

0.8 um nm 200 400 600 800 1000 nm o nm 0 02 04 06 08um nm
225 : A - N L e

200

175

150

um

PLL 0.8 pg/ml PEDOT-Glutamina
Bicapa 0.1M Monocapa

200 400 600 800 1000 nm m 0 200 400 600 800 1000 nm

Figura 4.9 Figuras de AFM de las capas especificadas, todas sintetizadas a pH 7.4 excepto la
indicada a pH 12. Cada imagen presenta su propia escala de color debido a la gran variabilidad
de los valores de rugosidad.

Se realizaron también los estudios de afinidad de las capas tanto con agua (hidrofilicidad)
como con medio de cultivo celular como ya se hizo con las muestras dopadas con
surfactante mediante medidas de angulo de contacto. También se recubrieron con PLL para
realizar el mismo estudio. Las tendencias generales que ya se apuntaron en el capitulo 3 se
confirmaron (Tabla 4.6), las capas presentan mayor afinidad con el medio de cultivo que
con el agua, lo cual es positivo ya que este medio se acerca mas a la realidad en lo que sera
la aplicacion final de los materiales. Asimismo se confirma una buena adhesion de
polilisina, ya que la presencia de esta provoca una mayor afinidad entre la capa y el fluido.
Ello provoca que la bicapa que usa la PLL como dopante sea la mas hidrofilica y afin al
medio. El hecho de que la hidrofilicidad sea mayor puede ser conveniente porque asi se

deberia conseguir una mayor adhesiéon de PLL a través de una mayor polaridad definida
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por una gran afinidad con el agua, y siempre serd mejor una buena adhesion de la PLL ya
que este polipéptido sera el que ayude a la adhesion celular [28]. De hecho dos de las capas
con mayor supervivencia celular (glutamina 0.1M y lisina 0.01M a pH 12) estan entre las
tres mas hidrofilicas de la Tabla 4.6.

Tabla 4.6 Datos microestructurales extraidos del analisis AFM de las capas: Rugosidad, Distancia
pico valle tamafio de grano. Datos de grosor obtenidos mediante im&genes de SEM. La columna de
angulo de contacto describe la hidrofilicidad de la capa medida mediante un goniémetro (valores
mas hidrofobicos cuanto més lejanos a 90°).

Muestra Grosor | Rugosidad | Distancia | Tamafio | Angulo | Angulo
de capa | RMS pico-valle | de de de
(nm) (nm) (nm) grano contacto | contacto
(nm) H,O (°) | medio (°)
PEDOT- 90 21.3 136.8 4518 | 76.3+1.1 | 70.1£2.3
glutamina
0.1M
PEDOT/PPy- 400 51.9 280.0 104+14 | 50.1+0.9 | 47.3+1.1
PLL 0.8
ug/mil
PEDOT/PPy- 350 38.5 2354 4718 | 79.4+0.8 | 68.3+2.3
glutamina
0.01M
PEDOT/PPy- 170 18.3 124.3 5612 | 67.4£0.6 | 65.7£1.2
glutamina
0.1M
PEDOT/PPy- 160 16.3 98.6 59+9 83.6+4.0 | 73.5+£3.1
lisina 0.01M
PEDOT/PPy- 100 2.7 27.0 18+7 53.1£0.6 | 52.4£1.0
lisina 0.01M
pHI12

4.7 Propiedades electroquimicas

Al igual que con las capas estudiadas en el capitulo 3, se realizaron voltametrias ciclicas
hacia potenciales de reduccion para conocer las caracteristicas electroquimicas de las
muestras en dos electrolitos diferentes: tampon fosfato soédico a pH 7.4 y medio de cultivo
celular. El uso del ultimo no aportd ninguna informacion relevante al estudio, como dato
mas destacable se observd que cuando el electrolito es el medio de cultivo los picos se
hacen mas anchos y se desplazan a potenciales mas negativos, lo cual es debido a la mayor

resistividad de este en comparacion con el tampén fosfato.

En la Figura 4.10 se puede observar como las voltametrias de los polimeros dopados con

aminoacidos son practicamente iguales, no les afecta el tipo de aminoacido, y su
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concentracion en muy poca medida, aunque si se puede ver una sefial mas intensa a mayor
concentracion del aminoacido (Figura 4.10 E) [29]. No obstante, el uso de un polipéptido
como la PLL y en mucha mayor medida un surfactante como el DBS si afectan a la curva
resultante. También se aprecia un cambio importante en el caso de la muestra sintetizada a
pH 12, ya que este parametro afecta en gran medida a su sintesis, cambiando también sus

propiedades electroquimicas significativamente respecto a la misma preparacion a pH 7.4.

Todas las bicapas dopadas con biomolécula revelan la existencia de dos picos de
reduccion, el de potenciales mas positivos en torno a -0.8V vs Pt pertenece a la
intercalacion del cation Na' en la capa durante la reduccion, tal y como se explicé en el
capitulo 3, y el segundo pico corresponde a la reduccion de otras especies como podrian
ser los aminoacidos. El pico de oxidacion de retorno se puede atribuir a la desintercalacion
del Na" antes intercalado [30]. Existe una importante asimetria entre las partes catodica y
anddica de las curvas, lo que es debido a una irreversibilidad inherente al sistema
producido por la reorganizacion interna de la estructura del polimero. Se puede aplicar por
tanto a estas capas lo dicho en el apartado 3.2.9. La capacidad de carga a 20 mV/s durante
1.5V de las capas dopadas con biomoléculas esta entre 4 y 7 mC/cm?, un poco menor a la
de las capas dopadas con surfactante, pero aiin adecuadas para servir como materiales para
electroestimulacion, ya que materiales como el Pt estan en el orden de 100 uC/cm?, y aqui
ya se consigue un salto en el orden de magnitud. Una vez més la medida a potencial
estatico a -0.8V durante 600s dio valores mayores, en torno a 15-20 me/cm’, tal y como
pasaba en los materiales dopados con surfactantes. Ello vuelve a confirmar las buenas

condiciones de estas capas para estimulacion en DC o pulsos largos.
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Figura 4.10 Voltametrias de reduccién comparativas de bicapas de PEDOT/PPy de OCP a -1.5V
vs Pt a 20mV/s indicadas con su color correspondiente: A)dopada con glutamina 0.1M pH 7.4y
monocapa de PPy dopada con DBS, B)dopada con glutamina 0.1M y dopada con PLL 0.8 ug/ml,
ambas a pH 7.4, C)dopada con glutamina 0.1M y con glicina 0.1M, ambas a pH 7.4, D)dopada
con lisina y con glutamina, ambas a 0.1M y pH 7.4, E) dopada con glutamina a pH 7.4, una a
0.1My otra a 0.01M, F) dopada con lisina 0.1M, una a pH 7.4 y otra a pH 12.

4.8 Cultivos neuronales

Como se ha ido comentando a lo largo del capitulo, alguna de las muestras dopadas con
aminoacidos dieron resultados muy satisfactorios a nivel de adhesion, supervivencia y
crecimiento celular, contrariamente a lo sucedido con las muestras dopadas con

surfactante.
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Las capas fueron ensayadas como sustrato para la adhesion y crecimiento de neuronas en
cultivos In Vitro de 4 dias (4 DIV) con un sembrado de 25000 células/cm®. Las células
fueron obtenidas del cortex cerebral de embriones de raton NMRI. Este ensayo fue
realizado como una evaluacion primaria de la conveniencia del uso de estos materiales

como electrodos en protesis implantables en el cerebro.
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Figura 4.11 Microfotografias representativas y supervivencia celular de neuronas de cortex
cerebral sembradas a 25000 células/cm? y cultivadas durante 4 dias sobre un control de vidrio
borosilicato-H (A y B) y una bicapa PEDOT/PPy-lisina 0.01M a pH 12 (C y D). Ay C, tincion
inmunocitoquimica Tau; B y D, tincion Hoechst del nlcleo correspondiente a las células de Ay C,
respectivamente. Barra de escala = 50 pm.
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Figura 4.12 Estadistica de supervivencia celular en cultivos de alta densidad (25000 células/cm?)
después de 4 dias in Vitro (DIV) de bicapas de PEDOT/PPy sintetizadas con aminoacidos, todas
ellas a pH 7.4 excepto la especificada a pH 12: 2PLL indica las capas con el doble de
concentracion de PLL adherida a su superficie. * muestra los resultados de todas las capas
dopadas con surfactantes, todas las monocapas de PEDOT dopadas con biomoléculas y las
siguientes bicapas: PEDOT/PPy-glicina 0.1M, PEDOT/PPy-acido glutamico 0.1M, PEDOT/PPy-
glutamato sédico 0.1M y PEDOT/PPy-PLL 0.8 pg/ml.

Fueron las bicapas dopadas con dos tipos de aminoacidos, lisina y glutamina, las que
dieron mejores resultados. En el resto de bicapas y en todas las monocapas, aunque la PLL
se adheria bien y en el primer dia de cultivo (1 DIV) las cé€lulas se adherian y crecian bien,
al dia siguiente estas empezaban a retraerse y agruparse, y como resultado el dia 3 de
cultivo (3 DIV) las células se despegaban y morian. Por tanto a 4 dias (4 DIV) los
resultados no fueron satisfactorios.

Sin embargo las bicapas PEDOT/PPy dopadas con lisina y glutamina dieron resultados
estadisticamente muy similares a los del control de vidrio borosilicato-H (Figura 4.12). A 4
DIV, la supervivencia celular era muy buena, con largos axones y buen aspecto del ntcleo
(Figura 4.11). Los estudios inmunocitoquimicos junto con la tinciéon nuclear Hoechst
mostraron que a 4 DIV los cultivos contenian casi exclusivamente neuronas, y otras células
solo representaban menos del 0.1% del total. Se probaron bicapas dopadas con glutamina a
dos diferentes concentraciones: 0.1M y 0.01M, ambas a pH 7.4, y también se probaron
capas dopadas con lisina 0.01M a dos pH diferentes: 7.4 y 12, todo ello con el fin de

estudiar el efecto que el cambio de estos dos pardmetros podian tener en los resultados de
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los cultivos celulares. Aunque las diferencias no fueron grandes entre estos cuatro tipos de
muestras, se observo un ligero mejor funcionamiento de las dopadas con glutamina 0.1M a
pH 7.4 y de las dopadas con lisina 0.01M a pH 12. Los resultados obtenidos indican que la
presencia de glutamina y lisina es beneficiosa para las células, por lo tanto al incrementar
el pH en el caso de la lisina se incrementan las cargas negativas y aumenta la incorporacion
del amindcido como ya se apunt6 en el apartado 4.3, con el consiguiente beneficio celular.
En el caso de la glutamina, el incremento de la concentracion también podria producir este
efecto. Ademas, en el apartado 4.5 se vio una mayor hidrofilicidad de estas muestras, lo
que puede favorecer la adhesion de la PLL y por tanto también la adhesion celular. Los
cultivos se realizaron con muestras de hasta 60 dias de antigiiedad, con lo cual se

comprobo la estabilidad de estas capas para el buen funcionamiento en cultivos.

4.8.1 Efecto de la PLL adsorbida

La polilisina (PLL) es un polipéptido sintético que como se ha ido apuntando a lo largo de
esta tesis, juega un papel muy importante en los cultivos celulares como fase adhesiva [31].
Los recubrimientos de PLL promueven la adhesion y el crecimiento celular en varios
materiales mediante la mejora de las interacciones electrostaticas entre las membranas
celulares y la superficie del sustrato [32,33]. El principio detras de este método es que las
moléculas de PLL se pueden adsorber fuertemente a la superficie solida mediante
interacciones electrostaticas y/o hidrofébicas, cambiando la carga superficial de la muestra
debido a las zonas catidnicas y mejorando la interaccion electrostatica con la membrana
celular cargada negativamente. Este cambio en la carga superficial después de la adsorcion
de la PLL puede ser demostrado por medidas de angulo de contacto como se vio en el
apartado 4.5, haciendo este valor menor, mas hidrofilico por tanto, lo que se debe a mas
carga catidnica en la superficie por la presencia de la PLL. Con el objetivo de aumentar la
biocompatibilidad de las muestras se hizo un breve estudio de la adhesion de la PLL sobre
la capa. Para ello los resultados obtenidos se compararon con los un material de conocida
reproducibilidad como el 6xido de iridio (IrOy) [34]. Se observo como partiendo de una
solucion de la misma concentracion de PLL (4 pg/cm?) sobre la fase polimérica se adheria
un 65% de PLL mas sobre el [rOx. Considerando los buenos resultados en supervivencia y
desarrollo celular de este material, se considerd la cantidad de PLL adsorbida como un
factor importante y se probo a incrementar la concentracion de PLL adsorbida sobre las
fases poliméricas. La microscopia confocal fluorescente junto con una PLL con
fluorescente de isotiocianato (FITC-PLL, Sigma-aldrich) demostré que si era posible

incrementar la concentracion de PLL sobre la superficie. De hecho al hacer el estudio con
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una FITC-PLL con una concentracion siete veces mayor (28 pg/cm?) se conseguia una
adhesion diez veces superior.

Por todo ello se hizo un cultivo de dos de las bicapas (lisina 0.01M a pH 7.4 y glutamina
0.IM pH 7.4) doblando la concentracion de PLL, estudiando su efecto. Ello provoco una
mejora de los resultados en el caso de la muestra dopada con lisina, pero el efecto contrario
en el caso de la muestra dopada con glutamina (Figura 4.12). La diferencia de todas formas
no es muy destacable, por lo que se cree que en el caso de estas muestras el incremento de
la concentracion de PLL en la superficie no es representativo de los factores esenciales que
permiten el desarrollo y crecimiento/supervivencia neuronal.

Resultados alternativos en semicolaboracion con el Hospital Nacional de Parapléjicos de
Toledo (HNP) muestran que la simple adhesion de PLL extra mediante aplicacion de
campos eléctricos tampoco permite mejoras en cultivos de neuronas corticales, aunque si

para otras células en presencia de factores de crecimiento neuronal (NGF) [2].

4.9 Conclusiones

- Se utilizaron biomoléculas como contraion para la sintesis de polimeros conductores (PPy
y PEDOT) con el objetivo de mejorar la biocompatibilidad y la supervivencia y
crecimiento celular con resultados satisfactorios. Se confirmé la mejora que comporta usar
una bicapa respecto a una monocapa [6].

- La sintesis resulté de menor eficiencia que la de las capas dopadas con surfactantes. Se
observd como la sintesis a pH 12 fue diferente a las demds y con menor eficiencia,
confirmando el efecto negativo de los pH alcalinos en la sintesis de polimero conductores
[19]. Esto provocod que esa muestra tuviera resultados diferentes a nivel morfolégico,
electroquimico, etc.

- La sintesis por encima del punto isoeléctrico de los aminoacidos aumenta su carga
negativa y facilita el dopaje de las capas.

- Las muestras son mas rugosas que las dopadas con surfactantes. Se observo el aumento
que la PLL provoca en la afinidad de las capas con los fluidos, y también se observé una
buena adherencia de PLL a las capas. Ademas se confirmo la electroactividad de todas las
capas.

- El aumento de la concentracion de PLL adherida a la capa no tuvo efectos significativos
en los resultados de los cultivos celulares de neuronas corticales, aunque parece haberlos
producido con otro tipo de células segin la colaboracién con el HNP [2] si ademas se

afiadian factores de crecimiento neural (tema fuera de los objetivos de esta tesis).
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- Las capacidades de carga de estas capas estan entre 4 y 7 mC/cm?, menores a las de las
capas dopadas con surfactantes, pero aun adecuadas para su aplicaciéon en
electroestimulacion.

- Los resultados de los cultivos celulares fueron muy satisfactorios con el uso de dos
aminoacidos como dopantes: la glutamina y la lisina, y entre ellas la mejor fue una bicapa
de PEDOT/PPy dopada con lisina 0.01M a pH 12, la de mayor concentracion de dopante,
con lo cual parece que una mayor concentracion de la biomolécula dopante en la capa sea
beneficioso para el comportamiento celular. Esto dara origen a nuevos trabajos en el marco

de un proyecto recién iniciado.
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Capitulo 5

Hibridos de polimeros
conductores

En este capitulo se resumen los resultados obtenidos en la sintesis y caracterizacion de
hibridos de los polimeros conductores polipirrol y PEDOT, dopados con compuestos
inorganicos, formando un compuesto polimero-molécula inorganica que pueda aunar lo
mejor de las propiedades de sus componentes, en un intento de mejorar las caracteristicas
de los polimeros en medios bioldgicos. Primero de todo se hace una breve introduccion. Se
enumera también a lo largo del capitulo su sintesis con perclorato y con &cido
silicomolibdico, pero la mayor parte estd dedicada a la descripcion de polimeros
sintetizados con tres compuestos de iridio: IrCls, K3lr(NO2)s y IrO,. Asi pues se divide es
el estudio en tres tipos de materiales principales: polimero-IrCl; y polimero-Kslr(NO,)s en
forma de capa fina sintetizados electroquimicamente, de los cuales se realiza una breve
introduccién y se describe la sintesis, para continuar con su andlisis estructural,
microestructutural y electroquimico, y después se detallan los cultivos neuronales
realizados con estas capas. A continuacion se detalla la sintesis quimica de polvos de
polipirrol con IrCls y Kslr(NO2)s Y se realiza su analisis estructural. Por ultimo se describe
la obtencion hidrotermal de polvos compuestos de polipirrol y PEDOT con IrO,, se realiza
su caracterizacion morfologica, su analisis estructural y su caracterizacion electroquimica,
para acabar con un estudio MTT sobre su citotoxicidad y las conclusiones del capitulo.
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5.1 Compuestos polimero-molécula inorganica

El estudio de materiales hibridos organico-inorganico es un campo prolifico y que ha dado
muchos frutos en los Gltimos afios. En particular, en el caso de los hanocompuestos que
nos ocupan, hablamos de materiales compuestos por dos 0 mas objetos nanométricos con
unas propiedades fisicas Unicas que superan la simple suma de las propiedades de los
componentes [1]. Las propiedades finales del material compuesto pueden ser controladas
mediante los procedimientos de sintesis y propiedades de los materiales implicados en el
producto final [2]. Las aplicaciones de este tipo de materiales son muy amplias, por
ejemplo los compuestos hibridos de polimeros conductores y nanoparticulas inorganicas
(e.g., Pt, Pd, Zr(HPOg4)2, M00O3, Mo3Ses, y-Fe,03 y IrO,) presentan aplicaciones en campos
como la electrocatalisis [3-4], dispositivos de almacenamiento energético como
supercondensadores electroquimicos [5], sensores [6], catodos de baterias [7],
microelectronica [8], materiales magnéticos [9] y dispositivos electroquimicos [10].

Las aplicaciones biomédicas estudiadas en esta tesis también se pueden beneficiar del uso
de materiales hibridos organico-inorganico, en vista de lo observado en capitulos
anteriores. Un ejemplo claro es la interaccion establecida entre el polipirrol y los nanotubos
de carbono como materiales compuestos, con los cuales ya se han obtenido buenos
resultados siendo usados como electrodos para interfaces neuronales en sondas neuronales
implantables [11]. Uno de los metales cuyos compuestos dan mejores resultados en
aplicaciones neuronales es el Ir, en concreto su 0xido se ha utilizado con éxito como
soporte para adhesion y crecimiento de células neuronales [12,13] y como recubrimiento
en electrodos de electroestimulacion médica [14]. Por otro lado, en cuanto a materiales
orgénicos dos de los que tienen una mas alta biocompatibilidad y que mejor han
funcionado en estas aplicaciones son los polimeros conductores tratados en esta tesis:
polipirrol y PEDOT [15,16], de los cuales el mejor comportamiento lo hemos enconado
nosotros mismos con aminoacidos. Por consiguiente, se pensé en un nanomaterial
organico-inorganico compuesto por los elementos mencionados como un material con
propiedades prometedoras en el area de las aplicaciones biomédicas, y en concreto en el
sistema nervioso y en los cultivos neuronales. Los compuestos de iridio son
mecanicamente demasiado rigidos por si solos, por lo que su uso junto a polimeros
conductores dara al sistema final mas flexibilidad, lo cual es necesario para el uso de estos
materiales como dispositivo de reparacion en seres vivos, pues ambos tipos de materiales
se complementan y forman un material final con propiedades mejoradas.

También otras areas de investigacion se podrian beneficiar de la mezcla del polipirrol o
PEDOT con por ejemplo el 1IrO,, ya que los tres materiales tienen posibles aplicaciones en
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dispositivos energéticos (e.g., energia fotovoltaica, supercondensadores), dispositivos
electrocromicos y sensores [17-29].

En este capitulo se estudio la sintesis de materiales compuestos de polipirrol o PEDOT y
oxido de iridio (IrO,), cloruro de iridio (IrCl3:xH,0O) y hexanitroiridato de potasio
(Kslr(NO2)s). En concreto en los dos ultimos casos se pudo sintetizar el hibrido
electroquimicamente dando capas de PEDOT y PPy dopadas con cloruro de iridio
hidratado y con hexanitroiridato de potasio. EI primero de ellos se eligié debido a su
contrastado papel en la sintesis de Oxidos de iridio mediante oxidacion [12], y con el
segundo se intentd evitar la contaminacion con CI°, que suele ser nociva biol6gicamente y
genera Cl; en oxidaciones electroquimicas.

Se hicieron por otra parte dos tipos de sintesis quimica: 1) a temperatura ambiente de
polipirrol y PEDOT mezclando los mondmeros de estos con IrCls-xH,0 y con Kzlr(NO>)s,
donde estos Ultimos actuaron como agente oxidante, dando como resultado a los varios
dias el polimero en forma de polvo, 2) hidrotermal de polipirrol o PEDOT con IrO,, siendo
este el agente oxidante, y dando como resultado también un producto en forma de polvo,
del cual se hizo un estudio de la citotoxicidad.

Ademés se sintetizaron electroquimicamente capas de polimero dopadas con otros
compuestos que no fueron de iridio como el 4acido silicomolibdico hidratado
H4[SiM01,040].XH,0 del grupo de los polioxometalatos y el perclorato de sodio (NaClO,),
ambos ampliamente usados en la sintesis de polipirrol y PEDOT [30-32], para observar las
diferencias entre estos y los de iridio a nivel de cultivos celulares.

5.2 Obtencidn electroquimica de capas de polimero-IrCl; y polimero-
K3|F(NOz)6

La sintesis de las capas se realiz6 con la misma celda y electrodos que en el apartado
anterior tal y como se explica en el apartado 2.1.1. La disolucion usada contenia siempre
8mM para el IrCl3-xH,0O (Aldrich), 3mM para el Kslr(NO3)s (Aldrich, 99.9%), 0.01M para
el EDOT y 0.1M para el pirrol. Las capas de polipirrol se doparon con los dos compuestos
de iridio a un potencial constante de 0.6V vs Pt hasta una carga de 900mC y las capas de
PEDOT dopadas con los mismos compuestos a un potencial de 1V vs Pt hasta la misma
carga. Siempre se utiliz6 agua destilada milliQ como disolvente. Asi pues las capas
sintetizadas fueron: PPy-IrCls, PPy-K3lr(NO2)s y PEDOT-IrCls, PEDOT- K3lr(NO2)s.

El iridio es un elemento que puede poseer valencia mixta, y que forma una gran variedad
de complejos, por ejemplo en agua se puede encontrar formando varios hidréxidos Ir(OH)y
o0 oxohidroxidos dependiendo del grado de hidrdlisis [12,33]. Ello hace muy complicado
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identificar cuales son exactamente las especies que se forman al disolver el IrCl; y el
Kslr(NO,)s en agua, pero muy probablemente formen aniones hidratados que sirvan como
contraion en la sintesis de los polimeros.

En la Figura 4.1 se pueden apreciar las curvas | vs t de sintesis de estas 4 capas a potencial
constante, todas ellas mantienen una corriente bastante parecida durante todo el proceso
con un valor de I relativamente constante. Hay que decir que al igual que sucedia con las
muestras dopadas con surfactantes no hubo dos sintesis con los mismos valores de
corriente, aunque si parecidos, por lo que la sintesis no tiene una alta reproducibilidad.
También en este caso se describen sobre la capa unos patrones de interferencia causados
por el campo eléctrico muy parecidos a las descritos en el apartado 3.1.1, que también
varian de forma en funcién del polimero y el contraion utilizado.
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Figura 5.1 Curvas | vs t de sintesis correspondientes a: A) PPy dopado con IrClz-xH,O 8mM, B)
PPy dopado con Kslr(NO)s 3 mM C) PEDOT dopado IrCl;-xH,O 8mM, D) PEDOT dopado con
Kglr(NOQ)e 3mM.

Para las muestras dopadas con compuestos de iridio no se considerd primordial realizar
experimentos de modulacion electroquimica debido al nulo efecto que estos tuvieron en
los cultivos celulares de las muestras dopadas con surfactantes.

Se realizaron también procesos de electrodeposicion de forma potenciodinamica de la
misma disolucién de pirrol e IrCl; para obtener también una capa de PPy-IrCl; y estudiar la
posible formacion de IrO, en la capa mediante un proceso dinamico [12,48]. En este caso
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el potencial se ciclo entre OCP y 1V vs Pt a 20 mV/s durante 20 ciclos. Su respuesta | vs t
durante la sintesis (Figura 5.2) describe cémo todos los ciclos son muy parecidos y la
corriente aumenta de forma lineal con el potencial.
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2.0 1
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Figura 5.2 Curva | vs E de sintesis de una capa de PPy 0.1M dopado con IrCl;:xH,O 8mM, de
OCP a 1V vs Pt, a 20mV/s. 20 ciclos.

Una vez obtenida, la capa se despegd del soporte y se analizé mediante un microscopio
electronico de transmision (TEM) y difraccion de electrones. Con ello se confirmé la
formacion de IrO, policristalino (Figura 5.3). En concreto, mediante el andlisis de los
planos de la estructura descrita en la Figura 5.3 A, se encontrd una estructura rutilo que se
correspondia con la celda tetragonal del grupo espacial de simetria P 42/m n m del IrO;,
con a = 4.5051, b = 4.5051, ¢ = 3.1586 y a = =y =90°. Ello demuestra la formacién de
un hibrido PPy-1rO..
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Figura 5.3 Imagenes obtenidas en el microscopio TEM: A) Detalle de particulas de IrO, dentro de
la capa de PPy-1rCl; y B) fotografia de difraccion de electrones del 1rO, de la imagen A.

5.2.1 Procesos de sintesis de las capas: Balanza electroquimica de cuarzo
(EQCM)

El estudio de la sintesis de las capas de polimero dopadas con compuestos de iridio reveld
un comportamiento muy dispar en funcion del tipo de polimero y el tipo de dopante. Se
hicieron las mismas consideraciones teoricas que en los apartados 3.1.5 y 4.3, con pesos
moleculares tedrico por unidad polimérica de las capas de PPy-IrCl; de 165.6 g/mol, 260.3
g/mol para las de PPy-Kslr(NOy)s, 240.7 g/mol para las de PEDOT-IrCl; y 335.4 g/mol
para las de PEDOT-K;3lr(NO,)s. Con este dato y la relacion entre frecuencia y masa que se
obtiene con la ecuacién de Sauerbrey (2.3) se pueden saber los moles de polimero
depositados sobre el cristal de cuarzo. A partir de la carga utilizada en esa sintesis podemos
saber la relacién moles de e/moles de unidad de PPy de cada una de las deposiciones, las
cuales deberian ser idealmente 2.33. En la medida que el dato se aleje de esta cifra se
tendra una idea de la eficiencia del proceso o de la identidad de los aniones dopantes si hay
una disparidad notable. La eficiencia se medird a través de un porcentaje: [2.33/dato
experimental] x 100 (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1 Resultados tedricos y experimentales del analisis de la sintesis de capas de PPy-IrCls,
PPy-Kslr(NO,)s, PEDOT-IrCl; y PEDOT-K3lr(NO,)s mediante EQCM.

PPy-IrCl; | PPy-Kslr(NO2)s PEDOT- PEDOT-
IrCI3 Kg“’(NOz)@

Mol e/Mol unidad de | 2.06+0.60 35.27+£2.22 4.73£0.33 | 7.37+0.73
polimero si PM teorico
Ratio Moles 1.13 0.06 0.49 0.32
tedricos/experimentales
(n)
Eficiencia Proceso 113% 6% 49% 32%

La variabilidad de los datos expuestos en la Tabla 5.1 los convierte en valores ilogicos, por
lo que se hace evidente que no son exactamente esos los aniones intercalados, salvo en el
caso del PPy-IrCl; que se acerca al 100%.

En base a la idea tedrica de la deposicion, en la sintesis de la capa de PPy-IrCl; se obtiene
un namero menor a 2.33, lo que evidencia que la especie insertada puede proceder de la
hidrélisis parcial del cloruro. Por otro lado, la cantidad de agua incorporada puede ser muy
alta. Un aspecto a tener en cuenta en la sintesis de las capas dopadas con IrCls es su menor
pH debido a la hidrolisis, que facilita la formacion del polimero [50].
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Figura 5.4 Curvas de la evolucion de la frecuencia registrada por la EQCM (proporcional a la
masa depositada) con respecto a la carga de sintesis correspondientes a: A) sintesis de PPy
dopado con IrClz-xH,O 8mM, B) PPy dopado con Kzlr(NO,)s 3 mM.

En la Figura 5.4 se hace una comparativa entre dos procesos muy dispares y se observa
como uno de ellos (PPy-K3lr(NO2)s) necesita casi 10 veces mas carga para depositar una
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cantidad de masa parecida. La poca eficiencia de los polimeros dopados con
hexanitroiridato ya da una idea de su alto grado de impurezas confirmado en el apartado

siguiente.

5.2.2 Analisis de superficie (XPS)

El andlisis de composicidn superficial de las capas mediante XPS revel6 la presencia de los
elementos habituales de los polimeros conductores como el C, O, N y S. Sin embargo, en
estas capas también se encontraron elementos correspondientes a los contraiones utilizados
como el Iry el Cl (Figura 5.5).

PEDOT-IrCl;

PEDOT-hexanitroiridato
Py-IrCl3

Py-hexanitroiridato M

Intensidad XPS (counts)

1200 1000 800 600 400 200 0
Energia(eV)

Figura 5.5 Espectro XPS general de capas de PPy-1rCl; y PPy-K3lr(NO,)s depositadas a 0.6 V vs
Pty PEDOT-IrClz y PEDOT- Kzlr(NO,)s depositadas a 1 V vs Pt.

Los resultados de la cuantificacion atdbmica de los espectros XPS mostrados en porcentajes
molares de los elementos (Tabla 5.2) muestra que para las capas dopadas con IrCls
efectivamente se encuentran 3 atomos de cloro por cada uno de iridio, confirmando la
existencia de un tricloruro de aniénico o un IrO,Cls™2. El analisis de las muestras en las
que se trabaj6 con Kslr(NO,)s se encontraba siempre una impureza de cloro que finalmente
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se confirmd que procedia del compuesto de iridio comercial mediante un analisis
fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (EDX) realizado en el microscopio
electronico de barrido (SEM) estudiando producto comercial. Por ello se trabajé con esta
sustancia teniendo en cuenta la posibilidad de un alto grado de impurezas. Por otro lado
también se encuentra S en la muestra de PPy-hexanitroiridato. Ello se volvio a confirmar
utilizando el contenido de N 0 S (en PPy 0 PEDOT respectivamente) expresado en la Tabla
5.1. El célculo del contenido de carbono que tedricamente debian tener las muestras,
derivado de multiplicar el N o S por 4 (PPy) o 6 (PEDOT) carbonos que tienen los
monomeros tuvo en cuenta ese factor. La diferencia de este dato con la cantidad total de
carbono obtenida con el analisis XPS da una idea del exceso de carbono de cada muestra,
que en gran parte es debido a las impurezas. Este valor es de alrededor del 30% para las
capas dopadas con hexanitroiridato y del 20% en las capas dopadas con IrCls. Se puede
utilizar el mismo procedimiento para hallar el exceso de oxigeno en las capas, que también
puede ser debido a impurezas provenientes del hexanitroiridato o de la contaminacion
atmosférica, pero que en su mayor parte provendran del agua como explicaremos mas
adelante en este apartado. Asi pues en las muestras de PPy-hexanitroiridato hay un 6.2%
correspondiente exceso de oxigeno, en las de PEDOT-IrCl; un 3% y en las de PEDOT-
hexanitroiridato un 5.1%. En el caso del PPy-IrCl; el 9.7% de oxigeno encontrado es
debido a impurezas o0 agua, ya que ninguno de los compuestos implicados contiene O.
Todos estos datos apuntan a unas muestras con alto contenido en agua. Y se puede decir
que el uso de hexanitroiridato introduce variables poco controlables.

En estas capas se puede calcular el grado de dopaje a partir de la relacion Ir/N o Ir/S segun

sea PPy o PEDOT (Tabla 5.2). Asi pues la capa de PPy-IrCl; tiene un grado de dopaje de
0.29, que esta dentro del rango tedrico de dopaje explicado en el apartado 3.1, sin embargo
la capa de PEDOT dopada con IrCl; tiene un dopaje de 0.95, lo cual implicaria una
presencia muy alta de dopante en la superficie. Las capas dopadas con hexanitroiridato
presentan un grado de dopaje en torno al 0.1, lo que hace pensar en una baja cantidad de
dopante en la superficie 0 en el alto grado de impurezas de este compuesto antes
comentado, y ya evidencian que este complejo no resultara adecuado ya que introduce
variables poco controlables.

Al igual que en los capitulos anteriores se realizo la deconvolucion de los espectros C 1s 'y
O 1s de todas las muestras que se pueden observar en las Figuras 5.6 y 5.7, ademas de los
de N 1sy S 2p para PPy y PEDOT respectivamente.



128 Hibridos de polimeros conductores

Tabla 5.2 Cuantificacién molar expresada en porcentajes de los picos del espectro general de XPS
de capas de PPy-IrCl; y PPy-K3lr(NO,)s depositadas a 0.6 V vs Pt y PEDOT-IrCl; y PEDOT-
Kslr(NO,)s depositadas a 1 V vs Pt.

Muestra Cls | Ols [ N1s | S2p |Cl2p| Ir4f | Ir/N | Ir/S
PPy-IrCl; 64.3 9.7 11.7 - 10.8 3.4 0.29 -
PPy-K3Ir(NO,)s 702 | 146 | 136 | 0.9 - 07 | 005 | -
PEDOT-IrCls 57.5 15.2 - 6.1 | 154 5.8 - 0.95
PEDOT-K3Ir(NO2)s 73.2 18.5 - 6.7 0.9 0.7 - 0.10

Las cuantificaciones en porcentajes molares de cada uno de los componentes del espectro
C 1s de las capas se pueden observar en la Tabla 5.3, cuyos resultados apuntan a una
cantidad mucho mayor de carbono alifatico (hidrofébico) que el observado en otros casos.
A su vez esto se verd refrendado en los resultados de dngulo de contacto. EI componente
C2 del espectro C 1s corresponde en el caso del PPy casi integramente al enlace C-N del
pirrol ya que el porcentaje de este componente en el contenido total de la muestra
(contenido total de C x porcentaje C2) es muy cercano al contenido total de nitrégeno
(7.7% de C2 en el total de la muestra por 11.7% de contenido total de nitrogeno para la
muestra de PPy-IrCl; y 12.3% de C2 por 13.6% de nitrogeno para la muestra de PPy-
K3lr(NO2)g). Sin embargo la contribucion de C2 en el caso del PEDOT se debe tanto al
enlace C-S como al tipico enlace C-O-C de este polimero. EI componente C3 solo se
observa para la capa de PPy-IrCl; y la de PEDOT- KsIr(NO2)s, y se debe a una ligera
sobreoxidacion del polimero y a la contaminacion.
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Figura 5.6 Deconvolucidon de los espectros XPS del C 1s de las capas de: A) PPy-IrCl; depositada
a 0.6V vs Pt, B) PPy-K;Ir(NO,)s depositada a 0.6V vs Pt, C) PEDOT-IrCl; depositada a 1 V vs Pt,
D) PEDOT- K3lr(NO,)s depositada a 1 V vs Pt.

Tabla 5.3 Resultado de la deconvolucién y asignacién de picos de la sefial C 1s para capas de
PPy-IrCl; y PPy-Kslr(NO,)s depositadas a 0.6 V vs Pt y PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)s

depositadas a 1 V vs Pt.

C1: C-C/C-H C2: C-N/C-S/C-0-C C3: C=0/C-0
Posicion | Molar | Posicion Molar Posicion | Molar
(eV) % (eV) % (eV) %
PPy-IrCl; 284.7 84.4 286.5 11.4 288.0 4.2
PPy- K3lr(NO,)s 284.7 82.5 287.1 17.5 - -
PEDOT- IrCl3 284.8 51.7 286.2 48.3 - -
PEDOT- K;3lr(NOy)s 284.8 43.2 286.2 49.9 288.3 6.9

La cuantificacién de la deconvolucién del pico O 1s da como resultado los datos expuestos
en la Tabla 5.4. Como se comento anteriormente, el oxigeno encontrado en la capa de PPy-



130 Hibridos de polimeros conductores

IrCl; es debido al agua necesariamente o a la hidrolisis parcial del Ir, pero se puede ver que
la componente O1 es importante y esto es debido a la ligera sobreoxidacion de la capa. En
la capa de PPy dopada con hexanitroiridato la mayor parte del oxigeno es debido al
oxigeno de red, es decir, a los enlaces N-O del NO,™ dopante, el resto es debido al agua.

O 1s

PEDOT-K,Ir(NO,);

02

o1

PEDOT-IrCly

PPy-K;Ir(NO,)g B

Intensidad XPS (counts)

PPy-IrCl, A

536 534 532 530 528
Energia (eV)

Figura 5.7 Deconvolucion de los espectros XPS del O 1s de las capas de: A) PPy-1rCl; depositada
a 0.6V vs Pt, B) PPy-K;Ir(NO,)s depositada a 0.6V vs Pt, C) PEDOT-IrCl; depositada a 1 V vs Pt,
D) PEDOT- K3lr(NO,)s depositada a 1 V vs Pt.

En la comparacién se observa la similitud de las dos capas de PEDOT de un lado y las dos
de PPy entre si. En el primer caso se observa una muy significativa cantidad de grupos
hidratados, que se confirma en el analisis de hidrofilicidad del apartado 5.2.4, donde estas
capas presentan una gran afinidad a los fluidos. Esto puede ser debido una hidrolisis del
iridio mucho mayor que en caso del otro contraion.
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Tabla 5.4 Resultado de la deconvolucién y asignacién de picos de la sefial O 1s para capas de
PPy-IrCl; y PPy-K3lr(NO,)s depositadas a 0.6 V vs Pt y PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)s
depositadas a 1 V vs Pt.

O1: Oxigeno de 02: Oxigeno

red/C=0 hidratado/C-O-C
Posicion Molar Posicion Molar

(eV) % (eV) %
PPy-IrCl; 531.5 46.5 532.8 53.5
PPy- K3lr(NO>)s 531.6 80.5 533.4 19.5
PEDOT- IrCl; 531.2 8.2 533.1 91.8
PEDOT- K3lr(NO,)s 531.5 20.0 533.1 80.0

También se realizo la deconvolucion del pico N 1s para las muestras de PPy, en el caso de
la dopada con IrCl; se encontr6 un 83.1% de un componente a 400.0 eV correspondiente al
nitrégeno neutral de la amina tipico del pirrol (N-H), el 16.9% restante pertenece al
nitrégeno de la amina positivamente cargado N, que cuenta con un hueco localizado en
esta escala de tiempo responsable de la conductividad. En el caso de la capa dopada con
hexanitroiridato se encuentra un 70.9% de nitrégeno neutro, un 11.7% de N* y un 17.4%
de un tercer componente de un nitrégeno con dos cargas positivas (N°*). Estas estructuras
cargadas son las responsables de la conductividad de los polipirroles como ya se apunt6 en
el capitulo 3. En los picos S 2p del PEDOT solo se encontrd la contribucion del azufre del
polimero [34-38].

5.2.3 Analisis de infrarrojos (ATR)

El espectro ATR mostrado en la Figura 5.8 confirma una vez mas el gran contenido en
agua de estas muestras, que se aprecia por la curvatura amplia y de gran sefial en el rango
de 4000-2000 cm™. Debido a la conductividad del polimero, representativa de la existencia
del polardn (apartado 1.4) [65], se hace dificil poder apreciar con nitidez los picos tipicos
de PEDOT y PPy que se encuentran en el rango 1750-750 cm™. Sin embargo, las dos
muestras de PEDOT tienen los mismos picos y lo mismo pasa entre las de PPy, lo que
indica iguales estados de oxidacién. En el caso de este Gltimo la banda a 800 cm™
corresponde a la vibracion fuera del plano del enlace C-H. La banda en 1030 cm™ muestra
la sefial de la vibracion en el plano del enlace =C-H. Otra banda de absorcién en 1280 cm™
corresponde a la vibracion de deformacion de los enlaces C-H y N-H. La banda de
absorcion de la vibracion de estiramiento del enlace C-N caracteristico del pirrol se
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encuentra en 1450 cm™ y en 1150 cm™. Finalmente, la banda en 1520 cm™ corresponde a
la vibracion de estiramiento de C-C y C=C [39-40].

Para el PEDOT se encuentran igualmente varios de sus picos caracteristicos como la banda
en 880 cm™, que corresponde al modo de vibracién del enlace C-S en el anillo de tiofeno,
la banda en 950 cm™ debida a la deformacién del anillo del etilendioxi, las bandas en 1000
y 1150 cm™ debidas a los modos de estiramiento también del grupo etilendioxi y
finalmente las bandas en 1270 y 1500 cm™, que son atribuidas a la vibracién de
estiramiento de los enlaces C=C, C-C y C-S del anillo de tiofeno [41-42]. El pico a 2350
cm™ se debe a la absorcién de CO, e indica contaminacién atmosférica [43].
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Figura 5.8 Espectros de ATR de la capas de PPy-1rCl; y PPy-Kslr(NO,)s depositadas a 0.6 V vs Pt
y PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)s depositadas a 1 V vs Pt.

5.2.4 Analisis Microestructural

5.2.4.1 AFM

Las imagenes de AFM mostradas en la Figura 5.9 revelan una microestructura globular
para todas las capas analizadas, comun a todas las capas polimericas preparadas, como se
muestra en capitulos anteriores.
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Figura 5.9 Figuras de AFM de las capas especificadas. Cada imagen presenta su propia escala de
color adecuada al tamario.

El analisis de las imagenes de la Figura 5.9 correlacionada con la Tabla 5.5 muestra
rugosidades bastante dispares, siendo las de PPy- Kslr(NO)s y la de PEDOT-IrCls las
capas menos rugosas y con menor tamafio de grano. Al igual que sucedia en los capitulos
anteriores no se encontro una relacion clara entre rugosidad y la supervivencia celular.

5.2.4.2 Angulo de contacto

Los datos de hidrofilicidad revelan, junto al gran espesor de las capas el alto contenido en
agua de las de PEDOT. La capa de PPy- Kslr(NO,)s es la méas hidrofébica y por tanto la
que menos agua contiene, como demuestra la deconvolucion del pico O 1s de esta capa. Al
igual que en los capitulos 3 y 4 los datos de afinidad de las muestras con el medio de
cultivo era mayor que con el agua, y la adhesién de PLL en la superficie también hacia
aumentar la afinidad de la capa con los fluidos como era de esperar. Un dato a tener en
cuenta es que ha sido la muestra de PPy- Kslr(NO,)s la de mejores resultados a nivel de
cultivos celulares, mientras que en el caso de las muestras dopadas con aminoacidos hubo
muestras con menor hidrofilicidad y mayor rugosidad que funcionaron mucho mejor en
términos de supervivencia celular. Por ello, aunque la topografia y la afinidad con los
fluidos pueden ser factores que tengan una cierta influencia en los cultivos celulares no
parecen ser tan determinantes como el tipo de dopante utilizado en la sintesis.



134 Hibridos de polimeros conductores

Tabla 5.5 Datos microestructurales extraidos del anélisis AFM de las capas: Rugosidad, Distancia
pico valle y tamafio de grano. Datos de grosor obtenidos mediante imagenes de SEM. La columna
de &ngulo de contacto describe la hidrofilicidad de la capa medida mediante un goniémetro.

Muestra Grosor | Rugosidad | Distancia | Tamafio | Angulo | Angulo
decapa | RMS (nm) | pico-valle | de de de
(nm) (nm) grano contacto | contacto
(nm) H,0O medio
(deg) (deg)
PPy-IrCl; 650 20.9 168.9 43+12 | 65.1+0.3 | 52.9+0.3
PPy- 360 6.0 59.8 31+11 | 80.2+1.6 | 79.6+3.9
Kslr(NO>)s
PEDOT- IrCl; 750 12.5 79.3 269 | 39.1+0.4 | 34.2+0.6
PEDOT- 800 25.3 222.4 55+11 | 39.3£1.4 | 36.3+0.9
K3|r(N02)6

5.2.5 Propiedades electroquimicas

Se hicieron para estas capas los mismos estudios electroquimicos que en el resto de capas
estudiadas en otros capitulos, en dos electrolitos diferentes: tampon fosfato sodico a pH 7.4
y medio de cultivo celular y hasta un potencial de reduccion de -1.5V vs Pt. El uso del
medio de cultivo como electrolito no aportd ninguna informacion relevante al estudio
Como dato més destacable se observo que cuando el medio de cultivo es el electrolito los
picos se hacen mas anchos y se desplazan a potenciales mas negativos, lo cual es debido a
la mayor resistividad de este en comparacion con el tampén fosfato o a la pasivacion
parcial de la superficie en su presencia.

En la Figura 5.10 se puede apreciar como las curvas de reduccion de estas capas presentan
una forma mas irregular que el resto de las capas estudiadas, con la presencia de un
nimero mayor de picos, lo cual es debido a la capacidad de los compuestos dopantes de
iridio de formar compuestos complejos y a su capacidad para tener valencia mixta, que
inducen sefales electroquimicas adicionales. En cualquier caso, el principal pico de
reduccion sigue siendo debido a la incorporacion de Na en la capa [44], y el pico de
oxidacion también es debido a la salida de la capa del mismo cation. La irreversibilidad
inherente al sistema debida a la reorganizacion interna del polimero provoca la diferencia
entre las partes de oxidacion y reduccion de las curvas, por lo que aqui también se puede
aplicar lo dicho en el apartado 3.2.9. El hecho de que las capas contengan compuestos de
iridio aumenta la capacidad de carga con respecto a las capas de capitulos anteriores. La
cifra a 20 mV/s durante 1.5V es de 10 mC/cm? para el PPy-IrCls, 9 mC/cm? para el PPy-
Kslr(NO,)es, y mayor como sucedia con las capas dopadas con surfactantes para el PEDOT
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con 14 mC/cm? para el PEDOT-IrCl; y 16 mC/cm? para el PEDOT-K3lr(NO,)s, haciendo
de ellas capas con muy buena capacidad de carga, mayor que en el caso de los polimeros
dopados con surfactantes y con aminoacidos, tanto para el PPy como para el PEDOT, lo
gue confirma que el uso de compuestos de iridio como contraiones aumenta la capacidad
de carga. Los valores fueron mayores en condiciones de potencial estatico durante la
medida, a -0.8V vs Pt durante 600s, tal y como pasaba en los anteriores capitulos: 80
mC/cm? para el PPy-IrCls, 70 mC/cm? para el PPy-Kslr(NO,)s, 110 mClecm? para el
PEDOT-IrCls y 115 mC/cm? para el PEDOT-K3lr(NO-)s.
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Figura 5.10 Gréaficas comparativas de voltametrias de reduccion a 20 mV/s de A) PPy-IrCl;
depositada a 0.6V vs Pty PPy-K3lr(NO,)s depositada a 0.6V vs Pt, B) PEDOT-IrCl; depositada a 1
V vs Pty PEDOT- K3lr(NO,)s depositada a 1 V vs Pt.

5.2.6 Cultivos celulares

Las capas descritas de PPy y PEDOT dopadas con IrClz y Kslr(NO,)s fueron ensayadas
como sustrato para la adhesion y crecimiento de neuronas en cultivos in Vitro de 4 dias (4
DIV) con un sembrado de 25000 células/cm?. Las células fueron obtenidas del cértex
cerebral de un ratén embridnico. Este ensayo fue realizado como una evaluacion primaria
de la conveniencia del uso de estos materiales como electrodos en prétesis implantables en
el cerebro. Los resultados obtenidos no fueron del todo satisfactorios, En tres de las capas,
aunque la PLL se adheria bieny en el primer dia de cultivo (1 DIV) las células se adherian
y crecian bien, al dia siguiente estas empezaban a retraerse y agruparse, y como resultado
el dia 3 de cultivo (3 DIV) las células se despegaban y morian. Por tanto a 4 dias (4 DIV)
los resultados no fueron satisfactorios. Sin embargo en la muestra de PPy-Kslr(NOy)s,
aunque la evolucion fue muy parecida, a 4DIV aun quedaba viva una cantidad razonable
de células como se puede observar en la Figura 5.11. No obstante se observaba un
crecimiento y supervivencia muy variables en funcién de la zona de la capa estudiada, lo
gue demuestra una baja homogeneidad como se comento en el apartado 5.2. Los resultados
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no fueron comparables a los de las muestras dopadas con aminoacidos, que mostraban
mucha mayor homogeneidad y unos resultados mucho mejores.
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Figura 5.11 Estadistica de supervivencia celular en cultivos de alta densidad (25000 células/cm?)
después de 4 dias In Vitro (DIV) de una capa de PPy-K;lr(NO,)e sintetizada a 0.6V vs Pt y las
capas englobadas en *: PPy-1rCl; sintetizada a 0.6V vs Pt, PEDOT-IrCl; y PEDOT- K3lr(NO,)s,
ambas sintetizadas a 1V vs Pt.

5.3 Obtencion quimica de polvo de PPy-IrCl; y PPy-K3lr(NO,)s

Debido a los posibles resultados de los hibridos descritos anteriormente, se ensayaron rutas
quimicas partiendo de los reactivos ya ensayados y de otros. Se prepard una disolucion con
exactamente las mismas condiciones y concentraciones que las usadas para la
electrosintesis de las capas de PPy-IrCl; y de PPy-Kslr(NO,)es, es decir, 8mM para el
IrCl3-xH,0, 3mM para el K3lr(NOy)s, ¥ 0.1M para el pirrol. Y se dejo6 reposar la disolucién
a temperatura ambiente. A los 7 dias, en la disolucion de pirrol y IrCls, que tenia una
tonalidad amarillenta, se habia formado una suspension de un material negro (Figura 5.12),
que posteriormente se filtrd al vacio con un filtro Millipore de poros de 0.8um de diametro,
el material negro filtrado se dejo secar al aire. El producto final fue un polvo negro que
resultdé contener polipirrol. Se siguié exactamente el mismo procedimiento con la
disolucion de pirrol y Kslr(NO2)s, que dio también un resultado final de un polvo de
polipirrol, aunque el color inicial de la disolucién no era amarillento sino transparente. La
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disolucion inicial en este caso tenia una tonalidad mas blanca y la disolucidn final no tenia
precipitado como en el caso del PPy-IrCls, sino que era mas uniformemente negra.

Figura 5.12 Iméagenes de la disolucién inicial de pirrol-IrCls, y la misma disolucién 7 dias
después.

Una vez obtenido se procedié a su caracterizacion, y mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) (Figura 5.13), en las cuales se puede apreciar la diferente morfologia de los
dos tipos de polvo.
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Figura 5.13 Imégenes de SEM de polvo de: A) PPy-IrClz y B) PPy-Kslr(NO,)s .

El polvo de PPy-Kslr(NO,)s tiene una morfologia més aleatoria, sin una forma definida,
aunque la muestra es bastante uniforme en todas sus zonas. Sin embargo, el polvo de PPy-
IrCl; presenta una morfologia claramente esférica y bastante uniforme. La distribucion de
tamanos se muestra en la Figura 5.14. Se puede observar que la mayor parte de esferas
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tiene un tamafio de didmetro de 201 a 250 nandémetros. No existen esferas mayores de
didmetro mayor de 600 nm ni menor de 50nm, lo que implica una distribucion altamente
uniforme.
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Figura 5.14 Grafico de la distribucion de tamafos de las esferas de PPy-1rCl; correspondiente a
la Figura 5.13 A.

Aunque es dificil saber cuél es el mecanismo exacto de formacion de este polipirrol en
polvo, y no sabemos con exactitud tampoco el nimero de especies de iridio implicadas en
él debido a la facilidad de formacion de complejos por parte del iridio y de su hidrélisis, se
puede hacer una hipotesis del mismo a partir de las especies presentes y los procesos mas
comunes para ellas. Un suceso que es seguro es la oxidacion del pirrol a polipirrol, y que
este necesita un contraion o dopante de carga negativa para formarse (A’):

Pirrol + nA~ —244%_, polipirrol - nNA+ne” (5.1)

Al ser un proceso en medio acuoso se penso que el H,O y el O, jugarian un papel
importante en el mismo. La medida del pH durante el proceso nos puede dar idea del papel
que juega la presencia de protones o grupos OH™ en el medio. Al diluir el IrClz en el medio
se produce un descenso de 2 unidades de pH, por lo cual se sospecha que esta especie
atrapa grupos OH" a través de la hidrdlisis del i6n 1r**. Al cabo de una semana, una vez la
formacidn del polimero es visible, el pH apenas ha variado, con lo cual ademas de la ayuda
del oxigeno en el proceso de oxidacion del pirrol se produce una reduccién de las especies
de iridio, las cuales son las que actuaran como contraiones, junto con los aniones de cloro
(A"). Una posible hipdtesis seria:
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[IrCI,(OH), ] + e~ —=&% ,rCI,(OH),]* +Cl~ (5.2

Pirrol —24%_; polipirrol + e~ (5.3)
Por el contrario, en el mismo proceso con el K3lr(NO,)s la disolucion ve aumentar en hasta
4 unidades su valor de pH del principio al final. En este caso ademas de la oxidacién
expresada en (5.1), en la reduccion se produce una gran liberacion de OH™ en el medio.
Esta se podria resumir de la siguiente manera:

[1Ir(NO,),(OH) ¥ + ze~ —=2< ,M1r(NO,),(OH) _,1®*? +zOH~ (5.4)

También en este caso seran los complejos formados por el iridio los que actuaran como
contraiones.

Solo se realizo el andlisis estructural y de superficie de estos polvos debido a su alta
toxicidad en cultivos celulares, por lo que se abandond su estudio posterior.

5.3.1 Analisis de superficie (XPS)

El espectro XPS de los polvos obtenidos revelo la presencia de los elementos esperados, C,
O, N, Iry CI (Figura 5.15). Se observa también que los espectros son muy parecidos a las
capas sintetizadas con las mismas especies y descritas en el apartado 5.2.2. A través de las
Tablas 5.5, 5.6 y 5.7 de cuantificacion atomica de los espectros se confirma este hecho. En
los polvos sintetizados con pirrol y K3lr(NO,)s se detectd la presencia de cloro, como ya
se habia apuntado para las capas. La cantidad encontrada se debe tener en cuenta ya que su
porcentaje atomico es cercano al de iridio en el producto final (Tabla 5.6), el cual por tanto
contendra un alto grado de impurezas.
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Figura 5.15 Espectro XPS general de polvos de PPy-1rCl; y PPy-K3lr(NOy)s.

Como ya se explico en el apartado 5.2.2 se puede encontrar el grado de dopaje del
polimero a partir de los ratios Ir/N, 0.47 para el PPy-IrCls, cercano a la cantidad ideal que
estd en torno a un 0.25-0.40. En el caso del PPy- K3lr(NOy)s hay que tener en cuenta que
hay mas nitrégeno por el propio hexanitroiridato, y que hay 6 de ellos por cada iridio, con
lo cual del 20.6 % de N existente en el polvo, casi la mitad, un 10.8 proviene del
hexanitroiridato. El resto, el 9.8% seria del pirrol, con lo cual el ratio Ir/N queda en 0.18,
también cercano al rango ideal. Sin embargo al igual que pasaba con las capas el producto
dopado con hexanitroiridato tiene un menor dopaje, o que muy probablemente tiene que
ver con las impurezas. Se comprueba por otra parte que hay 3 cloros por cada iridio para el
PPy-IrCls, lo que concuerda con el compuesto de partida e implica que los complejos
resultantes de la hidrdlisis no entran en el material. Sabiendo que hay 4 carbonos por cada
nitrogeno del pirrol, sabemos que el PPy-IrCl; contiene un 12.9% de exceso de C
correspondiente a contaminacion o impurezas, y que el PPy- Kslr(NO,)s contiene un 21%
de exceso de C, lo que es acorde con la idea de mayor grado de impurezas en este
compuesto. Este grado de impurezas es un poco menor que el de las capas de la misma
composicion explicadas anterior (ver apartado 5.2.2).
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Tabla 5.6 Cuantificacién molar expresada en porcentajes de los picos del espectro general de XPS
de polvos de PPy-IrCl; y PPy-Kslr(NOy)e.

Muestra C1s O1s N1s | Cl2p Ir 4f Ir/N
PPy-IrCl; 58.1 10.8 11.3 145 53 0.47
PPy-K3lr(NO2)s 60.2 15.8 20.6 1.6 1.8 0.09

Parece que todo el oxigeno presente en el PPy-Ks3lr(NO,)s en forma de polvo proviene del
dopante, con lo cual contiene poca agua, mientras que la mayor parte del O presente en el
polvo de PPy-IrCl; parece provenir del agua, como se comprueba en la Tabla 5.8 en la
cuantificacion de la deconvolucion del pico de O 1s (como las especies implicadas no
contienen O, el resto debe provenir de impurezas).

La deconvolucion de los espectros XPS de C 1s y O 1s se pueden observar en la Figura
5.16, cuyas tablas de cuantificacion atomica son la5.7 y 5.8.

C1s O 1s
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Figura 5.16 Deconvolucion de los espectros XPS del C 1sy del O 1s de los polvos de: A) PPy-
IrCl; y B) PPy-Kslr(NO,)s . Obsérvese que la sefial de O en A es muy inferior y su sefial mas
ruidosa, asi como su pico méas ancho.
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La mayor parte de carbono presente es alifatico, presente en el pirrol, y en las impurezas, y
en torno a un 9% pertenece al enlace C-N tipico del pirrol, cuya cantidad es muy parecida
para cada tipo de compuesto. Esto confirma que la cantidad pirrol es parecida en los dos
compuestos, cosa que ya se vio en el analisis del espectro general. Parece que el polvo de
PPy-KsIr(NO,)s presenta una cierta sobreoxidacion del polipirrol por la presencia de
enlaces C-O y C=0.

Tabla 5.7 Resultado de la deconvolucion y asignacién de picos de la sefial C 1s para polvos de
PPy-erI;:, y PPy-Kglr(NOQ)G.

C1: C-C/C-H C2:C-N C3: C=0/C-0
Posicion | Molar | Posicion Molar Posicion | Molar
(eV) % (eV) % (eV) %
PPy-IrCl; 284.8 90.4 286.7 9.6 - -
PPy- K3Ir(NO,)s 284.9 83.0 286.8 8.7 288.1 8.3

El oxigeno de red pertenece al enlace N-O del dopante en el caso del PPy-KsIr(NOy)g, vy a
las impurezas en el caso del otro polvo. El polvo de PPy-IrCl; contiene méas agua que el de
PPy-K3Ir(NO)s como se apunto antes. EIl primero de ellos tiene un tercer componente de
un 4.0% oxigeno O3 con una energia de 537.7 eV que corresponde a un shake up satellite,

una sefial debida a transiciones n—n" [34-36].

Tabla 5.8 Resultado de la deconvolucion y asignacion de picos de la sefial O 1s para polvos de
PPy-IrCl; y PPy-Kslr(NO,)s.

O1: Oxigeno de red 02: Oxigeno hidratado

Posicién Molar Posicidn Molar

(eV) % (eV) %
PPy-IrCl; 531.9 51.0 533.2 49.0
PPy- K3lr(NO2)s 532.0 85.7 534.1 10.3

También se realiz6 la deconvolucion del pico N 1s, del cual se encontraron dos
componentes, la primera, de un 85% de ratio molar, en los dos casos correspondiente al
enlace N-H tipico del pirrol, a 400.0 eV de energia. El restante 15% en el caso del PPy-
IrCl; esta situado a 401.8 eV y corresponde al grupo NH™, el hueco que dara lugar a la
conduccidn por poltrones responsable de la conductividad electronica del polipirrol. En el
caso del PPy-Ks3lr(NO;)s el pico situado a 404.3 eV correspondia al enlace N-O del
dopante. Mas adelante en el analisis de FTIR veremos como también hay grupos polarén
en el polvo de PPy-K3Ir(NO,)e.
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5.3.2 Analisis de infrarrojos (ATR)

En la Figura 5.17 se muestran los espectros FTIR de los polvos bajo estudio, que
demuestran otra vez el mayor contenido en agua del polvo de PPy-IrCl;. Aunque ambos
compuestos presentan picos tipicos para el polipirrol, existen ciertas diferencias entre ellos,
poniendo de manifiesto la importancia del dopante en el compuesto polimérico final. En el
caso del PPy-IrCls; la banda a 1580 cm™ indica la vibracion de estiramiento del enlace C-C
del pirrol, a 1280 cm™ se encuentra la vibracion dentro de plano de los enlaces C-N 'y C-H,
mientras que la banda a 1050 cm™ se atribuye a la deformacion dentro del plano de los
enlaces C-H y N-H. A 950 cm™ se aprecia la deformacion fuera de plano del enlace C-C
del anillo de pirrol. La banda a 800 cm™ corresponde a la vibracién fuera del plano del
enlace C-H. Por dltimo la banda a 730 cm™ indica la vibracion de deformacion del enlace
C-H. En el caso del PPy-KslIr(NO,)s encontramos una banda a 1650 cm™ que se atribuye a
la vibracion de estiramiento del C=C, a 1400 cm™ hay otra banda que indica la vibracion de
estiramiento del enlace C-N del anillo de pirrol, la banda a 1320 cm™ se atribuye a la
vibracion dentro del plano del enlace =C-H, a 1100 cm™ se aprecia la banda de vibracion
de la deformacion dentro del plano del grupo NH*. Por Gltimo, la banda a 800 es la misma
encontrada en ambos. Se puede ver una mayor presencia de dobles enlaces en el polvo de
PPy-K3lr(NO,)s, 0 que como ya se habia comentado indica una mayor sobreoxidacion de
este compuesto [39-40,49].
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Figura 5.17 Espectros de ATR de los polvos de PPy-IrCl; y PPy-Kzlr(NO,)e .
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5.4 Obtencion hidrotermal de polvos de PPy y IrO, y de PEDOT vy IrO..

El fallo en la transformacion de IrCl; soluble a 6xido en los hibridos en forma de polvo,
que era un pretension inicial, nos hizo abordar la reaccion directa de IrO, con los
monomeros. Para la obtencion de compuestos hibridos de polipirrol y de PEDOT con
oxido de iridio (1V) (IrO,) (Sigma-aldrich, 99.9%) se afiadieron 75mg de este producto a
una botella de vidrio Pyrex que contenia 25 ml de agua ultrapura milliQ, usando el 71%
del volumen total del recipiente. La mezcla fue agitada durante una hora. A continuacién
se investigaron las cantidades 6ptimas de pirrol o EDOT para la reaccion, estudiando
diferentes ratios de mondémero/IrO, en una serie de experimentos. Se probaron los ratios
1.0, 4.5y 18.0 de pirrol/IrO, y los ratios 1.0, 4.5y 5.3 de EDOT/IrO,, y en el primer caso
fue 18.0 el ratio 6ptimo y en el segundo fue 5.3, lo cual correspondia a 415 ul de pirrol y
185 ul de EDOT. Las suspensiones resultantes fueron cerradas herméticamente en las
botellas de Pyrex con una tapa de teflon y fueron calentadas a 100, 150 y 200 °C durante
96, 168 y 240 horas. El solido resultante se filtro al vacio, se lavé con agua milliQ y se
secO en aire a temperatura ambiente. A través de las diversas temperaturas probadas en la
sintesis se pudo comprobar que el hibrido no se forma a 100 °C, pero si a 150 y 200 °C.
Como esta ultima temperatura era muy alta y ocasionaba una presion muy alta para la
botella de Pyrex con el tapdn de teflon, se escogié la temperatura de 150 °C como Optima
para todos los experimentos. También se optimizaron las otras variables: concentracion de
polimero y tiempo de sintesis. En cuanto a la primera se encontr6 que un ratio molar
polimero/IrO, 1:1 no daba ningln resultado, pero si un ratio de 4.5:1, con lo cual es
necesario un exceso de monoémero para que se produzca la reaccion. A partir de la
realizacion de mas experimentos se encontr6é que el ratio molar 6ptimo de pirrol/IrO; era
18.0 y 5.3 el de EDOT/IrO,. En este ultimo caso se generaba mucho mas polimero, con lo
cual era necesario un mucho menor exceso de monomero. Se intentd doblar el ratio
aumentando la cantidad de mondmero en los dos casos pero solo se consiguié aumentar la
cantidad de fase de polimero puro y no la fase de material hibrido. Este altimo punto y el
tiempo de reaccion 6ptimo se explicaran en el siguiente apartado.

Ademas de la sintesis como tal, se realizaron oxidaciones y reducciones de los compuestos
en estudio, lo que se consiguié afiadiendo un agente oxidante (persulfato de potasio) y un
agente reductor (tiosulfato de sodio pentahidratado) en un ratio de 1:1 con respecto al
oxido de iridio justo después del tratamiento hidrotermal de sintesis del compuesto
polimero-6xido de iridio.

Al igual que se hizo en el apartado 5.3, para determinar una posible composicion y
secuencia de reacciones ocurridas en el proceso de sintesis se hizo la medida del pH del
agua de la reaccion antes y después de la adicion de 1rO, comercial, que vari6 de 6.0 a 6.4
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con la misma. Por tanto se propone la siguiente reaccion que implica la liberacion de
grupos hidroxido que puedan estar presentes en el IrO, comercial usado en los
experimentos, hecho que se confirma con el analisis XPS (apartado 5.5.2).

[IrO,(OH), T yH,0—"2L2 3[Ir0,(OH), ,T*? +zOH~  (5.5)

Cuando el pirrol o el EDOT se afiaden a esta suspension de IrO, se produce una
acidificacion del medio de 0.6 y 3.0 unidades de pH respectivamente al final de la
reaccion, lo que concuerda con el hecho de que la polimerizacion implica la liberacién de
H" [51]. Los grupos OH  podrian actuar como contraiones en la formacion de los
polimeros, provocando el descenso de su concentracion y el consiguiente descenso del pH.
Como se explicara en el siguiente apartado la cantidad de PEDOT sintetizado es mucho
mayor que la de PPy, con lo cual se cree que ello origina el mayor descenso de pH en el
primer caso.

En base a ello se proponen las siguientes reacciones, las cuales pueden describir el proceso
redox completo, en el cual también los grupos [IrO(OH),]™ vy [Ir203(OH),]™ pueden
actuar como contraiones. Por ello a los productos finales de las dos reacciones los
Ilamaremos PPy-1rOy y PEDOT-IrOy, ya que no podemos estar seguros de que solo exista
IrO,. También se tiene en cuenta que se realizd uno de los experimentos después de haber
desoxigenado la mezcla de sintesis con argén durante 30 minutos, tras lo cual no se
observaron diferencias destacables en el resultado final. Ello indica que el O, no es esencial
para que se produzca la oxidacion del mondémero, aunque la participacion de este no es
descartable cuando esté presente:

oxidacion

Pirrol + nA~ ———=""— Polipirrol -nA+ne”  (5.6)
2H,0 i 4+ 20H " (5.7)
[IrO,(OH), 17 + ze” — =4 ,1rQ,(OH),_,]1*? +zOH™ (5.8)
2[IrO,(OH) 17 + ze~ —%= 4[r,0,(OH), , 1 +zOH "~ (5.9)

En todos los casos, la reaccién da lugar como veremos a un compuesto donde el polimero
encapsula particulas de Oxido de taquimetria IrOx(OH)y.Tal y como se muestra en estas
ecuaciones hay un proceso de oxidacion principal, la de pirrol a polipirrol, expresada en la
ecuacion 5.5, donde A es el contraion. Podria ser que la encapsulacion tuviera lugar en las
zonas donde las especies de iridio generadas en las ecuaciones de reduccidn actien como
contraiones, mientras que donde el hidroxido actie como contraion se generard polimero
puro, lo que se explicara mas ampliamente en el siguiente apartado.
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5.4.1 Caracterizacion morfologica de los compuestos hibridos de PPy-1rO, y de
PEDOT-IrOy (SEM).

En todos los casos el producto resultante fue un polvo negro, cuyo analisis se realizé a
través de microscopio electronico de barrido (SEM), el cual revelando la existencia de tres
fases diferenciadas: 1) polimero puro, 2) 6xido de iridio puro y 3) material hibrido 6xido
de iridio encapsulado en una matriz polimérica (Figuras 5.18 y 5.20). Mediante imagenes
de difraccion de electrones retrodispersados (BSED) se pudo confirmar que el polimero se
encuentra encapsulando al 6xido en la fase de material hibrido (Figura 5.18).

Figura 5.18 Imagenes de SEM de PPy-IrO, sintetizado a 150 °C durante 96 horas: A) esferas de
polimero puro con nanoparticulas blancas de IrO,, B) Nanoparticulas de IrO, encapsuladas en
polimero (material hibrido) y C) imagen de BSED en la cual el IrOy presenta un color mas claro.

Se observo también la evolucion de la reaccion final en funcién del tiempo. En el caso de
la reaccion con pirrol, las primeras 96h daban lugar a las tres fases mencionadas (Figura
5.18). A su vez, en ese tiempo de reaccion se observo la formacion por separado de una
pelicula de polimero con una morfologia hexagonal (Figura 5.19 A), que se deforma si la
reaccion se prolonga (Figura 5.19 B,C).

Figura 5.19 Iméagenes de SEM de PPy-IrO, sintetizado a 150 °C durante: A) 96 horas, B)168 horas
y C)240 horas.
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Sin embargo, con la reaccién del EDOT no se observaron cambios morfologicos del
producto en funcién del tiempo. En todos los tiempos de reaccion probados se obtuvieron
las tres fases mencionadas. Por tanto se usé el tiempo de 96 horas como 6ptimo, ya que
prolongar la reaccion no aportaba mejoras interesantes. En las Figuras 5.18 y 5.20 se puede
observar también como en las fases de polimero puro se forman nanoparticulas esféricas
usando cualquiera de los monémeros.

Figura 5.20 Imagenes de SEM de PEDOT-IrO, sintetizado a 150 °C durante 96 horas: A)
nanoesferas de polimero puro, B) nanoesferas de polimero puro mezcladas con nanoparticulas de
IrO4 puro, C) Nanoparticulas de IrO, encapsuladas en polimero (material hibrido) y formas
esféricas de polimero puro.

5.4.2 Analisis estructural y de superficie

Los resultados de XPS revelan la presencia de los elementos esperados por la composicion
de los materiales analizados. En la Figura 5.21 se pueden observar los espectros de XPS
generales de los dos compuestos sintetizados junto al del IrO, utilizado en las reacciones,
para comparar antes y después de la reaccion. La cuantificacion en forma de porcentaje
molar de estos espectros se puede observar en la Tabla 5.9, a partir de cuyos datos se puede
saber la relacién molar de polimero/lrOy, usando los porcentajes de N o S (segin si
hablamos de PPy o PEDOT) con el porcentaje de iridio, lo que da una relacion de
polimero/Ir de 3.2 para el PPy-1rOx y 9.9 para el PEDOT-IrOy, con lo cual se confirma la
mayor formacion de polimero puro en el segundo caso como ya se apuntd previamente. La
baja cantidad de iridio encontrado confirma el exceso de mondmero esperado.
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Figura 5.21 Espectro XPS general de polvos de IrO, comercial y PPy-IrO, y PEDOT-IrOy
sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

En el caso del IrO, comercial se deberia esperar una relacion O/Ir de 2, pero se encuentra
un dato de 2.8 que indica un exceso de oxigeno similar al del 6xido electrodepositado [12].
Ello también puede ser debido a impurezas de carbonatos, agua absorbida o grupos OH"
formando parte del material como IrO,(OH)-H,O como ya se apuntd. Todo ello hace
pensar mas en un oxohidréxido de iridio mas que en un 6xido. Es sabido que el IrO, puede
formar facilmente el 6xido hidratado en contacto con la humedad del aire, coordinando
H.O y OH" en su estructura [12,52,53].

Sabiendo que por cada nitrogeno del pirrol hay 4 carbonos y que por cada azufre del
PEDOT hay 6 carbonos, se encuentra un exceso de carbono del 0.5% para el PPy-IrOyx y
del 3.2% para el PEDOT-IrOy, principalmente debido a especies carbonatadas pueden ser
causadas por una reaccién del material con el CO, presente en el aire [54], algo a tener en
cuenta ya que el IrO, comercial contiene un 33.7% de contenido de carbono.
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Tabla 5.9 Cuantificacién molar expresada en porcentajes de los picos del espectro general de XPS
de polvos de IrO, comercial y de PPy-IrO, y PEDOT-IrO, sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

Muestra Cls | O1ls | N1s | S2p | Ir4f | O/Ir | S/Ir | N/Ir
IrO, comercial 33.7 | 489 - - 174 | 2.8 - -
PPy-1rOy 57.3 24.1 | 142 - 4.4 5.5 - 2.6
PEDOT-IrOy 60.3 29.2 - 9.5 10 | 292 | 95 -

En la Figura 5.26 se pueden observar los espectros XPS del C 1s y O1s de los materiales
estudiados en este apartado con su deconvolucion Lorentziana-Gausiana. En el caso del
carbono los espectros de los tres tipos de polvo se pueden dividir en tres componentes, C1,
C2 y C3, que se atribuyen a los enlaces alifaticos o aromaticos del carbono, a los enlaces
C-N del pirrol o C-S del PEDOT ademas de los enlaces C-O que pueden estar en ambos

materiales y a los enlaces O=C-O tipicos de la contaminacién por CO, [35,55-56].
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Figura 5.22 Deconvolucion de los espectros XPS C 1s y del O 1s de los polvos de: A) IrO,
comercial y deB) PPy-IrO, y C) PEDOT-IrOy sintetizados a 150 °C durante 96 horas.
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Los resultados de las cuantificaciones atémicas en IrO, comercial a partir de las
deconvoluciones de C 1s y O 1s (Tablas 5.10 y 5.11) muestran una alta cantidad de
carbono alifatico sintomatico de contaminacion y oxigeno hidratado, lo que confirma la
tendencia de esta especie a absorber productos organicos volatiles, CO, y humedad. Este
fendmeno también se produce en el PPy-IrOx y en el PEDOT-IrOx. EI componente C2 es
mayor en el PEDOT que en el PPy debido a que el enlace C-O estd presente en la
estructura del primero.

Tabla 5.10 Resultado de la deconvolucion y asignacion de picos C 1s de IrO, comercial y de PPy-
IrO, y PEDOT-IrO, sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

C1: C-C/C-H C2: C-O/C-N/C-S C3: 0=C-O
Posicion | Molar | Posicion Molar Posicion | Molar
(eV) % (eV) % (eV) %
IrO, 284.7 84.4 286.1 7.0 288.6 3.6
PPy-1rOy 284.8 77.4 286.4 5.9 287.8 16.7
PEDOT-IrOy 284.7 64.0 286.5 26.0 288.6 10.0

En el espectro O 1s la componente O1 se atribuye al oxigeno presente en el 6xido y en los
grupos OH" [57]. Como los polvos de polimero-IrOy tienen este componente en energias
mas altas, estos deben contener mas grupos hidroxido de tipo [Ir(OH)] o oxohidréoxido de
tipo [IrO,(OH).] que el 1rO, comercial, como es de Idgica ya que su reaccion se produce en
medio acuoso [14,56,58]. EI material con mayor contenido de agua es el PEDOT-IrOy,
seguido del PPy-IrOy por su formacion en agua y por la alta capacidad de los polimeros
para absorber agua [59], aunque el 6xido comercial también contiene una cantidad alta por
su absorcion de la humedad.

Tabla 5.11 Resultado de la deconvolucién y asignacion de picos O 1s de IrO, comercial y de PPy-
IrO, y PEDOT-IrO, sintetizados a 150 °C durante 96 horas.

O1: Oxigeno de red 02: Oxigeno hidratado
Posicion Molar Posicion Molar
(eV) % (eV) %
IrO, 530.9 90.9 533.8 9.1
PPy-1rOy 531.2 85.9 533.1 14.1
Pedot-IrOy 531.8 79.0 533.3 21.0

Se realizaron ademas anélisis de EDX focalizdndose en cada una de las tres zonas del
producto antes mencionadas: 1) polimero puro, 2) oxido de iridio puro y 3) material
hibrido 6xido de iridio encapsulado en una matriz polimérica. Con ello se confirmé esta
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hipdtesis, ya que la cantidad de iridio y de oxigeno es mucho mayor en la zona 1, mientras
que la cantidad de carbono es mayor en la zona donde hay polimero, siendo esta incluso
mayor en las zonas de polimero puro (Tablas 5.12 y 5.13). Es bien sabido que esta técnica
tiene mas error que el XPS, pero nos permite focalizarnos en una de las fases en concreto y
comparar de modo relativo, mientras que en el analisis de XPS el area de incidencia
implica un promedio de todo.

Tabla 5.12 Porcentaje atdmico de elementos obtenidos mediante andlisis de EDX en cada una de
las fases del polvo de PPy-IrO,.

PPy-1rOy C 0] N Ir

Hibrido 66.2 16.7 16.4 0.7
PPy puro 76.0 9.2 14.4 0.4
IrO, puro 53.9 19.8 10.9 15.4

Tabla 5.13 Porcentaje atémico de elementos obtenidos mediante andlisis de EDX en cada una de
las fases del polvo de PEDOT-IrO.

PEDOT-1rOy C O] S Ir
Hibrido 70.5 17.7 11.2 0.6
PPy puro 72.7 16.7 10.3 0.3
IrO, puro 50.2 34.7 9.8 5.3

5.4.3 Analisis de infrarrojos (ATR)

La presencia de agua y carbonatos mencionada durante este apartado se confirmé a través
del analisis de FTIR (Figura 5.23), de hecho la banda a 2150 cm™ indica la presencia de
grupos C-O propios de los carbonatos [60] y la amplia banda en el rango 2500-3500 cm™
indica la presencia del grupo O-H del agua [61]. Los polvos de PPy-1rO, muestran los
picos tipicos del PPy en el rango de 650-1700 cm™; la banda a 1590 cm™ se atribuye a la
vibracion de estiramiento del enlace C=C, y las bandas a 1350 y 1050 cm™ se atribuyen a
la vibracién dentro del plano del enlace =C-H, la banda a 800 cm™ corresponde a la
vibracién fuera del plano del enlace C-H y finalmente la banda a 730 cm™ se atribuye a la
deformacion del enlace C-H [40,62].

En el caso del PEDOT-IrO, también se encuentran los picos tipicos de este polimero, la
banda a 1360 cm™ se asigna a la vibracion de estiramiento del enlace C-C en el anillo de
EDOT, la banda a 1280 cm™ se atribuye a la vibracion inducida por el dopaje. La vibracion
a 1050 cm™ es provocada por el estiramiento del grupo alquilendioxi (-COROC-), y la
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banda a 800 cm™ se debe a la vibracion de estiramiento del enlace C-S en el anillo de
tiofeno. Finalmente la banda a 730 cmindica la deformacién del grupo C-S-C del mismo
anillo [41,63]. La espectroscopia FTIR del 1rO, no proporcionod informacion destacable.
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3 { 3
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3 g
5 5
= ': 1050
A 1580 B ‘ ‘ ‘ . 1360‘/ .
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Figura 5.23 Espectros de ATR de los polvos de A) PPy-IrO, y B) PEDOT-IrO, sintetizados a
150°C durante 96 horas.

5.4.4 Propiedades electroquimicas

Las propiedades electroquimicas de los polvos se investigaron a través de voltametrias de
barrido lineal hacia potenciales de reduccion con el material utilizando suspension agitada
(ver apartado 2.4.3.1).

Las Figuras 5.24 A 'y B comparan diferentes estados de oxidacion (as-prepared, reducido y
oxidado) del PPy-1rOy y el PEDOT-IrOx respectivamente. Cuando en el electrolito de
tampdn de fosfato sddico a pH 7.4 no hay ningin material la curva potencial-corriente es
practicamente una linea recta, al igual que ocurre con el 1rO, comercial, sin embargo al
afiadir el material as-prepared en suspension aparece un pequefio hombro alrededor de -
0.5V vs Pt, y la corriente aumenta mostrando una mayor actividad electroquimica en el
electrolito. Las corrientes son incluso mayores en el caso del PEDOT-IrOy, lo que sugiere
que es mayor la parte polimérica de este material, como ya se comento en el anterior
apartado. También es destacable como el material oxidado presenta corrientes mayores y el
reducido presenta una curva muy cerca del blanco, lo que confirma que el estado de
oxidacion es muy importante para la respuesta electroquimica, y pone de manifiesto que el
material as-prepared solo estd oxidado en parte y requiere de un agente oxidante adicional
para ser mas electroquimicamente activo.
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Figura 5.24 Voltametrias de barrido lineal de OCP a -0.75V vs Pt a 2 mV/s de los polvos de A)
PPy-1rO, y B) PEDOT-IrOy sintetizados a 150 °C durante 96 horas en un electrolito de tampdn de
fosfato sodico 0.1M a pH 7.4. i) Curva del electrolito (blanco),ii) IrO, comercial, iii) material
reducido, iv) material as-prepared y v) material oxidado.

Las propiedades electroquimicas dependen en gran medida de las condiciones de
polimerizacion y les especies implicadas [16], pero el pico de reduccion del PPy esta
siempre en el rango de -0.7V a -0.5V vs Pt [64]. Teniendo en cuenta que el pico de
reduccion principal del IrO, esté cerca de -0.23 vs Pt [48] se puede deducir que la parte
polimérica del material es la principal responsable de la respuesta electroquimica del
material. Igualmente el pico de reduccion tipico del PEDOT esta en torno a -0.45V vs Pty
electroquimicamente se comporta de manera muy similar al PPy. Ello hace pensar que el
IrOx no tiene acceso superficial al electrolito.

También se lograron realizar satisfactoriamente voltametrias con discos de Tefldn
sintetizados con IrO, comercial, PPy-1rOx y PEDOT-IrOy (ver apartado 2.4.3.2), cuyos
resultados se muestran en la Figura 5.28. Los picos de reduccién de los materiales hibridos
en torno a -0.45V vs Pt observados en la Figura 5.24A y B también se pueden observar en
la Figura 5.25C y D. Se puede ver como la presencia del alguno de los materiales
estudiados incrementa la respuesta del sistema comparado con el teflon sin el material. Sin
embargo, en este analisis electroquimico se produce un efecto contrario al de la Figura
5.24, seguramente debido a la diferente disposicion del experimento en teflon, y la sefial
aumenta a medida que la cantidad de 6xido crece. Parece que este efecto es debido a que el
IrOx es un buen catalizador para la oxidacién del agua [52], y por ello en la parte catodica
de las figuras comienza a potenciales mas bajos con mayor cantidad de oOxido y las
corrientes también son cada vez mayores.
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Figura 5.25 Voltametrias ciclicas realizadas en medio de tampén fosfato sédico 0.1M a pH 7.4 a
20 mV/s de A) disco de teflon puro B) disco de teflon y IrO, comercial, C) disco de teflon y PPy-
IrO, sintetizado a 150 °C durante 96 horas y D) PEDOT-IrOy sintetizado a 150 °C durante 96
horas.

Los experimentos descritos muestran el posible uso de estos materiales después de su
puesta a punto, objetivo que no ha sido abordado en esta tesis.

5.4.5 Ensayos celulares de citotoxicidad (MTT)

Se estudiaron los posibles efectos citotoxicos de los materiales estudiados, PPy-IrOyx y
PEDOT-1rOy sobre cultivos celulares primarios, en una configuracién distinta, ya que seran
en forma de polvo.

Para ello se utiliz6 el método conocido en inglés como 3,-4,5 dimethylthiazol-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide, (MTT) de viabilidad celular, el cual es ampliamente usado para este
fin (apartado 2.5.3). Los tests realizados se prolongaron durante 6 y 9 dias in vitro (DIV)
utilizando varias concentraciones de los polvos. Las células utilizadas fueron de neuronas
corticales de ratones embrionarios NMRI de 16 dias. Se probaron dos secuencias diferentes
en los tests: 1) Primero se afiade al pocillo que tiene ya un depdsito de Poli-D-lisina (PDL)
el medio de cultivo con el polvo de polimero-1rOy, después de 24h se realiza el sembrado
de las celulas cuando el polvo ya esta depositado en el pocillo; 2) Primero se realiza el
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sembrado de las células en el pocillo previamente cubierto con PDL y después se afiade al
pocillo el medio de cultivo que contiene el polvo de polimero-IrOx.
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Figura 5.26 Histogramas de los ensayos MTT a 6 dias in vitro: A) PPy-1rO,, secuencia 1, B) PPy-
IrO,, secuencia 2, C) PEDOT-IrO,, secuencia 1, B) PEDOT-IrO,, secuencia 2. Todos los
resultados son el valor medio de 6 a 11 cultivos.

Se detectd en todos los casos estudiados una concentracion critica de polvo de 50 ng/ul a
partir de la cual las células eran significativamente afectadas por la toxicidad (Figuras 5.26
y 5.27). A partir de este punto se producia un importante descenso en la viabilidad celular,
y por tanto en la supervivencia celular. Todos los casos estudiados muestran la misma
tendencia y como era de esperar existe mayor supervivencia en los cultivos a 6 dias que en
los de 9. La supervivencia celular es mayor en el caso de los materiales depositados sobre
PDL (Figuras 5.26, 5.27 Ay C, secuencia 1) y para ambos materiales se puede establecer
la concentracion de 10 ng/ul como segura para la supervivencia y crecimiento celular hasta
9 dias in vitro. El polvo de PEDOT-IrOy parece ser ligeramente mas toxico que el PPy-
IrOy, ya que la viabilidad celular se reduce un 23% (secuencia 1) y un 50% (secuencia 2)
cuando la concentracion del material pasa de 10 a 50 ng/ul en cultivos de 6 dias; en el caso
del PPy-IrOy estos valores son de un 10% (secuencia 1) y de un 18% (secuencia 2) también
en cultivos de 6 dias. Sin embargo, en el caso de la secuencia 2 la toxicidad de los dos
materiales se equiparaba al incrementar los dias de cultivo de 6 a 9.
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Figura 5.27 Histogramas de los ensayos MTT a 9 dias in vitro: A) PPy-IrO,, secuencia 1, B) PPy-
IrOy, secuencia 2, C) PEDOT-IrO,, secuencia 1, B) PEDOT-IrO,, secuencia 2. Todos los
resultados son el valor medio de 6 a 11 cultivos.

5.5 Conclusiones

- Se sintetizaron capas de polipirrol y PEDOT utilizando como dopantes dos especies de
iridio como el cloruro de iridio hidratado (IrCls-xH»O) y con hexanitroiridato de potasio
(Kslr(NO2)s) de modo potenciostatico. La deposicion potenciodinamica del PPy-IrCls
origina la formacién de nanoparticulas cristalinas de 6xido de iridio (IV).

- Las sintesis se producen de forma lineal y aleatoria en cuanto a lo que el rendimiento o
eficiencia de sintesis se refiere. Un menor pH aumenta este valor.

- Se encuentra un menor contenido de iridio en las muestras dopadas con hexanitroiridato
de potasio y alto grado de impurezas. Todas las muestras contienen una gran cantidad de
agua, lo que es confirmado por el XPS y las medidas de angulo de contacto, solo en el caso
de la muestra de PPy-K;Ir(NO,)s parece que se encuentra una baja cantidad de agua. Esta
muestra también presenta una rugosidad mucho més baja que las demas.

- En la voltametria de reduccion de las capas se encuentran mas picos que en las especies
estudiadas en otros capitulos debido a la valencia mixta del iridio y a la capacidad de este a
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formar complejos. La conjuncion polimero-compuesto de iridio aumentd la capacidad de
carga de las muestras.

- Las capacidades de carga de estas capas son mayores a todas las de las otras capas
estudiadas en esta tesis, y la capacidad del PEDOT es mayor que la del PPy como sucedia
en las capas dopadas con surfactantes. Ello confirma que la incorporacién de compuestos
de iridio aumenta la capacidad de carga. Los valores fueron mayores en condiciones
estaticas de potencial durante la medida.

- Solo la muestra de PPy dopada con Kslr(NO,)s dio resultados algo satisfactorios en
cuanto a cultivos celulares.

- Se obtuvo PPy dopado con IrCl; y con Kslr(NO;)s mediante sintesis quimica en
condiciones ambientales durante una semana. El primer compuesto dio un polvo negro
formado por nanoesferas como resultado. En el segundo caso el polvo tuvo una morfologia
aleatoria. Estos polvos resultaron téxicos a nivel celular por lo que no se prosiguié su
investigacion.

- Se obtuvieron polvos de PPy y PEDOT con IrO, de forma hidrotermal sintetizados a 150
°C durante 96h en los cuales parte del 6xido esta encapsulado en el polimero.

- El 6xido comercial parece formar oxohidroxidos de iridio durante la reaccion, y se
detectan tres fases finales en el producto resultante: 1) 6xido puro, 2) polimero puro y 3)
material hibrido encapsulado.

- Se detect0 actividad electroquimica de los materiales obtenidos.

- Se realiz6 un ensayo MTT de citotoxicidad con células neuronales y con los materiales
descritos, donde se averigué la fiable viabilidad celular hasta una concentracion de los

mismos de 50 ng/ul en medio de cultivo celular a 6 y 9 dias in Vitro.
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El uso de dos surfactantes (DBS y PSS) como contraiones del PPy dio como resultado
capas finas de baja rugosidad y buena conductividad, con una buena adherencia a la
superficie. El uso de uno u otro provoca cambios en el proceso de sintesis y en la
morfologia final de las capas a nivel visual.

Las capas de PPy dopadas con perclorato y polioxometalato no resultaron efectivas, la
primera por su mala adhesion y resistencia a los fluidos y la segunda por sus efectos
toxicos con las células.

La caracterizacion de las capas de PEDOT-PSS dio resultados muy parecidos a las del
PPy-PSS, pero mayor reproducibilidad y linealidad en propiedades electroquimicas e
impedancia.

Los resultados de los cultivos celulares no resultaron del todo satisfactorios en ninguna de
las muestras dopadas con surfactantes, seguramente debido a su baja reproducibilidad, baja
homogeneidad en una misma capa, y una alta presencia de carbono o surfactante en la
superficie.

Se utilizaron biomoléculas como contraidn para la sintesis de polimeros conductores (PPy
y PEDOT) con el objetivo de mejorar la biocompatibilidad y la supervivencia y
crecimiento celular con resultados satisfactorios. Y se confirm¢é la mejora que comporta
usar una bicapa respecto a una monocapa.

Los resultados de los cultivos celulares fueron muy satisfactorios con el uso de dos
aminoacidos como dopantes: la glutamina y la lisina, y entre ellas la mejor fue una bicapa
de PEDOT/PPy dopada con lisina 0.01M a pH 12, la de mayor concentracion de dopante,
con lo cual parece que una mayor concentracion de la biomolécula en la capa sea
beneficioso para el comportamiento celular.

Se sintetizaron capas de polipirrol y PEDOT utilizando como dopantes dos especies de
iridio como el cloruro de iridio hidratado (IrCls-xH,QO) y con hexanitroiridato de potasio
(Kslr(NO2)s) de modo potenciostatico. La deposicion potenciodinamica del PPy-IrCls
origina la formacion de nanoparticulas cristalinas de 6xido de iridio (IV).

Solo la muestra de PPy dopada con Kslr(NO,)s dio resultados algo satisfactorios en cuanto
a cultivos celulares.

Todas las capas obtenidas fueron electroactivas, describiendo los picos de reduccion
tipicos para estos compuestos. La adhesion de PLL no pasivo las muestras, que
conservaron por tanto su electroactividad. Las capas obtenidas tuvieron una buena
conductividad.

Las capas sintetizadas revelaron una buena capacidad de carga. La medida se realiz6 a
20mV/s durante 1.5V. EI PEDOT siempre tuvo mas capacidad de carga que el PPy. Por
orden las capas con mayor capacidad de carga son las dopadas con compuestos de iridio,
seguidas por las dopadas con surfactantes y las dopadas con aminoacidos. El valor de estas
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ultimas, que son las de mejor funcionamiento a nivel de cultivos celulares, permite también
una buena electroestimulacion, sobretodo en corrientes DC y con pulsos largos. En todos
los casos los valores de capacidad son un orden de magnitud mayor que el de materiales
como los metales nobles (Pt o Pt/Ir, no faradaicos), lo que muestra que la aproximacion del
uso de materiales electroactivos con propiedades redox planteada en la introduccién es
apropiada.

El aumento de la concentracion de PLL adherida a la capa no tuvo efectos significativos
en los resultados de los cultivos celulares de neuronas corticales.

Se obtuvo PPy dopado con IrCl; y con Kslr(NO,)s mediante sintesis quimica en
condiciones ambientales durante una semana. El primer compuesto dio un polvo negro
formado por nanoesferas como resultado. En el segundo caso el polvo tuvo una morfologia
aleatoria. Estos polvos resultaron téxicos a nivel celular.

Se obtuvieron polvos de PPy y PEDOT con IrO, de forma hidrotermal sintetizados a 150
°C durante 96h en los cuales parte del 0xido esta encapsulado en el polimero. Se detecto
actividad electroquimica de los materiales obtenidos. Se realizd un ensayo MTT de
citotoxicidad con células neuronales y con los materiales descritos, donde se averiguo la
fiable viabilidad celular hasta una concentracion de los mismos de 50 ng/ul en medio de
cultivo celular a 6 y 9 dias in Vitro.

Los polimeros estudiados en esta tesis muestran una irreversibilidad parcial en sus
voltametrias ciclicas de caracterizacion realizadas a 20 mV/s (equivale a un pulso cada
500s), lo que permite sugerir que la aplicacion de estos materiales seria mas apropiada para
procesos lentos o de corriente directa. Es decir, pulsos de varios segundos o con esperas
entre ellos de varios segundos, justo lo contrario de los protocolos usados hoy dia para
electroestimulacion funcional para patologias como el Parkinson. Estos estimulos largos
podrian ser mas apropiados en una posible regeneracion en el futuro.

Los valores de rugosidad y de hidrofilicidad no resultaron definitivos para el éxito de los
cultivos celulares, ya que un material que funciond satisfactoriamente en este sentido como
es la bicapa de PPy/PEDOT dopada con glutamina presenta valores de rugosidad y
hidrofilicidad similares a los de una capa con peores resultados en cultivos celulares como
la de PPy-DBS. No se puede decir que las capas mas rugosas 0 mas hidrofilicas 0 mas
rugosas sean las mejores para los cultivos celulares, sino que parece que los valores
intermedios son aquellos mas deseables.

Como conclusion final, se puede decir que el factor que mejora mas significativamente el
funcionamiento de los polimeros conductores como sustrato de crecimiento neuronal es el
uso de biomoléculas como contraiones.
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