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Resumo

SANTOS, Liana Rita Marques dos, Estudo Eletroguimico das Caracteristicas Trombogénicas de
Hidrogéis Poliméricos, Campinas: Faculdade de Engenharia Mecénica, Universidade
Estadual de Campinas, 2002. 106 p. Tese de Doutorado.

Hidrogéis poliméricos a serem utilizados como biomateriais hemocompativeis, tém sido
estudados com relagdo a  suas propriedades biologicas, mecénicas, fisico-quimicas e
morfologicas, entre outras, ndo se tendo conhecimento de estudos eletroquimicos relacionados as
caracteristicas de hemocompatibilidade. Neste trabalho, filmes de PE de baixa densidade,
previamente oxidados, foram revestidos com blendas de poli (alcool vinilico) e poli (vinil
pirrolidona), dois hidrogéis bastante estudados individualmente e albuminas de soro bovino e
humano. A hemocompatibilidade das blendas foi avaliada através de ensaios de Adesdo
Plaquetéria em sangue humano e monitorada por Microscopia Eletronica de Varredura. Medidas
de Angulo de Contato foram realizadas para avaliagdo do comportamento hidrofilico das
superficies poliméricas. As amostras revestidas com hidrogéis e albumina foram estudadas por
Espectroscopia de Impedéncia Eletroquimica, objetivando-se o estudo desta técnica na avaliagdo
da trombogenicidade dos polimeros. Filmes de PE virgem e oxidado também foram
caracterizados visando-se verificar uma possivel contribui¢io do processo de oxidagio no
comportamento eletroquimico dos filmes-matrizes. Os resultados apontaram para uma grande
sensibilidade da técnica na detecgfo das variagGes resultantes do processo de oxidag¢3o nos filmes
matrizes, sem, entretanto, ter sido possivel estabelecer uma relagio padrio. A analise
eletroquimica dos filmes revestidos revelou ocorrer uma diminuigio nos valores do médulo de
impedancia paralelamente a4 melhora das caracteristicas anti-trombogénicas e¢ do carater
hidrofilico destes filmes. O comportamento eletroquimico dos filmes foi avaliado com o auxilio
da teoria de circuitos equivalentes, tendo-se obtido o circuito andlogo para os sistemas
polimero/solugao.

Palavras-Chave

- Polimeros Hemocompativeis, Hemocompatibilidade, Hidrofilicidade, Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica, Hidrogéis Poliméricos.



Abstract

SANTOS, Liana Rita Marques dos, Electrochemical Study of the Thrombogenic Characteristics
of Polymeric Hydrogels, Campinas: Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade
Estadual de Campinas, 2002. 106 p. Tese de Doutorado.

Polymeric hydrogels to be used as hemo-compatible biomaterials, have been studied in
relation to their biological, mechanical, physico-chemical and morphological properties, among
others, but as far as is known no studies have treated their hemo-compatible characteristics from
an electro-chemical perspective. In this work, previously oxidized low density polyethylene film
surfaces were covered with blends of PVA and PVP, two well studied hydrogels, and sotutions of
human and bovine serum albumin. The hemo-compatibility of the blends were evaluated through
Platelet Adhesion Tests in human blood and monitored by Scanning Electron Microscopy.
Contact angle measurements were performed to evaluate the hydrophilic behavior of the
polymeric surfaces. The samples covered with hydrogels and albumin were analyzed by
Electrochemical Impedance Spectroscopy, with the object of evaluating this technique for the
examination of the thrombogenicity of polymers. Virgin and oxidized PE films were also
characterized with the aim of verifying a possible contribution of the oxidation process in the
electrochemical behavior of the film matrices. The results indicate a great sensitivity of the
technique in the detection of variations resulting from the process of oxidation of the film
matrices, without, however, having been possible to establish a standard relation. The
electrochemical analysis of the covered films revealed a decrease in the modulus of the
impedance together with an improvement in the anti-thrombogenic and hydrophilic
characteristics of these films. The films’ electrochemical behavior were evaluated by the
equivalent circuit’s theory and the analogous circuit for the polymer/solution systems was
stablished.

Key-Words

- Hemocompatible Polymers, Hemocompatibility, Hydrophiticity, Electrochemical Impedance
Spectroscopy, Polymeric Hydrogels.
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Capitulo 1

Introduc¢ido

1.1 Consideracoes Gerais

Importantes polimeros sdo utilizados em vérias praticas biomédicas, com aplicagdes em
cirurgias remediadoras de partes de organismos vivos que sofreram algum tipo de dano. Sdo
varios os tipos de acidentes que deixam seqiielas em seres humanos, provocande modificagdes
em suas atividades normais como a locomogio, alterando a sisteméatica respiratoria, alimentar e
outras e, portanto, dificultando sua sobrevivéncia como um todo.

Tais materiais, normalmente designados como Biomateriais Poliméricos, passaram a
ocupar nas Gltimas décadas, lugar de destaque na pesquisa ¢ desenvolvimento de Materiais
Biocompativeis, componentes fundamentais na fabricagéio de proteses humanas, bem como em
outras atividades que exijam elementos similares.

Segundo a conferéncia consensual da Sociedade Européia para Biomateriais, realizada em
1986, um Biomaterial ¢ definido como: “qualquer substincia (que nfio drogas) ou combinagio de
substdncias, de origem sintética ou natural, que possa ser usada por qualquer periodo de tempo,
como todo ou parte de um sistema, o qual trata, reconstréi ou substitui qualquer tecido, 6rgio ou
funcdo do corpo humano™ (Williams, 1986).

Desta forma, as propriedades necessirias s um material para que este possua
compatibilidade com o meio fisiolégico, ou, em outras palavras, para que este seja caracterizado
como biocompativel, deverfio constituir carater prioritdrio na pesquisa e desenvolvimento de tais
materiais, independentemente do fim especifico a que se destinam dentro do campo das

aplicagGes biomédicas.



As reagles decorrentes do contato destes materiais com os tecidos e demais substincias
de um organismo vivo t&m despertado o interesse de diversos pesquisadores gerando varios
trabalhos, os quais t&m contribuido para a prevengfio e corregfio de reagdes indesejaveis no
sistema polimero/organismo, reagdes estas inerentes a caracteristicas relacionadas com a pureza
do material e sua conseqiiente estabilidade no meio fisiologico, entre outras.

Se nos referirmos a materiais cujas superficies entrem em contato direto com a corrente
sanguinea, como no caso de proteses cardiovasculares, verificaremos que estes devem ser
criteriosamente avaliados com relagio & sua biocompatibilidade e mais especificamente no que
concerne as suas caracteristicas de compatibilidade com o sangue, ou seja, sua
hemocompatibilidade. Tal necessidade tem dirigido os estudos neste campo tanto para a sintese
de polimeros cujas superficies sejam hemocompativeis, bem como para a modificagio de
superficies poliméricas originalmente trombogénicas através de seu revestimento com materiais
anti-trombogeénicos (Sano, 1993), (Ratner, 1995).

Neste contexto, a pesquisa de hidrogéis poliméricos, uma das mais estudadas classes de
biomateriais, vem se destacando notadamente por suas caracteristicas particulares, entre elas, sua
hidrofilicidade ou capacidade de agregar 4gua & estrutura.

A estrutura de rede presente nos hidrogéis permite-lhes a retencio de quantidades
substanciais de 4gua, sem que o polimero se dissolva. A habilidade de reter dgua ou outros
fluidos confere a estes materiais baixa tensdo interfacial, promovendo sua permeabilidade a
espécies de baixo peso molecular, o que é uma vantagem, por exemplo, na utilizacio biomédica
em sistemas liberadores de drogas (Cauich-Rodriguez, 1996). Assim, hidrogéis tém sido cada vez
mais usados como revestimento para biomateriais objetivando-se melhorar ou mesmo conferir
biocompatibilidade e/ou hemocompatibilidade a estes (Queiroz, 1997).

Nesta pesquisa, a partir de hidrogéis de PVA, os quais encontram-se ja bastante estudados
e utilizados em aplicagdes biomédicas, sdo propostas novas blendas com PVP e albuminas
humana e bovina, buscando-se a melhora da hemocompatibilidade de superficies revestidas com
estas blendas.

Quando um material ¢ colocado em contate com o meio fisioldgico, os fenémenos
ocorrentes na interfase (adsorgdo protéica, adesfo plaquetdria, formagdo de capsula fibrosa)

determinardo se o material serd ou nio utilizavel como um biomaterial. Sendo tais fendmenos



caracteristicos de reagbes superficiais, importa obter-se materiais com caracteristicas de
superficies as quais promovam sua aceitagio pelo meio em questdo (Williams, 1987).

Em aplicagdes nas quais a hemocompatibilidade seja condigiio imperativa, como no caso
de proteses cardiovasculares, é de vital importincia caracterizar a resposta trombogénica do
material, ou seja, a capacidade de formagio de codgulos em sua superficie, quando colocado em
contato com sangue. Quanto maior o grau de trombogenicidade da superficie do material de
implante pior serd sua hemocompatibilidade.

Neste caso, mais especificamente a adsorgfio protéica e a adesio plaquetéria, fendmenos
comprovadamente ocorrentes na interface sangue/biomaterial e, portanto, intimamente ligados ao
processo de coagulagio sanguinea, tém sido estudados através de ensaios especificos como
identificadores dos aspectos trombogénicos de biomateriais e caracterizados por técnicas
analiticas jd bastante fundamentadas como a Microscopia Eletronica de Varredura (Haycox,
1993), a Elipsometria (Lundstrém, 1987) e a Espectroscopia Eletronica para Analise Quimica
(Ratner, 1987), entre outras, as quais possibilitam a avaliagio destes fendmenos do ponto de vista
das propriedades fisico-quimicas, quimicas e fisiolégicas destes materiais.

Medidas de Angulo de Contato, Técnicas de Infravermelho para analises superficiais,
Espectrometria de Massa para fons Secundarios, também tém sido reportados como de grande
auxilio na caracterizagdo das propriedades de superficies de Biomateriais (Ratner, 1993).

Do ponto de vista eletroquimico, técnicas de Impedéncia e Medidas de Potencial Zeta tém
sido rotineiramente utilizadas na analise individual de caracteristicas de materiais ou entdo,
associando-se as informagdes obtidas através de suas aplicagdes com aquelas fornecidas pelas
técnicas convencionais anteriormente citadas (MacDonald, 1987).

No campo dos biomateriais, a técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(EIS) foi utilizada com éxito na avaliagfio qualitativa da modificagdo superficial de filmes de
polietileno, por enxertia com diferentes concentragdes de poliacrilamida, um biomaterial de
aplicagdes j4 fundamentadas (Schulz, 1985). Seu estudo estendeu-se para a caracterizacdo
superficial de outros polimeros para uso médico, mostrando-se a EIS como ferramenta
promissora neste campo (Watanabe, 1993), (McAdams, 1993).

Considerando-se que, dentro do processo de coagulagio sanguinea, a indesejavel
formagéo de trombos nas paredes do biomaterial e dos vasos sanguineos ¢ uma reagdo quimica

interfacial, a evidéncia de um mecanismo eletroquimico de trombose estudada por Saiwer em



1970, foi utilizada neste trabalho como um dos fundamentos para avaliacfio das propriedades

eletroquimicas de biomateriais hemocompativeis.

1.2 Objetivos

A partir das consideragdes previamente introduzidas, a técnica de Espectroscopia de
Impedéncia Eletroquimica (EIS) foi proposta como ferramenta para a caracterizagio de filmes
poliméricos modificados superficialmente para aplicagdes hemocompativeis.

Assim, este trabalho teve por objetivos: )

- o estudo da EIS como ferramenta de andlise do comportamento
trombogénico de filmes de polietileno de baixa densidade (PEBD)
revestidos com hidrogéis de PVA (polivinilalcool), blendas de PVA/PVP
(polivinildlcool/  polivinilpirrolidona) e PVA/Albumina de plasma
sanguineo humano e bovino, tendo por meta estabelecer relagdes entre a
trombogenicidade, a hidrofilicidade e as caracteristicas eletroquimicas
destes materiais.

- o estudo de novas blendas de PVA /PVP e albumina de plasma
sanguineo humano e bovino, buscando-se uma melhor resposta

hemocompativel através da mistura destes materiais.



Capitulo 2

Revisio da Literatura

2.1 - Biomateriais

Biomateriais ou Materiais Biomédicos sdo materiais utilizados para reparar, restaurar ou
substituir drgéos ou tecidos lesados ou para interfacear o sistema fisiolégico em cirurgias ou

tratamentos de longo ou curto prazo.

O termo Biomaterial tem sido freqiientemente utilizado de forma indevida, sendo aplicado
a qualquer material utilizado para tratamento da saide de pacientes, como no caso dos materiais

para embalagem de medicamentos.

Um Biomaterial tem intima ligagio com o meio e sistema fisioldgico, devendo, para tanto,
estar plenamente adequado as fungdes deste meio, sem agredi-lo e sem ser por este agredido, de
forma a ndo comprometer as fungdes pelas quais foi ali introduzido (Ratner, 1998).

Biomateriais podem ser de origem natural ou sintética, podendo-se citar dentre os naturais
o coldgeno, as fibras protéicas (cabelo, pele, 14, p.ex.), os polissacarideos (algoddo, celulose) ou
mesmo os tecidos tratados, como o pericérdio. Tais materiais possuem estruturas normalmente

muito complexas e de dificil caracterizago (Mark, 1985).

Biomateriais sintéticos sdo obtidos a partir da manipulagdo de materiais metalicos,

cerdmicos e poliméricos, os quais tém sido amplamente estudados, objetivando-se torna-los



perfeitamente adequados ao uso em contato com o meio fisiolégico humano, seja externa ou
internamente a este.

O registro mais antigo de utilizagfo de biomateriais data de 4000 anos atrés, referindo-se a
aplicagGes em suturas de ferimentos. A literatura Indiana antiga (2500 anos) descreve o uso de
cabelo, couro, tenddo animal e casca de arvores como materiais de sutura. O uso de suturas de
fios de ouro em 1550 foi a primeira aplicago registrada como um material biomédico sintético e
foi seguida pelo amplo uso de placas e pinos de metal para reparar fraturas 6sseas (Mark et al,
1985)

Os recentes avangos na ciéncia de materiais e na medicina reparadora tornaram possivel,
ao longo das duas Ultimas décadas, reconstruir muitas partes do corpo humano. O uso de
biomateriais e drgos artificiais tem favorecido o desenvolvimento de terapias substitutivas, um
dos componentes em franco crescimento no setor médico. Proteses em materiais metalicos,
cerdmicos e polimericos ou conjugando-se duas ou mesmo as trés classes sio, atualmente, objeto
de intensas pesquisas, sendo que varias destas j4 encontram aplicages praticas, podendo-se citar
como exemplos as reconstrugdes de juntas de quadris, as proteses dentais, as membranas para

dialise ¢ as matrizes para liberagfio de drogas, entre muitas outras.

2.1.1 - Biocompatibilidade

Como visto, no exposto acima, biomateriais tém sido amplamente usados em dispositivos
médicos com grande sucesso. Entretanto, as estruturas quimicas das superficies de biomateriais
ndo sdo totalmente reconhecidas pelos organismos vivos. Assim, as reagdes bioldgicas aos
biomateriais s3o inicialmente influenciadas por interagSes ndio especificas ocorrentes em suas
superficies. A partir disto, muitos pesquisadores t8m buscado estratégias visando desenvolver
caminhos biologicos especificos para a produgiio de biomateriais os quais induzam ativamente o
processo de cura e reconstrugdo dos tecidos ou 6rgdos lesados (Ratner, 1998). Desta forma, no
desenvolvimento de um biomaterial a pesquisa baseia-se preliminarmente na questdo da

biocompatibilidade, ou seja, da compatibilidade com o meio bioldgico.



Materiais biocompativeis foram inicialmente definidos como materiais que se
comportavam de forma inerte, quando em contato com o meio fisioldgico. Com a evolugio nas
pesquisas em biomateriais, esta defini¢io passou a incluir materiais os quais possuem pequena
interagdo com o meio fisiologico. Na verdade é improvavel que um biomaterial absolutamente
inerte possa ser encontrado, mas a resposta fisiologica a qualquer biomaterial pode ser mantida
dentro de limites aceitaveis (Allen, 1982),

Um biomaterial pode ser biocompativel numa aplicagdo para um propdsito especifico,
mas podera ndo ser numa aplicagfo similar, porém, num diferente local do sistema fisiologico.
Portanto, as especificagbes de biocompatibilidade devem incluir, preponderantemente, as
condigdes de uso do material a ser implantado e a avaliagfio detalhada destas.

Atualmente nenhum dos biomateriais utilizados ¢ absolutamente ideal. Cada um deles é
responsavel por uma reagio local ou geral no sistema fisiolégico: reagdes ao corpo estranho
(implante), trombose e resposta inflamatoria geral no corpo humano. Por muitos anos, estas
reagdes foram pouco compreendidas e as pesquisas eram de natureza empirica. Os progressos na
ciéncia de materiais e na biologia celular e molecular trouxeram uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos nestas reagdes promovendo, conseqiientemente, o desenvolvimento dos
materiais biocompativeis (Loisance,1995).

2.1.2 - Hemocompatibilidade

A compatibilidade com o sangue ou hemocompatibilidade é considerada como um
aspecto diferenciado da biocompatibilidade devido 2 particularidade das reagdes ocorrentes entre
0 sangue ¢ o material de implante. Materiais hemocompativeis devem relacionar-se com os
componentes sanguineos de forma a nfio induzir o processo de coagulacdo, o que poderia

ocasionar danos severos, senfdo fatais, ao paciente submetido 2 um implante,

A formacdc de trombos na superficie do material de implante ¢ o maior problema
associado ao uso de préteses e dispositivos do sistema cardiovascular. Como resultado do intimo

contato com o sangue, apés o implante podem ocorrer reagdes indesejadas na quimica sanguinea



as quais, dependendo de uma série de fatores, podem, finalmente, levar & formagfio de coagulos

sanguineos (Durrani, 1987).

Muitas das mortes em animais usados como cobaias para coragdes artificiais foram
devidas a formagdo de codgulos sanguineos em reaggo & presenga do implante ¢ nfo pelo seu mau
funcionamento. Inicialmente, como na discussdo sobre biocompatibilidade, os pesquisadores
assumiram que deveriam ser escolhidos materiais quimicamente inertes para os dispositivos
implantaveis o que levaria a superar o problema da formacdo de trombos na superficie de um
implante que tivesse contato com o sangue. Entretanto, observou-se que tais materiais ditos
inertes, quando expostos ao ambiente dindmico do sistema sanguineo, ndo atendiam as
expectativas de hemocompatibilidade. Atualmente, os trabathos de intimeros pesquisadores tém
mostrado que a formagdo de codgulos sanguineos na superficie dos materiais de implante é um
fendmeno extremamente complexo. Desta forma, o projeto e desenvolvimento de biomateriais
hemocompativeis ¢ dependente de uma série de fatores, tais como a natureza quimica do
material, suas caracteristicas de superficie e os parimetros de_disﬁositivo (geometria, condigdes
de uso, ergonomia, etc) dentre outros. A sﬁe&;ﬁo final dé materiais trombogenicamente seguros
dependera, obviamente, dos estudos prévios de toxicidade realizados em animais {Durrani, 1987,
Loisance, 1995).

2.1.2.1 - O Sangue ¢ 0 Mecanismo de Coagulaciio

O sangue ¢ um fluido heterogéneo, composto de elementos celulares, como 0s giobulos

vermelhos, glébulos brancos e as plaquetas, os quais estio suspensos no plasma.

As plaquetas ou trombécitos contém ADP, serotonina, histamina, glicogénio e outros

materiais, podendo ativar a tromboplastina, substdncia envolvida no mecanismo de coagulagéo,

Aproximadamente 55% do sangue € constituido pelo plasma. No plasma sanguineo estdo
contidas também proteinas ¢ enzimas, sendo que trés familias de proteinas - imunoglobulinas,
albumina e proteinas de coagulago - sdo de especial interesse na formagdo de trombos. Na

tabela 2.1 sdo listadas as principais proteinas de coagulagdo as quais sio uma série de enzimas e



fatores de coagulagdo, que atuam de forma sequencial na chamada cascata de coagulacio
{Josefowicz, 1984).

Quando o sangue entra em contato com a superficie de um biomaterial, ocorre, nesta, uma
rapida adsor¢@o de proteinas plasmaticas, as quais sio, principalmente: albumina, y- globulina,
fibrinogénio e pro-trombina. Desta forma ¢ gerado o meio necessério para a ligagfio e ativagdo do
Fator X1I ou fator de Hageman. Quando ativado, este fator desencadeard um conjunto de reagdes
que conduzirfo a transformacfo final do fibrinogénio em fibrina ¢ & formagdo de coagulos,

também conhecidos como trombos.

Muitos polimeros adsorvem o fibrinogénio rapidamente e tem sido sugerido que, um
importante papel nas etapas que levam & coagulagio do sangue pode ser dependente da adsorgio
preferencial de uma espécie de proteina sobre a outra. O processo de adsor¢fio de proteinas
efetivamente ativa as préximas interagdes com os componentes sanguineos, especialmente as
Plaquetas, as quais aderem ao material proteinado. Esta série de reagBes constituem o chamado

caminho extrinseco na cascata de coagulagio (Josefowicz, 1984).

Com a liberag&o de adenosina, mais e mais plaquetas sfio estimuladas a aderir & superficie
do material e o processo de liberacio de ativadores da coagulagido ¢ repetido, o qual
eventualmente leva a formagfio do Agregado Plaguetario. O processo de coagulagiio comega na
superficie onde as Plaquetas se agregam com a formaciio da rede de fibrina. Um coagulo ¢ entfio
formado da combinagdo de plaquetas mutuamente unidas, somando-se a estas a fibrina insolavel
e as células que ele capturou do sangue. Esta série de reagbes constitui o chamado caminho

intrinseco na cascata de coagulagio (Durrani, 1987).

O caminho extrinseco da cascata de coagulagfio ocorre quando o sangue entra em contato
com superficies naturais, porém estranhas ao sistema vascular, como, por exemplo, nas lesGes
traumaticas dos tecidos fisiologicos. Na presenca de tromboplastina dos tecidos (fator ) e
jons Ca™ , o fator VII é ativado e a atividade enzimatica resultante causa a ativacio dos fatores
IX ¢ X, ocorrendo a formagdo de trombina. (Josefowicz, 1984).

A trombina ¢ uma enzima fundamental na cascata de coagulagiio sanguinea. Tem um
potente efeito na agregacio plaquetdria, estimulando a liberaggo de vérios fatores plaguetarios ¢
sendo uma das Gitimas enzimas formadas antes da formagio do codgulo na superficie do
biomaterial (Phaneuf, 1997).
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Assim, por qualquer um dos caminhos, extrinseco ou intrinseco, a cascata de coagulagéo
leva & formagdo de trombina, a qual desempenha as seguintes funces: inicialmente ela induz &
agregagdo plaquetdria, em seguida ela pode ativar o fibrinogénio levando como tltima
conseqiiéncia "a formagdo de fibrina, que € um polimero soltvel. A fibrina solivel é catalizada
pelo fator X1l ativado, formando o codgulo de fibrina insolivel e, novamente, a trombina &
envolvida na ativagdo do fator XIII. Agregados plaquetérios, proteinas do plasma ¢ outras células
sanguineas também so capturados na rede de ligagdes cruzadas da fibrina insolivel (Josefowicz,
1984).
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Num material sintético trombogénico, as plaquetas aderidas podem ser ativadas levando
ao inicio de um conjunto de reagdes que conduzem & formagcdo de trombos. Assim, a analise da
ativagdo de plaquetas na superficie de materiais sintéticos tem sido utilizada como metodologia
para a investigagio da trombogenicidade de possiveis biomateriais poliméricos. Neste contexto,
um aspecto clinico mais relevante ¢ a possibilidade destas plaquetas serem capazes de promover
a formagdo de coagulos (isto &, se elas estdio no estado pré-coagulante, no qual a protrombina &
rapidamente gerada) (Grunkmeier, 1998).

Além da quantificacBo da adesfio plaquetdria, a morfologia das plaquetas aderidas numa
superficie polimérica mostra-se ser tdo importante quanto a trombogenicidade (Hari, 1993).

Desta forma, evidencia-se a importincia de se controlar o processo inflamatorio e,
aliando-se os conhecimentos da biologia celular e da ciéncia dos biomateriais, t8m-se buscado
sintetizar biomateriais com superficies tromboresistentes através do recobrimento bioldgico da

superficie do biomaterial, o que significaria, em teoria, inativar esta reagdo enzimatica aguda.

2.2 - Biomateriais Hemocompativeis

2.2.1 - Consideracies Gerais

Biomateriais Hemocompativeis sio materiais projetados para uso em contato com a
corrente  sanguinea, buscando-se, portanto, em seu desenvolvimento, uma perfeita
compatibilidade com o sangue. Tais materiais si0 extremamente diferentes com relagdo a sua
origem (sintéticos ou naturais) e a suas propriedades fisico-quimicas (estrutura quimica,
morfologia e energia de superficie), sendo que a sele¢io de um material hemocompativel, deve
ser baseada em estudos de toxicidade in vitro e in vivo, de forma a obter-se um biomaterial de

aplicagdo segura em termos de hemocompatibilidade (Loisance, 1997 ).

Biomateriais Hemocompativeis vém sendo crescentemente utilizados para desenvolver
estratégias de tratamentos baseadas na substituigio de fungdes defeituosas de partes do sistema

fisiolégico humano relacionadas ao sistema sanguineo, como no caso de reparos no sistema
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cardiovascular devido a problemas como infartos, € outras patologias ou disfungdes. Coracgdes
artificiais, valvulas cardiacas, cateteres e outros orglos artificiais s30, atualmente, implantes
cirargicos comuns. Estes 6rgfos artificiais, assim como os ja plenamente utilizados equipamentos
¢ acessorios para circulagio extra-corporea, sio construidos principalmente a partir de materiais
poliméricos, 0s quais tm, predominantemente, dominado as aplicagbes em dispositivos
implantaveis e, particularmente, nos dispositivos hemocompativeis (Durrani, 1987).

Quando se tem em meta o projeto e preparo de biomateriais com uma perfeita
compatibilidade sanguinea, o objetivo ¢ encontrar materiais que apresentem superficies as quais

nZo induzam a formagio de trombos, fendmeno que acarreta sérios problemas no funcionamento
de implantes ¢ outros dispositivos médicos (Aldenhoff, 1995).

Deste modo, a pesquisa em nateriais compativeis com o sangue deve evoluir de estudos
fundamentais e inter-relacionados abrangendo:

1) as propriedades fisico-quimicas de superficie (quimica, morfologia e energia
superficiais).

2} adsorgéio de componentes do plasma e sua troca com outras proteinas plasmaticas, e

3) a trombogenicidade da superficie, tanto na fase inicial apds o contato sangue-material

e depois de um tempo prolongado.

A partir destas trés abordagens, muitos estudos tém se fundamentado trazendo
esclarecimento para o desenvolvimento de biomateriais seguramente hemocompativeis (Haycox,
1993).
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2.2.2 - Polimeros Hemocompativeis

O uso de polimeros em medicina data de quase a mesma época do inicio da ciéncia de
polimeros. De certa forma, cada polimero tem encontrado seu uso em estudos cirirgicos
experimentais logo apés sua descoberta ou invengdo, sendo que muitos se tornaram matérias
primas da pratica clinica. O uso das suturas de Nylon reporta-se ao inicio de 1940 ¢ artigos de
revisio sobre o uso de polimeros em cirurgias, tais como nylon, polimetilmetacrilato (PMMA),
Dacron (poliéster) e cloreto de polivinita, comegaram a aparecer em jornais médicos
proeminentes nos meados dos anos 40 (Griffith, 1999).

Tais polimeros permanecem importantes na medicina clinica como componentes
essenciais de dispositivos de proteses permanentes como implantes de quadril, lentes artificiais,
enxerios vasculares, catéteres, etc., movendo a pesquisa no sentido de otimizar-se a estabilidade e

desempenho destes materiais in vivo.

S@o diversos os campos biomédicos, onde os polimeros tém sido mais utilizados,
podendo-se citar a engenharia de tecidos, os dispositivos implantaveis e orgdos artificiais, as
proteses, a oftalmologia, a odontologia, e a reconstrugiio Gssea, entre outros (Jagur-Grodzinski,
1999).

Quando usados em dispositivos biomédicos, os materiais poliméricos entram em contato
com organismos vivos ou biomoléculas desencadeando reagdes biologicas importantes, tais como
imunorespostas desfavoréveis ou a formagfio de trombos. Estas reacdes sdo muito importantes
para a vida, mas induzem muitos problemas no tratamento dos pacientes portadores destes
dispositives, especialmente quando estes entram em contato com o sistema circulatério, Nestes
casos, por exemplo, a infusdo de anticoagulantes é requerida durante tais tratamentos no sentido
de se evitar a formagdo de trombos na superficie do implante (Ishihara, 1998).

Biomateriais Poliméricos para aplicagBes hemocompativeis t8m sido alvo de miultiplas e
variadas pesquisas, principalmente por profissionais da 4rea cardiovascular, onde a questio da
hemocompatibilidade ¢ imperativa. Polimeros hemocompativeis vém sendo projetados ¢
preparados com especial atengo as suas propriedades de superficie, j4 que o objetivo principal

nestes desenvolvimentos € obter superficies que possam interagir de modo compativel com os

i3



componentes bioldgicos sanguineos, tais como as células e proteinas plasmaticas, considerando-
se a gravidade da utilizagdo destes dispositivos quando implantados.

Do ponto de vista biologico, as reagdes mais importantes do sistema sanguineo a um
material de implante estio vinculadas 4 cascata de coagulagdo, fendmeno ja descrito
anteriormente, o qual se da na superficie do implante. Inerente ao mecanismo de coagulagio, o
grau de Ades@o Plaquetdria e a subsequente formagfo de trombos na superficie do implante,
torna-se, portanto, uma medida muito importante para avaliagdo da hemocompatibilidade em
biomateriais cardiovasculares, a qual € de vital importancia em tal aplicagdio (Schaub, 2000).

Novos polimeros hemocompativeis tém sido estudados com o intuito de se controlar o
processo de adsorglo protéica e de suprimir as conseqiientes adesdo e ativagio plaquetiria em
suas superficies (Ishihara, 1998).

A copolimerizagio e a formagéio de blendas de polimeros hidrofobicos e hidrofilicos tém
sido dois caminhos extensivamente estudados para a obtencdio de superficies poliméricas
antitrombogénicas, sendo que, natureza hidrofilica de determinados polimeros tem sido

relacionada’a melhora de suas caracteristicas hemocompativeis (Deppisch, 1998).

Neste sentido, muitos estudos sobre otimizagdo e adequagio de superficies de
biomateriais poliméricos para aplicagdes anti-trombogénicas tém sido desenvolvidos utilizando
metodologias que vio, a exemplo, desde o recobrimento da superficie do biomaterial,
anticoagulantes biolégicos como a heparina, com proteinas do sangue como a albumina, ¢ com

biomateriais sintéticos possivelmente antitrombogénicos como os hidrogéis hidrofilicos.
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2.2.3 - Hidroggéis Poliméricos

Hidrogéis sdo materiais hidrofilicos que intumescem em 4gua ¢ a incorporam em sua

estrutura. Constituem a primeira classe de materiais que foram projetados e desenvolvidos com o

intuito de aplicagdo médica tendo se tornado uma forma inigualével de implantes poliméricos

(Ratner, 1981). Eles tém sido usados em dispositivos para diagnésticos ou terapéuticos, em

aplicagdes de curto € longo tempo. O interesse em hidrogéis como biomateriais origina-se de um

namero de vantagens reais ¢ hipotéticas para estes polimeros:

a)

b)

d)

A natureza flexivel da estrutura do hidrogel facilita a remogdo, através de lavagem Vigorosa,
de materiais estranhos e de baixo peso molecular incorporados durante sua preparagéo

permitindo, assim, a obtengdo de um gel insolivel de elevada pureza.

A natureza macia ¢ elastomérica dos hidrogéis minimiza a irritagio (mecanica ou por atrito)

do tecido fisiologico.

Hidrogéis podem ter tensio interfacial baixa ou igual a zero com os fluidos biologicos
adjacentes, minimizando, portanto, a forca motriz para adsorgdo protéica ¢ adesfio

plaquetaria.

Hidrogéis permitem a permeagdo e a difusio de metabélitos de baixo peso molecular,
excregdes e sais, da mesma forma que o tecido fisiolégico.

Hidroggis Poliméricos possuem, ainda, as seguintes caracteristicas em comum:

S0 constituidos de cadeias poliméricas que sfo reticuladas, covalente ou nio

covalentemente.

Sé&o insoluveis em dgua em temperatura, pH e forga idnica fisiologicos.

Intumescem até um valor de equilibrio de 10 a 98% em 4gua, em temperatura, pH ¢ forga
10nica fisiologicos.

Os fatores que influenciam o intumescimento dos hidrogéis podem ser divididos em dois

grupos: aqueles que favorecem a entrada de 4gua no polimero € aqueles que inibem ou resistem

ao influxo de 4gua. No primeiro grupo podemos citar: as fortes interagdes com a agua, o
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potencial osmético, alto volume livre, alia flexibilidade de cadeias, baixa densidade de ligagdes
cruzadas; no segundo grupo: fracas interagdes com a 4gua, alta densidade de ligagbes cruzadas e
baixa flexibilidade de cadeias.

Hidrogéis séo geralmente caracterizados pelo nivel de sua hidrofilicidade, a qual é,
primeiramente devida aos grupos que possuam afinidade com a 4gua, presentes na matriz. O
aspecto mais importante de um hidrogel ¢ a quantidade de 4gua que ele é capaz de absorver,
definido como Equilibrio de Contetido de Agua. Quanto maior este valor, mais hidrofilico é o
hidrogel, tornando suas caracteristicas hemocompativeis mais interessantes, mas reduzindo,

porém, drasticamente, sua resisténcia mecinica (Ratner, 1989).

Tem sido estudada a relagio existente entre as diferentes estruturas da dgua nos hidrogéis
com as propriedades destes. A 4gua, nestes sistemas, pode existir sob trés diferentes formas
estruturais, dependendo da concentragiio de 4gua no hidrogel. A predominincia de uma
determinada forma pode afetar significativamente a energia livre interfacial tanto quanto a

biocompatibilidade deste material.

A partir disto, hidrogéis poliméricos tém sido estudados para diversas aplicacdes,
podendo-se citar como bastante importante seu corrente uso em sistemas para liberago
controlada de medicamentos (Rao, 1993; Andreopoulos, 1998).

Witcherle ¢ Lim (1960) foram, provavelmente, os primeiros a sugerirem o uso de
hidrogéis hidrofilicos como implantes cirtirgicos e como lentes de contato flexiveis. Além disso,
muitos outros polimeros, sintéticos e naturais, tém sido amplamente usados como hidrogéis, entre
eles o Poli (Alcool Vinilico), PVA e a Poli (VinilPirrolidona), PVP de forma individual.

O Poli (AlcoolVinilico) - PVA

O PVA ¢ um polimero extensivamente estudado em relagfio a seu uso como biomaterial.
Sendo solivel em dgua, pelas interagdes através de seu grupo hidroxila, (vide figura 2.1)
necessita ser reticulado para formar um hidrogel, o que tem incentivado mais estudos a seu
respeito, pelo fato de sua reticulagdo ser facilmente obtida. Ha muitas possibilidades de se
reticular covalentemente o PVA, sendo os meétodos mais simples os que utilizam glutaraldeido ou
formaldeido (Cauich-Rodriguez, 1996).
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O PVA tem sido, ha longo tempo, utilizado como hidrogel em aplicagdes biomédicas.
Suas propriedades hidrofilicas, resisténcias mecénica e ao desgaste e permeabilidade tornaram
este polimero um dos primeiros candidatos para reconstrugio de cartilagens Osseas tendo seu uso
em lentes de contacto tornado-se comum em fungdo de todas as propriedades citadas (Ratner,
1981).
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Figura 2.1: Estrutura quimica do PVA

Em aplicagbes em contato com o sangue, foi observado que sua possivel
hemocompatibilidade dependia diretamente do contetido de agua no gel. Estudos anteriores ja
utilizavam o PVA modificado superficialmente com polimeros mais hidrofilicos, objetivando
melhorar seu aspecto de trombogenicidade (Mathew, 1992).

O Poli (Vinilpirrolidona) - PVP

O PVP ¢é um polimero rigido que possui em sua estrutura um grupo lateral polar

distribuido em todo o volume polimérico, conforme visto na figura 2.2. Ele é soliivel em agua e
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em muitos outros solventes. Sua intensa interagio com a Aagua lhe resulta em vantagens ¢
desvantagens com relagdo ao seu uso como hidrogel. Ele pode ser reticulado, mas, a0 contrario

do PVA, sua reticulagio € muito dificil de ser realizada e sua resisténcia mecanica é muito baixa.

Ele tem sido utilizado como comondmero para aumentar a hidrofilicidade de hidrogéis de
PHEMA, para uso em lentes de contacto, sendo determinante nas qualidades finais deste produto
(Mark, 1985).

ﬂﬂz*?ﬁﬂg
7

Figura 2.2: Estrutura quimica do PVP

O grande grupo polar em sua estrutura promove sua interagio com grupos hidroxilas,
facilitando sua ligagio com estes grupos existentes no PVA. Somando-se a iss0, suas
propriedades mecénicas opostas compdem a base para a formacio de blendas destes dois
polimeros em um hidrogel (Cauich-Rodrigues, 1996).

Blendas de hidrogéis de PVA com pequenos percentuais de PVP foram inicialmente
propostas como possiveis biomateriais hemocompativeis. (Queiroz , 1997), sendo que, no
trabalho ora desenvolvido, sfo estudadas blendas de PVA/PVP, com maior percentual de PVP ¢
blendas de PVA/albuminas de plasma sanguineo, buscando-se uma melhora das propriedades do
PVA em termos de sua resposta hemocompativel.
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2.3 - Modificacio de Superficies em Biomateriais Poliméricos para Aplicacdes

Hemocompativeis

A estrutura € a composi¢io da superficie dos sélidos poliméricos influenciam muitas de
suas propriedades e us0s.0 molhamento, a permeabilidade, a adesdo, a fricg8o e a adsorgdo sdo
exemplos de processos importantes em aplicagbes de engenharia de polimeros, cujas
caracteristicas sfo determinadas, em parte, pela constituigio superficial destes materiais. A
funcionalidade superficial influencia a biocompatibilidade, especialmente a tromboresisténcia e a
adesdo celular, extremamente importantes no desenvolvimento de polimeros hemocompativeis
{Rasmussen, 1977).

Desta forma, a biocompatibilidade e, notadamente, a hemocompatibilidade de um
material, qualquer que seja sua natureza, comega em sua superficie. A composi¢io quimica e a
estrutura, a presenca de contaminagdes, a segregago de elementos e moléculas, a distribuiggo de
microdominios, orientagdo de grupos funcionais e mobilidade molecular na camada mais externa
de um biomaterial influenciara fortemente sua resposta biolégica e determinara seu desempenho
de longo termo. O conhecimento de superficies, portanto, ¢ um fator preponderante na
determinagdo das propriedades biocompativeis e deve ser investigado por abordagens fisicas ¢
quimicas, além das biolégicas (Sabbatini, 1996).

Assim, obter superficies poliméricas hemocompativeis tem sido um grande desafio para
os pesquisadores desta area, sendo que, diferentes grupos de pesquisa, na Europa, EUA e Japdo,
tém trabalhado nas Gltimas duas décadas com o objetivo de produzir uma superficie
hemocompativel ideal (Durrani, 1987).

Os caminhos para se preparar superficies poliméricas hemocompativeis diferem
amplamente, podendo-se citar alguns dos mais utilizados pelos pesquisadores da area: (Durrani,
1987).

Reproducio de Superficies Biologicamente Inertes:

As superficies extracelulares das células vermelhas ¢ brancas sdo
hemocompativeis, sendo que a obtengio de superficies artificiais que as copiassem,

deveria se aproximar de caracteristicas o maximo possivel tromboresistentes.
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Heparinizac¢io de Superficies de Implantes:

A heparina ¢ um potente anticoagulante biolégico. Ela reage com a anti-trombina
I, que ¢ um dos potentes fatores que controlam o processo de coagulacio. H4 centenas
de referéncias disponiveis na literatura com relagio ao uso de heparina para produzir
materiais hemocompativeis. A exemplo da aplicagio de heparina, seguem também

trabalhos referentes ao revestimento das superficies com Albumina de soro sanguineo.

Aplicaciio de Outros Agentes Anticoagulantes:

Além da heparina, outros materiais com conhecida atividade antitrombogénica tém
sido utilizados para preparar materiais hemocompativeis. Como exemplo, podemos citar a
Urokinase, uma enzima que dissolve a fibrina, a qual tem sido usada em superficies

poliméricas quimicamente tratadas.

Sintese de Superficies Poliméricas Hidrofilicas:

O tratamento de superficies de implantes poliméricos pela hidrofilizagio tem
buscado minimizar suas interagSes com 0s componentes sanguineos, resultando na
melhora da propriedade hemocompativel destes materiais. Um dos caminhos para a
hidrofilizagdo tem sido através da enxertia de mondmeros hidrofilicos sobre superficies
hidrofobicas trombogeénicas, 0 qual toma por base os trabalhos de Witcherle ¢ Lim que
constataram que Polimeros Hidrofilicos ou Hidrogéis exibiam biocompatibilidade
(Witcherle, 1960).

O revestimento de matrizes poliméricas hidrofébicas com hidrogéis tem se
configurado numa técnica muito interessante para a sintese de biomateriais poliméricos,
sendo que, além da desejada melhora na hemocompatibilidade, foram observadas outras
vantagens, tais como: a ligagiio do hidrogel a4 matriz rigida, torna-o insolavel sem
comprometer sua hidrofilicidade; hidrogéis possuem baixa resisténcia mecinica
intrinseca, a qual é melhorada pela ligagfio ao polimero mecanicamente mais forte e,
também, a fabricagdo ¢ simplificada, pois, a forma ¢ dada ao substrato enquanto o
hidrogel enxertado segue seu contorno (Ratner, 1981).
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2.3.1 - Tratamento Prévio de Matrizes Poliméricas Hidrofébicas

~ Métodos Oxidativos -

Superficies poliméricas trombogénicas modificadas através de seu revestimento com
materiais anti-trombogénicos, seja sinteticamente com hidrogéis hidrofilicos ou com substincias
bioldgicas como a heparina e a albumina, necessitam uma preparagdo prévia de suas superficies,
tendo, neste contexto, se mostrado extremamente relevantes os métodos de preparagio prévia da
superficie do polimero por processos de oxidag8o por 4cido crémico, peroxidacio e descargas por
plasma, dentre outros. Em todos estes métodos, invariavelmente, ocorrem reagdes que
modificam quimicamente a superficie do polimero, tornando-o propenso a ligacio de novas
substéncias em sua superficie (Sano, 1993); (Chan, 1995).

Tais processos visam & modificagio preliminar da superficie da matriz polimérica rigida e
insoltvel, gerando grupos funcionais que venham possibilitar a ligagio do material de
revestimento. No caso da oxidagfio por acido crémico e outros métodos oxidativos, pode-se
detectar a presenga de muitos grupos reativos na superficie modificada: hidroperoxidos,
carbonilas, carboxilas e outros, que sdo utilizados como pontos de ancoragem para o material de
revestimento (Rasmussen, 1977).

Filmes de polietileno de baixa densidade tém sido utilizados na pesquisa de biomateriais
poliméricos anti-trombogénicos, servindo como matrizes rigidas para a deposi¢io do material
hemocompativel, seja este biolégico ou sintético (Santos, 1994). Embora sua natureza nfo seja
antitrombogénica, o polietileno se apresenta como um material bastante interessante para tal
aplicagéo por apresentar biocompatibilidade com alguns tecidos, como no caso de sua utilizagdo
em proteses de f€mur. Além disso, varias outras razdes tm justificado sua utiliza¢io em muitas
pesquisas afins: € um material extremamente disponivel, barato e ja notadamente caracterizado.
O polietileno € também facilmente moldéavel, apresentando grande flexibilidade associada a uma

resisténcia mecénica consideravel.

O PE tem poucos grupos funcionais além das simples ligagdes C-C ¢ C-H estando sua
quimica de superficie j4 bastante estudada pela quimica dos hidrocarbonos. A baixa solubilidade
do PE na maioria dos solventes comuns permite flexibilidade na escolha das condi¢les de

reagdes para produzir as modificagdes de superficie desejadas. Sendo um polimero extremamente
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hidrofébico, o PE pode tornar-se hidrofilico através do tratamento de sua superficie com solugdo
de acido crdmico gerando uma estrutura polar PE-CO,-H, a qual promovers a ligagdo com os

materiais de revestimento anti-trombogénicos, como os hidrogéis hidrofilicos (Rasmussen, 1977).

2.4 - Caracterizacdo Fisico - Quimica de Superficies Poliméricas

Atualmente, qualquer sistema polimérico sintético utilizado num implante deve ser
completamente caracterizado no sentido de se estabelecer as relagdes entre a estrutura do
material, suas caracteristicas de superficie e a resposta i sua presenga pelo meio biologico onde
ele estiver inserido (Mark, 1985).

2.4.1- Hidrofilicidade

Quando uma amostra de um polimero desidratado ¢ posta em 4gua, uma forga motriz
osmotica fard com que a dgua entre nas regides sem agua do polimero. Fortes interacdes positivas
entre grupos funcionais polares no polimero e na 4gua (p.ex. ligagdes de hidrogénio) aumentario
a forga motriz para o intumescimento. A medida em que a agua penetra no polimero, as cadeias
poliméricas, inicialmente desorganizadas, tornam-se mais estendidas promovendo sua expansdo e
reordenagdo. Este processo de reordenagiio ¢ desfavorecido entropicamente causando, entfo, a
ocorréncia de uma forga resistente & expansio do polimero. Quando a forca osmética da agua
para dentro do polimero ¢ balanceada pela forga exercida pelas cadeias poliméricas em resistir ao
processo de expansdo, o equilibrio de intumescimento foi atingido. A alta densidade de ligagdes
cruzadas no polimero teré o efeito de aumentar a forga de resisténcia a expansfio das cadeias.
Consequentemente, sistemas poliméricos muito reticulados apresentam baixos niveis de
equilibrio de intumescimento. Se as cadeias poliméricas forem inflexiveis, o intumescimento sera

inibido devido ao aumento da resisténcia 4 deformacio das configuragdes de equilibrio; se o
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volume livre no polimero for muite pequeno, a 4gua nfio conseguird penetrar na matriz

polimérica para iniciar o processo de intumescimento (Ratner, 1989).

2.4.2 - Tensfio Superficial

A tensdo superficial € uma medida do aumento da energia livre de uma fase, quando a
area da sua superficie aumenta. Todos os liquidos t8m uma tensio superficial positiva, sendo o
que ocasiona a forma esférica das gotas de um aerosol. Uma substincia de tensio superficial
elevada tende a contrair, formando gotas esféricas mais do que uma substincia de baixa tensio
superficial. As tensdes superficiais da dgua e do mercrio so, respectivamente 72 e 480 mJ/m” e
isto explica a grande dificuldade com que a 4gua ¢ o merctrio se espalham sobre muitas
superficies, assim como explica a grande tendéncia das gotinhas de mercirio em assumir o
formato esférice. Liquidos apolares como os hidrocarbonetos t3m tens3o superficial em torno de
20 mJ/m®, das mais baixas existentes. No caso dos polimeros sélidos, a determinacio da tensfo
superficial ndo ¢ tdo simples e imediata como no caso de liquidos, tendo sido estabelecida uma
metodologia propria para sua determinacfo, utilizando o conceito de tensdo superﬁcial critica,
definido por Zisman (Galembeck, 1991).

A grande insolubilidade resultante da alta resisténcia quimica das poliolefinas, familia de
polimeros 4 qual pertence o polietileno utilizado como matriz para revestimento com hidrogéis,
torna bastante dificil sua adesividade, podendo-se citar como principais causas desta dificuldade:
{Chan, 1995)

- 2 baixa tensfo superficial das poliolefinas;
- a baixa coesdo entre as camadas superficiais ¢ as camadas sub-superficiais das poliolefinas.

A eliminagio destas causas ¢ feita através de tratamentos especificos na superficie do
polimero, dentre os guais podemos incluir os tratamentos previos de oxidaclo usados em
matrizes polimeéricas trombogénicas a serem revestidas com materiais hemocompativeis, Desta

forma, a mothabilidade de superficies poliméricas hidrofdbicas pode ser alterada, obtendo-se a0
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final uma superficie mais hidrofilica. Na figura 2.3 pods-se visualizar duas superficies
poliméricas antes (direita) e apds (esquerda) tratamento superficial para melhora de
hidrofilicidade.

Figura 2.3: Superficies hidrofobica (2 direita) e hidrofilica (a esquerda) apos tratamento

superficial.

2.4.3 - Tenséo Interfacial e éﬁgﬂio de Contato

Quando se considera mais explicitamente duas fases, sejam dois liquidos ou um
liquido e um solido, € necessario considerar a tensfo interfacial que mede a energia necesséria
para que uma fase se espalhe sobre a outra. No caso especifico de um liquido em repouso sobre
num solido, a forma assumida pelo liquido é dependente de sua densidade, volume, tensdes

superficiais do liquido ¢ do sélido ¢ tens#io interfacial entre ambos. J4 o 4ngulo de contato,
definido através da figura 2.4, 50 depende das tensbes superficiais do sélido, vs e do liquido, v.

da tensdo interfacial entre ambos Vs
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Figura 2.4: Angulo de Contato (6) de um liguido com um sélido.

2.4.3.1 - Fundamentos da Técnica do Angulo de Contato

O fundamento da técnica do dngulo de contato € o equilibrio de trés fases que ocorre no
ponto de contato na interface sélido-liquido-vapor, sendo sste equilibrio considerado em termos

de superficie s tensGes superficiais na interface.

O balango de energia para o equilibrio do sistema s6lido-liquido-vapor na interface entre

um solido rigide nfio deformdvel ¢ um liquido e seu vapor € dado per:

(B vn™ Vo dX <vg dx -v)y . d%.€05.8

onde f ¢ a energia livre Helmhoitz, de um pequeno deslocamento do liquido, v a energia
livre interfacial do liquido para as interfaces solido-vapor (y.), sélido-liquide (v4) ¢ liquido-vapor
{Yw), 1, 2 temperaiura termodindmica do sistema , v, o volume, n, 0 aumero de moles ¢ 8 & o

dngulo de contato. {Queiroz, 1993).
No equilibrio dF = 0, logo :
Ysv = Ysi™ V1v.COS'0

que & a equagéo de Young.
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As variagOes de energia livre de superficie para os processos de adesdio (@,), imersio (o

¢ espalhamento (®,) sfo : (Ikada, 1984).

®= - Yy {080 + 1)
= -V . cosO

05 “Yiv (6036 " 1)

Sendo vy a tensdo interfacial liquido-vapor e o 9 o dngulo de contato, a condigdo para a
mothabilidade ocorrer € que © < 0. Como vy € sempre positivo, o processo de mothabilidade ¢
determinadc pelo cos®, o que justifica a utilidade do 4ngulc de contato na medida de

molhabilidade de uma dada superficie.

Quando se deseja o perfeito recobrimento de uma superficie é necessario obter-se o menor
dngulo de contato possivel entre a superficie e o material de revestimento (Hancock, 2000). Isto
assegurara o perfeito espathamento deste sobre a 4rea a ser revestida. Kang comprovou este fato
em seu estudo, onde mediu o &ngulo de contato de filmes poliméricos modificados
superficialmente. Ele observou que, a medida que o Angulo de Contato das superficies

poliméricas diminuiu, houve um aumento da hidrofilicidade das mesmas (Kang,1993).

Desta forma toma-se possivel compreender porque, por exemplo, uma superficie
polimérica, a qual possui baixa tensdo superficial nfio é facilmente recoberta: recobri-la significa
fazer desaparecer uma superficie de baixa energia, estavel, fazendo estender-se sobre ela uma
outra superficie. Se esta outra superficie for de alta energia, resultara um sistema instavel. Neste
sistema havera uma forte tendéncia a uma transformacfo esponidnea: a contragfo do

revestimento ¢ a consequente exposicio da superficie a ser revestida (Figura 2.5).

Para que se torne mais facil espalhar o revestimento sobre a superficie de um polimero é
necessario fazer pelo menos uma de trés coisas: aumentar a tensdo superficial do polimero,
reduzir a tensfo superficial do adesive e reduzir a tensfo interfacial entre o adesivo ¢ o polimero.

Se for possivel, fazer todas as trés.
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A determinagfio de dngulos de contato ¢ notadamente sensivel as modificagdes que
possam ocorrer em superficies poliméricas. O 4ngulo variard de acordo com o que existir em até
1 (nm) nandmetro da espessura da superficie: se ela tiver, por exemplo, tornado-se polar, havera
uma mudanga dréstica no &ngulo. A partir disto, embora as medidas de angulos de contato sejam
pouco informativas sobre a natureza quimica do que existe na superficie do material, essas

medidas s#o plenamente satisfatérias na avaliag@o da hidrofilicidade superficial (Gallenbeck,
1991),

FILME LIQUIDO
SUBSTRATO SOLIDO
Ssp, + 01 > s O3, + O < O
GOTAS FI[fI{E
NN NS
SUBSTRATO SOLIDO SUBSTRATO SOLHDO
filme € instavel: 0 sistema ¢ estavel:
parte-se em gotas o filme fica estendido

Figura 2.5: As tensdes superficiais do liquido, do sélido ¢ a sua tenso interfacial (8s1, 81,

3s) determinam a estabilidade do filme liquido sobre a superficie.
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Assim ¢ possivel compreender porque sio tio comuns os tratamentos oxidativos em
superficies de materiais poliméricos: eles geram grupos polares nestas superficies, aumentando a
tensfo superficial do polimero e, conseqiientemente, provocando a diminuigio do éngulo de

contato, facilitam o espalhamento do material de revestimento.

2.4.4 - Hidrofilicidade e Trombogenicidade

O aumento da hidrofilicidade de superficies poliméricas implantaveis, notadamente em
aplicagdes cardiovasculares, tem sido intensamente investigado como precursor da aquisi¢fo das
caracteristicas antitrombogénicas necessrias nestas superficies, fator preponderante e vital em
tais aplicagGes.

Assim, o processo de sorgfo de dgua pelos biomateriais poliméricos tem sido estudado a
partir das propriedades de superficie do polimero. No caso de superficies poliméricas revestidas
com hidrogéis hidrofilicos, tem sido considerado que a 4gua adsorvida no hidrogel exerce um
efeito "plastificante” na superficie do biomaterial aumentando os processos de transicdes ¢
relaxagdes da estrutura do polimero. Isto tem um efeito direto no moédulo mecénico do polimero
tornando-o mais préximo dos valores de médulo do tecido fisiologico, evitando a irritagio deste
pelo “stress” mecanico ¢ abrasivo aplicado pelo material polimérico de implante. Também ja
anteriormente considerada, a expanso ocasionada pela sorgdo de dgua favorece a obtengdo de
hidrogéis poliméricos mais puros e livres dos residuos do processo de preparagéio tornando-os
mais adequados as aplicagdes bio e hemocompativeis (Ratner, 1989).

Mais diretamente ligado & caracteristica de hemocompatibilidade, o grau de adesdo
plaquetéria, em superficies de biomateriais, tem sido correlacionado a natureza mais ou menos
hidrofilica destes, sendo esta hidrofilicidade avaliada a partir de medidas de dngulos de contato
nestas superficies.

O mecanismo de adesfio plaquetiria em vérios hidrogéis com diferentes graus de
hidrofilicidade tem sido estudado, mostrando haver uma relaglo inversamente proporcional entre
hidrofilicidade e adesdo plaquetaria (Kulik, 1996).
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A molhabilidade de superficies poliméricas tem sido avaliada através de medidas do

angulo de contato, correlacionando-as a0 mecanismo de adesio plaquetéria e adsorgio protéica

(Lee, 1998).

2.5 - Métodos de Andlise de Superficies

A superficie de um biomaterial pode alterar ou influenciar proteinas e células do meio
onde o biomaterial estiver inseride. Estas interagdes, levando a respostas identificadas como
biocompatibilidade e hemocompatibilidade, precisam ser analisadas a partir do entendimento do
que ocorre na superficie do biomaterial, para que se possa obter clareza sobre a natureza da
reagdo biologica (Ratner, 1993).

A caracterizacdo detalhada da superficie de biomateriais necessita, para tanto, do
conhecimento da quimica de superficie, da organizac3o espacial dos atomos € moléculas na
superficie (morfologia), da topografia e da mobilidade atémica na superficie ou proxima desta. A
combinacio de alguns métodos permite obter uma visdo detalhada da composicdo, estrutura e
organizagio da superficie. (Ratner, 1987). Muitos métodos estio disponiveis para a
caracterizagdo de superficies de biomateriais poliméricos hemocompativeis, cada um possuindo
caracteristicas potencialmente diferentes e complementares. Dentre os varios trabalhos
publicados sobre as técnicas mais recentes de analise de superficies de biomateriais poliméricos,
as técnicas de espectroscopia eletrénica sio normalmente utilizadas, encontrando-se bastante
fundamentadas (Ratner, 1993).

2.5.1 - Espectroscopia no Infravermelho por Reflexdio Total Atenuada - FTIR-ATR

E uma técnica usual para se extrair informagdes sobre estruturas de superficies

polimericas a partir da anélise dos componentes do espectro infravermelho.

Na espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), a amostra é
submetida a radiagdo eletromagnética proveniente de uma fonte especifica, num intervalo de
frequéncia pré-determinado. A radiago provoca a excitagdo dos dtomos da molécula polimérica
quando esta absorve a radiagio nas regides do infravermelho, sendo esta absor¢do causada por

vibragdes moleculares de tipos diversos. O espectdmetro analisa a energia transmitida em relagéo
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a energia incidente para uma dada frequéncia.(Dyer, 1965). Um interferdmetro coleta os dados e
o computador os analisa fornecendo os espectros.(Green, 1978).

A técnica de infravermelho com reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) é um método
qualitativo eficiente para avaliar certos tipos de grupos funcionais na superficie de polimeros. E
particularmente util para estudos da quimica de superficies de Polietileno, pois este polimero é
transparente 4 técnica nas regides de maior interesse para a caracterizagio de grupos funcionais
orgénicos polares (Rasmussen, 1977).

Superficies oxidadas de polietileno tém sido caracterizadas por FTIR-ATR, POIs 0S grupos
funcionais carboxilicos e carbonilas, gerados na superficie do polimero pelo processo de
oxidagdo, possuem forte absorcio no infravermelho nas frequéncias nas quais o polietileno ¢

transparente 4 técnica (Rugg, 1954).

Baseados neste contexto utilizou-se, neste trabalho, a FTIR-ATR para a caracterizago

dos filmes de polietileno matrizes para o revestimento de hidrogéis, antes e apos sua oxidago.

2.5.2 - Microscopia Eletrdnica de Varredura - MEV

O grau de Adesio Plaquetdria ¢ a subsequente formagio de codgulo é uma medida
essencial da hemocompatibilidade de biomateriais, sendo que a morfologia das plaquetas
aderidas tem to grande importéncia para a trombogenicidade, quanto seu grau de adesio (Hari,
1993).

Varios métodos tém sido utilizados para quantificar a adesdo plaquetaria, de forma cada

vez mais precisa, buscando levar compreensdo 2 um fendmeno t3o complexo (Schaub, 2000).

Neste trabalho foi utilizada a Microscopia Eletrénica de Varredura para caracterizagfio da
adesBo plaquetdria nos filmes poliméricos. A MEV tem sido utilizada no estudo da
trombogenicidade de biomateriais poliméricos, pois permite a visualizagio das interagdes destes
materiais com o sangue. Particularmente, na avaliagio da Adesio plaquetéria, a técnica promove
a quantificagdo das plaquetas aderidas ao material, bem como o estudo de sua morfologia
(Queiroz, 1993; Ishihara, 1998).
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Capitulo 3

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica - EIS

3.1 ~ Introducio

Sistemas Eletroquimicos sio, normalmente, complexos em fungio do grande ntimero de
varidveis de processos neles existentes. Tal problema tem sido notadamente minimizado pela
utilizagéo de técnicas de impedancia em corrente alternada, as quais geram informagdes sobre a
cinética e os diversos mecanismos de reagSes ocorrentes no sistema em estudo.

Dentre as técnicas que utilizam corrente alternada e, embora relativamente nova, a
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) tem se mostrado uma técnica poderosa para
se caracterizar muitas das propriedades elétricas de materiais através de suas interfaces com
cletrodos eletronicamente condutores, visualizando-se na interface material/eletrodo um dos
componentes do sistema eletroquimico a ser analisado ( Southampton, 1990).

A EIS pode ser usada para investigar a dindmica de ligagdo ou carga movel no interior das
regifes interfaciais de qualquer espécie de material liquido ou sélido, seja ele idnico,
semicondutor, eletro-ibnico ou mesmo isolante, como no caso dos materiais poliméricos
(McDonald, 1987).

O caminho geral da técnica EIS consiste em aplicar uma perturbagio ou estimulo elétrico
(uma diferenca de potencial ou corrente conhecida) ao sistema em estudo e observar a resposta (a
corrente ou diferenga de potencial resultante) a este estimulo. Como resultado disto, surge uma

das grandes vantagens da técnica, a qual, por ser baseada em perturbagdes de pequena amplitude,
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permite que o equilibrio do sistema ndo seja alterado, obtendo-se desta forma resultados bastante
confiaveis, ou seja, muito préximos da situagio real (Bard, 1980). Além disso, devido ao método
ndo envolver uma varredura de potencial, as medidas podem ser feitas utilizando-se solu¢bes de
baixa condutividade, o que ¢ particularmente importante neste trabalho.

Medidas elétricas para avaliar o comportamento eletroquimico de eletrodos ou eletrélitos
tém sido realizadas com células de dois eletrodos idénticos colocados simetricamente em relagéo
as faces de uma amostra de geometria definida. Entretanto, quando o sistema analisado é
constituido por elementos mais complexos como sensores quimicos ou células vivas, ou mesmo
em filmes finos de materiais isolantes, esta geometria simples néio é suficiente para a simulacio
do sistema real, sendo necesséria a adaptagio da célula eletroquimica e a utilizagiio de multiplos
eletrodos; assume-se que as propriedades do sistema eletroquimico nfio variam com o tempo,
sendo esse um dos propésitos basicos da EIS para determinar tais propriedades e suas inter-
relagdes.

Uma variedade de processos fundamentalmente microscopicos ocorrem através da célula
quando ela ¢ eletricamente estimulada e a somatdria de todos leva & resposta elétrica total, Tais
processos incluem o transporte de elétrons através de condutores eletronicos e a transferéneia de
elétrons nas interfaces eletrodo-eletrélito, entre outros (MacDonald, 1987).

3.2 - Fundamentos da Técnica EIS

Comparada com medidas de corrente continua, onde os processos de condugdo elétrica
s&o descritos em termos do comportamento da resisténcia ohmica, os métodos de corrente
alternada sfio capazes de avaliar as propriedades de camadas ndo condutoras entre os eletrodos.
(Mansfeld, 1986).Tais camadas atuam como capacitores mostrando uma resisténcia dependente
da freqiiéncia de aplicagfio do sinal, a qual ¢ chamada de impedancia do sistema, sendo expressa
pela amplitude Z e pelo dngulo de fase 8 do sinal. Normalmente o espectro € registrado numa
faixa de freqiiéncia entre 107 e 10° Hz.
Esta técnica tem como teoria basica uma adaptagio, para sistemas de corrente alternada, da
defini¢do da resisténcia pela lei de Ohm (EG&G, 1989).
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Em sistemas de corrente continua, onde a frequéncia é igual a zero, os quais podem ser
considerados como casos especiais de sistemas de corrente alternada, a lei de Ohm define a

resisténcia como;

E=RI M

Por esta relagéio, pode-se aplicar uma diferenga de potencial (E), medido em volts (V),
medir a corrente resultante (1), em ampéres (A), e calcular a resisténcia (R), em ohms (2). Em
tais sistemas de corrente continua, a resisténcia ao fluxo de elétrons ¢ feita somente pelo

elemento de circuito caracterizado como resistor.

Em circuitos de corrente alternada, o impedimento do fluxo de elétrons é feito, além do
resistor, por dois outros elementos de circuito, chamados de capacitores ¢ indutores. Em uma
célula eletroquimica, eletrodos de cinética lenta, fases de reagtes quimicas lentas ¢ difusio,

podem ser considerados analogos a resistores, capacitores e indutores.

A oposigdo combinada, a perturbagio provocada no sistema em estudo, de todos os
resistores, capacitores e indutores de um circuito de corrente alternada, é chamada Impedéncia
do sistema. A impedéncia pode ser expressa como um nimero complexo, onde o componente
real € a resisténcia e o imaginario é o efeito combinado da capacitincia e da indutincia.

Como ja exposto, nesta técnica é evidenciada a relagdo entre uma perturbagdo (corrente
ou potencial) aplicada a um dado sistema e a resposta a esta perturbagdo (potencial ou corrente).
Comumente, a perturbacio ¢ feita em potencial (E), medindo-se a variag@io em corrente (I), pois
perturbagdes em potencial sdo muito mais rdpidas. Usa-se perturbacdo em corrente, quando a
reagéio em estudo € muito rapida. Assim, analogamente 3 definicdo da resisténcia pela lei de

Ohm, temos que a impedéncia Z pode ser definida como uma relagio entre E e 1, de forma que:

E=Z1 (1)

Oou
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Esquematicamente, podemos representar tal situagio como na figura 3.1

AN NN SISTEMA ANANIN
VAVATAYS vV
E

I

Figura 3.1 - representagio esquematica de sinal de perturbagio em um sistema e sua Tesposta

A perturba¢do ¢ feita com E (2 uma dada freqiiéncia) ¢ a resposta é em L Sendo Z a
relago entre os dois, temos, para cada frequéncia f# (lembrando que @ = 27), a Impedéancia
total Z.

Lembrando que a Corrente, I, e o Potencial, E, sio fungdes periodicas dependentes da

freqiéncia angular @ e do dngulo de fase 8 como visto nas equagdes a seguir:

E=Eycos @t 3

onde @ =2nf, sendo f a freqiéncia em que a corrente altemada oscila, a qual é medida

geralmente em hertz (Hz), sendo  expressa em radianos e,

I=Ipsen(wt+0), 4)

analogamente, Z ¢ dependente da freqiiéncia @ e do dngulo de fase 6.

34



Sendo Z uma grandeza vetorial complexa, podemos representd-la por um nimero
complexo:

Z=7"+ 2" (5)

onde: Z' = partereal e Z” = parte imaginéria, com j= v—1

e vetorialmente:

z”

Onde: |Z] =27+ 772 6

tan® =Z” " @)
Z>

Quando utilizamos a técnica de Impedancia, um sinal senoidal de pequena amplitude é
aplicado em torno de um ponto da curva ficticia na figura 3.2; por exemplo, um valor E,
qualquer. E como se reduzissemos a variagdo de potencial, AE, a um valor tio pequeno, que
praticamente nfo causasse nenhuma conseqiiéncia irreversivel para o sistema. Esse AE provoca

variagdo na corrente, AL, também de pequena amplitude (Mattos, 1982).
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I+ AT

E+ AE

»

E
Figura 3.2 — Perturbagfio em torno de um ponto de um sistema

Assim o sistera € considerado linear em torno do ponto (Eg, ). Eo pode ser o potencial
de repouso do sistema ou um potencial qualquer imposto, como é feito em eletrodeposigio ou em
dissolugdo em sistemas polarizados.

O sistema em estudo € submetido a varias perturbagBes, sempre com a mesma amplitude,
mas em frequiéncias diferentes, ou seja, numa varredura de frequéneias, o que caracterizara o
sistema através da Impedéncia. Teremos assim, para o sinal de perturbagio em cada freqliéncia,

uma resposta em Impedancia correspondente a essa perturbaggo.

Assim que o experimento ¢ completado, os dados obtidos a cada freqiiéncia consistem de:
E’ = componente real da voltagem

E” = componente imaginaria da voltagem

I' = componente real da corrente

I” = componente imaginaria da corrente

Destes dados ¢ possivel computar o 4ngulo de fase, 6 , ¢ as partes real e imaginaria, Z' e
7" , da Impedancia Total | Z], para cada freqiiéncia aplicada (EG&G, 1989).

A avaliag@io ¢ interpretagdo dos resultados de ensaios de impedancia sio feitas a partir da
andlise dos espectros obtidos, havendo uma variedade de formatos graficos possiveis de serem
obtidos, cada um deles oferecendo vantagens especificas para revelar as caracteristicas do
sistema analisado, Uma das formas de andlise, que torna mais clara a interpretagio destes

graficos, € a utilizagdo do conceito de elementos de circuitos elétricos equivalentes.
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3.2.1 - Elementos de Circuitos Equivalentes:

A utilizagdo da técnica de espectroscopia de impedincia eletroquimica para a
caracterizagdo de um dado sistema permite associar as diferentes reagdes observadas no sistema
em estudo a um ¢lemento de circuito elétrico equivalente. Estes elementos podem ser:

Resistor: a impedéncia de um resistor nfio tem componente imaginario e &, neste caso,
independente da freqiiéncia. O 4ngulo de fase ¢ nulo, ou seja, a corrente estd em fase com a
voltagem. Para fenémenos fisicos como a adsorgdo e a formagdo de peliculas, este elemento do
circuito equivalente ¢ usado para representar a resisténcia ohmica (Rq) e a resisténcia de
polarizagio (Rp). Para sistemas eletroquimicos mais simples, pode-se definir a resisténcia da
solugdo como uma resisténcia dhmica (Rg), e a resisténcia de transferéncia de carga na interface
eletrodo/solugdo como resisténcia de polarizagdo (Rp). A resisténcia dhmica poderia também
representar a resisténcia ndio compensada entre os eletrodos de trabalho e o de referéncia. J4 a
resisténcia de polarizaglio também ¢ definida como a inclinagdo da curva da corrente versus o
potencial, no estado estacionario. Além disso, para circuitos de corrente alternada, esta resisténcia
representa o limite da parte real da impedéancia, para uma freqiiéncia préxima de zero.

Capacitor: a impedéncia de um capacitor nfo tem componente real e sen componente
imaginario varia inversamente com a freqiiéncia; o 4ngulo de fase ¢ de 90°, ou seja, a corrente
estd adiantada em 90° com relagio & voltagem. Pelo fato da impedéncia de um capacitor variar
inversamente com a freqiéncia, para altas freqiéncias um capacitor atua como um curto circuito,
ou seja, sua impedincia tende a zero. Para baixas freqiiéncias, préximo a corrente continua, um
capacitor atua como um circuito aberto, ou seja, sua impedincia tende a0 infinito. Para
fendémenos fisicos como adsorg#io e formacio de peliculas este elemento do circuito equivalente
representa a capacitincia de uma dupla camada (Cq) na interface eletrodo/solugsio. Cy4 pode ser
considerada como uma capacitincia pura no sentido fisico, pois resulta da separacdo de cargas no
espago (EG&G PARC Application Note AC-1).

Indutor: 2 exemplo do capacitor, sua impedincia nfio tem componente real. Entretanto,
seu componente imagindrio aumenta com o aumento da freqiiéncia. O dngulo de fase é de 90°,
mas a corrente esta atrasada em 90° com relag#io 4 voltagem. Para baixas freqiiéncias, um indutor
atua como um curto circuito, ou seja, sua impedancia tende a zero. Para altas freqiiéncias atua

como circuito aberto.
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A tabela 3.1 mostra os simbolos e as equacdes de impedancia para estes elementos de

circuitos equivalentes:

Tabela 3.1 - Representacbes dos elementos de circuitos equivalentes ¢ suas equacdes de
impedancia.

elemento simbolo equaciio da impedéincia

Z=R+0jj="1

Resistor (R) - \N\/—

= J o=
Capacitor (C) | [ Z=0- MWE,WWEEf

Indutor (L) 0T Z=0+jwL

Como ilustragdo destes conceitos, um sistema eletroquimico bastante simples poderia ser
representado pelo circuito mostrado na figura 3.3.

Neste circuito, Ro, seria a resisténcia entre o eletrodo de trabatho e o de referéncia. R,
seria a resisténcia de polarizagio na interface solugdio /eletrodo. Cy seria a capacitancia da dupla
camada nesta interface. O conhecimento de R, permitiria o calculo das taxas de reacdes
eletroquimicas e as medidas de capacitincia poderiam promover informagio sobre fendmenos de
adsorgdo e desorgdo, processos de formagio de filmes no eletrodo, além de informar sobre a
integridade de revestimentos organicos (EG&G PARC Application Note AC-1).

Ca
| |
Rg
Af
Wy
Ry

Figura 3.3 - Circuito Elétrico Equivalente de um sistema eletroquimico simples
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Elementos de Circuitos Equivalentes Nijo Idesis

Quando os valores obtidos dos experimentos de impedancia sio associados aos valores de
um ¢ircuito equivalente, este circuitc € normalmente construido com elementos ideais.
Entretanto esses ciementos s6 se aproximam da idealidade sobre uma faixa limitada de
freqiténcia. Assim, ao se fazer a distribuigiio dos elementos no circuito simulado, nem sempre a
impeddncia pode ser expressa como uma combinaciio de elementos ideais. Caracteristicas
especificas de cada sistema analisado poderfio contribuir conjuntamente para os valores de um
mesmo elemento ou, por outro lado, a corrente total, em funcdo de outras caracteristicas fisicas,
podera se distribuir na superficie do eletrodo gerando vérios elementos resistivos como resposta.
Um fator que pode complicar ainda mais estes casos ocorre quande pequenos sinais de
freqiténeia e dependéncia do tempo estdo envolvidos. Para estes processos dependentes da
freqiéneia podem ser introduzidos alguns elementos de circuito os quais caracterizarfio a ndo
idealidade; a estes se denomina Elemento de Fase Constante (CPE) (McDonald, 1987),

Materiais polimericos tém sido analisados por especiroscopia de impedincia
eletroquimica com o auxilio do conceito de circuitos equivalentes. As caracteristicas fsicas de
um filme, tais como a resisténcia ao transporte de cargas (ibmicas e eletrbnicas), e as
caracteristicas de sisterna de andlise, tais como a resisténcia da solucio e a capacitincia da dupla
camada, podem ser caracterizados e associados com os componentes elétricos de um circuito,
tais como resisténcias e capacitores (Bandeira, 1998; Castela, 1998).

Os filmes estudados neste trabalho foram caracterizados em fungiio do circuito
equivalente visto na figura 3.6, estando cada elemento associado ao comportamento dos sistemas

filme/eletrdlito, da sepuinte forma:

R, = Resisténcia da Solucio PBS
Q¢ = Capacitdneia do Filme (CPE)
Ry = Resisténcia do Filme

Qi = Capacitdncia de Troca de Carga (CPE)

Aqui usa-se a letra “Q” para caracterizar um elemento de circuito nfo ideal, OIS 2
capacitincia dos filmes nfio mostra ¢ comportamento de um capacitor ideal, mas sim uma

associacio de comportamentos capacitivo e resistivo.
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Figura 3 4: Circuito Elétrico Equivalente para os Sistemas Poliméricos de filmes de PE e
Filmes Revestidos.

3.2,2 - Graficos obtidos das medidas de impedéincia eletroquimica:

Os formatos mais comuns de graficos sdo os Diagramas de Bode e Nyquist. A curva que
mostra a variagio de | Z| com a freqiiéneia () é conhecida como o Diagrama de Bode |Z | ou
Bode-Magnitude, a curva de variagio de © com a frequéncia é conhecida como Diagrama de

Bode Fase, ¢ a curva de variagio de Z’ com Z” é conhecida como o Diagrama de Nyquist.
A Curva de Bode

A figura 3.4 ¢ uma representagio esquemdtica da impedancia do circuito da figura 3.3
Este formato permite examinar a impedancia absoluta | Z| como calculads pela equagio 6 e o

angulo de fase 6, da forma de onda resultante, em funcio da frequéncia.

iegiZ; &
f2}= al b
bl

e s

Figura 3.5 - Carvas de Bode para o Circuitc representado na figura 3.3
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A Carva Nyquist

Este formato ¢ também conhecido como diagrama plano de impedéncia complexa. O
grafico mostra o componente imaginario da impedédncia (Z") versus o componente real (Z' ) da
impedancia, para cada freqiiéncia de excitagio. A curva na figura 3.5 ilustra a impedancia do
circuito na figura 3.3. Como indicado, esta curva poderia ser usada para calcular os valores Ra,
Rp € CDOL. Note-se que, neste caso, em altas frequéncias somente a resisténeia Shmica contribui
para a porglo real da impeddncia, enquanto que, em baixas frequéncias a resisténcia de

polarizacfo também contribui para estas medidas.

_52‘6‘ P

Ditminui a Frequéncia

Emaginarie U0

Ry SRRy

Figura 3.6 — Curva Nyquist para o Circuito representado na figura 3.3

3.3 - Aplicacdes da EIS

A Espectroscopia de Impedincia Eletroquimica vem tendo sua eficifneia comprovada
pelo crescente nimero de estudos publicados, sendo que, dentre as técnicas de caracterizaco
eletroquimica (galvanostaticas ¢ potenciostticas, por exemplo), esta técnica tem mostrado
sensibilidade superior as demais na deteccio dos fendmenos investigados (Southampton, 1990).
Como exemplo disto, a téenica EIS teve sua eficacia comprovada no monitoramento de corrosio

por microorganismos em metais e em compositos poliméricos (Dong Gu, 1997). Os resultados
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destes estudos tornaram-se de essencial importincia nas indiistrias alimenticia {Roberge, 1994) e
acroespacial (Mertens, 1997; Bonnel, 1998), onde a técnica ja vem sendo normalmente aplicada.

Qutro importante aspecto da EIS esta na possibilidade de ssu uso como ferramenta para a
caracterizagdo de materiais, relacionando aspectos da microestrutura com caracteristicas
cletroquimicas. Se comparada com as técnicas convencionais de caracterizacdo, a EIS pode
fornecer, como aquelas, informagdes para analise individual de caracteristicas dos materiais ou
entdo, pode-se associar as informagBes obtidas pela EIS com as forecidas pelas técnicas
convencionais (Macdonald, 1987). Por exemplo, a semiconducio em materiais poliméricos,
originada pelo mecanismo de vazios atdrnicos, foi prontamente caracterizada por EIS; além
disso, caracteristicas como a constante e a perda dielétricas também foram investigadas
{ElShabasy, 1996).

Assim, bastante amplas ¢ variadas tornaram-se as areas de aplicacfo da técnica EIS,
destacando-se, notadamente, a investigacfio de problemas de corrosfio em superficies metélicas
revestidas com tintas orgdnicas, a partir das alteragdes ocorrentes neste revestimento durante a
estimulagdo eletroquimica (Mansfeld, 1986; Mansfeld, 1990). Quando aplicada a tais sistemas, a
técnica EIS pode fornecer vastas informacBes sobre os mecanismos e a cinética das reacles
ocorrentes no sistema medido (EG&G, 1985), podendo-se estudar detalhadaments as
propriedades de protecdo a corrosdo destas tintas (Hollaender, 1992).

Belluci (1992), utilizou a técnica para avaliar as mudancas nas propriedades elétricas ¢ o
transporte de agua em membranas de poliimida e de poli (tereftalato de etileno) durante sua
exposicdo em meio aquoso. Tais membranas sdo usadas como revestimentos para protegio a
corroso metdlica. Também foram realizadas medidas convencionais das propriedades de
fransporte de agua nos filmes utilizando o método de gravimetria, de onde concluiu haver uma
razodvel concordincia enire os resultados obtidos através da técnica elstroquimica e aqueles
obtidos pelo método convencional. As propriedades dielétricas foram analisadas através da
obtencio de dados de capacitincia das membranas,

A partir das aplicagbes da EIS na caracterizagiio de revestimentos orgénicos, que nada
mais s@o do que filmes poliméricos, a técnica foi usada como ferramenta na caracterizagio das
propriedades elétricas e das caracteristicas de materiais poliméricos modificados

superficialmente (Santos, 1994).
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Com base nos dados de trabalhos anteriores deste grupo, foram obtidos resultados
especificos no campo dos biomateriais poliméricos, pela aplicagdo da EIS no estudo da
modificagdo superficial de filmes de polietileno copolimerizados por enxertia de acrilamida.

Neste trabalho ficou evidenciada a relagiio entre as caracteristicas hidrofilicas dos
enxertos de poliacrilamida, sobre as matrizes hidrofébicas de polietileno, com as caracteristicas
eletroquimicas do polimero enxertado (Santos, 1994).

Também relacionada a aspectos de biocompatibilidade, a técnica EIS foi utilizada no
estudo do fendmeno de adsorgiio e interagfio protéica em superficies solidas metalicas. Os
pesquisadores observaram que ocorriam mudangas na capacitincia elétrica na interface metal-
eletrolito conforme as moléculas de proteinas eram adsorvidas a superficie metalica e
verificaram que as alteragdes de capaciténcia ocorriam, principalmente, onde havia contato mais
intimo das moléculas de proteina com a superficie do metal (Lundstron, 1987).

Ainda nesta drea, a técnica EIS foi utilizada como ferramenta de caracterizagdo e analise
de solugdes e filmes poliméricos, objetivando verificar nio s6 a sensibilidade da técnica a
aspectos como a modificagdo superficial de filmes poliméricos para uso como biomateriais,
como também e, principalmente, relacionar aspectos trombogénicos destes biomateriais com
suas caracteristicas eletroquimicas, relacionando estas com o grau de hidrofilicidade dos mesmos
(Santos, 1997).

A hidrofilicidade de filmes poliméricos e revestimentos orginicos tem sido, direta ou
indiretamente, caracterizada pela técnica de impedancia através de métodos baseados em
medidas da capacitincia relacionadas 2o volume de absor¢io de 4gua nestes materiais
(Castelal1998; Sharma, 1998; Deflorian, 1998).

Hidrogéis depositados sobre microeletrodos também foram analisados, estabelecendo-se
uma relagdo entre a resposta eletroquimica e o inchamento destes geis imersos em solugdes
aquosas (Watanabe, 1993).

A partir dos resultados obtidos nos trabalhos de investigagio de hemdcompatibilidade e
somando-se a estes, os conhecimentos levantados nesta revisdo, a técnica EIS foi utilizada na
investigacdo da hemocompatibilidade de biomateriais poliméricos através do aumento da
hidrofilicidade de suas superficies pelo revestimento com geis hidrofilicos, fundamentando o
trabalho aqui apresentado.
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Capituio 4

Procedimento Experimental

4.1 - Preparacio das Amostras:
4.1.1 - Substratos:

Filmes de polietileno de baixa densidade (PE N#o-Oxidado) foram utilizados como
matrizes (substratos) para o revestimento com hidrogéis e albumina. As amostras de polietileno
de 4x4 cm foram obtidas 2 partir de embalagens comerciais de espessura 100 um, tendo sido
submetidas a lavagem com é4gua deionizada em equipamento ultrassonico para remocio de
poeira e eventuais residuos de manipulagéio, ¢, em seguida, secas em dessecador sob vacuo e ai

mantidas até a etapa de oxidagio.
4.1.2 - Oxidacio:

S&o conhecidos varios métodos oxidativos utilizados para alterar a funcionalidade de
superficies de polietileno pela introdugfio de grupos de 4cidos carboxilicos. Um deles, bastante
estudado, utiliza soluggo de 4cido cromico para oxidar a superficie de PE, com posterior 1emogdo
de residuos inorgdnicos com 4cido nitrico. O objetivo da utilizagSo deste agente oxidante polar
reside nos fatos de que, primeiro, além de converter em espécies de acidos carboxilicos, os
grupos metilenos expostos na superficie do polietileno, em segundo e nfio menos importante
lugar, a funcionalizagdo devera ficar restrita somente & superficie do polietileno (Rasmussen,
1977).



Neste trabalho, filmes de PE foram submetidos 4 oxidagfo quimica prévia com a
finalidade de introduzir grupos reativos no filme matriz para promover sua ligagéo quimica com
hidrogéis de PVA, blendas de PVA/PVP e blendas de PVA/Albumina.

A oxidagio foi realizada segundo o procedimento abaixo:

Colocam-se os filmes em solugdo sulfocrdmica a 70°C por 30 minutos: depois, em
solugiio de 4cido nitrico, 70%, a 50 - 60°C por 30 minutos. Em seguida, enxdgua-se
repetidamente em agua destilada a 50 - 60 °C.

Seca-se o filme entre papéis de filtro, mantendo-o em dessecador a vicuo por, pelo

menos, 24h antes de fazer-se o revestimento.

4.1.2.1 - Espectroscopia no Infravermelho - FTIR-ATR

Objetivando verificar o grau de funcionalidade obtido pela oxida¢do nas superficies
poliméricas, amostras dos filmes PE Oxidado e de PE Nio-Oxidado foram caracterizadas por
espectroscopia no infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR), utilizando um
Espectrofotdmetro modelo 1600 da Perkin-Elmer e acessorio de reflexdio com cristal ATR
(Reflecténcia Total Atenuada).

O principio deste tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que quando um feixe de
radiagéio passa de um meio mais denso {cristal de ATR) para um meio menos denso (amostra),
ocorre reflexdo. A fragéo do feixe de luz incidente que ¢ refletida aumenta conforme aumenta o
angulo de incidéncia, e quando excede um determinado 4ngulo critico (a) a reflexdo é completa.
No ponto de reflexdo (de acordo com observagdes experimentais) o feixe atuz como se
penetrasse a uma pequena distincia dentro da amostra. A profundidade de penetragio {dp) é dada
pela equagio abaixo:

dp=l/ {2pn1[sen2(Q)><(n2/n1)]1/2}
onde:
nl - indice de refragdo (cristal ATR),
n2 - indice de refragfio (amostra).
q - o dngulo de incidéncia.

I - o comprimento de onda da radiagio.
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A radiag8o de penetragdio ¢ chamada onda evanescente. Se 0 meio menos denso absorve a
radiagdo evanescente, ocorre atenuagfio do feixe a comprimentos de onda correspondentes s
bandas de absor¢do no infravermelho. (Dyer, 1965; Green, 1978).

4.1.3 ~ Revestimento dos Filmes de PE

Foram preparados quatro tipos de solugdes aquosas de hidrogéis e proteinas para
revestimento dos filmes de polietileno previamente oxidados (PE Oxidado), nas proporgdes
abaixo descritas, as quais foram escolhidas com base no trabalho desenvolvido por Queiroz
(1993):

# Solucdo 1: solugdo de poli (vinil dlcool) a 3%
» Solugéo 2: soluggo de poli (vinil dlcool) a 3% e poli (vinilpirrolidona) a 3%
« Solugdo 3: soluc&o de poli (vinil 4dlcool) a 3% e albumina de soro bovino a 1%

» Solugdo 4: solugio de poli (vinil alcool) a 3% ¢ albumina de soro humano a 1%

O procedimento para aplicagfio dos revestimentos é descrito a seguir:

Fixam-se os filmes de PE Oxidado em suportes individuais de madeira. Faz-se um
primeiro revestimento, pincelando-se a superficie do filme de PE Oxidado com a solugio de
hidrogel; leva-se o conjunto suporte + filme + hidrogel para a estufa a 60°C pelo periodode 1 a 2
horas. Faz-se um segundo revestimento deixando-se o conjunto na estufa a 60°C até a cura total
do revestimento. Apos isto, os filmes foram mantidos em dessecador sob vicuo, evitando a
umidificacdo dos filmes, até ser realizado o ensaio de Adesiio Plaquetdria.

As amostras foram denominadas, em fungio do revestimento com hidrogel, em:

¢ PE/PVA: amostra revestida com a Solucdo 1

e PE/PVA/PVP: amostra revestida com a Solugdo 2
* PE/PVA/BSA: amostra revestida com a Solugéo 3
¢ PE/PVA/HSA: amostra revestida com a Solugiio 4



4.2 - Estudo da Hemocompatibilidade

4.2.1 - Adesdo Plaquetdria

Amostras circulares de 0.5 cm de didmetro de PE N&o-Oxidado, PE Oxidado e de cada
filme revestido foram ensaiadas conjuntamente num mesmo teste. As amostras foram aderidas
em laminulas de vidro com fita dupla face. As laminulas contendo as amostras foram colocadas
em placas de Petri de Scm de didmetro, que, por sua vez, foram colocadas em placas maiores
com agua. Os conjuntos placas de Petri + amostras foram climatizados em estufz a 37°C
(temperatura fisiolégica) por 15 minutos, mantendo-se a umidade e a temperatura adequadas ao
teste. Cobriram-se as amostras com sangue humano, de doador adulto, por 3 minutos a 37 °C,
adicionando-se, em seguida, solugfio salina de NaCl 2 0,2 M, a cada placa. A seguir, adicionou-se
glutaraldeido a 2,5% por 10 minutos 4 temperatura ambiente, finalizando-se com a desidratacio
consecutiva em etanol a 50, 75 ¢ 95%, por 5, 10 e 15 minutos Tespectivamente.

Apos este procedimento, os conjuntos foram submetidos a vicuo em dessecador e aj

mantidos até caracterizagfio por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

4.2.2 - Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras submetidas ao ensaio de Adesdo Plaquetdria foram retiradas do dessecador €,
apos metalizagdo em ouro, foram observadas em microscopio eletrdnico de varredura (MEV),
marca JEOL JXA -840 A

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) pode ser utilizada na visualizagio da
interagdo dos filmes poliméricos com o sangue, possibilitando ndo s identificagdo do material
sanguineo, tal como heméceas ¢ plaquetas, bem como sua quantificagio.

A adeso de plaquetas nas amostras foi analisada observando-se, pelo menos, cinco
regies diferentes da superficie de cada amostra ¢ caracterizando-se as amostras em mais ou

menos trombogenicas conforme o grau de adesio plaquetaria e a forma das plaquetas aderidas.
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4.3 ~ Caracterizacio Fisico-Quimica
4.3.1 — Técnica do Angulo de Contato

A hidrofilicidade dos filmes foi avaliada pela determinagio da sua molhabilidade
superficial, através de medidas de dngulo de contato, utilizando a técnica da projecio horizontal
de uma microgota de dgua na superficie polimérica.

Os filmes de PE revestidos com hidrogéis e proteinas foram condicionados em
dessecador sob véacuo e, em seguida, fixados no suporte plano do equipamento para medida de
angulo de contato. Uma gota de 4gua bidestilada e deionizada foi colocada sobre a superficie de
cada um com o auxilio de uma micropipeta.

As imagens das gotas foram captadas em video através de uma cdmera Sony 3CCD-
MacroLens. A interface utiliza uma placa para digitalizagdo das imagens e, através do programa
Image Pro Plus 3.0, foram medidos os dngulos de contato, em graus.

Foram realizadas em média quatro a cinco imagens ao longo das regides de cada amostra,
utilizando-se medida do angulo direto ¢ confirmando-se este através da medida do angulo
complementar. Foram tiradas as médias das medidas de cada amostra e, a partir destas, feita a

avaliagdo da variagdo do dngulo de contato versus o grau de hidroficilidade dos filmes.

4.4. - Estudo Eletroquimico
4.4.1 — Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

O estudo eletroquimico foi realizado pela aplicagdo da técnica de Espectroscopia de
Impedancia  Eletroquimica (EIS) utilizando como sistema de medigio um
potenciostato/galvanostato modelo 273A da Princeton Applied Research, amplificador de sinais
lock-in modelo 5301EC, acoplados a um PC com periféricos € o Programa de Impedincia
Eletroquimica modelo M398 — 1.10, para gerenciamento dos ensaios e aquisi¢io de dados.

As amostras de filmes de PE Nio-Oxidado, PE Oxidado e dos filmes revestidos com

hidrogéis foram analisadas por impedéncia eletroquimica, utilizando-se como eletrélito uma
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solugdo tampdo fosfato (PBS), pH 7,4 2 temperatura de 37°C. A 4rea de exposicio de cada
amostra foi de lem’.

Também foi realizado o ensaio por EIS com o eletrdlito isoladamente, visando-se
verificar sua contribuigdio nos valores de impedancia dos filmes.

As andlises foram realizadas utilizando-se uma célula eletroquimica de corpo duplo
simétrico com entrada para dois eletrodos conforme é visto na Figura 4.1. O filme é fixado entre
as flanges ¢ a célula totalmente preenchida com solucfio PBS. Foram utilizados eletrodos de
platina, colocando-se o eletrodo de referéncia em curto-circuito com o contra-eletrodo.

Foram feitas duas varreduras de frequéncia para cada amostra na faixa de 10° Hz a 107
Hz, esta faixa ¢ usual para medidas de impedincia na qual sio caracterizados a maioria dos
sistemas eletroquimicos (EG&G, 1989). As medidas foram realizadas em dois tempos distirtos:
uma varredura assim que a amostra ¢ colocada em solugio PBS (t,) ¢ outra apds 24 h de imerséo
em PBS (ty), sem abertura da célula de ensaio, tendo por objetivo analisar o sistema
eletroquimico com relaglo ao equilibrio de sorgdo liquida dos filmes. A 4rea de exposicdo das
amostras foi de lem’ e a amplitude do sinal foi de 10 mV. Os resultados obtidos para cada
frequéneia aplicada, Z°, 77, 17 |e 8, foram expressos em diagramas de Bode Fase, Bode-Module
¢ Nyquist, objetivando-se extrair, de cada formato, caracteristicas distintas dos sistemas
eletroquimicos analisados.

Os dados das curvas de impedancia foram ajustados através do programa BOUKAMP, o
qual permite a simulagfo do circuifo elétrico equivalente, tendo sido considerados os erros
relativos para selegiio dos dados das curvas de ajuste. Cada filme em cada tempo de imersdo foi
associado 2 um circuito elétrico equivalente para a anélise dos elementos de circuito relativos a

cada sistema filme/revestimentoc.

4.4.2 ~ Preparo da Soluciio PBS - “Phosfate Bufered Solution”

O eletrdlito utilizado nas medidas de Impedancia foi a solugio PBS, 2 qual é uma solucfo
salina aquosa de pH = 7.4, simulando o pH do corpo humano. Desta forma esta solucio é
utilizada como meio de simulacfo para os filmes revestidos com hidrogéis em contato com os

fluidos fisiologicos. A composicdo desta solugfo, para um volume de 1000ml ¢ dada a seguir:
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23,6 g de fosfato monossédico
11,64 g de fosfato dissédico
11,7 g de cloreto de sodio

A solugdo foi preparada e trocada a cada nova medigio, para evitar o desenvolvimento de

microorganismos, o que provavelmente comprometeria as medidas eletroquimicas.

5

e

e,

Figura 4.1 - Esquema da Célula Eletroquimica.

Legenda: [-Célula de Vidro
2-Flange
3-Amostra (filme polimérico)

4,5-Aberturas para eletrodos.
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Capitulo 5

Resultados e Discussio

3.1 - Oxidacfio dos Filmes de PE a serem usados como Matrizes para

revestimento com Hidrogéis,

5.1.1 ~ Caracterizagfio por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier

A oxidacdo de superficies de polistileno utilizando reagentes polares, como as solugdes de
acido crémico, garante o nfio inchamento do polimero o produz uma alta funcionalizagfio de sua
superficie por espécies de acidos carboxilicos, as quais podem ser convertidas em intimercs
derivados carbonilicos. Estes derivados carbonilicos possuem alta absorgfio no infravermelho em
freqiineias nas quais o polietilenc é transparente 4 técnica de infravermelho com reflectincia
total atenuada ATR-IR possibilitando sua caracterizaciio (Rasmussem, 1977).

Os pardmetros tempo/temperatura definidos para o processo de oxidagdo, segundo o
procedimento descrito no capitulo 3, permitiram obter filmes com as caracteristicas estruturais
necessdrias para um eficiente revestimento posterior, caracteristicas estas identificadas pelos
espectros de Infra-Vermelho vistos na Figura 5.1-A e 5.1-B.

No espectro (ATR-IR), obtido para os filmes de PE Nio Oxidado, s8o observadas
somente as bandas de absorbancia referentes as ligacdes simples carbono ~ carbono e carbono -

hidrogénio do polietileno. Figura 5.1-A.
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As amostras de polietileno, apds serem submetidas & oxidacio inicial com 4cido crémico,
tornaram-se ligeiramente opacas, fato relacionado 4 precipitagio de sais de cromo, a qual
normalmente acompanha a oxidagio de poliolefinas pelo dcido crémico (Rasmussen,1977). Apds
o subseqiiente tratamento do filme em 4cido nitrico a quente, para dissolver qualquer residuo
inorgénico, obteve-se um filme de PE Oxidado totalmente opaco a oltho nu, com bandas de
absorbdncia a2 16541 e 1617.1 (cm™) relativas as regides de absorbédncia de derivados
carbonilicos, CO:H ( derivados de acido carboxilico, aldeidos e cetonas) e nova banda a 3300
em™, referente a grupos OH inseridos no PE original pelo processo de oxidacio. Os filmes de PE
oxidado sdo comumente referidos como filmes de Polietileno Acido Carboxilico (Rugg, 1954).

Figura 5.1-B.
5.1.2 — Microscopia Eletronica de Varredura

As figuras 5.2 e 5.3 mostram as micrografias dos filmes de polietilenc antes € apés a
oxidacio.

A microscopia eletrnica de varredura do filme de PE nio oxidado revelou uma superficie
bastante lisa, sem alteragOes significativas. J& a micrografia do PE Oxidado mostra, claraments, 2
alteragfio desta superficie apds a oxidacgo; observa-se, nesta micrografia, uma superficie gue
sofreu ataque quimico visivel, caracteristica do processo oxidativo.

Comparando-se tais resultados aos espectros de infravermelho dos filmes respectivos,
podemos associar a superficie oxidada do PE 3 alteragio de sua funcionalidade superficial,
resultante da infrodugio de grupos COsH oriundos do processo oxidativo, os quais foram
identificados no espetro FTIR-ATR.

54



Figura 5.2 - Micrografia do polietileno No-oxidado

Figura 5.3 — Micrografia do polietileno oxidado

5.2- Revestimento dos Filmes de PE

Foram obtidos filmes com revestimentos de boa gualidade, nfio tendo havido
desprendimento dos mesmos. As superficies dos filmes se mostraram homogéneas para 2 maioria
das amostras, exceto para algumas amostras revestidas com biendas de albumina humana, (HSA),
que mostraram um certo “amarelecimento” em algumas regifes da amostra. Fssa alteracfio de
cor, para tais amosiras, se den, provavelmente, devido & sensibilidade térmica da albumina

humana, provocando sua desnaturagio durante a cura do filme.
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De modo geral, a gelificacdo das solugées de PVA, PVA/PVP, PVA/BSA ¢ PVA/HSA
foi observada, confirmando as formulagdes como eficazes para a polimerizacio homogénea das

mesmas sobre os filmes de PE.
5.2.1 - Estudo da Hemocompatibilidade — Adesdo Plaquetdria

Ensaios de Ades#o Plaquetdria em Biomateriais sfo freqiientemente utilizados como um
indice da compatibilidade sanguinea destes materiais, sendo de extrema relevincia clinica o
estado em que se encontram as plaquetas aderidas, ou seja, se ativadas (¢ prontas para formar o

codgulo) ou ndo ativadas.

3.2.1.1 - Microscopia Eletrdnica de Varredurs

As amostras de filmes de PE Nio Oxidado, PE Oxidado & dos filmes revestidos,
submetidas ao ensaio de adesio plaquetiria & caracterizadas por MEV, mostraram
comportamentos distintos em termos da quantidade de plaquetas aderidas ¢ do estado de ativacio
plaquetaria.

As Figuras 5.4 € 5.5 mostram os filmes de PE Nic-oxidado ¢ PE oxidado cbservados por
MEVY apés ensaio de Adesio Plaquetdria. Estas micrografias visaram mostrar a evoiﬁgé‘.o da
adesfio plaquetaria a partir do filme matriz, para uma posterior comparacio com 2 adesdo
plaquetdria nos filmes revestidos com as blendas de hidrogéis.

Nota-se a intensa adesfo de piaquetas no PE N#o-Oxidado, bem como a formacio de
agregados plaquetdrios no PE oxidado. Observa-se, porém, que embora a adesio plaquetaria nas
amostras de PE Néo-Oxidado tenha se mostrado inicialmente intensa, as plaquetas encontram-se
preservadas ¢ espalhadas como um revestimento passivo sobre a superficie do poligtileno. Este
mesmo resultado fol observado por Haycox (1993) num estudo de adesio plaquetdria em
polietileno, ¢ outros biomateriais fais como poliuretano e polivinildicool, o qual considercu tal
reagdo como sendo caracteristica de materiais hemocompativeis.

Na amostra de PE Oxidado além do grande nimero de plaquetas aderidas ao longo de

uma rede de fibrina, ¢ bastante claro o estado de ativacfo plaquetdria, a partir da observagfo dos
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pseudépodos em crescimento ao longo das bordas das plaquetas. Estes resultados evidenciam um

possivel carater trombogénico da superficie dos filmes de polietileno oxidados.

Figura 5.4: Micrografia da Adesdo Plaguetiria em PE Nio-oxidado

Figura 5.5: Micrografia da Adeso Plaquetaria em PE oxidado

As Figuras 5.6 a 5.9 mostram as micrografias dos filmes revestidos com hidrogéis de
PVA apés ensaio de Adesfio Plaquetdria. Observa-se, nas Figuras 5.6 e 5.7, plaguetas em
pequeno mimero, sendo que na Figura 5.7 estas encontram-se deformadas e em estado inicial de
ativagdo. Observa-se, também, o inicio da formacdo de agregados plaquetdrios. A Figura 5.8
mostra uma plaqueta com sua membrana plaquetaria rompida.

Embora nestas trés micrografias algumas plaquetas observadas estejam em estado de

ativaglio, ndo foi observada nenhuma rede de fibrina evidenciando a formacio de codgulos, ndo
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havendo, desta forma, resposta caracteristica que sugira o comportamento absolutamente
trombogénico dos filmes PE/PVA, como sugere também a Figura 5.9, na qual observam-se
muitas heméceas em interagfio eletrostatica, porém totalmente preservadas e sem nenhuma
plaqueta aderida. Haycox (1993) observou, em estudos de adesio plaquetdria sobre PVA, a
ocorréncia de formaciie de plaquetas e, embora, estas nfo se apresentassem aderidas as
superficies de PVA, mostravam-se em continua reagfo apos o contato com ¢ polimero.

G PVA também tem sido estudado em combinagdo com heparina, como forma de se obter

melhora de sua resposta anti-trombogénica (Fong Ip, 1985).

Figura 5.6; Micrografia da Adesdo Plaquetaria em PE/PVA

Figura 5.7: Micrografia da Adesfio Plaquetaria em PE/PVA
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Figura 5.8: Micrografia da Adesdo Plaguetsria em PE/PVA

Figura 5.9: Micrografia da Adesfo Plaquetdria em PE/PVA

As Figuras 5.10 a 5.13 mostram as micrografias de filmes revestidos com a blenda de
PYA/PVP apés ensaio de Adesfio Plaguetaria.

Nas Figuras 5.10, 5.11 e 5.13 observam-se superficies isentas de material sanguinec. Na
Figura 5.12 observam-se poucas plaquetas espalhadas, com formas arredondadas sem formaciio
de agregado plaquetario. Em nenhuma regifio de nenhuma amostra foi observada ativaciio
plaquetdria significativa, nem formacgfo de agregado plaguetario ou rede de fibrina,

Observa-se uma significativa melhora da caracteristica anti-trombogénica apdés a

composicio da blenda de PVA com o PVP.
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Figura 5.10: Micrografia da Adesdio Plaquetaria em PE/PVA/PVP

Figura 5.11: Micrografia da Ades3o Plaquetaria em PE/PVA/PVP

S e

Figura 5.12: Micrografia da Adeso Plaquetdria em PE/PVA/PVP
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Figura 5.13: Micrografia da Adesdo Plaquetaria em PE/PVA/PVP

As Figuras 5.14 a 5.17 mostram as micrografias dos filmes revestidos com a blenda de
PYA/BSA apos ensaio de Adesfio Plaquetaria.

Excetuando-se a regidio da amostra vista na Figura 5.16, todas as demais amostras
apresentaram-se livres de material sanguinec. Nesta figura, embora tenham sido encontrados
dois pequenos agregados plaquetdrios, a superficie do filme, mostra-se livre de demais depésitos
sanguineos.

De um modo geral, os filmes revestidos com BSA apresentaram algumas
descontinuidades e defeitos superficiais, como riscos, porosidades ¢ bolhas de umidade, mas &
bastante acentuada a melhora da anti-trombogenicidade do filme PE/PVA apoés a adicfio de BSA

a blenda.

Figura 5.14: Micrografia da Adesdo Plaquetaria em PE/PVA/BSA
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Figura 5.15: Micrografia da Adesfio Plaquetaria em PE/PVA/BSA

Figura 5.16: Micrografia da Adesdo Plaquetiria em PE/PVA/BSA

Figura 5.17: Micrografia da Adesio Plaquetaria em PE/PVA/BSA
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As Figuras 5.18 a 5.21 mostram as micrografias dos filmes revestidos com a blenda de
PVA/HSA apds ensaio de Adesfio Plaquetéria, cujos comportamentos mostram-se bastante
distintos em termos de resposta hemocompativel.

As amostras das Figuras 5.18 ¢ 5.21 mostram superficies praticamente sem material
sanguineo, enquanto que nas Figuras 5.19 e 5.20 observa-se uma intensa adesio plaquetaria, com

plaquetas bastante deformadas ¢ o inicio da formac#o de redes de fibrina.

Figura 5.18: Micrografia da Adesiio Plaquetaria em PE/PVA/HSA

Figura 5.19: Micrografia da Adesfo Plaquetaria em PE/PVA/HSA
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Figura 5.20: Micrografia da Adesfio Plaquetaria em PE/PVA/HSA

Figura 5.21: Micrografia da Ades3o Plaquetaria em PE/PVA/HSA

Analisando-se 0 conjunto das amostras revestidas, podemos perceber que os filmes com
revestimento de hidrogéis de PVP apresentaram uma melhor resposta anti-trombogénica,
seguidos, neste comportamento, pelos filmes revestidos com BSA.

Os filmes revestidos com HSA mostraram um comportamento duplo, ora com carater
anti-frombogénico, ora com um carater claramente trombegénico.

Os filmes revestidos com hidrogéis de PVA, embora nfio tenham apresentado um cardter
tipicamente trombogénico, mostraram, de forma geral, uma certa tendéncia 3 adesfio de

plaquetas, sende que muitas destas apresentaram estado inicial de ativago.
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5.3 — Caracterizacio Fisico-Quimica

O estudo da molhabilidade de superficies poliméricas para aplicagbes hemocompativeis
tem-se mostrado extremamente importante na determinagdio das relagdes entre o material e o
meio fisiolégico.Todo o processo de formagio de trombos mostra-se intimamente ligado as
caracteristicas hidrofobicas/hidrofilicas do material de implante. Medidas de angulo de contato

nestas superficies tornaram-se uma ferramenta essencial neste tipo de avaliago.

5.3.1 ~ Hidrofilicidade

Considerando que, quanto mais facilmente um liquido possa se espalhar numa superficie
polimérica, ou seja, quanto maior a molhabilidade desta superficie, menor serd O 4ngulo de
contato entre o liquido e a superficie, podemos utilizar este pardmetro estudar a hidrofilicidade de
materiais poliméricos. Assim, quando o 4ngulo de contato tende a zero (6 ~ 0%, o liquido molha
¢ polimero.

O grafico na figura 5.22 mostra a variago do dngulo de contato dos filmes revestidos com
hidrogéis e proteinas ¢ dos filmes matrizes de PE (antes ¢ apds a oxidagdo). As amostras 1, 2, 3,
4, 5 e 6 correspondem aos filmes de PE/PVA/PVP, PE/PVA/BSA; PE/PVA/HSA; PE/PVA, PE
Oxidado e PE Néo Oxidado, respectivamente. Como pode ser visto, os dngulos de contato dos
filmes revestidos estdio abaixo dos valores dos filmes matrizes, sendo que, dentre os revestidos, o
maior dngulo de contato foi observado para o filme de PE/PVA, decrescendo, sucessivamente,
para os filmes de: PE/PVA/HSA; PE/PVA/BSA e, por altimo, com menor dngulo de contato os
filmes de PE/PVA/PVP.

A redug8io no dngulo de contato indica, inversamente, o aumento da hidrofilicidade dos
filmes, tendo-se, portanto, para os filmes revestidos, como mais hidrofilico o filme PE/PVA/PVP
e menos hidrofilico, ou mais hidrofobico, o filme PE/PVA.
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Figura 5.22 - Angulo de Contato dos filmes de PE e filmes revestidos.

Comparando-se tais resultados ds micrografias de Adesdio Plaquetéria, torna-se possivel
correlacionar as caracteristicas de trombogenicidade dos filmes com a variagio de suas
caracteristicas de molhabilidade superficial. Os filmes revestidos com hidrogéis de PVP
apresentaram o menor &ngulo de contato €, também o melhor cariter anti-trombogénico. No
extremo oposto, os filmes revestidos com PVA, apresentaram o maior angulo de contato e,
também, o pior cardter anti-trombogénico, considerando-se a média das amostras destes filmes.
Entre estes valores extremos, encontram-se os filmes revestidos com BSA ¢ HSA, sendo que, os
filmes revestidos com BSA apresentaram maior 4ngulo de contato e melhor cariter anti-
trombogénico que os revestidos com HSA.

Tais resultados encontram-se coerentes com varios estudos, os quais relacionaram a
melhora da trombogenicidade de superficies poliméricas com o correspondente aumento de suas
caracteristicas hidrofilicas (Queiroz, 1994). Superficies com baixa tensio interfacial e,
conseqiientemente, baixos valores de dngulo de contato, exibem melhor interagdo com fluidos
bioldgicos e materiais sanguineos, minimizando a adsor¢io protéica e a adesdo celular, como no

caso da adesdo de plaquetas (Ratner, 1989).
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5.4 - Estudo Eletroquimico - EIS

Foram obtidas as curvas EIS para os filmes de polietileno antes ¢ apoés a oxidaglo ¢ para
os filmes revestidos com as diferentes blendas de hidrogéis, no momente em que foram
colocados em solugfio e 24 horas apds. A solugdo-eletrolito(PBS) foi previamente caracterizada,
obtendo-se curvas isoladas de seu comportamento, o que permitiu avaliar sua contribuicio nas
medidas de impedancia dos filmes.

Us resultados de impeddncia dos filmes podem ser analisados a partir de graficos ¢ dos
seus respectivos circuitos equivalentes,

As curvas de Bode, entre as demais geradas em ensaios pela técnica EIS, t8m se mostrado
uma fonte valiosa para a anélise das caracteristicas acerca do comportamento de revestimentos
organicos, seja como filmes livres ou depositados sobre substratos metdlicos {(Castela, 1998), bem
como no estudo das propriedades elétricas de materiais poliméricos (Sharma, 1998).

Nos diagramas de Bode do Médulo da Impedancia, estendendo-se as regides planas
{paralelas ao eixo da freqiiéncia) destas curvas até o ponto correspondente no eixo v (eixo da
Impeddncia), podem ser calculados valores de resistdneia Shmica os quais refletirfio,
'princi;)aimente, os valores da Impedancia relativos aos filmes. Tsto & possivel ser feito, pois estes
“trechos planos”, numa curva de Bode do Modulo da Impedancia, evidenciam uma regifo de
carater resistivo no sistema analisado (onde 8 aproxima-se de zero), regido esta em que a
impeddncia, por ndo possuir parte imaginaria, & igual A resisténcia. Este comportamento i}ade ser
confirmade verificando-se a variago do dngulo de fase nas curvas de Bode-Fase.

Nas curvas de Nyquist € possivel extrair os valores minimo e méximo da frequéneia de
polarizagfio, pois estes se encontram sobre o eixo da componente real da impedéncia. Assim,
tornando-se o ponto onde a frequéneia de polarizagfio f ¢ méxima, tem-se o valor de Ry e no
valor minimo de f tem-se Rq +R,,, podendo-se obter o valor de Rp. No ponto de méximo da curva
{vértice) teremos o valor de @ueque pode ser calculado através da relaglo @y = 2nf Destes
dados pedemos calcular a capacitincia pela relagio: C = (Ro . @y’ Estes valores foram
uttlizados como referéncia para a previsiio dos valores dos elementos dos circuitos elétricos
equivalentes obtidos para cada sistema.

A analise das curvas EIS pode entdo ser associada 20s demais fendmenos ocorridos nos

filmes (fendmenos estes provenientes das alteragBes estruturais de suas superficies e ja
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previamente investigados pelas técnicas anteriormente descritas) associando-se diferentes
aspectos da curva a um elemento de circuito equivalente.

Os resultados serdio primeiramente avaliados de forma qualitativa, sendo discutidos os
valores quantitativos apés a apresentagio dos circuitos elétricos equivalentes e dos respectivos

valores de seus elementos.

5.4.1 — Solucic de Ensaio (PBS)

Do ensaio EIS feito com a solugio PBS isoladamente foi obtida a curva de Bode-Modulo
vista na Figura 523 e a curva de Bode-Fase, vista na figura 5.24. Na curva de Bode-Modulo
pode-se ter uma idéia aproximada a respeito do valor numérico da resisténcia do sletrélito,
através do patamar resistivo visualizado nas regifes de alta frequéncia. Este valor estd
“embutido” nas mediges de cada filme, mas ainda desconhece-se a possibilidade de subtrai-lo
aritmeticamente dos valores de impedancia encontrados para os filmes. O comportamento
resistivo deste patamar € confirmado através da curva de Bode-Fase, onde 6 tende a zerc nas

regifes de mais alta freqiiéncia.

CURVA DE BODE-MODULO

(RRETE MR R N ST SRR e MNRTTT WA Trr IR T AT
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d.
S

L L T VI — T
10° 10t w07 19" 100 102 100 0t 1t 10f
Fragquéncia {hz}

Figura 5.23 — Curva de Bode — Médulo para a Soluciio PBS
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Figura 5.24 — Curva de Bode-Fase para a Solugio PBS
5.4.2 — Efeito da Oxidacéio nos Filmes de PF Matrizes para Revestimento

As figuras 5.25, 5.26 ¢ 5.27 mostram as Curvas de Impedéncia de Bode-Mddulo, Bode-
Fase e Nyquist para os filmes de PE Nio Oxidado e PE Oxidado assim que colocados em
solugdio (i),

Mota-se, na figura 5.25, no intervalo de frequéncias entre 10° e 10% hz, o deslocamento do
patamar resistivo do filme de PE oxidado com relacdo ao PE Nio oxidado, com aumento do-seu
valor. Tal comportamento ¢ observado na figura 5.26 como um deslocamento & esquerda do pico
de fase, além de sua conseqiiente diminuicdo.

Nio s¢ observa, nestas curvas, o patamar cotrespondente 4 resisténeia do eletrdlito;
identifica-se, também, duas regides capacitivas cujos dngulos de fase estdio proximos a 30°,

Na figura 5.27, observa-se a formacso de um arce capacitivo na regifio de alta freqiiéneia

o qual quase volta a fechar-se sobre o eixo da impedancia real, para, em seguida iniciar o que
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parece ser um nove arco, cuja inclinagio sugere que ele s¢ voltars a fechar-se apds muitas
décadas.de freqiiéneia.
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Figura 5.25: Curva de Bode - Médulo — Filmes de PE e PE Oxidado em (to)
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Figura 5.26: Curva de Bode - Fase — Filmes de PE e PE Oxidado em {ta)
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Figura 5.27 - Curvas de Nyquist - Filmes de PE ¢ PE Oxidado em (ty)

As figuras 5.28, 5.29 e 5.30 mostram as Curvas de Impedincia de Bode-Médulo, Bode-
Fase e Nyquist para os filmes de PE Nio Oxidado e PE Oxidado apos 24h em solugfo (th).

Na figura 5.28 cbserva-se qualitativamente para estes filmes o mesmo comportamento
ocorrido com os filmes de PE Nio Oxidado e PE Oxidado assim que colocados em solucfio (t,),
ou seja, o deslocamento, & esquerda, do patamar resistivo do filme de PE oxidado com relagio ao
PE nfo oxidado; sendo que para os filmes em 6,4, este deslocamento se da em frequéncias mais
baixas (107 ¢ 10°). Tal comportamento ¢ observado na figura 5.29 como um deslocamento 4
esquerda do pico de fase, além de sua conseqiente diminuicio. Este deslocamento se da,
quantitativamente, em 1 (uma) ordem de grandeza dos filmes oxidados em relagio acs ndo
oxidados.

Observa-se também que os valores do médulo de impedancia dos patamares resistivos sio
superiores aqueles obtidos para t) ¢ ndio se percebe nitidamente a segunda capacitincia (nas
regides de baixa frequéncia) observada para os filmes em 1.

Na figura 5.30 observa-se mais claramente a formagio dos arcos capacitivos em alta

freqiiéneia ¢ 2 tendéncia de um segundo arco em diregfo 4s regides de baixa fregiiéncia.
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Figura 5.29: Curva de Bode - Fase - Filmes de PE e PE Oxidado {($24)
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Figura 5.30 - Curvas de Nyquist - Filmes de PE ¢ PE Oxidado em {tz4)

Sugere-se que a influéneia fortemente polar dos grupos carbonilicos, CO,H, oriundos do
processo oxidativo, seja a respensével primaria pelo aumento total da impedéncia observada nos
filmes oxidados, por acréscimo de suas caracteristicas capacitivas.

Embora os filmes de PE Oxidado tenham se mostrado mais hidrofilicos pelos valores de
angulo de contato obtidos, o aumento de sua impedancia em relagio aos filmes nfio oxidados,
pode ser atribuido 4 presenga de derivados carbonilicos cetdnicos & aldeidicos provenientes da
oxidaglio, os quais sfo referenciados como menos condutivos em relaco aos derivado
carboxilicos. Além disso, embora o tratamento com 4cido crmico ndo cause o intumescimento
do polimero durante a oxidagdo (Rasmussen, 1977), parece bastanie provavel que esteja
ocorrendo um intumescimento proveniente da manutengio dos filmes em solugBo PBS durante o
petiodo de 24h gerando o aumento dos valores dos médulos de impedéncia destes filmes. Este
comportamento pode ser observade tanto para os filmes de PE oxidados, quanto para os ndo-
oxidados, conforme visto nas figuras 5.31, 532 5.33, onde ¢ analisado o efeito do periodo de
24h em que os filmes sio mantidos em soluglio, entre a primeira e a segunda medigio de

inpedancia.
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5.4.3 — Efeito do tempo de permanéncia em solucdo para os filmes matrizes

As figuras 5.31, 5.32 ¢ 5.33 mostram as Curvas de Bode-Moédulo, Bode-Fase e Nyquist
para os filmes de PE Nio Cxidado e PE Oxidado nos dois tempos de medigdo (t,) € (f24).

Na figura 5.31 observa-se para os dois filmes, PE Nio Oxidado e PE Oxidado, o
deslocamento dos patamares resistivos dos filmes em ty4 com relacfo aos filmes em t,, com um
respectivo aumento de seus valores (vide tabela 5.1), sendo tal comportamento observado na
figura 5.32 como um deslocamento & esquerda das curvas de fase dos filmes em ty, em relagiio
aos filmes £, além de sua conseqiiente diminuigio. Observa-se, também, a auséneia da segunda
capacitincia para os filmes em tys, observada para os filmes em t; nas regifes de. baixa
freqtiéneia.

Na figura 5.33 observa-se a maior amplitude dos arcos resistivos dos filmes em t4 com
relaglio aos filmes em 1o mostrando que os filmes tornaram-se mais resistivos apds o periodo.de

24 horas.
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Figura 5.31: Curva de Bode/Modulo - Filmes de PE e PE Oxidado em ty ¢ f24
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5.4.4 — Efeito do tempo de permanéncia em solugdo para os filmes revestidos

O efeito da manutenciio em solugdio PBS pelo periodo de 24h para cada filme revestido
pode ser observado nas figuras 5.34 a 545, através das curvas de Bode-Médulo, Bode-Fase e
Nyquist respectivamente. O aumento do médulo da impedancia neste perfodo, o qual & notado
qualitativamente para todos filmes pelo deslocamento de seus patamares resistivos, sugere um
possivel efeito combinado de intumescimento dos polimeros com seus diferentes graus de
hidrofilicidade .

Se, por um lade, a impedancia aumenta com o intumescimento, por outro, ¢ aumento da
hidrofilicidade parece melhorar a condugfio, ou seja, os filmes mais hidrofilicos apresentaram
menor aumento de impeddncia em 24h. Este comportamento é claramente observado se
compararmos os filmes recobertos com PVP (figuras 5.34 a 5.36), os quais apresentaram maior
molhabilidade (menor 4ngulo de contato medido), com os filmes recobertos somente com PVA
(figura 5.43 a 5.45), 0s quais apresentaram maiores valores de dngulo de contato sendo, portanto,
0s mais hidrofdbicos dentre os filmes revestidos.

Além dos patamares resistivos dos filmes em tp; estarem qualitativamente. acima dos
patamares dos filmes em tp, observa-se também seu deslocamento & esquerda (para regides de
menor frequéncia) com relacfio aqueles.

J4 para as regibes capacitivas, néo se observa variagdo entre os filmes t e ty4 nas regides
de baixa frequéncia. Por outro lado, nas regides de alta frequéncia ¢ possivel observar uma
variagde muito discreta para as curvas em 24 horas, sendo que somente para os filmes recobertos
com PVA (figura 5.43) pode-se visualizar melhor um pequeno deslocamento entre.as curvas em
ty € t4, estando tyy acima de 1 .

Nas figuras 5.36, 5.39, 5.42 e 5.45 observa-se a maior amplitude dos arcos resistivos dos
filmes em t54 com relagfio 20s filmes em tp, mostrando que os filmes tornaram-se mais resistivos
apos o periodo de 24 horas. Assim como para as representagdes de Bode, estas curvas sugerem
um possivel efeito combinado de intumescimento dos polimeros com seus diferentes graus de
hidrofilicidade .
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Figura 5.35: Curva de Bode/Fase — PE/PVA/PVP
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5.4.5 - Efeito do Revestimento com Hidrogéis sobre os filmes de PE

Nas Figuras 5.46 a 5.49 estdio agrupadas as Curvas de Bode-Médulo e Bode-Fase para os
filmes revestidos com hidrogéis, juntamente com os filmes matrizes de PE Nio Oxidado ¢ PE
Oxidado, nos tempos de ensaio ty € tay.

De modo geral, nas curvas de Bode-Modulo observam-se regides resistivas € capacitivas
bem defimidas, podendo-se avaliar o comportamento dos filmes revestidos com relagic aos
filmes de PE usados como matrizes para o revestimento. Os patamares resistivos evidenciados
para todos os filmes s3o confirmados através das respectivas curvas de Bode-Fase, onde 9 tende
a zero nas freqiiéncias de medig8o correspondentes.

Os filmes revestidos apresentam valores de modulo de impedincia, nos patamares
resistivos, menores, em aproximadamente 1 ordem de grandeza (tabela 5.1), com relagio aos
filmes de polietileno nfo oxidado e oxidado.

Observa-se, também, que os patamares resistivos dos filmes revestidos encontram-se
deslocados para regides de mais alta frequéncia em relaciio aos filmes de polietileno; este
comportamento ¢ visualizado nas curvas de Bode — Fase, com o deslocamento a direita dos picos
de fase destas curvas.

O polietileno ¢ intrinsecamente um isolante elétrico, o que foi verificado
experimentalmente pelos valores qualitativamente maiores de seus patamares resistivos.
Entretanto esta resist®neia diminuiu sensivelmente ap6s o revestimento com hidrogéis, donde se
pode considerar que estes revestimentos, de alguma forma, estiio favorecendo a condugio nestas

amostras.
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Tabela 5.1 — Variag#io do Médulo da Impedéncia dos Filmes com o tempo de Manutencio em
Solugdo nos patamares resistivos das curvas de Bode-Médulo.

1574000 2529000 494000 995000 1228000 1316000

20,25 52,84 0,972 1,516 2,310 3,321

3.4.6 — Ajustes das Curvas de Impedéneia através dos Circunitos Equivalentes

As figuras 5.50 a 5.61 mostram os ajustes entre as curvas obtidas experimentalmente ¢ os
ajustes correspondentes a0 circuito equivalente proposto para os sistemas, sendo que as figuras
5.50 a 5.55 referem-se aos dados obtidos em 1, ¢ as figuras 5.56 2 5.61 em 1. Estes ajustes foram
fertos utilizando-se o circuito visto na figura 3.6 (capitulo 3).

De forma geral, o circuito proposte proporcionou o ajuste bastante proximo de todos os
sistemas de filmes analisados, observando-se valores de chi quadrado da ordem de 107 para
todos os filmes, o que evidencia um bom ajuste.

Os valores obtidos para os elementos do circuito equivalente, para os filmes em 1o, tabela
5.2, e para os filmes em 1y, tabela 5.3, evidenciam os aspectos qualitativos discutidos

anteriormente,
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Tabela 5.2 — Valores dos Elementos de Circuito equivalente para os filmes em t,.

FILMES
BLEMENTOS =
PE NAO PE PE/PVA/PVP | PE/PVA/BSA | PE/PVA/HSA | PEPVA
OXIDADO | OXIDADO
R (Chm) 380 500 384 600 459 300
Q¢ (nF) 69 27 89 72 71 100
1 0,94 0,93 0,94 2,935 £,95 0,90
Ry (Ohm) x10° 19 26 6 10 12 i5
Qe (nF) 277 299 275 278 253 249
1y 0,81 0,86 0,84 0,83 (0,86 0,87
R, = Resisténeia da Solugiio PBS
Q¢ = Capacitancia do Filme (CPE)
n; = coeficiente de corre¢do do CPE
Re= Resisténeia do Filine
Qi = Capaciténeia de Troca de Carga (CPE)
np = coeficiente de correcdo do CPE
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Figura 5.56: Curvas Experimental e Ajuste para PE Nio oxidado (60
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Tabela 5.3 — Valores dos Elementos de Circuito equivalente para os filmes em t,,

FILMES

ELEMENTOS =

PE NAC PE PE/PVA/PVP | PE/PVA/BSA | PE/PVA/HSA | PE/PVA

OXIDADO | OXIDADO
R, (Ohm) 355 605 408 236 373 251
Q¢ (nF) 0,88 0,95 1,17 0,87 0,94 1,31
1 0,92 0,93 0.92 0,94 0,92 0,90
R¢ (Ohm) x10° 226 687 10 15 25 38
Q, (1F) 311 355 261 247 249 242
1 0,87 0,94 0,83 0,34 0,38 0,86

R, = Resisténcia da Solugio PBS
Qr = Capacitiincia do Filme (CPE)

1, = coeficiente de corregdo do CPE
R = Resisténeia do Filme
Q. = Capacitincia de Troca de Carga (CPE)

ny = coeficiente de corregfio do CPE

23




5.4.7 ~ Correlagfio entre as Caracteristicas Eletroquimica e Fisico-Quimicas dos
Revestimentos de Hidrogéis

Estudos das caracteristicas eletroquimicas de filmes poliméricos, utilizando a EIS, t2m
mostrado haver uma relagfio direta entre a diminuigdo da resisténeia e o aumento da sorgio de
ions nos filmes, além de evidenciar o aumento da capacitdncia relativo ao aumeanto da sorgio de
agua por estes. (Mansfeld, 1986), (Inone, 1998). Trabalhos correlaios mostram que sido
encontrados valores maiores de capacitincia para filmes imersos em solugdes salinas do que para
filmes imersos em Agua, (tendo-se constatado o aumento da sorgdic em solucdo salina pela
diminuigfo do dngulo de contato) e que os valores de resisténcia destes filmes diminuem com o
aumento da sor¢io de dgua. (Sharma, 1998);

A partir disto, a analise destes valores po'de ser relacionada as mudangas estruturais na
superficie polimérica, mudangas estas que se refletem nas caracteristicas hidrofilicas e
trombogénicas destas superficies ¢ provocam alteragBes no comportamento eletroquimico do
material, permitindo, desta forma, relacionar as caracteristicas avaliadas pela #écnica EIS com as
demais caracteristicas superficiais anteriormente citadas.

Desta forma, tornou-se possivel correlacionar as caracteristicas trombogénicas dos filmes
revestidos com hidrogéis com suas caracteristicas eletroquimicas obtidas através da técnica EIS.

As figuras 5.62 a 5.64 mostram as Curvas de Bode-Modulo, Bode-Fase e Nyquist para os

filmes revestidos com hidrogéis apos 24h em PBS.
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Figura 5.64: Curva de Nyquist: filmes revestidos com hidrogéis

Observa-se na figura 5.62 uma aproximacfio das curvas nas regides de comportamento
capacitivo, encontrando-se uma diferenca mais acentuada entre os valores de impedéncia nas
regides puramente resistivas, destacando-se o filme PE/PVA/PVP com o valor minimo para o
patamar resistivo ¢ o filme PE/PVA com o valor maximo. Entre estes dois valores encontram-se
os revestimentos com BSA e HSA, sendo que o filme PE/PVA/BSA apresenta patamar. resistivo
abaixo do patamar do filme PE/PVA/HSA. Tal comportamento se reflete na figura 5.63 como um
deslocamento a esquerda dos picos de fase dos filmes PE/PVA ¢ PE/PYVA/HSA com relagio aos
filmes PE/PVA/PVP ¢ PE/PVA/BSA.

Considerando os filmes revestidos em ordem crescente de seus valores de impedancia,
verifica-se tambem nesta ordem, o aumento do dngulo de contato, mostrando uma relaciio direta
entre a variacdo de ambas caracteristicas. Paralelamente a esta relagfio, verifica-se uma plora nas
caracteristicas anti-trombogénicas dos respectivos filmes. Para visualizar melhor estas relagSes
foi construida a tabela 5.4, a qual mostra os valores das resisténcias dos filmes extraidas dos
elementos de circuito associando-lhes os valores de dngulo de contato e a respectiva qualificaciio

da caracteristica anti-trombogénica.
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Tabela 5.4: Caracteristicas fisico-quimicas e trombogenicidade dos filmes revestidos {(tzs) em

fungfo do aumento da impedéncia.
AMOSTRAS |RESISTENCIA ANGULO DE CONTATO | HEMOCOMPATIBILIDADE
| (Ohm)x 10° (grau)
PVA/PVP (10) 42 MUITO BOA*
PVA/BSA (15) 44 MUITO BOA
PVA/HSA (25) 46 BOA
PVA (38) 49 REGULAR

* melhor comportamento anti-trombogénico

A medida da adesfio plaquetaria em filmes recobertos com hidrogéis, como par@metro da
trombogenicidade destes filmes, tem sido relacionada as caracteristicas hidrofilicas destes
materiais de forma que, quanto maior o contetido de agua absorvido pelo hidrogel, melhor suas
caracteristicas hemocompativeis.

Kulik (1996) estudou a adeso plaquetaria em vérios tipos de hidrogéis hidrofilicos,
incluindo 0 PVA, e observou que todos exibiram niveis de adesdo plaquetaria muito menores que
polimeros hidrofobicos de grau médico ja comumente utilizados, como o silicone e a poliuretana.
Ele verificou também que, quanto maior o conteido de 4gua no hidrogel, menor a adesdo
plaquetdria neste, encontrando valores minimos de plaquetas aderidas para contetdos de dgua no
hidrogel em torno de 90%.

A partir destas consideragGes ¢ analisando a tabela 5.4 podemos verificar que esta relagio
¢ mantida pois, quanto menor o 4ngulo de contato dos filmes revestidos, ou seja, quanto maior a
hidrofilicidade destes materiais, methor se mostram suas caracteristicas hemocompativeis.
Associado 2 este comportamento observa-se uma clara diminui¢io nos valores de resisténcia,
conforme visto nas figuras 5.62 a 5.64 ressaltando a relago proporcional entre a melhora da
hemocompatibilidade dos filmes e as suas resistdncias. Considera-se que a diferenca nos
processos de condugdio seja devida a um provavel mecanismo de absor¢do de eletrdlito nos
filmes, conforme estes se tornam mais hemocompativeis a partir da melhora da hidrofilicidade de

suas superficies.
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Capitulo 6

Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

6.1 - Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitiram chegar as seguintes conclusdes;

A técnica de Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica mostrou-se eficiente na
caracterizagdo da trombogenicidade de hidrogéis poliméricos de PVA e das blendas de hidrogéis
de PVA com PVP, BSA ¢ HSA.

A condutividade elétrica nos filmes revestidos mostrou-se relacionada a variagio da
hidrofilicidade dos mesmos, ocorrendo a diminuig8o da resisténcia conforme os filmes tornaram-
se mais hidrofilicos e menos trombogénicos. Este comportamento est, provavelmente, associado
a uma maior sor¢do de eletrélito pelos filmes, facilitado pelo aumento da hidrofilicidade.

A técnica EIS mostrou-se sensivel ds variagdes ocorridas nas superficies dos filmes de
polietileno apos estes terem sido submetidos ao processo de oxidacio quimica, observando-se um
aumento de resisténcia atribuido aos fortes grupos polares inseridos pelo processo oxidativo;
entretanto ndo foi possivel estabelecer uma relagio padrio entre diferentes pardmetros de
oxidagdo ¢ a resposta eletroquimica dos filmes.

Para todos os filmes observou-se uma relago entre 0 mecanismo de condugéo e o tempo

de manutengdo dos filmes em solucfio, ocorrendo o aumento da impedéncia entre os tempos
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inicial e final (24h), atribuindo-se tal comportamento ao intumescimento dos filmes apos 24hs
imersos em solucgdo.

Os valores de capacitincia dos filmes revestidos mostraram-se maiores apos 24hs em
solugfo, mostrando-se coerentes com o processo de sorgdo de eletrélito.

O processo de oxidagdio foi eficiente na introdugsio de grupos polares na superficie dos
filmes promovendo a adesdo dos revestimentos de hidrogéis.

A espectroscopia de infravermelho foi auxiliar na verificagio da alteracfio produzida nos
filmes pelo processo de oxidacio.

A oxidag8o dos filmes tornou-os mais hidrofilicos e mais trombogeénicos que os filmes
matrizes de PE.

Os filmes de PEBD tornaram-se mais hidrofilicos apés o revestimento com hidrogéis.

O revestimento dos filmes com hidrogéis de PVA, blendas PVA/PVP, PVA/BSA e
PVA/HSA provocou uma acentuada melhora nas caracteristicas hemocompativeis dos filmes.
Notadamente, a adigfio de PVP gerou a melhor caracteristica hemocompativel.

O ensaio de Angulo de Contato foi essencial na correlagdo das caracteristicas hidrofilicas
¢ eletroquimicas dos filmes. Da mesma forma, na correlagiio das caracteristicas hidrofilicas e
trombogénicas.

A microscopia eletrénica de varredura foi determinante na caracterizacdo quantitativa do

grau de trombogenicidade dos filmes.
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6.2 - Sugestdes para Trabalhos Futuros

Estudar o comportamento eletroquimico de filmes de polietileno oxidados, buscando-se,
atraves da espectroscopia de infravermelho, estabelecer uma relagdo entre os grupos carboxilicos
introduzidos no filme virgem e suas caracteristicas de impedancia.

Medir o contetdo de 4gua dos hidrogéis, visando obter uma relagdo direta entre
mmpedancia/hidrofilicidade/contetido de 4dgua.

Avaliar 0 comportamento capacitivo dos filmes matrizes e revestidos em fungéio do tempo
para periodos de imersdo mais longos.

Estabelecer a relagfo entre capacitincia e o conteido de 'égua nos hidrogéis.

Estudar novas composigdes de blendas PVA/PVP buscando estabelecer a melhor
proporgdo entre os dois materiais, a qual promova um caréter anti-trombogénico ideal.

Obter novas blendas com albumina humana, controlando-se o processo de cura térmica

para evitar uma possivel desnaturagfio desta proteina.
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