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OBTENCAO DE COPOLINEROS DX ENXERTO VIA RADIAGAO IOMIZANTE,
CARACTERIZAGAO E ESTUDO DE SUAS PROPRIEDADES HEMOCOMPATIVEIS.

Alvaro Antonio Alencar de Queiroz

O presente trabalho teve como objetivos o preparo e a
caracterizacio de copolimeros de enxerto por polimeriszacéo
induzida por radiacho e o0 estudo de suas propriedades
hemocompativeis. A relaglo entre as condigbes de enxertia e a
antitrombogenicidade foi examinada com o propésito de
selecionar a necessidade 4o controle das condicBes de
enxertia para aumentar a compatibilidade dos copolimercs com
o sangue. Optou-se por dois métodos de irradiagéio para a
obtengio dos filmes poliméricos enxertados: irradiacho
simultanea em fonte de “Co e pré-irradiagio (peroxidacfo) em
acelerador de elétrons. Preliminarmente foi realizado um
estudo dos pardmetros de enxertia dos mondmeros vinilicos
N,N-dimetilacrilamida (DMAA) e &cido acrilico (AA) sobre os
substratos poliméricos: poli(tetrafluorocetileno) (PTT?E),
poli(etileno-~co-tetrafluoroetilenc) (PETFE), polietileno de
baixa densidade (PEBD) e poli(cloreto de vinila) (PVC). ©
método da irradiacho simulténea foi efetivo na
copolimerizacio de todos os substratos poliméricos estudados,
sendo, entretanto, o méctodo da peroxidacloc mais eficiente na
obtenclo dos copolimeros PETFE-g~DMAA, PEBD-g~AA @& PVC=-g=AA.
A homopolimerizaglio na enxertia do AA sobre o PEBD e PVC foi
diminuida com a adic8o do comondOmero &cido
N,N-dimetilacrilico (DMA).



Para ambos os mondmeros, DMAA e AA, baixas taxa de dose e
dose de irradiagdo demonstraram ser mais efetivas na obtengho
dos copolimercs de enxerto. A caracterizacdo dos copolimeros
de enxerto por FTIR-MIR « ESCA mostraram uma distribuigdo
homogénea do PDMAA e PAA sobre os substratos poliméricos
estudados. A hidrofilicidade das superficies poliwméricas apés
o processo de enxertia foli evidenciado por medidas do &ngulo
de contato e sorcio de &gua. Dados termoanaliticos como
temperatura de transicio vitrea, 'rg, foram utilizados na
determinacéo da biocompatibilidade, observando-se as
alteracdes na tensfo critica de superficie de alguns
copolimeros de enxerto (PTPE~g-DMAA, PETFE-g-DMAA e
PEBD-g=-AA). A anflise da topografia das superficies
poliméricas dos filmes de PTFE, PETFE e PVC mostrou que estas
tornaram-se rugosas apés o0 processo de enxertia. A
hemocompatibilidade foi avaliada por testes "in vitro" que
compreenderam a adsor¢io de albumina de soro bovino (BSA),
fibrinogénio e y-globulina, estudo da adeso de plaguetas e a
cinética da formaclo de trombos. A imobilizac8o do BSA sobre
os copolimeros PEBD-g-AA e PVC-g-AA melhorou a propriedade
antitrombogénica de suas superficies.



OBTENTION OF GRAFT COPOLYMERS BY IONIZING RADIATION,
TION AND STUDY OF EEMOCOMPATIBLE PROPERTIES.

Alvaro Antonioc Alencar de Queiroz

ABSTRACT

The present work had as objectives the obtention and
characterization of grafting copolymers by radiation induced
polymerization and the study of its hemocompatible
properties. The relationship betwesn grafting conditions and
antitrombogenicity was examined for the purpose of clearing
the necessity of controlling grafting conditions to enhance
the copolymers blood compatibility. Two methods were chosen
to accomplish the irradiation: mutual and pre-irradiation
(peroxidation) of the films in “co source and electron beam
accelerator. Primarily grafting parameters were studied in
the systems of the monomers N,N-dimethylacrylamide (DMAA) and
acrylic acia (An) with the polymeric films:
poly(tetrafluoroethylene) (prree),
poly(ethylene-co-tetrafluoroethylene) (PETFE), 1low density
polyethylene (LDPE) and poly(vinyl chloride) (PVC). The
simultaneous irradiation was effective in the polymerization
of all the substrates above mentioned, although the
peroxidation wmethod has given  Dbetter results for
PETFE-g-DMAA, LDPE-g-DMAA, LDPE-g-AA and PVC-g-AA. In the
system AA/LDPE and AA/PVC the homopolymerization was
controlled by the addition of the COMONONeY
N,N~dimethylacrylic acid (DMA). As for the grafting
paraneters, low dose rate and low irradiation dose, showed to
be very effective for tne graftability of DMAA and AA on the
substrates.
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AbreviaclOes utilizadas neste trabalho

:

Polietilenoc de baixa densidade
Poli(tetrafluoro-etileno)

Poli (etileno-co-tetrafluoro-etileno)
Poli(cloreto de vinila)
N,N-dimetilacrilamida

Acido N,N-dimetilacrilico

Acido acrilico

Espectroscopia eletronica para anflise quimica

Microscopia eletrdnica de varredura
Sistema de energia dispersivo

FTIR-MIR: Espectroscopia no infraverselho com transformsadas
de Pourier e acessdrio de miltipla reflexfo interna

PEBD-g-DMAA:
PEBD-g~-AA:
PVC-g-AA:

PEBD-g~AA-i-BSA:
PVC-g-AA-i-BSA:

PDMAA:
PAA:

Calorimetria exploratédria diferencial
Albumina de soro bovino

Enxerto

Copolimero

Imobilizado

Poli (tetrafluoro-etileno-g-
N,N-dimetilacrilamida)

Poli (etileno-co-tetrafluoro-etileno-g-
N,N-dimetilacrilamida)
Poli(etileno-g-N,N-dimetilacrilamida)
Poli (etileno-g-&cido acrilico)
Poli(cloreto de vinila-g-&cido acrilico)
Poli(etileno-g-&cidc acrilico-i-albumina)
Poli(cloreto de vinila-g-&cido
acrilico-i-albumina)

Poli (N,N-dimetilacrilamida)

Poli(&cido acrilico)



An homogenous distribution of the polymeric chains of PDMAA
and PAA onto the substrates was pointed out by FTIR-MIR and
ESCA analysis. Thermal analysis results, as glass transition
temperature, 'rq, were used to determine the biocompatibility
through the observation of surface critical tension (1c) of
some grafted copolymers (PTFE-g-DMAA, PETFE-g-DMAA,
LDPE-g-DMAA and LDPE-g-AA). Contact angle measurements and
vater sorption enphasized the hydrophilicity of the
copolymers. SEM observation of grafted PTFE, PETFE and PVC
films showed roughness in the surface texture.
Hemocompatibility was evaluated by "in vitro" tests as
albumin, fibrinogen and 7-globulin adsorption, couting
adhered platelets and kinetics of thrombus formsation. BSA
immobilization on the LDPE-g-AA and PVC-g-AA enhanced the
antithrombogenic property of LDPE and PVC.




Tenséo interfacial sbélido-vapor
Tenséo interfacial sé6lido-liquido
Tensio interfacial ligquido-vapor
Angulo de contato (grau)
Temperatura (K)

vVciume

NGmero de moles

Energia livre de Helmholtz
Trabalho de adesdo

Trabalho de imerséo

Trabalho de espalhamento
Constante de Planck

Frequéncia da radiaciio eletromagnética

Energia de ligaclio elétron-ntcleo
Energia do fotoelétron emitido
Elétron-volt

Temperatura de transicéio vitrea
Intumescimento (%)

Enxertia (%)

Contetido de &gua no hidrogel (%)
Solucdo tamplo fosfato

Tensfio critica de superficie
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Apesar de sua existéncia ser tio antiga quanto a da
propria medicina, os biomateriais comecaram a ser utilizados
de forma progressiva no pressnte século. A aplicacio de
biomateriais desenvolveu-se notadamsnte na cirurgia
reparadora a partir de 1960 por duas razbes: a necessidade de
dispor-se de sistemas gque pudessen dJdesempenhar total ou
parcialmente as funcbes de um &rglo ou tecido danificado e o
grande desenvolvimento cientifico e tecnwldgico produzidos
neste campo nos Gltimos trinta ancs, gracas 4 estreita
colaboracio entre cirurgifes, engemheiros, fisicos, quimicos,
bidlogos e farmacéuticos.

O trabalho realizado por grupos de investigacho
cientifica tem originado e¢lementos que tem permitido
desenvolver componentes estruturais para »elhorar
sensivelmente a qualidade de vida e a saGide de pacientes que
necessitem da utilizaglio dos biomateriais.

Umn biomaterial pode ser definido como um material
utilizado no tratamento de pacientes que, em algum estégio,
pernanece em contato com o tecido por um intervalo de tempo
significativo, de modo que a interacfo entre o tecido e o
material & um importante fator no tratamento'.

A evolugio de sistemas implantéveis nlo 86 tem
dependido da participacio de equipes multidisciplinares, como
também do desenvolvimento de materiais compésitos que
proporcionem ao sistema, propriedades especificas.



T&o importante quanto a constituicdo dos dispositivos
implantiveis sdo as caracteristicas estruturais ¢
morfolébgicas de suas superficies, uma vez que os fendmenos de
interfase (formac8o de c&psula fibrosa, adeslo protéica ou
celular) sio responsiveis pela aceitaglo ou rejeicio de um
biomaterial. Por este motivo, um implante de aplicaglo em
cirurgia reparadora aeve possuir algumas caracteristicas
superficiais que promovam a aceitagio do implante pelo tecido
adjacentez.

Em outras aplicagbes, como na cirurgia cardiovascular,
¢ necessério gque a ades8o de plaguetas no material seja
minima, sendo que em alguns dispositivos induz-se um
crescimento prévio de células endoteliais na superficie para
prevenir coagulac8o sanguinea’.

Devido 4 sua mdltipla funcionalidade, os biomateriais
devem possuir uma combinagio de propriedades (fisicas,
quimicas, mecénicas e biolégicas, necessfrias para cada tipo
de aplicacg8o.

Assim, no desenvolvimento dos implantes de articulagles
do joelho e quadril, especialistas das mnais diferenciadas
formacbes tem efetuado combinagbes variadas de metais, para
obter compésitos reforgados de alta tenacidade e resisténcia,
nos quais se inclui toda uma série de componentes cerémicos
bicest&veis ou biocativos'. Por outro lado, o desenvolvimento
de um corac8o artificial, ou de préteses vasculares, rsquerem
biomateriais com caracteristicas bem diferentes das
anteriores, necessitando o organismo neste caso, de materiais
moles, (flexiveis, com excelente resisténcia & fadiga,
superficies pouco aderentes e totalmente heamocompativeis.
Entre estes dois exemplos podem-se encontrar biomateriais com
aplicacbes muito diversas, como préteses intraoculares e
lentes de contatos, sistemas de di&liso‘, prétese
m&xilo-facial’ e drogas polimiricaso entre outras.



Com a maior demanda de materiais para aplicacdes
biomédicas, os sistemas poliméricos passaram a ter
utilizacdes bastante diferenciadas, tendo em vista as
possibilidades gque ©oferecem de poder combinar suas
caracteristicas como disponibilidade, variedade de
compogicbes e formags com propriedades tais como resisténcia
mecdnica, inércia quimica, transparéncia, etc para fins
altamente especificos. Estes materiais compésitos podem ser
constituidos por polimeros de origem natural como os
polissacarideos (celulose, amilose, amilopectina, quitina),
os polipeptideos e proteinas, (colfgeno, gelatina, albumina,
etc) e por polimeros sintéticos (politetrafluoro-etileno,
polietileno, polipropileno, policloreto de vinila, polimeros
acrilicos, poliésteres, poliamidas, poliuretanos,
polianidridos dentre outros.

Biomateriais incluenm poer definicéo, polimeros
biocompativeis e polimeros biofuncionais’. © primeiro inclui
dois tipos de materiais poliméricos, os polimeros compativeis
com © sangue, também denominados hemocompativeis ou
antitrombogénicos, e os histocompativeis (compativeis com
tecidos bioldgicos).

De uma maneira geral, podemos considers~ que os
fendmenos gque aparecem nas interagdes tecido-implante poden
ser agrupados en’:

1. Efeitos iniciais que aparecem na interfase implante-tecido
em um curto intervalo de tempo (segundos ou mninutos)
imediatamente apds o contato entre o biomaterial e os

tecidos. Normalmente est8 associado a uma deposicglio
protéica na superficie do implante, atuando como um
recobrimento.

2. Efeitos provocados pela presenca do implante no tecido
adjacente ao implante. Estes efeitos podem ser indiretos
ou surgirem no decorrer dos anos.



3. VariacSes ou alteracSes produzidas no implante como
consequéncia da reacdo dos tecidos, normalmente descritos
como corrosdo ou degradagdo.

4. Sequelas da reacgdo interfacial que surgem sistemicamente
(ou seja, através de todo o corpo) e em algum sitio
especifico, porém remoto.

Apesar do mecanismo e principios serem diferentes,
estes guatro aspectos da interagdo tecido-biomaterial s&o
interrelacionados e constituen o conceito de
biocompatibilidade.

A compatibilidade com o sangue ou hemocompatibilidade,
de importAncia na determinagio do desempenho de dispositivos
cardiovasculares, tem sido considerado algo separado de
outros aspectos da biocompatibilidade, tendo em vista as
reacbes especificas do tecido sanguineo com o implante.

A obtenclo de materiais poliméricos hemocompativeis pode
ser efetuada através de duas abordagens:

a) Sintese de materiais cujas interagdes com os componentes
do sangue sd&o minimizadas.

b) Sintese de materiais capazes de inibir algum dos processos
gue produzem a cascata da coagulacgéo.

Com referéncia ac primeiro caminho, o tratamento de
superficies como a hidrofilizac8o, tem sido empregado para
melhorar a propriedade hemoconpativel de materiais
poliméricos. Neste trat=mento, o uso da técnica de enxertia
pode ser um caminho efetivo e conveniente para produzir estas
superficies.
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A id&ia da enxertia de monomeros hidrofilicos sobre
superficies hidrofébicas deve-se aos trabalhos de Witcherle e
Lim que constataram que polimeros hidrofilicos ou hidrogéis
exibiam uma bioconpatibilidadc10 . A partir dos trabalhos de
Chen'! . Cl'xapir:o12 e Hoffman' , muitos trabalhos tem sido
publicados a respeitoc da obtengio de copolimeros de enxerto
via radiag8o ionizante e alguns biomateriais poliméricos com
propriedade hemocompativel foram sintetizados pela enxertia
de montmeros hidrofilicos sobre polimeros comerciais através
de irradiacso’ .

A sintese de polimeros utilizando a radiacgio ionizante,
apresenta algumas vantagens em relacio as metodologias
convencionais porque envolve a formagio de radicais livres
ou reacdes idnicas, n&o havendo a necessidade da adiglo de
catalisadores ou de aquecimento do sistema reacional’® .
Dentre as vArias aplicagbes desta técnica destaca-se a
sintese de copolimeros de enxerto para a preparacio de
membranas trocadoras de fons'® e polimeros especiais

utilizados na medicina e biotccnologia” .

Com relagio & sintese de materiais, capazes de inibir
algum dos processos que produzem a cascata da coagulacgso, dos
trabalhos produzidos neste sentido, destacam-se os de Chang
comprovando que superficies poliméricas hemocompativeis
também podem ser obtidas pelo recobrimento de suas

superficies conm albumina’*?’

Outros autores mostram que a
imobilizag&o da heparina e enzimas fibrinoliticas previnem a

formacSo de cofgulo™?

Embora a 4&rea de biomateriais esteja amplamente
desenvolvida em paises do primeiro mundo, como demonstra a
literatura® , o Brasil carece de pesquisas neste campo,
particularmente na &rea cardiovascular.



Pretende-se desenvolver um "know-how" nacional na 4rea
de polimeros hemocompativeis, desde gue estes materiais tem
grande aplicacio na fabricagio de catéteres, bolsas de
sangue, RArcCapassos, vAlvulas cardiacas, entre outras
aplicacbes.

Com o fim de tornar economicamente mais viével a
fabricagfo de orglos artificiais, urge modificar-se a
superficie dos polimeros comercialmente disponiveis,
melhorando ou imputando-lhes propriedades antitrombogénicas,
0 que pode ser alcangado pela técnica de copolimerizac8o por
enxertia.

A obtenclo destes materiais utilizando a radiacgéo
ionizante tornou-se alvo de grandes investimentos pelos
paises desenvolvidos em fun¢io do grande potencial
envolvido® .
otsuhata e outros®*® estudaram os parimetros de
enxertia do mondmero hidrofilico (N,N-dimetilacrilamida)
(DMAA) sobre o poli(tetrafluoro~etileno) (PTFE) e o
poli(etileno-co~-tetrafluoro-etileno) (PETFE) e a relacio taxa
de dose/ rugosidade. Concluiram que esses parimetros parecenm
desempenhar um papel importante na antitrombogenicidade do
hidrogel.

NS0 & bem conhecido ainda qual tipo de estrutura de
monOmero hidrofilico idnico ou néo ié6nico pode gerar um
hidrogel com uma melhor ou pior antitrombogenicidade, ou que
combinacfes substrato polimérico-monémero & a mais adequada
para este fim.



Com relagfio 4 obtengéo de copolimeros de enxerto,
derivados do DMAA e &cido acrilico (AA) via radiagéo
ionizante, verificou-se que existem alguns pontos gque néo
foram suficientemente explorados, a saber:

a) O processo de enxertia induzido pela radiacso team sido
feito pelo método da enxertia simultinea ou
pré-irradiacio, porém pouca énfase tem sido dada 2
peroxidacio do substrato.

b) Poucos substratos poliméricos foram enxertados, podendo-se
portanto exaainar-se uma maior variedade de polimeros
comerciais e discutir-se uma relacgéo
enxertabilidade/hemocompatibilidade.

c) Os trabalhos em sua maioria utilizam o processo Ade
irradiag8o simultfnea, sendo © processo de obtencio de
hidrogéis a partir de elétrons acelerados, pouco
empregado.

d) A relaclo entre as propriedades de superficie como a
variac8o da tensfo critica de superficie com o processo de
enxertia e a hemocompatibilidade.

e) A caracterizacloc por métodos espectroscbdpicos como o ESCA
e o FTIR-MIR.

Quanto ao estudo da propriedade hemocompativel destes
copolimeros de enxerto, pode-se dizer que:

a) Para os mondOmeros DMAA e AA os fendOmenos de adsorcéo
protéica ndo foram relacionados consubstancialmente A
hemocompatibilidade dos hidrogéis.



b) A imobilizacdo de biocomponentes que inibem o fendmeno de
coagulagio como a albumina, sobre o hidrogel de AA e ©
estudo cinético da coagulagdo ndo foi encontrado na
literatura.

c) A avaliag8o da adesio plaquetéria & feita por MEV. O
estudo das superficies rugosas dos hidrogéis de DMAA e AA
foi feita por epi-fluorescéncia.

1.1~ Objetivos

Este trabalho teve por objetivo investigar a
enxertabilidade do »ONOBEro hidrofilico néo idénico
N,N-dimetilacrilamida (DMAA) sobre as matrizes poliméricas de
poli(tetrafluoro-etileno) (PTPE),
poli(etileno-co-tetrafluoro~-etileno) (PETFE), polietileno de
baixa densidade (PEBD) e do monOmero hidrofilico aniénico,
&cido acrilico (AA), sobre o PEBD e poli(cloreto de vinila)
(PVC) com a finalidade de melhorar ou imputar a propriedade
hemocompativel aos referidos substratos poliméricos,
utilizando o processo de enxertia via irradiaclo simulténea e
pré-irradiacgso.

Foram considerados os efeitos das sequintes varifveis
do sistema de polimerizag8o: taxa de dose de irradiacgio; dose
de irradiag8o; solvente; concentracéo do RONOMEro;
temperatura; inibidor de homopolimerizaglo; tipo de radiaclo
(eletromagnética e corpuscular).
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Os copolimeros de enxerto foraa caracterizados
tisico-quimicamente através de medidas de hidrofilicidade,
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectrometria
na regidio do infravermelho (FTIR-MIR), microscopia eletrodnica
de varredura (MEV), microscopia eletrdnica para andlise
quimica (ESCA) e medidas do &ngulo de contato.

Estudou-se a influéncia do percentual de enxertia na
imobilizacio da albumina de soro bovino (BSA) nos copolimeros
de enxerto PEBD-g-AA e PVC-g-AA.

As amostras obtidas com diferentes niveis de enxertia e
com a proteina imobilizada foram estudadas com respeito &
propriedade hemocompativel por ensaios in vitro que
englobaram:

a) Adsorcéio nas superficies de albumina de soro bovino (BSA),
fibrinogénio e gama globulina marcadas zom el &

b) Estudo da cinética de coagulacéo.

c) Estudo da ades8o de plaquetas.

Em resumo, para a realizacio dos objetivos deste
trabalho, os seguintes passos foram programados:

a) Selec80 do solvente ideal para o processo de
copolimerizacio com base no intumescimento dos polimeros
estudados.

b) Estudo da adjigl8o de inibidores de homopolimerizac8o como

ions met8licos e comondOmero no processo de

copolimerizacio por enxertia.

c) Determinacfo dos pardmetros de enxertia dos mondmeros
sobre os substratos estudados.



d)

e)

f)

9)

Utilizacio da radiacdo eletromajnética de alta energia
(raios gama) e elétrons acelerados.

Caracterizacho fisico-quimica das superficies dos
copolimeros de enxerto.

AtivacAo quimica das superficies enxertadas com &cido
acrilico (AA) para imobilizagho da albumina de soro bovino
(BSA) .

Avaliagio da propriedade hemocompativel das superficies
dos copolimeros de enxerto em relacho 3 superficie nlo

modificada.

A Figura 1 mostra o esquema seguido no desenvolvimento

de superficies poliméricas compativeis com o sangue.
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MONOMEROCS SUBSTRATOS
HIDROFILICOS POLIMERICOS

OBTENGCAO DE COPOLIMEROS
DE EMXERTO COMPATIVEIS
COM O SANGUE VIA RAIOS
GAMA E ELETROMS ACKELERADOS

PARAMETROS ]

DK — CARACTERIZACAO

EMXERTIA —— DOS
HIDROGEIS
| |
[IMOBILIZACAO DE COMPOSTOS |
BIOATIVOS
L_.__ RELACAO ENTRE HEMOCOMPATIBILIDADE
'd—
E METODOS DE SINTESE J

Pig. 1- Diagrama simplificado do estudo da sintese de
copolimeros de enxerto via raios gama e elétrons
acelerados.
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2- ASPECTOS GERAIS

2.1- POLIMERIZAGAO

2.1.1~ Hidrogéis

Hidrogéis s#io materiais hidrofilicos que intumescem em
fgua e representam a primeira classe de materiais gque foram
projetados e desenvolvidos com o intuito de aplicaclo médica.
Possuem as sequintes caracteristicas em comum® :

a) Consistem de cadeias poliméricas que s80 reticuladas
covalente ou eletrostaticamente;

b) S8o0 insolveis em &gua a temperatura, pH e forca idbnica
fisiolbgicos;

¢) Intumescem até um valor de egquilibrio de 10 a 98% nas
condigdes fisiolégicas.

Sistemas de hidrogéis preparados por diferentes
métodos’ s80 representados na Figura 2. Filmes vazados,
fregquentemente usados como revestimento para outros
materiais, normalmente requerem ligagbes hidrofébicas para
prevenir a dissolug8o do polimero em meio aquoso. Hidrogéis
reticulados podem ser obtidos por moldagem por injeg&o de uma
mistura do mondmero, agente de reticulacgio e iniciador.
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FI1MES VAZADOS

N\ Segmeutos hidrofilicos

AN  Segmentos hidrofobicos

KEISS DE LIGAQOES CRUZADAS

A\, Cadeias hidrofilicas
:Z Ligacees cruzadas cevalem®ss
T Pouto de ramificacso

POLDERO DX SUPERFICIK EMXERTADA

N\n ‘Cadeias hidrofilicas

'-L Ligacoes covalentes

MW\ sepetrato hidrofobico

Pig. 2- Métodos de preparacio de hidrogéis.
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A enxertia de hidrogéis em uma matriz polimérica ¢ uma
técnica muito atrativa para a sintese de biomateriais
poliméricos. Entre os motivos estdo gque o0 polimerc
hidrofilico se torna insolivel pela ligagio a um substrato
rigido; a baixa forca mecdnica geral dos hidrogéis &
melhorada pela ligacio a um polimero mecanicamente mais forte
e a fabricacgio & simplificada desde que somente o substrato
necessita ter a forma especifica desejada, segquindo entdo o
enxerto o seu contorno’.

2.1.2- Polimerizaclo induzida pela radiacgio

Estudos cinéticos de polimerizaglo induzida pela
radiagio tem sido realizados nas Gltimas 5 décadas, para uma
grande variedade de mondmeros polimerizados em soluclo ou em
fase gasosa, contribuindo para a elucidagio de mecanismos
reacionais’* ¥ . Desses estudos foi comprovado que:

a) A polimerizacso ocorre na maioria das vezes pelo mecanismo
via radical livre;

b) O mecanismo de polimerizacio sempre envolve uma terminacio
mitua de crescimento de cadeias;

c) A velocidade de polimerizaciio pode ser relacionada com a
velocidade de produg8o de radicais no solvente;

d) A velocidade de produgio de radicais no solvente &
relacionada com a quimica da radiag8o do solvente.

Os rendimentos da polimerizac8o induzida pela radiagéo
s8o elevados, podendo citar--se como vantagcms15 :

a) O processo & limpo, ou seja, no final do processo n&o hé a

presenga de residuos, causados pela decomposiclo de
iniciadores ou catalisadores quimicos;
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b) Peramite o uso de uam grande intervelo de taxas de dose de
irradiagio e portanto, diferentes velocidades da
iniciacido;

c) Existe muito pouco ou nenhum efeito da temperatura ma
iniciaclo;

d) N&o h& perigo de descontrole reacional devido & exotermia
da etapa de propagacho;

e) B4 a possibilidade de iniciagio no estado sblido.

Estas caracteristicas permitem a obtengio ds polimercs
de alta pureza, podendo ser utilizados para a fabricaciio de
membranas hidrofilicas, artigos 6pticos e outros polimeros de
aplicacSes na medicina e biotecmologia™ ™ .

A investigacfo sistemética da polimerizagio induzida
p-ia radiaclo foi feita por Daiton™ , sendo entSo
demonstrado que © wmecanismo seguido durante a reacio de
polimerizacio era via radical livre. Neste processo, os
radicais gerados no mseio pela radidlise do mondmero M (reacso
1) e eventualmente o solvents S8 (reagdio 2) adicionam—se i
dupla ligaclio do mondmero iniciando o crescimento das cadeias
poliméricas (reacgfo 3):'1 :

Yeae~

M _AmAaAm, 2 R (1)
Yre~

S Aman, 2 R (2)

q1
R’ + cH, = iu_.u-{cnz-g} (3)
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ou

RM' + M———=RNM (5)

n n+l
08 radicais prim&rios R° podem combinar-se com o mondémero
(reagc&o 3), entre si ou com  cadeia em crescimento R H;

(obtendo-se um polimero Pn):

R® + k———R (6)

R* + RH;——» P (7)

Geralmente as reacgdes (3), (6) @ (7) s8o competitivas e
as regras de competiclo se aplicam ao sistema. Se a
concentrag8o do mondmero for muito alta e a taxa de dose
baixa, as reagles (6) e (7) tornam-se despreziveis reagindo
todos os radicais livres com o monbOmero na reaq&o31 .

2.1,3~- Copolimerizagio por enxertia induzida pela radiaglo

Para nmuitas aplicagbes as propriedades da superficie de
um polimero s8o de igual ou maior importa&ncia gque as
propriedades do interior da matriz polimérica (bulk). No caso
da interaglo com liquidos, propriedades como molhabilidade,
adesfo e sorglo das superficies poliméricas possibilitam a
aplicaglo dos materiais poliméricos na medicina e
biotccnologia:" .

16



Superficies poliméricas podem ser modificadas fisica,
quimica ou biologicamente. As modificacdes fisicas e quimicas
sdo feitas pela simples deposigio flisica de outros
componentes COmO surfactantes e polimeros ou, pela
modificacgic quimica direta com a introdugioc de grupos
funcionais especificos, como -SOJ, C=0, =-COOH, etc™ .

As fontes de energia, mais comumente utilizadas para
modificag8o quimica, s#oc radiacdes ionizantes, provenientes
de irradiador gama (°°co) , acelerador de elétrons, reatores

de descarga de plasma e processos fotoguimicos (UV e
o f“'”
5 .

A técnica de enxertia induzida pela radiaglo & um
método alternativo de modificagfio de materiais polinéricos“.
Pelo uso desta técnica, a modificaglo pode ser feita somente
a nivel de superficie, ou se desejado, também no interior da
matriz polimérica. O produto polimérico obtido de um processo
de enxertia & chamado de copolimero de enxerto.

Um copolimero de enxerto & composto de uma cadeia
principal ao longo da qual existem novas cadeias poliméricas
ligadas, chamadas cadeias enxertadas.

O mecanismo da copolimerizag&o por enxertia & ané&logo
ao da homopolimerizag8o, sendo que as espécies iniciadoras
s80 radicais poliméricos. A reagio de enxertia pode ser
dividida em trés etapas principais: iniciaglo, propagacgioc e
torminac&o" .
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Iniciac#o

Nesta etapa a matriz polimérica ao ser exposta A

radiag8o ionizante produz as espécies iniciadoras da re¢ ‘géo:

7.2
Anm P’ + F (1)
matriz radical pequeno
polimérica polimérico radical

A velocidade de formac8o dos radicais P e R
somente da intensidade da radiac8o (I),

Ral (2)
R=k.I

onde k & uma constante de velocidade.

O radical P' induz a reaglo de propagacgio:

k
i
P + My — M (3)
mnondmero radical em

crescimento

depende

A velocidade de iniciag8oc da reagéo de enxertia ¢,

Rl = k‘.[P'].[H] (4)

onde kl é¢ uma constante para a iniciag8o da reaclo de

enxertia.

18

R I i L VAT o A



Propagacéo

PM ° + M —————PM ° (5)

n nel

Neste caso, a velocidade de propagagio (Rp) depende
somente da concentragio de radicais livres e do mondmero.

Logo,

R =Xk. (PM' ].(M] (6)

Terminagio

Se dois macro-radicais se combinam entfo a reacio &
terminada e o copolimero de enxerto & formado :

k
t

Pu_’ + P‘Hn' m (7)
macro-radicais copolimero

de enxerto

A velocidade de terminacéo (Rt ) depende somente do
quadrado da concentragio de radicais,

. 2
R, = 2k,. (PM° ) (8)

Assim, a velocidade da reaglo de terminacgfo aumenta

mais rapidamente que a reagfo de propagagio quando a
concentrag8o de radicais & aumentada.
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Se for assumido gue o comprimento da cadeia polimérica
é longo, entéo a reaglo de iniciag8o pode ser desprezada em
relacdo A reacso de propagagldo, obtendo-se a seguinte equagéo
para a velocidade de enxertia:

R =k .[PM° ].[M] (9)
Introduzindo a hipétese do estado-estacion&rio, de que
a velocidade de variag3o da concentragfo de radicais &

pequena, gquando comparada A sua velocidade de formaglo e
desaparecimento, entlo tem-se que:

2

X [P°].[M] = 2K .[PM_] (10)
ou, R = 2k .[PM° 12 (11)
portanto, (PM° ] = (R / 2k )7 (12)

substituindo em (9), encontramos a seguinte equacso:

R = k. [M].[R / 2k 1'% (13)

Embora n8o seja rigorosamente correto assumir a
hipétese do estado estacionério de radicais livres capazes de
iniciar a reaglo de copolimerizaglo, Restaino e Reed™® tem
mostrado que esta hipbétese & amplamente justificada para a
enxertia do acetato de vinila sobre o
poli(tetrafluoro~etileno). Os autores ressaltam no entanto,
gque a hipbtese do estado estacionério aplica-se apenas aos
radicais formados na superficie da matriz polimérica e n&o
dqueles criados dentro do filme.
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2.1.4- Métodos de enxertia por radiacio

Existem basicamente trés diferentes métodos para
preparar um copolimero de enxerto através da radiacglo
ionizante: irradiacéo simultinea, pré-irradiacéio e
pcroxidat;ao” .

O método da irradiacio simultdnea & também chamado de
enxertia wmitua (ou direta). Neste método de enxertia, o
polimero a ser modificado & irradiado diretamente na presenca
do mondSmero, podendo este estar em fase condensada ou gasosa.
A irradiagiio ¢ usualmente realizada na auséncia de ar.

O método da pré-irradiagio envolve a irradiaclo da
matriz polimérica que & depois colocada em contato com ©
mondmero na fase liquida ou gasosa. A enxertia ocorre pela
reacio do montémero com os radicais capturados na matriz. Esta
técnica & quase totalmente inibida pelo oxigénio, exigindo
procedimentos de deaeracgdo.

O método da peroxidaglo consiste na irradiacfo de uma
matriz polimérica em presengca de ar, levando & obtencio de
peréxidos e hidroperéxidos. Esses grupos perdxidos séo
razoavelmente est&veis e o polimero pode ser estocado a
baixas temperaturas sem perda de atividade. Se aquecidos
subsequentemente na presenga de mondmeros vinilicos e

auséncia de ar, os grupos perdSxidos decompSem-se liberando
radicais livres gue podem iniciar o processo de enxertia.
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A sequéncia reacional pode ser representada como segue:

a) Formagho de hidroperdxido ou de perédxido

A J,e A A A

+ 02‘~"“‘ }-OOH ou ‘—0-0-1

A A A A
polimero hidroperé6xido perdxido

b) Formagdo de um copolimero de enxerto

A A nB A
}-O-OH —_—— }-o’ +°Qf —= I—B-—B-B-B + HOBn
A calor A mondmero A

Este processo pode ser conduzido sob condigles onde uma alta
eficiéncia na enxertia pode ser atingida, sendo que a dose e
a taxa de dose de irradiacio sfo fatores importantes.

No método da enxertia simulténea, a dose total
determina o comprimento da ramificagio enxertada. O peso
molecular da cadeia enxertada & também controlado por outros
fatores como a presenca de agentes transferidores de cadeia,
concentrag8o do monOmero, temperatura reacional e
viscosidade do meio. A difus8o do monémero dentro da matriz
polimérica desempenha um papel importante no método da
enxertia simultAnea, j& gque & por este meio que o mondmero
atinge os sitios ativos dentro da matriz polim&rica“’.

Teoricamente gqualguer substrato polimérico pode ser
enxertado pela radiag8o. Contudo a eficiéncia no processo de
enxerto depende da natureza da matriz polimérica bem como do
monémero utilizado, ou seja um dado mondmero em particular
pode enxertar bem sobre uma dada matriz polimérica podendo no
entanto, ndo enxertar bem sobre outros polimoros" .
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A eficiéncia da enxertia induzida pela radiagio depende
do rendimento de radicais livres (G) da matriz polimérica e
do mondmerc utilizado. O valor G & definido como o nimero de
radicais livres formados por 100 eV de energia absorvida por
grama de material.

No método da enxertia simultdnea particularmente,
somente os casos onde o valor G da matriz é alto e o do
monémero & baixo, podem possibilitar uma enxertia efetiva*® .

2.2- CARACTERIZAGCAO Fisico-QuiMica

2.2.1~ Hidrofilicidade
2.2.1.1- Angulo de contato

Informagbes de superficies sblidas a nivel de poucos
angstrons sio muito dificeis de serem obtidas. Um dos métodos
mais sensiveis para a obtenglo de informagles de superficies
¢ a medida do Aangulo de contato*’ . Este adngulo pode ser
formado, quando a gota de um ligquido & colocada sobre uma
superficie sbélida. 0 1liquido pode espalhar-se inteiramente
sobre a superficie, ou permanecer, caso n8oc molhe a
superficie do s6lido, na forma de uma gota.

O fundamento da técnica do 4&ngulo de contato & o
equilibrio de trés fases que ocorre no ponto de contato na
interface s6lido-1iquido-vapor, sendo este equilibrio
considerado em termos de superficie e tensbSes superficiais na
interface.
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O balango de energia para o equilibrio do sistema
s6lido-liquido-vapor na interface entre um s6lido rigido néo
deformAvel e um liquido e seu vapor & dado por“ :

(QF) = 7 ,.4x - 7,.dx - 7 ..dX.c08.8 (1)

Sy
onde F & a energia livre de Helmholtz, de um peqgqueno
deslocamento do liquido, 7 a energia livre interfacial do
liquido para as interfaces sélido-vapor (7sv), s6lido~1liquido
(v,) e ligquido-vapor (v,,), T a temperatura termodindmica do
sistema, V o volume, n o nGmero de moles e 6 & o &ngulo de
contato.

No equilibrio dF = 0, logo:

15' - - ‘Ju.cose (2)

gue & a equacso de Young'3 .

As variacbdes da energia livre de superficie para os

processos de adesdo (u.), imersdo ‘“1) e espalhamento (u')

sao“ :

w = -1Lv.(cose + 1) (3)
w = =7 .CO80 (4)
w = -1Lv.(cose - 1) (5)

Sendo 7, a tensdo interfacial 1liquido-vapor e @ o
anguloc de contato, a condiglc para a molhabilidade ocorrer ¢
que w < 0. Como 7, & sempre positivo, o processo de
molhabilidade & determinado pelo cosé, o que Jjustifica a
utilidade do &ngulo de contato na medida da molhabilidade de
uma dada superficie.
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2.2.1.2- Conteddo de 4&gua

O processo de sorgio de &gua pelos biomateriais
poliméricos & um importante fator na correlagio entre a
trombogenicidade e as propriedades de superficie. A &gua
adsorvida poderia exercer um efeito “plastificante®™ na
superficie do biomaterial aumentando o8 processos de
transi¢Ses e relaxacgdes moleculares® .

Quando um polixero & colocado em meio aquoso as
interagdes fortemente positivas entre a estrutura quimica da
macromolécula e a §gua (por exemplo, ligagdes de hidrogénio)
favorecem o intumescimento. A medida que as moléculas de Squa
penetram na matriz as cadeias poliméricas tornam-se mais
estendidas causando uma expansioc e consseguente ordenamento da
estrutura polimérica. Uma vez gque este processo &
desfavorecido entropicamente, passa a existir ent&o uma forga
diretora no sentido oposto ao da forga osmdtica das moléculas
de &gua em permearem o hidrogel. Quando a forca osmética de
moléculas de &gua para dentro do sistema & balanceada pela
forca exercida pelas cadeias poliméricas enm resistir ao
processo de expansio diz-se que neste ponto o equilibrio no
intumescimento foi atingido.

Alguns dos fatores responséveis pelo intumescimento dos
hidrogéis er meioc aquoso sfo a alta flexibilidade da cadeia
da macromolécula, baixa densidade de 1ligagdes cruzadas,
fortes interagdes com a &gua e a existéncia de um potencial
osmético® .
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2.2.2- Estrutura dos polimeros utilizados no presente
trabalho

Os polimeros podem ser preparados combinando-se dois ou
mais monOmeros diferentes no processo de polimerizagio. Se
dois mondmeros s&o utilizados o produto & chamado de
copolimero e o0 segundo mondmero ¢ usualmente incluido na
reag8o para modificar ag propriedades do primeiro
(homopolimero).

£ possivel controlar o carinho da reacio de
copolimerizacio existindo 4 configuragbes principais de

interesse* :
(1) Alternada : -A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-
(2) Ao Acaso : A-A-B-~A-A~A-B-B-A-A-A~-A-~-
(3) Bloco : -A-A-A-B-B-B-B-B-B~B-A~-A-
(4) Enxerto : -A-A-A-Q-A-A-A-A-A-?-A-A-
B B
] 1]
B B
! ]
B B

As interagdes intracadeias de polimeros tem um
considerével efeito nas propriedades do material.
Provavelmente o fator mais significante & se o material ¢
amorfo ou cristalino' .

A facil’idade com que um polimero pode formar regides
cristalinas ou amorfas depende da estereoregularidade da
cadeia molecular e da presenca de grupos laterais volumosos.
Assim uma molécula de polimero com um grande naGmero de
ramificacles ou com a presenga de grupos volumosos na cadeia
dificilmente formar&d uma estrutura ordenada. Desta forma as
estruturas sindiotéticas e isot&ticas tem suficiente simetria
para haver a cristalizacﬁo” .
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A Tabela 1 mostra a estrutura molecular dos polimeros
utilizados neste trabalho, bem cowo, o8 principais radicais
criados pela interacdo com radiacio de alta energia.
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Tab. 1- Estrutura molecular e principais radicais formados
pela radiaglo ionizante (em auséncia de ar) nos
polimeros utilizados no presente trabalho.

NOME E ESTRUTURA QUIMICA RADICAIS PRODUZIDOS

]

Poli(tetrafluoro—-etileno) (PTFE)
~(CF~ CF, }- -(cr,- cF }-*

Poli(etileno-co-tetrafluoro-etileno) (PETFE)
: »
~(CF,- CF- CH~ CH, )- -[CF,-CF~CH_~CH_ )-

-[crz-crz-éu- CH_ ]~

2

Poli(cloreto de vinila) (PVC)

~[CH -CHC1])- -(CH_-CH)-*°
Polietileno(PEBD) . 50
-(CH - CH, ]- - [CH_-CH)-
28
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2.2.3- WMitodos Expectroactpicos

2.2.3.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR-NIR)

Atomos covalentemente ligados formando uma molécula ndo
permanecem fixos um em relacéo ao outro mas vibram ao redor
de uma disténcia interatSmica média. A energia absorvida,
resultante da imteraclio de um polimero com radiagio
eletromagnética de determinada energia, pode ser convertida
em BOVvimentos vibracionais e rotacionais, o que leva a
variacOes nas disténcias interatimicas e nos &ngulos das
moléculas. A energia absorvida, associada com as vibragbes de
usa molécula ligada covalentemente, & descrita pela mecénica
quintica em termos de niveis de energia vibracionais
discretos, sendo os diferentes niveis de energia vibracional
dados pors' :

E= (n+1/2).hv (1)

Os comprimentos de onda de radiagio (A = c/v) capazes
de excitar uma molécula de um nivel vibracional a outro
incluem a regifo do infravermelho. As vibragbes moleculares
podem causar uma variacio no momento de dipolo, se a absorcéo
da radiagdo eletromagnética dentro da regifio do infravermelho
est§ para ocorrer. Esta condigio & conhecida como regra da
selegcio. A banda IR resultante & uma banda vibracional
fundamental com uma intensidade proporcional ao quadrado da
variagio no momento de dipolos' .
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Na espectroscopia no infravermelho com transformadas de
Fourier (FTIR), utiliza-se um interferdmetro para coletar os
dados, ao invés do monocromador usado nos espectrémetros
dispersivos convencionais. As vantagens do espectrémetro FTIR
sobre os convencionais sdo uma melhora na razdo sinal/ruido
por unidade de tempo, um mnaior ganho de energia, maior
velocidade e precis8o no espectro obtido. A desvantagem é a
necessidade de um cumputador para a anédlise do interferograma
obtido.

Quando a luz propaga-se de um meio para outro, sendo o
indice de refraglo do primeiro maior que o segundo, gera-se o
fendmeno de reflexio interna.

O desenvolvimento da espectroscopia de reflex&o interna
com o uso de miltiplas reflextes (MIR) para o estudo de
filmes finos foi feito por Harrick>?™®3 . Nesta técnica
empregam-se mliltiplas reflexdes para amplificar as absorgdes
fracas. Assim, a luz infravermelha entra no prisma num angulo
de incidéncia apropriado e & refletida nas superficies
internas do prisma gerando um espectro de profundidade
aproximada 1 um , de alguma espécie absorvedora de

infravermelho em contato com a superficie polimérica.

A erpectroscopia FTIR-MIR pode ser utilizada na
determinag8c da distribuig8o de cadeias poliméricas
enxertadas em uma dada matriz polimérica.
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2.2.3.2- Espectroscopia Eletrénica para Anélise Quimica
(ESCA)

Esta técnica também chamada de espectroscopia
fotoeletrénica (XPS) & considerada como uma importante
técnica para a caracterizaglo e anélise da superficie de
biomateriais poliméricos.

O principio bésico da técnica & o efeito fotoelétrico,
um féton transfere sua energia (hv) para um elétron orbital
expelindo-o do &tomo com uma energia cinética dada porﬁiz

El = hy - E. (2)

onde El & a energia de ligagdo do elétron, Ek sua energia
cinética e hy a energia do fé6ton (h & a constante de Planck e
v a frequéncia da radiacdo incidente. Todas as energias séo
medidas em elétron-volts (eV). A medida da energia cinética
permite o célculo da energia de 1ligagl8o. Conhecendo-se a
energia de ligagfo torna-se possivel identificar-se o &tomo.
08 fb6tons utilizados s&o raios X monocrométicos, usualmente
magnésio ou aluminio Kd

Esta técnica & utilizada para obter-se informacbes a
nivel de 10-60 A“' , sendo uma ferramenta potente na
determinacfo da composic8c gquimica da superficie de
biomateriais.
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2.2.4~ Andlise térmica

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) & uma
técnica fundamental para a caracterizagdo térmica de
materiais poliméricos, cujo fundamento ¢é a medida das
diferencas de energia absorvida ou cedida por uma amostra, em
relagdo a um material de referéncia, gquando se submete o
sistema a um programa controlado de temperatura. Praticamente
todos os processos fisico-quimicos implicam em variagdes na
entalpia ou capacidade calorifica do sistema, sendo a
aplicacdo da DSC a sistemas condensados praticamente
universal. Além do mais, esta técnica & quantitativa e as
variacbes de entalpia podem relacionar-se diretamente com o
processo que se est& estudando.

Na transic8o vitrea, Tq , a temperatura com gue se
produz o congelamento dos movimentos moleculares,
manifesta-se no DSC por um salto de capacidade calorifica
similar a uma transiclo de segunda ordem. Dado que o fenfmeno
de transig8o vitrea, tal como se observa normalmente, nfo &
un fentmeno de equilibrio, a definiglo de transiclo de
segunda ordem, baseada no equilibrio termodinémico a rigor,
ndo poderia aplicar-se & transig8o vitrea. O tratamento da
T9 como uma transigifo de segunda ordem, no entanto,
simplifica muito determinadas consideracbes.

Entre os diferentes fatores que podem exercer uma
influéncia diretamente na Tq de um polimero destacam-se ©
efeito da estrutura quimica e a flexibilidade da cadeia, o
peso molecular, os plastificantes, a presenga de ligacdes
cruzadas e a copolimerizacao$7.

0 DSC pode ser utilizado para acompanhar-se a variacé8o
do percentual de cristalinidade de uma matriz polimérica no
processo de enxertia.
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2.2.5- Andlise topogréfica por MEV

A copolimerizacio por enxertia radioinduzida pode levar
a modificagdes significativas na estrutura do material
polimérico. Fstas modificagdes compreendem uma mudan¢ca hna
textura e morfologia intrinseca da superficie, como
rugosidade ou distribui¢c&o de fases no polimcro“ .

A enxertia de monomeros vinilicos nas superficies dos
materiais poliméricos pode levar a uma alteragio na textura
do material, podendo influenciar nas propriedades
hemocompativois“ .

A microscopia eletrénica de verredura (MEV) pode ser
utilizada no estudo da topografia de copolimeros de enxerto e
também na visualizaclo da intera¢io destes materiais com o
sangue.

2.3= AVALIAGAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE

Para poder interpretar as propriedades hemocompativeis
que apresentam alguns materiais poliméricos, assim como
projetar novos materiais com maior antitrombogenicidade,
torna-se necess&rio o conhecipento prévio dos mecanismos
pelos quais se produz a coagulag8o do sangue.
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2.3.1- Composicdo do sangue

O sangue é um fluido heterogéneo, n&o Newtoniano,
composto de elementos celulares como as células vermelhas,
células brancas e as plaquetas, que estdo suspensas no
plasmasg. A célula vermelha (eritrécito) € um disco
bicdncavo, tendo um di&metro aproximado ("in vivo™) de cerca
de 8u.

As plaquetas ou trombbébcitos possuem aproximadamente 2u
de dismetro e constituem cerca de 300.000 mm’ do sangue
circulante total em humanos. As plaquetas contém ADP,
serotonina, histamina, glicogénio e outros materiais, podendo
ativar a tromboplastina do tecido que est& envolvida no
mecanismo de coagulacio sanguinea.

O plasma sanguineo constitui aproximadamente 55% do
sangue. Ele contém um grande nGmero de ions inorgénicos e
macromoléculas organicas, como as proteinas e as enzimas, em
vadrios estados de ionizac3o. O pH normal do plasma & 7,4 e

neste ponto as proteinas do plasma estdo na sua forma
aniénica® .

Com respeito Aas proteinas do plasma, trés familias,
imunoglobulinas, albumina e proteinas de coagulacdo sido de
interesse especial na formag3o de trombos. As proteinas de
coagulacgio s30 uma série de enzimas e fatores de coagulagéo

(Tabela 2), gque atuam de uma forma sequencial na chamada
cascata de coagulagdo.
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Tabela 2- Fatores de coagulacdo do sanquc"" .

Fator Sinébnimo coaum
X Fibrinogénio
11 Protrombina
I1I Tromboplastina
v Ion ca*’
v Pr6-acelerina
281 Pré-convertina
VIII Fator anti-hemofilico
IX Componente da tromboplastina do plasma
X Fator Stuart-Powver
X1 Antecedente da tromboplastina do plasaa
XII Fator de Hageman
XIII Fator estabilizante da fibrina
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2.3.2- AdsorGgio de proteinas

Quando o sangue & colocado em contato com um material
polimérico, as propriedades de superficie, tais como &gua e
ions adsorvidos, rugosidade, microdominios, cristalinidade e
a composig3o quimica da superficie (Figura 3) sdo fatores que
podem influenciar as interagdes entre a superficie e o
sistema biolbgico22

08 fatores, que determinam a formag&o de uma interfase
por deposicio protéica sobre a superficie de um biomaterial,
podem ser, termodindmicamente influenciados por variagdes
entilpicas e entrépicas, que podem ser suficientes para
proporcionar um balan¢o de energia livre negativo no processo
de adsorgdo de proteinas na superficie dos biomateriais
poliméricos“) . A caracteristica ambivalente polar/apolar das
proteinas pode favorecer também seu acGmulo na superficie61 .

O tipo de uni&o, que se estabelece entre as proteinas e
a siperficie de um biomaterial, depende marcadamente da
natureza desta superficie. O <car&ter hidrofilico dos
biomateriais parece ser um dos fatores determinantes da
adsorgdo protéica. Neste sentido, embora n&c se produza uma
ligagdo covalente entre as proteinas e o material polimérico,
as interacdes secundArias como pontes de hidrogénio ou forcas
do tipo van der Waals, podem ser suficientemente importantes
para produzir uma ligag8oc bastante estével.

Utilizando solugdes aquosas das proteinas mais
importantes do plasma sanguineo (albumina, 7-globulina e
fibrinogénio), tem-se demonstrado gque o fibrinogénio & a
proteina mais ativa nos processos de adsor¢io em numerosas
superficies de materiais poliméricos, embora a 7-globulina
apresente também uma grande atividade*? .
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-]

Pig. 3- Alguns dos fatores gque podem influenciar nas

interacbles entre o sistema biolbgico e
superficies poliméricas.
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2.3.3- Ativaclo de plaquetas

O fator VII de coagulagdo media a adesdo de plaquetas
sobre a superficie, sendo liberados alguns constituintes do
agregado plaquetdrio dentro do plasma. Estas transformagdes
estdo sob o controle das prostaglandinas, ions qu, AMP e
ADP. S&0 fabricadas proteinas especificas e fosfoliplideos da
membrana plaquetdria, que sdo de primordial importancia para
a aceleraglio e€ o controle do processo de coagulagio. A
ativagdo das plaquetas também & iniciada por fatores como
turbuléncias do fluxo sanguineo, trombina e outros compostos
enzimaticos® .

As plagquetas aderidas num material sintético
trombogénico podem ser ativadas levando ao inicio de um
conjunto de reagdes que conduzem & formagio de trombos.

2.3.4- Cascata de coagulagio

Quando superficies poliméricas s3o colocadas em contato
com o .sangue, a ativag3o da coagulaglo ocorre através da fase
de contato chamaao fator XII, ou fator de Hageman, o© qual
pode ser ativado e provocar o inicio do conjunto de reagdes
gue conduzem A& transformacldo do fibrinogénio em fibrina e A
formag8o de trombos. Este conjunto de reagdes denomina-se
caminho intrinseco na cascata de coagulagdo.
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0 carinho da cascata de coagulac8o, acionado quando o
sangue entra em contato com superficies naturais e estranhas
ao sistema vascular, & chamado caminho extrinseco. Este
mecanisro age para produzir codqulo no caso de lesdo
traumdtica no tecido do corpo. Na presenga de tromboplastina
do tecido (fator III) e ions Ca'?, o fator VII & ativado e a
atividade enzim&tica resultante causa a ativacio dos fatores
IX e X. Ocorre ent&o a formaclo de trombina.

No entanto, qualquer gue seja o caminho, a cascata de
coagulagdo leva A4 formaclo de trombina, que desempenha vérias
funcbes. Primeiro a trombina induz & agregagdo plaquetéria.
Segundo, a trombina pode ativar o fibrinogénio em reacgdo
hidrolitica que leva a fibrinopeptideos A e B ¢ ao polimero
solGvel fibrina. As ligacbes cruzadas da fibrina soltvel &
catalisada pelo fator XII1 ativado, formando o co&gulo de
fibrina insoldvel e outra vez a trombina & envolvida na
ativac8o do fator XIII. Deve-se notar que agregados de
plaguetas, outras células sanguineas e proteinas plasméticas
s80 capturadas na =malha (rede) de 1ligagSes cruzadas da
tibrina® .

2,4~ IMOBILIZAGAO DE PROTEINAS

Os polimeros biofuncionais exibem funcdes biomédicas e
bioquimicas como uma atividade farmacolégica ou
biocatalitica® .
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Varios polimeros biofuncionais podem ser sintetizados
utilizando técnicas de imobilizagclo. Como & bem conhecido,
existem numerosas técnicas de imobilizacdo, propostas por
diferentes pesqui sadores®’ **% . Esses métodos de
imobilizac&o podem ser divididos em gquatro tipos: 1ligagdo
quimica, ligagdes quimicas intermoleculares, aprisionamento

fisico (em uma matriz ou microcépsula) e adsor¢géo.

O método da ligaglo quimica envolve uma reag8o quimica
que cria uma ligagdo irreversivel entre a molécula protéica e
08 grupos reativos do suporte. Como a reacgdo quimica de
formagio da 1ligaclio covalente deve ser menos desnaturante
possivel para a macromolécula biolbgica, & necessério
proceder a uma ativaclo prévia dos agrupamentos suscetiveis
de entrar em reaglo. Por razdes ligadas & dificuldade de
manter intacta a atividade da biomolécula, dgeralmente,
escolhe-se ativar o suporte polimérico.

Na imobilizaclio por formagdo de 1ligagdes quimicas
intermoleculares ou aprisionamento fisico, as biomoléculas
ficam retidas na rede tridimensional de um polimero insolavel
na 8&gua ou aprisionadas no interior de micro-cépsulas
delimitadas por uma membrana semi-perme&vel cujos poros s&o
suficientemente pequenos para impedir a difusio da
biomolécula, mas suficientemente grandes para permitir a
passagem do substrato e dos produtos da reaglo (em se
tratando de enzimas).
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A imobilizagdo por adsorcgdo emprega um grande namero de
forcas de interacdo de baixa energia entre o suporte e a
proteina: interagdes de van der Waals, ligagdes de hidrogénio
ou ligagdes hidrofébicas. O principal incoveniente desta
técnica & que devido ao fato de as forcas de interacgdo
envolvidas serem relativamente fracas, estas conduzem, no
decorrer do tempo, a uma dessorgdo progressiva do
biocomponente dque &, entdo, liberado no meio de reagio e
levado com o efluente.

Dos métodos citados a ligagdo quimica e o]
aprisionamento fisico s8o as técnicas mais comumente
utilizadas® .

A sintese de polimeros biofuncionais pela radiacgéo
ionizante, para a imobilizagio de biocomponentes tem sido
objeto de consider&vel interesse. Assim Hof fman® , Bedows®
e outros pesquisadores desenvolveram a técnica da enxertia
induzida pela radiacldo para a introducdo de grupos funcionais
de interesse em uma dada matriz polimérica para a
imobilizagio de componentes biol6bgicos através da 1ligagio
guimica.

Venkatarman e colaboradores’® imobilizaram véarias
biomoléculas, como enzimas e heparina sobre copolimeros de
enxerto pela ligagio covalente com -OH, -COOH, -CH-CH-~, -CHO
e grupos -NH2 na cadeia enxertada.

Garnett”' tem reportado a imobilizacdoc de enzimas

covalentemente ligadas com estireno ou nitroestireno
enxertado sobre polietileno.
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Bedows e colaboradores : estudaram a imobilizacdo

de enzimas utilizando vérios copolimeros de enxerto tais como
Nylon enxertado com poli(&cido acrilico), celulose enxertada
com poli(acrilato de hidroxietila) e algodio enxertado coa
anidrido maleico.
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3- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.1- IntusescCimento

Filmes comerciais de 4 x 4 cm de
poli (tetrafluoro—etileno) (PTPE),
poli(etileno—co-tetrafluoro-etilenoc) (PETFE), polietileno de
baixa densidade (PEBD) e poli(cloreto de vinila) (PVC), de
espessuras respectivamente 100 um, 50 iym, 100 ym e 20 um,
foram lavados com detergente ¢ em seguida enxaguados com &gua
deionizada em um tangue ultrasbnico por alguns minutos.
Posteriormente foram lavados em acetona e secos sob vacuo a
temperatura ambiente.

Para medidas do intumescimento, os polimeros foram
imersos em vérios solventes em tubos de vidro providos de
tampa de tal forma a manter o liquido em equilibrio com o seu
vapor.

Os filmes foram pesados em intervalos de tempo
regulares apdés extragio do excesso de ligquido das superficies
com o auxilio de um papel de filtro. As pesagens foram
repetidas até a indicacio de um peso constante. Todas as
medidas foram feitas a 25 °C.
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O percentual de intumescimento no equilibrio (S) foi

calculado por:

S(§) = ——= ., 100 (1)

onde W & o peso do polimero intumescido e LR € O seu peso
inicial.

3.1.2- Irradiaglo com Raios Gama

Para a copolimerizaclo foram utilizados os mon&meros
N,N-dimetilacrilamida (DMAA), fornecido pela Wako Pure
Chemical Industries Ltda e o &cido acrilico (AA) pela Dow
Chemical Co sem extracdo do inibidor de homopolimerizag&o. Os
demais reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.

Para o processo de enxertia com raios gama, foi adotado
o processo de irradiagio simultidnea (direto). Assim, os
filmes com o monémero e o solvente foram colocados em uma
ampola de vidro pyrex provida de uma v&lvula removivel
(Figura 4). A ampola conectada a uma linha de alto vécuo foi
degaseificada pela técnica do congelamento e descongelamento
com nitrogénio liquido até atingir-se um vécuo da ordem de
107
de ®co do tipo panorémica.

mmHy, procedendo-se em seguida 2 irradiac8o em uma fonte
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Fig.

4- Potografia mostrando a ampola de vidro pyrex com
vAlvula 1amovivel conectada a uma linha de alto vécuo
para degasaificag8o.
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Apbs a irradiac8o, os filmes foram lavados e mantidos
imersos em &gua destilada por 24 horas. Para extragdo do
homopolimero e do mondmero residuais, os filmes foram levados
a refluxo com &gua destilada por 24 horas em um extrator
soxhlet. Os produtos foram secos sob vécuo até peso constante
A4 temperatura ambiente (25 °C). O percentual de enxertia (G)

foi calculado por:

G (%) = —_— . 100 (2)

onde p representa o peso inicial do filme e p, o peso do
filme apbs o processo de enxertia.

3.1.3- Irradiacdo com Elétrons Acelerados

Para o processo de enxertia, os filmes poliméricos
foram pré-irradiados em presenga de ar, & temperatura
ambiente, com elétrons de 0,500 MeV provenientes de um
acelerador linear (Dynamitron de 1,5 MeV e 25 mA) em
intervalos de taxas de dose de irradiaglo de 7-100 kGy.s” e
doses de irradiag8o de 20-400 kGy.
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ApSs a irradiacio, os filmes foram imersos em uma
solucio de DMAA/sOolvente ou AA/solvente er uma ampola de
vidro pyrex, deaerando-se cCor nitrogénio por S minutos a uma
vaz&0 de 16 ml/min. Em seguida, o sistema foi levado a um
banho termostatizado a 50 °C e 80°C em v&rios intervalos de
tempo. Refluxou-se os filmes com &gua destilada para extragdo
do homopolimero poli(N,N-dimetilacrilamida) (PDMAA) e solugdo
metanol/&gua 1:1 para extrag3o do homopolimero poli(&cido
acrilico) (PAA). Os produtos foram secos sob vicuo até peso
constante & temperatura ambiente (25 °C). O percentual de
enxertia foi calculado gravimetricamente, conforme a equacglo
(2).

3.2- CARACTERIZAGAO FiIsico-qQuimica

3.2.1- Contetido de Agua no Hidrogel

0s copolimeros de enxerto foram imersos em 4&qua
destilada a 25 °C e solugio salina a 37°C por um periodo
suficiente para formar hidrogéis em equilibrio com a &gua. ©
conteGdo de &gua (H) no hidrogel em equilibrio foi
determinado por:

H -H
] d

H(%) = « 100 (3)

onde H & o peso do hidrogel no estado intumescido e H & o
peso do material seco.
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3.2.2- Angulo de Contato

A molhabilidade dos filmes foi determinada por medidas
do &ngulo de contato utilizando a técnica da projegdo
horizontal de uma microgota de &gua na superficie polimérica
(Figura 5).

Os filmes poliméricos modificados pelo processo de
enxertia e os n&oc modificados foram condicionados a uma
umidade relativa de 80-90% sendo em seguida fixados no
suporte do equipamento para medida do angulo de contato. Uma
gota de &gua bidestilada e deionizada foi colocada sobre a

superficie com a ajuda de uma micropipeta.

3.2.3- Espectroscopia no Infravermelho

As cadeias de poli(N,N-dimetilacrilamida) (PDMAA) bem como
as do poli(acido acrilico) (PAA) enxertadas nas matrizes poliméric
foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho com
transformadas de Fourier (PTIR) utilizando um espectrofotémetro
Perkin-Elmer 1730. Foi usado um acessé6rio de mGltipla reflex&o
interna (MIR) com cristal de KRS 5 (Tal/TaBr) e A4angulo de
incidéncia de 45°.
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Fig. 5- Molhabilidade de uma superficie pela &gua e medida do
angulo de contato.
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3.2.4~ Espectroscopia Eletrénica para Andlise Quimica
(ESCA)

As medidas foram feitas em espectrometro ESCA-36 da
McPherson Co. A excitagdo usada foi AlK_. A pressdo na camara

de andlise permaneceu em torno de 8.10 ' Torr.

3.2.5- Analise Térmica

A anilise térmica dos polimeros foi feita por
calorimetria exploratédria diferencial (DSC), utilizando-se
amostras sob forma de filme. Estas foram agquecidas a
10°C/min. a partir da temperatura ambiente até 180°C, sob
corrente de nitrogénio, mantida a 40 mmHg. Em seguida foram
resfriadas rapidamente até 30°C. Atingido o equilibrio
térmico, as amostras foram submetidas a novo aguecimento nas
mesmas condicdes e novamente resfriadas até 30°C. Uma Gltima
corrida foi ent&o efetuada, até a temperatura de 180°C, e
registrada.

A determinagdoc da temperatura de transigdo vitrea (Tg
), a partir das curvas DSC obtidas foi realizada através de
procedimentos descritos na literatura. A 1linha base foi
prolongada antes e depois da transic8o (retas 1 e 2) e foram
marcados os pontos correspondentes aos desvios da mesma
(pontos 3 e 4) (Figura 6). O ponto médio do segmento de reta
compreendido entre estes pontos corresponde A& transigéo
vitrea do material.
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< -2
4 Tg

Fig. 6- Método da determinagio da temperatura de transicio
vitrea (Tg) por DSC.
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3.2.6- Andlise por mjicroscopia eletrdnica de varredura
(MEV)

Amostras circulares de 5 mm de diametro foram fixadas
em um suporte metdlico e apbs deposigdo de carbono foram
analisadas em um microscOpio eletrénico de varredura (MEV)
Philips modelo XL30, com analisador de energia por raios X
dispersivos (EDAX).

3.3- AVALIAGAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE

ApS6s a determinagdo dos pardmetros de enxertia e a
caracterizaglfo fisico-quimica das matrizes poliméricas,
avaliou-se a hemocompatibilidade das superficies enxertadas
por testes in vitro.

Os ensaios propostos para a avaliagdo da
hemocompatibilidade das superficies enxertadas s&o o processo
de s8sorgdo de proteinas séricas’ , adesdo plaquet&ria"6

e a cinética de formagio de trombos’ .
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3.3.1- Marcaglo de proteinas com il

Albumina de soro bovino (BSA), 7-globulina e
fibrinogénio foram marcadas conm S segundo o método de
Hunter-Greenwood modificado por Biscayartn'-’g . Empregou-se

0,5-0,7 mCi (18,5-25,9 MBq) de radioisébtopo, 5 ug de proteina
em 30 pul de tamp&o fosfato (PBS) 0,05 M, pH 7,4. A reagéo
procedeu-se & temperatura ambiente por 5 minutos,
adicionando-se entdo 5 ug de metabissulfito de sédio em 5 pul
do mesmo tampdo fosfato 0,05 M. A purificagdo da proteina
marcada foi feita por filtrag&o em gel Sephadex G-100 para o
BSA e G-250 para o fibrinogénio e a 7-Globulina segundo
trabalho de Bartolini® para um c&lculo preciso dos
coeficientes de distribuiglo dos picos radioativos (K, ). o
uso deste pardmetro (que est& relacionado com o raio de
Stokes) no processo de purificagdo pode comprovar a pureza e
identidade do material.

3.3.2- Adsorg3o de proteinas

O estudo de adsorgdo das proteinas marcadas foi
efetuada em celas cilindricas de PTFE. Estas celas contendo
amostras de 0,6 cm de diametro foram preenchidas com PBS
(0,100 M de NaCl; 0,00866 M l(HPo‘; PH 7,35) para deslocamento
do ar e equilibradas termicamente por 30 minutos.
Posteriormente injetou-se nas celas, 4 ml de uma solugdo em
PBS da proteina marcada (200.000 cpm/ml) de maneira a se
desprezar virtualmente todo o PBS inicial da cela. Depois de
uma incubac&oc por um periodo de 2 horas a 37°C. Analisou-se o
ensaio injetando-se 4 ml de PBS também equilibrado a 37°C. A
Figura 7 mostra a cela montada para o ensaio de adsorgéo.
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Pig. 7- Celas de PTFE utilizadas no ensaio de adsorcgédo
protéica.
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A radioatividade adsorvida nos filmes foi avaliada em
contador Beckman para a determinagdo da concentra¢io das
proteinas adsorvidas (pg.cnq ) em funcdo do percentual de

enxertia das amostras.

3.3.3- Contagem das Plaquetas Aderidas

Filmes circulares de 0,5 cm de di8metro com varios
percentuais de enxertia foram ensaiados em um Gnico teste. As
amostras foram aderidas em laminulas de vidro com fita dupla
face. As laminulas contendo as amostras foram colocadas em
uma placa de petri de 5 cm de didmetio, que por sua vez foi
colocada em uma outra placa maior com &gua. 0Os conjuntos
placas de petri/amostras foram colocadas a 37°C em estufa por
15 minutos. Estes procedimentos tiveram a finalidade de
manter a umidade e a temperatura adequadas ao teste.

Ap6s os espécimes ficarem imersos no sangue por 3
minutos a 37°C, foi adicionada uma solug&c salina 0,2 M a
cada placa. Em sequida, as amostras ficaram imersas em
glutaraldeido a 2,5 % por 10 minutos, A temperatura ambiente
e foram desidratadas com etanol a concentracgdes de 50%, 75% e
95%, por 5, 10 e 15 minutos, respectivamente, e secos a
v&acuo.

Ap6s a metalizacdo, os filmes foram observados por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As plaquetas
aderidas foram contadas a partir de fotografias tiradas de 5
regides diferentes da superficie da mesma amostra.
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Apbs o ensaio de ades3o de plaquetas, as superficies
poliméricas foram molhadas com o corante alaranjado de
acridina (10 ug/ml), cobertas com as laminulas e observadas
diretamente em um microscépio Zeiss axiomat plano
apochromatic com excitacio 470 nm, emissdo 550 nm e filtro
09.

A formag3o de fibrina na superficie também foi
registrada, sendo classificada em muito, pouca ou nenhuma
presenga de fibrina.

3.3.4- Formagao de Trombos

Os copolimeros de enxerto obtidos foram estudados com
relacdo & sua compatibilidade com sangue, utilizando-se o método
cinético de formagdo de trombos proposto por Imai e Nose' .

Sangue humano fresco (4 ml) com anticoagulante foi
preparado com 1 ml de solugcdo de ACD (anticoagulante gue
impede a hembélise dos glébulos vermelhos) e mantido
refrigerado no decorrer do ensaio. 0Os filmes nio modificados
e modificados foram colocados em uma placa de petri tampada,
contendo no interior um papel de filtro umedecido e, mantida
em estufa a 37°C por 15 minutos. Ap6s este tempo, 15 ul do
sangue preparado com a solugdo de ACD foi colocado sobre toda
a &rea do filme (4 cmz) e a reagdo de coagulagio foi
iniciada pela adig&o de 20 ul de CaCl, a 3,8%. A mistura do
sangue e c:.Cl2 foi f2:ito no momento da adigio deste com a
prépria micropipeta. ApSs um determinado intervalo de tempo,
a reacgdo foi interrompida com a adigdo de &gua destilada
(5-10 mL). As superficies testadas foram mantidas por 5
minutos em solug8o de formaldeido a 37% para a fixag&o dos
trombos.
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O sistema membrana polimérica/trombos foi seco sob vécuo A
temperatura ambiente (27°C) até peso constante. A quantidade
de trombos formado na superficie foil avaliada
gravimetricamente pela equacdo:

Trombos (3) = W /W . 100 (4)

onde HG & o0 peso do trombos formados no vidro apés 60 minutos
(referéncia da cocagulacdo total) e HT representa o peso dos
trombos formados nos filmes poliméricos ap6s um certo tempo
de reacdo.

3.3.5- Imobilizagio de Albumina

rilmes dos copolimeros de enxerto derivados do &cido
acrilico PVC-g-AA e PEBD-g-AA (4x4 cm) foram metilados,
segundo o metodo de Fischer® . Hidrazidas foram formadas
pela imersdo dos ésteres metilicos em uma soluclo de
hidrazina a 2% em atmosfera de sz por um periodo de 24
horas a 40 °C. Apés, foi feita a lavagem dos filmes com &gua
destilada (5 °C). As azidas foram formadas pela imersio dos
filmes poliméricos em uma soluclo a 5 °C de NaNO, 0,5 M (1
mL) e HCl 4 M (35 =mL). As solugdes foram agitadas
continuamente no tempo de reagio de 15 minutos. Os filmes
foram removidos, lavados com soluclo salina (NaCl 0,1 M) a ©O
°C e protegidos da luz e ou aguecimento durante esta etapa

para evitar o rearranjo da azida a isocianato®™ .
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Os filmes assim ativados foram colocados em contato com
uma solugdo de albumina (BSA) em tampdo fosfato, PBS, pH 7,4
a uma concentragio de 1,0 mg/mL a 0°C. O acoplamento da
proteina nos filmes poliméricos foi seguido pelo método de
Bradford” . Um esquema da enxertia dos filmes, da ativagdo
guimica e do acoplamento da proteina nos copolimeros de
enxerto & dado na Figura 8.
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Fig. 8- Método de acoplamento da proteina nas superficies
poliméricas.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- PARAMETROS DE ENXERTIA

£ bem conhecido o enorme potencial de aplicaclo dos
hidrogéis do &cido acrilico® e seus derivados como o

poli(2-hidroxietilmetacrilato) (PHEHA)as , poli(metacrilato
de metila) (PMMA)® , poliacrilamida (PAA)Y ou o
poli(N-vinil=-2-,irrolidona) (PNVP)88 na obtengdo de

superficies compativeis com os fluidos biolbgicos.

0 presente trabalho estuda inicialmente a
enxertabilidade do N,N-dimetilacrilamida (DMAA) e do A&cido
acrilico (AA) sobre o poli(tetrafluoro-etileno) (PTFE) ,

poli(etileno-co-tetrafluoro~-etileno) (PETFE), polietileno de
baixa densidade (PEBD) e poli(cloreto de vinila) (PVC)
induzida pela radiagso ionizante.

Neste estudo foram determinados os efeitos de cada
parimetro no processo de enxertia.
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4.1.1- Efeito do solvente

O processo de enxertia & afetado pela difus8o do
monémero e do solvente dentro da matriz polimérica e para
obter-se um alto nivel de enxertia, o mondmero deve reagir
com o maior nGmero possivel dos radicais gerados no filme
polimérico”

A difusdo foi estudada pelo grau de intumescimento dos
filmes de PTFE, PETFE, PEBD e PVC em mondmeros e solventes
como mostra a Tabela 3. O solvente e nondmero com alta
capacidade de intumescimeto dos filmes poliméricos foram
interpretados como adequados para o processo de enxertia.
Nesta interpretaglo, tal solvente & capaz de "levar" as
moléculas do mondmero o mais proximo possivel dos radicais
criados na matriz polimérica e por este meio induzir a reagéo
de enxertia®™ .

Observa-se pelos dados da Tabela 3 gque os substratos
poliméricos apresentaram percentuais de intumescimento
significativo nos solventes selecionados e nos mondSmeros DMAA
e AA. 08 outros mondmeros vinilicos da tabela, colocados no
teste para um estudo comparativo, mostraram intumescimentos
bastante diversos, dependendo do substrato.

O efeito de solventes com o DMAA no processo de
enxertia & mostrado na Tabela 4. A diferenga no percentual
de enxertia quando se utilizam diferentes solventes pode ser
associada ndo somente As diferencas de suas capacidades de
intumescimento da matriz polimérica, como também A
miscibilidade do monémero nestes solventes. A formagio de
radicais no solvente e sua contribuig8o na ativagdo da matriz
polimérica sd&o importantes fatores no mecanismo de
enxertia”
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Os niveis mais altos de enxertia indicaram o acetato de
etila como o melhor solvente para a enxertia do DMAA sobre os
filmes de PTFE, PETFE e PEBD. Uma razdo adicional para a
escolha do acetato de etila como diluente para o DMAA poderia
ser a de gque ambos os compostos, mondmero e solvente, possuen
similaridade de estrutura quimica, o que torna os efeitos de
transferéncia de energia independentes da composigdo da
soluc;ao92

Com referéncia ao AA, © solvente utilizado foi o
metanol devido & alta solubilidade do homopolimero formado
neste solvente. As copolimerizagdes de AA em acetato de etila
levaram & precipitaclo do poli(a&cido acrilico) (PAA) formado
e baixos percentuais de enxertia.
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Tabela 3- Intumescimento no equilibrio dos filmes poliméricos
em solventes e mondmeros.

Intumescimento (%)

Solventes e Mondmeros

PTFE PETFE PEBD PVC

Hexano 0,46 0.64 7,26 9,56
Tetracloreto de

carbono 0,75 7,16 25,55 56,31
Acetato de etila 0,78 4,16 2,25 M
Benzeno 0,00 2,37 9,51 71,70
Acetona 0,55 5,49 1,19 78,32
Metanol 0,09 0,00 1,24 18,43
Agua 0,00 0,64 0,30 21,56
DMAA 0,67 7,13 1,20 M
NVP 0,50 3,57 0,45 M
HEA 0,13 2,29 0,00 25,00
HPA 0,60 0 0 70,00
HEMA 0,09 4,43 0,78 15,00
AA 3,31 3,14 0,82 150,00
st 0,34 6,06 10,70 M
P ——
M : miscivel.
Mondémeros: DMAA: N,N-Dimetilacrilamida, NVP:
N-vinil-2-pirrolidona, HEA:Hidroxietilacrilato, HPA:

Hidroxipropilacrilato, HEMA: Hidroxietilmetacrilato, AA:
Acido acrilico, St: Estireno.
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Tabela 4- Efeito do solvente na enxertia do DMAA sobre os
filmes de PTFE, PETFE e PEBD via raios gama (7)
e elétrons acelerados (e ).

Enxertia (%)

Solvente PTFE PETFE PEBD
7/ e 7T/ e T/ e
Agua 0/ 0 /] 0 0/ 0
Metanol 0,2 / 0 / 0,5 0/ 0
Acetona 7,8 / 0,2 16 / 52 200 / 0,3
Acetato de etila 8,9 /0,5 44 / BO 400 / 0,9
Benzeno 7,7 / 0 11 / 60 263 / 0,2

Tetracloreto de
carbono 0,9 / 0 1/ 0 4 /0

Condigdes de enxertia:

Taxa de dose de irradiacio: 0,055 kGy.h™' (7) e 20 kGy.s’
(e” ); Dose de irradiacio: 0,44 kGy (7) e, 80 KGy (e );
concentracdo do mondmero: 35% v/v; temperatura de irradiacdo:
25°C e; copolimerizacio (e”): banho 50°C/ 24 h / atmosfera
inerte.

1
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A Figura 9 mostra o efeito do solvente na obtenclo dos
copolimeros PEBD-g-AA e PVC-g-AA. Com base nestes resultados
experimentais, a sequéncia dos solventes gque levaram &
obtengdo dos maiores niveis de enxertia pode ser disposta na
seguinte ordem:

Metanol > Dioxano > Agua

Desta maneira par&metros de enxertia do AA sobre o PEBD
e PVC foram estudados, utilizando-se o metanol co.no solvente
para o processo.

4.1.2- Efeito do inibidor de homopolimerizacgéo

O0s inibidores de homopolimerizag¢io como ions met&licos
(CEQ, Fe'? ), tem sido utilizados em casos onde mondmeros,
como o &cido acrilico (AA) e seus derivados, geram em altas
conversdes seus respectivos homopolimeros, causando portanto
um desfavorecimento no processo de copolimerizag3o por
enxertia. O mecanismo de a¢io desses inibidores & explicado
nos trabalhos de Huglin” e Gargan“ que demonstraram que o
cdtion met&lico desativa ambos o8 processos: a reaglo de
homopolimerizac3o e a formagdo do copolimero de enxerto.

Foi observado que Iions cGpricos, Cu'® , funcionam
eficientemente como inibidores de homopolimerizagdo do
monémero AA, elevando o nivel de enxertia deste:has membranas
de PEBD e PVC (Figura 10).
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Fig. 9- Bfeito solvente na enxertia via irradiag&o simultanea
com raios gama do AA sobre os filmes de PVC e PEBD.
Condicdes de enxertia:
taxa de dose: 0,27 kGy.hq; dose de irradiacé8o:
1,62 kGy; temperatura de irradiacso: 25°C;
concentragd4 do AA: 20% v/v; concentrag8o do

comondmero DMA: 20% (m/v).
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Pig. 10- Efeito do inibidor de homopolimerizacio na enxertia do AA
sobre (a) PEBD e PVC.
Condigbes de enxertia:
Irradiacioc simultanea com raios gama; taxa de dose:
0,140 kGy/h; dose de irradiac8oc: 2 kGy; concentragldo de

fons ctprico: 0,5 % (m/v). (o) com Cu’’; (@) sem cu’.
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RATE= 2127CPSBS TIME~ 103LSEC
FE= B8aZ2CNT PRE8T= 100LSEC
A =AM:

BCNT @.BEKEY 18ev.ch A EDAX
RATE- 21z27CPS TIME= 1@@LSEC
FSe B842CNT PRST= 1Q@LSEC

A =AM: o

@CNT O.DB6KEV 18v.ch A EDAX

Fig. 11- An&lise microestrutural por EDS dos copolimeros de
enxerto utilizando  cu*? como inibidor de
homopolimerizagéo.
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em relacio ao filme de PVC em ambas as técnicas, irradiacéo
simulti&nea e ©peroxidacdo, pode ser devido & |Dbaixa
estabilidade dos radicais na matriz de PVC, uma vez gque este
material é essencialmente amorfo’ . A adicso de
estabilizantes & luz UV, comumente adicionadas as formulagdes
de PVC, também poderia conferir ao polimero uma maior
estabilidade frente ao processo de enxertia®™ .

A andlise quimica das microregides dos copolimeros de
enxerto PEBD-g-AA e PVC-g-AA por anélise de energia
dispersiva (EDS) (Figura 11) indicou gque o ion cu*? permanece
na matriz polimérica mesmo apbs exaustivos processos de
lavagem. Uma vez que os filmes obtidos ficaram intensamente
coloridos, pode ser que se tenha formado um complexo bastante
estével do tipow :

A-vWC§;FC€’

Segundo trabalho de Lyman'” , as impurezas contidas enm
um polimero, como residuos de catalisadores ou ions
met&licos, podem comprometer a aplicagfo deste como
biomaterial uma vez que, se liberados, podem causar reagdes
toéxicas.

A reatividade dos mondmeros vinilicos em reacdes de
copolimerizagcio depende da natureza dos radicais criados. A
natureza dos substituintes na dupla ligagdoc do mondSmero pode
ativar a dupla ligag3o, tornando-a mais ou menos reativa,
podendo estabilizar o radical resultante por ressondncia ou
por efeitos de impedimento estérico®® .

Trabalho de Garnett” ressalta a baixa
homopolimerizacdo de derivados acrilicos, quando estes s&o
irradiados em presenca de estireno, um monSmero menos
sensivel & radiag8o, técnica esta que foi denominada de
adig8o do comondémero.
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Tendo em vista a necessidade da pureza dos copolimeros
de enxerto para sua utilizagio como biomaterial, optou-se
pela técnica do comondmero nos sistemas reacionais, PEBD-g-AA
e PVC-g-AA, introduzindo um segundo mondmero menos reativo
gue o acido acrilico, o &cido N,N-dimetilacrilico (DMA). Este
estabilizaria o sistema pela menor formagio de homopolimero,
proporcionando a obtengdo de copolimeros de enxerto com
maiores percentuais de enxertia. A escolha do DMA deve-se &

sua semelhan¢a gquimica com O AA.

4.1.3- Efeito da concentragdao do monbdmero

O efeito da concentragao do mondmero DMAA no percentual
de enxertia fol estudado pela variagdo de sua concentrag3o no
solvente acetato de etila utilizando-se raios gama e elétrons
acelerados, estando os resultados obtidos apresentados na
Figura 12, para os filmes de PTFE, PETFE e PEBD. A medida em
gue se aumentou a concentragdo do mondmero, aumentou-se ©
percentual de enxertia até atingir-se o maximo, ao redor de

40%, a partir do qual observou-se uma diminui¢3o do processo.

Este comportamento é explicado pelo fato de que & baixa
concentragido do mondémero, mesmo que sua difusd3o dentro do
substrato seja alta, a concentragdo de radicais serd baixa. A
alta concentracao do mondémero leva a um aumento tanto da
difus&o como da concentracio de radicais, aumentando-se assim
o percentual de enxertia, até atingir-se o ponto onde haveré
a formacgao do homopolimero insolagvel, a
poli(N,N-dimetilacrilamida) (PDMAA)'® . A formacfo do
homopolimero desfavorece a reagdo de enxertia do DMAA no
substrato.
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Fig. 12-

Efeito da concentracio do monSmero DMAA na enxertia
sobre: (a) PTFE, (b) PETFE e (c) PEBD.
(0) Irradiacdo com gama (7) e (e ) elétrons (e).
Condicbes de enxertia:
taxa de dose de irradiac8o: 0,055 kG.h™ (7)), e 20
kGy.s™' (e'); dose de irradiac8o: 0,44 kGy (7) e 65
kGy (e); concentraclo do DMAA: 35% v/v;
temperatura de irradiag8o: 25°C; energia do feixe de
elétrons: 0,5 MeV. Copolimerizaglo (e): banho
50°C/24 h/atmosfera inerte.
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Analisando-se ainda a Figura 12 nota-se que & possivel
atingir~-se altos percentuais de enxertia gquando se trabalha
com filmes de PEBD e PETFE, sendo observada a seguinte
sequéncia dos filmes, em ordem crescente dos percentuais de
enxertia atingidos:

PEBD > PETFE > PTFE

Este fato pode ser devido As unidades etilénicas dos
filmes de PETFE e PEBD que provavelmente aumentam o
intumescimento desses em DMAA, efeito este que ndo se observa
com as unidades de tetrafluoro-etileno presentes no PTFE.

A irradiag8o com elétrons acelerados (e ) levou A&
obtengdo de copolimeros de PETFE com altos niveis de enxertia
de PDMAA, superior Aaqueles obtidos com os outros dois
substratos (Figura 12-b). Segundo o trabalho de Okamoto'” '
a alta enxertabilidade do PETFE neste tipo de irradiagdo
deve-se provavelmente A alta densidade de radicais gerados
na matriz polimérica. Os baixos niveis de enxertia atingidos
para o PITFE e PEBD pode dever-se ao alto grau de
cristalinidade do polimero fluorado (95%)”2, que
dificultaria a difusdo do mondmero no substrato. O cardter
amorfo do PEBD, cujo percentual de cristalinidade,
determinado por difrag%o de raios X, foi de 37% (Figqura
13-c), 1levaria a uma alta velocidade de recombinagdo de

radicais, desfavorecendo a reac8o de enxertia'®,

A enxertia do AA nos filmes de PEBD e PVC foi efetuada
utilizando-se técnicas de irradiagio mGtua com raios gama e
peroxidacdo com feixe de elétrons. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 13,

72




[ 20

o ® 00 100
Concentracdo do monomero (% v/v)

_ = === = === ==
b HEIERR ST 3 ::J =
=== === === == =l=i=l=[=
=|= = == ==|=|= =
== = == =
= = == =
= == === =
=1= = = =l=j=|= ==
=z i==1=i=1=0]=E = =I=1=|=
== E I FEEEEEEEEEEERE = EIE
ESEEHEE|ISESESSS355E6EE
=z EEEEE ZEEEE
E=asaaEIS = SEEHHE
= = = =H===
= —] ¥ ==
== == ===z
= = =i
= — » = —_—]=l=|=
gave fad Bt == == =

- — —l-—]— =) =—pemir—ye—) —
| b v » e i e e S 20 Il 4 il

Fig. 13- Efeito da concentrag8o do monSmero AA na enxertia

sobre: (a) PEBD, (b) PVC. (o) Irradiag8o com
raios gama (Ry) e (e ) elétrons (e).

Condigdes de enxertia:

concentragco do DMA: 20% v/v; solvente: metanol;
taxa de dose de irradiag8o: 0,27 kGy.h' (Ry) e 20
kGy.s' (e'); dose de irradiacfo: 1,62 kGy (Ry) e 65
kGy (e'); temperatura de irradiagio: 25°C.

Copolimerizacfoc (e’): banho 50°C/24 h/atmosfera
inerte. 7
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A razdo para a diminuig¢3o do percentual de enxertia
para concentragdes de AA superiores a 40% v/v pode ser devido
& baixa solubilidade do &cido acrilico no poli(acido
acrilico) (PAA) enxertado na superficie dos substratos
poliméricos, que limitaria a acessabilidade do monomero aos

. . . s . . 103
radicais criados na matriz polimérica .

4.1.4- Efeito da Taxa de Dose de irradiagdo

A Figura 14 mostra a dependéncia entre o percentual de
enxertia e a taxa de dose de irradiagdo com raios gama e
elétrons acelerados. Observa-se que o8 mais altos percentuais
de enxertia com raios y foram obtidos para uma taxa de dose
de irradiacdo de 0,053 kGy.h”' , indicando que existe um
aumento na velocidade do processo a baixas taxas de dose. até
atingir-se uma enxertia na qual a velocidade & maxima. No
caso da irradiagdo com elétrons acelerados, a enxertia do
DMAA sobre os filmes de PTFE e PEBD fol desprezivel, sendo
que para o filme de PETFE foi alcangado um nivel de enxertia

miximo de 80%, a uma taxa de dose de 20 kGy.s ' .

De acordo com os resultados, nota-se que ao utilizar-se
a técnica de irradiacgdo simultdnea com raios 7, uma taxa de
dose baixa é mais efetiva na obtengdo de altos niveis de
enxertia gue uma taxa de dose mais alta. Isto se deve ao fato
de que a uma taxa de dose de irradiacdo mais elevada, a
homopolimerizagdo torna-se alta, diminuindo a disponibilidade
do monémero e conseguentemente, o percentual de enxertia.

No método da peroxidagdo dos filmes com elétrons

acelerados, o processo de enxertia parece depender do grau de
cristalinidade do material.
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Fig. 14- Efeito da taxa de dose de irradiacio na enxertia do
DMAA sobre: (a) PTFE, (b) PETFE, (c) PEBD. (0)
Irradiagdo com raios gama (Ry) e (@) Irradiagdo
com elétrons (e ).

Condigdes de enxertia:
Concentracdo do monémero: 35% v/v; solvente: acetato
de etila; temperatura de irradiacfo: 25°C; dose de
irradiac8o: 0,2 kXGy (Ry) e 65 kGy (e ); energia do
feixe de elétrons: 0,5 MeV. Copolimer:zacdn (e ):
banhc 50°C/24 h/atmosfera inerte.
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0 cariter parcialmente cristalino do PETFE
(cristalinidade: 50-60%)105 poderia contribuir para a
difusdo de radicais peréxidos da regido cristalina do
polimero para as regides amorfas'®’ . Estas regides seriam
facilmente atingidas pela solu¢do mondémero-solvente 1levando,
junto com a decomposigd3o dos radicais perdxidos, a um

incremento no nivel de enxertia.

O PTFE, por outro lado, por possuir um alto grau de
cristalinidade’® , dificultaria a difus3o de radicais, bem

como a interacéo destes com o mondmero.

No caso do PEBD, devido ao seu carater amorfo, a
velocidade de recombinagido de radicais seria elevada, havendo
a formagdo de 1ligagdes cruzadas, gque desfavoreceria o
processo de enxertia do DMAA'® .

A Figura 15 mostra o efeito da taxa de dose na
irradiagdo simultdnea e com elétrons acelerados na enxertia
do AA sobre o PEBD e PVC. Observa-se que © maior percentual
de enxertia na irradia¢do simultdnea, cerca de 18% para o PVC
e 78% para o PEBD, foi atingido para uma taxa de dose de 0,5
kGy/h, 1indicando que existe um aumento na velocidade do
processo de enxertia a baixas taxas de dose, até atingir-se
um valor de enxertia no qual a saturagdo na densidade de
radicais & m&xima. Utilizando-se elétrons acelerados, a taxa
de dose para os filmes de PEBD e PVC alcangarem a saturagio
de radicais foi de 20 kGy/s.
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15~ Efeito da taxa de dose de irradiag3o na enxertia do

AA sobre: (a) PEBD, (b) PVC. ( 0 ) Irradiagdo com
raios gama (R7) e (e ) elétrons (e ).

Condigdes de enxertia:

Concentracdo do AA: 40% v/v; concentragdo do DHMA:
20% v/v; solvente: metanol; temperatura de
irradiagic: 25°C; dose de irradiag8o: 0,2 kGy (Ry)
e 65 XkGy (e). Copolimerizagio (e): banho
50°C/24 h/atmosfera inerte.
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Contrariamente ao DMAA, obteve-se uma boa
enxertabilidade do AA sobre os filmes de PEBD, provavelmente
devido & alta reatividade deste Gltimo em relagao ao primeiro
mondmero (Quu‘ : 1,080 ; € aa : =-0,500 / Q“ ¢ 1,150,
e, : 0,770)"”. A velocidade de recombinagcdo de radicais
na matriz do PEBD seria menor que a velocidade de enxertia, o
gque Jjustificaria os altos percentuals de enxertia de AA

obtidos para este polimero, em relagdo ao DMAA.

O baixo percentual de enxertia do PVC comparativamente
ao PEBD pode dever-se ao cardater amorfo deste polimero
(5-15%)95 ' gue favoreceria os mecanismos de recombinagdao
neste material.

4.1.5- Efeito da dose de irradiagio

O efeito da dose de irradiag3o no processo de enxertia
do DMAA, sobre os filmes poliméricos de PTFE, PETFE e PEBD,
via irradiagdo simultidnea <com raios gama e elétrons
acelerados, & mostrado na Figura 16. Nota-se que o percentual
de enxertia aumenta com a dose de irradiagdo, atingindo-se
rapidamente a saturagdo para taxas de dose elevadas. O
nivelamento do percentual de enxertia a altas doses pode ser
atribuido a uma saturagi3o na quantidade de radicais formados
na matriz polimérica”. A irradiagdo com elétrons acelerados
ndo fol efetiva para o PTFE e PEBD provavelmente devido a
algum processo de recombinagdo de radicais nestes

101,103
polimeros .
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Fig. 16- Efeito da dose de irradiag&o na enxertia do DMAA
sobre os filmes dos polimeros: (a) PTFE, (b) PETFE,
(c) PEBD irradiados com rajios gama (Ry) e (d) Filmes
irradiados com elétrons (e ). As condicdes sio dadas
na Figura 14.
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A dependéncia entre o nivel de enxertia e a dose de
irradiag8o do AA nos filmes de PEBD e PVC & mostrado na
Figura 17. A nio saturagdo observada para o filme de PVC, com
o incremento da dose de irradiacdo (raios gama), pode indicar
uma possivel enxertia no interior do substrato
polilérico'm .

4.1.6- Efeito da temperatura de irradiacdo

A Figura 18-a mostra a relacdo existente entre o
percentual de enxertia do DMAA e a temperatura de irradiagso
via raios gama e elétrons acelerados, no intervalo de
10-60°C, para os filmes de PTFE, PETFE e PEBD.

Houve um pequeno incremento no percentual de enxertia
com a temperatura para o filme de PTFE, provavelmente devido
A alta cristalinidade deste material’® . O carater amorfo do
PEBD e parcialmente cristalino para o PETFE'” favoreceria a
difusd3o da solugdo mondmero/solvente, levando aos altos
percentuais de enxertia observados.

Com elétrons acelerados (Figura 18-b), observou-se que
o aumento da temperatura de irradiagdolevou a um aumerto no
percentual de enxertia. Isto pode ser devido a processos de
decomposicio de radicais per6xidos gerados na fase cristalina
do polimero (PETFE) que migrariam para a fase amorfa,
elevando consequentemente o percentual de enxertia'® .

Nido foi estudadc o efeito da temperacura na reagdo de

copolimerizag&o do AA, devido A& alta exotermia deste mondmero
na etapa de .’Ln:lc:::l.ac;&c""7 .
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Fig. 17- Efeito da dose de irradiac&o na enxertia do AA sobre
os filmes dos polimercs: (a) PEBD e (b) PVC.
Irradiados com raios gama (o0) e elétronse As
condi¢des s80 dadas na Figura 15.
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Fig. 18- Efeito da temperatura na enxertia do DMAA sobre os
filmes poliméricos utilizando raios gama (a) e
elétrons acelerados (b).
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4.1.7- Efeito da extracgio do plastificante do substrato

£ comum adicionar-se ao PVC um plastificante com o
objetivo de reduzir-se as interagdes intermoleculares, dando
a maleabilidade caracteristica dos filmes comerciais deste
polilerow' .

Observou-se gque ap6s a imersdo dos filmes de PVC em
solventes, ou no mondmero vinilico, por um periodo de 24
horas, e secagem & vacuo & temperatura ambiente, havia uma
perda bastante significativa de peso. Tal fato poderia
contribuir para uma interpretacio errdnea do percentual de
enxertia. Procedeu-se ent&o & lavagem dos filmes de PVC enm
extrator soxhlet, utilizando-se metanol para extragdo do
plastificante, por um periodo de até 24 horas.

Os resultados da extrag3io do plastificante esté
mostrado na Fiqura 19. Percebeu-se que apés 20 horas de
extrag8o em soxhlet o percentual de plastificante extraido
foi cerca de 183, que permaneceu constante, mesmo apés
periodos mais prolongados de extracgio. O espectro de absorcgdio
no infravermelho (Figura 19-b) mostrou uma forte diminuicio
na intensidade da banda a 1725 cm ' correspondente &
carbonila do plastificante extraido. O indice de refracio do
extrato, medido em um refractémetro de Abbe foi de 1,4790,
gue corresponde ao ftalato de dinitrooctila (DNOP)'“ . 08
filmes mantiveram-se integros durante e apés o processo de
enxertia.
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Fig. 19- (I) Extrag8o do plastificante de filmes de PVC em
metanol e (II) espectro de absorcdo no IR: (a) antes
da extrac8o e (b) apbés o processo.
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4.2- CARACTERIZACAO F1SICO-QUINMICA DA SUPERFICIE

4.2.1- Hidrofilicidade

Desde que a tendéncia de um liguido de se espalhar na
superficie polimérica aumenta, & medida que o 4&ngulo de
contato diminui, esta medida pode ser utilizada na avaliagéo
da hidrofilicidade do polimero. Assim, gquando o 4#&ngulo de
contato tende a zero (@ = 0° ), o liquido molha o polimero e
quando & = 180° , nio molha'’ .

O contelldo de &gua nos hidrogéis do DMAA e AA &
mostrado na Figura 20 (c, d). Como pode ser visto, o contetdo
de &gua aumentou com o nivel de enxertia para os copolimeros
de enxerto (DMAA e AA).

Para o PEBD-g-DMAA e PVC-g-AA o conteGdo de &gua nos
hidrogéis foi saturado ao redor de 40t de enxertia. Este
comportamento sugere gue apenas as cadeias enxertadas na
superficie foram intumescidas e que o percentual maior de
enxertia deve-se Aas cadeias hidrofilicas, enxertadas no
interior da matriz polimérica, que ndc foram alcancadas pela
4gua.

C gr&fico na Figura 20 (a, b) mostra o 4ngulo de
contato dos copolimeros de enxerto derivados do DMAA e AA
com diferentes niveis de enxertia. Como pode s=2r visto, o
Angulo de contato diminuiu, A medida que o grau de enxertia
aumentou, demonstrando gque um alto percentual de enxertia
tornou as superficies hidrofilicas.
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Os dois parimetros, medida do &ngulo de contato e
conteido de &gua, evidenciaram o caréter hidrofilico das
superficies poliméricas, apés o processo de enxertia dos
monSmeros DMAA e AA.

4.2.2- Estudos espectroscopicos

O espectro no infravermelho dos polimeros e copolimeros
foram obtidos utilizando a técnica de mdltipla reflexio
interna (PTIR-MIR). 0Os espectros mostrados nas Figuras 21-23
referem-se ao enxerto do DMAA nos filmes de PTIFE, PETFE e
PEBD, via raios gama, e no filme de PETFE, via elétrons
acelerados.

Como pode ser observado na Figura 21, os filmes de PTFE
enxertados com o DMAA apresentaram bandas de absorgio a 1617
cmq, atribuidas A vibrag¢#o de estiramento do grupo >C=0 do
DMAA. As bandas de absorclo a 1147 cm’, 639 cm' e 574 cm’’
foram atribuidas, respectivamente, aos dgrupamentos -CFz,

-CF, e =CF, do PTFE' 110 |

Na Figura 22, o espectro de reflectdncia do
PETFE-g-DMAA mostra uma banda de absorg8oc a 1624 cm’,
correspondente ao grupo >C=0 do DHAA, e 1120 e 407 cmq,
correspondentes As vibragdes -CF e ~CF,, caracteristicas das
unidades -CPZCFZ- no PETFE. O espectro FTIR-MIR para o
PETFE-g-DMAA, obtido via raios gama e elétrons acelerados,

apresentaram bandas de absor¢éo similares.
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Espectro de reflectidncia (FTIR-MIR) para os
copolimeros de enxerto: (a) PTFE ndo modificado;
(b) PTFE-g-DMAA (g: 1%); (c) PTFE-g-DMAA (g: 9%).
g: percentual de enxertia.
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A Figura 23 mostra o espectro de reflecténcia do PIBD e
PERD-g-DMAA. A banda de absorclio a 1617 cm' & atribuida &
vibragéo de estiramento do >C=0, caracteristica do DMAA. As
absorcdes a 2848 - 2817 cm' e 1463 cm ', correspondea is
vibracbes -CH- e -Cl-lz-, caracteristicas do PE. A absorcio a
730-720 cm' & correspondente & vibracio -CH - da fase

cristalina do PEBD'!! .

Os espectrog de reflectidncia dos filmes de PEBD e PVC
enxertados com AA, via irradiacdo simulténea, slo
apresentados na Figura 24. O aparecimento de uma banda de
absorg3o a 1701 cm' & caracteristica do grupo >C=0 do PAA.
Nota-se uma diminuiclo bastante acentuada nas bandas de
absorgio, devido aos grupamentos -CH - a 2817 cm' da matriz
de PEBD e PVC, bem como a 680 cm' , caracteristica da
ligagdo C-C1 no pvc''? Os espectros FTIR-MIR dos
copolimeros obtidos com elétrons acelerados forax similares
aos da irradiacldo simulténea.

A distribuigio das cadeias de PDMAA e PAA nas
superficies poliméricas foi estimada quantitativamente
através da wmedida da razd3o dos picos C=0/C-F, C=0/C-H e
C=0/C-Cl, a partir dos espectros obtidos no FTIR-MIR.

A Figura 25 mostra os valores da razio C=0/CF e C=0O/CH
em fung8o do percentual de enxertia para os sistemas
PTFE-g-DMAA e PEBD-g-DMAA, obtidos via raios gama, e,
PETFE-g-DMAA, obtidos via raios gama e elétrons acelerados
(Figura 25-b). A FPigura 26 apresenta os valores da razfo
C=O/CH e C=0/C-Cl para o PE-g-AA e PVC~g-AA, obtidos
utilizando os dados da irradiag3o simultanea.
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FTIR-MIR.
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Pode-se notar pelas duas figuras mancionadas que as
razbes C=0/C-F, C=0/C-H ¢ C=0/C-C]l aumentam, tendendo a um
nivelamento em um determinado percentual de enxertia. Isto
poderia significar, que a distribuicio das cadeias enxertadas
nas superficies polimséricas aumentam com o incremento do
nivel de enxertia. O patamar observado poderia ser
interpretado como uma distribuicico homogénea das cadeias de

PDMAA ¢ PAA a nivel de :upcrticie"’ .

O nivelamento do valor da razéo entre os picos C=0/C-F,
no sistema PETFE-g-DMAA (20% de enxsrtia), foi maior gue no
PTFE-g-DHMAA (8% de enxertia), sugerindo que a distribuicglio
das cadeias enxertadas de DMAA no PETPE & mais homogénea que
no “TFE.

Um fato especial foi observado para o filme de PEBD. Mo
sistema PEBD-g-DMAA foi observado uma saturacko na razéo
entre os picos C=0/C-H (Figura 25) a um percentual de
enxertia de 200%. Isto pode ser devido ao fato de que a
enxertia do DMAA 2stdi ocorrendo também no interior da matriz
polimérica. Tal fato foi comprovado pela observacio de um
grande aumento nas dimensSes do filme de PEBD inicialmente
utilizado no processo de enxertia, conforme foi representado
na Figura 27.

Os filmes de PIFE e PETFE enxertados com o0 DMAA, via
raios gama e elétrons acelerados, e o PVC enxertado com o0 AA

(v @« € ) nio tiveram suas dimensdes alteradas.

A Pigura 28 mostra a fotografia da variacio dimensional
do filme de PEBD, enxertado com o DMAA, via raios gama.
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Fig. 27- Variaglo dimensional para os filmes de (a)
PTPE-g-DMAA; (b) PETPE-g-DMAA; (C) PEBD-g-DMAA e
(d) PEBD-g-AA.



- - —

Fig. 28- Potografia da variagio dimensional do filme de PEBD
antes e ap6s enxerto com DMAA via raios gama.
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Uma vez gque a composigcso quimica de superficies
poliméricas pode influenciar grandemente a sua
compatibilidade com o tecido sanguineo'' , foi utilizada a
técnica de espectroscopia eletrdnica para anflise quinmica
(ESCA) na determinag&o da composicéo quimica dos polimeros e
copolimeros de enxerto sintetizados.

As Figuras 29-31 mostram os picos de C, P}. » O
Nl' para os filmes virgens de PTFE, PETFE, PEBD e seus
copolimeros de enxerto, PTFE~-g-DMAA, PETFE-g~DMAA e

PE-g-DMAA.

A Figura 29 mostra espectro do C" para o PTFE. Nota-se
gque o filme ndo modificado apresentou dois picos, um a 285 eV
e outro a 292 eV . Estes valores sugerem a presenca de
unidades -CHz— (285 eV) eunidades -CFZ- (292 eV). Uma vez que
se observou um pico correspondente ao Ou (532 eV),
presume-se qgque seja oriundo de alguma oxidag¢ldo, ocorrida
durante o processo industrial de fabricacio do filme
polimérico. Com o incremento do percentual de enxertia,
observou-se um aumento na intensidade dos picos C“ (285 eaV),
0 (532 eV) e N (399 eV) na superficie do PTFE,

1is 1s
caracteristicos da PDMAA enxercada.

Para o PETFE (Figura 30), observou-se uma diminuic8o na
intensidade do pico correspondente as unidades 'CFz' (292 aV)
e um incremento no correspondente 4s unidades -CHZ- (285 eV),
A medida gque o percentual de enxertia do PDMAA aumentou. Tal
fato sugere gque as cadeias de PDMAA 880 enxertadas
preferencialmente nas unidades -CF - do esqueleto polimérico.
Este resultado foli comprovade pela diminuic8c na intensidade
0 pico a 688 eV (F“ ).
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O filme de PEBD (Figura 31) mostrou um sinal de o,
(532 eV) correspondente a >C=0, provavelmente devido também &
oxidac3io do material durante o processo de fabricagdo. Com ©
zumento no percentual de enxertia do PDMAA, observou-se um
incremento nas intensidades dos picos correspondentes ao o,
(532 eV) e N" (399 eV).

Em uma melhor visualizagdo, os resultados obtidos por
ESCA nos polimeros PTFE, PETFE e PEBD e seus copolimeros de
enxerto foram resumidos nas Tabelas 5 e 6 Jjunto com as

ligagbes guimicas correspom:lem:esl“""6 .

Verificou-se o aparecimento da ligagéio -CH; (284,6 eV),
>C=0 (530,3-531,7 eV) e N“ (399,7 eV) nos filmes de PTFE,
PETFE e PEBD, caracteristicas das cadeias de PDMAA
enxertadas. Foi observado ainda o aparecimento de
insaturagbes no PTFE do tipo -CF=CH-, resultantes do processo
de enxertia e que n3o foram detectadas no infravermelho,
provavelmente por estarer muito préximas da superficie. Para
os filmes de PETFE e PEBD houve o aparecimento das ligagbes
C-N (287,1-287,5 eV) e >C=0 (531,7-532,1 eV), apbs a enxertia
do DMAA.
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Tabela 5- Composicéc da superficie determinada por ESCA dos
filmes de PEBD, PEITE ¢ PTIFE nio enxertados.

Polimero Estrutura Energia de Ligagsio Quimica
Ligagio (eV) Correspondente
PEBD ~[CH -CH, ] - 284,6 -CH -
531,5 (0 _ ) >C=0
PETFE -[CHZCl'lz-CF2CP2 ]n- 284,6 -CHz-
286,0 -CF -
288,1 -CF=CH-, >C=0
290, 7 ~CF,-
PTFE -(CF,~CF, ] - 284,6 ~CH_-
286,4 -CFz-
288,8 -CF=CH~
291,5 .sz-
530,7/531,7 (0, ) >C=0
688,9 F

103




Tabela 6- Composicldo da superficie determinada por ESCA dos

copolimerogs de enxerto PE~g-DMAA, PETFE-g-DMAA e
PTFE-g-DMAA.

Copolimero Estrutura Energia de Ligagdo Quimica
Ligag3o (eV) Correspondente
PEBD-g-DMAA -[Cﬂz - q}l] - 284,6 -CH -
[CHZ-?H}-n.l 287,1 -C-N
CON(CH:‘)2 530,7
531,7 (O ) >C=0
688,9 F
1s
PETFE-g-DMAA -[CHZ-ClZH - CFZ-CF]h— 284,6 -CHZ-
[}
C|ZH FHZ 286,0 -CF_-
»«M«[c':ﬂjn_;vv\{--(:‘li]“-1 287,5/399,6 c-N-
C‘=O /CBO 290, 8 -CFZ-
N(Cl-la)2 l‘l(C]-I:’)2 532,1 (0" ) >C=0
688,1 (F, )
PTFE-g-DMAA -[CF,~CF] - 284,6 -CH_-
[CI‘I;SH]-“.l 286,4 -CFZ-
?-0 288,8 -CF=CH-
N(CH), 291,7 -CF -
530,3/531,7 >C=0
399,7 .
688,5
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Segundo Battaerd a caracterizacio de copolimeros de
enxerto por infravermelho pode levar a erros, uma vezr que ndo
existem diferencas significativas entre o espectrc IR dos

copolimeros de enxerto e os das blendas polinéricas"7 .

Informagdes quantitativas foram entdo obtidas nos
espectros do ESCA para o PEBD e PEBD-g-DMAA, calculando-se a
razfo entre as intensidades CN/CH, levando-se em consideracio
a &rea de <cada pico. Para o PETFE/PETFE-g-DMAA e
PTFE/PTFE-g-DMAA foram calculadas as razdes C=0/C-F.

Os resultados obtidos foram representados na Figura 32,
mostrando que as razdes C=0/CP e CN/CH aumentaram COR O
percentual de enxertia e foram concordantes com os espectros
FTIR-MIR.

Observou-se um nivelamento a um percentual de enxertia
maior para o PETFE (15%), do gue para o PTFE (5%), indicando
a maior homogeneidade das cadeias de PDMAA enxertadas na
superficie do PETFE.

Para o PE observou-se um nivelamento na razio entre as
intensidades dog picos CN/CH a 192%, que aliado A variagio
dimensional do filme sugere uma enxertia também no interior
da matriz polimérica.

Os resultados dos estudos espectroscbdpicos comprovaram

a distribuic8oc das cadeias enxertadas de PDMAA e PAA nos
copolimeros obtidos por radiacgéo.
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Fig.

32~

(a) Raz80 CO/CF para

os

sistemas

PETFE-g-DHAA e (b) CN/CH para

obtidos a partir do ESCA.
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4.2.3- Andlise Térmica

Sabe-se gue a enxertia induzida pela radiacgio ionizante
tem inicio nas regiSes amorfas da matriz polimérica e
progride para as regides cristalinas, alterando
consequentemente o grau de cristalinidade do material’® .

Uma variagdo na cristalinidade de um polimero com ©
processo de enxertia & indicativo de alteragbes morfolégicas
do material e indica uma possivel enxertia no interior da
matriz pelimérica.

A Pigura 33 mostra a variagdo na cristalinidade
relativa dos filmes com o processo de enxertia dos mondwmeros
DMAA.

Foi observado uma diminmuicio na cristalinidade
relativa dos filmes de PETFE ¢ PEBD com o aumento no
percentual de enxertia do DMAA (Figura 33), sugerindo que a
enxertia ocorreu da fase amorfa para as regides cristalinas
dos polimeros.

Nas condigbes experimentais estudadas, ndo foi
observado mudancgas na cristalinidade relativa do PIPFE
(Figura 33-a). Tal fato deve-se possivelmente 4 alta
cristalinidade do PTFE que pode ter impedido a difusfo da
soluc8c mondmero/solvente na matriz, justificando assim os
baixos niveis de enxertia atingidos para este substrato
polimérico, que foi de 12% no méximo. Esse resultado deveria
ser o esperado, uma vez que a enxertia comega destruindo as
regiSes amorfas, progredindo em segu.da para as regides
cristalinas da matriz polimérica, conforme a difusfo da
solucgs&o nonOncro/colventem .
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Fig. 33- Variag#o no grau de cristalinidade de acordo com o
percentual de enxertia do DMAA sobre: (a) PTFE, (b)
PETFL (0 ) raios gama e¢ (o) elétrons (c) PEBD.
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A enxertia de monSmeros hidrofilicos pode alterar a
temperatura de transicio vitrea ('l" ) dos substratos
poliméricos, devido & introducio de grupamentos com uma Baior
“flexibilidade™ na cadeia do polimero inicial.

Ua parémetro importante que deteraina certas
propriedades das superficies poliméricas & a tenslo critica
de superficie (';c ).

Estudos realizados por Hayes''' e Lee''’ permitiram
relacionar a tensdo critica de superficie (‘lc ) e a
temperatura de transicio vitrea de um polimero por:

7% = (0,03RT -1,5) (ng*. W)

onde n ¢ o grau de liberdade; Ve, volume molar e ¢, parémetro
de interacéo.

Embora possua algumas lilitacbec'" , esta equacglo foi
utilizada para calcular a tenséio critica de superficie (1‘ )
dos sistemas PTFE-g-DMAA, PETFE-g-DMAA, PEBD-g-DMAA,
PEBD-g-AA e PVC-g-AA.

A PFigura 34 wmostra as curvas obtidas para a L
calculada segundo a equacio de Bayu"' para os sistemas
correspondentes ao DMAA e AA. Pode-se observar, que a tenséo
critica de superficie e também a '1" diminuem com o aumento no
percentual de enxertia do DMAA sobre o PIFE e PETPE,
permanecendo praticamente constante para o PEBD. Na
utilizagfo do mondOmero AA, observou-se um aumento da 7_com a
enxertia sobre o PEBD. O PVC nlo teve sua tenslo critica de
superficie alterada com a enxertia do monémero AA.
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Pig. 34- Temperatura de transiclo vitrea (Tg) e tensko
critica de superficie para os copolimeros de
enxerto derivados do (a) DMAA e (D) AA.
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Bayer 2 demonstrou a importéncia da tens&o critica

de superficie, 7., no estudo da trombojgenicidade de
superficies sintéticas. Um material de alta tensfo critica de
superficie ao ser colocado em contato com 0 sangue poderi ser
trombogénico e por outro lado, um material de baixa tensfo
critica de superficie possuiria propriedades hemocompativeis.

4.2.4- Andlise topogré&fica por MEV

As superficies poliméricas apés o processo de el'xertia
foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), conforme mostram as Figuras 35-37.

Observa-se que a rugosidade na superficie da matriz de
PTFE e PETFE & bastante aum~ntada, apdés o processo de
enxertia do DMAA (Figura 35 e 36). Acredita-se gque o
aparecimento destas rugosidades seja devido a efeitos de
tensfo superficial surgido com o processo de enxertia. ©
mesmo efeito foi observado para os copolimeros de enxerto
PVC-g~AA (Figura 37).

As superficies do sistema PEBD-g-DMAA e PEBD-g-AA nfo
apresentaram mudancas na sua topografia.
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(a) (b)

Fig. 35- Micrografia no MEV mostrando: (a) PTFE
modificado (aumento: 1000 X) e (b) PTFE-g-DMAA
12%-aumento: 1000X).
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(3)

(b)

Fig.

36-

Micrografia

modificado

g: 9%-aumento:

no

MEV

(aumento:

13

mostrando:
1000 X) e (b)

1000X) .

(a)

PETFE

nao

PETFE-g-DMAA |



(8)

Fig. 37- Micrografia no MEV mostrando: (a) PVC n&o modificado
(aumento: 1000 X) e PVC-g=AA (g: 40%-aumento: 744X) .
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4.3~

AVALIAGAO DA HEMOCOMPATIBILIDADE DOS COPOLIMEROS DE
ENXERTO

4.3.1- Adsorgao de proteinas séricas

As interagdes entre os biomateriais e o meio biolbgico
compreendem uma série de eventos complexos. O primeiro evento
observavel no contato de uma superficie n#o fisiolégica com o
sangue & a adsorglo protéica, que pode influenciar os demais
eventos, como adesdo plaquetiria e a formacio de trombos.

Diversos estudos realizados demonstraram gque os
copolimeros de enxerto, formados por segmentos hidrofilicos
apresentam com frequéncia comportamentos
hemocompativeis“'”’ . Lyman e outros observaram gque o©s
copolimeros de poli(éter-uretano-uréia) adsorvem mais
albumina e menos fibrinogénio que outros polimeros e
relacionar 1as propriedades antitrombogénicas com a presenca
da albumina‘® .

Okano e colaboradores®'® , utilizando diversos
copolimeros de bloco de metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA),
observaram que a estrutura de microfases separadas,
especialmente estruturas lamelares ou esféricas de segmentos
hidrofilicos, 1imersas em regides hidrofébicas, possuem
propriedades antitrombogénicas, apresentando o8 dominios
hidrofilicos maior afinidade pela albumina do gque pelo
fibrinogénio e pela 7r-globulina, engquanto que os dominios
hidrofébicos tem comportamento oposto.
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As Figuras 38 e 39 mostraram a adsorcd3o de proteinas
sé@ricas sobre as superficies nao enxertadas e enxertadas. A
enxertia do DMAA sobre as matrizes poliméricas de PTFE,
PETFE e PEBD aumentaram a adsorg¢do de albumina (Figura 38) e
diminuiram a adsorgdo de fibrinogénio e 7-globulina (Figura
39), & medida que se aumentou o percentual de enxertia do
DMAA nas superficies poliméricas.

A enxertia do AA sobre o PEBD e o PVC levaram a um
aumento de adsorgdo tanto de albumina quanto de fibrinogénio,

em relagdo aos filmes originais (Figura 40).

A enxertia dos monomeros hidrofilicos DMAA e AA sobre
as matrizes poliméricas deveria levar a um aumento na
adsorgdo de albumina e possivelmente a uma diminuigdo de
adsor¢do de fibrinogénio e y-globulina, segundo os trabalhos
de Okano °' . Este comportamento sé foi verificado na
copolimerizagdo com DMAA. A adsorgdo de fibrinogénio para os
copolimeros de enxerto de AA, relativamente aos polimeros néo
modificados mostrou um comportamento inversoc ao DMAA,

predizendo uma possivel trombogenicidade.

A adsorgdo de fibrinogénio tem grande importancia no
fendmeno da hemocompatibilidade dos materjiais poliméricos,
uma vez que, por ser um dos fatores da coagulag&o, facilita a
adesdo de plagquetas, participando de reagdes de troca com
outras proteinas, importantes no mecanismo de coagulagdo

122,123
sanguinea
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Fig.

38- Adsorgéo de BSA pelos copolimeros de enxerto:

(a) PTFE-g-DMAA,

CoMIStAC

)
'

(b) PETFE-g-DMAA e (c) PEBD-g-DMAA.
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Fig. 39- Adsorgdo de fibrinogénio e gama globulina sobre os
copolimeros de enxerto derivados do DMAA.
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Fig. 40- Adsorgdo de albumina (a) e (b) fibrinogénio nos
copolimeros de enxerto PEBD-g-AA e PVC-g-AA.
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4.3.2- Adesdo de plaquetas

Uma vez gque a membrana plaquetdria & composta de
regides hidrofilicas e hidrofébicas, representadas por
regides protéicas e lipidicasn‘ , respectivamente, um
polimero sintético com esta alterndncia de regides poderia

61,121,122
Num

vir a ter propriedades hemocompativeis
primeiro estdgio, apés o contato com o fluido biolégico, a
camada protéica formada inicialmente permitiria a acomodagao
da plaqueta na superficie sintética, sem alteragdes
morfolégicas de sua estrutura, o que impediria a ativagdo da

cascata de coagulacaonz

Portanto, a diminuigdo na adsorgdo de fibrinogénio e
7-globulina em relagdo ao BSA nos copolimeros de enxerto
PTFE-g-DMAA, PETFE-g-DMAA e PEBD-g-DMAA sugere gue, se estes
materiais forem colocados em contato com o sangue, O namero
de plaquetas aderidas deve ser bem menor, em relagdo aos

. .. 125
materiais originais, segundo Neumann .

As superficies modificadas apresentaram poucas
plaquetas aderidas, em compara¢8o aos polimeros iniciais,
como pode ser observado nas micrografias do MEV (Figuras
41-43). Um namero maior de plaguetas do sangue aderiram as
superficies nao enxertadas do gue nas enxertadas,
evidenciando uma tendéncia bastante significativa destas a um
comportamento hemocompativel.

As superficies rugosas dos copolimeros de enxerto
PTFE~-g-DMAA  poderiam dificultar a identificag3c das
plaguetas, uma vez gque estas 830 muito pequenas, quando
comparadas As rugosidades do copolimero (possuem cerca de 3
um de diAmetro)59 . Pode-se também investigar o processo de
adesdo plaquetdria, utilizando-se a epi-fluorescéncia ao lado
das micrografias no MEV.
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Fig. 41- Micrografia no MEV das superficies apbs o ensaio de
adesdo de plaquetacs: (a) PTFE ndo modificado
(aumento: 500X) e (b) PTFE-g-DMAA (g: 12% -~ aumento:
500X).
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Fig. 42~ Micrografia no MEV das superficies apbés o ensaio de
adesido de plagquetas. (a) PETFE ndo modificado
(aumento: 1000X); (b) PETFE-g-DMAA (g: 19%-aumento
1030 X) e (c) PETFE-g~-DMAA (g: 40%-aumento: 1000X).
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Fig. 43- Micrografia no MEV das superficies apds o ensaio de
ades3o de plaquetas: (a) PEBD nio modificado
(aumento: 1000 X); (b) PEBRD-g-DMAA (g: 19%-aumento:
1000X) .
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A Figura 44 mostra a micrografia de fluorescéncia para
a superficie rugosa de PIFE-g-DMAA com nivel de enxertia de
7%. A andlise das plaquetas aderidas foi concordante coa a
micrografia no MEV.

O principio da técnica de epi-fluorescéncia baseia-se
na incorporagio de alaranjado de acridina ao DMA
mitocondrial. A localizagio das plagquetas & feita entlo por
excitagio do corante coma lu:z uv'® .

Os dados apresentados na Tabela 7 obtidos a partir de
micrografias no Rmicroscépio eletrénico de varredura (MEV)
mostram que o nGmero de plaguetas aderidas & maior nas
superficies nio enxertadas que nos respectivos copoliseros de
enxerto. Semelhantemente ao silicone grau wédico, as
superficies wmodificadas apresentaram bons indicios de
antitrombogenicidade em relacio aos polimeros iniciais.

Pode-se observar que os niveis maiores de enxertia
acusam uma Baior adesdo plaquetéria, chegando no caso do
PEBD-g-DMAA (g: 170%) & formaclio de co&gulo.

Por outro lado, os copolimeros de enxerto PTFE-g-DMAA e
PETFE-g-DMAA com menores niveis de enxertia apresentaram
baixa adesdo de plaguetas.

Isto sugere que existe um nivel ideal de enxertia para
uma adeslo plaqueti&ria minima nas superficies enxertadas, se
bem que o0 comportamento trombogénico inicial do substrato
virgem foi melhorado. Parece razodvel a proposta de
okano*’''# , uma vez gque as superficies de PEBD ndo
apresentaram uma diminuigioc na adsorg8o de fibrinogénio em
niveis elevados de enxertia (acima de 50% para o
PEBD-g-DMAA), conforme & mostrado na PFPigura 39 (a). Isto

propiciaria altas adesdes de plaguetas.
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Fig., 44- Micrografia de epi-fluorescéncia de PTFE-g~DMAA
(g:12%) apés ensaio de adesdo de plaquetas.
Aumento: 100X.
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A enxertia do AA nd&o levou & obten¢gac de superficies
hemocompativeis como pode-se observar na Tabela 7. Este
intento s& foi conseguido ap6s imobilizagao do BSA.

4.3.3- Formagao de trombos

A formagd8o de trombos €& um processo indesejavel,
resultante da ripida deposigdo protéica (preferencialmente, o
fibrinogénio), seguido de uma série de rea¢des complexas,
envolvendo ativagaoc e adesao plaquetdaria, 1liberagdo dos
fatores da coagulagdc e deposigdoc de leucdcitos e hemacias. O
resultado final deste processo €& a formagdao de trombos na
superficie polimérica. Este trombos, composto de fibrina e
plaquetas agrupadas, podem causar danos no sistema
circulatério, como por exemplo a obstrugdo de capilares e

127
arteriolas

A Figura 45 mostra ilustrativamente a micrografia da
superficie do poli(cis-isopreno-g-&cido acrilico) (NR-g-AA),
obtida em nosso laboratério com caracteristicas
trombogénicas. Observa-se nesta micrografia uma grande
guantidade de fibrina e hemadcias, ap6és o desencadeamento do
mecanismo de coagulagcdo, que d& origem ao codgulo na
superficie do copolimero.

A Figura 46 mostra as curvas que representam a cinética

da formagdo de trombos nas superficies dos copolimeros de
enxerto, derivados do DMAA.
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Tab. 7~ Avaliag3o da hemocompatibilidade dos copolimeros de
DMAA e AA
raios gama e elétrons acelerados.

enxerto derivados do obtidos via

E Nimero de Residuo de

Filme Radiac¢io (%) Plaquetas Fibrina
aderidas

PTFE 20 + 5 pouco
PTFE-g~DMAA raios gama 0 nenhum
PTFE-g~DMAA raios gama 8 * 1 nenhum
PTFE-g-DMAA raios gama 12 10 = 3 nenhum
PETFE 0 9% + 8 muito
PETFE-g~DMAA raios gama 29 19 + 6 nenhum
PETFE~-g-DMAA raios gama 52 30 + 4 nenhum
PETFE-g-DMAA raios gama 120 50 + 8 pouco
PETFE=g-DMAA elétrons 20 15 + 5 nenhum
PETFE-g-DMAA elétrons 80 20 + 2 nenhum
PEBD 0 codgulo muito
PEBD-@g-DMAA raios gama 19 10 + 3 pouco
PEBD~g-DMAA raios gama 40 36 + 8 pouco
PEBD-g-DMAA raios gama 170 codgulo muito
PEBD-g=-AA raios gama 95 codgulo muito
PEBD-g-AA' raios gama 80 30 + 8 nenhum
PEBD-g-AA elétrons 48 20 + 7 nenhum
PVC raios gama 0 codgulo muito
PVC-g=AA raios gama 40 codgulo muito
PVC-g-AA’ elétrons 47 10 + 2 nenhum
Silicone grau médico 25 + 3 nenhum

* Apbés o processo de imobilizag3o do BSA.

INCOR.
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Fig. 45- Micrografia no MEV da superficie de NR-g-AA (g:
400%) ap6s ensaio de adesio de plagquetas. Aumento:
1760X.
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Fig. 46- Cinética da formagdo de trombos para os copolimeros
de enxerto derivados do DMAA: (a) PTFE; (b) PETFE e

(c) PEBD.
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De acordo com Suzuki'®® , na copolimerizagdo do
hidrogel nos substratos poliméricos, a disposiglo das cadeias
enxertadas no meio aguoso forma uma estrutura difusa, que
confere uma energia livre perto de zero na interface entre a
superficie estranha e o fluido bioldbgico. Este modelo
justifica a menor adesdo plaguetdria (e portanto malior
antitrombogenicidade) em superficies com maior conteudo de
&qua.

Assim a trombogenicidade do hidrogel PEBD-g-DMAA com
percentual de enxertia de 170% pode ser devido & saturag¢do no
conteudo de &gua atingido para estes hidrogéis, a partir de
20% de enxertia. Possiveis interagdes entre as cadeias de
PDMAA enxertadas, com a formacdo de uma estrutura semelhante
a de um hidrogel de 1ligag¢des cruzadas, levaria a uma
diminui¢do na mobilidade molecular, comprometendo o modelo da

estrutura difusa proposto por Suzuki.

Na enxertia do DMAA sobre o PTFE observou-se que,
embora haja um incremento na deposigdo de trombos com o nivel
de enxertia, todos os copolimeros de enxerto apresentaram
melhores propriedades antitrombogénicas (maior conteddo de
agua, menor adsorgdo de fibrinogénio, menor adesao
plaguetédria), que o substrato inicial.

Semelhantemente ao PEBD, observou-se que para os

copolimeros de PETFE-g-DMAA altos niveis de enxertia levaram
a uma diminuigdo na hemocompatibilidade destes hidrogéis.
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4.3.4- Imobilizag8o de albumina

O wmondmero hidrofilico AA nd&o gerou superficies
hemocompativeis, uma vez gque os copolimeros de enxerto
PEBD-g-AA e PVC-g-AA apresentaram caracteristicas
trombogénicas com a formagao de codgulo no ensaio de adesdo
plagquetdria (Figura 47).

Face As caracteristicas destas superficies com grupos
funcionais &cidos, elas puderam ser utilizadas para outra
abordagem de obtengdo de materiais hemocompativeis ou seja,
obten¢do de superficies capazes de inibir algum dos processos

que produzem a cascata de coagulacgio.

Optou-se pela imobilizag3do da albumina de soro bovino
(BSA) nestas superficies, segundo metodologia desenvolvida
por Coulett'® .,

A escolha da albumina foi feita com base nos trabalhos
de Changla gue indicaram que o revestimento de albumina
sobre o carvdo ativado diminuiu a adesdo de plaquetas.

A Figura 48 mostra gue no acoplamento da albumina nas
superficies do PEBD-g-AA e PVC-g-AA, o rendimento aumentou
com o percentual de enxertia. Isto poderia ser associado ao
processo de conversdo de carboxilas das cadeias de PAA
enxertadas a azidas. A alta solubilidade do PAA em metanol
levaria A& obtengido de um grande percentual de ésteres
metilicos. Estes seriam ativados facilmente Aas azidas,
acarretando entdo um percentual de acoplamento da proteina
crescente com o nivel de enxertia.
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Fig. 47- Micrografia no MEV apés ensaio de adesdo de
plagquetas para os copolimeros derivados do AA:
(a) PVC-g-AA (g: 42%-aumento: 1640X) e (b)
PEBD-g-AA (g: 48%-aumento: 748X).

132



’60 Concentracao de Albumina (pg/cm?)

|

E
-

200

2

I
] . B
0 20 40 60 80 100
Enxertia (%)

® PEBD O pvC

Fig. 48- 1Imobilizacdo do BSA nos copolimeros de enxerto
PEBD-g-AA e, PVC-g-AA.
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O ensaio de adesdo de plaguetas nas superficies de
PEBD-g-AA-i-BSA e PVC-g-AA-i-BSA (copolimeros de enxerto
derivados do AA com a BSA imobilizada) mostrou que
as superficies tornaram-se mais hemocompativeis, em
relacdo aos copolimeros de enxerto 1inicials PEBD-g=-AA e
PVC-g-AA, conforme é mostrado na Figura 49. Tal fato vai de

encontro aos trabalhos de Changw’19

e outros gque demonstram
gque a imobilizagdo da BSA confere caracteristicas de

hemocompatibilidade a uma dada superficie sintética.

A Figura 50 mostra a cinética de formagdo de trombos
para os copolimeros de enxerto derivados do AA, tornando
evidente que, apdés o processo de imobilizagdo do BSA, as
superficies tiveram melhorias em sua hemocompatibilidade, em

relagdo as superficies dos copolimeros de enxerto originais.

A menor adsorcgdo de fibrinogénio nos filmes de PEBD e
PVC (Figura 51) corrobora o comportamento antitrombogénico
melhorado dos copolimeros de enxerto, derivados do AA com o

biocomponente imobilizado.
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(b)

Fig.

49~

Micrografia no MEV apés ensaio de adesdo de
plaquetas sobre as superficies dos copolimeros:
(a) PVC-g-AA-i-BSA (g: 42%, i: 85ug.cm’) e (b)
PEBD-g-AA-i-BSA (g: 48%, i: 192 ug.cm™). gq:
percentual de enxertia e i: guantidade de proteina
imobilizada.
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Fig. S51- Adsorg3o de fibrinogénio nos copolimeros de enxerto
derivados do AA apés imobilizag&o do BSA.
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5~ CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitea concluir

0O wmiétodo da irradiagio simulténea foi efetivo ma
copolimerizacio de todos os substratos poliséricos
estudados.

O método da peroxidacio mostrou ser eficiente e prético
para a obtencio dos copolimeros PEIPE-g-DMAA, PEBD-g-AA e
PYC-g-AA. O miftodo foi pouco eticiente para a enxertia do
DMAA sobre o PITE ¢ PIBD.

A homopolimerizagio na enxertia do AA sobre o PEBD e PVC
foi diminuida com a adigio do comondmero DMA,
descartando-se a utilizagio de Ifons metilicos que se
complexavam na matriz polimérica.

Baixas taxas de dose e baixas doses de irradiacéo
demonstraran ser mais efetivas na obtengio dos copolimeros
de enxerto.

Os estudos espectroscOHpicos com FTIR-MIR e ESCA mostraram
uma distribuicio homogénea do PLDMAA e PAA sobre os

substratos poliméricos estudados.

As superficies poliméricas dos substratos enxertados
tornaram-se hidrofilicas.

Os valores da tens8v critica de superficie indicaram a
biocompatibilidade dos copolimeros de enxerto obtidos.
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8- As superficies dos copolimeros de PTFE, PETFE e PVC

tornaram-se rugosas com excessdo do PEBD.

9- Houve um aumento na adsorgdo de albumina nos copolimeros de
enxerto, relativamente aos filmes ndo modificados.

10- O fibrinogénio e a y-globulina foram menos adsorvidas nos
copolimeros derivados do DMAA com o incremento da

enxertia. Os copolimeros do AA adsorveram mais
fibrinogénio.
11- A imobilizagdo da albumina nas superficies dos

copolimeros 30 AA reduziu sensivelmente a adsorgio de
fibrinogénio.

12- 0s niveis de enxertia que renderam superficies mais
hemocompativeis foram:

PTFE~-g-DMAA nivel igual ou inferior a 12%
PETFE~g~DMAA nivel igual ou inferior a 30%
PEBD-g-DMAA nivel igual ou inferior a 40%

13- A imobilizag8o da albumina nos copolimeros de AA levou &

obtengdo de materiais com propriedades hemocompativeis.

14- N&o foi observada uma relaglo entre a rugosidade e a
trombogenicidade das superficies poliméricas.

15- Os varios ensaios iIn vitro para avaliacio da
hemocompatibilidade dos filmes poliméricos apresentaram ‘
resultados coerentes.

16

Padronizaram-se té&cnicas de obtengdo e avaliacio de
materiais poliméricos, que poderao contribuir
significativamente para o desenvolvimento de novos
biomateriais na &rea cardiovascular.
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