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MATRIZES POLIMERICAS MODIFICADAS POR RADIACAO GAMA
PARA BIOAPLICACOES
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Resumo. A técnica de copolimerizacdo de enxerto induzida por radiacdo gama proveniente
de uma fonte de %o, foi utilizada como “ferramenta” para modificar as propriedades de
superficie de polietileno (PE) e de quitosano. Através do enxerto superficial de cadeias de
metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) sobre estas matrizes poliméricas foi possivel melhorar
as suas propriedades hidrofilicas naturais e, consequentemente, a biocompatibilidade dos
novos materiais assim obtidos. A metodologia optimizada no ITN permitiu jd a preparacdo de
2 novos materiais (quitosano-g-HEMA e PE-g-HEMA ), quimica e mecanicamente estdveis, com
boa capacidade de hidratacdo e niveis insignificantes de hemolise, perspectivando boas
aplicacoes biomédicas para ambos.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente na utilizagdo de polimeros no
desenvolvimento de materiais para bioaplicagdes. No entanto, apenas em alguns casos, as
propriedades necessarias para essas aplicacdes sdo caracteristicas de um tnico material
polimérico. A copolimerizacido de enxerto € uma técnica que proporciona um método geral
para a alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e mecénicas dos polimeros. Em particular,
a modificacdo de estruturas macromoleculares por técnicas de irradiagdo gama tem sido
utilizada com sucesso na preparacdo de novos biomateriais [1]. Deste modo, através do
controlo das condi¢des experimentais de preparacdo (e.g., método de irradiacdo, fluxo de
radiacdo gama, concentragcdo das espécies reagentes, etc.) € possivel, numa unica operagio, a
preparagdo e esterilizagdo do novo material, sem recurso a operacdes subsequentes de
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isolamento e purificacdo exaustiva. Destacam-se nesta drea os biomateriais copoliméricos de
matriz natural e os de matriz sintética.

Esta metodologia tem vindo a ser desenvolvida e optimizada na Unidade de Fisica e
Aceleradores do ITN, com o objectivo de preparar membranas para sistemas de libertacao
continua de farmacos (sistema copolimérico Quitosano/HEMA) e em revestimentos hidréfilos
sobre matrizes poliméricas hidréfobas com elevada resisténcia mecanica (sistema
copolimérico Polietileno/HEMA). A caracterizagdo destes dois materiais mostrou a
biocompatibilidade e boa adequagdo funcional a aplicacdes biomédicas.

2 EXPERIMENTAL

A preparagdo dos copolimeros de enxerto quitosano-g-metacrilato de 2-hidroxietilo
(Quitosano-g-HEMA) e polietileno-g-metacrilato de 2-hidroxietilo (PE-g-HEMA) foi feita
utilizando como matrizes quitosano (Aldrich; MW=1,9)(105—3,1x105 Da; grau de desacetilacio
entre 75-85%), e filme de polietileno de baixa densidade (LDPE) biorientado (FIBOPE
Portuguesa), purificado, com uma densidade de 0,918 e uma espessura de 15 um. Como
mondémero enxertante foi usado metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) p.a. estabilizado (Acros
Organic; grau de pureza 98%). Nos ensaios de imobilizacao de foirmaco sobre as membranas de
matriz natural (quitosano-g-HEMA) utilizou-se amoxicilina (Fluka; pureza minima 97%).

Os copolimeros de enxerto foram preparados por irradiacio gama em fonte de %Co, com
débitos de dose de 0,6 kGy-h’1 (matriz natural) e de 0,3 kGy-h’1 (matriz sintética), a
temperatura ambiente sob atmosfera de azoto. A dose de radiacdo absorvida, para as
diferentes amostras de cada tipo de material, variou até um maximo de 20 kGy.

Para obtencdo das membranas de matriz natural, solugdes de quitosano de diferentes
concentragdes (1 e 3% m/V de quitosano em 4cido acético 1%) foram misturadas com o
mondémero HEMA (1, 3, e 5% V/V da mistura final). Depois de homogeneizadas, as solugdes
resultantes foram colocadas em placas de vidro tendo-se deixado evaporar o solvente a
temperatura ambiente em atmosfera limpa. De seguida os filmes foram neutralizados com
NaOH 1% m/V, lavados com 4gua e removidos das placas. Antes de se proceder a sua
irradiacdo removeu-se o excesso de 4dgua da sua superficie com papel de filtro. Nas
membranas com farmaco, previamente a sua irradiacdo, procedeu-se a imobilizacdo do agente
activo mergulhando as membranas em solugdes de 1, 10 e 100 mg/cm3 de amoxicilina em dgua.

Os filmes copoliméricos de matriz sintética foram obtidos a partir da irradiagdo de tiras de
filme de LDPE (8,5%2,5 cm), imersas em 30 cm’ de solucdo de monémero ((HEMA]= 15% V/V
em metanol). Apds irradiacdo, os filmes enxertados foram sujeitos a uma extraccdo com
metanol em Soxhlet durante 4 horas, para remocao dos residuos indesejaveis de monémero e de
homopolimero. Finalmente foram secos a 40 °C a baixa pressio (10> mbar) até peso constante.

O rendimento de enxerto dos materiais foi determinado pelo incremento percentual
massico de acordo com a relagéo:

Rendimento de enxerto(%) = [(W,- W,)/ W,] x 100 (D)

onde W, e W, representam o peso inicial da matriz e do material copolimérico final,
respectivamente.

A capacidade de hidratacdo dos materiais em soro fisioldgico a 37 °C, foi calculada a partir
da seguinte relagao:
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Hidratagdo(%) = [(W,,- W4) / Wq] x 100 2)

onde W, e W, correspondem ao peso dos copolimeros nos estados seco e molhado,
respectivamente. As cinéticas de hidratacdo/desidratacio foram obtidas por técnicas
gravimétricas directas e instrumentais, neste caso recorrendo a equipamento de termoandlise
(TGA - Dupont 951).

A andlise morfoldgica para avaliagdo das modificagdes microestruturais de superficie
induzidas nos materiais por exposicdo a radiacdo gama, foi realizada por microscopia
electrénica de varrimento (SEM), sob amostras desidratadas, utilizando equipamento JEOL
(JSM 5310).

A avaliacdo do efeito hemolitico in vitro dos copolimeros preparados foi efectuada pelo
método da cianometahemoglobina, em conformidade com as normas ISO 10993-4, 2002 [2];
e ASTM F 756-00, 2000 [3].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de hidratagdo de um material polimérico € de grande importancia quando se
pretende a sua utilizacdo como biomaterial. O grau de hidratagdo influencia as propriedades
de superficie e os mecanismos de difusdo através do suporte polimérico, assim como as suas
propriedades mecanicas [4].

As figuras seguintes mostram o comportamento hidréfilo isotérmico de membranas de
quitosano-g-HEMA ndo irradiadas e irradiadas (Figura 1), e de filmes PE-g-HEMA com
diferentes rendimentos de enxerto (Figura 2).

Ambos os materiais copoliméricos revelam um comportamento hidrofilico bem marcado, o
qual evolui com o aumento do contetido em HEMA (ou rendimento de enxerto). Este facto é
especialmente evidente nas membranas quitosano-g-HEMA, como resultado da maior
concentracdo natural de grupos funcionais hidréfilos (-OH e -NH;) presentes na matriz deste
copolimero (quitosano), em oposi¢do a matriz hidrofébica (PE) dos filmes PE-g-HEMA.
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Figura 1: Diferenga na hidratacdo de equilibrio atingida em filmes de base quitosano (3% m/V em acido
acético 1%) irradiados (DD=0,6 kGy-h‘l) e ndo irradiados ; (Meio hidratante: soro fisioldgico a 37 °C).

No caso dos filmes quitosano-g-HEMA, observou-se uma reducdo na respectiva
capacidade de hidratacio maxima dos filmes apds irradiacdo, embora este tratamento ndo
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induza alteracdes significativas na capacidade de hidratacdo da matriz de quitosano.
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Figura 2: Cinéticas de hidratagao (a)/desidratacdo (b) de filmes de PE-g-HEMA, em soro fisiol6gico a 37 °C.

Nos filmes PE-g-HEMA a capacidade de hidratacdo médxima varia em fung¢io do rendimento
de enxerto. No entanto, tal como verificado com os filmes de matriz natural, independentemente
da sua formulag@o [5], as cinéticas de desidratacdo sdo, em média, 5 vezes mais lentas que as
correspondentes cinéticas de hidratacdo e, denunciam alguma limitag@o difusional na fase final
do processo de desabsorcdo. Este facto foi atribuido a dois factores: i) ao aumento da
reticulacdo das matrizes com a dose crescente de radiacdo absorvida, factor sobretudo
importante nas membranas quitosano-g-HEMA, a qual conduz a uma reducdo da respectiva
estrutura porosa [5] e, ii) a obstrugdo gradual da estrutura porosa da camada hidrdfila
inicialmente constituida sobre as matrizes, devido ao incremento da quantidade de cadeias de
politHEMA) mais longas e densas, resultantes do aumento do rendimento de enxerto [6]. No
entanto, este dltimo factor, particularmente importante nos filmes PE-g-HEMA, € igualmente
responsavel pelo aumento da sua capacidade de absor¢ao.

Micrografias de SEM mostrando a morfologia da superficie dos dois materiais em estudo
(Figuras 3 e 4) confirmam estes dois efeitos. A reducdo da regusidade e estrutura porosa nas
membranas quitosano-g-HEMA, devido a reticulagcdo induzida pela radiacio gama, estd bem
patente na Figura 3.
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Figura 3: Micrografias obtidas por microscopia electrénica de varrimento da superficie de
filmes quitosano-g-HEMA (C3H1): (A) antes de irradiados, (B) apds irradiacdo (D,,=20
KGy; DD=0,6 kGy-h™).
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Por outro lado, as micrografias da Figura 4 comprovam a aglutinacio parcial da estrutura
porosa tridimensional dos filmes PE-g-HEMA, resultante do processo de enxerto inicial, com
o aumento do respectivo rendimento da reaccdo de copolimerizacio.
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Figura 4: Micrografias obtidas por microscopia electrénica de varrimento da superficie da matriz de LDPE
(A), e de filmes copoliméricos PE-g-HEMA com: (B) 237% de enxerto (7,5 kGy; e = 30 um) e (C) 403%
(9,0 kGy; e = 60 um).

Um dos principais problemas associados a utilizacdo de biomateriais em contacto com o
sangue ¢ a lise das células sanguineas (hemdceas). Os testes de contacto com o sangue,
nomeadamente a determinacdo do indice hemolitico (HI), constituem assim os primeiros testes
de biocompatibilidade de materiais/dispositivos num programa estruturado de avaliagdo
bioldgica [2]. De acordo com a norma ASTM F 756-00 [3], para valores de HI entre O e 2%, os
materiais sdo classificados como “ndo hemoliticos”. Entre 2 e 5% o material é considerado
“ligeiramente hemolitico”. Para valores de hemdlise superiores a 5%, o material € classificado
“hemolitico”.

Os estudos de hemocompatibilidade in vitro realizados sobre os dois novos materiais
(Figura 5) revelaram que os filmes PE-g-HEMA apresentam predominantemente um
comportamento nao hemolitico (HI< 2%). No caso das membranas quitosano-g-HEMA, todas
as amostras irradiadas com carga farmacoldgica clinicamente util revelaram-se nao
hemoliticas ou ligeiramente hemoliticas.
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Figura 5: Grau de hemdlise obtido para a) filmes Quitosano-g-HEMA irradiados, com e sem farmaco
imobilizado e, b) filmes PE-g-HEMA preparados com tempos de irradiagdo de 25, 30, 35 e 40 horas;
(média * desvio padrao; n= 3).
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem-nos considerar que estes dois novos materiais sao

adequados para contacto directo com o sangue. Este factor associado as boas propriedades
morfoldgicas, estabilidade quimica e mecanica [5-7], acentuam as suas potencialidades de
aplicagdo biomédica em dreas como a libertagdo controlada de farmacos e na preparagdo de
implantes biomédicos.
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