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RESUMO

O estudo quantitativo do fenémeno da adsor¢io de proteinas na superficie de
biomateriais ¢ de grande importincia, uma vez que a adsorgio de proteinas plasmaticas € um
dos primeiros eventos que ocorre quando um biomaterial entra em contato com o sangue, seja
em dispositivos intracorporeos ou em dispositivos extracorporeos. O desempenho de materiais
sintéticos em contato com © sangue dependera, principalmente, da camada de proteina
adsorvida, porque & esta camada a mediadora das interagbes entre os biomateriais e os

componentes do sistema biologico.

O método que utiliza proteinas radiomarcadas tem sido o mais utilizado, no entanto,
este método apresenta limitagGes como alto custo, cuidados de manipulagio, fornecimento de
grande quantidade de residuo radioativo e modificacdo da estrutura da proteina, alterando suas
caracteristicas de adsorgfo. Com o intuito de minimizar as limitagdes apresentadas acima, o
presente trabatho se inseriu na busca da implantagio no laboratorio uma técnica ja utilizada
por diversos grupos de pesquisa para a quantificago de proteinas. A técnica implantada foi a
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier acoplada & técnica de
Refletdncia. Este método apresenta como vantagens a simplicidade do procedimento de

medidas e a analise direta da proteina adsorvida na superficie, entre outras.

O objetivo do presente trabalho reside na determinacgfio quantitativa de pardmetros que
desempenham papel importante na adsor¢io de proteinas em superficies. As proteinas
utilizadas na presente contribuigfo foram a lisozima, o fibrinogénio (Hfg), a imunoglobulina G
(IgG) e a albumina (HSA) do soro humano na superficie de polietileno (PE) e polimetil
metacrilato (PMMA). Foram determinadas isotermas de adsor¢do, as quais foram ajustadas
pelo modelo de Langmuir, sendo determunada a quantidade maxima adsorvida (q.,) para cada
sistema. Os resultados indicaram a possivel predominéncia de interagdes hidrofobicas entre as
proteinas e os biomaterials, exceto no caso de HSA, no qual podem estar ocorrendo ligagdes
de hidrogénio entre a HSA e 0 PMMA. Para os materiais estudados, observou-se uma maior
quantidade de 1gG adsorvida e menor quantidade de HSA. A partir dos valores de g, foram
calculadas a espessura da camada de proteina e a area média por molécula que indicaram a

adsor¢do das moléculas de proteinas em diferentes configuracdes.



ABSTRACT

The quantitative study of protein adsorption phenomenon on biomaterials surface is of
great importance, since the adsorption of plasma proteins is one of the first events that happens
when a biomaterial enters in contact with blood, either intracorporeal or in extracorporeal
devices. The layer of adsorbed protein mediates the interactions between biomaterials and the
components of biological system, therefore the preformance of synthetic materials in contact

with blood will depend, mainly, of adsorbed layer.

Radiolabing method has been the most used, however this method presents
limitations as high cost, manipulation cares, obtainaing of great amount of radioactive residue
and modification of the protein structure, altering its adsorption characteristics. In order to
minimize the limitations presented above, the present work has searched for the implantation
of a method that has already been used by several research goups for protein quantification.
The implanted technique was the Founer Transform infrared Spectroscopy coupled with
Attenuated Total Reflectance. This method presents as advantages, among others, the
simplicity of measurements procedure and the direct analysis of protein adsorbed on the
surface.

The objective of the present work is quantitative determination of important
parameters that play important role in protein adsorption phenomenon on surfaces. The
proteins used were lysozyme, fibrinogen (Hfg), immunoglobulin G (IgG) and albumin (HSA)
from human serum on polyethilene (PE) and Poly(methyl metacrilate) (PMMA) surfaces.
The adsorption isotherms determined were adjusted by Langmuir model and the maximum
amount of adsorbed protein (gm) for each system was calculated. The results indicated the
possible prevalence of hydrophobic interactions between proteins and biomaterials, except in
the case of HSA, in it can be happening hydrogen binding between HSA and PMMA. For the
studied materials, it was observed a larger amount of adsorbed IgG and smaller amount of
adsorbed HSA For the studied materials, it was observed a larger amount of adsorbed IgG and
smaller amount of adsorbed HSA. The thickness of protein layver and the medium area per
molecule were calculated from g, which indicated the adsorption of proteins molecules in

different configurations.
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CariTuLO 1
INTRODUCAQ

Biomateriais s@o substdncias que estdo contidas em sistemas terapéuticos e de
diagnosticos que entram em contato com fluidos biologicos e tecidos. A utilizacdo clinica de
equipamentos em contato com o sangue tem sido intensificada, estima-se que a
comercializacio anual destes equipamentos nos Estados Unidos seja de cerca de 24 bithges de
dolares (Peppas e Langer, 1994). Na Tabela 1.1 estdio listados alguns sistemas bioldgicos de
grande interesse para a obtencgdo de informages relacionadas com a adsorgio de proteinas
(Horbett, 1982). Com a utiliza¢do destes materiais ocorre, em algumas situagdes, interagdes
adversas entre a superficie de materiais e componentes do sangue que em geral levam a
formacdo de coagulos, os quais podem obstruir a circulagio sangiiinea ocasionando sérias
lesGes e até mesmo a morte, O processo de formagdo de coagulos sangiiineos € precedido pela
adesdio e ativagdo de plaquetas, que por sua vez € precedida pela adsor¢fio de proteinas do
sangue na superficie do biomaterial. As interacdes entre biomateriais e proteinas ocorrem
devido a grande diversidade de caracteristicas superficiais apresentadas pelas proteinas (Rosa

et al., 1998).

Tabela 1.1 - Variedade de processos bioldgicos com atuagdo importante dos

fendmenos de adsorg¢do de proteinas em interfaces sélidas.

¢ Biocompatibilidade de polimeros sintéticos

- Reagdes a corpos estranhos em implantes de tecidos

- Opacificacdo de lentes de contato

o Coagulacio do sangue

- Ativagio de plaquetas pelo colageno e outra proteinas

- Trombose em catéteres, artérias e em valvulas coronarias

¢ Imunologia

Ligacdo de anticorpos a celulas estranhas
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Pesquisas nessas linhas de atuagdo facilitario a utilizagfio de novos materiais, bem
como a otimizacfo de dispositivos utilizados em processos onde fluidos biclégicos interagem
com superficies solidas. O desenvolvimento de materiais hemocompativeis visando interagdes

adequadas com proteinas ¢, portanto, de fundamental importincia,

Apesar da grande relevincia do assunto, muitas questdes envolvendo a adsorgfio de
proteinas permanecem sem resposta, principalmente devido a falta de conhecimentos basicos

envolvendo proteinas em interfaces (Horbett, 1982).
Algumas destas questdes sdo:
- Por que certas proteinas estdo presentes emn interfaces enquanto outras nio?
- Quais as propriedades das proteinas que regulam sua localizagZo em interfaces?

- Por que as proteinas em interfaces sfo mais susceptiveis a modificacdes do que

aquelas em solugéo?

- Como estabelecer relagles quantitativas entre as proteinas adsorvidas e as

propriedades das superficies?

A dificuldade em se desenvolver materiais aceitdveis para o uso em contato com
tecidos reflete a natureza complexa das interagSes entre os materiais e proteinas, que sio
influenciadas pelas propriedades das proteinas, do material e pelo transporte de fluidos ao
redor do implante. A complexidade destas interagdes se deve ao fato de que os fludos, como
soro ¢ lagrima, sdo solugdes com multicomponentes constituidas de uma variedade de
proteinas complexas (a maioria ndo apresenta estruturas tridimensionais conhecidas), as quais
interagem com a superficie do material de uma maneira competitiva e também interagem entre
si tanto na superficie como em solug@io. Além disso, as propriedades quimicas da superficie de
uma proteina nfo sfo uniformes, mesmo no caso de proteinas menos complexas, existem
diferentes pontos, cada qual com um potencial de interagio diferente para superficies de
materiais especificas. A Figura 1.1 apresenta um espectro de complexidade no estudo de
adsorcdo de proteinas, incluindo a variagdo da complexidade de proteinas e de superficies ou
interfaces(Andrade e Hadly, 1987).
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SIMPLES -

EIXO DE COMPLEXIDADE DE SUPERFICIES OU INTERFACES

AR/AGUA PDMSO PMMA PHEMA Copolimeros em bloco

Si0, Poli{eter uretanos)
3 .
) Insulina , . . .
E Mioglobina Proteinas pequenas cuja estrutura tridimensional e
E Lisozima funciio sio bem conhecidas
Q
e
(=W I2G , . N
oy IsM Proteinas complexas grandes cujas estruturas sfo
[ Fibrinogénio aproximadamente conhecidas
R
g Lipoproteinas Proteinas complexas grandes com estruturas
Q Fibronectina dindmicas nf#o conhecidas
4
i Solugdes
% mulncefnponentes Muitas proteinas presentes em alta concentragio;
8 Adsorgio provavelmente ocorre efeito “Vroman™.
comnefitiva
A
Plasma . C . . .
O Lagrima Fluidos bioldgicos reais contendo muitas
tﬁ Humor aquoso proteinas competitivas € Outros componentes
R
v COMPLEXO

Figura 1.1 — Matriz de complexidade de adsorgdio de proteinas. A extremidade superior
esquerda representa sistemas simples ¢ a inferior direita mostra sistemas
altamente complexos. PDMSO - poli {(dimetil siloxano), PMMA — poli (metil
metacrilato), PHEMA -~ poli (2-hidroxi metil metacnlato), IgG -
Imunoglobulina G, IgM — Imunoglobulina M.

Um numero consideravel de estudos de adsor¢fio de proteinas objetiva a determinagio
da quantidade de proteina adsorvida em uma unidade de area a uma dada concentragfio desta
proteina em solugdo (C). A determinac¢do de isotermas de adsor¢do (fungfio I'(C), onde I' é a
massa de proteina adsorvida por unidade de area) permite o desenvolvimento de um modelo
tedrico adequado para a predigdo do comportamento interfacial das proteinas. A interpretagdo
de isotermas envolve algumas consideragbes, por exemplo, o platd da isoterma ¢

fregiientemente interpretado como a indicagfo de que a superficie estd saturada com uma
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monocamada de moléculas de proteinas adsorvidas ou a inclinagfo inicial da isoterma € usada
para estimar a afinidade de proteina por uma determinada superficie (Hadly, 1996). Além das
determinagdes quantitativas possibilitarem o estudo do comportamento interfacial de
proteinas, a quantidade de proteina adsorvida est4 relacionada a biocompatibilidade, uma vez
que a adsorgdo pode ser benéfica para o desempenho do biomaterial dependendo do tipo e da
quantidade das proteinas adsorvidas na interface solido-liquido (Santin er al., 1997). Desta
forma, o presente estudo se insere na busca de determina¢des quantitativas do fendmeno de
adsorgdo de algumas proteinas existentes no sangue como o fibrinogénio, a imunoglobulina G
¢ albumina na superficie de materiais poliméricos como o polietileno e o poli{metil
metacrilato). Estas proteinas foram escolhidas uma vez que a maioria dos estudos de adsor¢do

de proteinas estfio restritos a estas trés proteina devido as seguintes propriedades:

- A albumina ¢ a proteina em maior concnetracio no plasma humano, representando
60% das proteinas totais no plasma. Esta proteina ¢ responséavel pelo controle da

pressao osmotica e pelo transporte de acidos graxos livres no sangue.

- A imunoglobulina G participa do mecanismo de defesa do organismo (sistema

imunologico).

- O fibrinogé€nio, quando transformado em filamentos de fibrina, participa da

cascata de coagulaco sangitinea.

O objetivo do presente trabalho ¢ a determinagfio quantitativa das proteinas na
superficie dos polimeros através da técnica de Infravermelho com Transformada de Fourier
acoplada a Reflectdncia Total Atenuada (FTIR-ATR) utilizando tratamento matematico
desenvolvido por Sperline e colaboradores (1987), o qual permite a determinacio da
concentragio superficial, e também através de um fator de correlagfo determinado através do
método proposto por Rosa € colaboradores (1998) que € baseado na adsorgio das proteinas na
superficie de biomatenais seguido de lavagem das particulas sélidas, elui¢do das proteinas
adsorvidas e posterior andlise da solugBo proveniente da solucdo de eluicio através de
eletroforese capilar operando em zona livre. Os resultados serfo apresentados na forma de
graficos que relacionam a quantidade de proteina adsorvida em funcdio da concentragio da

solugdo que entrou em contato com a superficie, atingindo um equilibrio termodindmico
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(isotermas de adsorg@io). Objetiva-se também analisar, em fun¢do da quantidade maxima
adsorvida, alguns aspectos dimensionais tais como a espessura da camada adsorvida e a area
média por molécula. Estas determinagfes também serfo realizadas para a superficie de PE
recoberta com heparina, a fim de se investigar a influéncia do recobrimento na adsorgfio das

proteinas.

As interacdes entre as proteinas e os biomateriais também serdo investigadas através de
medidas de angulo de contato dindmico. Angulos de avango e de retrocesso serdo
determinados para os materiais sem proteina e com proteina adsorvida atraves do método de
Wilhelmy, que é um método de medida da tenséo superficial que utiliza retirada de uma placa

na interface gas-liquido.
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CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo da bibliografica relativa ao estudo da adsorg3io de proteinas na superficie de
biomateriais poliméricos foi dividida em cinco tdpicos: biomateriais e biocompatibilidade,
adsorcdo de proteinas, coagulagio sangiiinea, aumento da hemocompatibilidade, e técnicas de

analise para o estudo de bioprodutos em superficies.

Neste capitulo serio apresentados os conhecimentos basicos necessarios 4

compreensio e elaboragio do trabalho realizado.
2.1. Biomateriais e Biocompatibilidade

O conceito de biomateriais adotado pela NIH Consensus Development Conference de
1982 é o seguinte “biomaterial ¢ qualquer substincia exceto drogas, ou combinagio de
substincias de natureza sintética ou natural que pode ser usada por qualquer periodo de tempo,
como um todo ou parte do sistema que trata, restaura ou substitui qualquer tecido, 6rgio ou
fungdo do corpo” (Malmonge, 1997).

Os biomaterials podem ser de origem natural, como o colageno purificado, fibras de
proteinas (seda, 14 e pélo), polissacarideos (algodio e material celuldsico) e tecidos tratados; e
de origem sintética como os metais, cerAmicas e polimeros, que s#o frequentemente

denominados materiais biomédicos para se diferenciarem dos biomateriais naturais.

Os primeiros relatos do uso de biomateriais, a cerca de 4000 anos, trataram de suturas
para reparo de feridas. A literatura antiga indiana, de cerca de 2500 anos, descreve o uso de
pélo, couro, algoddo, tecido animal e casca de arvore como materiais de suturas. O uso de
suturas de fios de ouro em 1550 foi a pnimeira aplicagdo registrada de um material biomédico
que foi seguido pelo crescente uso de placas de metal e pinos para o reparo de ossos fraturados

(Lyman e Rowland, 1989).
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Avangos recentes na ciéncia de materiais e cirurgia tornaram possivel a reconstrugio de
muitas partes do corpo humano. A indistria de polimeros sintéticos vem crescendo ¢ torna
disponiveis materiais poliméricos com um vasto espectro de propriedades. Alguns polimeros
apresentam propriedades mecénicas semelhantes as propriedades dos tecidos naturais, o que 0s

tornam adequados a0 usc como materiais biomédicos.

Desde os anos 50, os polimeros t&m sido amplamente usados em aplicages médicas.
Estes materiais podem ser aplicados em substituigbes permanentes de orglos e tecidos
defeituosos, como suportes temporarios a o6rgios defeituosos ou normais, em armazenamento
¢ purificagdo de sangue e para controle de liberag@o de drogas (Tkada, 1994). O FDA e a ISO
classificam os biomateriais de acordo com o tipo de contato (externo, superficial e
implantaveis) e tempo de contato (menor que 24 horas, entre 24 horas e 30 dias e maior que 30

dias). Algumas aplicagdes dos biomateriais sfo as seguintes (Lyman e Rowland, 1989):

* Dispositivos Intracorporeos
suturas
adesivos
pinos poliméricos intermedulares
chapas de osso de compdsitos polimero-fibra
tenddes
redes de reforgo
valvulas do coragdo
reconstrucao de juntas e cimento de 0sso
enxertos vasculares
drenos hidrocefalicos
proteses do eséfago
segmentos da uretra
segmentos gastrointestinais
materiais para reposigéo de tecidos para reconstrugéo cosmetica
interoculares

implantes para liberagdo de drogas
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- dispositivos complexos que simulam processos fisiologicos:
pancreas artificial/ sistema de liberagfio de insulina
coragiio artificial

* Dispositivos paracorpdreos ou extracorporeos:
catéteres
oxigenadores
dializadores
dispositivos para plasmaferese € hemoconcentragéo
bolsas de sangue
recipientes farmacéuticos
tubos
seringas
nstrumentos Cirirgicos

materiais de embalagens estéreis e ndo-estéreis

Os polimeros usados nos dispositivos acima s30 essencialmente sintéticos, e o0 PVC
(policloreto de vinila) figura como o material mais extensivamente usado para aplicagdes de
curta duracio, como catéteres, equipamentos de circulagio extracorpérea do sangue ¢ bolsas
de sangue. Por outro lado, derivados de celulose, poliésteres, poliamidas e polisulfonas sfo
utilizados como membranas de didlise. Valvulas cardiacas comercialmente disponiveis sfo
baseadas principalmente no DRACON (polietileno terefialato) e no TEFLON (politetrafltior

etileno).

Os materiais biomédicos devem ser biocompativeis para realizarem suas fungdes sem
provocar reagbes adversas num sistema biologico (Kulik e Ikada, 1996). A biocompatibilidade
implica em uma série de caracteristicas do biomaterial que incluem: nfo destruir ou
sensibilizar elementos celulares do sangue, nZo desnaturar as proteinas plasmaticas, ndo causar
respostas imunes diversas, ndo induzir a carcinogenicidade ou mutagenicidade, ndo produzir
reagdes toxicas ou alérgicas, nfo dizimar eletrélitos, nfo ser adversamente afetado pela
esterilizagdo, apresentar estabilidade no ambiente fisiolégico e nfo provocar calcificagio
(Pinto et al.,1993).
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Torna-se essencial, portanto, que os polimeros utilizados sejam biocompativeis com o
sistema biologico no qual estio inseridos. Uma vez em contato com o sangue ¢ fluidos
corporais, o material poliménico nfio podera liberar substincias, tais como plastificantes, que
possam ser consideradas toxicas, carcinogénicas, ativadoras da coagulagdo sangiiinea ¢

promotoras de respostas inflamatorias.
2.1.1. Polietileno

O polietileno € um dos materiais mais aplicados na drea médica devido ao seu baixo
custo. As aplicacdes do polietileno na area médica s3o as seguintes: catéteres, filmes, tubos,
conectores, frascos, implantes de cirurgia plastica, drenos de oxigénio, materiais de
embalagens (Halpern ¢ Tong, 1989) e liberagio controlada de drogas oftalmoldgicas
(Dumitru, 1991).

2.1.2. Poli — metil metacrilato

Devido a alta dureza do poli (metil metacrilato) (PMMA), ele tende a ser usado como
um objeto moldado. A facilidade de modelagem, de formagio, de estruturagio ¢ de polimento,
fizeram com que o PMMA se tornasse adequado para a construgdo de dispositivos
biomédicos. Os metacrilatos t8m sido usados para a fabricagio de dentaduras, dentes
artificiais, bases de dentaduras e materiais de obturacio. No mercado ortodéntico, os
polimeros metacrilatos s&o usados como resinas vedadoras de covas e fissuras, as quais sdo
pintadas sobres os dentes funcionando como uma barreira a formagio de caries. Agentes de
obturagdo dental com alta capacidade de adesdo s8o preparados misturando-se ésteres
metacrilatos especificos (com viscosidade adequada) com poli-metil metacrilato em po (Kine
e Novak, 1990).

O poli (metil metacrilato) tem sido também utilizado em massas para cimento de 0ss0s,
proteses de o0ssos, substitutos de ossos cranianos, lentes intraoculares € membranas para dialise

e ultrafiltracdo (Halpern e Tong, 1989).
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2.2. Adsorcio de Proteinas em superficies sdlidas

A adsorgdo de proteinas de wn fluido bioldgico em uma superficie solida ¢ um
problema de interesse em varios processos bioldgicos, médicos e tecnologicos. Este fendmeno
¢ um dos primeiros eventos que ocorre quando materiais sintéticos s&o colocados em contato
com um sistema bioldgico. Em cerca de menos de 1 segundo apds o implante de
biomateriais, proteinas ja sdo observadas nas superficies dos mesmos. Em guestio de minutos,
uma monocamada de proteina adsorve na maioria das superficies. Portanto, a performance
desses materiais dependera primeiramente da camada de proteina adsorvida, pois esta camada
de proteina interage diretamente com 0s componentes do sistema bioldgico (Pérez-Luna ef al,
1994). As células entram em contato com a camada de proteina ao invés da superficie do
biomaterial, como essas células respondem especificamente a proteinas, a formago do filme

interfacial de proteina pode ser o evento que controla posteriores biorrea¢des a implantes.

A adsorcfo de proteinas em biomateriais localizados na corrente sangiiinea ocorre sob
condigdes que sdo complexas, visto que o plasma contém varias proteinas diferentes. Além
disso, cada proteina esta presente no plasma em uma concentragdo caracteristica. Quatro
principios sdo importantes na compreensfio dos eventos de adsor¢io que ocorrem neste

complexo ambiente (Horbett, 1993):

- as variagdes das interagdes de proteinas adsorvidas;

- aformagfo de monocamada de adsor¢3o,

- as forgas motrizes no sangue que determinam a composi¢io da camada de proteina
adsorvida (a atividade de superficie intrinseca de cada proteina do plasma e sua
concentragio no plasma); e

- acontribuicdo das propriedades da superficie para a adsorgio seletiva
2.2.1. Variacdes das Interacdes de Proteinas Adsorvidas

A importincia das proteinas na ciéncia de biomateriais resulta principalmente da
tendéncia inerente que elas tm de se depositarem em superficies como um adsorvato
fortemente ligado, e da forte influéncia que estes depdsitos tém nas interagdes subseqiientes

entre as células e as superficies. Acredita-se que as propriedades particulares das superficies
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juntamente com as propriedades especificas das proteinas determinam a organiza¢io da
camada de proteina adsorvida, e que a natureza desta camada por sua vez, determina a resposta
celular as superficies adsorvidas. Como as respostas celulares determinam o grau de
biocompatibilidade do material, € necessario que se entenda as propriedades das proteinas e
seu comportamento em interfaces. A Figura 2.1 ilustra a interaciio de uma célula com uma

proteina adsorvida num substrato sélido (Horbett et al., 1996),

Figura 2.1 — Interagdo da célula com uma camada de proteina adsorvida num substrato
solido. A célula ¢ mostrada como um espaco circular delimitado por uma
membrana de bicamada na qual os receptores de adesfio estdo parcialmente
embutidos. As proteinas no fluido extracelular estio representadas por
tridngulos e quadrados e as proteinas de adesfo sio representadas por circulos.

Um dos efeitos indesejaveis no uso de materiais poliméricos que entram em contato
com o sangue ¢ a formagfo de trombos na interface polimero-sangue, devido 4 ativagdo do
sistema plaquetario ¢ posterior adesdo de plaquetas na superficie do biomaterial (Young ef
al., 1988). Proteinas que s@o adsorvidas em superficies sélidas podem sofrer alguma mudanga
conformacional devido a sua estabilidade estrutural relativamente baixa e a sua tendéncia ao
desdobramento, permitindo uma postertor fixagfo a superficie (Horbett, 1993). Muita atengdo
tem sido dada as provaveis mudancas conformacionais das proteinas adsorvidas com relagfo a
sua atividade bioldgica, por exemplo, as mudangas conformacionais do fibrinogénio adsorvido
em superficies solidas € tida como responsdvel pela adesfio e ativagdo de plaguetas a
superficie, enquanto o fibrinogénio no seio do fluido nfo interage com as plaquetas nas

mesmas condigdes (Lu e Park, 1991).
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As proteinas, portanto, podem ser o suporte para a formacfo de trombose em
superficies implantadas, através de interagdes com plaquetas ou através do envolvimento de

proteinas da cascata intrinseca de coagulagio.

A sensibilidade das mterages plaquetas-superficies a proteinas adsorvidas ¢ devida
fundamentalmente a presenca de receptores de adsorgiio na membrana da plaqueta que se
ligam a certas proteinas do plasma. A adesdo seletiva destas proteinas a superficies sintéticas,
em competi¢do com as muitas proteinas para as quais a plaqueta nfio apresenta receptores de
adesdo, que também tendem a adsorver, intercede a interagio de plaguetas com estas
superficies. Entretanto, as proteinas que se ligam aos receptores dissolvidas no plasma ndo se
ligam aos mesmos a menos que as plaquetas sejam estimuladas, ao passo que plaquetas néo-
estimuladas podem se aderir a proteinas adesivas adsorvidas, como foi mencionado
anteriormente, devido a mudangas conformacionais sofridas pelas proteinas adsorvidas.
Assim, parece que a adsorgfo de proteinas a superficies acentua e regula a interagfo receptor-
de- adesdo e proteina. Ndo somente as mudangas conformacionais das proteinas na superficie
acentuam esta interagdo, como também o efeito da maior concentragdo das proteinas na
superficie (Horbett, 1993).

2.2.2 - G Modelo da Monocamada

No fim da década de 60 foi iniciado um trabalho pioneiro na busca de informagses
relacionadas A interagdo de proteinas do sangue com superficies hidrofobicas ndo carregadas
(Brash e Lyman, 1969). Nesta ocasifio, observou-se que, em condigdes estaticas, as proteinas
tenderam a ser rapidamente adsorvidas em uma monocamada. A mesma cbservacio foi feita
por Young ¢ colaboradores (1988), e a aproximagfo do modelo classico de Langmuir foi
utilizado para ajustar dados de adsorgéio de proteinas. A isoterma de Langmuir (Figura 2.2) é
dada por:

q* = (g, CHNK,;+C*) (2.1)

Onde : g* = quantidade de proteina adsorvida por unidade de area
gm = quantidade de proteina adsorvida por unidade de area na

monocamada
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Kd = constante de equilibrio de adsorgdo

C* = concentragfo de equilibrio de proteina em solugéo

Quantidade de proteina adsorvida (ug/cm”)

1 ¥ T N T T T T 1 T T N T

Concentragio de eq. de proteina em solugdo {mg/ml)

(a)

Moléculas de proteina adsorvidas

(b)

Figura 2.2 — (a) Isoterma de Langmuir. (b) Vista em escala molecular da monocamada de
proteina adsorvida.

A curva de g* versus C* origina uma curva que cresce monotonicamente com o
aumento da concentragiio de proteina no seio do fluido, até que um platd seja alcangado. A

concentragio atingida pelo platd € referente a concentraciio da monocamada.
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A constante Kd ¢ dada pela equag8o:

K N
Kd - dessorgdo (2 . 2)

K adscreds

Observa-se que quanto maior for o Ky menor sera a interacdo entre as espécies

adsorvidas e a as superficies. O K4 pode ser calculado pela linearizagdo da eq. 2.1, na forma:

L1 1 (2.3)
g9 49xC 4n

O Ky também pode ser calculado na forma nfo-linearizada da eq. 2.1 através de um

algoritmo em computador.

Existem algumas limitagGes acerca do use do conceito de monocamada. A primeira é
referente a propria equagio de Langmuir, que ¢ deduzida, no caso ideal, para a adsorgdo de
gases em sélidos (Langmuir, 1918). Segundo, a 4rea superficial real disponivel para que a
adsorcio aconteca ndo ¢ conhecida, pois a superficie do material geralmente ndo ¢ regular.
Terceiro a orientagdo da proteina também nfo € conhecida. Qutra restrigio do modelo que
provavelmente seja ferida € que o modelo nfo considera interagdes laterais entre as moléculas
adsorvidas, principalmente para altos valores de q* Apesar de todas essas limitagdes, o
modelo da monocamada parece ajustar muito bem dados de adsorgdo, além de apresentar

valores muito proximos aos valores de monocamadas esperados (Horbett, 1993).
2.2.3 - Influ€ncia das Propriedades do Meio sobre o Processo de Adsorcio

As propriedades do meio, como pH, temperatura ¢ forga ibmica sfo fatores
determinantes em qualquer sistema biologico. Para o caso das proteinas do sangue a
singularidade estrutural de uma proteina geralmente s6 se aplica sob condigdes
aproximadamente fisiologicas, isto €, em temperaturas em torno de 37°C, pHs variando de 5 a
8 ¢ em solugOes aquosas com concentragdo de sal em torno de 0.15 M. Fora destas condi¢des,
as proteinas estdo sujeitas ao fendmeno da desnaturagdo, o que significa que as proteinas
perdem sua estrutura. Elas perdem sua natureza ordenada na qual ocorre a localizagio

preferencial de residuos polares na superficie e residuos apolares no interior da molécula.
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Assim, dependendo do material, com o maior nimero de residuos hidrofobicos de
aminoacidos expostos, a proteina desnaturada ¢ capaz de formar mais ligagbes com a

superficie do material do que as proteinas nativas (Horbett ef al., 1996).
2.2.4 — Efeito das Propriedades das Superficies

As propriedades das superficies que mantém o contato com fluidos corporais sdo de
grande importincia no estudo da imteracdo polimero-proteinas. A compatibilidade de
dispositivos médicos ndo depende somente das propriedades fisico-quimicas dos biomateriais,
mas de diversos fatores, como a fabnicagio, o projeto do dispositivo, o estado do paciente e as
condigbes de uso. Porém, em muitos casos sO sdo possiveis métodos para aumentar a
biocompatibilidade através de mudangas nas propriedades fisico-quimicas dos biomateriais

listadas abaixo (Sevastinov, 1991):

- composicdo da superficie (polar/apolar, acido/base, ponte de hidrogénio, cargas
i6nicas, biomoléculas imobilizadas);

- movimentos moleculares de superficie (extremidades de cadeias poliméricas, anéis
e sua flexibilidade);

- topografia da superficie (aspereza, porosidade, imperfeiges e microbolhas de gas);

- dominios (distribmgdes e tamanhos);

- tendéncia & biodegradagdo, eroséio ou corrosio; €

- estrutura cristalina/amorfa da superficie.

Nota-se que as propriedades fisico-quimicas dos biomateriais afetam os pardmetros
energéticos da superficie. Isto explica porque a maioria das hipoteses que consideram os
mecanismos da interagio de polimeros com o sangue, especialmente com proteinas, analisa a
influéneia das caracteristicas de energia da superficie em sua hemocompatibilidade. Portanto,
na investigagdo de materiais biocompativeis, tém sido feitas tentativas de se estabelecer
relagdes entre as propriedades energéticas do material € suas caracteristicas de adsorgédo e

compatibilidade.

Estudos realizados neste sentido permitem estabelecer alguns critérios com relagdo a

hidrofobia ou hidrofilia do material. No estudo da adsor¢do de BSA (albumina bovina) em
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PVC (poli-cloreto de winila), PVDF (poli-fluoreto de wvimilideno), PMMA (poli-metil
metacrilato) e PEG (poli-etileno glicol), demonstrou-se que a natureza hidrofobica do PVC ¢
do PVDF favoreceu a adsor¢io da proteina, enquanto que o PEG, de natureza hidrofilica, ndo
tornou propicia a adsorgio (van Straaten e Peppas, 1991). Tal fato foi verificado para varios
outros polimeros com relagdo a adsor¢@io de fibrinogénio (Lu e Park, 1991) e y-globulina
(Kondo ef al., 1991).

Viarias hipoteses e teoras foram propostas durante os ultimos 35 anos. Alguns
pesquisadores do suporte a teoria hidrofdbica. Zisman considera que o material com tenséo
superficial critica minima serd biocompativel (Zisman, 1964). Segundo Nyilas ¢ colaboradores
a trombogenicidade aumenta com o aumento da contribui¢io polar da energia livre (¥°) de
superficie (Nyilas ef al, 1975). Segundo Kaelble e colaboradores (Kaelble er al,1977) um
material com um alto componente dispersivo de energia de superficie € um baixo componente
polar, que é o caso de materiais hidrofdbicos, sdo mais compativeis que aqueles com um baixo
componente dispersivo de energia de superficie € um alto componente polar. Estes grupos de
pesquisadores consideram que a hemocompatibilidade do biomatenal estd conectada a alta

afinidade da superficie pela proteina, o que seria um efeito de passivagio (Sevastinov, 1991).

QOutros pesquisadores ddo suporte & teoria hidrofilica da hemocompatibilidade. Lyman
e colaboradores consideram que a biocompatibilidade do biomaterial aumenta com o aumento
da energia de superficie (Lyman er al, 1965). Andrade considera que um material
biocompativel deve apresentar energia livre interfacial mimima (Andrade, 1973). Segundo
Ruckenstein e Gournisankar, superficies com energia livre interfacial minima serdo
biocompativeis se 0s componentes dispersivo € polar de energia livre de superficie do
biomaterial ¢ do sangue forem respectivamente iguais (Ruckenstein e Gourisankar, 1984).
Estes grupos ddo énfase a minimizacio da adsor¢io de proteinas durante a interagdo de
biomateriais com o sangue, isto €, idealmente matenais biocompativeis ndo devem adsover

proteinas (Sevastinov, 1991),

Em suma, existem muitas variaveis que afetam a adsor¢3o de proteinas na superficie
de materiais sintéticos e os estudos relativos a este fenbmeno sfo algumas vezes

contraditérios, fazendo-se necessaria a continua busca de condigdes Otimas para a
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biocompatibilidade dos biomateriais. Apesar de que a consideragdo do efeito de passivagio
para o aumento da hemocompatibilidade ¢ mais adequada do que a consideragio de que

nenhum tipo de proteina deve ser adsorvida para que o biomaterial seja biocompativel.
2.3. Coagulacao Sangiiinea

A cascata de coagulagio € uma seqiéncia de reacdes bioquimicas catalisadas
enzimaticamente que envolve as células do sangue e as proteinas do plasma.

Os dois mecanismos que levam a formagio do coagulo sdo o intrinseco € 0 extrinseco.
O inicio da formagfo do trombo em uma area de fluxo de sangue restrito ou em resposta a
parede anormal do vaso sem a ocorréncia de dano ao tecido ¢ realizado através do mecanismo
intrinseco. A iniciagdo do coagulo de fibrnina em resposta ao trauma ao tecido é efetuada pelo
mecanismo extrinseco, com a liberacdo do fator de tecido (presenie na superficie de muitas
células extravasculares) que age como um cofator na ativagdo do fator X catalisada pelo fator
Xlla. Estes dois mecanismos convergem em um mecanismo final comum que envolve a
ativacdo da protrombina em trombina e a converséo de fibrinogénio, catalisada pela trombina,
em filamentos de fibrina. Os mecanismos intrinseco, extrinseco e comum sdo complexos e

envolvem muitas proteinas diferentes (Figura 2.3) (Harfenist e Murray, 1993).

A protrombina é uma alfa, globulina instavel que pode faciimente se fragmentar em
pequenos compostos , um dos quais € a trombina. A trombina ¢ uma enzima protéica com
capacidade proteolitica. Age sobre o fibrinogénio removendo dois peptidios de baixo peso
molecular de cada molécula de fibrinogénio, formando uma molécula de mondémero de fibrina,
que tem a capacidade automatica de se polimerizar com outras moléculas mondmeras de
fibrina. Portanto muitos mondémeros de fibrina polimerizam-se em cerca de segundos em
longos filamentos de fibrina que formam o reticulo do coagulo. Nos primeiros estagios dessa
polimerizagio , os mondmeros de fibrina ligam-se entre si por fracas pontes de hidrogénio e
interacGes hidrofobicas, nesses estdgios, as cadeias de polimeros sio fracas ¢ podem ser
facilmente desfeitas. Contudo, logo em seguida, outra globulina, o fator estabilizador da
fibrina age como uma enzima determinando a formaco de pontes covalentes entre os
mondmeros de fibrina, e também entre as cadeias de polimeros adjacentes. Isto faz com que a

rede tridimensional de filamentos de fibrina se fortalega e se torne resistente. O codgulo é
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formado por esta rede de filamentos de fibrina, dispostos em todos as dire¢Ges , que retém

células sangiiineas, plaquetas e plasma (Guyton, 1977).
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Figura 2.3 — Mecanismos da Coagulagdo sangiiinea — S#o indicados os mecanismo intrinseco
e extrinseco. Os eventos descritos abaixo do fator a sfo designados como o mecanismo
comum final, o qual € finalizado com a formagfio de fibrina reticulada. A linha pontilhada
indicam a descoberta de que os complexos de fator de tecido e fator VIla ativam ndo somente
a fator X no mecanismo extrinseco classico, mas também o fator IX no mecanismo intrinseco.
Além disso, a trombina ¢ o fator Xa retornam e ativam nos dois sitios indicados (linhas
tracejadas). PK ¢ a precalicreina, HK € quininogénio e PL sdo fosfolipideos.
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2.4. AUMENTO DA HEMOCOMPATIBILIDADE - HEPARINA

O principal 1nibidor da cascata de coagulagdo é a proteina plasmatica antitrombina. Ela
¢ o cofator essencial para a ag3o da heparina. A heparina € um polissacaridio sulfatado (Figura
2.4) que ocorre naturalmente no orgamismo. Ela € empregada climcamente como um

anticoagulante.

COH OH - :
; i W
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Figura 2.4 - Estrutura quimica da heparina. O nimero de repeti¢des da cadeia varia de 8 a 15
unidades, dependendo da fonte de produgéo de heparina.

Na auséncia de heparina, a antitrombina neutraliza a atividade da trombina através da
formagdo lenta de um complexo 1:1 de enzima e inibidor. Na presen¢a de heparina, a taxa de
formag¢io do complexo ¢ aumentada de 2000 a 10000 vezes, e a neutralizagZo da trombina é
praticamente instantinea. Isto ocorre principalmente devido a uma alteragiio conformacional
no inibidor provocada pela heparina, a qual torna o sitio ativo da antitrombina mais acessivel
ao centro de serina da trombina. Além disso, a molécula de heparina ¢ deslocada da
antitrombina durante a formacio do complexo trombina-antitrombina. Desta forma, a heparina
¢ disponivel para se ligar ao imibidor livre e ciclicamente promover subseqiientes séries de
interagbes. Assim, pequenas quantidades de heparina sdo capazes de acelerar a interagéio de
grandes quantidades de trombina e antitrombina. Este mecanismo, além de inibir a trombina,
também neutraliza as proteases séricas da cascata de coagulagdo, os Fatores 1Xa, Xa, Xla ¢
XIIa. A formacgédo do complexo enzima-intbidor na presenga ou néc de heparina ¢ dependente
do centro attvo de serina da trombina. Se este residuo for bloqueado, a interagiio entre a

trombina e a antitfrombina € inibida (Pasche ef af., 1991).
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Nos ultimos anos, o uso de heparina biologicamente ativa ligada a superficies artificias
tem se mostrado como uma técnica promissora para o aumento da hemocompatibilidade. Gott
(1963) observou que superficies heparinizadas possufam boas caracteristicas n#o
trombogénicas. Desde entdio, a heparinizagfo de superficies se tornou uma estratégia para

melhorar a hemocompatibilidade (Barbucci e Magnani, 1994).

A tromborresisténcia de tais materiais heparinizados deve-se principalmente &
interagdo entre as moléculas de heparina ligadas a superficie e a antitrombina do plasma. As
moléculas de antitrombina, quando ligadas & heparina imobilizada, sfo inibidores da

coagulagdo eficientes e de aglo rapida (Soff ¢ Rosenberg, 1993).

A ligagdo de heparina a polimeros sintéticos pode ser feita através de varios métodos.

A Figura 2.5 ilustra alguns destes métodos (Hoffman, 1987).

d)

Figura 2.5 — Mg¢todos para a ligac8o de heparina sobre superficies poliméricas: g grupos
carregados positivamente; g heparina; g espacadores;  cadeias hidrofobicas;
galbumina. a) heparina ligada ionicamente sobre superficies carregadas
positivamente; b) ligagdo cruzada de heparina sobre a superficie;, ¢) heparina
ligada covalentemente a superficie; d) imobilizagio de heparina com
espagadores; e) heparina ligada a superficie através de interages hidrofdbicas; f)
superficie revestida com albumina-heparina.
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2.5 — ANALISE DA ADSORCAO DE PROTEINAS EM INTERFACES

Varios métodos de analise vém sendo utilizados na analise quantitativa da adsor¢io de
proteinas do plasma em superficies sintéticas. O uso de proteinas radiomarcadas tem sido o
mais proeminente, mas outros métodos também t&m sido usados. Estes métodos sdo: técnicas
de elui¢io nas quais a solugfo e as superficies solidas sdo colocadas em contato, o complexo ¢
isolado e as espécies adsorvidas sdo eluidas e quantificadas; espectroscopia TIRF que utiliza
proteinas rotuladas com fluor ou a fluorescéncia intrinseca da proteina; o uso de antisoros a
proteinas especificas; elipsometria; microcalorimetria e métodos de deplegio do soluto (Brash

e Lyman, 1969; Leininger ef o/, 1987).

As limitagdes principais destes métodos sfo dificuldades em:

aplicagBes a misturas de proteinas;

- fornecimento de informagdes sobre o adsorbato a partir do tempo zero até horas;

- detecgdo de possiveis modificagdes na estrutura da proteina efetuadas pela
combinagfio dos processos de adsorgdo e a natureza da superficie adsorvente;

- residuos radioativos;

- manipulago, entre outras.
2.5.1 — Espectroscopia FTIR/ATR

A espectroscopia ¢ o estudo das intera¢Ges da radiagdo eletromagnética com a matéria.
A radiagio eletromagnética pode ser dividida em diferentes regides que correspondem a
diferentes técnicas espectroscopicas (Figura 2.6). A regifio entre 4000 e 400 cm™ corresponde
4 regifo considerada infravermelho meédio onde bandas vibracionais e rotacionais sfo
observadas. Nesta regido estdo localizadas as bandas de absor¢io das proteinas (Coleman,
1993).
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Figura 2.6 — Espectro Eletromagnético

A espectroscopia de infravermelho tem sido amplamente usada em quimica orgénica ¢
analitica por muitos anos. A aplicag¢@io das técnicas de IR a sistemas bioldgicos era menos
comum ¢ ao longo dos anos encontrou menor sucesso, somente com o desenvolvimento e
evolugdo do espectrofotometro FTIR esta situagfio se modificou ¢ o IR se transformou numa
ferramenta valiosa para estudos de sistemas biologicos. Os mecamimos de um
espectrofotdometro FTIR sdo realizados em dois componetes basicos: uma bancada otica ¢ um
computador. A bancada oOtica mede a intensidade de uma raio IR especialmente codificado
apds este ter atravessado uma amostra. O sinal resultante, denominado “interferograma”,
contém informagéo sobre todas as freqiiéncias presentes no raio. O computador interpreta o
interferograma e utiliza um tratamento matematico (Transformada de Fourier - FT) para
decifrar as interagbes que ocorrem quando a luz infravermelha ¢ absorvida por um sistema

molecular ¢, por fim, apresenta o espectro (Gendreau, 1986).
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Uma das técnicas de infravermelho mais popular, a espectroscopia ATR, se tornou
mais amplamente utilizada apds a introdugio de sua versdo FT. A técnica FTIR-ATR combina
o poder da espectroscopia IR com a oOptica da reflexdo total atenuada. Foram os calculos
tedricos realizados por Simon (1951), seguido por Fahrenfort (1961), que desenvolveram a
técnica ATR para a medigdo de espectros de IR de materiais, 0s quais ndo podiam ser obtidos
facilmente por medidas convencionais. A partir dai, a ATR vem sendo aplicada a diversos

estudos de adsorc¢do a partir de solugdes (Hlady, 1996).

Na espectroscopia de reflexfio interna a amostra € colocada em contato com um cristal
especial denominado elemento de reflexdo interna (IRE). O IRE ¢ composto de um material de
alto indice de refrag@o, como por exemplo o seleneto de zinco (ZnSe), iodeto de talio-brometo
de talio (KRS-5) ou germénio (Ge). Nesta técnica a radiacfo infravermelha ¢ focalizada em
uma das extremidades inclinadas do IRE por uma série de espelhos, ela é refletida através do
cristal, geralmente intimeras vezes, e entdo ¢ direcionada ao detector por outra série de

espelhos (Coleman, 1993). O principio da técnica ATR esta ilustrado na Figura 2.7.

Superficie da Onda Evapescente
amasira ;

™

-
£;

Tlementsn de Reflexfs Interna (IR

Fig. 2.7 - Diagrama esquematico do caminho da radiagio infravermelha no acessorio ATR.

A refletdncia total atenuada ¢ baseada no seguinte: a luz infravermelha € focalizada
sobre uma das extremidades do IRE. Se o dngulo 6 no qual a radiagio atinge a interface do
IRE e o0 ar for maior que o dngulo critico, a luz IR seri totalmente refletida internamente no

cristal (IRE). O angulo critico ¢ calculado da seguinte forma:

gcriﬂ'co = Senwl E’:— (24)

onde: n, = indice de refrag@o do IRE e n, = indice de refracio da amostra
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A cada reflexfio, um campo elétrico evanescente € criado na interface entre 0 IRE e a
amostra, ¢ qual decresce exponencialmente com a distdncia de penetragio da radiagdo na
amostra (Chittur, 1998). A distdncia de penetrag@io ¢ definida como a distdncia a partir da
interface IRE-amostra onde a intensidade da onda evanescente decresce 1/e do seu valor

original. Esta distincia de penetragio pode ser calculada usando-se a seguinte equagdo:

A
O nlsen’ 0 —(m /)]

(2.5)

Onde: 8 = Angulo de incidéncia
A = comprimento de onda da radiagdo
m = indice de refragdo do cristal

n; = indice de refragdo da amostra

Nas regiSes do infravermelho, onde a amostra absorve energia, hd interagio entre a
onda evanescente e a amostra € o0 espectro ¢ obtido (van Straaten e Peppas, 1991). A distdncia
de penetragio varia de acordo com o material que compde o elemento de reflexdo interna
(Figuras 2.8), com o angulo de incidéncia da radiagfio (Figura 2.9) e com o nimero de

reflexdes internas (Figura 2.10) (Wasacz, 1998).

.3 T

15 -+ Indice de refragdo de amostra = 1.4 / 10 %/\ Tnfe (439 R~24

Disténcia de penetragiio (mm)

4800 3000 2000 1000
Nimero de onda (enml)

3260 3100 3000 2804 2800 2ro0
Minmerc de onda (e’

Figura 2.8 — Vanagfio da distdncia de penetragdo com o indice de refragfo do IRE
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Figura 2.9 — Variago da distdncia de penetracdo com o dngulo de incidéncia
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Figura 2.10 — Variagfio da distdncia de penetragio com o niimero de reflexes internas

A medida que o indice de refragdo do IRE aumenta, o dngulo de incidéncia também

aumenta ¢ numero de reflexdes internas diminuem, a distdncia de penetragio diminui,

diminuindoe a intensidade das bandas.

Como principais vantagens do método podem ser relacionadas as seguintes (Fink e
Chittur, 1986):

- Rapida aquisi¢io de dados - até 10 espectros por segundo. Dados podem ser
obtidos quase que continuamente ¢ os resultados podem ser apresentados num
tempo real

- Capacidade de obtencio de dados de sistemas fisiologicos intactos em ambientes
aquosos através da subtragfio do “background”.

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



Capitulo 2 - Revisdo Bibliogrdfica 26

- Observacdo de conformagdo macromolecular através da desconvolugdo de
caracteristicas espectrais.

- Nio requer preparagdo destrutiva da amostra ¢ permite o estudo de sistemas
moleculares sem rompé-los.

- Sensibilidade a superficie.

- Simplicidade do procedimento de medida.

Apesar das vantagens mencionadas acima, na utilizagfio da técnica FTIR/ATR o
contato entre a amostta ¢ o IRE deve ser perfeito ¢ a superficie do filme deve ser lisa,
homogénea e regular para a obten¢fo de resultados satisfatorios, devido & grande dificuldade

relacionada a reprodutibilidade do método.

A espectroscopia FTIR-ATR vem sendo utilizada por diversos grupos de pesquisadores
nio somente para o estudo quantitativo de proteinas na superficie de materiais poliméricos
como também para o estudo de mudancas conformacionais nas moléculas de proteinas, no
intuito de se obter informagdes sobre o processo de adsorgio de proteinas o qual € de grande
interesse em sistemas biologicos, como a biocompatibilidade de polimeros sintéticos que
envolve a formagéo de trombos em implantes ¢ até mesmo a opacificagdo de lentes de contato
(Brash e Lyman, 1969, van Straaten e Peppas, 1991; Pitt ef al., 1986; Fink et al.,1987; Fu et
al.,1993; Jeon ef al., 1992, Castillo ef al., 1985, 1986; Deng et al., 1986 ).

O estudo de adsor¢dc de proteinas ¢ realizado pelo grupo Amida (CONH) das
proteinas. Este grupo exibe bandas caracteristicas em 1650 em’” (amida T), em 1550 cm’
(amida II) € em 1300 cm’ (amida III). A natureza destas vibragdes foi elucidada por
Miyazawa (1960). No caso da vibragdo na regiio amida I , 80% da energia potencial ¢
associada ao estiramento do grupo C=0, 10% ao estiramento C-N ¢ 10% ao dobramento N-H
no plano. No caso da vibragdo amida II, 40% da energia € associada ao estiramento C-N e
60% ao dobramento N-H. a banda amida II ¢ mais utilizada nos estudo de adsor¢io de
proteinas por ser uma banda relativamente insensivel a mudangas conformacionais e sofrer
menor interferéncia da banda de absor¢io de agua a 1640 cm’ (Fu er al., 1993). Na tabela a
seguir estio relacionadas informagdes gerais sobre as bandas espectrais caracteristicas de

espectros de proteinas.
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Tabela 2.1 — Informagdes gerais sobre espectros de proteinas (Gendrau, 1986).

1730 (1740-1710) | Carbonil e Lipidios

Lipidios associados a

profeinas
1650 (1670-1630) Amida I Identificagdo de proteinas,
mudangas conformacionais
1550 (1570-1520) Amida 1I Quantificacdo de proteinas

1450 Cadeias laterais de CH; da|ldentificacdo de proteinas
valina, leucina e isoleucina

1400 Cadeias laterais de Quantificagdo de proteinas,
carboxilatos sensivel ao pH

1361 Componentes de baixo peso

molecular do sangue

1300 (1310-1240)

Complexo Amida HI

Identificacdo de proteinas,
mudancas  conformacionais,
regido primaria usada para
diferenciacdo de proteinas em
misturas, informagdo relativa

a estrutura secundaria

1080 (1080 — 1040)

Grupos funcionais carboidrato

Conteudo de glicoproteinas

nas camadas adsorvidas
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2.5.2. Medidas de Angulo de Contato

A base da técnica de dngulo de contato ¢ o equilibrio que ocorre no ponto de contato na

interface sélido/liquido/vapor ou sélido/liquido/liquido.

A medida de angulo de contato de superficies de matenais poliméricos ¢ um indicativo
do grau de hidrofobicidade deste material. Esta medida ¢ um dos métodos mais sensiveis para

a obtenc¢do de informacdes de superficies.

Ueda e colaboradores (1995) propuseram a utilizagdo do método da placa de Wilhelmy
para a avaliagdo qualitativa da interac@o entre proteinas adsorvidas e materiais poliméricos. O
método foi desenvolvido por Andrade e colaboradores e consiste na medida do angulo de
contato dindmico. A medida de dngulo de contato dindmico envolve ciclos de medidas dos
angulos de avango e de retrocesso, que s3o obtidos respectivamente pela imersio e retirada da

placa do material polimérico de uma fase liquida(Andrade, 1985).

No método da placa de Wilhelmy, a tensdo superficial € calculada a partir da forca
sobre a balanga e das dimensdes da placa, assumindo total molhabilidade da placa, isto €, 6 =

0°. A equagdo basica é:
F=mg+ py, cos@—F, (2.6)

onde: F = forga total registrada pela balanga, m = massa da placa, g = aceleragio da
gravidade, p = perimetro da placa, i, = tensfo superficial do liquido, 6 = 4ngulo de contato ¢
Fy = forga de flutuagio dada por:

Fy = PV merss8 = PL8AIW 2.7

onde: pr, = densidade do liquido, g = aceleragdo da gravidade, V = volume da placa
imersa no liquido ¢ V = htw; w = largura da placa, t = espessura da placa ¢ h = distdncia de

mmersao.

Para a interpretaco de uma medida de dngulo de ocntato em um solido deve-se

assumir que a tensdo superficial do liquido € conhecida. O método da placa de Wilhelmy é um
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meio de se medir precisamente a tensfo superficial do liquido ¢ o dngulo de contato na

interface liquido/sélido/vapor.

As seguintes consideragbes devem ser obedecidas para que seja possivel uma

interpretac@o dos angulos de contato (Andrade er al., 1985) :

A superficie solida deve ser rigida, imével e ndo deformavel para que os grupos na

superficie ndo possam se reorientar ou se reequilibrar em respostas a mudangas no
ambiente (modulo de elasticidade deve ser maior que 3,5 x 10° dyn/em®)..

- A superficie solida deve ser altamente lisa, uniforme ¢ homogénea.

- A tensdo superficial deve ser conhecida e constante € nio deve se modificar
durante a realizagdo do experimento.

- A pressio de espalhamento do liquido no sélido deve ser igual a zero. Isto significa
que o vapor liquido ndo deve adsorver sobre a superficie solida modificando sua

energia livre.

Se a for¢a medida na imersfo for menor que a medida na emers3o, pode-se observar
uma histerese no perfil da forga versus distdncia de imersdo. A histerese € a diferenga entre a
medida de dngulo de avango ¢ a de retrocesso, sendo comum observar esta diferenga quando

as consideragdes relacionadas acima ndo sdo obedecidas.

Existem duas classes de histerese, a termodindmica ou real ¢ a cinética. No caso da
histerese termodindmica a curva de histerese ¢ reprodutivel ao longo dos ciclos e &
independente do tempo ou freqii®ncia. Na histerese cinética a curva se modifica com tempo ou
freqiiéncia. A  histerese termodindmica real deve-se a rugosidade da superficie,
heterogeneidade, possivelmente & entropia da superficie e a deformagdo. A histerese cinética
deve-se a mobilidade e reorientacio da superficie, a penetragio do solvente e possivelmente &

deformacdo da superficie (Andrade ef al., 1985),
2.5.3 — Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar utilizada para o estudo de adsorgdo de proteinas na superficie de
biomateriais ndo se trata de uma medida direta na superficie, nesta técnica as proteinas séo

eluidas das superficies € a solugo proveniente da elui¢do ¢ analisada. A metodologia baseia-
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se nas seguintes etapas: 1) adsor¢io das proteinas nas superficies; 2) lavagem das particulas
com solugdio tampdo; e 3) eluicio das proteinas adsorvidas utilizando-se uma solugdo de

tampio fosfato/dodecil sulfato de sodio.

A eletroforese, migragiio de solutos através de uma solugdo sob a influéncia de um
campo elétrico, tem sido a base de métodos de separacgdes biogquimicas desde meados dos anos

30 quando foi descrita por Tiselius pela primeira vez.

A eletroforese capilar foi desenvolvida como técnica no final dos anos 80. Na sua
forma mais comumente utilizada, a eletroforese capilar ¢ semelhante a0 método desenvolvido
por Tiselius, apresentando vantagens como simplicidade inerente, velocidade, versatilidade e
baixo custo de corrida. A eletroforese capilar € essencialmente um método analitico e tem
aplicagdio na separagio de biopolimeros como peptideos, proteinas, oligonucleotideos, ions
metalicos ¢ ions inorgénicos como também na analise de produtos farmacéuticos e

monitoramento da qualidade da dgua (Altria e Bryant, 1997).

Como o nome sugere, uma caracteristica distintiva do método € que as anilises sfo
realizadas em um tubo capilar. Na Figura 2.7 ¢ apresentado um esquema da eletroforese
capilar. A amostra a ser analisada geralmente € injetada por pressio em uma das extremidades
do capilar. ApoOs a injec8o da amostra, € estabelecida uma diferenca de potencial entre os
eletrodos do sistema levando a migragdo das moléculas no interior do capilar (Rosa ef al.,
1998).

S

detetor

Figura 2.7 — Esquema da Eletroforese Capilar
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CArPiTULO 3
MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Biomateriais

Os biomateriais utilizados no presente trabalho foram o polietileno (PE) da Polibrasil e
poli(metil metacrilato) (PMMA) da Polibrasil. O PE ja foi adquirido na forma de filme e os
filmes de PMMA foram formados por evaporaciio do solvente. Particulas do polimero foram
dissolvidos em cloroférmio da Merck (Brasil) e a solugdo foi colocada para secar em placas de
Petri. Foram colocados 6 ml de solugio polimérica 10% em placas de 8,7 cm de didmetro para

secar a temperatura ambiente.

Foram coletados espectros (100 varreduras) do PE antes de se imiciarem o0s
experimentos para verificar se 0 mesmo era de alta ou de baixa densidade. Os polietiienos de
baixa e de alta densidade se diferenciam pela variacdo das quantidades das unidades cristalinas
e presenga de ramificagdes no polimero. Os espectros coletados foram comparados aos da
biblioteca existente no programa de aquisi¢io de espectros e verificou-se que o espectros se

igualaram ao espectro de PE de baixa densidade.

CH;
|
—(CH; ~ CHy),, — —ICH, - C —_
Polietileno &OOCH fin

Poli (metil metacrilato)

3.1.2. Proteinas e Tampio

A proteina inicialmente utilizada foi a lisozima. Tal proteina foi escolhida por se tratar
de uma proteina modelo para estudos em pHEMA que ¢ um material utilizado na fabricacio
de lentes de contato. Posteriormente foram feitos estudos com fibrinogénio (Hfg),
imunoglobulina G (1gG) e albumina de soro humano (HSA). Estas proteinas foram utilizadas,

como ja foi mencionado anteriormente, por se tratarem de proteinas as quais a maioria dos
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estudos estdo restritos devido a albumina estar presente em grande quantidade no plasma, o
fibrinogénio participar da cascata de coagulacgio ¢ a IgG participar do mecanismo de defesa do

0rganismo.
Foram utilizados os seguintes reagentes:
- Lisozima de clara de ovo, albumina humana, fibrinogénio humano e

imunoglobulina G humana da Sigma (EUA)

- Fosfato de sodio monobasico (Na,HPQ,) e fosfato de sdédio dibésico
(NaH,PO, 7H,0) da Ecibra (Brasil)

- Cloreto de sodio (NaCl) e cloreto de potassio (KCl) da Merck (Brasil)
3.1.2.1. Prepareo das solucdes de Proteinas

Para a preparagio das solugfes de proteinas foi utilizado um tampio fosfato salino
(PBS) de pH 7.4, com composigio: 21,6 mM Na;HPQO,, 4,3 mM NaH,PO, 7H,0, 4 mM KCl,
95 4 mM NaCl), em dgua deionizada (Milli-Q). Apos a dissolugdo completa dos sais, o tampao
foi1 degaseificado para a retirada de gases dissolvidos em banho ultrasdnico, sob vacuo. O pH
foi corrigido quando necessario, com solugbes de NaOH e HCl com baixas concentragdes. O
tampéo foi utilizado nestas condigdes de pH e de forga ibnica por se tratar de condi¢Bes

fisiologicas.
3.1.3 — Recobrimento

Para o recobrimento de PE fo: utilizada heparina com cloreto de benzalcénio da marca
Sigma (EUA) e alcool isopropilico da Merck (Brasil). Foi utilizada uma solugfo de 800 UL/ml

de hepanna e 1,6% de cloreto de cloreto de benzalcdnio em alcool isopropilico.
3.2. METODOS

3.2.1. Adsorcdo das Proteinas

Foram preparadas solugdes de proteinas com concentragdes variando de 0,01 a 0,6

mg/ml em tampdo PBS. Filmes dos polimeros de dimensdes 0,7 x 6,0 cm foram imersos em
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5 ml de solugio protéica e mantidos a 37°C, no caso da lisozima por 2 horas e para as demais
proteinas por 18 horas. Como ndo foram obtidas curvas de cinética de adsorgfio, ndo sendo
determinado portanto, o tempo de equilibrio, os filmes foram incubados por esse periodo de
tempo porém ndo pode-se assegurar que o equilibrio foi atingido. A lisozima foi mantida por
um tempo menor em solugfo por se tratar de uma proteina menor e portanto se difundir mais
rapidamente, as demais por se tratarem de proteinas maiores o tempo de adsorgdo utilizado foi

maior.

Apés o periodo de incubaglic os filmes foram retirados das solugdes, enxaguados em
solugio tampdo por 1 minuto ¢ posteriormente em agua Milli-Q. Entdo, os filmes de PE ¢
PMMA foram secos em temperatura ambiente anteriormente a andlise das superficies no

espectrofotdmetro.
3.2.2. Espectroscopia FTIR-ATR

Técnica FTIR-ATR foi escolhida por ser uma técnica que analisa diretamente a

superficie da amostra, além das vantagens mencionadas anteriormente.

Foi usado o espectrofotdmetro de infravermelho da marca Nicolet (EUA) modelo
Protégé 460, com acessorio ATR da marca SepctraTech (EUA) cujo elemento de reflexdio
interna € composto de Seleneto de Zinco (ZnSe) para obtenglo dos espectros dos filmes

poliméricos Na Figura 3.1 esta apresentado o espectrofotdmetro da Nicolet.

Figura 3.1 — Espctrofotémetro Protége 460 E.S.P.
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Foram coletados espectros dos filmes anteriormente & adsorgdo, os filmes foram
posicionados sobre o cristal € o contato entre as amostras e o cristal foi promovida por uma
prensa, uma vez que as amostras devem estar em perfeito contato com o cristal para obtengdo
de resultados satisfatérios. Na Figura 3.2 observa-se o acessorio utilizado para o

posicionamento da amostra.

Figura 3.2 — Esquema do suporte de amostras

Apos a adsorgdo, enxaglie e secagem dos filmes, estes foram recolocados sobre o
cristal e novamente foram obtidos seus espectros. Os espectros foram obtidos com 100
varreduras, resolugdo de 8 cm™ na faixa de abrangéncia de 4000-650 em™. Apds a obtengdo

de cada espectro, os cristal foi cuidadosamente limpo com dgua Milli-Q e acetona.

Os espectros obtidos anteriormente a adsorgdo (polimero puro) foram subtraidos dos
espectros obtidos posteriormente a adsor¢@o (polimero + proteina) para a determinagdio da
quantidade de proteina adsorvida na superficie dos polimeros. A subtragio dos espectros foi
efetuada no proprio software, sendo que desta maneira, para cada subtragdo foi determinado,
por uma aproximagdo de quadrados minimos, um fator de subtragdo adequado (determinagio

feita pelo programa do computador).
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3.2.3. Determinacio Quantitativa da adsorcgéo de proteinas

A determinagio quantitativa de lisozima e IgG adsorvidas nas superficies foi efetuada
através do método desenvolvido por Sperline e colaboradores (1987). Este método possibilita
a determinacio da concentragdo superficial (mol/em®). O método foi desenvolvido para o
estudo da adsor¢do de surfatantes em superficies, Fu e colaboradores (1993) descrevem uma
aproximagdo para investigar a adsor¢do quantitativa de proteinas em superficies baseado no
método desenvolvido por Sperline (1987). Este método também foi utilizado com sucesso na
determinagio quantitativa de BSA (albumina bovina) na superficie de um poli (éter uretano)

de grau biomédico (Jeon er al.,1992).

De acordo com este método, a concentragdo superficial (I') € calculada atraves da

seguinte equagdo (3.1):

I'=[d,(4/N - C,ade)]/ 2000zde (3.1

Onde: d, ¢ a distincia de penetragdo, A ¢ a area integrada da banda Amida I (banda
de proteina mais utilizada para quantificacdo), N € o ntimero de reflexdes internas, Cy € a
concentragdo de proteina em solugfo, € € a absortividade molar da proteina, e de € o caminho

dtico efetivo.
A distancia de penetragdo ¢ definida pela equagdo (2.2).

O caminho otico efetivo ¢ calculado da seguinte forma:

d, =7 (3.2)

d An,n, cos@

€y 2 2 2 2 2 (3.3)
a(n —n; W sen@ —n;

Acosénn,(2n’ sen’ 8 —n?) (3.4)

172

wi gln?sen® @—-ni]'*(nf —nl)[(n? +nl)sen® §-n:
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Para o equipamento usado no presente estudo , N= 10, 6 =45°¢ n; =2,4. No caso
dos sistemas em estudo n; = 1,5 para o PE, n; = 1,49 para o PMMA (Brandrup, 1975), € da
lisozima & igual a 691.983 L/mol.cm’ para a banda Amida II ¢ para IgG ¢ ¢ igual a 5.398.624
L/mol.cm® (Singh, 1999, comunicagiio pessoal), estes valores de absortividade molar foram
obtidos na regido de 1577-1496 cm™. A banda Amida II tem sido utilizada por diversos grupos
para se estimar a adsor¢do de proteina (Pitt er al.,1986; Chittur er al,1998; van Straaten e
Peppas, 1991; Fu et al., 1993), por se tratar de uma banda que possibilita a quantificacéo de
proteinas (Tabela 2.1 - Gendreau, 1986). O pardmetro C;, da Equacgdo 3.1 foi considerado igual
a zero para os sistemas estudados, uma vez que os filmes poliméricos foram removidos da
solugio de adsor¢io antes da obtengSio dos espectros, nf#o havendo interferéncia da

concentracdo da solucdo nos espectros obtidos.

Como ndo fol possivel determinar o coeficiente de absortividade molar para o
fibrinogénio ¢ a albumina, foram realizados experimentos em eletroforese capilar para a
determinagéio de um fator de conversdo o qual possibilitou a determinago quantitativa de Hfg
¢ HSA na superficie de PMMA ¢ PE.

3.2.3.1. Eletroforese Capilar

Os filmes poliméricos, depois de limpos em agua Milli-Q, foram colocados em 1ml da
solugdo protéica (Img/ml em tampédo PBS) e incubados por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacdo branda. Apos a adsorgdo, os filmes foram submetidos a trés ciclos de lavagem em
tampdo PBS para remogfio das proteinas nfo adsorvidas. Em seguida os filmes foram
acondicionados em uma solucio de tampdo fosfato SOmM pH 2,5 contendo 1% de SDS, para
que as proteinas adsorvidas fossem eluidas. Os filmes foram mantidos em contato com esta
solucdo por duas horas a temperatura ambiente, sob agitagdo branda. As amostras foram entéio
sonicadas em banho ultra-sbnico por 5 minutos e aquecidas por 10 minutos a 100 °C (agua
fervente) e novamente sonicadas por 5 minutos para promover a maior recuperagdo possivel

das proteinas.

A analise das proteinas foi realizada por eletroforese capilar operando em zona livre. O
equipamento utilizado foi o P/ACE System 5010 da Beckman (EUA) com capilar de silica

fundida com 37 cm de comprimento € 75 um de didmetro interno. A injecdo da amostra foi
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feita por pressio (15 segundos), o campo elétrico utilizado foi de 400 V/cm, a temperatura de
analise foi de 20 °C, a absorbancia foi1 monitorada a 200 nm e o tampdo de corrida utilizado foi
o tampao fosfato 150 mM, pH 3.5 contende 0,1 de SDS.

3.2.4. Recobrimento dos Biomateriais

Inicialmente as superficies dos filmes de PE foram limpas com élcool isopropilico
70%. Apbs a limpeza os filmes foram levados a estufa para que fossem secos a 50 °C por 4
horas. Os filmes secos foram imersos em uma solugio de revestimento composta de heparina
fracionada (concentragéo de 800 Ul/ml), cloreto de benzalcbnio (1,6%) e alcool isopropilico €
foram mantidos nesta solugio por 1 hora a 22 £ 5 °C. Terminado o periodo de 1 hora, os
filmes foram removidos da solugiio de revestimento, limpos com agua deionizada e secos em
estufa a 50 °C por 6 horas.

3.2.5. Medidas do dngulo de Contato

Os dngulos de contato de avango e de retrocesso dos biomateriais em agua foram
medidos através do método da placa de Wilhelmy (Figura 3.2). O método consiste em se
prender uma placa que tenha total molhabilidade a uma eletrobalanga que registra a massa
desta placa ¢ um recipiente contendo a 4dgua ¢ avangada sobre a placa provocando uma
diminuicdo da massa medida. A placa utilizada no presente trabalho foi de platina. Apds a
medida da tensfo da 4gua, as superficies sélhidas de interesse (PE ¢ PMMA) foram presas a
eletrobalanca e foram assim obtidos graficos de forga versus distdncia de imersdo da amostra
{Figura 3.3). A partir destes graficos foram obtidos os valores do coeficiente linear para os
ciclos de avango e de retrocesso e assim, através da Equacéio 3.5 foram calculados dngulos de
avango ¢ de retrocesso de PE € PMMA em agua e também destes materials com as proteinas
(HSA e lisozima) em agua. As medidas de dngulo de contato foram realizadas no tensidmetro

Processor Tensiometer K12 da marca Kruss (Alemanha).
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Figura 3.2 — Esquema da medida dos dngulos de contato de avango (a) e de retrocesso (b). As
setas representam o sentido do movimento da placa.

Foren
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Distancia de Imersiio

Figura 3.3 — Curva de Forga x distincia com a presenca de histerese

Os dngulos de avango e retrocesso foram calculados através da relagédo:
a = jpcost (3.5)

Onde: a ¢ o coeficiente linear obtido através dos perfis de forga versus distancia de
imersdo da placa na fase liquida (Figura 3.3) de onde ¢ feita uma regressdo linear para cada
um dos ciclos de avango e de retrocesso, v € a tensio superficial, p € o perimetro molhado da

placa e 8 € o angulo de contato.

Para as medidas de dngulo de contato, a adsorgdo das proteinas no filmes de PE e
PMMA foi realizada num periodo de 18 horas. Terminada a adsorgfio, os filmes foram

enxaguados com tamp@o e secos a temperatura ambiente por 1 hora e entio foram realizadas

as medidas.
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CAriTUuLO 4
RESULTADOS E DiSCUSSA0

O estudo quantitativo de proteinas em superficies de materiais poliméricos ¢ de grande
interesse uma vez que pode ocorrer aumento ou diminuigfo da biocompatibilidade de um
biomaterial de acordo, nfio somente com o tipo de proteina adsorvida, como também com a
quantidade adsorvida. Neste capitulo, estdo apresentados os resuitados da implantagio da
técnica FTIR-ATR no laboratorio para a quantificagiio de proteinas nas superficies de
polimeros. Primeiramente sdo apresentados os espectros de IR a partir dos quais foram
determinadas as quantidades adsorvidas, sendo entfo apresentadas as isotermas de adsorcéo.
Em seguida , as concentragdes superficiais de proteinas em PE recoberto com heparina sdo
comparadas aos resultados obtidos com o polimero sem recobrimento. Por ultimo, sdo

apresentados os resultados das medidas de angulo de contato.

4.1. Espectroscopia FTIR/ATR

Os resultados de espectroscopia sdo apresentados na forma de espectros que relacionam a
absorbancia com o niimero de onda (cm™). A Figura 4.1 apresenta espectros de PE coletados
antes e apds a adsor¢do de Hfg, juntamente com o espectro obtido da subtragfio entre ambos
{regifio de 1700-1480 cm’’). Espectros de PMMA e de PE com as demais proteinas sio
apresentados em anexo. A subtrago entre os espectros foi efetuada apds a corregéio das linhas

base dos mesmos.
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Figura 4.1 — Espectros de PE e Hfg: —— branco; — PE + Hfg; —— subtragéo
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Como foi mencionado anteriormente, um espectro de IR de uma proteina apresenta
dois picos principais, ambos associados 3 ligagfio peptidica. O pico maior aparece a 1650 e’
(banda amida I ), ao passo que um segundo ¢ observado a 1550 cm™' (banda amida IT) (Chittur
et al.,1986). No presente trabalho, como pode ser observado na Figura 4.1, as proteinas
apresentaram o pico maior localizado em torno de 1655 e 1645 cm” e o menor em torno de
1545 cm™'. A banda amida I sofre influéncia da presenga de 4dgua, a qual tem uma banda de
adsorciio a 1640 ¢m™. Desta forma, a banda amida 1I foi selecionada para o céleulo da
concentragio superficial das proteinas nos materiais, por ser esta uma banda que sofre menor
interferéncia da banda de absorgdo de dgua, além de ser relativamente insensivel a mudangas

conformacionais, como mencionado anteriormente (Fu et al.,1993).
4.2. Determinacio Quantitativa da Adsorcfio das Proteinas

Para se efetuar o calculo concentragfio superficial de proteinas adsorvidas atraveés da
Equagdo 3.1, € necessaria a determinagdo da drea da banda de absorcfo da proteina estudada
(A). Assim, a drea da banda amida II foi calculada a partir dos espectros resultantes da
subtra¢dio entre os espectros coletados antes e depois da adsorgfio. Esta area foi integrada
tragando-se uma linha base na regifio de 1577-1496 cm™, uma vez que os valores das
absortividades molares de lisozima e IgG foram obtidas nesta regifio. QOutro pardmetro
necessario ao calculo da concentragio superficial € o coeficiente de absortividade molar da
proteina (£). No caso do fibrinogénio ¢ HSA n#o foi possivel a determinagfio deste coeficiente
porgue ndo havia disponibilidade no laboratério de um equipamento de FTIR com acessorio
de transmissdo para solugdes aquosas, sendo que esta determinagdo deveria ser realizada em
tal equipamento. Os coeficientes para estas proteinas na regifio estudada também ndo foram
localizados na literatura consultada . Assim, correlacionando-se a técnica FTIR-ATR com
eletroforese capilar foi possivel a determinagdo da quantidade adsorvida (ug/cmz) destas duas
proteinas nos polimeros. Foram realizados ensaios de adsorgdo sob as mesmas condigles para
a analise em eletroforese capilar e em FTIR/ATR. A concentragio da solugio de adsorgdo, a
temperatura do ensaio e o tempo de adsor¢io, foram os mesmos para posterior analise em
ambas as técnicas. A partir das curvas de calibrac@io de concentracdo de proteina em fungfio da
area dos picos a 200 nm determinada através de eletroforese capilar por Rosa e colaboradores

(1998) para HSA e Hfg foram determinadas as quantidades de Hfg e de HSA adsorvidos em
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PMMA (0,298 £ 0,03 p,tg/crn2 e 0,107 £ 0,02 p.g/cmz, respectivamente). Estes valores obtidos
através de eletroforese capilar foram relacionados ds dreas da banda amida II obtidas para
para ambas proteinas determinadas pelo FTIR-ATR. Efetuando-se esta relagfo foi obtido um
fator de correlacdo igual a 0,83 para o Hfg e igual a 0,61 para HSA, o qual foi multiplicado a
cada ponto das isotermas destas proteinas obtidas em termos de area da banda versus
concentragdo da proteina em solugfio, para a determinago da isoterma em termos de

quantidade adsorvida (ug/em?),

4.2.1. Isotermas de Adsor¢io de Lisozima

Com a determmagdo das areas da banda amida II a partir da subtrag¢io dos espectros,
foram calculadas as concentragdes superficiais de lisozima em PE ¢ PMMA (mol/cm?) para as
diversas concentragdes de lisozima em solugdo através da Equagfo 3.1. Sabendo-se que a
massa molecular da lisozima ¢ igual a 14700 Da foi possivel determinar os resultados em
termos de quantidade de lisozima adsorvida na superficie destes polimeros em pg/cm?®. As
areas integradas da banda amida II e os resultados de concentragéio superficial para lisozima
em PE ¢ PMMA sfdo apresentadas nas Tabelas 4.1 e 4.2. Determinados estes resultados de
concentragio superficial, foram construidas as isotermas das Figuras 4.2 e 4.3 que relacionam
a quantidade de lisozima adsorvida em PE e PMMA, respectivamente, com sua concentragio
de equilibrio na solugdo, sendo, desta maneira, determinada a quantidade maxima adsorvida

para estes sistemas (Qqm).

Tabela 4.1 ~ Areas da banda amida II e concentra¢bes superficiais de lisozima em PE em
relagdo as concentragdes de lisozima em solugdo.

Concentragdo de Area da banda amida II | Concentragdio superficial
lisozima em solugfio (AUY de lisozima em PE
(mg/mi) (ng/em’)

0,01 0.0755 +0.008 0,0368 + 0.004
0,05 0,1411+0,03 00687 +0.01
0,10 0,2299+0.04 0,1120 +0.02
0,20 0.2432+0.06 0.1185+0.,03
0,30 0,3793+0.05 0,1847£0.02
0,40 0,3992+0.007 0.1944 + 0.003
0, 50 0,3577+0.2 0,1742 + 0.1
0,60 0.437610.1 0.2131+£005
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Tabela 4.2 — Areas da banda amida II e concentragées superficiais de lisozima em PMMA em
relagdo as concentragdes de lisozima em solugdo.

Concentragfo de Area da banda Amida Il | Concentragdo superficial
lisozima em solugdo (AUY) de Lisozima em PMMA
(mg/ml) (ng/ cm’)

0,1 0,1647+0,0008 0,6816 + 0,0004
0,3 0,30014+0.01 0.1487 +0.01
0,6 0,3549+0.03 0,1758 +0.01
0.9 0,3966 0,1965

1,3 0,4782 0,2369

1,5 0,4585+0,02 0.2470 +0.01
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Figura 4.2 ~ Isoterma de adsor¢fo de lisozima em PE
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Figura 4.3 — Isoterma de adsorgdo para lisozima em PMMA

Os dados experimentais mostrados nas Figuras 4.2 e 4.3 foram ajustados ac modelo de
Langmuir (Equag¢fo 2.1). Este ajuste resultou em coeficientes de correlac8o iguais a 0,953 para
PE ¢ 0,984 para PMMA, indicando que as curvas experimentais estdo bem representadas por
este modelo. O valores de gm calculados através da Equagio (2.1) foram de 0,245 p.g,/cm2 para
lisozima em PE e de 0,280 pg/cm” para esta proteina em PMMA, estes valores se apresentam
dentro da faixa de valores de monocamada esperados (0,1 — 0.5 ug/cm®) (Horbett, 1993). A
partir destes valores de concentrag@io na superficie, a espessura da camada de proteina para
ambos sistemas pdde ser calculada admitindo-se o valor da densidade da proteina igual a 1,3
g/cm3 (Brash e Lyman, 1969). Com o valor de densidade foi calculado o volume ¢ assim,
dividindo-se o volume pela 4rea foi obtido o valor da espessura da camada de lisozima em PE
igual a 15 A e o valor desta espessura em PMMA foi de 12 A. Foi calculada também a 4rea
média ocupada por molécula para estes sistemas, transformando-se o valor de g de ;.Lg/cmz
em mol/cm® e multiplicando-se este valor pelo nimero de Avogadro. A drea média ocupada
por molécula de lisozima em PE obtida foi de 995 A% ¢ em PMMA foi igual a 872 A°.

As proteinas podem se adsorver em uma superficie em diferentes estados. A figura 4.4

apresenta exemplos da adsorgfio de proteinas em multiplos estados (Horbett e Brash, 1987).
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Configuragio 1
gurag %/

| Regides ricas em ions

1 Regides de ligagio de hidrogénio
%%% Porminios hidrofobicos

i@ﬁﬁlﬂ% Regides de outras ligacGes

Figura 4.2 — Diferentes estados de adsorgdo de proteinas

Os valores da area média por molécula para ambos sistemas sdo maiores que o valor da
area de uma molécula considerando uma adsor¢do do tipo da configuragdo 1 (Figura 4.2),
sendo a area projetada de uma molécula de lisozima adsorvida igual a 804 A®, uma vez que as
dimensdes da proteina sfo iguais a 30x45x45 A (Imoto ef al., 1972) Isto pode ser a indicagio
da formagdo de uma monocamada ndo-compacta, que possivelmente poderia estar ocorrendo
devido & presenga de sitios de adsorglio especificos para a proteina ou devido a repulsio entre
as moléculas de lisozima, uma vez que os experimentos foram realizados a um pH menor que
o pl da proteina (10,5) e as moléculas devem estar carregadas positivamente. Considerando
uma adsor¢do do tipo da configuragdio 2, a drea média por molécula € menor que a area
projetada de uma molécula, que é igual a 1350 A’ indicando a formagio de mais de uma
camada de lisozima adsorvida. Observa-se que nos sistemas estudados, a formagiio da camada
de proteina adsorvida depende dos sitios de adsorgdo, nio ocorre necessariamente somente
adsorgdo do tipo da configuragdo 1 e nem da config. 2, podem ocorrer ambos os tipos numa
mesma superficie. Portanto, ndo ha conclusdio de que ocorra a formagdo de uma monocamada

ndo-compacta ou de multiplas camadas.

Comparando-se os resultados obtidos de g, para a lisozima em PE e PMMA, pode-se

observar que estes valores se apresentam proximos. O PE € um polimero que € composto por
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grupos hidrofobicos, portanto, possivelmente as interagdes predominantes que ocorrem entre a
lisozima e o PE s#o interagbes hidrofobicas. O PMMA possui grupos ésteres hidrofilicos e
uma cadeia principal hidrofébica, desta forma, as interacdes entre proteinas e o PMMA
poderiam ocorrer por ligagSes polares (o PMMA possui dipolo negativo), por pontes de
hidrogénio (possivel presenga de OH ¢ NH na superficie da proteina) ou por interagdes
hidrofobicas. Como os resultados de g se apresentam proximos, podem estar ocorrendo
interagdes hidrofdbicas entre a lisozima e 0 PMMA, assim como ocorre com o PE, embora
possam ocorrer todos os tipos de ligagdes acima no caso do PMMA. Estes varias
possibilidades de ligagdes também podem ocorrer devido & complexidade das molécula de
proteinas, uma vez que estas moléculas podem apresentar simultaneamente regibes
hidrofébicas, polares nfio carregadas ¢ polares carregadas em sua superficie. A proximidade
entre os valores de gm para lisozima em PE e PMMA também pode estar relacionada ao fato de
que os componentes dispersivos da energia livre de superficie de ambos polimeros serem

proximos (.’ = 33.1 para 0o PMMA e v =35.0 para PE - Pérez-Luna, 1994).

O valor da constante de dissociagio (K,), representa uma medida da intensidade de
adsorgfo, isto é, quanto menor este pardmetro, maior ¢ a tendéncia da proteina em permanecer
na superficie (Eq.2.2). Os valores obtidos para a lisozima foram iguais a 9,05. 10° M para o PE
¢ 1,96.10° M para o PMMA. Estes sio valores baixos e indicam que, mesmo que as interagdes
sgjam de baixa intensidade entre a lisozima e estes polimeros, a proteina tem uma grande
tendéncia em permanecer na superficie. Possivelmente ocorrem iniimeras interagdes de baixa

intensidade entre as moléculas da proteina e as superficies poliméricas.

Os valores da quantidade maxima de lisozima adsorvida em PE e PMMA sdo maiores
que o valor tedrico de monocamada de lisozima em poli (2-hidréxi etil metacrilato) (pHEMA)
determinado por Castillo ¢ colaboradores (1985) que foi de 0,16 pg/cm®. Segundo alguns
pesquisadores (Lyman er al., 1965; Andrade, 1973, Ruckenstein e Gourisanka, 1984) menor
quantidade de proteina € adsorvida na superficie de materiais hidrofilicos. Sendo a superficie
do pHEMA mais hidrofilica que os polimeros estudados, os valores obtidos para PE ¢ PMMA
se mostraram coerentes quando comparados ao valor determinado por Castillo e colaboradores
{1985).
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4.2.2. Isotermas de Adsor¢io de Imunoglobulina G

Com o wvalor de absortividade molar fornecido por Singh (1999) foi possivel a
determinacdo da quantidade adsorvida pelo método de Sperline e colaboradores (1987).
Através da equacdo 3.1, utilizando-se os valores de areas da banda foram determinadas as
concentragdes superficiais de IgG em PE e PMMA, respectivamente. Sabendo-se que a massa
molecular da IgG ¢ igual 156000 Da (Harfenist ¢ Murray, 1993) foram calculadas as
concentragdes superficiais utilizando 2 unidade ug/cm’ . Os valores das areas da banda amida
II e os resultados de quantidade de IgG adsorvida na superficic de ambos polimeros sdo

apresentados na Tabelas 4.3 ¢ 4.4 para PE e PMMA, respectivamente.

Tabela 4.3 - Areas da banda amida Il e concentragbes superficiais de 1gG em PE em relagdo
as concentragoes de IgG em solugdo.

Concentragio de Area da banda Concentragiio
Imunoglobulina G amida II (AU%) superficial de IgG em
em solugfo (mg/ml) PE (ug/cm®)
0.01 0,3362 +0.2 0,222740.1
0,05 0.4770 £ 0,078 0,3160+0,05
0.1 0,5722 + 0,053 0.3791+0.03
0,2 0.5970 £ 0.06 0.395520.04
0,5 0.6387+0.3 0,4231+0.2
0.6 0,6542+ 0,01 0,433440.02

Tabela 4.4 — Areas da banda amida 1l e concentragies superficiais de IgG em PMMA em
relagdo as concentragdes de IgG em solugdo.

Concentragio de | Area da banda amida II Concentracio
IgG em solugdo (AUY superficial de IgG em
mg/ml) PMMA (pg/em?)
0,01 0,2537+0.03 0,1710+0.02
0,05 0.3216 + 0.002 0,2167+0.001
0,2 0,3927 £0.02 0.2647+0.01
0,3 0,5285+ 0,04 0,3561+0.01
0.6 0.5579+0.11 0.3760+0.04

Com os valores de concentracio superficial de IgG adsorvida em PE ¢ PMMA
apresentados respectivamente nas Tabelas 4.3 e 4.4 foram tragadas as isotermas das Figuras
4.5 para IgG em PE e 4.6 para PMMA.
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Figura 4.6 — Isoterma de Adsorgéo de IgG em PMMA

Feito o ajuste, o valor de g, calculado para IgG adsorvida em PE foi igual a 0,423
ug/em®. O ajuste resultou em coeficiente de correlagio igual 0,987. Dado o valor de qn, a 4rea

média por molécula foi de 6126 A%, e a espessura da camada foi igual a 33 A. Por estes
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resultados, observa-se que ocorre a mesma tendéncia da lisozima, sendo a drea por molécula
maior que a drea de uma molécula (1521 AZ) para adsorc¢&o do tipo da config. 1 e a espessura
da camada menor que o didmetro da proteina (44 A - Brash e Lyman, 1969) . Seria mais uma
vez a indicagfo da formag8o de uma monocamada nfo-compacta. Considerando a adsorgdo da
config.2, a drea média por molécula € menor que a 4rea ocupada por uma molécula 10340 A®
(44 x 235 A - Brash e Lyman, 1969), indicando a formagio de mais de uma camada de

adsorcdo.

Para IgG em PMMA o valor de g para foi de 0,344 ug/cmz, com coeficiente de
correlagdo igual a 0,907. A éarea média por molécula foi igual a 7533 A’ e espessura da
camada adsorvida igual a 26A, considerando a adsorgdo do tipo da configuragdo 1 estes
valores também indicam a possivel formagiio de uma monocamada n3o-compacta. Porém,
para a adsorcdo do tipo da configuragfio 2 o valor da drea média por molécula ¢ menor que a
area de uma molécula, indicando a formacfo de mais de uma camada de adsor¢do. Mais uma
vez nfio pode-se concluir que houve somente um tipo de configuragfio da proteina adsorvida
em ambos polimeros. Dependendo dos sitios de adsor¢do ocorre tanto a adsorgdo do tipo da
configuragio 1 quanto do tipo da configuragiio 2. Mais uma vez nfio ha indicaglio sobre a

formacéo da camada de proteina.

O valor de g, para IgG adsorvida em PE ¢ maior que este valor para IgG adsorvida em
PMMA. Segundo Nyilas e colaboradores (1975) para um material com maior componente
polar de energia livre de superficie (,*) uma menor quantidade de proteina é adsorvida.
Portanto, é esperada uma menor quantidade de proteina adsorvida sobre a superficie do
PMMA, pois este polimero apresenta este componente polar de energia livre de superficie

maior que o do PE (£ = 9,9 para o PMMA e v,° = 1,0 para o PE),

Os valores de K4 obtidos foram iguais a 7,05.10® M para o PE e 1,03.107 M para o
PMMA, estes baixos valores deste pardmetro indicam que existe um grande ntimero de
interagdes de baixa densidade entre a IgG e os polimeros estudados, fazendo com que a

proteina tenha maior tendéncia de permanecer na superficie dos polimeros.

Comparando-se os resultados obtidos com a literatura, observa-se a proximidade dos

valores calculados de gy para IgG em PE e PMMA com resultados alcangados por Young e
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colaboradores (1988), que estudaram a adsorgdo de proteinas na superficie de biomateriais
poliméricos atraves da técnica de radiomarcagfio ¢ obtiveram um resultado de quantidade

adsorvida em torno de 0,35 pg/em? para a adsorgéo de IgG em PE.
4.2.3. Isotermas de Adsorcdo de Fibrinogénio

Os resultados das areas integradas da banda amida I calculados a partir da subtragio
entre os espectros dos polimeros puros ¢ dos polimeros com proteinas para as diferentes
concentracdes de fibrinogénio em solugdo sdo mostrados, juntamente com os valores de
concentragdo superficial desta proteina, na Tabela 4.5 para o PE e na Tabela 4.6 para o
PMMA. Os valores de concentragio superficial foram obtidos a partir do fator de correlagdo

(0,83) determinado por eletroforese capilar.

Tabela 4.5 ~ Areas da banda amida I e concentragdes superficiais de Hfg em PE em relagdo
as concentragdes de Hfg em solugdo.

Concentragio de Hfg | Area da banda amida II | Concentragdo superficial
em solugdo (mg/ml) (AUD de Hfg adsorvido em PE
(ug/em®)

0,01 0,1721 £ 0,02 0,1428+0,02

0,05 0,2255 +0.04 0,1817+0,03

0,1 0,3106 £ 0,02 0,2578+0,02

0,2 0,3694 + 0,03 0,3066+0,02

0,5 0.3466 + 0.05 0,2877+0.04

0,6 03876 +0.02 0,321740.02

Tabela 4.6 — Areas da banda amida Il e concentracdes superficiais de Hfg em PMMA em
relagdo as concentracdes de Hfg em solugdo.

Concentragéo de Hfg Area da banda amida IT Concentragdo superficial
em solucdo (mg/ml) (AUY de Hfg adsorvido em
PMMA (pig/cm?)

0,01 0,2093 0,1737

0,05 0,2232 0,1853

0,1 0,3058 £ 0,03 0,2538+0,02

0,2 0,3302 0,2741

0.3 03254 + 0,03 0,2701+0.02

0,5 0,3267 £ 0,04 0.2712+0.03

0.6 0, 3369 0,2796
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A partir dos valores apresentados nas Tabelas 4.5 e 4.6 foram construidas as isotermas

das Figuras 4.7 ¢ 4.8.
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Apbs o ajuste, foi obtido um valor de q., = 0,312 pg/em’ para Hfg adsorvido em PE.
Determinado gy, foi possivel a determinagfo da espessura da camada adsorvida que foi igual a

24 A e calculo da 4rea média por molécula resultou em um valor igual a 18102 &2,
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O valor calculado para a area média por molécula ¢ maior que o valor da area de uma
molécula {(considerando uma adsor¢do como a configuragio 1, a drea de uma molécula
adsorvida ¢ igual a 3318 A%, indicando a possivel formagio de uma monocamada ndo-
compacta, como ocorre com a lisozima e a IgG. Isto pode estar ocorrendo devido & presenca
de sitios de adsor¢fio na superficie, ou devido 4 repulsio entre as moléculas do Hfg, uma vez
que os experimentos foram realizados a um pH maior que o pl da proteina (entre 5,1 € 6,3) e
as moléculas estariam carregadas negativamente. Esta Gltima alternativa é menos provavel
pois a for¢a i6nica do meio era alta (concentracio de sal = 125 mM), o que resultaria numa
contragdo da dupla camada eletrdnica das moléculas da proteina ¢ assim a repulsio ndo seria
tdo forte. O valor da espessura da camada adsorvida € menor que o didmetro da proteina (65
A) (Brash ¢ Lyman, 1969). Considerando uma adsor¢io com configuragio 2 (drea de uma
molécula igual a 30875A2), nota-se a indica¢do da formagdo de mais de uma camada de

adsorgdo.

A partir do ajuste feito ao modelo de Langmuir foi determinado o valor de g, igual a
0,272 ug/em® para Hfg em PMMA. Assim, foi determinada uma area média por molécula
igual a 20764 A? e a espessura da camada adsorvida foi igual a 21A. Novamente, os valores
indicam a possivel formagdo de uma monocamada nfio compacta devido a presenga de sitios
de adsorgio na superficie do filme ou & repulsio entre as moléculas, considerando uma
adsor¢o com a configuragdo 1. Comparando-se o valor da 4rea média por molécula com a
drea de uma molécula para a adsorgdo do tipo da configuracio 2, observa-se que a area por
molécula é menor, indicando mais uma vez a presenga de mais de uma camada de adsorg#o.

Novamente ndo ha conclusio quanto a formacgio da camada de proteina.

Dados os resultados de q, para Hfg em PE, observa-se que o Hfg segue a mesma
tendéncia da lisozima, os valores sdo proximos para ambos polimeros, indicando que
possivelmente estdio ocorrendo interagbes hidrofobicas entre a proteina e o polimero. Os
valores de g, obtidos para o Hfg sdo inferiores ao valor de 0,44 ug/cm’ obtido por Young e
colaboradores para Hfg em PE (1988).

Os baixos valores de Kg obtidos (5,29, 10% M para PE ¢ 2,059‘10'8 M para o PMMA)

mdicam, que, assim como a lisozima e a IgG, o Hfg tem grande tendéncia de permanecer na
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superficie dos polimeros.
4.2.4 - Isotermas de Adsor¢io de HSA

Os resultados de area da banda amida II obtidos para HSA também foram convertidos
a quantidade adsorvida através do fator de conversdo determinado por eletroforese capilar,
com valor igual a 0,61. Os valores de area da banda e os valores calculados de concentragdo
superficial sdo apresentados nas Tabelas 4.7 ¢ 4.8. As Figuras 4.9 ¢ 4.10 apresentam as

isotermas de adsorc¢io para HSA em PE e PMMA, respectivamente.

Tabela 4.7 — Areas da banda amida I e concentragbes superficiais de HSA em PE em relagdo
as concentragdes de HSA em solugdo.

Concentragio de HSA | Area da banda amida I Conc. sup. de HSA
em solugdo (mg/ml) (AU | adsorvida em PE (ug/em?)
0,01 0.12725+0.03 0.0777+0.02
0,05 0,2258 +0.09 0,137740.05
0,1 (0,2487 0,1517
0,2 0,2128 0,1590
0.5 0.2401 £ 0.06 0.1465+0.04
0.6 0,2797 0,1706

Tabela 4.8 - Areas da banda amida Il e concentragbes superficiais de HSA em PMMA em
relagdo as concentragdes de HSA em solugdo.

Concentragio de HSA | Area da banda amida I | Concentracio superficial

em solugio (mg/ml) (AUD) de HSA adsorvida em
PMMA (pg/cm®)
0,01 0.2436 + 0,05 0,1486+0.03
0,05 0.2856 +£0.03 0,1742+0.02
0.1 0.31685 + 0.07 0.1933+0.04
0,2 0,2986 + 0.001 0,1821:+0,001
03 0,3123 0,1905
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No caso da HSA em PE o resultado de q, calculado foi igual a 0,164 ug/cmz. Os
valores de 4rea média por molécula e espessura da camada foram de 6989 A% e 13 A,
respectivamente. Neste caso, considerando-se tanto uma adsorg@o do tipo da configuragio 1
como da configuragdo 2, nota-se a indicagfio da formagfio de uma monocamada n3o-compacta.

Para ambas as consideragdes os valores da 4rea de uma molécula (1257 A? para adsorgfo
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com configuragdo 1 e 4600 A para configuragdo 2) sio menores que a drea média por
q po

molécula e a espessura da camada adsorvida € menor que o didmetro da proteina.

Na adsorgdo de HSA em PMMA o valor de gy, obtido foi igual a 0,19 pg/cm® , o qual
resultou num valor de 4rea média por molécula igual a 6033 A’ e espessura da camada
adsorvida igual a 15A. Estes valores indicam, também neste caso, a formagio de uma

monocamada ndo-compacta.

Os valores de Ky obtidos (1,52.107 M para o PE e 4,35.10° M para 0o PMMA) foram
baixos, indicando uma grande tendéncia desta proteina permanecer na superficie dos

polimeros, devido a um grande nimero de interagfes de baixa intensidade.

Neste caso da HSA a quantidade maxima adsorvida em PMMA ¢ em PE se mostraram
proximas. Possivelmente podem estar ocorrendo interagdes hidrofobicas PMMA e a HSA,
ocorrendo o mesmo entre o PE e a HSA. A quantidade maxima obtida se aproxima do valor

obtido para monocamada (0,14 pg/em’) por Young e colaboradores para HSA em PE (1988).

A Tabela 4.9 apresenta uma comparagio entre os resultados obtidos para os sistemas
estudados. Na Tabela sdo comparados os valores de quantidade maxima adsorvida e constante
de dissociagio para cada sistema estudado. A complexidade das moléculas das proteinas

estudadas também s8o comparadas.
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Tabela 4.9 ~ Comparagdo entre resultados obtidos para os sistemas estudados

s 05, - Menos compiexa

Lisozima < - Baixa massa molecular (14700)
PMMA 0,280 1,95.10° - Globular

PE 0,164 T 15210 - Baixa complexidade
HSA - - Baixa massa molecular (69000)
PMMA 0,190 4,35.10 - Forma elipsoidal

PE | 0 5 - Molécula complexa
- Alta massa molecular (156000)
- Moleculas alongadas

I 3 1 o o 05. 1 0'8 o complexa
Hfg - Alta massa molecular (340000)
PMMA 0,272 1,03.107 - Moléculas alongadas

Todos os sistemas apresentaram baixos valores de Ky indicando que apesar das
interagOes hidrofdbicas serem ligagdes fracas, existe um grande nimero de interagbes que
fazem com que as moléculas das proteinas permanegam na superficie dos materiais, ndo sendo
facilmente dessorvidas. A lisozima quando comparada as outras proteinas sera mais

facilmente dessorvida.

A maior quantidade de IgG se deve ao fato de esta proteina apresentar maior afinidade
pelos polimeros estudados. Possivelmente a maior afinidade se deve ao fato de que a molécula
desta proteina seja grande. Segundo Horbett ¢ Brash (1987) uma molécula grande forma
mitltiplos pontos de contato quando adsorvida em superficies. Porém, o tamanho da molécula
ndo ¢ a unica determinante no fendmeno da adsorgo, pois se fosse, teria que ser observada
maior quantidade de Hfg adsorvido, e isto ndo ocorre. Devido a alta complexidade da
molécula e a falta de conhecimento sobre os componentes dispersivo e polar da proteina, o
quais influenciam a adsorcfio, ndo € possivel explicar exatamente porque ocoiTe a maior

quantidade desta proteina adsorvida.
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A lisozima apesar de ser uma molécula menor e de baixo peso molecular, ¢ adsorvida
em quantidade proxima ao Hfg, o qual € mais complexo. Talvez as duas proteinas apresentem
nas condi¢des dos experimentos realizados, o mesmo nimero de grupos de ligagdo com as
superficies poliméricas. A HSA sendo uma molécula pequena e de baixo massa molecular

adsorve em menor quantidade.

Em geral, deseja-se que um biomaterial apresente uma maior quantidade de HSA ¢
menores quantidades de IgG ¢ Hfg, pois estas ultimas estdo envolvidas com a agregacdo e

ativagio de plaquetas, enquanto a primeira diminui este efeito (Sevastinov, 1991).

Apesar dos resultados quantitativos satisfatérios, foram enfrentados muitos problemas
relativos a reprodutibilidade. Talvez a ocorréncia destes problemas se deva ao fato de que os
espectros dos filmes puros eram coletados anteriormente 4 adsorgio e removidos da superficie
do IRE para os ensaios de adsorgdio, alterando, desta maneira, o “branco” quando eram

efetuadas as subtragdes.
4.3. Biomateriais Recobertos

A adsorgdio de proteinas, a obtengfio dos espectros e a determinagdo da quantidade
adsorvida para o PE recoberto fo1 feita da mesma maneira em que foi feita para os materiais
puros. Sendo a adsorgfio feita em solugdes das proteinas com concentragio igual a 0,6 mg/ml,
pois este é um valor de concentragéo de solugfio na qual a quantidade das proteinas adsorvidas
ja havia atingido o patamar da isoterma para os sistemas estudados. Nos casos em que a
absortividade molar da proteina era disponivel, a determinag#o foi feita através da Equagdio 3.1

e para as demais foi feita através do fator de correlagdo obtido pela eletroforese capilar.

A Tabela 4.10 apresenta os resultados de quantidade adsorvida na superficie de PE
recoberto com heparina, bem como os resultados de g, obtidos para os sistemas nos quais

foram utilizados o PE.
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Tabela 4.10 - Resultados de quantidade adsorvida em PE puro e PE recoberto.

Quant. adsorvida (qm) em PE | Quant. ads. p/ C* = 0,6 mg/ml
puro (ug/em®) em PE recoberto (ug/cm?)
HSA 0,164 0,072
Hfg 0,304 0,245
IgG 0,423 0,591
Lisozima 0,245 1,102

Comparando-se os resultados apresentados para PE puro e PE recoberto mostrados na
Tabela 4.10 nota-se que a presenca de heparina influencia a adsorcfio das proteinas estudadas
de diferentes maneiras. No caso do Hfg e da HSA houve uma diminuigdo da quantidade
adsorvida. A heparina € carregada negativamente estas proteinas também estavam carregadas
negativamente no pH das solugdes (7.4); pois os pI’s das mesmas (4,8 paraa HSA e 5,1 - 6,3
para o Hfg) sdo menores que este valor de pH. Assim, existe a possibilidade de estar
ocorrendo repulsdo entre as moléculas de heparina e das proteinas. No caso da Lisozima
houve um aumento da quantidade adsorvida, possivelmente devido ao pl desta proteina ser
maior que o pH da solugio de adsorgo, estando a proteina carregada positivamente e desta
forma, ocorrendo atragfo entre as moléculas da proteina € de heparina. Houve também um
aumento da quantidade de IgG adsorvida. No experimento a IgG se encontra num pH proximo
ao seu pl (6.3-7.3), portanto as moléculas desta proteina apresentam menor repulsio no pH do

experimento. A menor repulsdo tende a deixar o sistema mais compacto.
4.4. Medidas do édngulo de Contato

Os perfis de forga x distincia de imersio, a partir dos quais foram calculados os
angulos de contato de PMMA puro e recoberto com as proteinas, sfo apresentados na Figura

4.11. Na Figura 4.12 estdo os perfis de PE puro e recoberto com as proteinas.
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As histereses observadas nos perfis de forga x distincia de imerséo para o Hfg e a 1gG,

se aproximam a histerese negativa apresentada por Andrade e colaboradores (1985). Tal
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histerese ¢ atribuida a efeitos de deformacdo da superficie durante a medida de Angulo de
contato. Nos sistemas estudados a deformacio pode estar ocorrendo devido & inclinagfio das
moléculas de Hfg e IgG adsorvidas na superficie. Provavelmente existe disponibilidade de
espago para que as moléculas que estejam ligadas 4 superficie por sua extremidade
(configurago 1) se inclinem com a movimentagio da placa dentro do ligquido. A
complexidade destas duas moléculas também podem estar influenciando na histerese destes
sistemas. Segundo Andrade e colaboradores este problema ainda ndo foi modelado, desta
forma nio foi possivel determinar os dngulos de contato para Hfg ¢ IgG adsorvidos em PE e
PMMA.

Para a HSA e a Lisozima, o célculo dos dngulos de contato foi possivel uma vez que os
perfis de forga x imersdo apresentaram regides lineares definidas para os ciclos de avango de
retrocesso. Foram realizados 7 ciclos para cada medida. Nestas regides lineares, foram
realizadas regressdes lineares, que forneceram os valores de a (coeficiente linear) para os
sistemas de lisozima e HSA, com os quais foram calculados os 4ngulos de contato através da
Equacio 3.5. Os resultados obtidos para o PMMA estdo na Tabela 4.11 e para o PE na
Tabela 4.12.

Tabela 4.11 ~ Angulos de contato para o PMMA4 puro e recoberio com as proteinas

PMMA

Puro Lisozima Hfg IgG HSA

Bav. (°) | Bret.(°) | Bav. (°) | Oret.(°) | Bav. (°) | Oret.(°) | Bav. (°) | Oret.(°) | Bav. (°) | Bret.(%)

8725 | 4922 21.43 5716 | 23,67

8365 | 48.83 | 73.61 | 21.00 5077 | 25.11

8330 | 4746 | 7883 | 2199 ~ ~ - ~ | 4545 | 2391

57,50 | 21,54 56,07 | 2432

60,18 | 2143 5783 | 2445

64,28 | 21,71 57,03 | 24,12

6892 | 21,56 66,37 | 23,49
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Tabela 4.12 — Angulos de contato para o PE puro e recoberto com proteinas.
PE
Puro Lisozima Hfg IeG HSA
Bav. (°) | Oret.(°) | Gav. (°) | Oret.(°) | Bav. (°) | Oret.(°) | Bav. (°) | Bret.(°) | Bav. (°) | Bret.(°)
107,78 | 86,39 77,09 | 32,58 . _ _ _ 72,49 | 42,01
105,10 | 87,00 | 75,06 | 32,78 _ _ _ _ 66,41 | 4256
106,43 | 86,52 76,8 31,44 _ _ _ _ 63,79 | 42,46
_ _ 76,4 31,59 _ _ _ _ 65,92 | 45,68
_ _ 72,25 | 30,77 _ _ _ _ - -
_ _ 74,49 31,3 _ _ _ N - R
_ _ 71,77 | 30,56 _ _ B 3 - -

PMMA, pois o primeiro apresenta dngulo de contato maior que o Gltimo.

Os resultados de 4ngulo de contato mostram que o PE € mais hidrofobico que o

Observa-se que os dngulos de retrocesso sdo mais reprodutiveis que os dngulos de

avango. Assim foram levados em consideragdo os angulos de retrocesso. Nota-se que os

valores dos dngulos nfo se alteram de forma significativa no decorrer dos ciclos de medidas, o

que seria uma indicacio de que as moléculas nfio estariam se reorientando com tempo.

Observa-se também que houve uma diminuigio no dngulo de contato apds a adsorgédo

das proteinas tanto para o PE como para o PMMA, indicando mais uma vez, que

possivelmente as proteinas e os polimeros estariam se interagindo através de interagdes

hidrofébicas, pois, desta forma os dominios hidrofilicos das proteinas estariam se expondo &

dgua durante as medidas de dngulo de contato, fazendo com que os dngulos diminuissem.




Capitnlo 5 — Conclusdio e Sugesitdes para Froximos Trabalhos 62

CAPITULO S
CONCLUSAO E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS
5.1. Conclusio

O presente trabalho tem caracteristicas pioneiras na linha de pesquisa implantada no
Laboratério de Propriedades Reoldogicas ¢ Coloidais do Departamento de Processos
Biotecnologicos da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP. Esta contribuigfio
prende-se ao fato de ter sido a primeira a buscar a implantagdo da técnica FTIR-ATR nessa
linha de pesquisa no laboratorio. Tendo vista os resultados apresentados, pode-se concluir que
a técnica FTIR/ATR proporcionou resultados satisfatorios para a quantificagiio das proteinas
lisozima, IgG, Hfg ¢ HSA na superficie dos materiais poliméricos polietileno ¢ PMMA. A
quantificaciio de lisozima e IgG foi efetuada através da utilizagBo desta técnica em
combinacgio com o método desenvolvido por Sperline e colaboradores (1987) para o estudo da
adsor¢do de surfatantes em superficies e no qual foi baseado uma aproximagio desenvolvida
por Fu e colaboradores (1993) para investigar a adsor¢io quantitativa de proteinas em
superficies. Para o Hfg ¢ a HSA a técnica FTIR/ATR foi utilizada em combinag¢iio com a
eletroforese capilar, a qual analisou as proteinas eluidas da superficie dos materiais, neste caso
a quantificacdo foi realizada através da determinac8o de um fator de correlagio para cada
sistema. A técnica se mostrou capaz de detectar baixas concentragdes superficiais de proteinas,
apresentou simplicidade de medida e tempos curtos de analise. Porém, algumas dificuldades
quanto a reprodutibilidade da técnica foram encontradas, como discutido anteriormente na

analise dos resultados.

A partir dos valores de quantidade maxima (qy;) obtidos foram analisadas a espessura
da camada de proteina adsorvida e a area média por molécula. Nos sistemas estudados,
observou-se que no caso da lisozima, da HSA e do Hfg as quantidades adsorvidas foram
proximas para os dois polimeros e, para a IgG ocorreu maior adsor¢éo no polietileno. A
quantidade de IgG adsorvida foi maior que a quantidade das outras proteinas, tanto para o

polietileno quanto para 0 PMMA. Isto indica que, apesar destes materiais serem bastante
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utilizados como biomateriais, eles apresentam limitagSes quanto 4 biocompatibilidade, uma
vez que a IgG esta envolvida com a agregacéo e ativagdo de plaquetas e também a respostas

do sistema imunologico.

Através do estudo com heparina observou-se que o recobrimento influenciou na
adsorg¢io de diferentes formas. Houve diminuigBio da quantidade de HSA, o que nfo seria
adequado para o aumento da biocompatibilidade, pois a albumina ¢ uma proteina que nio
ativa o sistema plaquetario, apresentando um efeito de passivagio quando adsorvida em
superficies. Para o Hfg também houve diminui¢iio da quantidade adsorvida, ao contrario da
albumina, isto seria satisfatorio, pois o fibrinogénio participa da cascata de coagulagio. Assim
quanto maior a quantidade de Hfg adsorvida, maior a tendéncia da formagfio de codgulo na
superficie do biomaterial. No caso da IgG houve aumento da proteina adsorvidas, o que
também ndo ¢ adequado, uma vez que o aumento desta proteina adsorvida diminui a

biocompatibilidade, por ser esta proteina participante do mecanismo de defesa do organismo.

Os resultados das medidas de dngulo de contato para lisozima ¢ HSA reforcaram a
indicagdo de que possivelmente as interagbes que ocorrem entre estas proteinas e ambos

polimeros sfo interagdes hidrofobicas.
5.2. Sugesties para proximos trabalhos

Apesar dos resultados satisfatorios obtidos neste trabalho, a quantificagfo de proteinas
na superficie de mateniais poliméricos atraves da técnica proposta nfio € tarefa simples.
Durante o desenvolvimento do trabalho surgiram problemas ¢ dificuldades necessitando de
respostas que possibilitassem sua continuidade. Algumas vezes surgiu mais de uma resposta,
sendo necessaria a op¢do por aquela que se apresentava mais adequada ao momento. S3o
algumas destas possibilidades que aparecem aqui como sugestdes aqueles que estardo
envolvidos no estudo quantitativo de proteinas na superficie de biomateriais poliméricos
através da técnica de infravermelho com Transformada de Fourier acoplada a técnica de

reflexdio total interna.

Uma sugestio para otimizagio dos resultados obtidos, como melhor reprodutibilidade e

melhor sinal da radia¢do infravermelha com a obtengfo de picos com maiores intensidades,
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envolve o estudo de proteinas adsorvida na superficie de filmes poliméricos formados
diretamente na superficie do elemento de reflexfio interna. Uma possibilidade para a obtengéo
destes filmes seria a utilizagdo da técnica de “spin-coating™, que consiste em gotejar a solugdo
polimérica sobre uma superficie em rotagfo, ocorrendo a distribui¢do desta solugdo sobre esta
superficie € com a evaporagio do solvente o filme se forma. A utilizacdo desta técnica seria
adequada para tal finalidade, uma vez que esta técnica permite a formacfio de filmes com
espessura em torno de 0,1 um. A necessidade da utilizagio de filmes com espessuras desta
ordem reside no fato de que a radiagfo deve atravessar o filme e atingir a camada de proteina
adsorvida na outra extremidade ¢ tipicos valores de distincia de penetragiio estdo na ordem de
02 a 1.8 um. O uso de filmes formados diretamente sobre a superficie do IRE reduziria
problemas com a reprodutibilidade, pois entre a obtengdo dos espectros dos filmes sem as
proteinas (branco) ¢ dos espectros dos filmes com as proteinas adsorvidas, ndo ocorria a
remogiio destes filmes da superficie do IRE, o que pode causar alteragio no “branco”,
influenciando no resultado da subtragfio entre os espectros. Outra vantagem da técnica de
“spin-coating™ € a perfeita distribuicdio da solugfo polimérica na superficie a ser recoberta e
assim, ¢ possivel a obtengfio de filmes mais homogéneos. A formagiio do filme sobre a
superficie do IRE e sua posterior remogéo deve ser efetuada com o devido cuidado dada a
sensibilidade do cristal constituinte do IRE, deve-se observar se o solvente da solugdo

polimérica nfo ataca o cristal.

No que diz respeito a influéncia da banda de absor¢do de dgua, o uso de deutério nas
solugBes protéicas, seria adequado para o deslocamento da banda de agua que se encontra
proxima as bandas amida I e amida II das proteinas. Esta medida facilitaria o estudo de
materiais como os hidrogéis e proporcionaria melhor reprodutibilidade pois a2 quantidade de
agua presente no hidrogel ndo influenciaria na intensidade da banda de proteina. O uso de

deutério também permitiria o estudo de mudangas estruturais de proteinas.

Quanto ao estudo de mudangas estruturais, sugere-se a utilizagfio da técnica de
dicroismo circular para verificaclo de alteragdes estruturais das proteinas quando no estado

adsorvido em relacio & estrutura original.
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Uma outra sugestdo para o estudo de protecinas adsorvidas seria a realizagio dos
experimentos de adsor¢@io sob condigbes dindmicas, isto €, submeter os materiais a serem
estudados a um fluxo de solugfo de proteinas, simulando o fluxo sangiineo, desta forma a
adsorcdo estaria sendo realizada em condigdes mais proximas as condi¢des fisioldgicas.
Experimentos nestas condigdes teriam o intuito de estudar o efeito do tempo de exposigio, da
vazdo, do niamero de Reynolds do escoamento e da tensfio de cisalhamento nas proteinas

adsorvidas nas superficies.

Sugere-se ainda a utilizagfio de materiais biodegradaveis, como o poli(acido latico),
que sdo materiais utilizados em implantes temporarios para determinadas aplicagdes, onde
deseja-se que o material seja degradado com o tempo para que nfo haja necessidade de
posterior cirurgia para remogdo do implante. Um exemplo de aplicagiio deste tipo de
biomaterial € na utilizag&o para reparo de cartilagem. Este material vém sendo extensivamente
estudados em outras linhas de pesquisas referentes a biomateriais, mas quanto a investigagio

de adsorgéo de proteinas estes materiais poliméricos ainda necessitam de um vasto estudo.

Por ultimo, sugere-se o estudo de adsor¢do de proteinas utilizando-se diferentes

materiais em sistemas terapéuticos que entram em contato diretamente com o sangue.
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Espectros de PE e HSA: ™ branco;, — PE+ HSA; = subtracéo

Espectros de PMMA e Lisozima: = branco; — PMMA + Lisozima; — subtragfo
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Espectros de PMMA e HSA: — branco; ~— PMMA + HSA; -— subtragfo

Espectros de PMMA e IgG: — branco; — PMMA + IgG; — subtragéo
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