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RESUMO

Biomateriais poliméricos sao os polimeros descritos na literatura que so usados na medicina e biotecnologia.. O
objetivo do trabalho foi o de obter superficies poliméricas biocompativeis para posterior imobilizagdo de
compostos protéicos sobre um copolimero de enxerto obtido via radiagdo ionizante. Foram preparados
copolimeros de enxerto utilizando polietileno de baixa densidade (PEBD) com o mondémero metacrilato de 2-
hidroxietila (HEMA), irradiados em fonte de ®*Co em diferentes condicdes. Os graus de enxertia variaram de 2
a 50%. Apods a copolimerizagdo foram observadas as configuragdes estruturais do PEBD enxertado por
espectroscopia no infravermelho (FTIR). As micrografias do MEV do PEBD mostraram uma superficie lisa
enquanto gque os copolimeros com niveis aumentados de enxertia apresentaram superficies rugosas, devido a
presenca crescente de PHEMA. A propriedade hidrofilica foi verificada com o crescimento da enxertia devido
presenca do polimero PHEMA no copolimero de PEBD. O coeficiente de difusdo foi determinado com base os
resultados obtidos no teste de hidrofilicidade. . Foi realizado o teste de citotoxicidade do copolimero para
comprovar a biocompatibilidade. Este ensaio baseia-se na avaliacdo quantitativa da viabilidade celular em
células CHO apés a exposicdo com agentes toxicos, utilizando o corante vitdl MTS. A quantidade de MTS
absorvido pela populacdo de células é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis em cultura.. Os
copolimeros de enxerto foram avaliados e pode-se verificar que os mesmos ndo apresentam toxicidade podendo
ser utilizados como biomaterial. Posteriormente serd imobilizado a enzima fosfolipase A2, obtida da purificagdo
do veneno de cascavel, sobre o copolimero desenvolvido neste trabalho.

1. INTRODUCAO

Atuamente a ciéncia de biomateriais € responsavel pela maioria das inovagdes tecnol 0gicas
presentes nas &reas biomédicas e biotecnologica. O termo biomaterial reune um grande
nimero de diferentes produtos os quais, todos por defini¢cdo, tém como objetivo 0 uso em
contato com organismos Vvivos ou seus fluidos. O corpo e seus fluidos estdo essencialmente
em melo aquoso e quando se pretende obter materiais para contacta-los, € interessante
verificar a possivel adequacéo de materiais hidrofilicos. Os géis poliméricos hidrofilicos,
denominados de hidrogéis, tiveram sua primeira aplicacdo descrita por Witcherle e Lim em



1960[1], que consistia em hidrogéis sintéticos baseados em poli(metacrilato de 2-hidroxietila)
PHEMA e que apresentou biocompatibilidade com o tecido.

A sintese de polimeros utilizando a radiag&o ionizante, apresenta algumas vantagens sobre as
metodol ogias convencionais devido estar envolvido naformagéo de radicais livres ou reagbes
idnicas, ndo havendo a necessidade de aguecimento do sistema reaciona nem da adicéo de
catalisadoreg[2]. Dentre as vérias aplicacdes desta técnica destaca-se a sintese de copolimeros
de enxerto para a preparacdo de membranas trocadoras de ions e polimeros especiais
utilizados na medicina e biotecnologia[ 3].

Este trabalho possui como objetivo obter uma superficie polimérica biocompativel néo
citotoxica para ser posteriormente utilizada para imobilizagdo da enzima fosfolipase Az
obtida da purificacgo do veneno de cascavel (Crotalus durissus terrificus).

2. EXPERIMENTAL E DISCUSSAO

2.1. Obtencéo da matriz polimérica

Foram preparados copolimeros de enxerto do PEBD com o mondmero HEMA, os quais
foram obtidos em trés diferentes condigdes tais como: varias concentragdes de monémero e
diversas taxas e doses de radiacdo. Estes copolimeros, PEBD-e-PHEMA, apresentaram graus
de enxertia que variaram de 2 a 50% de acordo com as condig¢des impostas.

2.2. Caracterizacdo do copolimero de enxerto

2.2.1. Espectrocopia em infravermelho

Apds a copolimerizacdo foram observadas as configuragdes estruturais do PEBD enxertado
por espectroscopia no infravermelho (FTIR). No perfil espectroscdpico estavam presentes
bandas nas regides de 3400cm™ e 1730cm™, atribuidas, respectivamente, aos grupos -OH
(hidroxila) e C=0 (carbonila) do homopolimero enxertado PHEMA como visto naFig. 1.
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Figura 1. Espectro de infravermelho (FTIR)
sendo a foto A andlise do PHEMA e a foto B, do
filme PEBD ndo modificado e do copolimero de
enxerto PEBD-e-PHEMA com 32% de enxertia
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2.2.2. Microscopia eletr6nica de varredura

As mudancas superficiais nos copolimeros foram visualizadas por MEV. As micrografias do
PEBD mostraram uma superficie lisa enquanto que os copolimeros com nivels aumentados
de enxertia apresentaram superficies rugosas, devido a presenca crescente de PHEMA, Fig. 2.
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Figura 2. Micrografias em MEV com aumento de
1000x. Foto A: PEBD efoto B: PEBD-e-PHEMA

2.2.3. Hidrofilicidade

Neste ensaio o conteldo de &gua no hidrogel em equilibrio foi determinado
gravimetricamente, como visto na Tab. 1. As amostras de PEBD-e-PHEMA, previamente
pesadas, foram deixadas imersas em agua destilada durante 24horas a temperatura ambiente.
Apds esse periodo foram secas e pesadas. A diferenca dos pesos final e inicial determinou a
hidrofilicidade das superficies em estudo conforme a equagéo 1.

S ) = (W-Ws) x 100
W 1

Onde Ws é o peso inicial do polimero e W é o peso do polimero intumescido.

Com a enxertia houve mudangcas significativas nas propriedades fisico-quimicas do polimero
PEBD. Neste teste foi verificado o aumento da sor¢éo de &gua relacionado com o aumento da
enxertia. O aumento da hidrofilicidade esta baseado na presenca do polimero PHEMA no
filme de PEBD.

Tabela 1. Hidrofilicidade das amostras de PEBD-e-PHEM A analisadas

Amostra Grau d%%I)Enxertia Hidrof(LE)cidade
PEBD (virgem) XXX 1,89
Copolimero 1 2 5,80
Copolimero 2 21 3,96
Copolimero 3 25 11,82
Copolimero 4 32 18,38
Copolimero 5 41 27.49

INAC 2005, Santos, SP, Brazil.



2.2.4. Coeficiente de difusdo [4]

Este teste foi realizado tomando-se como base os resultados obtidos no teste de
hidrofilicidade realizado em 5 amostras de copolimeros de PEBD-e-PHEMA com graus de
enxertia que variaram de 2 a 41% apds 1 hora de ensaio. A 25°C foram obtidos niveis de
sorgdo de &gua de 5,80 a 27,49%, conforme visto na Tab. 1, enquanto que a 37°C, os
resultados variaram de 0,97 a 32,17%.

O coeficiente de difusdo (D) da &gua calculado mostrou que niveis de enxertia superiores a
30% tornaram o copolimero de enxerto mais hidrofébico.

O coeficiente de difusdo da agua nos filmes mostrou uma dependéncia significativa da
enxertia e da temperatura. Esta dependéncia é devido possivelmente a uma transi¢éo de fase
das cadeias do PHEMA enxertado, ou sgja, 0 incremento na enxertia deve reticular as cadeias
de PHEMA o que tornaria a superficie mais hidrofébica relativamente as de nivel de enxertia
mais baixo. A dependéncia de D da temperatura pode ser devido & uma transicdo de fase
(precipitacdo) das cadeias de PHEMA enxertadas, o que reduziria o coeficiente de difuséo de
&gua nos copolimeros de enxerto.

2.3. Testedecitotoxicidade

Este teste avalia a toxicidade que um determinado material pode causar em contato com
células em cultura. O método segue a norma internacional 1S010.993-5 e é baseado no
procedimento original desenvolvido por Borefreund e col. (1984)[5], para avadiacdo de
agentes citotoxicos em geral, sobre uma monocamada de céulas. E baseado na avaliacio
quantitativa da viabilidade celular em exposicdo a agentes toxicos, pela incubagdo com
corante vita MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-
tetrazolico) e reagente acoplador de elétrons, PMS (fenazina metasulfato). A quantidade de
MTS, marcador de viabilidade celular, absorvido por uma populacdo de células € diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis em cultura (Cory e col., 1991)[6]

O potencia citotéxico dos materiais avaliados € expresso pelo indice de citotoxicidade
(IC(s0%)). Este indice corresponde a concentracéo do extrato do material analisado capaz de
inibir 50% do crescimento celular. Como controle negativo utilizou-se o polietileno de alta
densidade (PEAD) e como controle positivo uma solucéo de fenol a0,2%.
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Figura 3. Curvas de citotoxicidade do polimero
virgem, copolimero PEBD-e-PHEMA edo PHEMA.
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Os copolimeros de enxerto (PEBD-e-PHEMA) foram avaliados e pdde-se verificar que os
mesmos ndo apresentam toxicidade podendo ser utilizados como biomaterial.

3. CONCLUSOES

Pode-se verificar que o grau de enxertia foi influenciado pela concentragdo do mondémero
utilizado e condicles de radiacdo. Os altos graus de enxertia de PHEMA na superficie de
PEBD-e-PHEMA deverdo disponibilizar um grande nimero de grupamentos que serdo
responsaveis pelo futuro acoplamento dos componentes protéicos.

O projeto prosseguird com posterior imobilizacdo da enzima fosfolipase A, sobre o
copolimero de enxerto, enzima esta proveniente do veneno de cascavel.
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