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PoLiMEROS INTELIGENTES EM DisposiTivos BIOMEDICOS E BiO-SEPARACAO

ANA AcuiAr-RicarRDO’

Nos Ultimos trinta anos tem-se assistido a uma mudanga de paradigma importante: os cientistas tém conseguido sin-
tetizar polimeros com capacidade de adquirir conformagdes controlaveis por estimulos externos como temperatura, pH,
substéncias quimicas especificas ou outros, e construir sistemas multifuncionais com interfaces capazes de responder
tambéem a estimulos externos, o que se pensava ser um exclusivo dos sistemas vivos. Estas superficies inteligentes per-
mitem a manipulagéo das propriedades dos materiais com o objetivo de promover ou impedir a adeséo e a adsorgéo de
células, a ligagao de biomoléculas e, até, dirigir as fungdes celulares. Uma estratégia recente na investigacao tem sido o
design e construcéo de nano- ou macroestruturas inteligentes utilizando processos integrados e sustentéveis. Este artigo
evidencia como o nosso grupo tem contribuido para resolver alguns problemas tecnoldgicos relevantes utilizando didxido
de carbono supercritico: como preparar microparticulas de polimeros inteligentes com um fino controlo da morfologia 3D
e das propriedades mecénicas? Como conferir a capacidade de resposta a estimulos exteriores a estruturas poliméricas
3D? Em cada um dos estudos descritos identificam-se as propriedades dos materiais que se conseguiram ofimizar, as
vantagens do ponto de vista de sustentabilidade das metodologias seguidas e as perspetivas de futuras aplicagdes nas
areas de libertagéo controlada de farmacos, engenharia de tecidos, biossensores e bio-separagéo.

INTRODUGAO

Designam-se por polimeros ativos ou
inteligentes, macromoléculas que séo
capazes de alterar visivelmente a sua
estrutura, ou determinada proprieda-
de fisica ou quimica, de uma forma
rapida e reversivel, como resposta a
pequenas variagdes de estimulos ex-
ternos, nomeadamente alteragcdes de
temperatura, pH, concentracdo de um
dado agente quimico, etc. Estimulos
como o pH, a forca i6nica ou agentes
quimicos, séo designados por estimu-
los quimicos, pois levam a alteracéo
das interacdes a nivel molecular entre
as cadeias poliméricas, ou entre estas
e o solvente em que se encontram.
Os estimulos fisicos como a tempera-
tura, os campos elétrico e magnético
e o stress mecanico afetam os niveis
energéticos de diferentes tipos das
moléculas, alterando as interacdes
moleculares. Estas capacidades de
resposta de muitos sistemas poliméri-
cos tém aplicacdes amplas em liberta-
cao controlada de farmacos [1-4], em
biotecnologia [5] e em cromatografia
[6]. Existem inumeros sistemas poli-
méricos que conseguem responder
até a mais do que um estimulo.
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Os polimeros capazes de responder a
variacdes de temperatura tém sido os
mais estudados. Apresentam na sua
estrutura um balanco fino entre as in-
teracdes estabelecidas pelas partes
de cadeia hidrofilica e hidrofébica e,
devido a pequenas variacdes de tem-
peratura em torno de um valor critico
T, colapsam ou expandem reajustan-
do as interacdes hidrofobicas e hidro-
filicas entre as cadeias ou as intera-
¢bes hidrofilicas entre as cadeias e o
meio aquoso. A maior parte das apli-
cacOes destes sistemas esta relacio-
nada com sistemas que apresentam
uma temperatura critica minima de
solucédo (LCST — lower critical solution
temperature), isto €, considerando um
diagrama temperatura-composicéo, a
curva que delimita a regido de imis-
cibilidade apresenta um minimo. O
polimero mais comum que apresenta
uma LCST em solugdo aquosa é o
poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAmM),
o qual sofre uma variacéo brusca de
volume resultante da passagem de
uma estrutura expandida, com preva-
Iéncia de interagbes por pontes de hi-
drogénio entre as cadeias do polime-
ro e as moléculas de agua, para uma
estrutura colapsada com prevaléncia
de interacdes hidrofébicas entre os
grupos isopropilo das cadeias polimé-
ricas, expelindo a agua do interior da
cadeia colapsada. O PNIPAAM tem
uma LCST de cerca de 32°C, que é

préxima da temperatura fisiolégica,
apresentando assim solubilidade em
agua a temperaturas inferiores a 32°C
e precipitando a temperaturas supe-
riores. Para se prepararem estruturas
tridimensionais com capacidade de
absorver ou expelir grandes quantida-
des de agua por manipulacéo de um
dado estimulo a partir de polimeros
sollveis utilizam-se agentes reticulan-
tes. Obtém-se assim hidrogéis. Quan-
do um hidrogel esta desidratado, as
cadeias do polimero encontram-se
colapsadas, dificultando os fendéme-
nos de difusdo através da estrutura;
pelo contrario, quando o hidrogel in-
cha e atinge o valor de inchamento de
equilibrio, atinge o tamanho de malha
de rede maximo (§, “mesh size”) e os
fenémenos que dependem de meca-
nismos difusionais apresentam valo-
res maximos (Figura 1).

ALCST de um polimero cujas proprie-
dades podem ser manipuladas por

i )
T>LCSTou °
pH < pK, e
-—

Figura 1 — Esquema ilustrativo da variagao de
volume que se observa num polimero que
responde a temperatura e/ou pH. Também

se mostra o impacto do inchamento do
hidrogel na permeacao e libertacao de outras
moléculas. Adaptado de [7]
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variacéo de temperatura é influencia-
da pelas unidades hidrofilicas e hidro-
fébicas que estédo presentes nas suas
cadeias. Em geral, para aumentar a
LCST, por exemplo, o PNIPAAmM pode
ser copolimerizado com uma fraccéo
de monémeros mais hidrofilicos como
o acido metil metacrilico [8], enquanto
que para baixar a LCST se pode co-
polimerizar com um mondémero menos
hidrofilico como o 2-hidroxietilmetacri-
lato (HEMA). Na Figura 2 est&o repre-
sentados alguns dos polimeros mais
estudados que apresentam LCST.

Outros polimeros com muitas aplica-
cbes s&o os que respondem ao pH.
Estes polimeros sédo polielectrolitos
que contém na sua estrutura grupos
funcionais acidos (poliacidos) ou basi-
cos (polibases) fracos e que portanto
cedem ou recebem protées como res-
posta a variagées de pH do meio. A
medida que o pH se altera, o grau de
ionizacéo dos grupos funcionais aci-
dos ou basicos muda drasticamente a
um dado pH que se designa por pK..
Como resultado da carga que se gera
ao longo da cadeia do polielectrélito
h& um aumento das forcas repulsivas
que s6 podem ser neutralizadas com
contra-ibes que por isso migram do
seio da solucéo para a estrutura po-
limérica, com consequente aumento
do volume hidrodindmico do polimero.
A gama de pHs em que se da a tran-
sicdo pode ser estabelecida selecio-
nando os grupos funcionais com um
pK, que esteja no intervalo pretendido,
em funcao da aplicacdo pretendida ou
incorporando grupos hidrofébicos na
cadeia polimérica. Quando os gru-
pos funcionais n&o estéo ionizados,
as forcas repulsivas entre os grupos
carregados dentro do polimero néo
existem e dominam as forcas hidrofo-
bicas. Nesta situacéo, o polimero ad-
quire uma estrutura mais compacta e
apresenta uma transicdo mais brusca.
A hidrofobicidade da cadeia pode ser
controlada, copolimerizando os mo-
némeros ionizaveis hidrofilicos com
outros monémeros mais hidrofébicos
como o 2-hidroxietil metacrilato, o me-
til metacrilato e o anidrido maleico.

Os poliacidos apresentam a estrutu-
ra mais compactada a menores pHs,
pois nessa situacdao os grupos car-
boxilicos estdo protonados. Quando
o pH aumenta, o polimero fica car-
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Figura 2 — Estruturas dos polimeros que apresentam LCST proxima da temperatura ambiente. (a)
PNIPAAm, LCST 32°C; (b) poli(N,N’-dietilacrilamida) (PDEAAm), LCST 26-35°C;
{c) poli{metacrilato de 2-dimetilaminoetilo) (PDMAEMA)}, LCST 50°C; (d) poli(N-(L)-{hidroximetil)
propilmetacrilamida) LCST 30°C

regado negativamente e incha; pelo
contrario, as polibases aumentam o
grau de ionizacdo a medida que o pH
diminui. Alguns dos polimeros mais
representativos que respondem a
variaces de pH estéo identificados
na Figura 3. Tipicamente s&o polime-
ros com grupos carboxilicos como o
poli(acido metacrilico) (Figura 3(b)),
ou também podem ser derivados de
poli(sulfonamidas). Alguns exemplos
de polimeros policatibnicos sé&o a
poli(lisina) (PL), poli(etilenoimina)
(PEI) e o quitosano (Figuras 3(e), 3(f)
e 3(9)).

O estudo de sistemas poliméricos
ativos e das suas propriedades mais
relevantes, em aplicacdes em disposi-
tivos de libertacdo controlada, em tec-
nologias de tecidos ou em bio-separa-
céo, tem sempre de ser acompanha-
do do estudo do efeito de parametros
termodinamicos (ex. temperatura, pH,
forca idnica) na evolugéo do espaco
do diagrama de fases em que ocorrem
as transicdes de fases e em que se
definem os limites de imiscibilidade.

Apesar da crescente atividade cien-
tifica com o objetivo de desenvolver
novos polimeros inteligentes e novas
metodologias sintéticas, ou para con-
seguir sistemas ativos tridimensio-
nais com importantes aplicacées nas
mais variadas areas, s6 nas Ultimas
décadas é que chegaram ao merca-
do alguns dos protétipos desenvolvi-
dos. O primeiro produto “Smart-Gel”
foi comercializado em 1996 pela Gel
Sciences/GelMed (Bedford, Massa-
chusetts), tratando-se de uma pal-
milha anatémica formada por um gel
viscoelastico, muito maleavel a tem-
peratura ambiente mas que, quando
em contacto com o pé, se torna mais
firme adaptando o sapato ao pé de
cada um. Mais recentemente, uma
companhia japonesa, CellSeed (www.
cellseed.com/company-e/index.html),
lancou para o mercado placas de 96
pocos e outros dispositivos para o
crescimento de tecidos celulares com
a possibilidade de fazer a recolha do
tecido celular de uma forma mais efi-
caz, apenas por variagcéo da tempera-
tura, conseguindo assim substituir a
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utilizacdo de tratamentos enzimaticos
que danificam a membrana basal. Nos
Ultimos anos tem havido inUmeros es-
forcos no sentido de melhorar as me-
todologias de sintese e processamen-
to de polimeros utilizando processos
mais sustentaveis. Em particular, a
utilizacdo de tecnologia supercritica,
nomeadamente, didxido de carbono
supercritico (scCO,) como meio rea-
cional para polimerizacbes ou como
meio de processamento de materiais.
Processos envolvendo scCO, apre-
sentam em geral inimeras vantagens,
comparativamente aos processos
convencionais, pois possibilitam em
muitos casos a reducéo de consumo
de solventes organicos e de agua, a
minimizagéo de processos de limpe-
za e tratamentos de &guas e, ainda,
uma maior integragéo de processos.
Ha varios exemplos na literatura [9].

A utilizacao de CO, supercritico para
preparar hidrogéis apresenta vanta-
gens que ainda se tornam mais in-
teressantes quando os materiais se
destinam a aplicacbes biomédicas,
dada a facilidade com que se eliminam
quaisquer quantidades vestigiarias de
contaminantes e se obtém materiais
completamente limpos. Desenvolvi-
mentos recentes de novos processos
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que combinam a tecnologia supercriti-
ca com outras tecnologias tém permi-
tido desenhar e obter dispositivos que
pelos processos convencionais nao
seriam possiveis de obter ou, pelo
menos, nao teriam um desempenho
tdo bom em determinadas aplicacdes.
Apresentam-se de seguida alguns
desses avancgos, realcando em cada
estudo as propriedades que se con-
seguiram otimizar, as vantagens do
ponto de vista de sustentabilidade das
metodologias seguidas e as perspeti-
vas de futuras aplicacdes nas éareas
de libertacéao controlada de farmacos,
engenharia de tecidos, biossensores
e bio-separacgéo.

POLIMEROS INTELIGENTES E C02 Su-
PERCRITICO

O PNIPAAmM foi produzido pela pri-
meira vez em CO, supercritico por Te-
mtem et al. [10] sem que fosse neces-
saria a adigdo de quaisquer solventes
organicos ou aditivos. Para estudar
e otimizar a sintese de PNIPAAM na
forma de hidrogel, a sintese foi feita
com diferentes razées de metilbisacri-
lamida (MBAm), tendo-se verificado
que a capacidade de resposta a tem-
peratura diminuia significativamente
para fragcbes massicas de MBAmM su-
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periores a 2,4%. Nessas condigbes &
possivel obter particulas com um dia-
metro médio que varia entre 2 a 6 um,
diminuindo com o aumento do grau
de reticulacéo e apresentando tam-
bém maior ou menor agregagao em
funcéo do grau de reticulacdo e das
condicdes operacionais da sintese.
Neste estudo, a polimerizacéo deu-se
por precipitagdo em CO, supercritico.
Existem poucos relatos de trabalhos
de sintese de microparticulas polimé-
ricas de morfologia controlada por po-
limerizacéo por precipitacéo, porque
esta estratégia so6 é aplicavel a moné-
meros com solubilidade apreciavel em
CO, superecritico. Para conseguir poli-
merizar eficazmente mondémeros me-
nos sollveis ha que realizar a polime-
rizacao por disperséo, por emulséo ou
suspensao, utilizando estabilizadores,
isto é, moléculas anfifilicas capazes
de formar agregados na fase super-
critica, conseguindo assim estabilizar
0s monémeros e os oligémeros em
crescimento até que estes atinjam um
determinado peso molecular. Como
em geral os polimeros ndo séo solu-
veis em CO, supercritico, ao atingirem
um dado peso molecular as cadeias
poliméricas deixam de ser suporta-
das pelos agregados formados pelos
estabilizadores e precipitam no fundo
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Figura 3 — Alguns dos polimeros mais representativos que respondem ao pH; (a) poli(dcido acrilico) (PAAc), (b) poli(dcido metacrilico) (PMAAc), (c)
poli(2-etilo acido acrilico) (PEAAc), (d) poli(2-propilo acido acrilico) (PPAAc), (e) poli(lisina) (PL), {f) poli(etilenoimina) (PEIl) e {g) quitosano (CHT)
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Figura 4 — Esquema demonstrativo do mecanismo da polimerizacdo por dispersdo em CO, supercritico. Apresentam-se também imagens de
microscopia de varrimento eletronica de polimeros obtidos a diferentes tempos de reagdo para melhor visualizagdo da evolugdo da morfologia dos

do reator na forma de particulas esfé-
ricas livres e bastante monodispersas
(ver Figura 4).

Como a precipitacdo se da para as
particulas poliméricas que atingem
um certo peso molecular, os polime-
ros sintetizados em condicdes su-
percriticas apresentam baixa polidis-
persividade. A maior parte dos esta-
bilizadores de polimerizagédo em CO,
supercritico tém uma cadeia alquilica
que se pode ligar covalentemente a
cadeia de polimero em crescimen-
to ou ficar “aprisionada” nas cadeias
em crescimento, contaminando assim
o produto final. Contudo, o Krytox®,
que é um acido carboxilico perfluo-
rado disponivel no mercado, tem-se
mostrado extremamente eficaz na es-
tabilizacéo de polimerizacdes radica-
lares de diferentes monémeros, atra-
vés do estabelecimento de interacdes
reversiveis por pontes de hidrogénio
com as cadeias em crescimento;
dada a sua elevada solubilidade em
CO, supercritico, no final da reagéo,
o Krytox® é completamente removido
do polimero por simples lavagem com
CO, supercritico [11, 12].
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agregados. Adaptado de [11]

Apos o trabalho pioneiro de Temtem
et al., a polimerizacdo do NIPAAm uti-
lizando diferentes reticulantes e a sua
copolimerizagédo com diferentes mo-
némeros em CO, supercritico foi es-
tudada de uma forma sistematica com
o objetivo de preparar microgéis com
morfologias e propriedades reoldgicas
muito bem definidas. Utilizaram-se re-
ticulantes com hidrofilicidade crescen-
te: MBAm < DEGDMA < GDMA, mas
sempre com a mesma percentagem
massica (1,2%) para assegurar a ca-
pacidade de responder a variagdes de
temperatura. Prepararam-se micro-
géis por copolimerizagéo de NIPAAmM
com acrilato de poli(etilenoglicol)
(PEGa, M = 375) e com acido me-
tacrilico (MAA), variando as compo-
sicbes das misturas de mondmeros
iniciais. Neste estudo, Costa et al. [13]
visava a producéo de particulas de
hidrogéis biocompativeis que funcio-
nassem como “pseudocélulas” sintéti-
cas em plataformas de monitorizacéo
dos microambientes em culturas de
tecidos celulares. Enquanto que para
sistemas de libertacdo controlada
de farmacos interessa muitas vezes
preparar nanoparticulas, para uma

aplicacéo de bio-deteccdo ou biomo-
nitorizacdo, o tamanho médio tipico
do microgel, na forma das “pseudo-
células”, tera de ser superior a 3-4 pm,
para evitar que seja incorporado na
célula, e também ter propriedades
mecéanicas bem definidas. O estudo
conduziu & conclusédo de que os mi-
crogéis com maior potencial para o
desenvolvimento de uma plataforma
de monitorizacdo eram os microgéis
do copolimero poli(NIPAAM-co-MAA)
(aqui designado por P(NIPAAmM-co-
-MAA)), preparados com 10% de MAA
(razédo massica relativa ao NIPAAm).
A copolimerizacao com MAA conferiu
aos microgéis, quer grupos funcionais
disponiveis para posterior funcionali-
zacéo, quer capacidade de resposta
ao pH, aumentando assim a gama de
aplicagcdes destes microgéis [14, 15].
Quando imersas em ambiente fisiolé-
gico (pH, temperatura e forca idnica)
as particulas apresentavam cerca de
11 um. Um resultado muito interes-
sante foi que estas particulas apre-
sentaram também uma malha sufi-
cientemente larga para permitir a per-
meacdo de metaloproteases (como
MMP-9) através delas. Por ultimo, os
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estudos realizados para avaliacdo das
propriedades reoldgicas e da biocom-
patibilidade destas particulas mos-
traram que estas tinham valores de
viscoelasticidade conformes com os
pretendidos e que néo apresentavam
qualquer efeito téxico sobre culturas
de fibroblastos [13].

Os microgéis de P(NIPAAmM-co-MAA)
apresentam uma capacidade de in-
chamento que depende drasticamen-
te da temperatura e do pH do meio,
embora com ordens de grandeza que
variam consoante a composicdo do
copolimero relativamente a cada mo-
ndémero. Esta capacidade de incha-
mento pode ser usada para controlar
a libertacdo de farmacos incorporados
na matriz do microgel. Assim, impreg-
nou-se 5-fluorouracil (5-FU) em micro-
géis com diferentes composicdes rela-
tivas dos dois monémeros NIPAAmM e
MAA para avaliar o desempenho dos
microgéis sintetizados como sistemas
pulsateis de libertacdo de farmacos.
Os perfis farmacocinéticos de liberta-
¢do do 5-FU em funcéo da temperatu-
ra e do pH do meio estdo representa-
dos na Figura 5. E evidente a respos-
ta dos microgéis aos dois estimulos,
temperatura e pH. A 37°C, o microgel
apresenta uma estrutura colapsada e
por isso s6 se observa uma pequena
libertacédo de farmaco enquanto que
a temperatura mais baixa, em que se
tem T menor que LCST, o microgel
passa para uma estrutura expandida
e quase todo o 5-FU se liberta imedia-
tamente. As diferencas nas quantida-
des de 5-FU libertados (~2 mg 5-FU/g
de microgel, quando se tém particulas
de P(NIPAAM-co-MAA) 60:40 e ~4 mg
5-FU/g de microgel, quando se usam
particulas de P(NIPAAmM) séo devidas
as diferentes cargas electroestaticas
predominantes no 5-FU e no microgel.
O estudo de libertagéo in vitro em fun-
¢do do pH mostra claramente o efeito
de pulso que se consegue por mani-
pulagéo do pH.

REVESTIMENTO DE ESTRUTURAS
POROSAS

O desenvolvimento de membranas ou
outros dispositivos 3D com capacida-
de de resposta a estimulos externos
pode ser conseguido utilizando meto-
dologias diferentes: (i) uma consiste
na sintese dos materiais inteligentes
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(polimeros ou copolimeros) seguida
do seu processamento por forma a
obter as membranas, “scaffolds” ou
outros dispositivos; (ii) outra consiste
em modificar por algum processo 0s
materiais 3D ou membranas por forma
a incorporar o0s polimeros inteligentes.
Contudo, neste artigo focaremos ape-
nas os trabalhos em que o desenvol-
vimento de dispositivos poliméricos
inteligentes se baseou em metodolo-
gias assistidas por CO, supercritico
na sintese ou no processamento dos
materiais, numa tentativa de desen-
volver e aplicar processos mais sus-
tentaveis que envolvem menos sol-
ventes organicos e menos passos de
purificacdo, limpeza e secagem.

Apesar da motivacédo inicial do de-
senvolvimento de sistemas polimé-
ricos inteligentes ter sido a de admi-
nistracdo de moléculas terapéuticas,
muitas outras aplicagdes tém vindo
a surgir em areas como engenharia
de tecidos e medicina regenerativa,
bio-separacéo e desenvolvimento de
sistemas de microfluidica. Quando
se tém em vista aplicagcbes biomédi-
cas é extremamente importante evitar
0 uso e manipulagédo de quaisquer
solventes organicos potencialmente
téxicos que se possam acumular nos
materiais durante os passos de sinte-
se ou processamento. A possibilidade

—-o-MAA O
(@) o

—a— MAA 20

de sintetizar de uma forma téo eficaz
e tdo controlada diferentes polimeros
e copolimeros em CO, supercritico
abriu uma janela de oportunidades
para o desenvolvimento destes ma-
teriais inteligentes. Como o CO, su-
percritico consegue solubilizar quanti-
dades apreciaveis de mondémeros do
tipo acrilato, tais como o NIPAAm e o
N,N'-dietilacrilamida (DEAAm), entre
outros, e tem elevadas difusividades,
consegue transportar os monémeros,
impregnando diferentes estruturas
porosas, e produzir /in situ os corres-
pondentes polimeros, revestindo os
materiais com os produtos da reacéo.
A prova deste conceito foi feita reali-
zando a polimerizagdo do NIPAAm
sobre a matriz de “scaffolds” de quito-
sano previamente preparados por lio-
filizacdo [10]. Numa das imagens de
microscopia eletrénica de varrimento
incluida na Figura 6 vé-se a morfolo-
gia tipica de “scaffolds” de quitosano
impregnados com PNIPAAmM. Estes
“scaffolds” mostraram-se com capa-
cidade de resposta a variacbes de
temperatura, e também ao pH, devido
as propriedades intrinsecas a matriz
de quitosano, sem que a metodologia
aplicada comprometesse, quer a po-
rosidade, quer a biodegradabilidade
desses mesmos “scaffolds”. Num ou-
tro estudo, o CO, supercritico foi tam-
bém aplicado primeiro para a reticu-
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Figura 5 — Perfis farmacocinéticos de libertagdo do 5-fluorouracil a partir de microgéis de
P(NIPAAm-co-MAA) a diferentes temperaturas e pH. Adaptado de [16]
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lacdo com glutaraldeido de “scaffolds”
de quitosano e colagénio (CHT-CLG
“scaffolds”) e de seguida para poli-
merizar in situ DEAAmM com a mesma
metodologia ja descrita [17].

Para explorar as potencialidades des-
ta metodologia de revestimento de
estruturas porosas poliméricas utili-
zando CO, supercritico realizaram-se
outros estudos envolvendo matrizes
de diferentes materiais. Num dos
estudos, revestiram-se membranas
de poli(sulfona) (PSF) e outras pre-
paradas a partir de compésitos de
PSF com poliacrilonitrilo (PAN), com
dois hidrogéis diferentes, PNIPAAmM
e PDEAAmM. Num primeiro passo,
prepararam-se as membranas po-
rosas de PSF por inversdo de fases
induzida por CO, supercritico [18], de
seguida, as membranas de PSF de
morfologia bem definida foram reves-
tidas/impregnadas com PNIPAAm por
polimerizacéo in situ. Para preservar
a integridade do revestimento de PNI-
PAAmM produzido, realizou-se a sinte-
se na presenca de agente reticulante,
MBAmM. Assim, o sistema pode inchar
ou colapsar em meio aquoso, isto €,
estender as suas cadeias ou colapsa-

(a)

No inicio

i
Célula de alta pressdo

“Scaffolds” ou membranas revestidos com o
hidrogel (PNIPAAM ou PDEAAM)

“scaffolds” de quutosano (CHT)

Formagdo do hidrogel :
\ = (PNIPAAM ou PDEAAM) @ % g
v ) ¢

por polimerizacao .
L
——
>
scCO,, T =65°C, P=280 bar

Matrizes 3D para revestir

-las e, consequentemente, abrir ou
fechar os poros da matriz sem que o
PNIPAAmM se dissolva. Este mecanis-
mo reversivel de distens&o e contra-
¢8o das cadeias poliméricas traduz-
-se num sistema regulador “on-off’ de
controlo da permeabilidade da mem-
brana. Quando a membrana esta a
uma temperatura inferior a LCST, s6
um pequenissimo fluxo de agua pode
atravessar a membrana (permeabilida-
de aagua~0L m?h'bar'), pelo contra-
rio, quando a temperatura € maior que
a LCST, obtém-se um valor de permea-
bilidade a agua > 300 Lm?2h'bar". Pelo
que nos é dado a saber, este enorme e
repentino aumento de permeabilidade
€ a maior razdo on-off reportada na li-
teratura para permeabilidade a agua
em membranas inteligentes [19]. Isto
significa que, com a densidade su-
perficial que o PNIPAAmM adquiriu a
superficie dos poros e com 0 peso
molecular com que foi sintetizado
neste trabalho, as cadeias hidrofilicas
do PNIPAAmM adquirem uma caonfor-
macdo téo distendida abaixo de 32°C
que obstruem de uma forma notavel
os poros da membrana, reduzindo o
seu tamanho efetivo. Pelo contrario,
acima da LCST, as interagdes entre

o®

No final

in situ -

"Scaffolds" de CHT
(h) | Revestido com 0]

Figura 6 —

(a) Esquema da metodologia para revestimento de diversas matrizes poliméricas
com diferentes hidrogéis em CO, supercritico. (b) a (m) imagens de microscopia eletronica de
varrimento de scaffolds e membranas antes e ap6s o revestimento com os hidrogéis
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as cadeias do PNIPAAm tornam-se
predominantemente hidrofébicas com
rompimento das pontes de hidrogénio
estabelecidas com a agua; as cadeias
poliméricas assumem ent&o uma con-
formacéo colapsada, os poros da ma-
triz suporte ficam desimpedidos e per-
mitem assim um maior fluxo de agua
como se esquematiza na Figura 7.

No caso do estudo de membranas
compositas de poli(sulfona) e polia-
crilonitrilo (membranas PSF/PAN), os
autores verificaram que variando a ra-
zao de PAN nas solugcdes de polime-
ro de partida, conseguiam controlar a
morfologia da estrutura porosa em ter-
mos de tamanho médio de poro, poro-
sidade global da membrana e as suas
propriedades mecanicas, otimizando
assim as propriedades da matriz de
suporte para posterior revestimento
com PNIPAAmM e PDEAAmM [20]. Apés
o revestimento das membranas com
estes dois polimeros que tém capa-
cidade de resposta a temperatura,
as membranas apresentaram pro-
priedades completamente dispares.
Enquanto as membranas revestidas
com PDEAAmM apresentaram perme-
abilidades regulaveis por variacéo
de temperatura e boa eficiéncia em
processos de bio-separacéo, eviden-
ciada nos ensaios de separagéo de
duas proteinas modele de tamanhos
diferentes, albumina de soro bovino
(BSA) e lisozima (LYS), as membranas
PSF/PAN revestidas com PNIPAAmM
n&o conseguiram adquirir capacidade
de resposta a variacdes de tempera-
tura, apresentando assim perfis de
permeacdo de proteinas muito seme-
Ihantes abaixo e acima da LCST do
PNIPAAM.

Como se demonstrou através dos
exemplos anteriores, o desempenho
de uma dada membrana, que foi de-
senhada para responder a estimulos
de temperatura, resulta da combina-
c¢ao de diferentes fatores estruturais
e quimicos. O resultado da interagéao
entre as caracteristicas morfolégicas
e composicao quimica das matrizes
suportes com os revestimentos de hi-
drogéis que respondem & temperatu-
ra pode assim conduzir a membranas
com boa capacidade de resposta a
temperatura (ex. membrana de PSF
revestida com PNIPAAmM) ou, pelo
contrario, produzir outras (ex. mem-
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brana de PSF-PAN revestida com
PNIPAAmM) em que o hidrogel deixa de
conseguir responder (Figura 8).

Uma das metodologias mais usada
para funcionalizar ou revestir superfi-
cies com polimeros inteligentes con-
siste em proceder ao enxerto destes
polimeros por ligagcdes covalentes as
superficies suporte. Habitualmente, o
procedimento comega com a ativacao
da superficie dos suportes com es-
pécies radicalares, a partir das quais
se inicia a polimerizacédo por adi¢éo
de mondmero. Um processo simples
para ativar as superficies & irradia-
-las com um gés na forma de plasma
(ex. plasma de éargon) e assim criar
os iniciadores radicalares a superfi-
cie. Nas técnicas mais convencionais
de “enxerto” (“grafting”), os materiais
sdo ativados radicalarmente e imer-
sos em solugdao de mondémero. No
final do processo, ha que proceder a
inUmeros passos de lavagem, nuns
casos com solventes organicos, nou-
tros com é&gua, para eliminar com-
pletamente quaisquer vestigios de
mondmero retido nos suportes. As
superficies revestidas utilizando esta
metodologia apresentam em geral al-
guma irregularidade na morfologia da
camada de hidrogel depositada, quer
em termos de espessura da camada,
quer em termos de densidade de po-
limero enxertado [21]. Esta limitagéo
pode ser impeditiva do uso desta
metodologia para aplicacdes em que
h& necessidade de um grande con-
trolo da nano- e microestrutura das
superficies. Recentemente, o nosso
grupo desenvolveu uma metodologia
mais limpa combinando a ativacdo por
plasma com a polimerizacdo em CO,
supercritico. Esta estratégia integrada
foi testada em diferentes materiais e
em dispositivos com diferentes geo-
metrias, permitindo a obtenc&o dos
materiais revestidos com camadas de
hidrogéis com morfologia controlada,
sem vestigios de quaisquer reagentes
e prontos para usar sem que houves-
se necessidade de passos suplemen-
tares de purificacdo. Recentemente,
Barroso et al. [22] demonstraram a
aplicabilidade e a eficiéncia desta es-
tratégia, quer para revestir membranas
porosas de PSF/PAN com PDEAAmM,
quer para revestir particulas aqui de-
signadas por micro-suportes, cytopo-
re 2 (CYT2) e cytodex 3 (CYT3) com
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Figura 8 — Perfis de permeagdo da albumina do soro bovino (BSA) a 202C (e) e a 40°C (0): através
de membranas de (a) poli(sulfona) (PSF) e de (b) PSF/PAN (90:10) revestidas com PNIPAAM
obtido por polimerizagdo in situ em CO, supercritico; (c) perfis de permeacéo da albumina do
soro bovino (BSA) e da lisozima (LYS) através de membranas de PSF/PAN (90:10) revestidas com
PDEAAm: permeacdo de BSA a 20°C (e), permeacdo de BSA a 40°C (o), permeacdo de LYS a 202C
(A) e permeacdo de LYS a 40°C (A). Adaptado (com permissdo) de [20]. Copyright (2011) Wiley
Online Library

PSF/PAN
Membrana nativa

Micro-suportes
nativos

(a) (b) (c)

Figura 9 — (a) Matrizes poliméricas. (b) ativagdo das matrizes poliméricas por tratamento com
plasma e introdugdo das matrizes ativadas na célula de alta pressdo para posterior polimerizagdo
em CO, supercritico. (c) instalagéo de alta pressdo usada para realizar a polimerizacdo dos
hidrogéis sobre as matrizes ativadas. Adaptado (com permissdo) de [22]. Copyright (2012)
American Chemical Society
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PNIPAAmM, micro-suportes estes uti-
lizados em bio-reatores aquando da
expansao ex-vivo de células. O pro-
cedimento aplicado tem dois passos
essenciais: primeiro, a formacéo de
radicais a superficie da matriz suporte
por tratamento com plasma (ex. trata-
mento com plasma de argon) e, se-
gundo, a sintese do hidrogel em CO,
supercritico.

A polimerizacao in situ do NIPAAm
sobre CYT2 e CYT3 ativados e do
DEAAmM a partir das membranas de
PSF/PAN ativadas foi feita seguindo o
procedimento habitual j& descrito em
artigos anteriores [10, 18], mas com
as seguintes modificacdes [22]: i) os
hidrogéis foram sintetizados na ins-
talacdo de alta presséo usando uma
célula com um separador central, a
37°C e 20 MPa, assegurando-se nes-
tas condigbes de alta densidade um
elevado poder solvente para o CO.; ii)
sem a adicéo de iniciador radicalar, pois
as matrizes ja se encontravam previa-
mente ativadas por tratamento com
plasma; iii) todos os materiais foram
manipulados numa hotte com atmos-
fera inerte controlada, para minimizar
quaisquer reacdes secundarias com
o oxigénio do ar e formacao de pe-
réxidos durante a transferéncia dos
materiais da camara do plasma para
a célula de alta presséo (ver Figura 9).
No final da reagao, os materiais sao
lavados com CO, fresco para assegurar
a remocao de qualquer mondémero que
ndo tenha reagido. Quer o PNIPAAm,
quer o PDEAAm foram sintetizados
sem qualquer reticulante para maxi-
mizar a capacidade de resposta a es-
timulos de temperatura [10].

Como ja foi dito, o cytopore 2 (CYT2)
e o cytodex 3 (CYT3) sdo exemplos
de microesferas utilizadas para a ex-
pansdo de células que precisam de
pontos de aderéncia para a sua pro-
liferacdo [23, 24]. No final, as células
expandidas s&o recuperadas por um
processo de tripsinizacéo, que consis-
te na utilizacédo de uma enzima pro-
teolitica, designada por tripsina, para
lisar (quebrar) o citoesqueleto celular
que fornece sustentacéo as células
para aderirem aos suportes em que
cresceram. Esta técnica de recolha
das células leva a consideraveis per-
das das células viaveis. Ha neces-
sidade de desenvolver estratégias
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alternativas a tripsinizacéo que consi-
gam promover a desadsor¢éo das cé-
lulas aderentes de uma forma menos
agressiva, como seja a utilizagéo de
revestimentos inteligentes que consi-
gam regular a desadsorcéo das cé-
lulas. A expansao ex-vivo de células
estaminais mesenquimatosas é feita
em reatores a 37°C, que é superior a
LCST do PNIPAAmM (LCST 32°C); se a
temperatura descer abaixo da LCST,
as cadeias do PNIPAAmM enxertadas
nos suportes sofrem uma alteracéo
brusca conformacional, passando do
estado colapsado (hidrofébico) para
um estado expandido (hidrofilico),
com consequente desadsorcéo das
células devido ao abaixamento de
temperatura de apenas alguns graus
centigrados. A anélise dos materiais
revestidos (CYT2, CYT3 e as mem-
branas de PSF/PAN) por microscopia
eletrénica de varrimento comprovou a
formacéo de camadas continuas de
hidrogel, revestindo homogeneamen-
te as superficies dos suportes.

O estudo de superficies modificadas
ou funcionalizadas tem sido feito mui-
tas vezes apenas em estratos 2D,
mas os exemplos aqui apresentados
mostram que o estudo em dispositivos
3D devera ser cada vez mais impor-
tante. Os materiais desenvolvidos uti-

cYr2

CYT3

PSFPAN

Membrana

lizando processos que envolvem CO,
supercritico demonstram claramente
a versatilidade desta tecnologia: a
possibilidade de produzir desde nano
a macro-suportes com elevada pure-
za, biocompatibilidade e ainda com
capacidade de responder a estimulos
de temperatura, vai com certeza con-
tribuir de uma forma significativa para
atingir o objetivo Ultimo de conseguir
expandir ex-vivo células estaminais
em numero que seja clinicamente
relevante; o revestimento de mem-
branas com hidrogéis capazes de
responder a estimulos externos com
grande controlo da morfologia, espes-
sura e densidade do hidrogel constitui
também um avanco importante no de-
senvolvimento de membranas poro-
sas, com capacidade de responder a
variacdes de estimulos externos, para
processos avancados de separagao
e purificagéo de biomoléculas. Facil-
mente se antecipa que as tecnologias
apresentadas podem ser facilmente
usadas numa diversidade de mate-
riais suporte e para revestimentos
poliméricos diversos com inumeras
aplicagcbes potenciais no desenvolvi-
mento de dispositivos de microfluidica
que respondam a estimulos, em pla-
taformas programaveis de libertagéo
controlada de farmacos, em medicina
regenerativa e biotecnologia.

Revestido

Figura 10 - Imagens dos micro-suportes, antes e depois do processo de revestimento com os
hidrogéis, obtidas por microscopia eletrénica de varrimento: (a) CYT2 nativo; (b) CYT2 revestido
com PNIPAAm; (c) CYT3 nativo; (d) CYT3 revestido com PNIPAAm; (e) membrana nativa
de PSF/PAN com uma regido amplificada para melhor visualizagdo dos microporos existentes na
superficie de topo da membrana; (f) membrana de PSF/PAN revestida com uma densa camada
de PDEAAm obstruindo completamente os poros da superficie. Adaptado (com permissdo)
de [22]. Copyright {2012) American Chemical Society
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Nos Ultimos anos assistimos ao es-
tabelecimento de novas estratégias
mais sustentaveis de sintese e pro-
cessamento de polimeros que se
revelam capazes de minimizar o nu-
mero de solventes que se usam num
processo quimico, ao mesmo tempo
que se apresentam como tendo uma
variedade de ferramentas interdisci-
plinares que permitirdo o desenvolvi-
mento desde nano- a macroestruturas
com uma enorme variedade de aplica-
cbes. A verdadeira afirmacdo destas
tecnologias sé acontecera com a de-
monstracdo da sua viabilidade técnica
e econdmica & escala industrial.
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