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Resumo

VALDES SERRA, Juan Carlos, Obtencdo e Caracterizacio de Revestimentos néo Trombogénicos,
em Tubos de PVC, Utilizados na Circulagiio Extracorporea, Campinas, Faculdade de Engenharia
Mecénica, Universidade Estadual de Campinas, 2002. 138 p. Tese (Doutorado).

As cirurgias cardiopulmonares sio freglientemente associadas a procedimentos de circulagio
extracorpérea {CEC), os quais necessitam de conectores, tubos, reservatérios, etc. O contato entre o
sangue ¢ superficies artificiais na CEC provoca alteraces adversas como, por exemplo, s adesio &
destruicBo de gldbulos vermelhos, a adesfio e agregacBo plaquetiria e a ativagio da coagulacio
sanguinea. Este trabalho compreende o desenvolvimento e caracterizaclo de revestimentos superficiais
ndo trombogénicos para utilizacBo na superficie interna de tubos de poli(cloreto de vinila) (PVC),
muito utilizados em procedimentos de circulacio extracorpérea. Foram avaliados: tubos ndio
revestidos, tubos revestidos com heparina-cloreto de benzalcdnio e tubos revestidos com plasma de
baixa energia (GlowDischarge). Os métodos para caracterizagio foram: microscopia optica (MO),
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), determinagBo da rugosidade superficial, medidas de
angulo de contate, espectroscopia de infravermelho com reflexfio interna multipla (MIR) e avaliacio do
envelhecimento no revestimento. Também foi analisado o comportamento da hemocompatibilidade
através da determinaclio de alguns pardmetros da coagulacfio: tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de trombina (TT), fibrinogénio e niimero de plaguetas.
As analises por MO mostram ranhuras no material, o que € atribuido ao processo de fabricagio dos
tubos (extrusfio), observando-se que para aumentos analisados néo existe diferenca entre os substratos
revestidos € ndo revestidos. J& nos resultados via MEV com aumentos maiores, observa-se os
revestimentos com topografias superficiais diferentes em comparagiio ao substrato, dependendo do
método de revestimento. Foi determinada a espessura do revestimento com heparina, apresentando
uma distribuicdo homogénea oscilando por volta de 1 um. O ensaio de rugosidade superficial para
substratos ndo revestidos mostra, que o calibre mais rugoso foi o de 1/2” ( 12,7 mm), sendo o mais
trombogénico. O dngulo de contato mostra que ¢ componente polar para todos os revestimentos &
menor que o componente dispersivo de energia superficial, demonstrando caracteristicas de materiais
hidrofobicos em todos os revestimentos superficiais obtidos. No teste de infravermelho, conclui-se que
as modificacbes causadas pelos revestimentos s8o muito superficiais, permitindo que a radiacgo fosse
absorvida pelo substrato de PVC, demonstrando que o teste nfio € o adequado para avaliar estas
modificagdes superficiais. O comportamento dos revestimentos quanto 4 hemocompatibilidade
demonstrou gue tubos revestidos com heparina-cloreto de benzalconio retardam os pardmetros da
coagulagfio. Para revestimentos com plasma destaca-se o revestimento com SFs, gue ndo provoca
mudangas significativas nos pardmetros medidos, mantendo valores muitos parecidos com 2 amostra
inicial, para um tempo de exposi¢fo in vitro de 2,5 horas.

Palavras Chaves
Revestimentos nfioc Trombogénicos, Heparina-Cloreto de Benzalconio, Poli{cloreto de vinila),
Circulaglo Extracorpérea, Hemocompatibilidade, Caracterizacfo superficial, tabos de PVC.
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Abstract

VALDES SERRA, Juan Carlos, Obtention and Characterization of non-thrombogenic coating, in
PYC tubes. used in extracorporeal circulation, Campinas, Faculdade de Engenharia Mecanica,
Universidade Estadual de Campinas, 2002. 138 p. Tese (Doutorado)

Cardiopulmonary surgeries are frequently associated to procedures of extracorporal circulation
{ECC), which need connectors, ifubes, reservoirs, etc. Contact between the artificial blood and
surfaces in the ECC improve adverse alterations such as, for example, red globule adhesion and
destruction, adhesion and aggregation platelet and the activation of blood coagulation. This work is
based on the development and characterization of non-thrombogenic superficial coating for use in
the internal surface of poly(vinyl chioride) (PVC) tubes, many used in extracorporeal circulation
procedures. The following were evaluated: non-coated tubes, heparin- benzalkonium chioride coated
tubes and plasma (Glow Discharge) coated tubes. The methods for characterization were: optic
microscopy (OM), scanning electronic microscopy (SEM), determination of superficial roughness,
measurement of contact angle, infra-red ray spectroscopy (JRM) and aging evaluation the coating.
Also the behavior of the hemocompatibilidade through the determination of some coagulation
parameters was analyzed: time of prothrombin (TP), time of activated partial thromboplastin
(TAPT), trombin time (TT), fibrin and number of platelets. The OM analyses show grooves in the
material, which is attributed to the manufacture process of the tubes (route), observing that for
analyzed increases there is no difference between coated and non-coated substrate. Coating with
different superficial topography in relation to the substratum, depending on the coating method, were
observed in the results with higher SEM increases observes. The thickness of the coating with
heparin was determined, presenting a homogeneous distribution oscillating around 1 pm. The assay
of superficial roughness for the non-coated substrate sample, that the bore roughest caliber was %7,
(12.7 mm), which was the most thrombogenic. The contact angle showed that the polar component
for all treatment was less than the dispersive component of superficial energy, demonstrating
hydrophobic materials characteristics in all the superficial treatment obtained. In the infra-red ray
test it was concluded that the modifications caused by the coatings were very superficial, allowing
the radiation to be absorbed by the PVC substratum, which demonstrated that the test is not adequate
for these superficial modifications. The behavior of coatings in term of hemocompatibility
demonstrated that tubes coated with heparin- benzalkonium chloride delay the coagulation
parameters. For coatings with plasma, the coating with SF6 stands out, as it does not provoke
significant changes in the measured parameters, maintaining many values similar to the initial
sample, for a display time in vitro 01 2.5 hours.

Key Words
Non-Thrombogenic Coating, Heparin-Benzalkonium Chiloride Poly(vinyl chloride), Extracorporeal
Circulation, Hemocompatibility, Superficial Characterization, PVC tubes.
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CAPITULO 1

Introducao e Objetivos

1.1. Introducao

Desde que o homem surgiu na Terra, 0 mesmo tem executado trabalhos de engenharia,
utilizando materiais para garantir sua sobrevivéncia e conforto. A necessidade de alimentagso,
moradia, vestimentas, veiculos de transporte, armas, etc., fez com que o ser humano recorresse
aos mais diferentes tipos de materiais ao longo de sua existéncia. No inicio foram utilizados os
materiais disponiveis, que se limitavam aos recursos que a natureza oferecia, tais como: 0ssos,

madeira, pedra, barro, etc.

Mas a curiosidade e a inteligéncia humana possibilitaram a transformacio de matérias
primas naturais em materiais compostos ou conjugados, que passaram a suprir mudancas de
hébitos e suas consegiientes necessidades. O primeiro material de engenharia usado pelo homem
foi a madeira, seguindo-se a pedra, depois os metais, a cerdmica, o vidro e, finalmente, os

polimeros.

No inicio do século XX, aconteceu um fato que marcou a histéria da humanidade. Ficou
provado que alguns materiais produzidos pela Quimica incipiente do final do século e que até
entdo eram considerados como coldides, consistiam na verdade de moléculas gigantescas, que

podiam resultar do encadeamento de 10 000 ou mais atomos de carbono. Esses produtos de



sintese apresentavam repeticio de pequenas unidades estruturais em sua longa cadeia principal, e
assim foram denominados polimeros, que provém do grego “muitas partes”. Um polimero
resumidamente € uma grande molécula, fregiientemente contendo vérios milhares de pequenas
moléculas ligadas quimicamente entre si formando uma macromolécula gigante. Os termos
"macromolécula” e "polimero” s3o sinénimos, mas a palavra "polimero” é mais utilizada. Alguns
exemplos de produtos encontrados na natureza que possuem na sua estrutura imensas moléculas

sdo: a madeira, a borracha, a 18, o DNA, entre outros (MANO, 2000).

Os polimeros s3o materiais muito utilizados no campo da medicina e estiio substituindo
com vantagens outros materiais. A diversidade das aplicagdes dos polimeros é devido & variedade
de propriedades fisicas e mecénicas que esses materiais oferecem, satisfazendo as necessidades

especificas dessa area.

A variedade de polimeros utilizados na 4rea médica vem crescendo, entre alguns dos mais
utilizados temos, por exemplo, o poli(cloreto de vinila), chamado comercialmente como PVC, o
poliuretano, o silicone, que sfio conhecidos como os mais biocompativeis, seguidos por
poliestireno, polietileno (PE), polipropileno, epéxi, politetrafluoroetileno (Teflon) e outros
(BRUCK, 1982).

Dentre os polimeros termoplasticos, o poli(cloreto de vinila) (PVC) forma uma classe de
materiais muito especiais, sendo muito utilizado na confecgéio de bolsas para armazenamento de
sangue (sendo o material de armazenamento do sangue que melhor atende as exigéncias do
processo de refrigeracio), tubos para condugio de sangue (cinulas, cateteres, etc), proteses,
dispositivos extracorpdreos, artigos cirtirgicos, embalagens para medicamentos, pisos de salas
onde € indispensavel o alto indice de higiene e luvas (INSTITUTO PVC, 2000; CHAPMAN,
1993).

Muitos estudos tém sido feitos analisando a biocompatibilidade do PVC com o sangue ¢ de
outros polimeros e, apesar dos inimeros avangos alcangados, um dos maiores problemas

encontrados refere-se & formagfo de trombos na interface sangue-polimero, ou seja, a coagulacio
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do sangue se apresenta na forma de trombos e &mbolos (PARK et al., 1992). A indugdo da
formagdo de trombos envolve uma série de eventos iniciados pela deposicBio de uma camada

protéica na interface sangue - polimero, seguida da adesfo de plaquetas, fibrina e, possivelmente,
leucocitos (YOUNG et al., 1988).

O mecanismo de coagulag@o ocorre primeiramente quando o sangue entra em contato com
o biomaterial, inicia-se com a adsorgdo de algumas proteinas do plasma na superficie do
biomaterial, como, por exemplo, o fibrinogénio, a fibronectina, as y-globulinas, a trombospondina
e o fator de von Willebrand, na interface sangue-polimero. Essa adsorg3o protéica € usualmente
seguida por adesdio e ativagiio plaquetdria, ocorrendo uma modificagio na morfologia das
plaquetas e liberacdo de alguns agentes como, por exemplo, o difosfato de adenosina (ADP).
Apb6s este evento, as plaquetas iniciam um processo de maior interacdo com a superficie do
material e assim causam a ativacdio das plaquetas ainda nfo ativadas. Eventos subseqiientes sfo a

polimerizacdo da fibrina e a formago do trombo ou coagulo (PITT et al., 1986).

Nos procedimentos que envolvem circulacfo extracorpérea (CEC), em que o sangue circula
no interior de tubos fabricados principalmente de PVC, podem ocorrer ¢ desenvolverem-se
trombos, os quais podem estar incrustados nas paredes internas dos tubos, podendo ocasionar
bloqueio total ou parcial do tubo. Também podem estar flutuando, devido a um desprendimento
dos trombos da superficie, funcionando como émbolo, provocando bloqueios nos capilares de
o6rgdos vitais ¢ impedem ao mesmo tempo a irrigagdo sanguinea daqueles tecidos. Isso resulta em

pequenos danos aos tecidos, enfartes ou até a morte do paciente (YOUNG et al., 1988).

Sdo conhecidas as agressGes por que passa o sangue quando entra em contato com uma
superficie diferente & parte interna dos vasos sanguineos, ou seja, o endotélio, que causa sérios
danos 2 saide do paciente, tais como coagulopatias, aumento da permeabilidade capilar pulmonar,
desordens neurolégicas, reacdes anafilaticas, disfunco do rim e outros 6rgos. Por isso resultam de
extrema importdncia a obtencdio e preparacdo de biomateriais que sejam cada vez mais

hemocompativeis.

[FM]



A tmica superficie ndo-trombogénica conhecida € o endotélio, o qual possui mecanismos
antitrombéticos pela liberagdo de substincias que interagem ativamente com o sangue em
resposta a mudangas nas condigdes hemostaticas. A reprodugfio da atividade nio-trombogénica
do endotélio € um desafio para os pesquisadores de biomateriais. Neste sentido, foram
incorporadas a varias superficies sintéticas substincias biologicamente ativas, tais como heparina

e prostaciclina.

Nas ultimas quatro décadas, muitos pesquisadores da 4rea trabalharam incessantemente na
obtengdo de biomateriais ndo-trombogénicos e com isso surgiram diversas correntes de pesquisa,
segundo CHAPMAN e CHARLES (1992). Uma das correntes estudou as cargas superficiais,
sugerindo a obten¢do de um material com superficie carregada negativamente. Outra linha de
pesquisa sugere a existéncia de uma energia livre interfacial apropriada, ou uma superficie
hidrofobica, ou ainda o recobrimento da superficie do material como albumina. Uma pré-
absorgdo de compostos ndo-trombogénicos como, por exemplo, a heparina (um anti-coagulante
que posteriormente se descreve) na superficie do material conduziu a bons resultados. Entretanto,
muitas vezes, ocorre erosio gradual do material depositado ou a dessorgdio do grupo ndo-
trombogeénico, ou ainda, no caso da heparina, a hemdlise e a forte interacio das plaquetas com a

interface modificada.

Na prética atual, o revestimento das superficies de um biomaterial com compostos néo-
trombogénicos pode ser realizado de forma covalente ou nio. Revestimentos com ligaches
covalentes requerem procedimentos mais complexos de que revestimentos nfio covalentes.
Entretanto, a escolha do método dependeré da fungio do biomaterial e do seu tempo de exposicio
ao ambiente biolégico. Em casos em que o biomaterial estard em contacto com o sangue por
longos intervalos de tempo, portanto, da ordem de dias, meses ou anos, ha exigéncia de uma
estabilidade maior por parte da superficie e, assim, ligagdes covalentes sfio mais adequadas. Caso
o contato material-sangue for de pequena duracio (na ordem de horas), ligagbes nfio covalentes

podem ser utilizadas com sucesso.



CHAPMAN et al. (1985) e VALENCIA ( 1987) tentaram solucionar o problema da
hemocompatibilidade obtendo materiais in vifro que imitem as interfaces biologicamente inertes
a0 sangue, como a superficie externa de glébulos vermelhos e plaquetas, em que o fator comum é
o tipo de lipideo presente na membrana biolégica, ou seja, os materiais foram recobertos por
fosfolipidios, a fim de se imitar as superficies lipidicas dos glébulos vermelhos e plaquetas. Os
autores constataram que a camada citoplasmatica interna das membranas dessas células apresenta
alta atividade pré-coagulante (trombogénica) causada principalmente pela presenca de
fosfolipidios que contém o grupo fosforilserina (OS), enquanto que a camada externa no indicou
resultado positivo para os testes realizados (tromborresistente). Assim, tenta-se mimetizar a
camada externa dos eritrocitos e plaquetas, que possuem uma grande quantidade de fosfolipideos
neutros (contendo os grupos polares esfingomielina, fosforilcolina e fosforiletanolamina), a fim
de se obter um material hemocompativel. Na Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp foi
realizado um estudo especifico sobre revestimento do PVC com fosfatidilcolinas, demonstrando
que o PVC pode ser revestido com fosfolipidios e apresenta aumento do tempo de coagulacio
com uma grande dependéncia do método empregado na deposi¢go do filme sobre a superficie do
PVC (MARRECO, 1999 ¢ ALVES, 1999).

A pesquisa aborda o revestimento de tubos PVC, utilizados em procedimentos de operaces
cardiacas, que utilizem circulagfio extracorpérea (CEC).Optou-se por revestir tubos de PVC por
estes serem muito utilizados em vérias aplicacfes na 4rea médica e terem superficies de contato

direto com o sangue.

A incorporagdo de substéncias biologicamente ativas em toda a estrutura do material pode
causar alteragSes nas propriedades fisicas e inativar as substéncias, além de, na maioria dos €asos,
aumentar demasiadamente o custo do material. Como alternativa a esses problemas, pode-se

revestir somente as superficies que terdio contato direto com o sangue.

A descoberta da capacidade da heparina de prevenir a formaco de coagulos e de ser
neutralizada pela protamina foi um fator fundamental para a realizac8io de procedimentos de

CEC. A heparina € um cofator catalitico que acelera acentuadamente a acéo da antitrombina Il na
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inativagio de vérias proteases séricas do sistema de coagulagfio sangiifneo (SOUZA e ELIAS,
1995).

A obtengio e caracterizagiio de revestimentos néo-trombogénicos abrem um caminho ainda

pouco explorado pelos pesquisadores nacionais da area.

O desenvolvimento de uma superficie sintética nfio trombogénica seria revolucionaria;
tornaria possivel a substitui¢fio de vélvulas cardiacas do préprio coragiio, veias ¢ artérias, sem os
riscos de trombo-embolismo ou de hemorragias produzidas por anticoagulantes. As hemorragias
associadas a circulacfio extracorpérea de qualquer duracfio ndo existiriam e estaria aberto o
caminho para a construgiio de érgdos artificiais implantaveis. A célula endotelial é a tnica
superficie néo trombogénica conhecida. Tal atributo ¢ consegiiéncia de processos metabolicos

especiais, impossiveis de serem reproduzidos por qualquer material inerte (EDMUNDS, 1985).

Uma nova tendéncia para reduzir a trombogenicidade nas superficies dos biomateriais é o
tratamento ou revestimento com plasma de baixa energia (Glow Discharge). Este método trata ou
reveste superficies utilizando-se gases ou uma mistura desses altamente ionizados (plasma),
incrementando assim a hemocompatibilidade do biomaterial por meio das mudangas da tensio
superficial, grupos funcionais superficiais e outras propriedades das superficies (KLAGES, 1999).



1.2 Objetivo Geral do Trabalho

Levando em conta a importincia crescente de obter superficies nd3o-trombogénicas, o
presente trabalho tem por objetivo geral contribuir no desenvolvimento de revestimentos em
polimeros biomédicos, especificamente o PVC, estudando a obtencio e caracterizacfio de
revestimentos a base de heparina e com revestimentos por plasma em tubos usados na circulagad

extracorpdrea. Os pontos fundamentais dentro do objetivo geral sdo:

=& Produzir revestimentos ndo-trombogénicos, homogéneos e atéxicos para serem aplicados

em tubos de PVC utilizados na Circulago Extracorpérea do sangue (CEC).

= Analisar e caracterizar os revestimentos nos substratos de PVC revestidos com Heparina-

Cloreto de Benzalconio, tubos de PVC revestidos por plasma e tubos n3o revestidos.

= Estudar a hemocompatibilidade dos revestimentos nos substratos de PVC, verificando a

interferéncia desses recobrimentos nas reagbes € processos envolvidos com a coagulacio.



CAPITULO 2

Revisido de Literatura

2.1. Introducéo aos Biomateriais. Definicio e Aplicacées

A grande maioria dos termos cientificos tem sua origem na lingua inglesa e 0 mesmo ocorre
com os biomateriais. O termo Biomaterials ¢ usado para definir um material sintético utilizado
para substituir partes de um sistema vivo ou estar em contacto intimo com um tecido biolégico

Vivo.

No Brasil, em principio, o termo mais adequado e aceito para traduzir biomaterials é
Biomateriais; o termo leva a uma abrangéncia muito ampla de materiais, sendo utilizado dentro

dos padrdes técnico-cientificos.

Muitos profissionais durante anos definem ou modificam o conceito de biomateriais,
dependendo dos resultados das pesquisas e dos novos biomateriais que surgem a cada dia. Por
isso € que a defini¢do de biomateriais é um pouco complexa e vem sofrendo mudancas em fungio

do avango das pesquisas na area.

A definicdo adotada em 1982 na NIH Consensus Development Conference define
biomaterial como: “qualquer substincia ou combinagio de substincias, que ndo drogas, de
natureza sintética ou natural, que podem ser usadas por qualquer periodo de tempo, como um

todo ou parte do sistema, para aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgéo ou fungdo do corpo”.



A definiciio adotada na Consensus Conference of the European Society for Biomaterials,
mais simplificada, define biomaterial como: “todo material n3o vivo, usado em dispositivo

médico ou biomédico, objetivando interacfio com o sistema biolégico” (WILLIANS, 1987).

Outra definicdo de biomaterial dada pela junta Consultiva de Biomateriais da Universidade
de Clemson- Estados Unidos define Biomaterial como: “uma substéncia sistematicamente e
farmacologicamente inerte desenhada para ser implantada, dentro ou incorporada a um sistema
vivo” (PARK et. al., 1992).

O conceito de biocompatibilidade se resume na habilidade de um material para induzir no
hospedeiro uma resposta adequada a uma aplicagio especifica (WILLIANS, 1987). A
biocompatibilidade inclui também outros fenémenos biolégicos, tais como a resposta

imunoldgica, carcinogenicidade e trombogenicidade (VERT et al., 1992).

A utilizag8io dos biomateriais se tornou efetiva apés o conhecimento de técnicas cirirgicas
assépticas, desenvolvidas por Lister nos anos 1860 (PARK et al., 1992). Em procedimentos
cirrgicos mais adiantados, os biomateriais geralmente eram mal sucedidos em conseqiiéncia da
infecgdio. A infecgdo tende a ser agravada na presenca dos biomateriais, desde que o implante

possa fornecer uma regido inacessivel as células competentes do sistema imunolégico do corpo.

Outras defini¢des de termos referentes a Biomateriais que serfio mencionadas durante o
trabalho foram traduzidas de “Defini¢des em Biomateriais” da Conferéncia de Consenso da
Sociedade Européia de Biomateriais, Chester, Inglaterra, 03 a 05 de marco de 1986. Os termos a

serem definidos sdo:

® Material Bioativo (Bioactive Material): Um material que foi desenvolvido para induzir

uma atividade bioldgica especifica.
e Bioadeséo (Bioadhesion): Adesdo de células e/ou tecido a superficie de um material.

e Biofixacfo (Bioattachment): A fixacio de células e/ou tecido 2 superficie de um material,

incluindo acoplamento mecanico.



e Biocompatibilidade (Biocompatibility): A capacidade de um material de funcionar com
uma resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicagfio especifica.

e Dispositivo Médico (Medical Device): Um instrumento, aparetho, implemento, maquina,
dispositivo, reagente “in vitro”, ou outro artigo similar ou relacionado, incluindo
qualquer componente, parte ou acessorio, que ¢ planejado para uso no diagnéstico de
doenga ou outras condigbes, ou na cura, alivio, tratamento ou prevencdo de doenca
humana.

e Trombogenicidade (Thrombogenicity): A propriedade de um material que induz e/ou
promove a formag8io de um trombo (*).

e Enxerto (Graft): Um pedago de tecido viavel ou colegiio de células vidveis transferidas de
um sitio (local) doador para um sitio (local) receptor com propésito de reconstrucio deste
altimo local.

e Dispositivo Percutineo (Percutaneous Device): Um dispositivo médico que passa através
da pele, permanecendo naquela posi¢o por um periodo significante de tempo.

o Trombogenicidade (Thrombogenicity) (*):

Trombogenicidade Inerente (Inherent Thrombogenicity): Trombogenicidade da
superficie de um material, controlada por reacfo.

Trombogenicidade Geral (General Thrombogenicity): Trombogenicidade de um
sistema sangue-material.

e Nao-Trombogenicidade (Non-Thrombogenicity): A caracteristica de um material que
leva a uma trombogenicidade minima.

Nota: (*)- Defini¢des Provisérias
2.1.1.Polimeros Biomédicos
Hoje em dia um dos grandes desafios da ciéncia dedicada ao estudo de materiais ¢

desenvolver novas geracSes de biomateriais para uso médico. A indistria de polimeros sintéticos

teve uma grande expans#o nos Gitimos anos e diversos polimeros com diferentes propriedades j4
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se encontram disponiveis. Alguns desses polimeros tém propriedades mecénicas semelhantes as

dos tecidos naturais, o que propicia aplicacGes biomédicas, segundo HOBERTT (1993).

Os polimeros da area médica e cirfirgica sfo extensivamente utilizados em aplicacfes intra
e extracorpéreas. Como exemplos de materiais intracorpéreos tém-se: suturas, adesivos, valvulas
cardiacas, segmentos de uretra ¢ segmentos gastrointestinais, péncreas artificial para sistema de
aplicacdo de insulina, lentes de contacto, entre outros. No caso de materiais extracorpdreos
temos: cateteres, bolsas para armazenamento de sangue, seringas, tubos médicos flexiveis, tubos
para bombas peristalticas, tubos para conducfio de sangue, tubos estomacais, componentes de
transfusdo sangiliinea e de instalagcSes de didlise, membrana de didlise e plasmaferese,

instrumentos cirdrgicos, enfre outros (VALENCIA, 1987 e DUMITRUI, 1993).

Para que um biomaterial polimérico seja utilizado como dispositivo na area médica, o
requisito mais importante ¢ sua biocompatibilidade, isto €, como ja foi definido anteriormente, a
habilidade de um material de continuar exercendo sua funcfo por um periodo de tempo tio longo
quanto for necessario. No caso de biomateriais expostos aos componentes sangiiineos, as maiores
limitacdes dizem respeito a adesfio e adsor¢io de proteinas e/ou células em sua superficie e &
hemolise. A capacidade de um material exposto ao sangue ndo promover reagdes adversas entre
sua superficie € os componentes sangiiineos, minimizando assim o acimulo de células em sua

superficie, que poderia comprometer sua funcio € chamada de hemocompatibilidade.

2.1.2. Poli(Cloreto de Vinila) — PVC.

O Poli(Cloreto de Vinila) (PVC) € um polimero termoplastico convencional sintetizado a
partir do mondmero cloreto de vinila. O PVC € o tnico material plastico que ndo € 100%
originario do petréleo, contém em peso 57% de cloro (derivado do cloreto de sédio - sal de
cozinha) e 43% de eteno (derivado do petréleo) (INSTITUTO DO PVC, 2001).

Observa-se que o PVC pode ser rigido ou flexivel, opaco ou transparente, brilhante ou

fosco, colorido ou ndo. Essas caracteristicas sfio obtidas com a utilizacdo de plastificantes,
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estabilizantes, pigmentos, entre outros aditivos, usados na formulagio do PVC. Apés formulado,
o PVC ¢ utilizado na fabricagio de uma série de produtos, tais como: Produtos médico-
hospitalares: embalagens para medicamentos, bolsas de sangue (sendo o material de
armazenamento do sangue que melhor atende as exigéncias do processo de refrigeraciio), tubos para
transfusdo e hemodialise, artigos cirtirgicos, além de pisos de salas onde é indispensavel o alto
indice de higiene; janelas que oferecem excelente resisténcia as mudancas de clima e 2 passagem
dos anos, mesmo em ambientes corrosivos (beira-mar); revestimentos de paredes e pisos que sio
decorativos, resistentes e lavaveis; brinquedos e artigos inflaveis como bolas, béias, colchdes e
barcos; artigos escolares, pela facilidade de moldagem, variedade de aspectos (cor, brilho,
transparéncia) e baixo custo; embalagens usadas para acondicionar alimentos, protegendo-os
contra umidade e bactérias - essas embalagens sfo impermedveis ao oxigénio e ao vapor,
dispensando, assim, o uso de conservantes, preservando o aroma; tecidos espalmados decorativos
e técnicos que s@o usados principalmente para moéveis, vestudrios, malas e bolsas; garrafas para
agua mineral; estruturas de computadores, assim como pegas técnicas destinadas & indastria
cletrbnica; revestimento do interior de veiculos, devido 4 sua facilidade de moldagem e de
manutengio; tubos e conexdes utilizados na canalizacfio de 4gua e esgotos, pois sio resistentes e
facilmente transportados e manipulados gragas ao seu baixo peso; mangueiras, que so flexiveis,
transparentes e coloridas; laminados utilizados para embelezar e melhorar painéis de madeira e
metal - resistem bem ao tempo, aos raios UV, a corrosfio e 4 abrasio; laminados impermeaveis,
utilizados em piscinas, tineis, tetos, etc; frascos para acondicionar cosméticos e produtos
domésticos por sua impermeabilidade e resisténcia a produtos quimicos; méveis de jardim, que

precisam ser resistentes as variagdes climéaticas e devem ser de facil manutencgo.

2.1.3. Histérico do PVC de grau médico

Os diversos produtos e artigos médicos feitos 2 base do pléstico PVC, apesar de sua grande

utilidade e de estarem consagrados devido ao seu uso, passam quase despercebidos na rotina dos

profissionais de satde.
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Desde os anos 1940 o PVC foi utilizado na area médica, introduzindo os materiais
descartaveis e diminuindo as infecgdes em ambientes hospitalares. O vidro, o ago e outros
materiais comegam a dar lugar a0 PVC na fabricac8io de seringas, recipientes para soro e sangue,
equipos, entre outros. J4 com inicio das cirurgias cardfacas, nos anos 1950, novas tecnologias
foram desenvolvidas para atender as necessidades da medicina, mesma época em que o PVC foi

introduzido em larga escala, com a chegada dos materiais descartaveis.

Na década de 60 surgiram os cateteres de termodilui¢fo a base de PVC para monitoramento
hemodinémico, permitindo a obtengo de informagdes mais precisas de pacientes com problemas
cardiacos ou em estado grave. Também nesta década sdo introduzidas as bolsas de sangue em
PVC, que facilitam o acondicionamento durante a coleta, o processamento durante a
centrifugagdo e aumentam a resisténcia a baixas temperaturas, evitando inconvenientes como
microrrachaduras. No inicio da década de 1970, o FDA — (Food and Drug Administration),
rigorosa agéncia norte-americana de controle para alimentos e medicamentos, aprovou

definitivamente a utilizagio de PVC na producfo de recipientes para soluces intravenosas.

Na década de 1980 foram introduzidos os reservatérios de PVC de sangue venoso do
sistema fechado de oxigenac@o artificial para o sistema de circulagdo extracorpérea, ainda hoje
utilizado nos EUA e Europa, reduzindo as ocorréncias de infecgfio nos centros cirlrgicos. Por
ultimo, dos anos 90 até hoje em dia, avancam os estudos para o desenvolvimento do "coragfo
artificial total", em que o sistema de conexdes e o revestimento das cdmaras s3o fabricados em
PVC em func#o de suas propriedades (INSTITUTO DO PVC, 2001).

2.1.4. Vantagens do PVC

Muitos instrumentos utilizados hoje em exames, cirurgias e recuperagiio de pacientes
utilizam produtos 2 base de PVC: bolsas de sangue, tubos endotraqueais, bolsas de soro, cateteres

cardiovasculares, tubos que saem do corago do paciente e levam o sangue até a maquina de
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circulacdo extracorpérea, sondas e equipamentos de alimentac3o enteral, canulas de perfusdo e

ponteiras para micropipetadores e equipos para soro.

A existéncia do PVC, associando alta tecnologia e baixo custo, proporcionou a criacdo de
produtos descartaveis, encontrando uma solugdo definitiva para as infecgdes causadas pela
reutilizacdo de artigos médicos. E também permitiu a criaciio e desenvolvimento de orgéos

artificiais, como proteses.

Por suas multiplas aplicagbes, o PVC pode se adaptar s exigéncias especificas do uso a que
se destina, como, por exemplo, as caracteristicas de protecio a medicamentos delicados
(impermeabilidade a odores e protego contra oxidagfo, maleabilidade, entre outras). Por estas
outras vantagens do PVC, ele € considerado versatil, confiavel, seguro, pratico, resistente, leve e
pode ser fabricado em todas as cores, o que facilita a identificagio de produtos, sejam eles dutos,

embalagens ou qualquer outro.

No mundo, o PVC tem crescido a taxas anuais de 3,8% nos tltimos cinco anos, atingindo
uma produggio de 25 milhdes de toneladas em 1998. Na Alemanha, pais extremamente rigoroso
em questdes ambientais, o consumo de PVC cresceu 10% somente em 1998. No Brasil, o
crescimento do mercado de PVC foi de 8,3% ao ano nos filtimos cinco anos, e em 2001 foram

consumidas aproximadamente 731 mil toneladas de PVC.

2.1.5. Propriedades Fisico-Quimicas do PVC

O poli(cloreto de vinila) (PVC), como mencionado anteriormente, é um polimero
termopldstico convencional sintetizado a partir do monémero cloreto de vinila, como observa-se

na figura 2.1.
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Figura 2.1 Estrutura do PVC obtida do mondémero Cloreto de Vinila.

Mondmero representa a matéria prima para formar um polimero, sendo moléculas simples
bifuncionais, que em condigbes adequadas dfio origem 2 unidade de repeticiio (mero) das muitas
cadeias poliméricas que formam o polimero, em que, cada uma das cadeias poliméricas sio

macromoléculas formadas pela unido de meros, ligados por covaléncia (AGNELLIL 2001).

Caracteristicas do PVC:
- Peso molecular: 50 000 — 100 000 Dalton
- Densidade: 1,22 - 1,39 g/cm3
- Indice de refracfio: 1,53 — 1,56
- Tm273°C
- Tg81°C
- Cristalinidade: 5-15 %

- Termoplastico, incolor, transparente

Outras propriedades que distinguem o PVC sfio: alta resisténcia 4 chama, formagio de
pegas tanto rigidas quanto muito flexiveis, com adigfo de plastificantes também apresentam uma

aparéncia parecida com o couro e sdo materiais baratos em comparagdo a outros que realizam

uma funcgfo similar (MANO, 2000).
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2.2.Circulacéo Extracorpoérea do Sangue (CEC)

A circulag8o extracorpérea (CEC) compreende o conjunto de méquinas, aparelhos, circuitos
e técnicas, mediante as quais se substituem, temporariamente, as fungSes do coracfio e dos
pulmdes. As funcbes de bombeamento do coragfo sdo desempenhadas por uma bomba mecanica
e as fungBes dos pulmdes sfo substituidas por um aparelho capaz de realizar as trocas gasosas
com o sangue. Tubos de PVC unem os diversos componentes desse sistema entre si e ao paciente,
constituindo a porc#o extracorpdrea da circulagio. A oxigenagdio do sangue, o seu bombeamento
e circulagdo fazem-se externamente ao organismo do individuo (CONCEICAO, 1973). A figura
2.2 apresenta um esquema geral do circuito da CEC, as linhas continuas e pontilhadas seriam os

diferentes calibres de tubos de PVC utilizados nesses procedimentos.

% E %

« %

Sat’A

Figura 2.2 Esquema geral do circuito da Circulagdo Extracorpérea com oxigenador de
bolhas. (A) linha arterial; (B) linha venosa; (C) linhas aspiradoras; (D) linha de
cardiotomia; (E) linha de gas; (F) linhas de 4gua do permutador de calor
(Adaptado de Souza e Elias, 1995)
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Na CEC, o sangue ¢ desviado do coragio e dos pulmdes ao chegar ao 4trio direito do paciente,
através de clnulas colocadas nas veias cava superior e inferior. Dai, por uma linha comum, o sangue
venoso ¢ levado ao oxigenador, onde, através de um percurso por cAmaras especiais, recebe
oxigénio ¢ elimina gas carbonico e, em seguida, € coletado para ser reinfundido ao paciente. Do
oxigenador, e ja arterializado, o sangue é bombeado para um ponto do sistema arterial do paciente,
geralmente a aorta ascendente, de onde percorre o sistema arterial e ¢ distribuido a todos os orgéos,
cedendo oxigénio aos tecidos para a realizagio dos processos vitais e recolhendo o didxido de
carbono neles produzido. Apés circular pelo sistema capilar dos tecidos, o sangue volta ao sistema
das veias cava superior e inferior, onde ¢ continuamente recolhido, para ser levado ao oxigenador.

Na figura 2.3 apresenta-se uma representagio esquematica da CEC.

[
= R

Figura 2.3 Representagfio esquemdtica da Circulagio Extracorpérea: VCS - veia cava
superior / VCI - veia cava inferior (Adaptado de Souza e Elias, 1995).
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Esse processo € mantido pelo tempo necessario 4 corregio da lesdo cardiaca e dele depende
a preservagdo da integridade morfolégica e funcional de todos os érgéos do paciente (SOUZA e

ELIAS, 1995).

2.2.1. Fisiologia do sangue

O sangue ¢ classificado como tecido; este contém uma fase sélida, que compreende 0s
elementos celulares (glébulos brancos, vermelhos e plaquetas), ¢ uma fase liquida complexa,
chamada plasma, constituida por 4gua, sais minerais, vitaminas, proteinas, glicidios e lipidios. O
sangue circula na forma liquida pelo sistema circulatério entre os diversos érgdos, transportando
nutrientes, hormonios, eletrdlitos, agua, residuos do metabolismo celular e diversas outras
substéncias. Quando fora do organismo, passa fisiologicamente do estado liquido para o estado de
gel, com a formag#io do codgulo. Este libera uma parte liquida chamada soro. O soro difere do
plasma porque ndo contém os fatores da coagulagio consumidos na formac8o do coagulo como o
fibrinogénio, porém possui alguns fatores ativados durante o mecanismo da gelificacdo, como o

fator VII (VERRASTO, 1996).

2.2.2 Hemostasia e Coagulacio

Normalmente o sangue flui no organismo em contato com o endotélio vascular. A fluidez do
sangue depende, além da integridade do endotélio, da velocidade do fluxo sanguineo, do nimero de
células sanguineas circulantes e, possivelmente, da presenca de heparina como anticoagulante

natural, produzido pelos mastdcitos.

Quando o sangue sai do interior dos vasos, perde a fluidez, torna-se viscoso € em pouco
tempo forma um coagulo que, posteriormente se retréi, organizando-se ou dissolvendo-se. Este é o
fenémeno normal da hemostasia, que consiste de um conjunto de fendmenos que visam interromper
a perda continuada de sangue. Existem trés mecanismos principais, que se destinam a interromper a
perda de sangue através de um vaso lesado, e que constituem os alicerces da hemostasia. Esses

mecanismos so: resposta vascular, atividade plaquetéria e coagulacgo do sangue.
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2.2.3 Sistema de Coagulacdo

A heparina exerce o seu efeito anticoagulante, bloqueando a fase final da cascata da
coagulagdo do sangue. O fator Hageman ativado, contudo, excita as fases iniciais da cascata da
coagulacio €, embora nfo se formem codgulos, alguns fatores sfio consumidos e seu teor no
sangue se reduz. O fibrinogénio pode ser ativado, a partir do fibrinopeptideo A. Em
conseqiiéncia, podem se formar mondmeros da fibrina € a trombina pode penetrar na
microcirculagéo, contribuindo para a produgfo da reacdo inflamatéria. Outras anormalidades do
sistema de coagulacio podem ser produzidas pela hemodiluigio dos fatores de coagulagdio, pela

sua desnaturagio e pela adsorgio do fibrinogénio nas superficies internas do circuito.

A hemodiluigio reduz todos os fatores da coagulacio; o uso prolongado de um oxigenador
de bolhas e dos aspiradores contribui para aumentar as alteracbes de determinados fatores de
coagulacdo; a adsorgio de fibrinogénio e outras proteinas na superficie interna dos tubos, e 2
deposicio de plaquetas nessa camada de revestimento protéico contribuem na geragio de
distarbios na coagulagdo. Dependendo da temperatura, certos processos enzimaticos podem
determinar a ativagio seqiiencial de alguns fatores da coagulagfio. A formacfio da fibrina também

se altera com variagbes da temperatura.

2.2.4 Coagulacdo e Trombogénese

Agressdes que produzam alteracZo ou perda das células endoteliais levam a dois fendmenos
simultineos: a ativago de plaquetas e a da coagulagdo, que so sinérgicos na formagio do trombo.
A célula endotelial lesada perde a capacidade de produzir os fatores que impedem a adesfio de
plaquetas, como o 6xido nitrico ou "endothelial derived relaxing factor” (ENDO ou EDRF) e a
prostaciclina (PGI3), além de permitir a exposicdo de estruturas subendoteliais, especialmente o
colageno. Com a exposigio de estruturas subendoteliais, as plaquetas ligam-se ao colageno por meio
de sitios especificos, o complexo formado pelas glicoprotefnas Ib e IX (GP IbIX), que também se

liga ao fator plasmatico, o fator de von Willebrand, formando uma ponte entre as plaquetas € o
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subendotélio. Outros agentes agregantes plaquetérios atuam por meio de receptores especificos:
trombina, o principal ativador em condices fisiologicas, adenosina difosfato (ADP), tromboxane
A2, serotonina, prostaglandinas. Essa interagfio com receptores da superficie plaquetaria aciona os
gatilhos para sua ativag8io, por meio de sinal transmitido para o interior da célula. O sinal gerado
pela interagio entre o ligante e o receptor faz a mediagfo da transformagcgio de compostos altamente
fosforilados em mensageiros intracitoplasmaticos (BENNET, 1992).

A ativagdo dos fatores da coagulagio acontece simultaneamente 2 ativagio das plaquetas,
que, junto com as células endoteliais (CE), fornecem uma superficie catalitica onde se
desenrolam as reagbes enzimaéticas, que culminam com a geracfio de trombina e a formaciio de
fibrina, principal constituinte do trombo. Esquematicamente, a cascata da coagulagio pode ser
dividida em trés vias: a intrinseca, a extrinseca ¢ a comum. Pela via intrinseca comecam as
reages iniciadas pela interagfio do colageno e do fator XII, que leva a ativagio segiiencial do
fator X1 e do fator IX. A via extrinseca ocorre pelo fator tecidual, que ativa o fator VII. Essas
duas vias chegam ac ponto comum, que ¢ a ativacio do fator X. Por muito tempo considerou-se
que a ativagdo da chamada via intrinseca fosse a principal via de ativagiio da coagulacdo.
Entretanto, evidéncias bioquimicas e clinicas demonstram que o mais importante em condiges
fisiologicas € o fator tecidual, iniciador da chamada via extrinseca. Dessa forma, a divisio entre
essas duas vias nfio € mais adequada, sendo 1til apenas na interpretagio dos testes de avaliago da
hemostasia, onde as reagGes ocorrem "in vitro” (RAPAPORT e RAO, 1995). Virios estimulos
levam a célula endotelial a expressar o fator tecidual (FT) em sua superficie. Ele entfio forma um
complexo com o fator VII, e esse complexo pode ativar tanto o fator X como o fator IX. Os
fatores IX, X, VII e II sfio proteinas cuja sintese hepética ¢ dependente da vitamina K, e por isso
contém residuos de acido glutdmico gama carboxilados, responsaveis por sua ligacio a
fosfolipidios de membrana pelos fons calcio. Essa ligagdo ocorre a fosfolipidios expostos na
membrana da plaqueta somente apds sua ativacfio. Esse fendmeno favorece a ocorréncia da
formagdo de trombina no local exato onde acontece a lesdo e a formacdo do trombo. O fator IX
forma um complexo com o fator VIII e fosfolipidios, denominado complexo Tenase, que ativa
entdo o fator X. O fator VIII ndo tem propriedades proteoliticas, mas acelera a acfio do fator IXa

sobre o fator X. O fator Xa forma complexo com o fator V, também sem atividade proteolitica, e

20



ions céalcio, além do fosfolipidio da membrana plaquetaria, formando o chamado complexo
protrombinase. Este vai clivar a molécula da protrombina ou fator II, produzindo dois residuos:
um fragmento amino-terminal denominado fragmento 1+2 da protrombina (F1+2), que contém
residuos carboxiglutdmicos, € outro fragmento carboxiterminal, que contém o sitio ativo e
denominado protrombina 2. Este fltimo fragmento sofre ainda uma clivagem pelo Xa e
transforma-se na trombina propriamente dita. A trombina formada faz um "feed-back" positivo,
ativando os cofatores V e VIII por meio de protedlise limitada, transformando-os em fatores Va e

VIlla, com maior poder catalitico que as formas inativas (DAVIE, 1995).

O substrato da trombina ¢ o fibrinogénio, uma molécula dimérica composta por trés pares
de cadeias peptidicas: alfa, beta ¢ gama. A trombina quebra inicialmente a ligag@io arginina-
glicina na por¢fo aminoterminal de cada cadeia alfa, liberando um pequeno peptidio chamado
fibrinopeptidio A (FpA). Logo em seguida, a trombina cliva ambas as cadeias beta da mesma
forma, liberando dois pequenos fibrinopeptidios B. A retirada desses pequenos fragmentos da
molécula de fibrinogénio expde partes da molécula que reagem de modo complementar com o
outro mondmero de fibrina, estabelecendo ligacdes hidrofébicas, de modo que esses mondmeros
polimerizam-se. Inicialmente sfo ainda soliiveis, mas quando se tornam muito grandes, acabam
por precipitar, ¢ esse gel de fibrina constitui o esqueleto do trombo erﬁ formacdo
(NIEUWENHUISEN, 1995).

O F1+2 e o FpA sdo estaveis no plasma e podem ser medidos imunologicamente: o
primeiro reflete a aco do fator Xa sobre a protrombina; ¢ o segundo, da trombina sobre o
fibrinogénio, sendo usados como marcadores moleculares da ativacio da coagulagdo "in vivo”,
especialmente na caracterizacio de estados pré-trombéticos. O fibrinogénio tem papel central na
formacgdo do trombo, pois, além de ser seu principal constituinte, promove a aproximac#o das
plaquetas ao se ligar 2 GP IIb/Illa das plaquetas ativadas, incorporando-as ao trombo. Além disso,
¢ o fator da coagulagfio presente em maior concentracdo no plasma (2 g/l a 4 g/1), sendo um dos
principais fatores determinantes da viscosidade sanguinea, junto ao hematocrito. O fibrinogénio

comporta-se como uma proteina de fase aguda e sua sintese hepética estiio aumentadas em varias
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situagbes clinicas, estimulada pela interleucina 6 e pelo fator de necrose tumoral. A

hiperfibrinogenemia € importante fator de risco para trombose arterial e venosa (KOENIG, 1995).
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Figura 2.4 Esquema da cascata de coagula¢go (Adaptado de VERRASTRO et al., 1996)

E na polimerizagdio dos monémeros de fibrina que participa o tltimo fator de coagulacéo da
cascata, o fator XIIL E o precursor da transglutaminase, que promove ligagdes covalentes entre os
mondmeros da fibrina polimerizada e precipitada no plasma. Promove a ligagéo de residuos lisina
de um mondmero & glutamina de outro, fazendo o chamado "cross linking", que torna o trombo
estavel e menos sensivel a agéio da plasmina. O fator XIII circula no plasma como um zimogénio
e ¢ ativado pela trombina(DAVIE, 1995). A figura 2.4 mostra um esquema simplificado do

sistema de coagulaco sanguinea.



Cabe lembrar que a trombina ¢ um importante agente agregante plaquetirio e que sua
formac#o contribui para a ativacio de plaquetas que se adicionam ao trombo em formag&o. Quando
as plaquetas sio ativadas, a protrombina ¢ trazida para a proximidade do complexo Va-Xa na
superficie plaquetaria, de modo que quantidades significantes de trombina s3o formadas, o que pode

gradualmente ultrapassar os mecanismos naturais de prote¢éo anticoagulante.

2.3.2. Anticoagulacéao

E essencial que a coagulagio do sangue seja inibida para impedir a formac8o de trombos
durante os procedimentos com circulagdo extracorpérea (CEC). O sangue permanece na forma
liguida, enquanto estiver em contato com as superficies internas do coragfo (endocardio) e dos
vasos sanguineos (endot€lio), gracas a um equilibrio fisico-quimico complexo, onde se anulam
forcas que, por um lado favorecem a coagulacdo e forgas que, por outro lado, favorecem a
anticoagulacfo. Quando, em contato com qualquer outro tipo de superficie, biolégica ou de outra
natureza, aquele equilibrio se altera, o sangue tende a coagular. Durante a CEC, o sangue circula
através de aparelhos e tubos, em cuja construgio sio utilizados diversos materiais que, apesar de
relativamente biocompativeis, sdo, na realidade, superficies estranhas, que estimulam processos

de coagulacio.

Quando o sangue entra em contato com qualquer superficie nfo revestida pelo endotélio,
ocorre um conjunto de alteragdes que resultam na conversio de uma proteina, o fibrinogénio, em
um complexo de proteinas insolaveis, a fibrina, que é a matriz do coégulo, etapa final dos

fendmenos da coagulagio.

Para se inibir a coagulagfio do sangue, nos procedimentos com CEC, usa-se uma substincia
anticoagulante, a heparina. A heparina é a droga escolhida para essa finalidade porque é
especifica, tem poucos efeitos colaterais, é bem tolerada pelo organismo, pode ser usada, sem
inconvenientes, por longos periodos e possui um antidoto especifico disponivel. Ao final da

perfusdo, neutraliza-se o efeito anticoagulante da heparina, com uma outra substéncia, o antidoto
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especifico, a protamina. Estas duas substéincias s&o usadas em todos os procedimentos de CEC e
devem ser administradas com precisdo e cautela; o efeito de ambas é indispensivel; e a segunda,

a protamina, pode desencadear reagdes colaterais importantes no organismo.

2.2.1. Heparina

A Heparina foi descoberta acidentalmente, em 1916, por um estudante de medicina, Jay
McLean, que na é€poca investigava extratos de tecidos do coragdo e do figado, buscando
substéncias tromboplasticas, diferentes da cefalina, existentes nos extratos de cérebro. Naquelas
investigages foi encontrado um extrato de tecido hepatico capaz de retardar a coagulaco do
plasma. A substincia responsavel por aquele efeito foi denominada hepar-fosfatide, em virtude de

ter sido encontrada no figado, e posteriormente batizada como heparina pela mesma razio
(MCLEAN, 1959).

A purificagdo da heparina foi efetuada em 1920 e uma preparacio rudimentar de heparina
foi utilizada pela primeira vez como anticoagulante de sangue para transfusio em 1924. Reacdes
pirogénicas ocorreram e somente 12 anos apés foram obtidas preparagdes de heparina seguras
para admistra¢do intravenosa. Durante este intervalo, descobriu-se que a heparina podia ser obtida
de forma mais econdmica de pulmdes bovinos do que figados bovinos. Em 1935 foram iniciadas
avaliagBes clinicas em problemas trombéticos evidenciando que a heparina poderia prevenir a
formagfo de coagulos, embora possuisse minima habilidade para dissolver coagulos ja existentes.
Em 1937, Chargaff e Olson descobriram que um peptideo, a protamina, neutralizava os efeitos
anticoagulantes da heparina.Gibbson, em 1939, apresentou seu primeiro trabalho experimental,
testando a viabilidade da circulagfio extracorpérea, em que usava a heparina como anticoagulante.
Na primeira operago em seres humanos, a heparina e a protamina foram utilizadas para o

manuseio da coagulacio.

Sob o ponto de vista quimico, a heparina é um mucopolissacarideo sulfatado com grande

quantidade de cargas elétricas negativas; constitui-se no 4acido macromolecular mais forte
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existente no organismo. Pode ser distinguida de outros polissacarideos pela sua extrema acidez,

decorrente da grande quantidade de radicais sulfatados na sua molécula.

A heparina estd presente nos pulmdes, no figado e, principalmente, nos mastécitos do
sistema reticulo-endotelial. A heparina para uso clinico é extraida do pulm#o de bovinos ou da
mucosa intestinal de porcinos. Algumas propriedades, bem como o grau de pureza da heparina,
varia com o tecido do qual ela € extraida e com o método de extragio e preparo, mais do que com
a espécie animal usada para a extragfio. A heparina extraida da mucosa intestinal tem um peso
molecular mais baixo € seu método de preparo é mais barato que a heparina extraida dos

pulmdes.

Em virtude das variagSes das seqiiéncias e do comprimento das cadeias e do comprimento
das cadeias de hidratos de carbono nos mucopolissacarideos, a heparina nfo é uma substincia
pura, Unica, e sim uma mistura de diversas substincias afins com pesos moleculares que variam
de 3000 a 40000 Dalton. A atividade anticoagulante da heparina se deve as moléculas de maior

peso molecular; as moléculas menores nfo tém efeito anticoagulante.

Existem algumas diferencas entre a heparina extraida da mucosa intestinal porcina ¢ a
heparina extraida do pulméo bovino. A heparina da mucosa intestinal porcina € mais barata, sua
molécula tem o peso molecular na faixa entre 3000 e 25000 Dalton, é menos efetiva na inibigdo
da trombina, produz mais sangramento pos-operatério e ¢ neutralizada por doses menores de

protamina.

A heparina do pulm@o bovino € mais cara, tem o peso molecular na faixa entre 5000 e
40000 Dalton, € mais eficaz inibidor da trombina e tem um risco pouco mais elevado de produzir
trombocitopenia tardia. Como resultado dessa variabilidade, cada preparacio comercial da
heparina representa, na realidade, um conjunto de substancias e sua poténcia pode variar entre os
diferentes lotes produzidos por um mesmo fabricante. A heparina extraida do pulmfo bovino,
com maior grau de pureza e maior propor¢do de macro-moléculas, ¢ a mais recomendada para

uso na circulag@o extracorpérea.
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As heparinas extraidas da mucosa intestinal ou do pulmfo apresentam caracteristicas e
propriedades quimicas farmacocinéticas e farmacodinimicas semelhantes; ambas provém
anticoagulagdo e prevencdio de trombose, embora alguns estudos demonstrem que o uso da

heparina da mucosa intestinal pode gerar um sangramento maior no pés-operatério.

As fungbes da heparina normalmente existentes no organismo ainda nfo estio bem
esclarecidas; acredita-se que ela ndo seja responsavel pela manutengfio da fluidez do sangue
circulante, supondo-se que a inibico da trombina na circulacio seja desempenhada por uma outra
substincia assemelhada, com menor quantidade de radicais sulfurados, chamada heparan.
Admite-se que a heparina do organismo funcionaria nos mecanismos de defesa imunolégica
contra infecgbes bacterianas, como auxiliar na geracdio de neocapilares e no metabolismo dos

lipideos (KAKKAR e THOMAS, 1976).

'2.3.2.2. Caracteristicas Quimicas da Heparina

A heparina, mais especificamente descrita como um “glicosaminoglicam”, é um
polissacarideo que reside quase exclusivamente em células “mast”. Claramente, a heparina
endbgena ndo tem papel significativamente importante na manutencéio da fluidez da circulaciio

sangiiinea.

O peso molecular da heparina da mucosa intestinal porcina, como mencionado
anteriormente, encontra-se na faixa de 3000 a 25 000 Dalton, como é representado na figura 2.5,
tendo como constituintes: Glucosamina - 6 — sulfato; acido glucurénico — 2 sulfato; e 4cido

idurdnico.
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Figura 2.5 Estrutura da Heparina

A heparina pode ser distinguida de outros polissacarideos pela sua natureza fortemente
acida, devido aos grupos 4cidos carboxilico e sulfato. Sulfamidas e ésteres sulfatados se formam
nas posi¢des 2 e 6, respectivamente, da glucosamina e um éster sulfatado também é encontrado
no grupo 2- OH do 4cido idurbnico. Ela € o 4cido macromolecular mais forte do corpo humano,

uma caracteristica que deriva da sulfatagdo abundante de suas unidades sacarideas.

2.3.2.3. Mecanismo de Acdo da Heparina

A formagdo do codgulo de fibrina ¢ iniciada por estimulos de diversas naturezas, que
culminam na ativacdo seqiliencial de um conjunto de treze fatores protéicos do plasma, os fatores
da coagulagfio, que podem ainda ser acelerados ou inibidos em suas agdes, por outras substincias
ou co-fatores. Os mecanismos da cascata da coagulacfo so multiplos, intimamente relacionados
e de grande complexidade, havendo a atuagfio simultinea dos diversos fatores e co-fatores em

cada uma das fases do fendmeno.
A heparina administrada a um individuo interfere nas etapas finais da cascata da

coagulagdo, isto € na conversdo da protrombina (fator II) em trombina que, por sua vez, promove

a conversdo do fibrinogénio (fator I) em fibrina, originando o codgulo. A heparina impede a
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transformagfo da protrombina em trombina; dessa forma, a converso do fibrinogénio em fibrina

nfo ocorre, conforme representado na Figura 2.6.

TROMBINA

Figura 2.6 Mecanismo de a¢do da Heparina

A trombina (fator II ativado), por acfio enzimaética, converte o fibrinogénio em fibrina, além
de ativar os co-fatores V e VIII, o que acentua a velocidade da formagfio do coagulo de fibrina
através das vias intrinseca e comum da coagulacio. A a¢fo enzimatica da trombina é impedida
por uma glicoproteina do plasma, a antitrombina IIl. A heparina se une a antitrombina III,
tornando a sua molécula muito mais ativa em relagfo a inibi¢do da trombina, o que impede a
conversdo do fibrinogénio. A heparina aumenta a poténcia inibit6ria da antitrombina Il em cerca
de 1000 vezes. A antitrombina III € também um inibidor dos produtos ativados dos fatores IX, X,
XI e XII e, por estes mecanismos, a heparina também impede a acfo daqueles fatores, nos
mecanismos da coagulagdo. As moléculas de maior peso molecular da heparina inibem a
trombina mais efetivamente que as moléculas menores. A heparina também se liga 4 protrombina

(fator 1I) inativando-a, por um mecanismo independente da a¢fio da antitrombina II1.
Apesar da grande eficiéncia da heparina em impedir a coagulagio do sangue, cerca de dois

tercos das moléculas de heparina presentes em qualquer preparaciio comercial nfio tém efeito

anticoagulante.
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O padrio mais usado para quantificar a heparina é o da farmacopéia internacional
(Unidades Internacionais). Na prética, considera-se que 1 miligrama da solucfio de heparina

corresponde 2 atividade de 100 U L.

O efeito anticoagulante da heparina é monitorado através de teste de coagulacio, como:
tempo de coagulagdo (TC), tempo de coagulagdo ativado (TCA) ou o tempo parcial de
tromboplastina (TPT). A anticoagulacfo eficaz corresponde a0 tempo de coagulagiio 2 a 3 vezes o

valor normal.

2.3.2.4. Cloreto de Benzalcdnio

O Cloreto de Benzalconio € um composto de aménio quaternario catidnico.Os compostos
de amdnio quaterndrio s#o agentes de superficie, usados como umectantes, detergentes,

emulsificadores e germicidas.

- Umectante: substincia capaz de umedecer uma superficie, ao se diluir.

- Detergente: substéncia capaz de limpar ou purificar uma superficie. Podem ser i6nicos
ou ndo e caracterizam-se por um equilibrio hidrofébico/hidréfilo.

- Emulsificador: substincia capaz de diminuir a tensfio superficial entre duas fases
liquidas de uma emulsfo, tornando-a estavel.

- Germicida: agente que destréi microrganismos. Pode ser: bactericida, fungicida,

virucida e amebicida.

Os agentes de superficie sdo aqueles cujos efeitos esperados limitam-se ao local de
aplicagfo. Os compostos de amdnio quaternirio sdo usados como germicidas por sua capacidade
de destruir microrganismos e desnaturar proteinas. Os agentes de superficie podem ser anidnicos
ou catidnicos. Os agentes anidnicos sdo antagonistas dos catiénicos, ou seja, neutralizam os seus

efeitos. Sabdes e outros agentes anidnicos (constituintes tissulares e pus) podem reduzir ou
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neutralizar o efeito de germicidas catidnicos. O etanol (4lcool) intensifica o efeito germicida dos

compostos de amoénio quaterndrio, por isso as tinturas sfo mais eficazes que as solucdes aquosas.

O cloreto de benzalconio € um liquido combustivel, com ponto de fulgor igual a 40.5° C,
podendo formar misturas explosivas com o ar. Os vapores sdo mais pesados que o ar. Ndo hé
limite de tolerfncia 4 exposi¢do ocupacional, pela NR-15 ou pela ACGIH. Aparece na

composicdo de diversos produtos de uso doméstico, industrial € em medicamentos, por exemplo:

- Conservante, em solugdes de cloreto de sédio, em fluidificantes nasais (0.1 mg de
cloreto de benzalconio / 9 mg de cloreto de sédio) ("RINOSORO");

- Anti-séptico, em compressas de "curativos" ("BAND-AID");

- Anti-séptico, em colutérios ("COLUBIAZOL™);

- Desodorantes de uso pessoal;

- Desinfetantes domésticos.

A estrutura geral do cloreto de BenzalcOnio mostra-se na figura 2.7.

Figura 2.7 Estrutura geral do Cloreto de Benzalconio (Adaptado Thomas e Kakkar, 1976).



Nos anos 60, quando se comegou a realizar revestimentos com heparina, o cloreto de
benzalconio era utilizado para ligar heparina eletrostaticamente através dos grupos anibnicos do
cloreto de benzalcdnio, que seria absorvida por uma base previamente grafitada na superficie do

polimero (PARK e LAKES, 1992).

2.3.3. Resposta do Organismo Humano a Circulac@o Extracorpérea

Uma das reagbes mais importantes do organismo, desencadeadas pela circulagio
extracorporea, € a resposta inflamatéria sistémica ou generalizada que, em linhas gerais,
corresponde ao antigo conceito de “sindrome podsperfusio”. Muitos autores tém estudado o
assunto em profundidade. Logo apés o inicio da perfusfio, quando o sangue entra em contato com
as superficies estranhas do circuito ¢ dos oxigenadores, ocorre um processo de ativagio de
determinados sistemas de proteinas do plasma, que tem relagdio com o tempo de duracdo do
procedimento. Esses sistemas sdo parte de um sistema humoral mais amplo, o chamado sistema
humoral amplificado, que reage aos estimulos locais, perpetua a sua reagdo e exacerba a resposta
do organismo.A agfo das diversas proteinas ativadas desencadeia no organismo uma resposta
inflamatoria, caracterizada por aumento da permeabilidade vascular, formacgio de edema,
leucocitose, febre, vasoconstricio periférica, hemolise e maior suscetibilidade as infecgdes,
disfuncfio pulmonar e renal. Alguns dos elementos da sindrome p6s-perfusdo, como os disturbios
hemorragicos e a insuficiéncia renal, podem ser aparentes logo ao final da perfusdo, enquanto

outros podem ser manifestos apenas no pés-operatorio imediato.

A maioria dos pacientes submetidos a circulagio extracorplrea apresenta pequenas
evidéncias da resposta inflamatéria generalizada, produzida pela ativagdo dos sistemas protéicos
especificos. Uns poucos pacientes, contudo, apresentam uma reacdo exacerbada, exteriorizando

todos os sinais clinicos da sindrome, especialmente as criancas de baixo peso.

Os principais sistemas protéicos do plasma sanguineo, envolvido naquela reagfo

inflamatoria, s8o o sistema da calicreina ou das cininas, o sistema de coagulacdo, o sistema da

31



fibrin6lise € o sistema do complemento. Além desses quatro sistemas principais, admite-se o
comprometimento de outros sistemas protéicos especificos, cuja participaggio, contudo, ainda ndo

¢ bem conhecida (SOUZA e ELIAS, 1995).

2.4. Superficies, Propriedades e Caracterizacdo

Nas anélises superficiais se estudam as interfaces formada entre dois sistemas. Como se
sabe, a interface entre duas fases é uma descontinuidade em que uma fase termina e outra
comega, existindo, segundo a literatura, cinco tipos de interfaces diferentes. Mas nos sistemas

biologicos as mais importantes so sélido-gas, s6lido-liquido e liquido-gés.

Alguns autores como, por exemplo, ANDRADE (1973), comentam que a regifo interfacial
para interages biologicas seja dividida em quatro niveis: 1° o nivel molecular, de 3-15 A da
superficie, em que os efeitos da 4gua, ions e moléculas pequenas ocorrem; 2° o nivel
macromolecular, de 10 a algumas centenas de angstrons da superficie, em que podem ocorrer
interag3es entre 0 material e proteinas, polissacarideos o micelas; 3° o nivel celular, na faixa de 2
um em que se encontram as plaquetas, até 20 pm onde estfio as células grandes; e 4° o nivel de
tecido, a partir de 0,1 mm. As moléculas da superficie polimérica, provavelmente, nio interagem
diretamente com o ambiente biologico a esses niveis, mas podem desencadear, indiretamente,

eventos como trombose, que ocorrem na interface sanguinea.

Segundo ADAMSON (1976), a regifio superficial estd constantemente mudando. Esse
carater dindmico € resultante do movimento Browniano devido aos gradientes locais de
temperatura e densidade e leva a questio da estabilidade interfacial. O pré-requisito geral para a
existéncia de uma interface estdvel entre duas fases € que a energia livre de formacio da interface
seja negativa, sendo que se essa quantidade termodindmica for positiva, o efeito das flutuagdes
poderd levar 4 completa dispersdo de uma material no outro. Esta titima condicfio ocorre entre
dois gases ou liquidos misciveis. A espessura da interface e a natureza da superficie também so

dependentes da fase de contato, isto €, o meio no qual o polimero estd colocado. As interacSes



das moléculas com ambientes diferentes irfio provocar orientacbes diversas, levando a

propriedades interfaciais serem diferentes.

As propriedades que matem o contato com fluidos corporais sfo de grande importéncia no
estudo da interacfo polimero-proteinas. A compatibilidade de dispositivos médicos nfo depende
somente das propriedades fisicos-quimicas dos biomateriais, mas de diversos fatores, como a
fabricag8o, o projeto do dispositivo, o estado do paciente e as condi¢gdes de uso. Em muitos casos
s6 sHo possiveis métodos para aumentar a biocompatibilidade através de mudangas nas
propriedades fisico-quimicas dos biomateriais, tais como: composi¢#io da superficie (polar/apolar,
acido/base, ponte de hidrogénio, cargas ibnicas, biomoléculas imobilizadas); movimentos
moleculares de superficie (extremidades de cadeias poliméricas, anéis e sua flexibilidade);
topografia da superficie (aspereza, porosidade, imperfeicdes e microbolhas de gas); dominios
(distribuigbes e tamanhos); tendéncia a biodegradacdo, eros@io ou corrosfo; e estrutura

cristalina/amorfa da superficie (SEVASTINOV, 1991).

Alguns estudos tratam que as propriedades fisico-quimicas dos biomateriais podem afetar
os parametros energéticos da superficie. Existem muitas hip6teses que analisam a influéncia das
caracteristicas de energia da superficie € a hemocompatibilidade. Nesse sentido, alguns
pesquisadores permitem estabelecer critérios diversos com relacdo a hidrofobia e hidrofilia das
superficies. VAN STRAATEN e PEPPAS (1991), no estudo da adsorciio de BSA (albumina
bovina) em poli(cloreto de vinila) (PVC), poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), poli(metil
metacrilato) (PMMA) e poli(etileno glicol) (PEG) demonstram que a natureza hidrofébica do
PVC e do PVDF favoreceu a adsorgfo da proteina, enquanto que o PEG, de natureza hidrofilica,
ndo tornou propicia a adsor¢do. Este fato foi verificado para varios outros polimeros com relacéo

a adsorco de fibrinogénio (LU e PARK, 1991) e y-globulina (KONDO, 1991).

Alguns pesquisadores ddo suporte a teoria hidrofobica. ZISMAN (1964) considera que o
material com tensdo superficial critica minima serd biocompativel. NYILAS (1975) comentam
que a trombogenicidade aumenta com o aumento da contribuigdo polar da energia livre (y°) de
superficie. Também KAELBLE (1977) concluiram que um material com alto componente
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dispersivo de energia de superficie e um baixo componente polar, que é o caso de materiais
hidrof6bicos, sdo mais compativeis que aqueles com um baixo componente dispersivo de energia
de superficie ¢ um alto componente polar. Esses grupos de pesquisadores consideram que a
hemocompatibilidade do material estd conectada a alta afinidade da superficie pela proteina, o

que seria um efeito de passivagiio (SEVASTINOV, 1991).

A adsorcdo de proteinas presentes no plasma, incluindo as proteinas da coagulagfio, ¢ o
primeiro evento observado nas interagSes superficie-sangue, segundo LYMAN e ROWLAND
(1989). O mecanismo de adsorgio € considerado de extrema importancia e seu entendimento
ajudaria muito na obtengfio de materiais que ndo causem a formagfio de trombo. Apés a adsorgio

protéica, elementos celulares presentes no sangue s3o adsorvidos na superficie do material, como,

por exemplo, eritrécitos, plaquetas e leucécitos.

Existe outro grupo de pesquisadores que apdia a teoria hidrofilica da hemocompatibilidade.
LYMAN (1965) considera que a biocompatibilidade do material aumenta com o aumento da
energia de superficie. Andrade considera que um material biocompativel deve apresentar energia
livre interfacial minima (ANDRADE, 1973). Também IKADA (1981), RUCKENSTEIN e
GOURISANKAR (1984) estabelecem que superficies com energia livre interfacial minima serfio
biocompativeis se os componentes dispersivo e polar de energia livre de superficie do biomaterial
e do sangue forem respectivamente iguais. Estes pesquisadores oferecem énfase a minimizacsio da
adsor¢do de proteinas durante a interacdo de biomateriais com o sangue, isto €, idealmente
materiais biocompativeis nfo devem adsorver proteinas, segundo SEVASTINOV (1991). Estudos
na FEQ/Unicamp revelam que Poliuretanos revestidos com heparina utilizando o poli(éxido de
etileno) PEO como espacador demonstraram um aumento da hidrofilicidade da superficie,

contribuindo para a diminuigdo do numero de plaquetas aderidas em relagdio a amostra padrio,
segundo GARCIA (1995).

Resumindo, existem muitas varidveis que afetam a adsor¢io de protefnas na superficie de
polimeros ¢ os estudos relativos a este fendmeno sfo algumas vezes contraditérios, fazendo-se

necessdria a continua busca de condigdes Gtimas para a biocompatibilidade dos biomateriais.
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Apesar de que a consideragio do efeito de passivagfo para o aumento da hemocompatibilidade é
mais adequada do que a considerag@io de que nenhum tipo de proteina deve ser adsorvida para que

o biomaterial seja biocompativel.

2.4.1.Métodos de Caracterizacé@o Fisico-Quimicas da Superficie de um Biomaterial

A determinagcfio das propriedades superficiais usando métodos externos é muito importante na
caracterizacfo das superficies, além das dificuldades relativas intrinsecas das interfaces, cada técnica
atinge profundidades diferentes. Na tabela 2.1 apresentam-se algumas técnicas de caracterizaciio de

superficie.

Tabela 2.1 Técnicas de caracterizagio de superficie e suas abreviagdes (Adaptado Lelah e
Cooper, 1986).

ABREVIACAO NOME

MO Microscépio Optico

MEV Microscépio Eletronico de Varredura

MIR Espectroscopia de infravermelho com reflex3o interna miltipla

- Angulo de Contacto

ESCA Espectroscopia Eletronica para Analises Quimicas

ISS Espectroscopia de Espalhamento de fon

SIMS Espectroscopia de Massa de fon Secundario

Atualmente existem mais técnicas de andlise de superficies, aproximadamente mais de 25
técnicas. Antes de se fazer a seleciio do método de andlise, deve-se conhecer as capacidades de
cada técnica e suas limitagSes para que seja possivel a extracdo das informagdes requeridas de

maneira rapida e econdmica.

35



Nesse trabalho foram utilizados os seguintes métodos para a caracterizacfio fisico-quimica
da superficie do PVC:
a) Microscépio Optico (MO)
b) Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)
¢) Espectroscopia de infravermelho com reflexdo interna multipla (MIR)
d) Angulo de Contacto
€) Rugosidade superficial
f) Envelhecimento Natural

No capitulo 3, estes mencionados anteriormente sio explicados mais detalhadamente.

2.4.2. Revestimentos com Heparina

O primeiro artigo sobre revestimento a base de heparina foi publicado por Gott, Whiffen e
Datton em 1963, na revista Science. Inicialmente, a heparina foi anexa a superficie tratada com
grafite, processo GBH (grafite/Benzalconio/ Heparina). Este revestimento, porém, s6 se aplicava
a plasticos rigidos (PARK e LAKES, 1992).

Em 1964 Leininger e colaboradores ligaram heparina a diversas superficies poliméricas

através da formac#o de sitios aménios quaternarios (LENINGER et al., 1966).

Mais tarde, STERWARD e WILKOV (1976) realizaram uma heparinizagio mais simples,
estudaram superficies com heparina ligada ionicamente através da exposigio do polimero a uma
solugdo de um sal aménio quaternario TDMAC (cloreto de tridodecilmetillaménio). A porgo
hidrocarboneto do sal € solivel no polimero e o sal se mantém alocado na posiciio apés a
remocdo do solvente. Os grupos quaterndrios serviriam como sitios complexantes quando a
superficie era colocada em contato com a solugfo de heparina. Os materiais resultantes se
mostraram eficientes enquanto liberavam a heparina ligada ionicamente na corrente sanguinea.

Durante a liberacio, a concentracdo de heparina perto da superficie era suficientemente alta para
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prevenir a formagdo de trombos. Depois de algum tempo, porém, o tratamento tornava-se

ineficaz.

Para solucionar este problema, LARSSON et al. (1977) trataram a superficie de polietileno
com glutaraldeido para estabilizar a heparina através de ligages cruzadas. Os autores afirmam
que as superficies tratadas se tornaram estaveis com perda inicial de 12% de heparina ¢ nenhuma
perda posterior sob condigdes in vivo por 7 dias. Também LABARRE et al. (1977) prepararam
um copolimero de heparina-poli(metilmetacrilato) através da polimerizagdo do metilmetacrilato
iniciada por um radical heparina, proveniente da reacfo entre ions cério IV e heparina em solugio

nitrica aquosa.

Qutros tratamentos paralelamente aos anteriores mencionados estavam sendo realizados,
SCHMER (1972) ligaram covalentemente a heparina através da ativacdo da agarose com brometo
de cianogénio, da ativacfio dos aminosubstituintes com tiofosgénio e da ativagiio dos 4cidos
carboxilicos substituintes com carbodimida. Os resultados mostraram um aumento no tempo de

coagulacfo em relagfo ao padrio.

CHOLAKIS e SEFTON (1984) prepararam um hidrogel de PVAI (alcool polivinilico)-
heparina através de uma reacdo de ligacdo cruzada da hidrélise do alcool polivinilico com
glutaraldeido, produzindo uma ponte acetal. O material resultante apresenta compatibilidade com

o0 sangue in vitro, sem perda significante da heparina.

Hoje em dia, os processos de hepariniza¢do vém incluindo o uso de espagadores a fim de
aumentar a mobilidade da heparina e, conseqgiientemente, sua atividade. Larm e colaboradores em
1980 descobrem um método novo que até hoje em dia € utilizado por um tinico fabricante no
mundo, a MEDTRONIC, mas a patente € do fabricante Carmeda-Suecia. O método é chamado de
“End Point Attachment” e consiste em permitir que a molécula de heparina se ligue
covalentemente pelos grupos aldeidos aos grupos amino primarios depositados na superficie do

biomaterial, assim um aldeido de cada grupo da heparina estd limitado a uma superficie do



material especifica, o que resta de cada molécula da heparina, inclusive os locais obrigatérios

ativos, encontram-se livres. Resultando em uma ligagfo covalente estavel (CBAS, 2000).

e " imobiizagdo com espagadores
LigagGo Cruzada (shn?mmmmem;

Figura 2.8 Principais métodos de ligagio da heparina sobre superficies poliméricas
(Adaptado CBAS, 2000).

A figura 2.8 mostra um resumo dos diferentes métodos de ligagio da heparina sobre as

superficies poliméricas, segundo CBAS (2000).

2.4.2.1. Importancia dos Revestimentos com Heparina na Circulacio Extracorpdrea

A literatura revela os grandes beneficios a partir da introduggo dos revestimentos a base de
heparina na circulagio extracorpérea (CEC). Muitos sdo os autores que realizaram comparagdes
entre circuitos revestidos com heparina ¢ ndo revestidos; outros compararam marcas diferentes de
tubos comercializados no mercado em que alguns sfio revestidos, como a analise realizada por
HARMAND e BRIQUET (1999). Os tubos revestidos com heparina diminuiram
significativamente os trombos formados na superficie em comparagdo com trés tubos néo

revestidos. Entre eles se encontrava o PVC sem revestir.

Um trabalho publicado pelo Departamento de Cirurgia Cardiaca do Boston Medical Center

Massachusetts-USA evidencia a importancia dos circuitos revestidos, neste caso com heparina.



Na continuacdio se relata o trabalho publicado titulado “Circuitos Pré-heparinizados na

Trombocitopenia Induzida pela Heparina” (SHAPIRA et al. 1999):

“A anticoagulago durante a cirurgia com circulagio extracorpérea, nos pacientes com
trombocitopenia induzida pela Heparina (TIH), representa um risco acentuado. A
resposta imunoldgica & heparina nfo fracionada pode resultar em hemorragias ou
tromboses fatais.

Os autores relatam um caso em que um circuito inteiramente pré-heparinizado foi
usado com sucesso, em um paciente portador de TIH.

Um homem de 82 anos de idade foi internado com angina instavel. Havia historia
prévia de infarto do miocardio, cardiomiopatia isquémica, flutter atrial, hipertenséo
arterial e insuficiéncia renal crbnica. Foi iniciado um tratamento com a infusfio venosa
de heparina ¢ nitroglicerina.

O cateterismo cardiaco evidenciou uma fracdo de ejecio do ventriculo esquerdo de
25% e lesdes importantes do tronco da corondria esquerda e dos trés vasos coronarianos
principais. A contagem de plaquetas inicialmente era de 182 000/mm’, mas em 24
horas caiu para 77 000/ mm’. Suspeitou-se da presenca de trombocitopenia induzida
pela heparina e a droga foi suspensa. Como ndo houve melhora do quadro cardiologico,
a heparina teve que ser reiniciada e o paciente foi encaminhado para tratamento
cirargico (4 pontes) com as plaquetas em 60 000/mm’. No havia sinais de
coagulopatias.

Todos os componentes do circuito extracorpéreo eram revestidos com heparina:
reservatério venoso rigido, reservatdrio de cardiotomia, oxigenador de membranas,
bomba centrifuga, filtro arterial, linhas arterial e venosa, linhas de cardioplegia e
canulas.

O paciente recebeu um total de 3000 Ul de heparina bovina que elevou o seu TCA de
125 para 194 segundos. O TCA foi monitorizado a cada 20-30 minutos e manteve-se

entre 234 ¢ 284 segundos. Ao final da cirurgia as plaquetas estavam em 38000/mm”.
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O paciente precisou apenas de uma unidade de concentrado de hemdcias; sua evolucgfio

foi sem complicagdes e sua alta hospitalar ocorreu no quinto dia de pos-operatério™.

O presente caso ilustra a eficiéncia dos circuitos pré-heparinizados na perfusio de pacientes
portadores de TIH que ndo podem receber anticoagulagio plena com a heparina. Também
demonstra-se uma vez mais que tubos revestidos com heparina podem reduzir agressdes no

organismo, tempos pos-operatorios e custo das cirurgias de maneira geral.

2.4.3. Revestimento de Superficies através de Plasma

O nome mais comum que se encontra na literatura das aplica¢des do plasma na ciéncia € na
industria € “Tecnologia do Plasma”, sendo um dos mais poderosos e versiteis meios de se obter
altas temperaturas. Os equipamentos que fazem uso da tecnologia de plasma chegam a obter
temperaturas na faixa de 5000 a 50 000 K, e possuem muitos usos praticos como, por exemplo, a
deposicdo de filmes finos, produciio de pés metalicos, andlise de elementos quimicos, dentre

muitas outras, sendo que, atualmente, as questdes ambientais tém ganho cada vez mais relevancia
(EDDY et al. 1995).

A formagdo do plasma propriamente dito em um equipamento gerador de plasma pode
ocorrer de varias maneiras diferentes, dentre elas temos: radiofreqiiéncia, microondas, sendo a
mais comum, como o resultado da passagem de uma corrente elétrica através de um meio gasoso
ionizado. Este meio gasoso ionizado € apropriadamente chamado de plasma, o quarto estado da
matéria. Este termo foi introduzido na fisica de descargas gasosas por um fisico chamado Irving

Langmuir no ano 1928.
Nos tempos atuais, esta tecnologia vem despertando grande interesse cientifico e

tecnologico, e na 4rea de biomateriais ja tem grande utilidade na deposigio de revestimentos

biocompativeis, desde filmes finos até camadas de biomateriais sobre substratos diversos.
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A figura 2.9 apresenta o processo de revestimento ou deposi¢do de filmes finos sobre o
substrato de um polimero. Para este exemplo, observam-se que dois gases sdo sangrados no reator
do plasma e eles vdo atuar na superficie do polimero (substrato). Eles, durante o revestimento de
plasma, se polimerizario formando um revestimento sobre toda a superficie fratada. Os
revestimentos produzidos por este método de plasma de baixa energia (Glow Discharge) s&o

muito finos, geralmente alguns nandmetros (GALA, 2001).

+
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Antes do tratamento com Plasma Tratamento com Plasma Depois do tratamento com Plasma

Figura 2.9 Processo de revestimento por plasma de baixa energia (Glow Discharge)
(Adaptado Gala, 2001).

Algumas aplicagdes dos tratamentos utilizando plasma de baixa energia encontram-se na
fabricagdo das valvulas do coragdo artificial, evitando a aderéncia das plaquetas e diminuindo a

formagdo de coagulos na superficie, através do filme de oxido de titinio (XIANGHUAL 2000).

Outros autores utilizam o plasma para estabilizar os revestimentos realizados com heparina,
provocando uma imobilizagfo covalente na superficie do biomaterial (BAE, 1999; KANG, 1995
e SAITO, 1997). Posteriormente este método sera detalhadamente explicado, para o caso

particular deste trabalho.
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CAPITULO 3

Procedimento Experimental

Este capitulo trata dos procedimentos experimentais envolvidos na obtengio e caracterizacio

dos revestimentos realizados sobre os substratos de poli(cloreto de vinila) (PVC).

Em primeiro lugar, séo apresentados os materiais utilizados, seguido da descricio do processo
de obtengfo dos revestimentos, do planejamento experimental para a determinago da quantidade de
corpo de provas necessarios para cada ensaio e, por dltimo, sdo apresentadas as técnicas utilizadas

para tais caracterizacdes.

3.1. Materiais Utilizados

O estudo dos revestimentos sobre substratos dos tubos de PVC utilizados na circulagdo

extracorporea (CEC) envolve os seguintes materiais:

a) Tubos de PVC com diferentes calibres e formatos (mais utilizados em CEC):
- Discos de PVC (a partir dos tubos)
- Segmentos de tubos de PVC (Tubo 3/16” (4,75mm), Tubo 4"
(6,35mm ), Tubo 3/8” (9,52mm) e Tubo ¥%” (12,7mm))
- Placas de PVC (a partir dos tubos)
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b) Solugfio de Heparina-Cloreto de Benzalconio+Alcool Isopropilico
- A Heparina-Cloreto de Benzalcénio em pé, comercializada
como Heparin-Benzalkonium (From porcine mucosal heparin)
- Alcool Isopropilico
c) Plasma de varios gases:
- Argbnio,
- Oxigénio,
- Hexafluoreto de Enxofre (SFs),
- Hidrogénio,

- Combinagdes de entre eles

3.1.1. Tubos de PVC

Foram utilizados tubos de PVC atéxicos para uso médico com difmetro interno: 3/16”
(4,75mm), 4" (6,35mm ), 3/8” (9,52mm), %7 (12,7mm). A figura 3.1 mostra os diferentes

calibres utilizados no trabalho.

A) B) C) D)

Figura 3.1 Calibres de tubos de PVC para uso médico mais utilizados em procedimentos de
CEC. A) tubo 3/16” (4,75mm); B). tubo %” (6,35mm); C) tubo 3/8” (9,52mm);
D) tubo ¥%” (12,7mm).
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3.1.1.1. Discos de PVC

Os corpos de provas em forma de discos retirados dos tubos de PVC apresentam as seguintes
caracteristicas:
- Digmetro: d= 10,00 mm

- Area superficial dos discos: As= 78,00 mm?

Estes corpos de provas foram usados nas caracterizacdes via Microscopia 6ptica (MO),

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e uma parte deles para medir 4ngulo de contato.

3.1.1.2. Segmentos de tubos de PVC

Os segmentos de tubos utilizados para as caracterizagdes apresentam diferentes calibres,
como foi mencionado anteriormente: tubos de PVC (Tubo 3/16” (4,75mm), Tubo %” (6,35mm ),
Tubo 3/8” (9,52mm) e Tubo %’ (12,7mm). Estes calibres sfo os mais utilizados nos
procedimentos de circulagdo extracorpérea e serviram para caracterizar os ensaios de rugosidades

internas e hemocompatibilidade in vitro.

3.1.1.3. Placas de PVC

Os tubos foram transformados em placas quase planas, para isto foi necessario utilizar duas
superficies polidas (vidro). Os tubos foram cortados longitudinalmente e colocados entre dois
vidros planos; logo depois de serem prensados com uma mordaca e ter retirado o ar da interface,
foram mantidos por cinco horas a uma temperatura de 65 °C na estufa do laboratério. As placas
obtidas foram usadas nas caracterizagdes via Microscopia 6ptica (MO), Microscopia Eletrdnica

de Varredura e dngulo de contato.
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3.1.2. Solugcao de Heparina-Cloreto de Benzalcdnio

A solucdo de heparina foi fabricada no LabioMec/DEMA/FEM/UNICAMP a partir da

Heparina-Cloreto de Benzalconio em pé. A solugio é diluida em Alcool Isopropilico 100%.

A aparéncia da solucfio Heparina-Cloreto de BenzalcOnio ¢ transparente e para ser

conservada basta manté-la a uma temperatura de 2-8°C em recipiente fechado.

3.2. Métodos de Obtencdo dos Revestimentos

Os revestimentos foram obtidos por dois métodos principais o método 1 e II. O método I,
chamaremos de revestimento com heparina. A camada obtida de heparina-cloreto de benzalconio
devera ter uma espessura que oscile entre 0,8 — 1,2 um. Algumas das técnicas aplicadas para a
obtengHo dos revestimentos sio resultados de alguns anos de pesquisa dos Professores Dr. Waldyr
Parolari Novello e Dr. Antonio Celso Fonseca de Arruda. Assim, este trabalho constitui uma
continuagfo da linha de pesquisa iniciada por eles NOVELLO, 1998).

J4 o método II, que chamaremos de revestimento com plasma, utiliza para revestir os
substratos de PVC plasmas de diferentes gases e suas combinaces, com o objetivo de obter
modificagBes superficiais e deposi¢io de filmes finos nas superficies. Isso poderia favorecer a
adesdo do revestimento de heparina-cloreto de benzalc6nio ou obter filmes finos hidrofébicos

sobre os substratos de PVC.

Na continuac8o serd explicado o processo de limpeza dos substratos de PVC, como passo
inicial dentro do processo de revestimento e, seguidamente, explicacdo sobre os métodos de

revestimentos.
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3.2.1. Limpeza dos substratos

Para a limpeza dos substratos € importante que haja uma padronizagfio na hora da lavagem
dada aos tubos e 4 vidraria a ser utilizada neste procedimento. Lava-se a vidraria a ser utilizada com

detergente neutro, enxaguando-se com agua corrente e, posteriormente, com agua destilada trés

VEZEeSs.

Logo depois os substratos e tubos de PVC foram limpos primeiramente com auxilio de um
algoddo embebido em solvente apropriado (dgua com detergente neutro Extran). A seguir,
colocam-se os substratos e tubos cortados em um béquer juntamente com 200 ml de uma solucdo
0,5% (em volume) de Extran MAO2 neutro. O béquer deve ser colocado no ultra-som por 15
minutos e, ao fim deste tempo, os substratos devem ser enxaguados no préprio béquer com dgua
corrente por 10 minutos. Posteriormente, enxégua-se trés vezes com 4gua destilada com agitagéio

de 30 segundos. Por ultimo, realiza-se a secagem, utilizando a estufa a 50°C de temperatura.

3.2.2. Método | (Revestimento com Heparina)

O método I ou revestimento com heparina, depois de limpos os substratos a serem revestidos,
inicia-se o revestimento. Este método consiste no recobrimento estitico praticado sobre as
superficies internas dos tubos de PVC. Para isto € necessario bloquear uma das extremidades do
segmento do tubo, logo depois se preenche com solucdo de revestimento de heparina-cloreto de
benzalconio e comega-se a medir o tempo segundo metodologia do LabioMec. Se os substratos
ndo séo tubos, ou seja, placa, discos, procede-se 4 imersdo da solugio de revestimento que se

encontra em um béquer e se faz a mesma metodologia que o caso dos tubos.

3.2.3. Método Il (Revestimento com Plasma)

Depois de limpos os substratos de PVC, segundo metodologia explicada anteriormente, estes

sdo colocados no interior do reator e se procede a executar todos os passos segundo protocolo de
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Laboratorio de Plasma UNESP-Guaratingueta. A figura 3.2 mostra uma representagfo esquematica

do reator de plasma com o mesmo principio de funcionamento que o utilizado neste trabalho.

RF-Glow Discharge
= Restor
o <
o
SiHg + CHy =D E: 3> Bomba de vacuo

Substrato

Catodo Gm\:} Yoltimetro

t)]m-—«'
il

Casador de impedéancia

Fonte de RF

Figura 3.2 Esquema do reator de Plasma (Glow Discharge). (Adaptado PEMM, 2001)

As condigdes que foram utilizadas para obter a deposicio de filmes finos nos substratos

foram:

Poténcia: 50 Watt (variavel fixa para todas as condigbes experimentais, baseada em

experiéncias anteriores do Laboratério de Plasma)

Pressdio: 1,5 - 107! Torr (variavel fixa para todas as condi¢des experimentais, baseada

em experiéncias anteriores do Laboratério de Plasma)

Tempo: 2- 15 min

Gases Injetados: Argodnio, Oxigénio, Argbnio+Oxigénio, Hexafluoreto de Enxofre
(SFe).

Nos resultados serdio apresentadas as combinagdes de condigdes que foram submetidas os
substratos de PVC e alguns tratamentos sobre superficies revestidas com heparina. O principal teste
utilizado para ilustrar o comportamento dos revestimentos vai ser a medigio do dngulo de contato.
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3.3. Planejamento Experimental

Antes de dar inicio & descri¢io de como foram realizadas as caracterizacdes e 0s ensaios
envolvidos, comentar-se-4 a necessidade de uma analise estatistica preliminar, com o objetivo de
determinar o nimero de corpos de provas significativamente representativos para cada ensaio de
modo que os resultados obtidos estejam dentro de limites de confiabilidade preestabelecidos. A

figura 3.3 apresenta um diagrama que resume as etapas seguidas para a analise estatistica.

Antes de dar procedimento ao planejamento experimental foi necessario saber exatamente o

que se deseja estudar, como obter os dados e uma estimativa das quantidades de corpos de provas a

serem analisados.

Observa-se no fluxograma que a etapa inicial corresponde ao reconhecimento e defini¢do do

problema, o qual depende em grande parte da experiéncia ja adquirida no estudo de Processos

semelhantes.

Em uma etapa posterior, vem a escolha das variaveis de influéncia (VI) e das faixas de valores
em que essas varidveis serdo avaliadas, definindo-se o nivel especifico (valor) a ser empregado em
cada ensaio. Para este trabalho as varidveis de influéncia foram: Tipos de superficies revestidas

(heparina-cloreto de benzalconio e plasma) e nfio revestidas.
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TITULO DO TRABALHO:

&

YVARIAVEIS DE INFLUENCIA
Tipos de Buperficies

*Revestidas (HCB e PLASMA) *Nao Revestidas

VARIAVEIS DE RESPOSTA
Propriedades Analisadas

Caract Superficial  Rugosidade Angulc de Contato Hemocompatibilidade Envelhecimenio
¥
TOLERANCIA DE CONFIANCA
B%

PLANEJAMENTO A UTTLIZAR
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TAMANHGO DA AMOSTRA
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DETERMINACAO
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Figura 3.3- Fluxograma das etapas envolvidas no planejamento experimental.

49



Definidas as VI procede-se a escolha da varidvel de resposta (VR), as quais devem ser
mensuraveis, controlaveis e objetivas para a anélise dos resultados. Conjuntamente a esta escolha,
selecionam-se os instrumentos a utilizar com seu erro associado. As VR correspondem aos
resultados obtidos através dos ensaios de caracterizacdo superficial, rugosidade, angulo de contato,
hemocompatibilidade e envelhecimento natural, separadamente explicados com maior detalhamento

em itens posteriores.

Na seqliéncia, estabelece-se uma tolerdncia de confianca do experimento, que depende dos
erros associados a cada instrumento utilizado para medir as VR. Assim, a tolerfincia estabelecida foi

de 5%, significando 95% de confianca na afirmaco dos resultados das medicdes.

Define-se entdo o planejamento estatistico a ser empregado. Utiliza-se neste trabalho o do
tipo: “Planejamento Experimental Completo Aleatorizado por Blocos”, o qual permite realizar um
experimento com maior precisdo, o que reduz a influéncia de varidveis incontrolaveis, com o
objetivo de avaliar a influéncia dos revestimentos para uma dada variavel de influéncia,
bloqueando-se uma fonte de variabilidade, a qual deseja-se eliminar. Para este caso, verifica-se a
influéncia dos revestimentos sobre as diferentes medicdes dos ensaios de: rugosidade, angulo de
contato ¢ hemocompatibilidade. Ao bloquear-se assim os tipos de ensaios, cada bloco contém todos

os tipos de revestimentos os quais sdo aleatorizados dentro de cada bloco.

A seguir, escolhe-se um tamanho de amostra (N) para cada ensaio. Este valor, a principio, foi
selecionado a partir de bibliografias consultadas em que se realizam ensaios semelhantes com
materiais parecidos, constituindo este N um niimero que serd posteriormente comparado com outro

(Nc) devidamente calculado a partir de resultados experimentais.
Ensaia-se entfo N corpos de provas e determina-se com os resultados dos ensaios: a média

das medicBes, sua varidncia e desvio padrfio. Se existir algum resultado de uma ou mais réplicas que

podem ser questionaveis do resto dos valores e se deseja saber se pertence ou ndo as séries de
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resultados, aplica-se entfio o procedimento de Chauvenet para rejeitar ou manter esses resultados na

analise da amostra. Tal procedimento consiste no célculo da razfio de desvio padrio, DR:

iy,»-y}

DR=
S

Y;i=> componente dos resultados da amostra
y=média resultante dos componentes da amostra
S = desvio padrdo

O componente dos resultados y;- sera rejeitado se:
DR>Dr,
€ mantido se:

DR<DR, DR, = razdo padrdo (tabela de Chauvenet)

Por ultimo calcula-se N, para amostras pequenas, menores que 20, indicando-se para isto o

uso da distribuicdo ¢ de Student, tendo-se a seguinte relagio:

2
v.=(e3)
2 t=>t de Student (tabela)
S=a y—* S=Desvio padrdo
6= Intervalo de confianca
N.= numero de réplicas

Com o valor de N, calculado compara-se com o N dado inicialmente devido a experiéncias.
Se ¢ igual, entdo convergiu; caso contrario, recalcula-se 0 N, com um novo valor dc 2, at¢ quc

resultem valores repetidos. Para o caso de N<N,, entfo repete-se os ensaios preliminares com outro

N.

Nos diferentes ensaios utilizados neste trabalho e apresentados em item que seguem,

mostram-se 0s valores de N, calculados para cada ensaio especifico.
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3.4. Caracterizacao Fisica dos Revestimentos

A caracterizacio fisica dos revestimentos em substratos de tubos de PVC utilizados na
circulagdo extracorpérea (CEC) foi realizada através da analise de suas superficies, conforme os

itens que se seguem.

3.4.1. Caracterizacio superficial

Amostras para a caracterizacio superficial de superficies revestidas e nfo revestidas foram
extraidas de diferentes calibres de tubos de PVC mais utilizados em procedimentos de CEC.
Analisaram-se diferentes formatos extraidos de lotes iguais para os diferentes calibres de tubos.
Os formatos obtidos em forma de placas, discos e segmentos de tubos, sio especificos para cada

tipo de ensaio, apresentando as seguintes dimensdes:

- Placas de PVC: 15 x 50 mm
- Discos de PVC: & 10 mm
- Segmentos de tubos: 50 —100 mm

Em seguida, os corpos de prova foram lavados de acordo com procedimento explicado

anteriormente.

Apds a lavagem dos corpos de prova faz-se o revestimento dos substratos para serem

analisados nos diferentes ensaijos.

Os corpos de prova foram utilizados para a andlise superficial, via microscopia optica e
eletrbnica, para observagfo e caracterizagdo das superficies revestidas e néo revestidas presentes,

caracterizacio da topografia e espessura do revestimento.
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3.4.1.1. Microscopia Optica (MO)

Para a analise superficial geral utilizou-se para microscopia 6tica o banco metalografico
modelo Neophot-32, marca Zeiss, e microscopio 6ptico Reichert-Jung-Olympus, série 150, com
cdmera video SONY acoplada, utilizando luz polarizada, acoplado a sistema de andlise de

imagens, com soffware dedicado, que pertence ao LabioMec/DEMA/FEM/UNICAMP.

3.4.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para microscopia eletronica utilizou-se microscopio eletrdnico de varredura (MEV), marca
JOEL modelo JXA 840A, cujo sistema de andlise utiliza um espectrémetro de energia dispersiva

(Energy Dispersive Spectrometer) do Laboratério DEMA/FEM/UNICAMP. As condigbes de
- operagdo utilizadas foram:

a) corrente de filamento 200 A

b) tensdo de aceleracio do feixe 10KeV

As amostras foram analisadas no MEV em termos de homogeneidade do revestimento,
espessura, ades3o de células por areas (cinco 4reas diferentes por amostras), microanalises

pontuais e observagdes das irregularidades da superficie.

Para microanalise por feixe de elétrons das fases presentes nos revestimentos e suas
interfaces, foram utilizadas as seguintes condi¢6es: tensdo de 20 KV e corrente variavel conforme
condicGes do filamento, realizando-se analise em partes revestidas e nfo revestidas, assim como

nas fendas dos revestimentos.
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3.4.2. Rugosidade Superficial

A rugosidade superficial foi realizada nas superficies internas de oito jogos de tubos de PVC,

contendo trés amostras cada jogo, nos calibres de:

Tubo 3/16” (4,75mm),
Tubo ¥&” (6,35mm ),
Tubo 3/8” (9,52mm),
Tubo 2" (12,7mm),

para um total de 12 amostras de tubos nfo revestidas, com nfimero de replicas N=3.

O equipamento utilizado foi o rugosimetro S8P, fabricante Perthen, série n° 0892702, com
padréo de amplificagdo vertical Halle Gmbh, série n° EM 874, certificado n° PTB 039PTB96,
pertencente ao Centro de Tecnologia/UNICAMP. Na figura 3.4 mostra-se um esquema de como

funciona um rugosimetro.

g~gpalpador
b-unidade de
scisnomante
c-cmpl‘lﬁcndnr
d-regtrodor

Figura 3.4 Esquema de funcionamento de um rugosimetro

O processo de funcionamento consiste, basicamente, em percorrer a rugosidade com um
apalpador (a) de formato normalizado, acompanhado de uma guia (patim) em relacfo ao qual ele

se move verticalmente.
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Enquanto o apalpador € movimentado pela unidade de acionamento (b) e acompanha a
rugosidade, a guia (patim) acompanha as ondula¢des da superficie. O movimento da agulha &
transformado pelo amplificador (¢) em impulsos elétricos e registrados (d) no mostrador e no

grafico.

A calibragdo do rugosimetro S8P, utilizado para este trabalho, foi realizada utilizando-se o
apalpador RHT 6-50, n° 43157. Para a determinaco da constante do apalpador, foi utilizada o
padrio de amplificagfo vertical indicado acima, e condigdes de medi¢Ses de acordo com a norma
DIN 4768. A medida obtida ¢ a média de nove indicacdes para cada sentido, longitudinal e

transversal em cada jogo de calibre ndo revestido.

As condi¢Ges do ensaio foram:
Le=0,08 mm
L=1,75 mm
Ly=1,25 mm

Temperatura: 20 + 1 °C

Na figura 3.5 observa-se um exemplo dos resultados da medigio de rugosidade para uma
chapa de ago galvanizado. Obtido o perfil das irregularidades superficiais, representadas pela linha

vermelha do grafico, procede-se a determinagfio dos pardmetros de rugosidades.
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Figura 3.5 Exemplo de medigfo de rugosidade para uma chapa de ago galvanizado.

Os pardmetros de rugosidades adotados para avaliar a rugosidade de uma superficie sdo:

Rugosidade Média --— (Ra)
Rugosidade Maxima ---- (Rmax)
Rugosidade Total ---- (Rt)
Rugosidade Média aritmética ---- (Rz)

Rugosidade Média do Terceiro Pico e Vale (Rsz)

O parametro Ra (roughness average) representa a média aritmética dos valores absolutos

das ordenadas de afastamento (yi) dos pontos do perfil de rugosidade em relagfo 3 linha média,

dentro do percurso de medigdo (Im). Essa grandeza pode corresponder a altura de um retingulo,

cuja area ¢ igual 4 soma absoluta das areas delimitadas pelo perfil de rugosidade e pela linha

média, tendo por comprimento o percurso de medi¢io (Im), figura 3.6.
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Figura 3.6 Determinagio da Rugosidade Média (Ra)

A Rugosidade maxima (Rmax) esta definida como o maior valor das rugosidades parciais (Zi)
que se apresenta no percurso de medigdo (Im). Por exemplo: na figura 3.7, o maior valor parcial € o

73, que esta localizado no 3° cut off, e que corresponde a rugosidade Rmax.

I w3
Ny N N
1
- .\\/ / M’ 3
®
‘ 1
fe
£y £  En
gt

Rugosidode Ry definido psis rugosidode porciol {neste coso Z3)

Figura 3.7 Determinacio da Rugosidade Méxima (Rmax)

O parimetro rugosidade total (Rt) corresponde a distincia vertical entre o pico mais alto e o
vale mais profundo no comprimento de avaliacdo (Im), independentemente dos valores de
rugosidade parcial (Zi). Na figura 3.8, pode-se observar que o pico mais alto estd no retingulo Z;,
e que o vale mais fundo encontra-se no retdngulo Z;. Ambos configuram a profundidade total da
rugosidade Rt.
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Figura 3.8 Determinago da Rugosidade Total (Rt)

A rugosidade média (Rz) corresponde 4 média aritmética dos cinco valores de rugosidade
parcial. Rugosidade parcial (Zi) € a soma dos valores absolutos das ordenadas dos pontos de
maior afastamento, acima e abaixo da linha média, existentes no comprimento de amostragem
{cut off). Na representacdo grafica do perfil, esse valor corresponde a altura entre os pontos

maximo e minimo do perfil, no comprimento de amostragem (le), figura 3.9.

i+ Za+iztLgtis
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Ped N !:lt Nl

te
8v ém én
£t

Rugosidode porciol Z: poro definir Rz
Figura 3.9 Determinacio da Rugosidade Média Aritmética (Rz)

O parametro rugosidade média do terceiro pico ¢ vale (Rsz) consiste na média aritmética
dos valores de rugosidade parcial (3Zi), correspondentes a cada um dos cinco modulos (cut off).

Em cada médulo foram tragadas as distdncias entre o terceiro pico mais alto e o terceiro vale mais
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fundo, em sentido paralelo 2 linha média. Na figura 3.10 ilustram-se os cinco modulos com os
valores 3Zi(i=de 1 a5).

3z, 32, 323 3z, 2z

T

in = 8 g fe

3Zq+ 322 + 323 + I3Zs + 325
R32= = 5 s

Figura 3.10 Determinagfo da Rugosidade Média do terceiro pico e vale (Rsz)

Para este trabalho serfio medidos todos os pardmetros e depois de obter os resultados sera
necessario um analise para determinar qual deles avalia melhor a topografia da superficie interna
dos tubos de PVC.

3.4.3. Medidas de Angulo de Contato

O angulo de contato representa o pardmetro basico para definir a molhabilidade da superficie.

Os métodos para medicio do angulo de contacto em solidos sfio: Método “sessile drop”,
Meétodo dindmico “Wilhelmy”, Método de fibra Gnica “Wilhelmy”, Método “powder contact
Angle”. Para medicdo do 4ngulo de contato no caso que sejam liquidos existem duas vias: o método
estatico € o método dindmico. Dentro do método estatico encontram-se os seguintes métodos:
Meétodo “Du Nouy Ring”, Método “Wilhelmy Plate”, Método “Spinning Drop ” ¢ o Método
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“Pendant Drop”. No caso do dinfmico encontram-se: Método “Bubble pressure” e Método “Drop
Volume” (KRUSS, 2001).

O conceito do &ngulo de contato € baseado na energia superficial. Quando uma goticula
interage com uma superficie s6lida, ela atinge uma forma de equilibrio. A Goticula pode ser

caracterizada pelo 4ngulo formado na regifio onde o liquido contata a superficie s6lida. Este 4ngulo
€ chamado de 4ngulo de contato.

A determinacio do angulo de contato neste trabalho foi realizada utilizando o gonidémetro
NRLCA, modelo Ramé-Hart 100-00, que usa o método sessile drop. Este equipamento pertence ao
Laboratério de Plasma/Depto de Fisica-Quimica/UNESP-Guaratingueta. Ele contém uma cimara de
video que grava a imagem de uma gota de agua deionizada (0,2 pl em volume) depositada sobre a
superficie da amostra utilizando uma micro-seringa. Também possui um sofiware dedicado para
analise de imagem, o RHI 2001 Imaging Software, que determina o angulo de contato entre o plano

tangencial 4 gota (calculado desde a imagem) e um plano paralelo 2 interface gota- cie.

O conceito de angulo de contato pode ser usado quantitativamente para medir a interagio
entre quaisquer liquidos e superficie sélida, figura 3.11. O componente da energia superficial livre
do liquido e solido pode ser modelada vetorialmente. A definigfio de 4ngulo de contato pode ser

escrita como uma soma vetorial:

YSV - YSL = YLV. Cos @

nv = Energia livre superficial do liguido.
¥s1. = Energia livre interfacial entre o sélido e o liquido.

¥sv = Energia livre superficial do sélido.
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Figura 3.11 - Diagrama do angulo de contato.

Além de ser medido o dngulo de contato, foi calculado através do programa do equipamento a
energia superficial harménica e geométrica, assim como o trabalho de adesfo. Foi necessario para
isto fazer medidas do 4ngulo de contato com Diodometano (apolar) e 4gua deionizada (polar). O
nimero de réplicas por amostras analisadas foi N=5, para cada condicfio de revestimento.

3.4.4. Espectroscopia de Infravermelho com Reflexdo interna Multipla (MIR)

A absorc¢do da radiagdo Infravermelha (Iv) (de comprimentos de onda entre 800 e 300000
nm) provoca alteracdes na energia térmica das moléculas, nomeadamente da energia rotacional,

vibracional e/ou translacional. A energia térmica de uma molécula € dada pela férmula:

Er=E +E+E +Ey
Er - Energia térmica da molécula
E, - Energia eletronica
E, - Energia translacional
E, - Energia rotacional

Ey - Energia vibracional
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A espectrometria de infravermelho estuda estas transi¢des como resultado da absorgio da

radiacdo Iv. As técnicas espectroscopicas de infravermelho consistem em:

a) medigdo do espectro vibracional de uma amostra, através da qual se faz passar a
radiacdo de infravermelho,
b) registro dos comprimentos de onda que foram absorvidos,

¢) e determinagfo da intensidade de absorgio da radiacio.

Sabendo que a quantidade de energia absorvida é funggo do niimero de moléculas presentes e
que cada molécula tem um conjunto especifico de freqliéncias de vibragfio que a caracterizam, esta
andlise fornece uma informagc8o tanto qualitativa como quantitativa. Isso identifica uma substéncia
desconhecida, por comparagio do seu espectro de infravermelho com os espectros de substéncias

conhecidas, até encontrar um igual ou préximo.

‘ A regido do espectro eletromagnético no Infravermetho pode ser dividida em 3 secgdes
principais: Iv préximo (350 a 800 nm), Iv médio (2000/2500 a 16000 nm) e Iv longinquo (16000 a
300000 nm). A zona das impressdes digitais, de maior interesse para fins analiticos, é a do Iv médio
(OLIVEIRA, 2001).

Para a presente andlise, a espectroscopia de infravermetho com reflexfio interna multipla
refere-se & absorgdo parcial e reflexfio atenuada de uma onda de infravermelho incidente, com
trajetéria paralela a uma interface entre dois meios de indices de refracfio diferentes. Nesta técnica, a
amostra fica em contato com a superficie do cristal e os raios infravermelhos se refletem
internamente através da mesma. O raio emitido tem absorgdo caracteristica dos varios grupos
quimicos da superficie. O raio incidente penetra de 1000 a 10 000 A na amostra, mas essa
profundidade pode ser variada utilizando-se cristais com indices de refraciio diferentes. Quanto
maior o indice de refracio, menor ¢ a profundidade de penetragfio, o que leva a uma maior
sensibilidade. O uso de cristais com 4ngulos diferentes também permite a variacio do alcance da

técnica. Geralmente utilizam-se angulos de 30, 45 ou 60°, porém obtém-se maior profundidade para
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cristal com angulo de 30°. Esta técnica € comumente conhecida como espectroscopia ATR ou MIR,

que significa a combinacfo a espectroscopia de Iv, com a 6ptica da reflexdo total atenuada.

Como principais vantagens do método podem ser relacionadas as seguintes, segundo FINK e

CHITTUR (1986):

a) Rapida aquisicgio de dados, até 10 espectros por segundo. Dados podem ser obtidos quase
que continuamente € os resultados podem ser apresentados num tempo real.

b) Capacidade de obtenco de dados de sistemas fisiolégicos intactos em ambientes aquosos
através da subtracio do background.

¢) Potencial para andlise de multi-componentes de espectros complexos.

d) Observacio de conformacio macromolecular através da desconvolugfio de caracteristicas
espectrais.

e) Nio requer preparacio destrutiva da amostra e permite o estudo de sistemas moleculares
sem rompeé-los.

f) Sensibilidade a superficie.

g) Simplicidade do procedimento de medida.

Apesar das vantagens mencionadas anteriormente, na utilizac&o da técnica por MIR o contato

entre a amostra e o cristal especial denominado elemento de reflexfio interna deve ser perfeito € a

superficie do filme deve ser lisa, homogénea e regular para a obtencéio de resultados satisfatérios,
devido 4 grande dificuldade relacionada a reprodutibilidade do método.

Na figura 3.12 mostra-se um exemplo de espectro de PVC tipico, segundo arquivos-base do
Instituto de Quimica da UNICAMP.
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Figura 3.12 Espectro MIR de um poli(cloreto) de vinila (PVC) tipico.

O resultado de uma caracterizagiio por espectroscopia no infravermelho & €Xpresso em um
espectro de infravermelho. Nesta regidio do espectro de radiacdes eletromagnéticas, a absorgio da
energia, para comprimentos de ondas (ou freqiiéncias) bem definidos, provoca vibrages e rotaces
moleculares dos componentes das moléculas organicas. Assim, os espectros de infravermelho sio
formados por linhas (picos e bandas) de absorgfio, cujas posicdes e intensidades correspondem a
presenca de ligagSes e grupamentos quimicos especificos que formam a constituicHio e a composicio
quimica da amostra caracterizada. Para este ensaio foram somente analisadas amostras Ginicas para

trés condigdes diferentes de revestimentos.

As andlises para a obtengdio dos espectros de infravermelho das trés amostras de PVC foram
realizadas na Central Analitica - Instituto de Quimica/Unicamp e o equipamento utilizado foi
NICOLET 52 FT-IR SPECTROMETER.



3.5. Avaliac@o da Hemocompatibilidade (in-vitro)

Para avaliar a hemocompatibilidade dos revestimentos praticados sobre os substratos de PVC,

foram analisados através de exame de laboratorio hemostatico os seguintes pardmetros:

e Tempo de Protrombina (TP)

e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)
e Tempo de Trombina (TT)

e Fibrinogénio

e Contagem de Plaguetas

Os exames foram realizados no laboratério de hemostasia do HEMOCAMP/UNICAMP, foi

necessario coletar sangue fresco diretamente de um Unico doador voluntario. Nunca se utilizou

sangue estocado em bolsa.

O protocolo realizado para os testes de hemocompatibilidade neste trabalho s3o:

1-

Ja cortados os segmentos de tubos com comprimentos dependendo do calibre selecionado,
dependendo do volume de sangue a ser analisado, com namero de réplicas n=3, estando o
mesmo nimero de réplicas revestidas e ndo revestidas por diferentes métodos, tendo por
Gltimo passo uma esterilizagdo com 6xido de etileno, e entfio procede-se o blogueamento
de uma das extremidades das amostras de tubo.

Coloca-se uma porcentagem de anticoagulante; para este caso foi utilizado o citrato.
Procede-se ao preenchimento dos tubos com sangue humano fresco retirado no momento,
depois tampa-se os segmentos de tubos. Retira-se também uma amostra de sangue, que
sera o “controle”, para isto determinam-se todos os pardmetros imediatamente.
Homogeneizar a 8 rpm as amostras de tubos agora bloqueadas pelos dois extremos.
Depois de transcorridas umas 2 horas de homegenizacfo, fazer contagem de plaguetas.
Depois centrifugar o sangue a 3000 rpm por 15 minutos, para obter o plasma.
Determinar-se o TP, TTPA, TT e Fibrinogénio para as diferentes amostras de plasmas

provenientes dos tubos revestidos e n#o revestidos.

A CE
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8- Paralelamente, lava-se os segmentos de tubos com solugfo salina e so encaminhados

para analise no microscopio.

O fibrinogénio, TP, TTPA e TT foram determinados fazendo uso do aparelho
TROMBOLIZER-COMPACT XR, do fabricante Organon Teknika, também chamado de

coagulometro. Ele € um aparelho Photo-6ptico automatizado, na figura 3.13 é mostrado.

Figura 3.13 Coagulometro TROMBOLIZER-COMPACT XR, do centro HEMOCAMP /
UNICAMP.

As contagens de plaquetas foram realizadas utilizando o equipamento ADVIA-120, com
leitura a laser do fabricante BAYER. Antes de cada medigio o sangue foi homogenizado através do

Homogenizador de sangue PHOENIX AP-22, com velocidade de rotag8o de 8 rpm.

3.5.1. Tempo de Protrombina (TP)

Quando se realiza o teste tempo de protrombina (TP), esse vai medir o tempo necessario para
um coagulo de fibrina se formar em uma amostra de plasma citratado ap6s a adigdio de fons de
calcio e tromboplastina de tecido (fator III). Devido as diferencas de sensibilidade dos reagentes
utilizados por diferentes fontes, a Organizacio Mundial de Satde recomenda uma padronizagio
utilizando-se uma tromboplastina de referéncia mundial, a partir da qual se calcula um indice de
correclio denominado ISI (International Sensitivity Index). O INR (International Normalized Ratio)

€ a relagdo do TP do paciente com o TP do “pool” normal, elevado ao ISL
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Os objetivos deste teste sdo:
a) Fornecer uma avaliagfio global dos fatores de coagulagio extrinsecos V, VIl e X e de
protrombina e fibrinogénio.

b) Monitorar a resposta para a terapia de anticoagulante oral.

Os valores de referéncia para sangue humano s3o: TP — 10 a 14 segundos (normal).

Um TP prolongado pode indicar doenga hepética ou deficiéncia em fibrinogénio, protrombina
ou fator VI, VII ou X (testes especificos podem identificar tais deficiéncias). Pode também indicar
deficiéncia de vitamina K em pacientes que nfio estejam recebendo anti-coagulantes. Para pacientes
em tratamento com anti-coagulantes orais, um TP com INR excedendo a 3,0 pode ser indicativo de

deficiéncia de vitamina K.

Um TP prolongado pode resultar do uso de corticotropina, esterdides anabolisantes, resina
colestiramina, heparina E.V. (com 5 horas de coleta) indometacina, dcido mefenimico, metimazole,
oxifembutazona para-aminosilato, fenilbutazona, fenitoina, propiltiouracil, quinidina, quinino,

hormdnios tireoideanos, vitamina A ou abuso de alcool.
O resultado de TP prolongado ou encurtado pode surgir apés a ingestdo de antibioticos,

barbitaricos, hidroxizina, sulfonamidas, salicilatos (mais do que 1 g/dia prolonga o TP), dleos
minerais ou clofibrato (LABES, 2000).

3.5.2. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

O teste de Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) ¢ usado para avaliar todos os
fatores de coagulagio da via intrinseca — exceto plaquetas — por meio da medicdo do tempo

necessario para formagio de um coagulo de fibrina apés a adigdo de emulsfo de célcio e fosfolipidio
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a uma amostra de plasma. Um ativador, tal como o caolim, é usado para diminuir o tempo de

coagulaggo.

Os objetivos deste teste sfo:
¢ Ajudar no rastreamento pré-operatério com relacfio s tendéncias de
sangramento.
e Rastrear deficiéncias congénitas dos fatores de coagulacio.

e Monitorar a terapia com heparina.

Os valores de referéncia de TTPA sfo: 25 a 36 segundos.

Um TTPA prolongado pode indicar uma deficiéncia de determinados fatores de coagulacio
do plasma, terapia de longo prazo com varfarina, a presenca de heparina ou a presenca de produtos
de diviséo da fibrina, fibrinolisinas ou anti-coagulantes circulantes que sfo anticorpos para fatores
especificos de coagulagio (LABES, 2000).

3.5.3. Tempo de Trombina (TT)

O teste de tempo de trombina (TT) plasmética mede a velocidade com que um coagulo se
forma quando uma quantidade padrio de trombina bovina ¢ adicionada a uma amostra de plasma
pobre em plaquetas do paciente e uma amostra de controle normal de plasma pobre em plaquetas.
Apos a adi¢do da trombina, o tempo de coagulagfio para‘cada amostra é registrado e comparado.

Este teste permite uma estimativa répida, porém imprecisa, dos niveis de fibrinogénio do plasma.

Os objetivos do teste sdo:
e Detectar deficiéncias ou defeitos de fibrinogénio.
® Auxiliar no diagnéstico de CID ou doenga hepética.
® Monitorar a efetividade de tratamento com heparina ou agentes

tromboliticos.
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Valores de referéncia TT - 9 a 15 segundos.

Um tempo de trombina prolongado pode indicar uma terapia de heparina, doenga hepética,
coagulagdio intravascular disseminada , hipofibrinogenemia, disfibrinogenemia. Os pacientes com
tempo prolongado de trombina podem necessitar da medigfio dos niveis de fibrinogénio; em caso de

suspeita de CID, ¢ também necessério o teste para produtos de divisdo de fibrina (LABES, 2000).

3.5.4 Fibrinogénio

O fibrinogénio (Fator I) origina-se no figado e € convertido em fibrina durante a coagulacgo.
Em razfio da fibrina ser necesséria para a formac8o de coagulos, a deficiéncia de fibrinogénio pode

produzir desordens de sangramento de carater leve a grave.

Este teste € usado para medir a quantidade de fibrinogénio em uma amostra de plasma
sangilineo. Observar que a deficiéncia de fibrinogénio pode também prolongar o TTPA, TP ¢ tempo

de trombina.

O objetivo do teste € auxiliar no diagnostico de suspeita de desordens de sangramento ou

coagulacio causadas por anormalidades nos valores de fibrinogénio.

Valores de referéncia: 150 - 370 mg/dl (1,5 a 3,7 g/1) (normal).

Niveis deprimidos de fibrinogénio podem indicar a fibrinogenemia congénita,
hipofibrinogenemia, CID, fibrindlise, doenca hepética grave, cancer metastitico ou lesfes da

medula 6ssea. Trauma ou complicagGes obstétricas podem também causar niveis baixos.

Os niveis de fibrinogénio abaixo de 100 mg/dl impedem uma interpretacdio dos testes de

coagulaco que tenham um coagulo de fibrina como um ponto final.
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Os niveis elevados podem ocorrer durante o terceiro trimestre da gravidez e em mulheres que
tomam contraceptivos orais. O fibrinogénio é um regente de fase aguda e podem ocorrer niveis altos

em pacientes com infecgio aguda, desordens de coldgenc, neoplasias, nefrose ou hepatite.

Pesquisas recentes ressaltam a importéncia da influéncia da taxa de fibrinogénio na aceleragiio
da formagdo de tombos. Uma taxa elevada altera para mais a hipercolesterolemia, além de exercer

influéncia na hiperagregabilidade plaquetéria (LABES, 2000).

3.5.5 Contagem de Plaquetas

As plaquetas ou trombdcitos promovem a coagulagfo, ou seja, a formagio de um coagulo

hemostatico em locais de comprometimento vascular.

A contagem de plaquetas € o mais importante teste de rastreamento da funcio plaguetaria.

As contagens precisas sdo vitais.

Os objetivos do teste sdo:
e Avaliar a producdo ou utilizagio de plaquetas.
e Avaliar os efeitos da quimioterapia ou radioterapia na producio de
plaquetas.
e Diagnosticar ou monitorar trombocitose ou trombocipenia.
e Confirmar uma estimativa visual da quantidade e¢ morfologia da

plaqueta a partir de um filme sanguineo colorido.

Valores de referéncia: método automatizado, com eventual estudo morfologico com

esfregacos corados, as contagens normais de plaquetas variam entre 130.000 a 370.000/ml.
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Uma contagem diminuida de plaquetas (trombocitopenia) pode resultar de medula Ossea
apléstica ou hipopléstica; uma doenga infiltrativa de medula 6ssea como, por exemplo, carcinoma
ou leucemia; hipoplasia megacariocitica; trombopoiese infecciosa proveniente de deficiéncia de
acido folico ou vitamina B(12); actimulo de plaquetas em um bago aumentado; destrui¢io
aumentada de plaquetas devido a drogas ou desordens imunes; coagulagdo intravascular

disseminada; sindrome de Bernard-Soulier; ou lesGes mecénicas as plaquetas.

Uma contagem aumentada de plaquetas (trombocitose) pode resultar de hemorragias,
desordens infecciosas, céncer, anemia por deficiéncia de ferro, cirurgia recente, gravidez, ou
esplenectomia e desordens inflamatérias. Em tais casos, a contagem de plaquetas retorna ao
normal apds o paciente recupera-se da desordem primaria. Todavia, a contagem permanece
elevada em trombocitomia primaria, mielofibrose com metaplasia mieléide, policitemia vera e
leucemia mieldide cronica. Em tais desordens, as plaquetas podem estar disfuncionais, resultando

em sangramento (ALPHA, 2000).

3.6 Avaliagao do Envelhecimento no Revestimento

Na literatura mencionam-se normas ¢ procedimentos para avaliar o envelhecimento de
materiais poliméricos, inclusive do PVC, mas n#o foi possivel encontrar uma norma ou técnica que
caracteriza este processo para tratamentos superficiais com substratos poliméricos. Por isso a
proposta neste trabalho serd analisar o envelhecimento dos revestimentos através de uma analise

superficial dos substratos.

Como se sabe, o PVC ¢ relativamente instavel sob a a¢@io de temperaturas elevadas ou de luz
ultravioleta. Para temperaturas superiores a 160°C apresenta perda inicial de 4cido cloridrico e
formagsio de polienos (seqgiiéncia de duplas ligagSes conjugadas), depois as seqiiéncias poliénicas
sfio rapidamente oxidadas por reagBes em cadeia via radicais livres. Seguidamente os peroxidos
formados se decompdem rapidamente e os radicais gerados no decorrer da oxidagdo atacam os

meros intactos e iniciam uma perda adicional de 4cido cloridrico, segundo AGNELLI (2001). Para
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este trabalho, as temperaturas no ultrapassam os 60°C, questfio importante para ndo interferir na
estabilidade do revestimento.

Os ensaios de envelhecimento se baseiam na causa e efeito, desde que um material submeta-
se a este tipo de ensaio, obviamente o efeito esperado nada mais serd que a sua degradaciio.
Entretanto, a causa nfio € tdo simples de se determinar, pois ests ligada a varios fatores de meio
ambiente, requerendo que o ensaio tenha uma preparago e planejamento adequados, inerentes as
suas caracteristicas intrinsecas. Assim originam-se os ensaios de “Envelhecimento Natural”, que
avaliam as causas e efeitos sofridos por um material ou grupo de materiais expostos diretamente ao
meio natural de utilizagfio. J4 os ensaios acelerados ou de “Envelhecimento Artificial” reproduzem
em laboratério o aspecto sinergistico da atmosfera de forma que se possa correlaciona-lo com as

condigGes encontradas no meio natural.

Para este trabalho, as amostras revestidas serfio analisadas através do envelhecimento natural,
segundo ROSE (1996). Os elementos do meio mais importantes para este teste sdo: a luz
ultravioleta (U. V.) da radiagdo solar, temperatura, umidade, vento, poeira e poluentes. Destes
elementos climaticos, muitos serfio nulos para este estudo, j4 que as amostras analisadas estarfio

expostas as seguintes condigdes:

a) Temperaturas entre 22 —32 °C
b) Baixa umidade
¢) Poeira e poluentes (0%, as amostras foram embaladas e seladas hermeticamente

d) Baixa radiacfio solar, condi¢Bes de laboratorio
As amostras de segmentos de tubos revestidas com solugio de heparina—cloreto de

benzalconio, esterilizadas e embaladas foram mantidas por 8 meses nas condicSes anteriores, logo

depois foram analisadas via microscopia éptica de varredura (MEV).
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CAPITULO 4

Resuitados e Discussodes

Introducéo

Na andlise de resultados apresentam-se figuras e tabelas comparativas para cada umas das
caracterizacOes, assim como graficos que esclarecem cada questfio tratada e fundamentalmente a

variagio de cada umas das propriedades com o tipo de revestimento ou calibre de tubo usado.

A seguir, mostram-se e esclarecem-se algumas das predi¢des que teoricamente alguns
pesquisadores da 4rea mencionam e outros contradizem. Analisam-se resultados dos ensaios
experimentais tais como: analise das superficies via microscopia 6ptica e microscopia eletrdnica
de varredura, rugosidade superficial, 4ngulo de contato, espectroscopia de infravermelho com
reflexdio interna miltipla (MIR), tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA), tempo de trombina (TT), fibrinogénio, contagem de plaquetas e envelhecimento

natural dos revestimentos.

Encerrando este capitulo, encontra-se um item contendo discussdes finais.
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4.2 Caracterizacao Fisica dos Revestimentos
4.2.1 Caracterizacao Superficial
Como se explicou no capitulo anterior, com respeito & caracterizagio dos revestimentos, €

muito importante a topografia superficial e o aspecto geral dos revestimentos, questfio esta que

sera apresentada a seguir, detalhando os resultados obtidos.

4.2.1.1 Microscopia Optica (MO)

O objetivo fundamental deste ensaio € observar a superficie de cada uns dos calibres de
tubos revestidos e ndo revestidos, identificar a existéncia de alguma orientacdo de ranhuras

superficiais € observar a diferenca do substrato revestido e nfo revestido.
Na figura 4.1, observa-se a superficie dos diferentes calibres de tubo-PVC no revestidos

[tubo 3/16” (4,75mm), tubo %47 (6,35mm ), tubo 3/8” (9,52mm) e tubo 4~ (12,7mm)]. Mostra-se

a orientagdio do material formando linhas paralelas, para o aumento indicado em cada micrografia.
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Figura 4.1.Micrografias superficiais dos tubos de PVC ndo revestidos de calibres diferentes.
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Figura 4.1. Micrografias superficiais dos tubos de PVC ndo revestidos de calibres
diferentes. (continuacio)

As micrografias foram tomadas de diferentes regides dos tubos, cortadas em forma
longitudinal. E dificil afirmar que todos os calibres analisados apresentam exatamente esta
aparéncia. Muitas vezes encontram-se ranhuras muito profundas em outros lotes fornecidos, mas

para este trabalho essa variavel foi bloqueada e as analises foram feitas utilizando o mesmo lote.

Observa-se também na figura 4.1 como as ranhuras direcionadas longitudinalmente
desaparccem a medida que aumenta o didmetro do tubo. Esta afirmagfio somente sera

complementada com a determinagéo da rugosidade dos calibres posteriormente.

Na figura 4.2 mostra-se uma comparago entre as micrografias do tubo 3/8” (9,52mm) para
superficies revestidas e ndo revestidas. Nota-se que ndo existe muita diferenca entre o substrato
revestido ¢ ndo revestido para este nivel de aumento. Para todos os calibres o comportamento foi
similar, ndo foi possivel apreciar uma diferenca marcante. Por isso somente foi apresentada a

micrografia de um calibre.
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Figura 4.2 Micrografias superficiais MO do calibre PVC 3/8” (9,52 mm): A) PVC ndo
revestido; B) PVC revestido com heparina-cloreto de Benzalconio.

E importante mencionar a dificuldade deste tipo de ensaio. Em primeiro lugar, para
focalizar a superficie foram necessdrios vérios dispositivos e iluminagdo adicional; outra
dificuldade foi que alguns substratos eram curvos pela geometria do tubo, o que proporcionava
pontos de desfoque na micrografia. E, por Gltimo, a transparéncia das amostras prejudicava a
utilizacio de aumentos superiores, j& que nfio existe reflexdo da luz dificultando a analise

superficial das amostras.
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Conclui-se neste ensaio que os diferentes calibres de PVC analisados, quanto 2 anélise
superficial via MO, apresentam rasgos de orientagio das ranhuras deixadas pelo processo de
fabricagfo, no sentido da extrusdo. Quando sfo revestidos os substratos, sdo mantidos para este
nivel de aumento caracteristicas similares, ou seja, talvez o revestimento nio seja suficientemente
espesso para retificar as ranhuras da superficie sem revestimento. Comprova-se também que a

superficie ndo revestida nfo € totalmente lisa.

4.2.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizag8o superficial dos substratos dos tubos de PVC e dos revestimentos foi
aprofundada através da utilizago do Microscépio Eletronico de Varredura (MEV). Com o MEV
foi possivel chegar a aumentos muitos superiores ¢ realizar microanalise em determinadas zonas.
Para efetuar a andlise, as amostras sfo fixadas em uma base de aluminio e revestidas por um

filme fino condutor. Neste caso utilizou-se ouro, depois sdo colocadas no MEV.

Na continuacfo apresentam-se os resultados das analises para cada amostra revestida e nfo
revestida, além das micrografias dos substratos depois do teste de hemocompatibilidade, depois

de estar em contato com sangue humano fresco.

Micrografias (MEV) dos tubos revestidos pelo método | (Revestimento com
Heparina)

Os resultados das micrografias dos substratos analisados via MEV foram NUMeErosos,
devido a grande variedade de substratos tratados. Seguidamente apresenta-se exemplares mais
comuns das superficies dos substratos de PVC nfio revestidos e revestidos com heparina-cloreto

de benzalc6nio, figura 4.3.
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Figura 4.3 Micrografias superficiais MEV, do substrato de PVC: A) PVC néo revestido; B)
PVC revestido.

Observa-se na figura 4.3 a diferenga entre a superficie de PVC revestida com heparina-
cloreto de benzalconio e ndo revestida. Nas micrografias pode-se notar que o revestimento forma

uma topografia diferente quando reveste o substrato, questio de dificil apreciacdo via
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microscopia Optica. Muitas fendas aparecem quando se efetua o revestimento. Isso pode ser
provocado pela maneira de revestir o tubo com a solugio de heparina-cloreto de benzalcbnio: os
substratos na maioria das vezes eram colocados verticalmente dentro da estufa no momento da

secagem, podendo surgir as microfendas observadas, ndo visiveis na microscopia dptica.

Para ter certeza de que a superficie foi revestida completamente e que as fendas formadas
nos revestimentos também contém solugdio de revestimento, foi realizada uma microanslise em

pontos dentro e fora da fenda (matriz), como se observa na figura 4.4,

4

Figura 4.4 Micrografia do substrato revestido de PVC via MEYV, com os pontos do
microanalise.1) <+ Fenda --;2) @ Matriz.

Os resultados do microanélise sfio apresentados na tabela 4.1 (média de 5 pontos para cada
regifio de fenda e matriz). Os valores obtidos n3o caracterizam a composicdo do revestimento nos
diferentes pontos, resultando em todos os casos valores que identificam o substrato de PVC. A
explicagfo destes resultados é conseqiiéncia da espessura do revestimento, sendo muito fino para
a microandlise. Serfo necessarios testes adicionais para afirmar que o revestimento estd presente
em todas as micro-superficies das amostras. Isto sera verificado no teste de hemocompatibilidade

e logo depois analise via MEV,
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Tabela 4.1 Resultados da microanalise feita no revestimento Heparina—Cloreto

Benzalcdnio

de

ANALISE PONTUAL DO REVESTIMENTO HEPARINA-CLORETO DE BENZALCONIO

POSICAC % wt Cl % wit §
@ Fenda 100 % 0%
@ Matriz 100 % 0%

OBS: As porcentagens sdo relativas a Cl (substrato) / S (revestimento); ndo sfio considerados outros elementos
presentes. O elemento C nfo foi analisado por se tratar de elemento leve, ndo detectavel nas condi¢Bes

de ensaio disponiveis.

A incognita agora seria a espessura do revestimento de heparina-cloreto de benzalconio.

Para isto realizam-se cortes transversais de amostras revestidas e analisam-se com aumentos

maiores (x 7 000). O resultado pode observar-se na figura 4.5.

O revestimento apresenta uma espessura aproximada de 1 pm regular em toda a extensdo da

superficie, formando uma interface definida com o substrato de PVC, como se mostra na figura

4.5.

transversal do tubo de PVC revestidos, em que mostr
revestimento de heparina, aproximadamente 1pum.
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Micrografias (MEV) dos Tubos Revestidos pelo Método Il (Revestimento com

Plasma)

Das micrografias dos substratos revestidos pelo método IT (revestimento por plasma) foram
selecionadas algumas e na continuagio, mostra-se o revestimento que apresentou melhores

propriedades.

Dentro dos revestimentos realizados, em que varios gases foram injetados no reator de
plasma, o revestimento com hexafluoreto de enxofre (SFs) foi o mais representativo. Os outros
foram também observados via MEV, mas ndo serfo apresentados a seguir, por apresentarem

propriedades inferiores ao SFq.

A figura 4.6 mostra as micrografias de vérios aumentos do revestimento com SFs, ou seja,

aspecto superficial do filme fino depositado sobre o substrato de PVC.
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Figura 4.6 Micrografias realizadas pelo MEV da superficie tratada com plasma de SFs
(Hexafluoreto de Enxofre). A) Aumento de x500 B) Aumento de x1500 C)
Aumento de x7000.
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Como se observa na figura 4.6, o filme depositado sobre a superficie também apresentou
varias micro-placas uniformemente distribuidas, diferentes das ranhuras do substrato. Observa-se
na micrografia de maior aumento detalhes de camadas superpostas proprio do procedimento de

deposicdo de filmes finos através de plasmas.

Micrografias (MEV) dos Tubos Revestidos pelo Método | (Revestimento com
Heparina), depois de estar 2,5 horas em contato com sangue humano

Os tubos revestidos com heparina-cloreto de benzalconio foram esterilizados e colocados
em contato com sangue humano por 2,5 horas. Os tubos analisados seguiram o protocolo

utilizado no teste de hemocompatibilidade, que no capitulo anterior se descreve.

As amostras de tubos bloqueadas nos extremos e preenchidas com sangue humano fresco
foram homogeneizadas durante duas horas a 8 rpm, no equipamento homogeneizador PHOENIX-
AP 22 do laboratério do Hemocentro-Unicamp. Seguidamente retira-se o sangue para realizar os

testes de hemocompatibilidade e os tubos so lavados, secos e encaminhados para o MEV.

Os resultados das micrografias pelo MEV s3o mostrados na figura 4.7. Nesta figura,
observa-se uma grande diferenca entre os tubos revestidos (coluna direita) e ndo revestidos
(coluna da esquerda). Verifica-se que para os substratos nfio revestidos existe uma adsor¢do
apreciavel de plaquetas e células em varias regides dos tubos. J4 para os tubos revestidos a
adsor¢o de plaquetas € menor, em que podem ser observadas as ranhuras do substrato, ja que o
revestimento foi liberado ao sangue em contato durante as 2,5 horas, evitando uma a adsorgio de

componentes celulares.
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x 1500 x 1 500

x 1500

x 1 500

Figura 4.7 Microestruturas obtidas pelo MEV dos tubos de PVC em varias regides ndo revestidos
(coluna da esquerda) e tubos revestidos com heparina-cloreto de benzalcénio (coluna
da direita), depois do contato com sangue por 2,5 horas.
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x 500 x 1500

x 5000 x 5000

Figura 4.7 (continuagdo) Micrografias obtidas pelo MEV dos tubos de PVC em vérias regides ndo
revestidas (coluna da esquerda) e tubos revestidos com heparina-cloreto de
benzalconio (coluna da direita), depois do contato com sangue por 2,5 horas.

Em estudo mais profundo, verificou-se que algumas células eram encontradas nas
microfendas do revestimento em poucos corpos de prova. Isso se deve muitas vezes 2 qualidade de
uniformidade do revestimento, pode ser que em algumas microfenda nfo exista presenga do
revestimento, provocando a exposigo do substrato e a imediata adsorcdo de proteinas e logo depois
a adsorgdo de elementos celulares. Isto foi confirmado no Departamento de Biologia celular da

Unicamp, segundo MOREIRA et al. (2000).

Em alguns substratos de PVC ndo revestidos em contato com o sangue observa-se camada
homogénea de proteinas e componentes celulares, que foram primeiramente adsorvidas pelo PVC

e logo depois se estabilizou, formando um revestimento com caracteristicas parecidas ao
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endotélio. Este fato chamou a atencio a muitos pesquisadores da area, definindo esta camada
como “neo-intima”. A continuagdio apresentam-se na figura 4.8 algumas micrografias que

sugerem que sejam caracteristicos da neo-intima.

As micrografias obtidas pelo MEV mostram a suposta neo-intima formada sobre o0s

substratos de PVC ndo revestidos.

x 1 500 x 3 000

x 1 500 x 500

Figura 4.8 Micrografias obtidas pelo MEV dos tubos de PVC ndo revestidos, depois do contato
com sangue por 2,5 horas. Caracteristicas da neo-intima.

Micrografias (MEV) dos Tubos Revestidos pelo Método Ii (Revestimento com
Plasma), depois de estar 2,5 horas em contato com sangue humano

Na figura 4.9, sfio apresentadas as micrografias correspondentes as amostras tratadas por

plasma de SFg depois de estar por 2,5 horas em contato com sangue humano fresco. O
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procedimento foi 0 mesmo que o procedimento anterior analisado para o método I de
revestimento.

x 1500

x 7 000 x 7 000

Figura 4.9 Micrografia obtida pelo MEV do revestimento com plasma de SF¢ sobre
substratos de PVC, de

pois de 2,5 horas em contato com sangue humano.
Revestimentos em cont

ato com sangue (coluna da esquerda) e revestimentos
sem contacto com sangue (coluna da direita).
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Na figura 4.9, observa-se que praticamente ndo ocorre adesdo de plaquetas ou adsor¢do de
alguns componentes sanguineos, exibindo aproximadamente a mesma aparéncia sem estar em
contato com o sangue. Em poucas regifes do revestimento observam-se pequenocs pontos, que

podem ser minfisculas partes de algum componente do sangue, ndo verificado neste trabalho.

O comportamento deste revestimento avaliado via MEV apresenta propriedades

interessantes, ja que ndo sfo observadas formagdes de trombos.

Comparacdo das Micrografias dos Tubos Revestidos pelo Método | (Revestimento
com Heparina) e pelo Método Il (Revestimento com Plasma), depois de estar 2,5
horas em contato com sangue humano

A respeito das micrografias obtidas, dos trés grupos estudados, figuras 4.10, de maneira

geral podem ser feitas algumas consideracdes, dentre as quais se destacam:

a) Os revestimentos obtidos pelo método I e II apresentaram topografias diferentes
comparados com os substratos de PVC nas diferentes regides da superficie interna dos
tubos.

b) A microanalise praticada nos revestimentos com heparina, nas fendas deixadas pelo
revestimento e na matriz da superficie revestida nfo teve diferenca por ser muito fino o
revestimento, em que a profundidade de penetracdo do feixe de elétrons € maior,
registrando somente caracteristicas do substrato.

¢) Para ambos métodos de revestimentos, depois de estar em contato com o sangue 2,5
horas, observou-se uma diminui¢fio na formacdo de trombos e adesdio de plaquetas. No
caso de tubos ndo revestidos a quantidade de trombos registrada na superficie foi muito
significativa, chegando a formar em alguns casos uma neo-intima, com os préprios
componentes do sangue, que segundo alguns pesquisadores apresenta caracteristicas
similares ao endotélio.

d) O revestimento com SFs ndo apresentou trombos na superficie e a adesdo de plaquetas

foi quase zero.
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PVC Revestido com Plasma SF; (x1 500)

Figura 4.10 Micrografias (MEV) dos diferentes grupos de superficies analisados sem estar
em contato com o sangue.
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4.2.2 Rugosidade Superficial

Os resultados da rugosidade superficial interna dos tubos de PVC neste trabalho constituem
uma caracterizacfo importante para trabalhos futuros. Na literatura, até o momento, ndo foi
encontrada andlise de rugosidades para superficies internas em tubos de PVC. Muitos autores
comentam e vinculam a rugosidade com hemocompatibilidade, mas tudo ndo passa de suposicdes

tedricas.

Como foi dito no capitulo anterior, as rugosidades superficiais foram medidas nas
superficies internas de quatro calibres de PVC, contendo trés amostras para cada calibres de tubo
néo revestidos: 3/16” (4,75mm), %" (6,35mm ), 3/8” (9,52mm) e %%” (12,7mm). Foram realizadas

as medicSes em dois sentidos: sentido longitudinal e transversal ao comprimento do tubo.
Os pardmetros de rugosidade medidos apresentam as médias dos valores. Sdo eles:
Rugosidade Méxima (Rmax); Rugosidade Média aritmética (Rz); Rugosidade Média do Terceiro

Pico e Vale (R3z); Rugosidade Média (Ra) e Rugosidade Total (Rt) para tubos nfo revestidos.

As tabelas 4.2 — 4.5 apresentam as médias dos resultados de rugosidades para cada calibre

de tubo especificado.
Tabela 4.2 Resultados dos pardmetros de rugosidades para o Tubo 3/16” (4,75 mm)
TUBOS DE PVC MAIS UTILIZADOS NA CEC
Tubo 3/16" (4,75 mm)
Parametros de N3o Revestido
Rugosidade Rug. Long. (um) Rug. Transv. (im)
Rmax 0,73+ 0,31 0,91+094
Rz 0,36 + 0,08 0,38 + 0,31
Ra, 0,18 £ 0,06 0,17 +£0,21
Ra 0,05+ 0,01 0,05+ 0,03
Rt 0,75+ 032 0,91+ 0,93

91



Tabela 4.3 Resultados dos pardmetros de rugosidades para o Tubo 1/4” (6,35 mim)

TUBOS DE PVC MAIS UTILIZADOS NA CEC
Tubos 1/4” (6,35 mm)
Parametros de Nao Revestido

Rugosidade Rug. Long. (um) Rug. Transv. (um)

Rmax 0,78 0,87 041+ 0,22

Rz 0,33+£0,21 0,25+0,10

RPM (R3z) 0,15£0,12 0,09+0,03

Ra 0,04 £ 0,01 0,04 +£0,02

Rt 0,79+0,86 0,42+022

Tabela 4.4 Resultados dos pardmetros de rugosidades para o Tubo 3/8” (9,52 mm)

TUBOS DE PVC MAIS UTILIZADOS NA CEC
Tubos 3/8" (9,52 mm
Paramefros de Nao Revestido

Rugosidade Rug. Long. (um) Rug. Transv. (um)

Rmax 0,71+0,20 0,36 £ 0,22

Rz 045 +0,10 021010

RPM (R3z) 0,17 £ 0,05 0,08 +0,04

Ra 0,06 £ 0,01 0,03 £0,01

Rt 0,75+ 0,20 0,38+ 0,22

Tabela 4.5 Resultados dos pardmetros de rugosidades para o Tubo 1/2” (12,7 mm)

TUBOS DE PVC MAIS UTILIZADOS NA CEC
Tubos 1/2" (12,7 mm)
Parametros de Nao Revestido
Rugosidade Rug. Long. (um) Rug. Transv. (um)

Rmax 1,06 £ 0,18 1,21+ 1,09
Rz 0,73+0,13 0,57+0,36
RPM (R3z) 0,30+£0,05 0,26 £ 0,21
Ra 0,12+£0,02 0,08 £0,04
Rt 1,11 +£0,22 1,26 £ 107

Para um melhor entendimento dos resultados, apresenta-se, na continuacfo, graficos que

comparam cada pardmetro medido nos diferentes calibres de tubos de PVC.

As figuras 4.11 e 4.12 representam o comportamento do pardmetro Rmax, para os
diferentes calibres de tubos de PVC ndo revestidos, medidos no sentido longitudinal e transversal.
Como se pode observar, o comportamento de Rmax no sentido longitudinal nfo apresenta
diferenca significativa em trés calibres; somente o tubo % (12,7 mm) registra um aumento de
43% em comparagdo 2 média dos restantes, demonstrando que o maior valor das rugosidades
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parciais (Zi), ou seja, 0s picos maximos na superficie foram registrados no tubo %” no sentido

longitudinal.

Rmax dos Tubos PVC, no sentido Longitudinal

1,2 S
‘@ N&o Revestido |

Rmax

Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2" -
(475mm)  (635mm)  (8.52mm) (12,7 mm)

Figura 4.11 Representacdo do Rmax (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
longitudinal de tubo de PVC.

Rmax dos Tubos de PVC, no sentido

Transversal
14 3 Ngo Revestido |
1,2
1,0 -
X 0,8 -
E 0,6 -
0.4 -
0,2 -
0,0 +—== E——

Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"
(475mm)  (635mm) (952mm) (12,7 mm)

Figura 4.12 Representacdo do Rmax (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
transversal de tubo de PVC.



Nas figuras 4.13 e 4.14 mostram-se os graficos do comportamento do pardmetro Rz para
tubos ndo revestidos. Observa-se que para o calibre de 147 (12,7 mm) a rugosidade tem um
comportamento maior que para o resto dos calibres. Isto pode ser atribuido ao processo de
fabricagfio, em que muitas varidveis podem influenciar, por exemplo: espessura da parede do
tubo, tempo de resfriamento, didmetros de extrusdo, rugosidade da matriz, composi¢io do

material, etc.

Rz dos Tubos PVC, no sentido
Longitudinal

0.8 1

0,7
0,6
0,5
0.4 -
0,3 4
0,2 4
0,1 -

Rz

Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"
(475mm) (6,35 mm) (9.52mm) (12,7 mm)

Calibres

Figura 4.13 Representagdo do Rz (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
longitudinal de tubo de PVC.
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Rz dos Tubos de PVYC, no sentido Transversal

0,6 & Nao Revestido |

0.5 -

0,0 - :
Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"
(4,75 mm) (6,35 mm) (9,52 mmy) (12,7 )

Figura 4.14 Representagdio do Rz (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
transversal de tubo de PVC.

As figuras 4.15 e 4.16 representam o comportamento do pardmetro Rjz, para os diferentes
calibres de tubos de PVC ndo revestidos, medidos no sentido longitudinal e transversal. Observa-
se um comportamento de R3z similar aos pardmetros anteriores, sendo o tubo %” (12,7 mm) o

mais rugoso.
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R3z dos Tubos PVC, no sentido Longitudinal

0,3
0,3 4
0,2 -

Raz

0,2 -
0.1
0,1 -

0,0 +—= e . .
Tubos 3/168" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2”
475mm)  (835mm) (9,52 mmy (12,7 romy)

i
t

Figura 4.15 Representagdo do Rsz (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
longitudinal de tubo de PVC.

R3z dos Tubos de PVYC, no sentido Transversal

|
0.3 ; | Nao Revestido {

I

0,3 -

0.2 4

R3z

02

01

0,1 -

| 0,0 +— ‘ ; ,
Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"
(475mm) (6,35 mm) (9.52mm) (12,7 )

Ty

Figura 4.16 Representagdo do Ry (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
transversal de tubo de PVC.
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Observa-se nas figuras 4.17 e 4.18 um comportamento similar do pardmetro Ra aos
pardmetros anteriores, para os diferentes calibres de tubos de PVC, medidos no sentido

longitudinal e transversal.

Cada pardmetro apresenta valores especificos, j4 que so médias de valores utilizados para

o calculo final de cada pardmetro.

Ra dos Tubos PVC, no sentido Longitudinal

0.1 W
0.1
0.1 -
0,1

Ra

0,14
0,0
0,0 4

0,0 +— : : .
Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"

475mm  (635mm) (952mm) (12,7 mm)

Figura 4.17 Representacdo do Ra (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
longitudinal de tubo de PVC.
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Ra dos Tubos de PVC, no sentido Transversal

0.1 4
0,1+
0,14
0,1 -
0.1 -
0,0
0,0 -
0,0 -
0,0
0,0

MNao Re;estido |

Ra

e

T )

Tubos 3/16" Tubos 1/4"  Tubos 3/8°  Tubos 1/2"
(4,75 mm) (6,35 mm) (9,52 mm) (12,7 mm)

Figura 4.18 Representagdo do Ra (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
transversal de tubo de PVC.

Por ultimo, mostra-se nas figuras 4.19 e 4.20 o comportamento do pardmetro Rt, para os

diferentes calibres de tubos de PVC, medidos no sentido longitudinal e transversal.
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Rt dos Tubos PVC, no sentido Longitudinal

1.2 | |
!% Nao Revestido |

1.0 4
0.8

0,8 -

Rt

04

0,2

0,0 4 . : ;
Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8° Tubos 1/2°
478 mm) (8,35 mm) (9,52 mmy (12,7 mmy)

Calibres

Figura 4.19 Representacdio do Rt (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
longitudinal de tubo de PVC.

Rt dos Tubos de PVC, no sentido Transversal

|
1.4 Néo Revestido |
R

Tubos 3/16" Tubos 1/4" Tubos 3/8" Tubos 1/2"
4,75mm) (6,35 mm) (9.52mm) (12,7 mm)

Calibres

Figura 4.20 Representagdo do Rt (um) para os diferentes calibres, medido no sentido
transversal de tubo de PVC.
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Resumidamente, pode-se analisar que os comportamentos dos parimetros de rugosidades
apresentados anteriormente sfo similares para todos os parAmetros determinados. Nota-se que
para o calibre 2”7 (12,7) a rugosidade medida apresenta valores maiores que para o resto dos
calibres. Segundo pesquisadores da 4rea, se hd maior rugosidade, menor serdi a
hemocompatibilidade, ou seja, quanto maior a rugosidade superficial maior serd a 4rea exposta ao
sangue. Por esta raz8o, uma superficie rugosa promove uma coagulagio sanguinea mais rapida do

que uma superficie altamente polida, segundo PARK e LAKES (1992).

Neste trabalho se verificard, nos testes hematolégicos, que a afirmacfo anterior nio é
possivel adaptar para todo tipo de superficies, ou seja, existe uma dependéncia direta da natureza

do substrato.

4.2.3 Medidas de Angulo de Contato

Os resultados das medidas do #4ngulo de contato, assim como da energia superficial
harménica/geométrica e o trabalho de adesdo, para os diferentes revestimentos praticados sobre as
superficies internas dos tubos de PVC, sdio mostrados em tabelas a seguir. Os numeros de
amostras foram cinco amostras para cada tratamento de superficies. As superficies analisadas
foram:

A) PVC sem Tratar

B) PVC Revestido com Heparina-Cloreto de Benzalconio (HCB)

C) PVC Tratado com Plasma de Argbnio (2 minutos)

D) PVC Tratado com Plasma de Oxigénio (2 minutos)

E) PVC Tratado com Plasma de Oxigénio (15 minutos)

F) PVC Tratado com Plasma de Argbnio+Oxigénio (15 minutos)

G) PVC Tratado com Plasma de Oxigénio e Revestidos Posteriormente com
Heparina-Cloreto de Benzalconio (15 minutos)

H) PVC Revestido com Heparina-Cloreto de Benzalcénio e Posteriormente Tratado
com Plasma de Argdnio+Oxigénio (15 minutos)

I) PVC Revestido com Plasma de SFs (Hexafluoreto de Enxofre) (15 minutos)
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) PVC Tratado com Plasma de Argdnio+Oxigénio, depois Revestido com

Heparina-Cloreto de Benzalconio (15 minutos)

A seguir apresentam-se nas tabelas 4.6 — 4.16 os resultados das medidas do &ngulo de contato,

assim como da energia superficial harménica/geométrica e o trabatho de adesdo, para os diferentes

revestimentos praticados sobre as superficies internas dos tubos de PVC.

Tabela 4.6 Resultados das medigdes do 4ngulo de contato, energia de superficie

harmoénica/geométrica e trabalho de adesfo, para o PVC sem tratar.

PVC SEM TRATAR
A Energia Sup. Energia Sup.
Angulo de Contato Harmonica Geométrica Trabalho de Adeséo
cP Agua Diodometano | Polar | Dispersiva Polar Dispersiva Agua | Diodometano
1 82,50 11,80 6,36 47,31 1,56 47,67 82,30 100,50
2 80,46 30,03 7.90 4220 2,98 41,55 84,86 94,78
3 76,84 29,28 8,40 42 45 421 41,36 89,37 95,11
4 77,05 30,46 9,39 42,01 424 40,88 89,12 94,59
5 76,97 30,46 9,42 42,01 427 40,87 89,21 94,59
Med | 78,76 26,43 8,49 43,20 345 42 47 86,97 95,91

Tabela 4.7 Resultados das medicdes do angulo de contato, energia de superficie

harménica/geométrica e trabalho de adesdo, para o PVC revestido com

Heparina.
PVC REVESTIDO COM HCB
. Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harmonica Geométrica Trabalho de Adesao
cP| Agua Diodometano | Polar | Dispersiva | Polar | Dispersiva | Agua | Diodometano
1 74,04 31,12 10,76 41,74 5,54 40,17 92,82 94,29
2 58,98 49,79 18,99 33,80 17,75 28,84 110,32 83,60
3 56,50 38,75 19,90 38,58 16,61 34,39 113,00 90,42
4 60,70 39,78 17.87 38,14 14,13 34,35 108,40 89,84
5 60,70 39,78 23,07 35,97 21,31 30,89 117,80 86,95
Med| 62,18 39,84 18,32 37,61 15,07 33,73 108,47 89,02
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Tabela 4.8 Resultados das medigdes do angulo de contato, energia de superficie
harmoénica/geométrica e trabalho de adesdo, para o PVC tratado com Plasma

de Argdnio por 2 minutos.

PVC TRATADO COM PLASMA DE ARGONIO ( 2 minutos)

A Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harménica Geométrica Trabaiho de Adesao
CcP Agua Diodometano | Polar Dispersiva Polar Dispersiva | Agua | Diodometano
1 66,03 31,14 14,48 41,70 9,49 39,08 102,40 94,28
2 88,92 28,50 12,93 4269 765 40,59 98,99 95,45
3 66,12 29,53 14,32 42,30 9,22 39,79 102,30 95,00
4 57,66 35,56 14,05 39,96 9,26 37,28 100,50 92,13
5 69,67 25,07 12,38 43,87 6,91 42,03 98,09 96,81
Med | 67,68 29,98 13,63 42,10 8,50 39,76 100,46 94,73

Tabela 4.9 Resultados das medices do angulo de contato, energia de superficie
harmoénica/geométrica e trabalho de adesdo, para o PVC tratado com Plasma

de Oxigénio por 2 minutos.

PVC TRATADO COM PLASMA DE OXIGENIO ( 2 minutos)

_ Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harménica Geométrica Trabalho de Adesao
CP Agua Diodometano | Polar Dispersiva Polar Dispersiva | Agua | Diodometano
1 83,17 37,59 16,42 39,09 12,18 35,73 105,70 91,05
2 62,07 30,52 16,35 41,92 11,62 38,85 106,90 94,56
3 63,53 28,97 15,53 42,50 10,56 39,69 105,30 95,24
4 61,72 29,39 16,44 42,35 11,66 39,29 107,30 95,06
5 63,83 2822 15,33 42,77 10,29 40,03 104,80 85,56
Med |, ©288 30,94 16,01 41,73 11,26 38,72 106,02 94,29
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Tabela 4.10 Resultados das medi¢Ses do 4ngulo de contato, energia de superficie
harmonica/geométrica e trabalho de adesfo, para o PVC tratado com Plasma
de Oxigénio por 15 minutos.

PVC TRATADO COM PLASMA DE OXIGENIO ( 15 minuios)

. Energia Sup.
Anguilo de Contato Energia Sup. Harmodnica Geométrica Trabalho de Adeséo
CP Agua Diodometano | Polar Dispersiva Polar Dispersiva | Agua Diodometano
1 56,23 23,08 18,71 44 47 14,02 41,00 113,30 97.54
2 58,76 23,48 17.49 44 34 12,57 41,17 110,680 97,38
3 57,93 27,30 18,16 43,08 13,59 39,68 111,50 95,94
4 59,01 25,18 17,48 43,80 12,65 40,59 110,30 98,77
5 57.36 28,35 18,51 42,71 14,09 39,18 112,10 95,51
Med | 57,86 2547 18,07 43,68 13,38 40,32 111,56 96,63

Tabela 4.11 Resultados das medigBes do 4ngulo de contato, energia de superficie
harménica/geométrica e trabalho de adesdo, para o PVC tratado com Plasma
de Argénio+Oxigénio por 15 minutos.

PVC TRATADO COM PLASMA DE ARGONIO+OXIGENIO ( 15 minutos)

) ‘ Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harmbnica Geométrica Trabatho de Adeséo
CcP Agua Diodometano | Polar Dispersiva Polar Dispersiva | Agua Diodometano
1 50,77 18,15 21,13 45,82 16,73 41,88 118,80 99,07
2 51,75 2542 21,09 43,70 17,10 39,65 117,90 96,68
3 4440 20,74 24,40 4512 20,99 40,43 124,80 98,31
4 49,77 23,15 21,92 44 42 18,00 40,23 119,80 97,51
5 4423 24,56 2476 4397 21,69 39,16 125,00 97,00
Med | 48,18 22,40 22,66 44 61 18,90 40,27 121,26 97,71
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Tabela 4.12 Resultados das medigdes do angulo de contato, energia de superficie
harménica/geométrica e trabalho de adesfio, para 0 PVC tratado com Plasma
de Oxigénio por 15 minutos e revestido posteriormente.

PVC TRATADO COM PLASMA DE OXIGENIO E REVESTIDOS HCB POSTERIORMENTE { 15 minutos)

. Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harmbnica Geométrica Trabaiho de Ades&o
CP | Agua(°)| Dicdometano | Polar | Dispersiva Polar | Dispersiva | Agua | Diodometanc
1 4547 38,18 25,51 38,81 23.87 33,54 123,90 90,73
2 42,39 3445 26,81 40,36 2493 35,00 126,60 92,69
3 43,53 3347 25,94 40,94 23,96 35,54 125,60 93,17
4 4562 32,67 24,30 41,07 21,75 36,19 122,80 93,56
5 43,34 37,08 26,45 39,27 24,99 33,87 125,70 91,33
Med| 4427 35,17 25,76 40,09 23,90 34,83 124,92 92,30

Tabela 4.13 Resultados das mediges do 4ngulo de contato, energia de superficie
harménica/geométrica e trabalho de adesdo, para o PVC revestido e
posteriormente tratado com Plasma de Argénio+Oxigénio por 15 minutos.

PVC REVESTIDO E POSTERIORMENTE TRATADO COM PLASMA DE ARGONIO+OXIGENIO { 15 minutos)

. Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harmonical Geométrica Trabatho de Adesao
CP | Agua Diodometano | Polar | Dispersiva Polar | Dispersiva | Agua | Diodometano
1 43,21 34,18 26,18 4047 24 34 35,20 125,90 92,83
2 41,36 33,28 26,99 40,83 25,31 35,43 127,40 93,27
3 41,96 42,02 27,81 37,13 27,32 31,34 126,90 88,54
4 40,31 38,34 28,13 38,13 27,33 33,01 128,30 90,65
5 40,09 37,28 28,09 38,18 2747 33,50 128,50 91,22
Med| 41,39 37,02 27,44 398,15 26,29 33,70 127,40 91,30
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Tabela 4.14 Resultados das medicdes do angulo de contato, energia de superficie
harménica/geométrica e trabalho de adesfio, para o PVC revestido com
Plasma de SF por 15 minutos.

PVC REVESTIDO COM PLASMA DE SFg (HEXAFLURETO DE ENXOFRE) ( 15 minutos)

) Energia Sup.
Anguio de Contato Energia Sup. Harmdnica Geométrica Trabalho de Adesio
CP | Agua(°)| Diodometano | Polar | Dispersiva Polar | Dispersiva | Agua | Diodometano
1 127,80 82,95 -0,84 12,38 0,49 16,67 28,19 57,04
2 130,60 96,26 0,00 0,00 0,10 10,32 25,45 4526
3 127,00 87,32 -0,83 13,12 0,20 14,31 28,98 53,18
4 125,30 91,39 0,00 | 0,00 0,02 12,20 30,65 49,56
5 135,10 81,56 0,77 8,47 1,65 17,96 21,25 58,26
Med | 129,16 87,90 -0,51 8,79 049 14,29 26,90 52,66

Tabela 4.15 Resultados das medigSes do 4ngulo de contato, energia de superficie
harmoénica/geométrica e trabalho de adesfo, para o PVC tratado com Plasma
de Argbnio+Oxigénio por 15 minutos e depois revestido com Heparina-
Cloreto de Benzalconio.

PVC TRATADO COM PLASMA DE ARGONIO+OXIG DEPOIS REVESTIDO COM HCB ( 15 minutos)

A Energia Sup.
Angulo de Contato Energia Sup. Harménica Geométrica Trabalho de Adeséo
CP | Agua Diodometano | Polar | Dispersiva Polar | Dispersiva | Agua | Diodometano
1 41,73 34,39 26,93 40,38 25,35 34,97 127,10 892,72
2 43,36 36,74 26,40 3842 24,89 34,04 125,70 91,51
3 48,16 36,54 24,96 39,51 2297 34,39 123,20 91,62
4 47,08 34,73 2429 40,25 21,93 35,32 122,40 92,55
5 48,74 34,48 23,42 40,35 20,77 35,59 120,80 92,67
Med| 4541 35,38 25,20 39,98 23,18 34,86 123,84 92,21

A tabela 4.6 apresenta um resumo dos resultados das médias determinadas para angulo de
contato, energia de superficie harménica, energia de superficie geométrica e trabalho de adeséo,
medidos para um médio polar (dgua deionizada) e apolar (diodometano), nos diferentes

revestimentos realizados nas superficies de PVC.
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Tabela 4.6 Resultados das medicdes do 4ngulo de contato, energia de superficie
harménica/geométrica e trabalho de adesdio, para os diferentes revestimentos
superficiais do PVC.

REVESTIMENTOS SUPERFICIAIS DO PVC (RESUMO)

ANGULO DE ENERGIA SUP. | ENERGIASUP. | TRABALMHO DE
CONTATO HARMONICA GEOMETRICA ADESAD

AMOSTRAS ) (dynicm) (dynicm) (erglcm®)

f\gua Diodome- Polar Dispersi- Polar Dispersi- Agua Diodome-
tano va va tano

78,76 26,43 8,49 43,20 345 42,47 | 86,97 85,91

APVC +2,58 8,13 1,36 +2,31 1,18 | £282 | 323 +2,57

Bypve Revestio | 6218 | 398 | 1832 | 3761 | 1507 | 3373 | 10847 | 89,02
CoM HCB +6,85 | 42664 | 4,62 | 304 | 592 | %431 | 1043 | 4,00

L ASHA OE Aot | 67,68 | 2096 | 1363 | 4210 | 850 | 3976 | 10046 | 9473

{2 minutos) +1,63 +3,84 +0,93 +1,44 1,16 | 1,76 | 1,93 +1,72

PLASMAOE oxotG| 6286 | 3094 | 1601 | 4173 | 11,26 | 3872 | 106,02 | 94,29

{2 minutos) 0,92 +3,81 0,54 +1,51 +0,80 | +1,73 | 1,04 +1,85

PLnowA ot ootng | 57.86 | 2547 | 1807 | 4388 | 1338 | 4032 | 111,56 | 96,63

(15 minutos) 112 | 2232 | +057 | 2077 | 2073 | 2087 | +1.21 | +0.89
C TRAT)
P awane 'l 4818 | 22,40 | 2266 | 4461 | 1890 | 4027 | 12126 | 97.71

ARGS:'O*ONGEND +3,60 +2,97 +1,79 +0,87 +2,29 | +1,02 | £3,39 +0,98
G) PVC TRATADO COM
p)LAsuA DE OxiGENID | 44,27 35,17 25,76 40,08 23,90 | 3483 | 12492 | 92,30
e REVESTIDO COMHCB) +1,73 +2,36 +0,93 +1,01 +1.31 | #1,11 +1,54 +1,21
POST. (15 minutos
H) PVC TRATADO COM
Pl)_AsuA DE ARG+OXIG| 41,39 37,02 27 .44 39,15 26,28 | 33,70 | 127,40 | 91,30
GHZEBVgg"?O CoM | +1,27 +3,50 +0,84 +1,56 +1,39 | 1,68 | x1,06 +1,89
) PVC REVESTIDO COM
) PLASMA DE SFe 129,16 87,90 -0,51 6,79 0,49 14,29 | 26,90 52,66
(HEXAFLUORETODE | 13 83 +6,06 +0,47 6,45 +0,67 | £3,13 | £3,68 +5,37
ENXOFRE) (15 mi )
J)} PVC TRATADO COM
pI_AsuAnE ARG+OxiG| 45,41 35,38 25,20 39,98 23,18 | 34,86 | 123,84 | 92,21

DEPOIS REVESTIDO | +2 84 +1,16 +1,46 +0,48 +1,94 | 064 | £254 +0,60
COM HCB {15 mi )

A representacdo grafica seguinte mostra com maior clareza o comportamento do angulo de
contato (agua) para os diferentes revestimentos enumerados com letras em mailisculas, como

descreve-se anteriormente, figura 4.21.
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ANGULO DE CONTATO (agua)
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120,00 +

100,00

o
o
[
(o]

Angulo (graus)

80,00 —1

40,00 +—i

2000 -4

0,00

Tratamentos

Figura 4.21 Comportamento do 4ngulo de contato para os diferentes revestimentos do tubo
de PVC.

Observa-se na figura 4.21 que na maioria dos revestimentos existe uma diminuigdo da
hidrofobicidade das superficies, se for comparado ao PVC sem revestimento. O {nico
revestimento que teve um aumento consideravel foi a superficie tratada com plasma de SFs, em
que o 4ngulo de contato médio atingiu valores de 129,16°, uns dos maiores 4ngulos de contato
obtidos para o PVC, em comparacio com outros trabalhos j4 realizados anteriormente por outros

autores. O elevado poder hidrofébico, segundo alguns autores, pode ser uma limitacdo para
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materiais utilizados em contato com o sangue, ja que podem promover uma maior adsor¢io de
proteinas plasmaticas como o fibrinogénio e y-globulinas nas superficies dos biomateriais,

tornando-os menos hemocompativeis, segundo KIM et al. (1976).

ENERGIA DE SUPERFICIE HARMONICA

50,00 - =
Dispersiva
zPolar

45,00

40 , o0 SO U SO S——

3500 & ——

30,00 + — — —— —

2500 - —— —

2000 - — —

|

15,00

Energia Sup. (dyn/cm)

10,00 + ——

500 - i —

0,00 -

-5,00

Tratamentos

Figura 4.22 Comportamento da energia de superficie harménica para os diferentes
revestimentos do tubo de PVC.

O comportamento da energia de superficie harmodnica mostra-se na figura 4.22. Observa-se
que o componente polar para todos os revestimentos € menor que o componente dispersivo de

energia superficial, demonstrando caracteristicas de materiais hidrofdbicos em todos os
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revestimentos superficiais. Segundo KAELBLE et al (1977), materiais com um alto componente
dispersivo de energia de superficie e um baixo componente polar sfo mais compativeis que
aqueles com um baixo componente dispersivo de energia de superficie e um alto componente

polar.

Outros pesquisadores consideram que, para que as superficies sejam hemocompativeis, o
valor da energia livre interfacial deve ser minima e os componentes dispersivo e polar de energia
livre de superficie do biomaterial e do sangue forem respectivamente iguais, dando énfase a teoria
hidrofilica da hemocompatibilidade (RUCKENSTEIN ¢ GOURISANKAR, 1984). Segundo a
figura 4.22, nfio ocorre o anteriormente exposto, ou seja, para este trabalho a teoria hidrofobica
resulta ser mais adequada. Para confirmar este fato posteriormente analisa-se ambas teorias nos

testes hematolégicos.

4.2.4 Espectroscopia de infravermelho com reflexdo interna multipla (MIR)

Os resultados do teste de espectroscopia de infravermelho com reflexdio interna sdo

apresentados na forma de espectros que relacionam a absorbéncia com o namero de onda (cm™).

Foram analisadas as superficies internas dos tubos de PVC, com as seguintes condigdes:

A) PVC ndo revestido
B) PVC revestido com solugio de Heparina-cloreto de Benzalcdnio

C) PVC revestido (deposicdo de filme fino) com Plasma de SF¢ (Hexafluoreto
de Enxofre)

Os espectros das diferentes superficies ndo apresentaram diferenga. A figura 4.23 mostra o

resultado dos espectros obtidos nos diferentes revestimentos.
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Figura 4.23 Espectros de ATR das superficies internas do PVC modificadas: A) PVC ndo
revestido; B) PVC revestido com solucéio de Heparina-cloreto de Benzalconio;
C) PVC revestido com Plasma de SF¢ (Hexafluoreto de Enxofre)

110



100
98—
90 - S
e M
85 % Y ;
) i
g 8 T A
B = P
3 2 & = A &
g @ o g / ! a
g . = £ g
E 2 g4 =
e H
R & g 2 2 .
£ - 2
® 2 g k=3
2 iz
88 : 2
: D S
8 P : 2
=
55 - e 35 ;
§ . % C
: - =N S
50 - > . 82 &
i 4 = pad e
45 & \\1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavanumbers {om-1)

Figura 4.23 (continuag#o) Espectros de ATR das superficies internas do PVC modificadas:
A) PVC nio revestido; B) PVC revestido com solugio de Heparina-cloreto de
Benzalconio; C) PVC revestido com Plasma de SF¢(Hexafluoreto de Enxofre)

A figura 4.23 mostra os espectros das superficies internas do PVC modificadas: A) PVC

v stido; B) PVC revestido com solug@io de Heparina-cloreto de Benzalconio; C) PVC
revestido com Plasma de SFg (Hexafluoreto de Enxofre), respectivamente. Verifica-se que ndo
existe diferenca entre os espectros, € todas as bandas correspondem ao substrato, ou seja, ac PVC.
Observam-se picos de 2800 a 3000 cm’™’, caracteristicos das ligactes CH saturada, correspondente
a0 4cido carboxilico do éster (plastificante do PVC), outros picos a 1300-1500 cm™, caracteristico
da ligagio CH, e a banda de 900-1000 cm™ caracteristica da presenca de grupos de dupla ligacdo
—~CH=CH,, por tltimo uma banda envolta dos 3500 cm™ representa o grupo OH e significa que a
amostra pode ter absorvido 4gua do ambiente. N#o foram detectados outros grupos
correspondentes ao revestimento com heparina e revestimento com SFs, 0 que se supde que 0
espectro infravermelho € dominado pelas absor¢des do substrato de PVC. Concluindo-se que as
modificagOes causadas pelos revestimentos sfo muito superficiais, as quais ndo evitam que a

radiagfo atingisse e fosse absorvida pelo PVC.
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A espectroscopia no infravermelho, sempre que for possivel, devera ter a sua utilizago
complementada com os resultados obtidos através de outras técnicas de caracterizagfio. Além
disso, qualquer informagfio adicional sobre um comportamento caracteristico do material
polimérico estudado podera auxiliar de forma expressiva a andlise via espectroscopia no

infravermelho.

4.3 Avaliacdo da Hemocompatibilidade (in-vitro)

Primeiramente avalia-se a hemocompatibilidade in vitro para os diferentes calibres de tubos
de PVC (tubo 3/16” (4,75mm), tubo 4 (6,35mm ), tubo 3/8” (9,52mm), tubo %" (12,7mm)),
mais utilizados na circulagio extracorporea, realizando os testes de: Tempo de Protrombina (TP);
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA); Tempo de Trombina (TT); Fibrinogénio e
Contagem de Plaquetas (x10° células/ ulb).

As condi¢des para este primeiro teste foram:

a) Volume de sangue igual para todos os calibres, V= 10ml. (Foi escolhido o
mesmo volume para garantir a mesma quantidade de células presentes na
medigdo.)

b) Comprimentos e 4reas superficiais para os diferentes calibres:

tubo 3/16” tubo ¥4~ tubo 3/8” tube 12"
{4,75mm) (6,35mm) (9,52mm) (12,7mm)
Comprimentos (mm) 5346 3158 140,3 78,9
Area Superficial
Interna (mm?) 8421,05 6299,21 4199,48 314961

¢) Tempo aproximado de contato com sangue humano fresco: t = 2,5 horas

Os resultados apresentam-se na tabela 4.7, para os diferentes calibres de tubos de PVC

revestidos e ndo revestidos pelo método I (heparina-cloreto de benzalcénio), mantidos por 2,5

horas em contato com sangue humano fresco.
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Tabela 4.7 Resultados dos testes de hemocompatibilidade, para os diferentes calibres do
PVC revestidos pelo método 1.

Controle TUBO-1/2”- TUBG-3/87- TUBO-/"- TUBO-3/16"-
12, 7mm 29,52mm &8,35mm 4, 75mm
Controle | Revesti | N&@o | Revesti N3c | Revesti| Ni3c | Revesti, Nio
do Revesti do Revesti do Revesti do Revesti
do do do do
TP 12,2 17.3 15,2 22 12,9 19,4 12,4 21 8.9

{segundos} +1,10 +1,51 +1,27 | £2.04 +1,04 | 1,74 | 099 | #1983 | +2865

TTPA 31,8 Nao 38,7 Nao 33,4 Nao 33,7 Nao 36,4
{segundos} +1,02 Coag | 1,24 | Coag | +1,07 | Coag | +304 | Coag | %321

T 12.8 Ndo 15.9 Nado 14,4 Nao 16,2 Néo 11,7
{segundos) +1,05 Coag +0,99 Coag +0,35 Coag +1.19 Coag +1,36

Fibrinogénio | 2231 1414 131,8 134,7 170.8 1882 | 2054 | 2133 | 2612

{mg/di +0,12 +1,09 +1,27 +0,95 +1,43 | #1.37 | 0,79 | #1126 | +423
Plagustas
(g}: P 247 238 219 225 201 196 150 180 64

colulalpl) | 278 | %385 | 1,98 | 245 | 1252 | 676 | +7,87 | 463 | 3528

Os valores de referéncia para sangue humano so: TTPA =25 a 36 segundos (normal)
TP — 10 a 14 segundos (normal)
TT - 9 a 15 segundos (normal)
Fibrinogénio: 150 - 370 mg/dl (normal)
Plaquetas: 130.000 a 370.000 cel/ul (normal)

Representando graficamente os valores obtidos de fibrinogénio em fungdo da é4rea
superficial dos tubos revestidos e nfo revestidos, percebe-se na figura 4.24 uma relag8o
~‘onal, ou seja, a medida que aumenta area superficial, aumenta a quantidade de

3nio no sangue para tubos revestidos e ndo revestidos, sendo menor para os tubos com
revestimento a base de heparina. Isto quer dizer que se ha maior 4rea em contato, existe a
possibilidade de formar um codgulo mais rapidamente. Observando que, para calibres maiores,
com o mesmo volume de sangue, existem probabilidades baixas de se formar trombos, em

comparagdo com calibres de menor didmetro.

Os demais pardmetros como, por exemplo, TP, TTPA e TT, apresentam tempos maiores
para tubos revestidos que ndo revestidos. Em alguns casos, sdo tempos muitos elevados que o
equipamento sinalizou como “Ndo Coagulo”, ou seja, que nfo existe coagulacio, demonstrando

com isto a presen¢a da heparina. O que se pode concluir € que uma parte da heparina do
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revestimento ¢ liberada ao sangue, demonstrando que existe uma ligacio secundaria do
revestimento com ¢ substrato de PVC de origem eletrostatico, ou seja, considera-se que sejam
ligagBes secundarias decorrentes de forca de Van der Walls. Este processo é muito importante, j4

que pode ser utilizado em casos de pacientes em que seja necesséria dose minima de heparina.
Fibrinogénio

e £3Revestido

£ Ndo Revestido

250

200

Fibrinogénio (mgl/dl)
8

100

50

S

tubo %" tubo 3/8” tubo % tubo 3/16”
(12,7mm) (9,52mm) (6,35mm) (4,75mm)

Calibres

Figura 4.24 Comportamento do fibrinogenio nos diferentes calibres de tubos revestidos e
ndo revestidos.

Outro teste de hemocompatibilidade foi realizado. Neste caso, para diferentes revestimentos
obtidos, ambos métodos (I e II) de revestimentos foram avaliados, em alguns casos foram
combinados os dois métodos. Os resultados dos revestimentos depois de estar 2,5 horas em
contato com sangue sdo comparados com uma amostra inicial de sangue, retirada e analisada

antes de transcorrido o tempo do teste. Na tabela 4.8 observam-se os resultado para cinco

diferentes revestimentos realizados:
A) PVC sem Tratar
B) PVC Revestido com Heparina
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C) PVC Tratado com Plasma de Argbnio+Oxigénio e Revestidos com solugdo de
Heparina-Cloreto de Benzalconio posteriormente (15 minutos)

D) PVC Revestido com Plasma de SFs (Hexafluoreto de Enxofre) (15 minutos)

E) PVC Revestido com solugio de Heparina-Cloreto de Benzalconio e depois tratado

com Plasma de Argdnio (15 Minutos)

Tabela 4.8 Resultados dos testes de hemocompatibilidade, para os diferentes revestimentos

superficiais do PVC.
RESULTADOS DOS EXAMES DE HEMOCOMPATIBILIDADE
Amostras de Namero de Tempo de TTPA Tempo Fibrinogénio
sangue Plaguetas (x10° Protrombina {s} deTrombina {mgldl}
célulajul) (s} {s)

Inicial 255,33+0,58 13,30+0,44 28,43+0,21 10,40+0,85 249,6314,23
A)PVC 20587+1,15 17,77+4,03 42.27+14,83 10,97+0,70 212,60122,86
B) PVC-

Revest HCB 235,00+2,65 Nao Coag Nao Coag Nao Coag 248,21+15,38
<)
PVC+Plasma 156.33+ = p = . ~ . " 7
ArOZ+Reves ,33+8,50 Nao Coag Nao Coag N&o Coag 242,88+12,0
-tido HCB
D)
pvC+Plasma | 234,335,551 13,27+0,23 27,67+0,78 12,0742,11 251,2744,34
SF6
E)PVC -
Revestido 9 " = » 2 £ = 5 -
HCB+Plasma 34,67+3,21 Nao Coag Nao Coag Nao Coag 257,82+8,16
Argonio

Os valores de referéncia para sangue humano sdo:  TTPA =25 a 36 segundos (normal)
TP — 10 a 14 segundos (normal)
TT - 9 a 15 segundos (normal)
Fibrinogénio: 150 - 370 mg/dl (normal)
Plaquetas: 130.000 a 370.000 cel/ul (normal)

Os resultados na tabela 4.8 apresentam o comportamento de cada uns dos revestimentos

obtidos para os diferentes parimetros; & continuacfo analisa-se detalhadamente:
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Contagem de plaquetas: o comportamento para todos os revestimentos foi normal, ou
seja, entre 130 000-370 000 cel/ul para o organismo humano. Analisando cada revestimento
registraram-se diminuicio de 38,7% e 19,4% no revestimento (C) e no tubo sem revestimento

respectivamente, mas ainda ests entre valores normais.

Tempo de Protrombina: Para o tubo nfio revestido observa-se um aumento do TP. Isto
pode ser ocasionado por residuos de alguma substéncia nas paredes do PVC, que poderia ser o
plastificante do tubo. Para os revestimentos (B,C e E), os resultados de “Nio Coagulo”
representam a presenca da heparina, ou seja, parte do revestimento foi consumido pelo sangue.
Por ditimo, no revestimento com plasma SFs, observam-se valores quase idénticos aos iniciais, ou

seja, o revestimento teve um excelente comportamento para este parametro medido.

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada: Comecando pelo tubo nfo revestido,
observa-se um aumento consideravel do TTPA. Isto continua sendo ocasionado por residuos ou
substancias nas paredes do PVC, que poderiam ser os ésteres do acido ftalico do plastificante que
componente do substrato. Para os revestimentos (B,C ¢ E), os resultados de “Nso Coagulo”,
representam a presenca da heparina, como anteriormente dito. No revestimento (D), com plasma
SFe, observam-se valores aproximados ao controle inicial, confirmando ter uma boa

hemocompatibilidade.

Tempo de Trombina: O resultado do TT para os revestimentos (A e D) foram normais.
Para os revestimentos a base de heparina e combinados com plasma, prevaleceu o carater “ Nio

Coagulo”, precisamente pela presenca da heparina.

Fibrinogénio: Os valores de fibrinogénios se mantiveram normais para todos os
revestimentos, ou seja, entre 150-370 mg/dl. No tubo ndo revestido observa-se um decréscimo de
14,8%, demonstrando que teve alteracdo na taxa de fibrinogénio, existindo a probabilidade de

parte do fibrinogénio estar convertido em um coagulo de fibrina.
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4.4 Avaliacdo do Envelhecimento no Revestimento

Na continuacdo mostram-se os resultados das anélises microscopicas realizadas nas
superficies das amostras revestidas pelo método I, embaladas e envelhecidas naturalmente depois
de transcorridos oito meses. Na figura 4.25, observam-se as amostras ja revestidas, esterilizadas e

embaladas pela empresa ACECIL (Esterilizadora de Material Medico Hospitalar).

Figura 4.25 Amostras de tubos de PVC, revestidas com HCB, esterilizadas e emabaladas
pela empresa ACECIL.

As condig¢des do ensaio foram:

a) Temperaturas entre 22 30 °C
b) Baixa umidade aproximadamente uma média de 40%
c) Poeira e poluentes 0%, as amostras foram embaladas e seladas

hermeticamente
d) Baixa radiagfio solar, condi¢des de laboratorio (sombra total)

As micrografias mostram os revestimentos envelhecidos na figura 4.26. Observa-se o

aparecimento de rugas, causadas pelo processo de envelhecimento, durante oito meses.
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Figura 4.26 Micrografias obtidas pelo MEV das amostras de tubos de diferentes calibres
envelhecidas por 8 meses. A) PVC 3/16” (4,75mm); B) PVC %4” (6,35mm ); O)
PVC 3/8” (9,52mm) e D) PVC 2 (12,7mm).
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Figura 4.26 (continuacfio) Micrografias obtidas pelo MEV das amostras de tubos de
diferentes calibres envelhecidas por 8 meses. A) PVC 3/16” (4,75mm); B)
PVC ¥ (6,35mm); C) PVC 3/8” (9,52mm) e; D) PVC %7 (12,7mm).

Fazendo uma analise, observa-se na figura 4.26 que ha agrupamentos e aparecimentos de
picos e fendas que anteriormente nfio estavam presentes, o que se pode afirmar que ocorre
mudanga superficial do revestimento. Este comportamento pode-se agravar com o aumento do
tempo de envelhecimento, mas se propde um estudo mais aprofundado e analisar por um tempo
mais prolongado os revestimentos, seguindo as normas internacionais para todo equipamento de

CEC, que deve cumprir no minimo cinco anos de validade ap6s esterilizacéo.

O processo de aparecimento de rugas pode ser atribuido fundamentalmente a dois fatores
principais: temperatura e quantidade de radiagio. Para alguns autores, como é o exemplo de
ROSE (1996), comenta o seguinte: a temperatura pode influenciar significativamente na
velocidade das reagBes quimicas, incluindo reagdes de oxidacio e reagdes fotoquimicas. Também
pode favorecer os processos difusivos, resultando em perda de estabilizantes ou plastificantes.
Para o caso da quantidade de radiagfio, existem muitos fatores e variaveis envolvidos na radiagdo,
mas nfo deixa de ser um dos fatores ambientais mais importantes responsdvel pelo
envelhecimento. A radiacfio solar na regifio do ultravioleta (UV) € dividida em trés partes: UV-A,
UV-B e UV-C, a faixa da radiagio UV-B possui energia suficiente para romper ligacdes quimicas

e causar degradaco fotoquimica, questdo que acelera o envelhecimento dos revestimentos.

119



Como se observa na figura 4.26, o revestimento estd presente no substrato dos tubos de

PVC e por ser um revestimento ativo por contar com base heparina, pode-se dizer que

transcorrido o tempo do teste ainda existe a possibilidade de favorecer a hemocompatibilidade.

4.5 Discussdes finais

Para uma avaliagdo global dos revestimentos obtidos pelo método I (revestimento com

heparina-cloreto de benzalconio) e método II (revestimentos com plasma) analisados neste

trabalho, sdo apresentados a seguir comentarios finais:

a)

b)

d)

Obtiveram-se superficies ndo trombogénicas, no caso do revestimento a base de

heparina e revestimento com plasma SF.

As superficies dos tubos revestidos e nio revestidos ndo apresentam diferenca se
observados via microscopia Optica, registrando-se ranhuras orientadas que se

atribuem ao processo de fabricagfio (extrusio).

Para a andlise via MEV, observa-se que para tubos revestidos com heparina cloreto de
benzalcOnio e revestidos com plasma origina-se uma topografia diferente ao

substrato.

Para tubos revestidos por ambos métodos nio se observa a formacfo de trombos na
superficie, concluindo-se que todos apresentaram boa hemocompatibilidade,
destacando-se o revestimento com plasma SF, que mostrou os melhores valores dos

parametros de coagulagio.

Para os diferentes calibres de tubos de PVC, observa-se que para igual volume de
sangue existe uma maior tendéncia 2 formacfio de um trombo, nos casos de calibres
com menores didmetros, devido a existir uma maior quantidade de fibrinogénio

presente no plasma sanguineo.
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f)

g)

h)

Com relagfio 4 rugosidade superficial dos substratos nfio revestidos, observa-se que
nos diferentes calibres existem diferencas, em que o didmetro maior exibe valores de
rugosidades elevados em comparago ao resto dos calibres analisados. Com isto se

conclui que para maiores didmetros de tubos os revestimentos seriam mais eficazes.

Com relagdo ao 4dngulo de contato, observa-se que o componente polar de energia
superficial, para todos os revestimentos, apresenta um valor maior que o componente
dispersivo. Isto demonstra caracteristicas de materiais hidrofobicos, os quais segundo
pesquisadores da drea de biomateriais sio mais compativeis que aquele com baixo
componente dispersivo de energia de superficie e um alto componente polar, sendo

mais aceita a teoria hidrofobica.

Os paréimetros da coagulagfo no caso dos revestimentos de maneira geral apresentaram
valores considerados normais para o organismo humano, o que verifica o poder néo

trombogénicos dos revestimentos obtidos.
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CAPITULO 5

Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

Conclusdes

A redugdo da trombogenicidade foi comprovada nos testes hematolégicos e avaliagdes das
superficies por microscopia eletrénica de varredura apdés contato com sangue, tanto para
revestimentos a base de heparina-cloreto de benzalconio, como para revestimentos com plasma,

obtendo-se maior redugio nos revestimentos com heparina.

As técnicas de caracterizagdio e avaliagdo apresentadas podem ser utilizadas como

ferramentas no estudo e desenvolvimento de novos revestimentos ou revestimentos superficiais.

Os dois principais tipos de revestimentos avaliados tomaram as superficies mais
hidrofébicas.

Os revestimentos com plasma foram mais estaveis do que os revestidos com heparina, sendo

mais indicados em produtos com maiores perfodos de contato com o sangue.

Os revestimentos com heparina-cloreto de benzalconio provocam liberagio gradual da
heparina tornando-se indicados para procedimentos de CEC, que necessitam da manutencdo da

anticoagulacgo do sangue.
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A rugosidade superficial determinada para os diferentes calibres ndo revestidos apresenta
diferencas significativas entre eles. O revestimento possibilita uma igualdade na topografia depois
de aplicado sobre as diferentes superficies, retificando e apresentando uma topografia superficial

homogénea e diferente das superficies ndo revestidas.

No teste de espectroscopia de infravermelho com refexdo interna miltipla (MIR), ndo foram
detectados grupos correspondentes ao revestimento com heparina e revestimento com SFs, 0 que
se supde que o espectro infravermetho € dominado pelas absorgdes do substrato de PVC. Assim,
conclui-se que as modificagBes causadas pelos revestimentos sfo muito superficiais, os quais ndo
evitaram que a radiagfo atingisse e fosse absorvida pelo PVC, sendo este teste nfio apropriado

para analisar os revestimentos obtidos.

Em relacdo 4 avaliacio da hemocompatibilidade, ndo foram observados trombos nas
 superficies revestidas para um perfodo de exposi¢do iz vitro de 2,5 horas, em todos os revestimentos
obtidos. Os revestimentos realizados a partir da solucfio de heparina-cloreto de benzalconio
registraram um aumento nos tempos dos parametros de coagulagio, quando comparados com 0s
substratos de PVC ndo revestidos e revestidos por plasma. A hemocompatibilidade in vitro, de
maneira geral demonstra que para tubos revestidos os pardmetros de coagulaggo séo retardados ou

sfo mantidos estaveis demonstrando o poder ndo-trombogénico dos revestimentos.

Na avaliagdo do envelhecimento no revestimento, verifica-se que existem modificacdes
superficiais nos revestimentos de heparina ap6s oito meses de envelhecimento natural, provocada,
fundamentalmente, por variagdes de temperaturas e radiacdes. Se propde um estudo aprofundado
com tempos mais prolongados, seguindo as normas internacionais de todo equipamento de CEC,

que define um tempo minimo de cinco anos de validade ap6s esterilizacdo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a possibilidade de obtencfio de novos tipos
de revestimentos ndo trombogénicos sobre substratos de PVC, utilizados em circuitos

extracorporeos.
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Novos produtos ¢ aplicaces podem advir dos novos, e agora caracterizados, tipos de

revestimentos.

A utilizag8@0o dos revestimentos desenvolvidos pode ser estendida para produtos como valvulas
cardiacas, cateteres, implantes, cinulas, drenos e uma infinidade de aplicagbes especificas que

requerem reducédo da trombogenicidade.
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Sugestdes para Trabalhos Futuros

v

Obter e testar revestimentos com plasma obtido de outros gases, com a finalidade de

analisar o grau de hemocompatibilidade.
Analisar quantitativamente o tipo de proteinas adsorvidas nos revestimentos.

Analisar a interface dos revestimentos com o substrato de PVC, com uso de recursos mais

sofisticados, para detecgfio de reagOes ou falta de interag8o entre revestimento/biomaterial.

Testar o comportamento dos revestimentos em fluxo de sangue, para os diferentes

calibres.
Testar aplica¢Ses dos revestimentos em valvulas, cateteres, implantes, etc.

Desenvolver técnicas para a caracterizagdo da validade do revestimento com tempo

minimo de cinco anos, segundo normas internacionais.

Analisar pontos criticos na Circulacdo Extracorpérea e propor que tipo de revestimento

seria o mais adequado.

Estudar e projetar a utilizagio destes revestimentos em escala industrial.
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