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RESUMO

Na tentativa de aumentar a biccompatibilidade de polimeros, dois
tipos de enxertia foram realizados utilizando-se polietileno de baixa densidade
{LDPE) como substrato: enxertia quimica ¢ fotoquimica.

No caso fotoquimico, desenvolveu-se um reator para a realizagdo da
enxertia de trés mondmeros: dcido acrilico, acrilamida e metacrilato de ghicidila. No
copolimero enxertado com metacrilato de glicidila imobilizou-se heparina, gque € um
anticoagulante, e albumina, uma proteina passivadora de superficie. A imobilizagdo
de heparina ¢ albumina também foi realizada através de enxertia quimica usando um
agente de ligag#o, o polietilencimina.

As técmicas para caracterizacBo de superficie utilizadas foram:
Espectroscopia de Infravermelho de Reflex3o Total Atenuada (ATR-IR),
Microscopia EletrOnica de Varredura (MEV), medidas de 4ngulo de contato e
métodos colorimétricos. Para a caracterizaglo quanto a trombogenicidade foram
realizados testes in vifro de adesfio plaquetaria e Tempo de Trombosplatina Parcial
Ativado (TTPA).

Todas as reacBes de enxertia foram confirmadas através dos espectios
de ATR-IR. A immobilizacio de albumina e heparina foram também confirmadas
através de testes colorimétricos. Os tratamentos realizados foram eficientes para a
imbicdc de adesdo plaquetdria, mas apenas o copolimero LDPE-g-acido acrilico

apresentou aumento no tempo de coagulagfio medido através do TTPA,



ABSTRACT

In order to improve the thromboresistance of low density polyethylene
{LDPE), we modified the surfaces of this material by chemical and photochemical
grafting.

A photochemical reactor was developed to graft several monomers:
acrylic acid, acrylamide and glycidyl methacrylate. Polyethylene grafted with
ghycidyl methacrylate was used to itnmobilize heparin which is an anticoagulant and
albumin which is a passivating protein. Another method was used to bind heparin
and albumin using the polyethylenimine as spacer.

For surface characterization different methods have been used: contact
angle measurements, colorimetrics methods, Scanning Electron Microscopy,
Attenuated Total Reflection Infrared and in vitro biocompatibility tests.

The results confirmed all the grafting reactions. The platelets adhesion
was inhibited in every treatments, but the sample that demonsirated the

improvement of the thromboresistance was LDPE-AA.



iINDICE

L Emtrodufo. ... 1
ZoOBICEIVO. ... 3
3. Revisfe bibllografica.............. ..., 4
3.1 BIomateridiS, ..ottt 4
3.2. Polimeros como BIOTAEriais. ... &
3.3. Aplicagdo especifica do LDPE na areamédica. ... 7
3.4, Biocompatibilidade ... 8
3.4.1. Compatibilidade com os tecidos ..o, 9

3.4.2, Compatibilidade com o sangue..............ococoviiiinn 10

3.4.3. Fatores que afetam a compatibilidade com o sangue... 14

3.5. Modificagic superficial de polimeros.............................. 16

3.6. Copelimeros em bloco ede enxerto........ooi i, 17

3.6 1.FOt0BnXETHA. ..ot i8

3.7. Modificaciio superficial de polimeros para aplicacdes médicas.. 20

3.7.1. Ligacdo de compostos farmacologicamente ativos........ 20
3701 Heparina........oocooviii e 20

3.7.1.2. Outros agentes anticoagulantes...................... 24

3.7.2. Revestimento com materiais bioldgicos............c.......... 24
3721 Proteinas....ooiviiie 24

3.7.3. Enxertia de mondmeros para obtencdo de copolimeros. 25

3.8. Reacgfes fOrOQUIMICAS. .......ooooiiviiiiic e 25
3.8.1.Fotoquimica de solventes...............ccoeooiiinnieen, 26

3.9, Caracterizag8o de superficie.........oocooiiiiiiiiiiiee 28
3.9.1. Molhabilidade ¢ 8ngulo de contato........cccoceeeeinn . 29

3.9.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).............. 30

3.9.3, Infravermetho de Reflex8o Total Atenuada (ATR-IR).. 33



4, Miaterials e mtodos. . ... 34

4. 1. Montagem do reator Totoguimico........coiiv 35

4.2, Enxertia por fotosensibilizagfo dos mondmeros acido acrilico,

acrilamida e metacrilato de ghicidila.............o o 36

4.3, Venficacio de fotooxidacio e termopolimerizacdo .................. 37
4.4, ReacHio de heparina em amostra de LDPE-g-GMA................ 37
4.5. Reaglo de albumina em amostra de LDPE-g-GMA................. 37
4.6. Enxertia quimica de polietilenoiming ... 37
4.7. Reaglo de heparina degradada em amostra de LDPE-g-PEL..... 38
4.8. Reaco de albumina e amostra de LDPE-g-PEL................... 39
4.9. Anélise quantitativa de heparina e albumina imobilizadas.......... 39
4.10. Teste de adesfio de plaguelas..........oooeeeeiicic e 40
4.11. Teste de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA.... 41
4.12. Caracterizacio de superficie. ... 41
5. Resultados e diseussfo................ooooiiiiiiii e, 42
5.1. Quanto ao reator fotOGUIMICO. ...t 42
5.2. Quanto a fotooxidac#o e termopeolimerizacdo...........ccooeeeee. 44
5.3, Enxertia fotoquimica dos mondmeros. ............coceevevieninnnns 45
5.4. Caracterizag8o por ATR-IR.. e, 47
5.5 Porcentagem de enxertia.............ococcoe.. USROS 49
5.6. Reagdo de heparina e albuming em filmes de LDPE-GMA. ... 50
5.7. Reaglio de heparina e labumina em filmes de LDPE-PEL....... 51
5.8. Caracterizagdo quanto a trombogenicidade ........................... 54
5.8.1. Medidas de &ngulode contato..............oooveniiiiinin 54

582 Teste de TTPA. oo 35

5.8.3. Teste de adesfo de plaguetas..........oooveviiinienee 57

5.9. Morfologia da superficiepor MEV ... 62



B I IS 0. e s

7. Sugestfes para proximos trabalhos........o

8. Referéncias bibliograficas.......................



CAPITULO I
INTRODUCAO




Eniroducdc 1

Com ¢ aprimoramento de novas técnicas cirQrgicas, recentes pesquisas
visam desenvolver materiais compativeis com o organismo humano. Essas pesquisas
tentam melhorar a qualidade de vida de pacienies gue necessitam de implantes ou
dispositivos que, permanentes ou temporarios, estardo em contato com seu

Organismo.

Neste campo, os materiais 'peﬁméﬂcﬁs vém substituindo com
vantagens outros matenais devido as suas propriedades fisicas ¢ mecdnicas. Estes
materiais podem ser usados para substituir 0ssos e/ou tecidos, fazer a circulagio
extracorpérea em cirurgias cardiacas, hemodialises e endoscopias, construir
marcapassos. Os polimeros podem ser usados também em aplicagbes como
disposiivos descartaveis para reduzir os riscos de infecgdes, seringas, supories para
testes imunclogicos ¢ para os mais variados fins. Os polimeros mais utilizados em
aplicagles biomédicas sfo:  poliuretano, silicone, poliestirenc, polietileno,

polipropileno, teflon®.

Visando melhorar as propriedades de superficie desses materiais, o
grupo do Departamento de Tecnologia de Polimeros da Faculdade de Engenhana
Quimica da UNICAMP, iniciou suas pesquisas nesta area & algum tempo. Em
contate com o INCOR, Instituto do Coracgdo, algumas idéias foram colocadas no
sentido de se modificar as propriedades de superficie de polimeros imobilizando
algumas moléculas farmacologicamente ativas e ja utilizadas em pacientes por
injegdio intravenosa, como por exemplo, a heparina, que ¢ um anticoagulante

administrado em pacientes com alguns tipos de implantes.



Introducio 2

MNeste trabalho, algumas técnicas de enxertia por vias quimicas e
fotoquimicas foram utilizadas para aumentar a biocompatibilidade do polietilenc de
baixa densidade nfo s6 imobilizando macromoléculas como também trabalhando

com ouiras propriedades de superficie tais como: morfologia e hidrofilicidade.
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Dbjetive 3

OBJETIVO

Fiste trabalho tem como objetivo aumentar a biocompatibilidade do
polietileno de baixa densidade para fins biomédicos através de varios tratamentos de
superficie, tanto imobilizando macromoléculas com propriedades farmacologicas

quanto enxertando mondmeros hidrofilicos.
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3.1.Biomateriais [1]

(Os materiais usados para desenvolvimento de implantes ou interfaces no
corpo humano sdo comumente chamados de biomateriais. Um biomaterial pode ser
definido como um matenal que ¢ usado no tratamento de pacientes e que, em algum
estagio, interage com tecidos vivos por wm significativo espago de tempo. E este
periodo de tempo que distingue um biomaterial de outros materiais usados somente
temporariamente por um cirurgifio, tal como um bisturi. De fato, a defini¢8o exchn
todos os mateniais que tém contato com tecidos por curtos perfodos, mas nchui
todos os que tém contato por mais de algumas horas de duracfio.

De acordo com a Clemson Advisory Board for Biomaterials, "um biomaterial

¢ uma substéncia sistémica e farmacologicamente inerte designada para implante ou
para incorporagdo em sistemas vivos ". Assim, o termo biomaterial engloba todos os
materiais usados para aplicacBes médicas que estejam em interfaces com sistemas
vivos ou outros sistemas desenvolvidos para usos extracorpéreos. Os biomateriais
incluem metais, cerdmicos, polimeros naturais { biopolimeros ), polimeros sintéticos
de estrutura simples ou complexas. A tabela 1 relaciona alguns dispositivos e suas
fungdes, bem como o material mais ufilizado em cada caso.

O controle da interface biomaterial-tecido e biomaterial-sangue ¢ o principal
problema no campo da ciéncia dos biomateriais. A interagdo de muitos fatores
complexos como fisicos, biolégicos, clinicos e tecnologicos, devem ser

considerados para se julgar 0 sucesso ou fracasso de um biomaterial.
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Tabela 1:principais dispositivos que utilizam polimeros em sua fabricagéo [2]

Dispositivo Funcio Biomatenal
cristalino artificial substituir a cavidade Silicone
vitrea dos olhos
préteses de cornes, corrigir problemas Polimetilmetacrilato

lentes intraocularss

causados por cataratas.

marcapassos

manter o ritmo do

coragio

fio e eletrodos de platina
encapsulados com resinas
epoxi e recobertos com

borracha de silicone

catéteres e desvios

extracorporeos

desobstrucdo de veias e
artérias, hemodialises,

endoscopias

polietileno com superficies
hidrofilicas, poliuretano,

silicone

articulag8es artificiais

comgo joelhos e guadris

reconstrucio de

articulagdes

polietileno de alta

densidade

pele artificial

tratamento de

queimaduras severas

membranas de silicone
ultrafinas, poliuretano

enxertado com coldgeno

3.2. Polimeros come biomateriais [3, 4]

Nas 0ltimas décadas a substituicfo de metais e cer@micos por materiais

poliméricos, utilizados como biomateriais, vem sendo um procedimento bastante

comum, Isto se deve a grande variedade

de propriedades mecénicas que os

polimeros oferecem, por serem relativamente inertes no contato com o sangue, com

os tecidos e pela sua pronta moldabilidade.
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Os critérios basicos para o desenvolvimenio de materiais para dispositivos
biomédicos sHo muto rigidos, ou seia:

- eles devem ser ndo tdxicos e nfo devem produzir qualquer
mflamacdo ou mudanca clinicamente indesejaveis nos tecidos ou nos fluidos
corpdreos;

- eles devem ser facilmente fabricados por métodos de fabricagdo
disponiveis, reprodutiveis e capazes de fomecer produtos de boa gualidade com
melhora nas suas propriedades mecénicas.

- devem ser esterilizavers. A esterilizacdio destes materiais € essencial;
eles devemn ser estaveis durante esterilizacfo por todos os métodos utilizados;

- devem ser estaveis durante a implantacdo. Algumas mudangas nas
propriedades fisicas, mecénicas ou guimicas gque venham a ocorrer, ndo devem
causar a perda de sua eficiéneia;

- ndo devem degradar liberando produtos prejudiciais, tanto locais
como sistémicos,

- ndo devem ser carcinogé€nicos;

Juntamente com estes critérios, o custo final do produto deve ser o mais
baixo possivel.

A selegdo dos materiais para dispositivos depende principalmente de sua
aplicagfio final, isto €, caracteristicas do "design", duragdo do uso e natureza basica
das aplicacBes.

Os polimeros se encaixam em quatro categorias diferentes no que diz respeito
as aplicages biomédicas :

- aplicacdes descartaveis
- implantes
- usos farmacologicos

- sistemas biodegradaveis
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Do ponto de vista quantitativo, a primeira categoria representa a parte mais
significativa do mercado que mchu armazenagem de solugdes intravenosas, bolsas
de sangue, catéteres de varios tipos, membranas para hemodialise e outras.

A segunda categoria inclui valvulas para coracio artificial, érgfos artificiais,
marcapassos cardiacos, proteses para ortopedia, ete.

As duas fltimas categorias sf#o de interesse mais recente e estfo basicamente
ligadas aos sistemas de liberagdo controlada de drogas e adesivos biodegradaveis

para tecidos.

3.3. Aplicacio especifica de polictilene na drea médica

O pohietileno é um polimero muito utilizado em catéteres, implantes
vasculares, proteses de quadril e reconstrugio de articulagles, principalmente
joelhos,

Os catéteres sdo utilizados em procedimentos rotineiros como por exemplo a
deliberagdo € injeclo de fluidos intravenosos, a compressio de placas em artérias
coronarias © & desobstrugio de veias em dreas especificas do corpo. Catéteres
podem abrir caminhos alternativos em areas do corpo antes inacessiveis reduzindo,
muitas vezes, a necessidade de uma cirurgia [S].

Apesar das numerosas vantagens que o catéter de polietileno possui, sna
aplica¢do por longos periodos ainda ¢ restrito por causa do risco de trombose,
flebite e infecgdes causadas por mecanismos mecino - quimicos [6].

Os trés tipos de polietileno existentes, ou seja, o polietileno de bamxa
densidade, o de alta densidade e o de ultra alto peso molecular, tém aplicagles
como biomateriais. De acordo com as propriedades mecénicas desejadas, ¢ definido
o tipo de polietilenc a ser utilizado em cada aplicagio.

A polimerizacfio do etileno, via mecamismo radicalar, fo1 introduzida em

1939 produzindo o que € hoje conhecido como polietileno de baixa densidade
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{LDPE) . A reacfio se di em autoclaves sob pressfes entre 15000 ¢ 45000 psi (1600
a 3000 atm) utibizando oxigénio ou perdxidos como catalisadores. Sob tais
condigdes, as moléculas de etileno reagem entre si formando polimeros que
apresentam alto grau de ramificacSes.

Pouco antes de 1950, outro tipo de polietileno foi produzide e apresentou
propriedades bem diferentes do polimero ja conhecido. Este foi denominado
polietileno de alta densidade { HDPE ) e ¢ produzido sob baixa pressio de
polimerizag8o, isto € abaixo de 1500 psi (100 atm ). Este polimero ¢ formado
substancialmente de moléculas  lineares, com  poucas  ramificagBes.
Consequentemente uma alta densidade € alcangada.

O polietileno que tem mostrado muita repercussfio em cirurgias € o
polictileno de ultra alto peso molecular (UHWMPE). Este tem peso molecular de
aproximadamente 4x10% ¢ estd sendo usado ultimamente para substituicdo ossea
[7].

Portanto, quanto as propriedades mecénicas, o polietileno de baixa densidade
se aplica onde nfo se exige resisténcia meclnica e onde se necessita materiais
flexiveis ou filmes como no caso de catéteres ¢ membranas. Ja os polietilenos de
alta densidade e de ultra aito peso molecular sdo usados onde se exige resisténcia a

carga como na reconstrugdo de quadris, joelhos e outras articulagdes [8, 9].

3.4, Biccompatibilidade

Nos tltimos 20 anos, o desenvolvimento de drgdos artificiais e dispositivos
para manter fungdes vitais tem estimulado pesquisas sobre biocompatibilidade de
materiais. Biocompatibilidade ¢ a habilidade de um biomaterial existir dentro do
organismo vivo sem afetar significativamente o corpo e sem sofrer nenhum efeito
adverso. Um efeito adverso no material, por fluidos fisiolégicos, pode levar a

liberagdo de particulas ou materiais solfiveis que resulta numa resposta indesejavel
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no tecido. Portanto, biocompatibilidade envolve principalmente interac8es gquimicas
que ocorrem entre matenais e fluidos corporais, e as respostas fisiologicas dessas
reagfes. Assim, € muito dificil definir este termo pois cada material € preparado
com um objetivo definido.

3.4.1. Compatibilidade com os tecidos

Um implante compativel nfo deve apresentar efeitos adjacentes, isto €, as
células préximas aoc implante nfio devem apresentar nenhuma anormalidade,
nenhum tipo de célula diferente deve aparecer, nfio devem ser notadas reacdes
inflamatérias nem necrose. Em resumo, a histologia ao redor do implante deve ser
normal [10].

Na  pratica, nenhum material polimérico, cerdmico ou metdlico €
perfeitamente biocompativel. O corpo reconhece o implante como de origem
externa ¢ o isola através de uma capsula de colageno. Comumente a espessura
dessa membrana de encapsulamento ¢ utilizada como medida de compatibilidade
com tecidos. Quanto mais fina essa membrana, metfhor a compatibilidade [3].

Tradicionalmente, a medida de biocompatibilidade de materiais ¢ de dominio
dos patologistas . Os materiais a serem testados sfo implantados subcutaneamente
ot intramuscularmente em animais. Para aplicagBes especializadas como as
ortopédicas , em neurocirurgias ou cirurgias cardio-vasculares, os materiais devem
ser implantados em oOrgdos ou sistemas vasculares . Apds imtervalos de tempo
apropriados, a amostra ¢ retirada juntamente com o tecido circundante . Técnicas
de histologia macro e microscopicas s@io usadas para avaliar a intensidade da
inflamacc e o grau de formacfo de capsulas fibrosas [11].

A tabela 2 mostra um resumo das respostas dos tecidos de acordo com o

material implantado [12].
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Tabela 2: Tipos de respostas dos tecidos aos varios materiais implantados.

Polimero Tipo de resposta

Silicone, Poliolefinas PMMA, Teflon | Resposta minima, formacio de fina

camada de tecido fibroso.

Resinas termofixas Resposta mflamatoria, branda ou
aguda
Nvlon Resposta inflamatdria devido a
particulas
Termoplasticos com aditivos toxicos e Resposta inflamatéria crdnica

materiais degradaveis

Adesivos cirlirgicos e para 08sos Resposta necrotica

3.4,2. Compatibilidade com o sangue

A compatibilidade de biomateriais com o sangue depende basicamente de
trés fatores;

- velocidade do fluxo sanguineo,

- conformagio dos dispositivos, e

- propriedades de superficie, tais como:
* morfologia
» hdrofilicidade
® natureza elétrica

* natureza quimica

A formag#o de trombos, induzida por uma superficie estranha, € o maior

problema associado ao uso de proteses ¢ outros dispositivos que estejam em contato
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com o sangue. Coragdes, valvulas para coraglo, catéteres ¢ outros dispositivos
artificiais sHo comumente implantados hoje em dia. FEsses orgfos sfo, em sua grande
parte, constituidos de materiais poliméricos. Muitas mortes de animais em
cbservaco com orglos arfificiais s8o causadas, nfo pelo mau funcionamenio do
orgdo, mas pela formagdo de coagulos de sangue como consequéncia da ndo
compatibilidade [13]. Devido aos problemas interfaciais associados aos
biomateriais, muitas pesquisas vem sendo direcionadas para estabilizar interfaces do
tipo tecido-polimero e sangue-polimero, através do controle das reacfes quimicas ¢
microestrutura dos materiais [ 14].

Os polimeros biomédicos podem ser divididos em duas categorias quando se
trata da interface sangue-polimero:

- implantes extracorpéreos de curta duracfio como as membranas para
orgdos artificiais, tubos e catéteres para o transporte de sangue;
- implantes vasculares de longa duragfo e orgios artificiais [15].

O contato do sangue com uma superficie estranha resulta numa deposicio de
proteinas, plaquetas ¢ outros elementos formadores do sangue. As proteinas vEo se
depositar durante os primeiros segundos de contato entre o sangue e a superficie
estranha, enquanto as plaquetas iniciam sua aderéncia apos alguns minutos, quando
a camada de protefna ja ¢é de aproximadamente de 200 A. A polimerizacsio de
fibrinogénio & fibrina, a ativacfic ¢ a agregacio de plaquetas levam 2 formacio de
trombos aumentando a superficie artificial.

A quimica e a morfologia da superficie afetam a composicio e a
conformacdo das proteinas inicialmente depositadas. Este ¢ um dos fatores
determinantes da ativacdo de plaquetas, agregacfio e formacéo de coagulos [16].

Os coagulos podem ser chamados de trombos, se for um codgulo fixo

(trombose) , cu de émbolo se for um coagulo desprendido (embolia) [12].
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3.4.2.1. Mecamsmo de Coagulac8io Sanguinea

O sangue ¢ uma suspensfio de células numa solucdo salina chamada de
plasma, que também contém centenas de proteinas. A formacgfio de codgulos € o
resultade final de wm evento catastrafico, no que diz respeito aos biomateriais, que €
a cascata de coagulac@io. A cascata de coagulacdo ¢ uma sequéncia de reagdes
bioquimicas catalisadas enzimaticamente que envolve as células do sangue e as
proteinas do plasma. Algumas destas proteinas s#io chamadas de fatores de
coagulacdo, pois ap6s uma quebra catalitica, estas ddo origem as enzimas que agem
diretamente na cascata de coagulac8o . A tabela 3 mostra a nomenclatura dos

fatores de coagulacio [171

Tabela 3: Nomenclatura dos fatores de coagulacio.

Fator 1 Fibrinogénio

Fator I Protrombina

Fator Il | Tromboplastina tecidual

Fator IV Céalcio
Fator V Proacelerina
Fator VII Proconvertina

Fator VIIT | Globulina anti-hemofilica

Fator IX Fator Christimas
Fator X Fator Stuart-Prower
Fator X1 ATP

Fator X1i Fator Hageman

Fator X111 Fibrinase
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Quando a fator de coagulag@io vier acompanhado de um sub indice { a ), este
esta na forma ativada.

0O processo de coagulaglo € controlado pelos fatores de imibigdo. Alguns
destes fatores s8o enzimas do plasma capazes de formar complexos inativos com as

enzimas de coagulagéo.

Cascata de coagulagio

As reacgdes da cascata de coagulacio podem ser desencadeadas através de
dois caminhos diferentes: o caminho infrinseco que ocorre quando alguma
superficie artificial entra em contato com o sangue, ativando o fator XII ( fator de
Hageman } e © caminho extrinseco que ocorre para produzir codgulos no casc de
lesfio trauméatica em algum tecido do corpo [17].

A figura 1 mostra que, independente do caminho ativado, a cascata leva a
formagdio de trombina, a qual induz a adesfio plaquetiria e € capaz de ativar
moléculas de fibrinogénio para produzir o polimero solivel de fibrina. Novamente a
trombina € responsdvel pela ativag8o do fator XIII que transforma as ligacGes
cruzadas da fibrina solavel em um coagulio de fibrina msolavel.

Portanto, a mativagio através da trombina ¢ um ponto chave guando se
deseja evitar que as reacles da cascata de coagulagiio sejam completadas levando
aos coagulos. Esta inativagfo mterrompe as duas vias de formacdo de coagulos, a

intrinseca € a extrinseca.



[
ol

Revisfo bibliografica

SISTEMA
INTRINSECO

CONTATO

Y AWK SISTEMA
EXTRINSECO
Pre-I

X1ka,Xla

BINA
Ha

FIBRINOGENIO FIBRINA - SOLUVEL
¥ r
iia
Killa wmpemmmbomm A IEL
i”

FIBRINA INSOLUVEL
Figura 1: Cascata de coagulaciie.
3.4.3. Fatores que afetam a compatibilidade com ¢ sangue {2}

Morfologia da superficie

A morfologia da superficie de biomateriais tem sido considerada um fator
importante na formagio de trombos. Uma superficie mumto rugosa destzol as
plaguetas ¢ leva 4 uma formaglo bem mais rapida de codgulos. Pode parecer muito
simples a solugio para este problema, utilizando superficies muito lisas. Entretanto,
a utilizacfio de superficies pelidas como as do vidro, metacrilato de metila e
polictileno, apenas causa uma pequena prolongagio no tempo de coagulagiio.
Dentre as controversias exisientes na liferatura, existe um consenso de que, uma

certa rugosidade € necessaria para que o uso de biomateriais tenha sucesso.
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Molthabilidade da superficie

A molhabilidade da superficie, 1sto ¢, sua natureza hidrofilica ou hidrofobica
¢ um fator importante no processo de coagulagfio. Como a membrana interna dos
vasos sanguineos ¢ hdrofilica, os materiais com esta caracteristica tém a tendéncia
de aumentar o tempo de coagulacio. Mas sabe-se também que nada se pode afirmar
a respeito de um udmico fator isoladamente. O que desencadeia a cascata de

coagulacio ¢ o efeifo de todos os fatores em conjunto.

Natureza elétrica da superficie

A superficie interna da membrana dos vasos sanguinecs ¢ carregada
negativamente. A este fato, atribui-se parcialmente o cardter ndo trombogénico ou
tromboresistente da membrana, pois os elementos do sangue sfo também carregados
negativamente ¢ estes sfo repelidos pela superficie da mesma. Quando o vaso
sanguineo ¢ destruido, ocorre uma mudanca liquida de carga negativa para positiva
até que o restabelecimento seja alcancado. Neste caso, a administracdo de
compostos no sangue, carregados negativamente, aumenta a magnitude das cargas
negativas da membrana. Entretanto, ainda nfo foi possivel estabelecer uma relacio
direta entre o tempo de coagulacio e o potencial zeta { a magnitude de uma carga na

superficie em contato com um lHqudo ).

Natureza quimica da superficie

A natureza quimica da superficie exposta ao sangue esté relacionada com a
natureza elétrica pois os tipos de grupos funcionais presentes irfo determinar a
magnitude ¢ o© tipo de carga na superficie . A membrana interna dos vasos
sanguineos € carregada negativamente pela presenca de mucopolissacarideos,

especialmente pelo sulfato de condroitina e sulfato de heparina.
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3.5. Modificacdo superficial de polimeres

Existern varios meétodos que podem produzir espécies reativas na superficie
de polimeros. Destacam-se os seguintes [18].
- radiacdo ionizante;
~ oxidacfo da superficie através de chama ou uso de acidos fortes;
- tratamento por plasma ;
- uso de surfactantes ;

- enxertia ou grafitizaciic com radiagio UV,

Alguns desses métodos estdo esquematizados na figura 2 [19]. Para este
trabalho vamos considerar com mais profundidade o nosso tema de interesse, ou

seja, enxertia ou grafitizag8o por via quimica e fotoguimica.
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Figura 2: Espécies reativas através de varies tratamentos de superficie

3.6. Copolimerss em bloco e de enxerto

Nos daltimos anos, a sintese de novos materiais poliméricos tem sido um
campo atrativo para a ciéncia dos polimeros. Geralmente, esses novos materials
requerem propriedades que sfo conseguidas com a combinagfio de duas ou ués

unidades de mondmeros diferentes. As combinagBes de propriedades fisicas podem
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ser mais facilmente alcangadas com a copolimerizacio em bloco ou por enxertia |
que tém as seguintes estruturas gerais [20].
ay Copolimero em bloco

WAAA-BBBBBBBB

b) Copolinero de enxerto

BBBBBBR BBBBERB

BBEBBEBEB

¢) Copolimero aleatorio

ABBAABABBBAABAABBBAB

No presente, existem véarias produtos poliméricos no mercado basicamente

consistindo de copolimeros aleatérios com até tvés diferentes unidades repetitivas.

3.6.1. Fotoenxertia em superficies de polimeros

Um grande ntmero de propriedades de materiais poliméricos tais como
adesividade, tingimento, polimento, comportamento anti-estatico, estabilidade
térmica,  biocompatibilidade, propriedades anti-trombogénicas ¢ oufras, sfo
determinadas pelas propriedades de superficie . A importdncia das propriedades de
superficie nfo ¢ limitada apenas aos filmes mas também as fibras e materiais
moldaveis.

Fotoenxertia € uma técnica gue ufiliza luz de determinados comprimentos de
onda para iniciar a polimerizacfio de uma espécie monomérica, tendo outra cadeia
como suporte. A regido mais utilizada € a faixa do ultravicleta gue estd entre 190 ¢

400 nm [211.
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A macromolécula pode iniciar a polimerizagio em pontos ao longo de sua
cadeia gerando sitios radicais . Os sitios na cadeia podem ser formados por foto-
reacles ou por transferfncia de radicais formados na matriz polimérica. Tais
técnicas ddo a oportunidade de preparar polimeros enxerfados com mondmeros que
apreseniam propriedades radicalmente diferentes da matniz polimérica. ( O esquema
deste tipo de polimerizagdo esta no item "reacles fotoquimicas” ). Assim, podemos
citar como exemplo a enxertiz de um mondmero hidrofilico como a acrilamida num
polimero hidrofobico como o polietilenc mudando assim suas propriedades
superficiais .

A fotoemxertia tem muitas vantagens em comparagdo com outros processos
de modificacdo de superficie. S#o elas:

- a fotoiniciacfio se da via estados excitados sendo possivel assim
utilizar-se de foteiniciadores de excitac8o seletiva;

- a luz incidente ¢ absorvida numa espessura de camada de 1-3 um;

- baixa temperatura de reagfo;

- as fontes de energia para foto-reagfio, tais como ldmpadas de
mercirio, de neon e de haletos de metais sfo comparativamente seguras ¢
econémicas;

- se o filme a ser tratado for transparente, teremos a ativacdo das duas
superficies em contato com a soluc8o;

- intera¢Bes entre o polimero base ¢ a solugdo reacional sHo

controladas, bem como a produgfio da fina camada de enxerto.

As desvantagens da fotoenxertia sfo !
- produclo de espécies ativas indesejaveis, levando, muitas vezes, &
reagdes paralelas,
- fotodegradacdo e fotooxidaglo podem ocorrer em paralelo com as

reacGes de fotoenxertia |
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- taxas de reaces lentas { tempo de reaclo € amda muito longo para
tratamento de polimeros comerciais ) ;

- fotchomopolimerizacio. Quando um homopolimero € depositado na
superficie enxertada, a difusio do mondmero e do fotoinmiciador ¢ impedida

tornando a polimerizacdo lenta [211

3.7. Modificacfio superficial de polimeros para aplicacdes biemédicas

Na tentativa de aumentar a tromboresisténcia de polimeros, surgem
basicamente trés tipos de tratamentos superficiais: ligacBes de compostos
farmacologicamente ativos, revestimento da superficie com materiais biologicos e

enxertia de mondmeros para obtencfo de copolimeros.

3.7.1. Lagacdo de compostos farmacologicamente ativos

3.7.1.1. Heparina [22]

Quimica da heparina:

Heparma, cuja estrutura é mostrada na figwra 3, é um anticoagulante,
mucopolissacarideo  anidnmico de  cadeia rveta, chamado também de
glicosaminoglicanc de peso molecular médio de 15000 dalions. Menos de 1% dos
ghicosaminoglicanos obtidos por hidrélise alcalina comresponde a heparina; a

comercial consiste em um polimero de duas unidades dissacaridicas repetitivas.

+sso4?

ey

Figura 3: Estrutura da molécula de heparina
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Visto gue os grupos sulfatos e carboxilicos estio ligados covalentemente na
molécula, a heparina € altamente 4cida. Comparada com a heparina padrio, fragdes
de heparina de baixo peso molecular tem um grande efeito na inibigdo da atividade
relativa do fator Xa. Heparina de baixo peso molecular também parece ter atividade
inibindo a adesfo de plaguetas.

A heparina comercial ¢ preparada de mucosas de pulmio bovino ¢ intestino
suino, eniretanto a que tem melhor efeito anticoagulante ( antifator Xa ) ¢ a de
mucosa suina . As heparinas preparadas sinteticamente de dissacarideos D-
glucosamina e acido D-glucordnico sfio chamados de heparindides e também tem

alta atividade anticoagulante, mas sua atividade clinica ainda nfo foi festada.
Propriedades farmacologicas

Quando por njeclo intravenosa, a heparina tem dois efeitos farmacologicos
principais: diminui a coagulacio do sangue ¢ também reduz a concentragio de
triglicerideos do plasma.

O efeito anticoagulante da heparina ¢ essencialmente imediato, e ocorre tanto
in vitro quanto in vivo . Ela age indiretamente por meio de um cofator do plasma, ou
seja, a antitrombina [II que € uma o-globulina, inibe severamente a atividade dos
fatores de coagulacdo. Pensava-se que a anfitombma T fosse a tnica
macromolécula capaz de mativar a trombina, mas outras proteinas do plasma sfo
conhecidas agora por exercer essa funcfo.

A antitrombina Il e a heparina formam um complexo rreversivel com a

trombina ¢ como resultado temos a proteina inativada.
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Mecanismo de agfo da heparina

A heparina age como catalisador na reacdo trombina (protease) e
sntitrombina, isto €, e¢la acelera a reacfio em guantidades nfo estequioméiricas e
ndo ¢ consumida durante a reacfo. Alguns estudos demonsiram esta aceleracdo
provando que a heparina exerce um efeito de mudanga conformacional da
antitrombina facilitando muifo a reagdo posterior de mativacfo da trombma. Uma
ilustraciio esquematica da funcio da heparina como catalisador desta reagio ¢

mostrada na figura 4:

Figura 4: Mecanismo de a¢fio da heparina.

onde H = heparina, AT = antitrombina, P = protease (trombina)

Apos a formaglo do complexo inativo, a afinidade do complexo pela
heparina diminui ¢ esta ¢ liberada para catalisar nova reagfio [23]

A habilidade da heparina em se ligar & antitrombina ¢ trombina (protease de
coagulacdo) pode ser discutida atraveés de trés diferentes hipoteses; a teoria classica
j4 mencionada, sugere a ligagdo da heparina com a anfifrombina, induzindo & uma
mudanca conformacional, o que facilita a reagdo com a protease, como na figura 4.

Esta hipétese também foi proposta por Holmer E. at al. [24].

A segunda teoria propde 2 ligagfio da heparina com a protease, ¢ que causaria
uma mudanca na conformacio da protease facilitando a reacfio com a antitrombina

(figura 5);
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Figura 5: Segunda hipétese proposta para o mecanisms de acfio da heparina

A terceira hipltese prople que a heparina acelera a reacfio pois ambas,

trombina e antitrombina, se ligam a heparina ao mesmo tempo { figura 6);

Figura 6: Terceira hipétese proposta para o mecanismo de acfio da heparina

E mais evidente a afinidade entre a heparina e a antitrombina ( primeira
hipo6tese acima) pois a ligaglo € forte e mais especifica, enquanto que a inferacio
enire a heparina ¢ a protease ¢ fraca, pouco especifica e aparentemente nfio afeta a

conformacio das enzimas.

Ligacfio covalente x i10nica da heparina € a tromboresisténcia

Os biomateriais heparinizados t8m sido preparados por vérias técnicas.
Algumas delas preparam esses biomateriais através de ligacBes ibnicas. E
reconhecida a boa antittombogenicidade desses materiais, mas com o fluxo
sanguineo essa tromborresisténcia desaparece num curto espago de tempo devido ao
arraste da heparina. Para se conseguir um efeito mais duradowro, tem-se tentado

obter biomateriais que tenham heparina ligada fortemente através de ligacBes
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covalentes mas até agora sua atividade anficoagulante tem se mostrado menor que

a da forma livre {25, 26], fal como acontece com enzimas imobilizadas.

3.7.1.2. Outros agentes anticoagulantes

Além da heparina, oufros compostos tromborresistentes tem sido utilizados
na preparagéic de biomateriais. Uroquinase, uma enzima que dissolve fibrina, tem
sido imobtlizada em superficies poliméricas [13, 27]. Estreptoquinase, outra enzima
usada no tratamento de trombose também vem sendo estudada [28], bem come o
sulfato de condroitina [291.

Algumas pesquisas combinam as propriedades anticoagulantes da heparina
com a passividade da albumina em relago & agregaclio de plaquetas, para a

obtencdo de um conjugado que apresenta propriedades antitrombogénicas [30, 31].

3.7.2. Revestimento com materiais biologicos

Proteinas

O revestimento da superficie de varios polimeros com proteinas, para os mais
diversos fins, tem sido um assunto bastante difundido na lhteratura técmico -
cientifica [32]. A compatibilidade de um material polimérico com o sangue e/ou
tecido € em grande parte determinada pelo comportamento das moléculas de
proteinas em sua supesficie [13].

Estudos sobre ades3o de plaquetas em superficies recobertas com proteinas
tém indicado que as superficies albuminadas previnem este processo. Isto se deve a
camada passivadora que a albumina adsorvida confere ao material, se tornando
tromborresistente [32].

A passividade da albumina também se deve 2 sua citocompatibilidade [33].

Este ¢ um fator muito expressivo quando se trata de implantes pois a albumina ¢
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uma proteina essencialmente natural promovendo maior compatibilidade entre o
implante e o tecido {34]. Outros trabalhos vem sendo desenvolvidos com a adsorgdo

de proteinas como colageno [35] e gelatina [36].

3.7.3. Enxertia de mondmeros para obtengio de copolimeros

Mondmeros hidrofilicos enxertados em superficies hidrofobicas sdo também
utilizados para melhorar a biocompatibilidade de polimeros. Os mondmeros mais
utilizados sfo acido acrilico [37], acrilamida [38], hidroximetilmetacrilato [39] e
seus derivados [40], dentre outros. A poliacrilamida, além de tornar a superficie
mais hidrofilica, tem ainda como fungdo diminuir seu coeficiente de fricgdo. Isto
ajuda nos casos de muitos tipos de cateterismo e endoscopias onde o paciente sente

muito desconforto na introducdo do dispositivo.

3.8. Reacdes fotoguimicas [41]

A polimerizago de mondmeros insaturados pode ser imiciada por meios
fotoquimicos através de irradiag8o com luz ultravioleta produzindo radicais. Estes
radicais podem ser produzidos a partir de mondmeros puros ou utilizando
fotossensibilizadores.

A iniciagdo a partir de mondmeros puros se da quando a fotdhise de alguns
mondmeros resulta na formacic de uma espécie excitada { M }* apés absorgfo de

luz:

M+ Av — (M)* (eq. 1)
A espécie excitada sofre fotdlise e produz radicais capazes de iniciar a
polimerizagio:

(MY —» R+ +R'» {eq. 2)
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A iniciac8o a partir de fotossensibilizadores ¢ um outro meio de iniciar
reagBes fotoguimucas. Hste processo € usado quando ¢ mondmero nfo sofie
excitagdo suficiente na frequéncia de luz utilizada. O fotossensibilizador Z sofre

excitaglio e transfere energia ao composto C:

Z+ oy = (Z)* (eq. 3)
(ZY+C = Z+(C)H»* (eq. 4)

Radicais sfo subsequentemente produzidos pela decomposigiic de C no

estado excitado:
(C»—> Res + R'e (eq. 5)
3.8.1. Fotoquimica de solventes [21]

Muitos solventes comuns sfo considerados inertes em experimentos
fotoquimicos. Os alcoois e hidrocarbonetos, por exemplo, nfo sdo reativos guando
irradiados na faixa de 190 - 400 nm.

As reagdes fotoquimicas de solventes puros em atmosfera livre de oxigénio ¢
na presenca de oxigénio interferem no estudo fotoquimico de polimeros em solugdo
. Solventes podem se transformar em radicais e iniciar polimenizag3o por radical
livre no lugar do iniciador mudando completamente o mecanismo ¢ a cinética da
reagfo observada . O conhecimento da fotogquimica dos solventes € necessario para
entender todas as fotorreacdes que ocorrem em solugde guando os mesmos séo

utilizados.
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Alcoois

Alcoois alifaticos t8m sua banda de absorgfio distante num comprimento de
onda abaixo de 200 nm , a qual ¢ associada com uma transigio (n, " ) .

FotGlise do metanol, etanol, isopropanol, e n-pentanol na fase condensada
torna-se desprezivel sob irradiacio acima de 200 nm .

A fotdlise do metanol ocorre pelas seguintes reacSes:

. CH}G "'§" H2
CHLO-+H-
CH,OH __AY / *
(g > 200nm )
TRERR \H(}CHZ' 4 Hi o

CHs -+ HO-

Acetona

A acetona absorve luz U V abaixo de 320 nm. Quando excitada, ela forma
radicais metil ou retira hidrogénio da molécula que estiver mais proxima . Muitas
das reagGes acontecem no estado triplete. Os radicais formados pela acetona sdo
capazes de iniciar a enxertia e homopolimerizagdo, dependendo da molécula
atacada, isto €, o polimero ou o mondmero.

Esta reagdo pode ser descrita como segue:

R g T g
CH,CCH, -, |CH,CCH,| — - CH, + CCH,

jﬁﬁ
O
CH COH, + R-



Revisiio bibliografica 28

A formacio de uma fina camada de substdncia de enxertia na superficie
depende do tipo de solvente usado . As caracteristicas do solvente apropnado estio
relacionados a seguir

- O solvente deve ser um n#o-solvente para o polimero base. Para se
obter uma camada fina enxertada , o solvente nfio pode mchar o polimero base
excessivamente . Fracas mas defimifivas interacdes sdo , entretanto , necessarias para
proporcionar sitios reativos para a enxertia .

- A cadeia ndo deve ser solivel no solvente . Boa interacdo entre
solvente e cadeia enxertada ¢ vantagem na propagacdio da cadeia na superficie do
polimero.

- O solvente deve ser merte ao estado triplete excitado do fotomiciador
. Isto é particularmente importante para polimeros os quais nfo sSio muito
susceptiveis ao ataque de radicais .

A escolha do solvente tem grande influéncia também na taxa de enxertia . O
grau de interagio polimero-solvente ira definir a profundidade do enxerio ¢

consequentemente as propriedades de superficie do polimero enxertado.

3.9.Caracterizaciio de superficie

Existem varias técnicas de caracterizagdo de superficie. As mais utilizadas
para analise de materiais biomédicos sfio: Espectroscopia para  Anélises
Quimicas
{ ESCA ), Microscopia Eletrbnica de Varredura { MEV ), medidas do angulo de
contato, Infravermelho de Reflexfo Total Atenuada ( ATR-IR ), Espectrometria de
Massa de lons Secundarios { SIMS ), dentre outras menos utilizadas. As anélises por
ESCA e SIMS sio menos utilizadas tammbém pelo alto custo e pela pequeno nlimero
de equipamentos disponiveis no Brasil. Neste trabalho ulilizamos as técnicas de

angulo de contato, MEV ¢ ATR-IR.
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3.9.1.Molhabilidade e dngulo de contato

A molhabilidade € um termo usado para descrever a extensfio com que um
liguido se espalha sobre uma superficie sblida, mantendo um contato 3 nivel
molecular [42].

Quando uma gota de liquido € colocada sobre uma superficie sélida plana,
ela poderd espalhar-se completamente sobre toda a superficie ou, mais
provavelmente, formard um certo &ngulo com a superficie so6lida. Este angulo €
denominado dngulo de contato [43]. O angulo de contato € a grandeza fisica que
representa o equilibrio entre as forcas que determinam a forma do liquido sobre o
solido [44]. A figura 7 representa a situacfo esquematica de um liguido sobre uma
superficie solida, formando um &ngulo de contato (8) ¢ todas as forcas que agem

entre o liguido ¢ a fase s¢hida.

vAPOR (L)
& AR ; LiowIsD {L)
§
H
i
] —
Yg : ! YSL
YL cos e
SOLIDD (5)

Figura 7: Situaciio esquematica de um liguido sebre um sélido.

Se considerarmos as tensdes interfaciais como sendo forgas em equilibrio,

obteremos, a partir da figura, a seguinte equagio [45]

Ysrar =™ Vei 1 + Yi/arcos® (eq 6}
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Quando © = 180 ° a gota do liquido tem a forma esférica e nfo ha
molhabilidade. Se 6 estd entre 0 ¢ 180 ° teremos molhabilidade parcial e se =0 °

tera molhabilidade perfeita, como mostra a figura 8.

Molhamento completo Molkamento parcial Nio ocorre molthamento
@=0° o’co <190’ & = 156"
For, + T v Vov Fsv=Fse* FTrvcose Vov + Vv< ¥

Figura 8: Tipos de mothamento de superficie

Assim esta técnica € muito utilizada para caracterizagfio de superficie quanto

ao seu aspecto de hidrofilicidade.

3.9.2. Microscopia Eletrdnica de Varredura

A Microscopia Eletrbnica de Varredura { MEV ) tem como principal
aplicagdio a observagdo da superficie da amostra e analise das suas caracteristicas
microestruturais. Um aspecto importante desta técnica € a alta resolugo que pode
ser obtida na observagfio tanto da area quanto dos microvolumes. Ouira vantagem
da microscopia eletrénica de varredura € que a amositra pode ser observada
tridimensionalmente [46].

A formagdo da smagem do objeto a ser examinado ocorre quando um feixe de

elétrons é gerado termoionicamente por um filamento de tungsténic sob alta
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voliagem (0,5 a 50 KV). Este ¢ coliznado por uma lente condensadora ¢ uma
objetiva. A interagfo do feixe de elétrons com a amostra produz uma série de
fendmenos, como a emissfo de elétrons retroespalhados, ratos X, Tuz visivel € mais
comumente, de elétrons secundéarios de baixa energia que sdo coletados pelos
detectores e projetados numa tela de video. Ha basicamente dois modos de
formacio de imagem. A imagem por elétrons retroespathados (BEI) ou por elétrons
secundarios (SEIL). Elétrons retroespalhados sfio elétrons primérios elasticamente
espalhados pelos nucleos dos atomos da amostra que escapam da superficie com
alta energia (> 50 eV) . Estes elétrons partem da superficie de uma area vasta, o que
faz com gue a resolugdo em BEI seja baixa. Quando a amostra € composta por
elementos de diferentes ntmeros atdmicos ( C,0, F, C1), a interacfio do feixe com o
nicleo da amostra permite a obtengfo de imagem com coniraste de composico.
Para a determinacfo precisa do tipo de elemento, torna-se necessario ¢ acoplamento
ac microscopio de um microanalisador de raios X. Contraste somente topografico €
um outro recurso possivel através da detecgo de elétrons retroespalthados. Elétrons
secundarios, por sua vez, sdo produzidos pelo feixe priméaric de elétrons e por
elétrons retroespalhados, emitidos a partir da amostra com baixa energia {50 ev) o
que faz com que eles provenham de profundidades de apenas alguns nandmetros. A
emissic de elétrons secundéarios depende da superficie da amostra. Se o feixe ncide
sobre uma protuberincia, mais elétrons secundarios serfio emitidos da amostra
porque um maior volume de interac@c estd proximo da superficie. Entretanto, se o

feixe incide sobre uma cavidade, poucos elétrons atingirfio o detector, produzindo

uma imagem escura, como mostra a figura 9.

Figura 9 : Interacfie dos elétrons com as cavidades superficiais da amostra.
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A figura 10 resume todos os tipos de interagbes que podem ser geradas

pelo M E 'V através do feixe de elétrons gquando incide na amostra [47].

Feixe de elidtrons

Fiétroms Flétronsg
secundarios = _ refietides

Lumminescencia . s Halps X

Hlédrons
fransnitidos

Figura 10: Interacdes geradas a partir do feixe de elétrons do Microscépio

Eletronico de Varredura.

Preparacfo das amostras

A preparagiio das amostras para a microscopia eletrnica de varredura ¢
bastante simples pois a analise ¢ superficial, o gue tora a espessura das mesmas um
fator secundario. As amostras so colocadas no porta-amostras com um material
condutor, que pode ser grafite coloidal ou cola de prata. Caso nfo seja condutora, a8
amostra deve ser recoberta com uma fina camada condutora que pode ser ouro, liga
de ourc-paladio, aluminio ou carbono. O recobrimento metalico tem a principal

finalidade de prevenir uma sobrecarga de clétrons sobre a superficie da amostra e



Revisdo bibhiografica 33

prover um meio de descarregar o excesso de carga negativa da amostra, sem

prejudicar a observagdo da topografia superficial [48].

3.9.3. Infravermelho de Reflexo Total Atennada (ATR-IR)

A espectroscopia de infravermelho que utiliza a reflexfo total atenuada € uma
técnica de analise de superficie. Nesta técnica, a superficie da amostra entra em
contate com a superficie de um cristal ¢ os raios infravermelhos sfo refletidos

mterngmente como mostra a figura 11.

Filme de Polimere

e Feixe
Infravermelho

Cristal

Figura 11: Esquema simplificadeo da Reflexfio Total Atenuada de Raios

Infravermelho.

Os raios emitidos t€m caracteristicas de absorcdo de acorde com os grupos
quimicos presentes na superficie da amostra. A profundidade de penetragiio desta
técnica é de 0,1 a 1 um . Esta profundidade de penetragio € maior para o ATR-IR
do que para o ESCA (que também € uma técmica de analise de superficie). A
profundidade de penetragdo ¢ uma funcfo também do comprimento de onda, que
varia durante todo o espectro, € do dngule de incidéncia dos raios emitidos. As
amostras podem ser sélidas como fibras, filmes ou tubos, Hquidas ou gasosas,
Recentes estudos em infravermelho com transformadas de Fourier (FT-IR)
permitem: que as amostras hidratadas possam também ser analisadas.Esta técnica
tem como principal desvantagem a dificuldade em se realizar analises quantitativas

através dos espectros [49].
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A tabela 4 relaciona os materniais e reagentes utilizados a procedéncia

dos mesmos.

Tabela 4: Materiais e reasentes utilizados e suz procedéncia

Poliolefinas S A,

Filmes de LIDPE sem aditivos com espessura de 150
L.
Acido acrilico Riedel de Haen
Acrilanuda Sigma Chemical Company
Metacrilato de Glicidila Aldrich Chemical Company
Heparina sédica ( LiQuemine ® ) Roche

Albumina bovina

Sigma Chemical Company

Polietilenoimina Sigma Chemical Company
Cianoborohidreto de sodio Merck
Nitrito de sédio Synth
Cloreto de sodio Ecibra
Azul de Toluidina Merck
Azul de Coomassie G 250 Fluka
Solventes ( acetona, etanol e metanol ) Merck
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Materials & métodos

4.1.Montagem do reator fotoguimico

O reator fotoguimico foi montado utilizando-se um recipiente pyrex® de
6000 ml, um tubo de quartzo com 4 cm de difmetro, o bulbo de uma lampada de
vapor de merctirio de 250 W (OSRAM) e uma tampa de teflon com entrada e saida
de nitrogénio. A figura 12 mosira © esquema do reator utilizado, o qual foi uma

modificacdo baseada no trabalho de K. Allmer, mostrado na figura 13.

il

=
|

Figura 12: Reater utilizado para realizacic da enxertia fotoquimica em fase

liquida.

(38}

Figura 13: Reator utilizado por Allmér " para enxertia fotoquimica em fase

Vapor.
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As reacdes foram realizadas em fase lquida apGs varias tentativas de
adaptagdo do novo reator ds nossas condigles de trabalbo, conforme serd descrito

mais adiante.

4.2. Emxertia fotoguimica de acide acrilico no filme de polietilens

(LDPE-g-AA) [18]

Preparou-se a mistura reacional contendo acido acrilico 2M e benzofenona
0,2M utilizando-se acetona como solvente. O filme a ser enxertado for previamente
lavado com metanol, seco em dessecador com vacuo por 24h e depois pesado. Este
filme foi colocado no interior do reator juntamente com a mistura reacional . O
reator foi fechado e passou-se mitrogé€nio por 5 min . Selou-se ¢ reator ¢ este foi
colocado num banho maria com temperatura controlada em 60° C. Apds atingir o
equilibrio térmico, irradicu-se o filme por 15 min.

O filme enxertado com acido acrilico fo1 entéio lavado por 30 min com uma
solucdo de KOH 0,1 M e depois com HCl 0,05 M também por 30 min para a
remocdo de mondmeros residuais € homopolimeros formados. O filme foi entdo
seco e pesado novamente.

Utilizou-se 0 mesmo procedimento para o use de etanol como solvente,

Enxertia fotoquimica de acrilamida e metacrilato de ghicidila em filme de polietileno
(LDPE-g-AAm e LDPE-g-GMA) [51]

Utilizou-se ¢ mesmo procedimento para enxertia de acrilamida e metacrilato
de glicidila, inclusive no que diz respeito as concentragfes dos reagentes € com a
utilizagfo dos dois solventes, acetona e etanol. Apenas na remoc¢io de mondmeros
residuais ¢ homopolimeros formados € que utilizou-se uma extracfio por Soxhlet. A

extracio foi feita por 6 h usando acetona como solvente.



Binteriais ¢ métndos 37

4.3. Verificacio da possibilidade de fotooxidacdo e termopeolimerizacio

Dois brancos foram preparados:

1. Colocou-se o filme ¢ uma solugdo de benzofenona 0,2 M em acetona.
Irradiou-se por 15 min, nfo colocando-se apenas o mondmero de enxerto,

2. O procedimento para enxertia de acido acrilico foi seguido sem a presenca

da radiacic UV, O tempo de reacfo foi também de 15 min.

4.4, Reacfo da heparina na amestra de LDPE-g-GMA
(LDPE-g-GMA-Hep)

A ligacdo da heparina no filme de polietileno enxertado com metacrilato de
glicidila foi fetta colocando-se o filme num becker com uma solugiio de
concentragdo 40 mg/mi de hepanina ( fez-se uma diluigdio de liguemine de
concentragio 50mg/ml ) . O filme foi imerso nesta solucfio por 24 h a 40°C com
agitagdo constante. Apds a reagio o filine foi lavado com agua destilada a 40°C por

24 h e seco em dessecador. Este método foi adaptado de Larsson [52].

4.5, Reacfo da albumina na amestra de LDPE-g-GMA
{(LDPE-g-GMA-Alb)

Colocou-se o filme enxertado com metacrilato de glicidila numa solugio de
albumina bovina de concentragdo 50 mg/ml a 37°C com agitagfo por 24h. Apés a
reagdo o filme fo1 lavado por 24 b com agua destilada 4 37°C ¢ seco em dessecador.

Este método foi adaptado de Larsson [52].
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4.6. Enxertia quimica de Polietilensimina (PEI) em filme de polietilens

( LDPE -g- PE1) [52]

Os filmes de polietileno foram incubados numa solugdo de acido sulfurico
concentrado contendo permanganato de potassic numa concentracfo de 2¢/1 por 4
minutos e lavados cuidadosamente com dgua destilada. Um pedago deste filme foi
colocado muma soluco de azul de toluidina 0,02% verificando o aparecimento de
um azul intenso devido a ligagfo. Dois tratamentos foram realizados a partir do

filme ativado com acido sulfarico:

1) incubou-se o filme por 5 min a temperatura ambiente numa solugio
aquosa de polietilenoimina 0,01% com pH = 3,0 ( para acertar o pH utilizou-se HCl

0,1 M ). Apds a incubacio lavou-se o filime com agua destilada.
2) incubou-se o filme por 5 min & temperatura ambiente numa soluglo
aquosa de polietilenoimina 0,01% com pH = 9,0 ( também usou-se HCl para o

acerto do pH). Lavou-se a amostra com agua destilada.

Depois da reaglo com PEIL um outro pedago do filme fo1 colocado na

solugiio de azul de toluidina 0,02% e a colorago azul ndo foi mais observada.

4.7, Ligacie da heparina parcialmente degradada na amostra de

LDPE -g- PEI (LDPE -g- PEI - Hep)

Degradacéo parcial da heparina :

Preparou-se uma soluclio de heparina com 5 mg/ml & 0° C. Acrescentou-se 6

mg de NaNO7 para 100 m! desta soluc&o e ajustou-se o pH em 2,7 com HCI 1M |
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Agitou-se esta solugdo por 2 h num banho de gelo . Ajustou-se o pH em 7,0 com

NaOH 0,5 M.

Os filmes de LDPE - PEI foram incubados numa sclugdo de heparina
parcialmente degradada na concentracdo de 1 mg/ml contendo 0,01 mg/ml de

NaBH3CN em Na(ll 0,15 M num pH 3,5, Apés duas horas os filmes foram

retirados, lavados com agua destilada e secos em dessecador.

4.8, Ligacde de albumina na amestra de LDPE -g- PEI
(LDPE -g- PEI - Alb)

Os filmes LDPE -g- PEI foram incubados numa solugfo de albumina bovina
10 mg/ml em soluc@o salina por 24 h a 37 °C . Apds a reaclo os filmes foram

lavados com agua destilada a 37 °C e secos em dessecador.

Resumo de todas as amostras de enxertia :
LDPE -g- AA
LDPE -g- AAm
LDPE -g- GMA - Hep
LDPE -g- GMA - Alb
LDPE -g- PEI (pH 3) - Hep
LDPE -g- PEI (pH 9) - Hep
LDPE -g- PEI (pH 3) - Alb
LDPE -g- PEI{(pH 9) - Alb

4.9. Analise gquantitativa de heparina ¢ albuming imobilizadas

4.9.1. Heparina imobilizada {53]
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Construin-se uma curva de calibracéo variando-se a quantidade de heparina
de 10 2 50 ug/ml, partindo-se de wma solucgfo padrio de concentragio final 50u
g/ml. Elevou-se o volume de todos os tubos para 5 ml com NaCl 0,2 %. Em cada
tubo colocou-se 2,5 m! de uma solucio 5x10-3 % de azul de toluidina (feita em HC1
0,01M contendo 0,2 % de NaCl ) e agitou-se por 30 s. Adicionou-se 5 ml de hexano
£ agitou-se por mais 30 s provocando a separagio do complexo heparina-corante da
solugio . A fase aquosa foi separada e diluida na proporgdc 1:3 com etanol
absoluto. Len-se a absorbincia em 631 nnm.,

Para os filmes com heparina imobilizada colocou-se 5 ml de Na(Cl 0,2%; 2.5
m! de corante ¢ um pedaco de filme medindo 2x1 cm, seguindo-se o mesmo
procedimento usado na realizac8o da curva de calibrago.

4.9.2. Albumina imobilizada

U método utilizado para a dosagem de albumina imobilizada foi uma
adaptacio do método de Bradford [54] que quantifica proteinas em solugéo.

Constroe-se uma cuwrva de calibrag@io com concentragdes de proteina variando
de 10 & 50 ug/m! num volume total de ! ml Esta soluclio foi feita em tampio
fosfato pH 7,4. Em cada tubo adicionou-se 5ml da solugfio de corante (0,01% de
azul de coomassie G250, 4,7% de etanol e 8,5% de acido fosforico). A absorbancia
foi lida em 465nm num tempo entre Zmin ¢ 1h.

Os filmes com albumina imobilizada foram colocados em 1 ml do mesmo
tampdo com 5Smi de corante.

Essas analises colorimétricas foram realizadas mum espectrofotémetro

Micronal modelo B 382,

4,10, Teste de adesdo de plaguetas |55, 56]

Sangue humano, tratado com 4cido citrico, foi centrifugado a 800 rpm por 12

min para a obtencdo de plasma rico em plaguetas { PRP ). A contagem de plaguetas
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foi realizada num contador de particulas modelo Cell - Dyn 1600 Specimen Data
Report obtendo-se 3,75 x 103 particulas por pl.

Amosiras de todos os filmes tratados ( 2x1 cm ) foram imersos no PRP por 4
h a 37° C, lavados com tampéo fosfato pH 7.4 com leve agitacfo para remover as
plaguetas fracamente aderidas. As plaquetas foram entfo fixadas com solugdo de
glutaraldeido 2% em tampéo fosfato por 2 h 4 temperatura ambiente, A seguir, as
plaquetas foram tingidas com uma soluc8o de azul de coomassie 0,05 % , lavadas
com etanol 50% , colocadas para secar em dessecador ¢ observadas num

microscopio 6tico modelo Olympus CBA - K com um aumento de 1000 vezes.

4.11. Teste de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada ( TTPA ) [55]

Colocou-se os filmes { 2x1 cm ) em 100 pyl de plasma controle ( Plasma
Controle N, Boehring Co. ) ¢ incubou-se por 1 ha 37° C . Num volume de 100 pl
do reagente TTPA, pré-aquecido por 2 min, adicionou-se o plasma obtido
anteriormente, seguido pela adigio de 100 pl de CaCly ( 0,025 M ) exatamente 30 s

depois . O tempo de coagulaciio foi entdo medido.

4.12. Caracterizacio da superficie

A saperficie das amosiras foram caracterizadas através de espectroscopia de
Infravermethe de Reflexfic Total Atennada (ATR-IR) utilizande um
espectrofotometro FT-IR Perkin-Elmer 1600 acoplado com acessorio ATR que usa
cristal KRS-35 num 4ngulo de 45°. A Microscopia Eletrénica de Varredura ( MEV )
utilizou wm microscépio Cambridge modelo Stereoscan 54-10 com 25 KV e
inclinacio de 35° A metalizacio das amostras foi feita com ouro 4 20 KV, As

medidas de dngulo de contato foram feitas num Gonidmetro NRL modelo 100.
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5.1. Quanio a0 reator fotoguimico:

A principio, as reagSes de enxertia fotoquimica dos mondmeros AA, AAm e
GMA seriam realizados em fase vapor. Tentou-se, entfo, adaptar o novo reator para
este tipo de enxertia, pendurando-se o filme a ser tratado na lateral do reator.
Ocorria entdo a deformacdo do mesmo devido a alta temperatura ao redor da fonte
de radiacio U. V.

Cuiro problema encontrado foi a dificuldade de controle da polimerizagio na
mistura reacional, pois os mondmeros estavam sendo consumidos antes mesmo de
passarem para a fase vapor (homopolimerizagfo). Colocou-se entiic a mistura
reacional mum recipiente dmbar para protegé-la dos raios de luz ultravioleta. Este
recipiente foi entdo colocado dentro do reator Neste caso, nfio conseguiu-se elevar
a temperatura deste recipiente até a temperatura de ebuligdo do solvente. Tentou-se
também proteger a mistura reacional com uma espécie de tampa toda furada por
onde o vapor, contendo os reagentes, passaria. A polimerizacic em fase liquida
continuou.

Percebeu-se, também que o reator nfio era vedado suficientemente bem para
que a presencga de oxigénio fosse nula. Com isso ocorria a oxidacdo do filme antes
da enxertia desejada.A figura 14 mostra o espectro de ATR-IR do filme de
polietileno nfo tratado (a) ¢ o espectro do filme oxidado (b). Em presenca de
oxigénio ocorre primeiramente a formac&o de grupos hidroperdxido na superficie do
filme [57]. A fotblise destes grupos leva a formacdo de grupos carbonila que sfo os
responsaveis pelo aparecimento da banda forte que se observa no espectro (b) em

1715 cm -1
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Figura 14: Espectros de ATR-R do filme de polietilenec {a) ndo tratado e (b} filme de

polietileno oxidade.
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5.2, Quaanto a fotooxidacio e termopolimerizacio [S&]:

Branco 1: apenas o mondmero a ser enxertado néo estava presente na mistura
reacional. Exastindo entfo o fotoiniciador, ocorreu a oxidacio do filme confirmando
a vedagdo ineficiente do reator. O espectro de ATR-IR deste filme foi semelhante ao

espectro 14 (b), com a banda referente ao grupo carbonila em 1715 cm 1

Com o filme imerso na mistura reacional, um branco foi realizado para que a
possibilidade de termopolimerizagdo fosse eliminada.

Branco 2: todos os reagentes estavam presentes na mistura reacional € a
mesma temperatura de reacio foi usada. A mistura nfo foi irradiada com luz UV, A
figura 15 mosira o espectro de ATR-IR confirmando que nfo ocorreu nenhum tipo

de reacdo comparado com o espectro da figura 14 (a).

G2.65
%7

Figura 15: Espectro de ATR-IR realizado para verificacio de

termopeolimerizacio.
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5.3. Emxertia de dcido acrilice (AA), acrilamida (AAm) e metacrilato de

glicidila (GMA) por fotossemsibilizaco [18].

O processo de enxertia estudado aqui baseia-se na habilidade da benzofenona
excitada abstrair hidrogénio de um substrato. Quando a benzofenona ¢ irradiada
com luz UV ela é excitada até o primeiro estado singlete e rapidamente se transfere
ao estado triplete. Neste estado triplete ela pode captar hidrogénio da superficie do
polimero (PH)}. Surge entdo um macroradical (Pe) na superficie, que pode atacar um

mondmero (M} insaturado e iniciar a enxertia como mosira a reacdo:

A irradiacio da benzofenona em 340 ou 254 nm excita a molécula até ¢

estado Sq (n, 7*) ou Sy (n, n*), respectivamente. A conversdo interna ( IC ) do
estado S» ao 81 € muito rapida { 10 ~12 5). A conversdo intersistema ( ISC) do

estado singlete Sy ao estado triplete T 1(n, n*) ocorre eficientemente durante 10 -

105; portanto o estado quimicamente ativo ¢ o estado triplete [21].

Os mond&meros utilizados para a enxertia foram os seguintes:

O

/]
CHZZCH—-C—GH

Acido acrilico
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Metacrilato de glicidila
O macroradical { Pe ) ataca todos os mondmeros na dupla ligagdio do grupo

C=C deixando entfo o mondmere da superficie como radical:

Pe+M —> P-Mes — P-M,-M- (eq.7)

Assim, para o acido acrilico, acrilamida e metacrilate de glicidila, temos as

seguintes reagSes, respectivamente:

D\ OH
o 7
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P- nNCH.,=CH—C —0H — — — -
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5.4. Caracterizaciio por ATR-IR

Os espectros de infravermelho mostram as bandas caracteristicas para cada
tipo de ligac@o e suas deformagbes. O espectro (a) da figura 16 confirma a enxertia
do acido acrilico através do aparecimento de uma banda forte em 1715 cm ™
referente aos grupos carbonila (C=0) da fungfo acido carboxilico; a banda de
hidroxila (OH) também da fungdo dcido carboxilico aparece numa faixa larga de
3000 a 3500 cm ™. A ligagdo C-O aparece na regidio de 1000 a 1300 cm ™

A enxertia da acrilamida foi confirmada também por mfravermelho
observando-se o deslocamento que ocorre com a banda do grupo carbonila da

' A banda referentes as

fungio amida. Esta banda ocorre na regido de 1650 cm~
deformagBes da ligaclio N-H aparecem em aproximadamente 3500 cm " Portanto,
através do espectro (b) da figura 16 pode-se notar a presenga de todas as bandas que
caracterizam a funcdo amida. O espectro esperado para o polietileno enxertado com
metacrilato de glicidila deve apresentar uma banda forte de carbonila em 1710 cm™

i

e uma banda também entre 1100 e 1300 om ~ correspondente & ligagio C-O. ©

espectro { ¢ § da figura 16 apresenta as bandas esperadas para esta reagfo.
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Figura 16: (a ) LDPE-g-AA, ( b ) LDPE-g-AAm, ( ¢ ) LDPE-g-GMA.
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5.5. Quanto 4 porcentagem de enxzertia

A porcentagem de enxertia foi1 calculada por método gravimétrico:

%o de enxertia = peso final - pesoimicial x 100 (eg. 11)

peso micial

Os resultados podem ser vistos na tabela 5:

Tabela 8: Percentual de enxertia

acetona etanol

acido acrilico 4,33 % 0,11 %
acrilamida 2,70 % 0,04 %
metacrilato de glicidila 1,48 %% 0,06 %

Como se pode notar pelos dados da tabela 5, o etanol nfo é um bom solvente
para se utilizar neste processo de fotoenxertia. Provavelmente a benzofenona ¢é
capaz de formar pontes de hidrogé€nio com o grupo alcool dificultando assim a
atividade do fotosensibilizador. Como a acetona absorve luz UV abaixo de 320 nm
¢ 0 etanol apenas abaixo de 200 nm, a acetona deve ter um efeito sinergético com a
benzofenona, auxiliando-a provavelmente na funcgfo de retirar os atomos de
hidrogénio da superficie do polimero. A excelente solubilidade da benzofenona em
acetona também € uma vantagem para este solvente.

Como a percentagem de enxertia usando etanol como solvente foram muito
baixas, as amostras que usaram este solvente n#o serfo mais analisadas, pois

consideramos seu nivel de enxertia desprezivel.
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5.6, Reacio de heparing ¢ albuming em filmes de LDPE - GMA

A heparina possmi grupos 4cido, amina e alcool os guais podem reagir com 0s
grupos epoxido do metacrilato de glicidila, Os epdxidos reagem facilmente com
acidos e até mesmo com bases devido 2 tensfio no anel, que se rompe mesmo em
condigdes brandas. A reagfo ndo pode depender de condigOes drasticas para que as
propriedades anticoagulantes da heparina nfio sejam comprometidas. A reagio do
LDPE -g- GMA se da através dos grupos aming da heparina [51]. Esta reacdo nfio

depende de catalisador ¢ esta representada abaixo:

WCH2—~CHW~W + NHQ——W —_—
{
C
V72N
O O—CH,—~CH — CHy
. /
O
i WCHZ—"CH
|
L0
/N
O O“CHEWCH“CHQWNH—M
|
OH
{eq. 12}

Como a guantidade de heparina ligada foi muito pequena, como mostram os
resultados apresentados na tabela 6, nfo fo1 possivel detectar a heparina por
espectroscopia de infravermelho. Foi entéo utilizado um método coloriméirico mais
sensivel que permitiu a analise qualitativa e quantitativa.

A analise qualitativa mostrou uma coloragio lilas quando o filme foi imerso
em solugfo de azul de tohudina, confirmando a formacfo do complexo corante -

heparina,
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A ligac8o da albumina ao grupo epoxi do metacrilato de glicidila se deu
através de seu grupo amina terminal, andlogo 4 reacdo da heparina ( eq. 12)

A analise também qualitativa e quantitativa da albumina foram realizadas. A
presenga da albumina foi detectada através da ligagdo proteina-corante. A adaptacio
do método simplesmente passa a medir albumina imobilizada em filmes poliméricos
ao invés de proteina hivie em solugBo. A absorbéncia do complexo proteina -
corante é medida em 595 nm e nossas medidas foram realizadas em 465 nm, que € o
comprimento de onda de absor¢do do corante. O que se mede, portanto, € a
quantidade de corante que deixa a solugdo para se ligar & albumina imobilizada no
filme. Utiizou-se este método adaptado apés a obtenglio de uma curva de calibragio

muito satisfatoria. Os resultados estio na tabela 6.

8.7. Reacieo de heparina e albumina em filmes de LDPE g- PEI

O pré-tratamento do filme com acido sulftrico e permanganato de potassio
mtroduz grupos sulfatos e carboxilicos conferindo & superficie alta carga negativa ¢
ativando a mesima para a reacdo com a polietilenoimina. O corante azul de toluidina
¢ usado para detectar esses grupos no teste de superficie tornando o filme
intensamente azulado

A polictilenoimina ¢ adsorvida fortemente nesta superficie carregada
negativamente ¢ esta adsorglio é muito dependente do pH. A pH 3.0 as moléculas
poliméricas formam cadeias relativamente retas devido & alta repulsdo
mtramolecular. Portanto, a superficie tratada a pH 3,0 deve consistir de uma
monocamada de grupos amino.

A pH 9,0 a repulsdo intramolecular diminui e sdo formados agregados
globulares. Os grupos amino ligados & superficie neste caso, estfio mais

aleatoriamente distribuidos.
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O pH 3,0 portanto € mais apropriado pois confere maior mobilidade a cadeia

e isto é verificado através dos resultados da {abela 6.

A reaciio fol realizada em pH 3,0 ¢ pH 9,0 de acordo com a equagéio 13:

e +
- NH % — — - _
PE| ~ %—/\ CH,— CH, NH}‘HCHQ CHy— NH, —=
CH; CH,
PEI
— P/ = *
T~ NH— R NH,
VAN
CH; CH

(eq. 13)

5.7.1. Dosagem de heparina e albumina imobilizada

Tabela 6 : Quantidade de heparina e albumina imobilizada via GMA e PE!

Heparina { ug/cm2) Albumina ( pug/cm?)
GMA 1.4 3,7
PEI pti 3,0 1,1 7,5
PEIpH 9,0 — 4,3

Para realizar a ligago da heparina com os grupos amino terminais do

polietilenoimina, realizou-se a degradagdo da mesma através de uma desaminagio

com acido nitroso de acordo com a reacfio [59]:
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HNG, * CHSGH + N

B-D-glicopiranose

(eg. 14)

O B - D - ghcopiranose formado pela desaminagfo estd em equiibrio com
uma pequena quantidade de aldeido que reage facilmente com aminas primarias. A
reagdo, entfio, das aminas primarias do PEI com aldeido [61] é mostrada na

equagdo 15.

CH,OH ehon PE ativado com PEI

o
HO%H Hm‘* E
oH |
OH o

CHOH 3

H + ~lpE
———n HO N—R—NH =
OH A
CHz—CH,

(eq. 15)

Para a ligacfio da albumina realizou-se a redugfio dos grupos carboxilicos
terminais a grupos aldeidos com cianoborohidieto de sodio. Apbds a redugdo,

realizou-se a ligag8io com o polietilenc ativado com polietilenoimina como mostra a

equacio 16.
eppnsrse fujpd
O% Ag. red. O% 2 MWN\\}
O Alb —— o e S ED — o — Alb
v ~ v
HO e H

(eqg. 16)
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5.8. Caracterizacio da superficie quante 4 trombogenicidade
5.8.1. Medidas de dngulo de contato
A tabela 7 mostra os valores de angulo de contato obtidos apds os varios

fratamenios.

Tabela 7. Medidas de dneulo de contato.

LDPE ndo fratado 93°
LDPE -g- AA 24°
LDPE -g- AAm 83 °
LDPE -g- GMA 72°
LDPE -g- GMA - Hep 64 °
LDPE -g- GMA - Alb 78 °
LDPE -g- PEI(3) 57°
LDPE -g- PEI( 3 )-Hep 48 °
LDPE -g- PEI (3 )- Alb 65 °
LDPE -g- PEI{9) 62°
LDPE -g- PEI (9 ) - Hep 54°
LDPE -g- PEI(9)- Alb 75°

Como esperado, o filme de polietileno enxertado com 4cido acrilico
apresentou a melhor molhabilidade por ser o mondmero mais hidrofilico, com
angulo de contato decrescendo de 93° para 24° . Ja a acrilamida nfo teve um efeito
tdo significativo sobre o angulo de contato e neste caso a diminuicdo foi de apenas
10°. O efeito do metacrilato de glicidila e do polietilencimina vai depender da
molécula que for ligada posteriormente, heparina ou albumina. A heparina

apresentou um efeito melhor sobre a molhabilidade que a albumina. Isto 34 era
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esperado pois estdo presentes em sua estrutura grupos hidrofilicos como sulfatos e
carboxilicos.

A albumina, por ser uma proteina natural tem em sua estrutura regides
hidrofobicas, o que a deixa com menor efeito sobre o angulo de contato que a

heparina.

5.8.2. Teste de tempo de tromboplastina parcial ativado

Os resuliados sdo mostrados na tabela 8.

Tabela 8 Resultadosde TTPA,

Amostras TTPA {s)
LDPE nio tratado 34,0
LDPE -g- AA 66,0
LDPE -g- AAm 36,6
LDPE -g- GMA - Hep 36,0
LDPE -g- GMA - Alb 35,4
LDPE -g- PEI(3 ) - Hep 33,8
L.DPE -g- PEI(3)- Alb 336
I.DPE -g- PEI{9) - Hep 35,2
LDPE -g- PEL(9) - Alb 36,4

O teste de tempo de romboplastina ativado mede ¢ tempo necessario para
que o primeiro coagulo se forme. Ele desencadeia o processo de coagulacfo por via
intrinseca que € a via ativada quando um material estranho entra em contato com o
sangue. Este teste mostrou apenas a melhora no tempo de coagulacfo para a amostra

LDPE -g- AA. O primeiro codgulo se forma com praticamente o dobro do tempo em
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relaco ao LIDPE sem tratamento. Isto ocorre devido as propriedades hidrofilicas
que o AA confere ao LDPE. A acrilamida, como nfo causou um aumento
significativo no dngulo de contato, também néo teve efetto algum sobre o TTPA.

As amostras com heparina deveriam ter apresentado um tempo bem maior de
coagulagiio, o que nfo aconteceu. Como a heparina estava presente e todas as
amostras, exceto LDPE -g- PEI { 9 ) - Hep, j4 visto na tabela 6, entendemos que
apesar das condigdes brandas de reacdo, a heparina ndo apresentou atividade, Uma
hipotese € que a reagio com o polietilenoimina tenha ocorrido na sequéncia ativa da
heparina causando entdo a inativacdo.

As amostras com albumina n#o deveriam mostrar efeito sobre o tempo de

tromboplastina parcial ativada pois seu efeito € inibir a adesdo de plaquetas.
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5.8.3. Teste de adesido de plaguetas

Os filmes, apds os varios tratamentos e exposigdo ao PRP, foram observados
num microscopio otico com um aumento de 1000 vezes e as fotos mostradas
através das fotos abaixo.

A figura 17 (a) mostra o fillme de LDPE sem tratamento ap06s exposigo ao
PRP e tingido com corante, Muitas plaquetas estfio aderidas em sua superficie, que
s80 as manchas azuis. As micrografias (b) e (¢) mostram ¢ tipo de interacdo que as
plaquetas t€m com as superficies em estudo. Se a superficie exposta ao PRP for
muito trombogénica as plaquetas apresentam pseudopodos como na figura 17 (b)
que ¢ LDPE n#io tratado. A figura 17 (c) mostra a interagfio das plaquetas com um
filme de poliuretano, que ¢ considerado menos trombogénico que o polietileno.
Pode-se notar que ndo ocorre a presenca dos pseudopodos ¢ as plaquetas sd3o bem
mais esféricas. Portanto, a conformacgdo das plaquetas mostra o tipo de interagio

que estas t€m com a superficie.

Figura 17 (a): Fotografia com aumento de 1000x do filme de LDPE sem

tratamento exposte ac PRP.
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(b)

Figura 17: Micrografias com aumento de 5000x dos filmes de

(b): LDPE nio tratado e (¢) peliuretane nio tratade expostos aoc PRP.

Escala: Icm equivale a 2pum,
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Como se pode observar através da figura 18, todos os tratametos causaram
sensivel inibigd0 no numero de plaquetas aderidas na superficie dos filmes. Com
AA, figura 18 (a) ainda nota-se a presenga de plaquetas na superficie dos filmes,
mas elas estdio mais esféricas do que no filme sem tratamento. J4 nas amostras com
AAm, figura 18 (b) e GMA figura 18 {c) ndo se observa adesfo de plaquetas. Talvez
isso seja por causa do tipo de morfologia apresentada por estes dois mondmeros
ap0s a enxertia.

As amostras com heparina e albumina ligadas ao PEI também ndo
apresentaram nenhuma plaqueta em sua superficie. Confirma-se assim o efeito de
passivagdo de superficie causada pela albumina bem como o efeito da heparina
sobre a adesdo de plaquetas. As fotografias da figura 19 (a) e (b) mostram as
superficies do polietileno tratados com PEI-Alb e PEI-Hep, respectivamente. Essas

amostras sdo as tratadas em pH 3,0 , que foram os melhores resuitados obtidos.

Figura 18 (a): Fotografia com aumento de 1600x do filme LDPE-g-AA

apés teste de adesfio de plaquetas
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5.9. Morfologia da superficie por MEV

As micrografias das superficies enxertadas com AA, AAm e GMA, que sfo
amostras que apresentaram niveis considerdveis de enxertia, mostraram uma
mudanga significativa na morfologia. Cada monémero apresentou uma rugosidade
diferente e este ¢ um dos fatores determinantes da tromboresisténcia dos materiais.
A figura 20 (a) apresenta a superficiec do LDPE nfo tratado, a enxertia com AA,
AAm e GMA sdo mostradas pela (b), (¢) e (d), respectivamente.

As amostras com PEI por ter um nivel muito baixo de enxertia, que ndo
puderam ser determinadas nem por gravimetria nem por infravermetho,
praticamente nfo apresentaram mudanca na sua superficie. Apos a ligacdo com
heparina ¢ albumina nfo se nota mudanga na superficie, ficando exatamente como

na micrografia (d).

Figura 20 : (a) Micrografia com aumento de 500x de LDPE sem

tratamento.

Escala: 1cm equivale a 20um.
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(b)

Figura 20:(b) LDPE-g-AA, (¢) LDPE-g-AAm,

Aumento de 500x, Escala 1cm equivale a 20um.
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Figura20®: (d) LDPE-g-GMA.

Aumento de 500x. Escala : 1cm equivale a 20 pm.
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

- a enxerfia em fase liquida pode ser realizada com os tr€s mondmeros
sugeridos, sendo que a porcentagem de enxertia depende da estrutura de cada

mondomero.

- nfo houve termopolimerizacédo, apesar da temperatura da reag@o, sendo

todo o percentual da enxertia atribuido a fotoenxertia.

- heparina e albumina foram ligadas a superficie ativada com
polietilenoimina ¢ metacrilato de glicidila, como demostraram os resultados das

analises colorimétricas .

- a heparina ligada via polietilenoimina e metacrilato de glicidila nfo tem
efeito anticoagulante devido a inativacfo durante o procedimento de imobilizacéo

mas inibe a ades@o de plaquetas.

- somente a enxertia de acido acrilico teve resultado positivo no aumento do
tempo de tromboplastina parcial ativado, provavelmente pelo aumento do carater

hidrofilico conferido a superficie apos tal tratamento.

- todos os tratamentos realizados causaram uma diminuicdo de plaquetas

aderidas a superficie , aumentando o tempo de formacéo de trombos.
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As sugestdes para préximos trabalhos s#o:

- montagem de um reator mais adequado para enxertia em fase vapor . Este
reator deve ser totalmente vedado, com possibilidade de se colocar a amostra a ser

enxertada a uma distancia da fonte UV que nfo prejudique o filme.

- investigacdo da relagfio tempo de irradiagédo e porcentagem de enxertia.

- conseguir a ligacdo da heparina sem que suas propriedades anticoagulantes

sejam perdidas.

- confirmar a validade do método de quantificacio de albumina em suportes
poliméricos, ja que este método quantifica proteinas em solucfio e foi por nos

adaptado para proteinas imobilizadas.

- estudo mais detalhado do tipo de morfologia apresentado por cada
mondmero apos a enxertia, pois a morfologia da superficie é um dos fatores que

afetam a biocompatibilidade

- investigar a possibilidade de ligagdo entre o polimero e um conjugado
heparina/albumina. Assim, as propriedades anticoagulantes da heparina serfo

somadas a propriedade que a albumina tem de diminuir a adesdo plaquetaria.
- estudar mecanismo de enxertia de mon6meros via radiagdo gama.
- investigar outros tipos de espacadores que por si s6 conferem alguma

biocompatibilidade ao material enxertado, como por exemplo polietileno glicol ou

hidroxietilmetacrilato.
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