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Tpr: tempo meédio de formagio da rede de fibrina para a placa recoberta

T e tempo médio de formagio da rede de fibrina para a placa sem recobrimento

pst-
TR taxa de transferéncia

v’: volume da molécula



Nomenclatura

v: velocidade de deposigdo

V: volume da solucdo

IT: pressdo superficial

Il pressio de colapso

I, pressdo critica

e: espessura da placa

v: tensdo superficial do liquido

vo: tensdo superficial do liquido na presenga da monocamada de moléculas anfifilicas
9: 4ngulo de contato

p: densidade do liquido



RESUMO

Alves, G.P. - Recobnimento de superficies de PVC com filmes de Langmuir-Blodgett

nsando fosfatidiletanolamina.
Tese ( Mestrado) - Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas,
1999,

Os biomateriais vém se tornando cada vez mais importantes dentro do cendrio
médico. Porém, o que restringe suas aplicagdes sdo as reagdes adversas que ocomem
quando essas superficies entram em contato com os fluidos bioldgicos. Uma alternativa
para reduzir as reagdes adversas € aumentar a sua hemocompatibilidade ¢ a mimetizagdo
das interfaces biologicamente inertes, como a superficie externa de globulos vermelhos e
plaquetas, que possuem em comum a presenga dos fosfolipidios neutros fosfatidilcolina

(PC), fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho de pesquisa foi estudar o
recobrimento de superficies comerciais de policloreto de vinila (PVC) com os fosfolipidios
isolados dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) e dipalmitoilfosfatidiletanolamina
(DPPE) ¢ com DMPE em misturas com dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e derivatizado

com polietilenoglicol (PEG), através do processo de Langmuir-Blodgett (LB).

O recobrimento foi caracterizado através de determinagdes do Angulo de contato
dindmico em 1nterface ar-agua e do tempo de fibrina e através de microscopia de forga
atdomica. Os resultados experimentais indicaram a factibilidade do recobrimento das
superficies com os fosfolidios isolados ou com suas misturas, € uma boa correlagio entre as
técnicas de caracterizagdo utilizadas. De uma maneira geral, as superficies recobertas
tornaram-se mais hidrofobicas e mais hemocompativeis, se comparadas com as superficies
ndo recobertas. O recobrimento mostrou-se dependente da composigio dos fosfolipidios e
das variaveis operacionats do processo. Esses resultados sfo importantes para aplicacdes do

PVC em utensilios médicos e circuitos extracorporeos.

Palavras-chave: filmes de LB, fosfolipidios, hemocompatibilidade, policloreto de viniia



ABSTRACT

Alves, G.P. - Coating of PVC surfaces with Langmuir-Blodgett films using
phosphatidylethanolamine
Master Thesis - Chemical Engineering School, State University of Campinas, 1999.

Biomaterials have becoming important in modem medicine. However, their
applications are hmited by the adverse reactions that occur when the foreign surfaces
contact blood. An alternative approach to reduce adverse reactions and to increase the
hemocompatibility concems to the mimicry of biologically inert interfaces, such as the
external membrane surfaces of erythrocytes and platelets. These surfaces are composed by
the zwitterionics phospholipids phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE)

and sphingomyelin.

Based on these concepts, in this work was studied the coating of commercial
polyvinylchloride (PVC) surfaces with the pure phospholipids
dimyristoylphosphatidylethanolamine (DMPE) and dipalmitoylphosphatidylethanolamine
(DPPE) and with mixtures of DMPE with dimyristoviphosphatidylcholine (DMPC) and
functionalized with polyethylene glvcol (PEG), by Langmuir-Blodgett (LB) process.

The coating was characterized by dynamic contact angle in air-water systems, fibrin
time and atomic force microscopy. The experimental results showed that the PVC plates
were covered with pure phospholipids and with their mixtures, and that there is a good
relationship among the characterization methods. In the majority of the situations, the
covered surfaces became more hydrophobic and presented enhanced hemocompatibility.
The covering is dependent on the phospholipid composition and the operational variables
of the process. These results are important to improve the performance of PVC in medical

devices and in extracorporeal circuits.

Key-words: LB films, phospholipids, hemocompatibility, polvvinylchloride.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A aplicagdo clinica de aparelthos ou materiais que entram em contato com © sangue
¢ de mailor imporidncia na pratica da medicina moderna. As reagdes adversas entre
superficies estranhas ou protéticas € 0s componentes do sangue sdo 0s principais fatores
gue restringem a aplicagio desses biomateriais. Nas tltimas décadas muita pesquisa e
capital tem sido direcionado para o desenvolvimento de materiais que ndio provoquem a
formacio de trombos quando expostos ao sangue. Porém, devido a complexidade e
interdependéncia de muitos par@metros que influenciam a ativagdo das plaquetas ¢ a
coagulagio sangliinea, poucos materiais tromboresistentes tém sido satisfatoriamente

obtidos.

Nenhuma teoria individual fornece uma explicagdo satisfatoria da tolerincia
biologica dos varios biomateriais em uso correntemente ¢ muitas hipoteses t€m sido

propostas para a avaliagio da hemocompatibilidade dos novos materiais.

A natureza quimica inerte era antigamente a propriedade bésica para o
desenvolvimento de materiais usados no contato com o sangue. Mas, uma vez expostos ao
ambiente dindmico do sangue, as propriedades interfaciais dessas superficies podem ser

modificadas, resultando na formag&o do trombeo.

Varias alternativas tém sido buscadas para reduzir ou até mesmo eliminar a
trombogenicidade dos materiais, dentre as quais o acoplamento de agentes anti-plaquetas,

biopolimeros e a mimetizagdo de interfaces biologicamente inettes.

O acoplamento de agentes anti-plaquetas as superficies polimericas reduz ou até
mesmo elimina, como ja indicado através de testes in vifro, a ativagio das plaquetas. Uma
classe importante desses agentes sdo as prostaglandinas. A imobilizagdio de grupos
antitromboticos, tal como heparina, sobre superficies também tem sido realizada com o

objetivo de reduzir a formagdo de trombos. A aplicagiio clinica dessa técnica € hmitada
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pela gradual erosdo ou dessor¢do do grupo antitrombotico (Hoffiman, 1987). Kim et al., em
1987, mostraram que o acoplamento de biopolimeros como a albumina sobre a superficie

polimérica também aumenta a hemocompatibilidade.

A mimetizacio de interfaces biologicamente inertes, como a membrana celular
externa de globulos vermelhos e plaquetas, representa um novo método de modificacio das

superficies poliméricas. Esse método possui a vantagem de ndo causar reagdes adversas.

Neste trabalho foi estudado o recobrimento de superficies comerciais de poli-
cloreto de vinila (PVC) com o fosfolipidio fosfatidiletanolamina (PE) isolado, em misturas
com fosfatidilcolina (PC) e derivatizado com polictilenoglicol (PEG) através de filmes de
Langmuir-Blodgett (filmes de LB). Para a avaliagio do recobrimento em relagfo as
dimensbes relativas entre as porgdes polares e apolares das moléculas de PE foram
realizados experimentos com os fosfolipidios dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) e
dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE), com 14 e 16 itomos de carbono na porgo apolar

respectivamente.

O PVC foi o polimero escolhido por ser o principal material termopléstico utilizado
em sistemas de tratamento extracorporeo. Primeiramente foram confeccionadas placas
planas de PVC obtidas a partir de tubos comerciais desse polimero. Para o PVC adquirir
flexibilidade, s8o adicionados plastificantes ao material, principalmente ésteres organicos.
A presenga do plastificante aumenta a hidrofobicidade da superficie, fazendo com que
ocorra uma deposicdo preferencial de fibrinogénio & superficie, a principal proteina
plasmatica causadora da adesfio ¢ ativagfo das plaquetas (Kim et al., 1976). Para reduzir

esses efeitos varios solventes de lavagem foram testados para a limpeza das placas de PVC.

As monocamadas foram caracterizadas atraves das suas isotermas de Langmuir e as
superficies recobertas através de microscopia de forga atdmica e através de determinacdes
do dngulo de contato dindmico na interface ar-dgua e tempo de fibrina. Todos os resultados

foram analisados tendo como referéncia placas sem recobrimento nas mesmas condigdes.
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O desenvolvimento deste trabalho estd inserido nos projetos MCT/PRONEX
(Grupo de Exceléncia em Biomateriais) e CNPg/PADCT-III (Membranas de Afinidade:
Remogdo de Auto-Anticorpos).

Um trabalho semelhante a este foi desenvolvido pela aluna Paula Rulf Marreco,
orientada pela Profa. Dra. Angela Maria Moraes, utilizando o fosfolipidio fosfatidilcolina.
O conjunto de resultados obtidos permitiu uma melhor contribui¢do para as pesquisas no
campo de mimetizagdo de superficies biologicamente inertes através do recobrimento com

fosfolipidios, visando a hemocompatibilidade.
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CAPITULO 2
OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ contribuir para o desenvolvimento de materias
hemocompativeis atraves do recobrimento de superficies de PVC com fosfolipidios

mimetizando a interface biologicamente inerte da membrana celular.

O trabalho foi desenvolvido nas seguintes etapas:

e Identificacfio das varidvels importantes do processo de recobrimento;

e Avaliacdo da influéncia da dimens#o das porgdes hidrofilicas e hidrofobicas das

moléculas dos fosfolipidios nas caracteristicas do recobrimento ¢ na hemocompatibilidade

das superficies;

e Avaliagio do recobrimento e de alguns aspectos da hemocompatibilidade das

superficies tratadas com filmes de Langmuir-Blodgett dos fosfolipidios fosfatidileta-

nolamina isolado, em mistura com fosfatidilcolina e derivatizado com polietilenoglicol.
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - BIOCOMPATIBILIDADE, HEMOCOMPATIBILIDADE £ TROMBOGENICIDADE

Os biomateniais constituem uma importante classe de materiais usados em
aplicacdes médicas que envolvem interacSes com sistemas biologicos. Esses materiais so
constituidos por metais, cerdmicas, vidros, polimeros naturais e sintéticos e devem
necessariamente ser biocompativeis. Atualmente, a utilizacdio de biomateriais em
dispositivos para implantes e circuitos extracorpdreos € extensa, ¢ o montante anual

envolvido em suas vendas é da ordem de bilhées de dolares.

Qs principais requisitos para a biocompatibilidade dos materiais sdo divididos em
duas categorias: durabilidade mecénica e biolégica, e compatibilidade com os tecidos e
com o sangue. Os requisitos para a primeira categoria estio associados as propriedades
volumétricas dos materiais e dispositivos, enquanto que a compatibilidade com tecidos e

com sangue depende das propriedades das superficies expostas.

Em termos gerais, compatibilidade com sangue, ou hemocompatibilidade, pode ser
definida como a propriedade do material ou dispositivo gue permite 0 seu uso em contato
com o sangue sem provocar reagdes adversas. Embora essa definicdo seja pouco criteriosa
para a descrigdo do que seja um material hemocompativel, algo mais aprofundado se
tornaria muito complexo devido aos varios mecanismos que o organismo tem disponivel
para responder as reagOes adversas com o sangue. Um mesmo material pode ser altamente

ativo para um determinado mecanismo de resposta, ¢ inativo para outro.

A compatibilidade de materiais com o sangue pode também ser vista pelo lado
oposto, considerando a trombogenicidade, ou seja, as rteagdes adversas especificas
produzidas quando um material entra em contato com o sangue. Essas rea¢des conduzem 2
formacdo de coagulos e seu desprendimento da superficie, podendo resultar em fendmenos

tromboembolicos, além da hemolise, ativacio do sistema complemento e outras reacgdes
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imunologicas. Portanto, ao se projetar materiais hemocompativeis e dispositivos, o

principal objetivo € minimizar essas reagdes indesejdveis com o sangue.

Embora viarios dispositivos ja sejam usados com sucesso em pacientes por muitos
anos e sejam julgados terapeuticamente benéficos, permanece a necessidade de pesquisa
para um melhor conhecimento das interagdes dos biomateriais com o sangue, bem como o
desenvolvimento ou modificagdes dos materiais ja existentes para melhorar a sua
hemocompatibilidade. Embora em muitos casos o desempenho desses materiais seja
aceitavel, isto ¢, a relagdo beneficio/risco ¢ alta, esses dispositivos poderiam ser
melhorados no sentido de reduzir os efeitos adversos das interacdes com o sangue, ¢
permitir 0 seu uso por um tempo mais prolongado. Além disso, muitos dispositivos
requerem o uso de anticoagulantes, como a heparina, para serem usados com seguranca e
por tempo prolongado. Modificages nos materiais de modo a reduzir a necessidade de
utilizacio dos anticoagulantes seriam muito benéficas, reduzindo os riscos de sangramento
e custos adicionais com o tratamento das complicagdes resultantes. Para certas aplicagdes,
especialmente aquelas que envolvem o uso por tempo prolongado, nfio existem dispositivos
gue desempenhem adequadamente as suas fun¢bes, mesmo quando drogas

antitrombogénicas sfio usadas (Ratner et al., 1996).

3.2 - POLIMEROS BIOMEDICOS

Os polimeros vém sendo cada vez mais utilizados na area biomédica. Eles podem
apresentar as mais diversas propriedades, variando de rigidos a flexiveis, termoplasticos a
termorrigidos, podendo ainda ser naturais ou sintéticos. Dentre os polimeros naturais,
destaca-se o uso da borracha natural e da celulose e dentre os sintéticos sio muito
utilizados o policloreto de vinila (PVC), o polietileno, ¢ politetrafluoretileno (Teflon ®), o
poliéster termoplastico (PET - Dacron ®), o nylon, os poliuretanos € a borracha de silicone

(Garcia, 1995).

O PVC, cuja formula estrutural € apresentada na Figura 1, € um dos polimeros mais

utilizados para a obteng¢io de materiais médicos, sendo usado na confecgiio de bolsas de
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armazenamento de sangue, tubos sangiiineos, proteses e dispositivos extracorpéreos
(Chapman e Durrani, 1985). A produc8o do policloreto de vinila iniciou-se em 1912 mas
somente em 1931 foi fabricado o PVC flexivel O PVC é um dos mais antigos
termopldsticos e tem se mantido como um dos polimeros mais importantes no decorrer dos

ultimos 60 anos da histéna,

( — CHy -— CH — ),

Cl

Figura 1: Formula estrutural do policloreto de vinila (PVC).

A presencga do grupo C-Cl de forma alternada na molécula do PVC produz uma
grande polaridade que atua intermolecularmente, tormando ¢ polimero tigido. Para a
formulaciio de compostos de PVC flexiveis sdo utilizados plastificantes, que, por sua vez,
devem possuir grupos polares para interagirem com os grupos C-Cl do polimero,
enfraquecendo as forgas intermoleculares na cadeia polimérica e tornando o PVC um
material flexivel. A quantidade de plastificante utilizada depende das propriedades

desejadas para a aplicacdo do polimero.

O plastificante, em geral, € um liquido de alto ponto de ebulicio ¢ deve apresentar
as seguintes propriedades: fongo tempo de vida atil, baixa degradagido e resisténcia as
variagdes quimicas ¢ térmicas. Os plastificantes mais utilizados no PVC sdo os ésteres
organicos. Dentre esses, os mais empregados sido diésteres de anidridos ftalicos com
alcoois de carbonos C4-Cyo. Em dispositivos médicos, tais como bolsas de sangue e
aparelhos de circulagio extracorporea, destaca-se o uso do plastificante di-2-etil hexil

ftalato (DOP), por apresentar facil disponibilidade e baixo custo.

A perda do plastificante para o meio ao qual ele encontra-se exposto ¢é
extremamente indesejavel, devendo este permanecer no PVC nfo apenas durante o tempo

de vida util do produto plastificado, mas também resistir a variagdes quimicas e ao contato
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com diversos fluidos. O plastificante pode ser removido do polimero através da extragio,
que ¢ a perda do plastificante de superficies para liquidos, da volatizagdo, perda do
plastificante para o ar, ou da migracdo., que ¢ a perda por transferéncia do plastificante
entre duas superficies em contato. A tendéncia de eliminagdo do plastificante depende do
tamanho da sua molécula e da sua taxa de difusdo no polimero. Quanto maior a molécula,

menor ¢ a difusao do plastificante.

Kim et al, em 1976, estudando o efeito do plastificante DOP do PVC na
hemocompatibilidade, identificaram sua presenga em tecidos de pacientes humanos que
sofreram transfusdo sangiiinea, com o sangue estocado em bolsas de PVC com DOP. Esse
estudo demonstrou que o ftalato pode ser extraido do polimero com metanol. Observou-se
que a extrac@o ocorria em duas etapas: na primeira havia a dissolugdo do ftalato da
superficie seguida pela difuséo do plastificante da regido interna do filme para a superficie,
devido ao gradiente de concentracio. Durante a extracdo do plastificante o dngulo de
contato com a agua diminuiu com o tempo, aumentando a molhabilidade da superficie, até
que foi alcangado um valor limite. Esse limite correspondeu ao dngulo de contato do PVC
puro. Desta forma, a presenca do plastificante aumentou a hidrofobicidade da superficie.
Superficies com ftalato apresentaram uma maior adsor¢do de proteinas do plasma tais
como fibrinogénio € y-globulina. Essas proteinas plasméticas induzem a adesdo ¢ a
agregacdo das plaquetas, imiciando assim, a formacio do trombo sobre superficies.
Superficies de PVC purc adsorveram em malor quantidade albumina, uma proteina
sangiiinea que ndo induz a trombogenicidade. Portanto, embora o uso do DOP nio se
mostrou indicado nesse tipo de aplicagd@o, ele é o unico plastificante aprovado pela Food

and Drug Administration (FDA/EUA) para entrar em contato com o sangue humano.
3.3 - COMPONENTES DO SANGUE E SEU PAPEL NA FORMACAO DE TROMBOS
O sangue ¢ um fluido complexo composto de plaquetas, hemaceas e leucocitos

suspensos em uma porgdo liquida, o plasma, que consiste de uma solugdo de proteinas,

moléculas inorginicas e eletrolitos.
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As plaquetas sdo células em forma de disco, n#o nucleadas, com didmetro de
3-4 um e um volume médio de 10x10” mm°. Sao produzidas na medula éssea e circulam a
uma concentracdo media em torno de 250000 células por microlitro, ocupando
aproximadamente 0,3% do volume total do sangue. Em decorréncia da sua estrutura, as
plaquetas s3o ce€lulas extremamente sensiveis, que respondem ao minimo estimulo e
realizam as seguintes fungdes: impedem inicialmente o sangramento através da formac@o
de tampdes plaquetdrios e estabilizam esses tampdes, catalisando reagdes de coagulagio
que conduzem a formacdo de fibrina, a qual adere a superficie da massa de plaquetas.
Quando ativadas por estimulos fisiologicos ou externos, as plaquetas iniciam as suas
funcdes tornando-se viscosas ou adesivas, sofrendo em seguida mudangas de forma,
acompanhadas de contragfo interna e liberagio de granulos para o meio dentre os quais a
adenosina difosfato (ADP) e a serotomina, que estimulam a agregacio irreversivel e a
formacio de trombos de plaquetas fundidas (Hanson e Harker, 1996; Guyton, 1976; Kim et
al., 1987).

As hemaceas sdo geralmente consideradas como participantes passivos RO Processo
de formacdio de trombos, uma vez que a sua atuagfio ocorre através do escoamento do
sangue em contato com a superficie do vaso ja danificado. Por esse motivo, 0 processo de
interagdo entre as hemadceas ¢ as superficies artificiais tem sido considerado de menor
importincia, € portanto recebido pouca atengdo nos estudos das interagdes do sangue com

os materiais (Hanson e Harker, 1996).

Os leucocitos possuem varias funcgdes em inflamagdes, infeccdes € resposta as
interacdes do sangue com superficies artificiais. As interagdes das celulas brancas com
dispositivos com grande area superficial pode ser extensa, resultando na sua expressiva
remogdo da circulacdo sanguinea. Em geral a sua importincia na formacgio de trombos em

relacdo as suas outras fungdes permanece indeterminada (Hanson e Harker, 1996).

As proteinas s@o moléculas orgdnicas construidas a partir de vinte aminoacidos
primarios que se combinam em sequéncias diversas para a sua formagdo, conferindo-lhes

grande versatilidade em suas fungOes. Cada molécula protéica possul uma seqiiéncia linear
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propria de aminoacidos porém, tanto 0 comprimento das cadeias quanto a sequéncia dos
aminoacidos diferem muito de proteina para proteina. Mais importante que a estrutura
particular caracteristica da proteina ¢ o fato que existe um Unico arranjo tri-dimensional da
seqiéncia de aminoacidos para cada proteina. Esse arranjo espacial resulta na localizagio
preferencial interna dos residuos hidrofobicos, enquanto os residuos polares e ionizados
ficam na porc¢do externa da proteina, em contato com a fase aquosa. Portanto, sdo estes
residuos externos que interagem inicialmente com a superficie, sendo gue as proteinas
normalmente envolvidas na adsorgdo sobre biomateriais sdo as proteinas sollveis presentes

no plasma sangiiineo (Horbett et al., 1996).

A adsorcdo de proteinas sobre biomateriais € geralmente ndo especifica, em
conseqiéncia dos numerosos sitios de ligagAo disponiveis para estabilizar a adsorgfo.
Portanto, a adsorcdo de proteinas sobre superficies poliméricas geralmente envolve
ligacdes ndo especificas com interagdes dos tipos hidrofobicas, eletrostaticas e ligagdes de
hidrogénio. Essas multiplas possibilidades de ligago podem resultar na desnaturacdo da
proteina adsorvida, a qual € a principal causa para a ureversibilidade termodindmica do

processo de adsorgio.

A adsorcdo de proteinas que ocorre quando os componentes do sangue s30 expostos
as superficies polimericas exibe as seguintes caracteristicas (Jozefonvicz e Jozefowicz,
1990; Horbett, 1993; Horbett et al., 1996):

- a concentracdo de proteina na superficie € maior que a do fluido biologico que a
contém;

- as diferentes proteinas competern para a adsorgdo. Essa competicio ¢ controlada
termodinamica ou cineticamente. No Ultimo caso, a natureza da camada de proteina
adsorvida muda com o tempo. Como cada proteina possui afinidade diferente em relagio a
cada tipo de superficie, o resultado da competic@o ¢ diferente em cada superficie;

- a seletividade do processo de adsorgfio conduz ao enriquecimento da fase
superficial de uma proteina versus outra. Essa caracteristica estd relacionada com a
atividade de superficie intrinseca de cada proteina (conseqiéncia da seqiéncia de

aminoacidos € da estrutura tri-dimensional);
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- a estrutura de cada proteina individual adsorvida sobre a superficie polimérica
muda com o tempo como resultado do processo de desnaturagdo da proteina. Além do
mais, a ligacdo de cada molécula de proteina ¢ diferente, dependendo das regides de
ligacdo envolvidas no processo de adsorcdo. Como conseqiéncia, a energia livre de
adsorcdo ndo € constante, vanando com o tempo e com os sitios de ligagio;

- as isotermas de adsor¢io ndo obedecem as leis simples. Elas mudam com a
natureza das misturas protéicas, tempo e a natureza dos diferentes sitios de ligagdo na
superficie do polimero € a proteina;

- a adsorgio de proteinas sobre superficies poliméricas € altamente irreprodutivel. E
uma fung¢do do processamento do material o qual, por sua vez, controla a distribui¢io das
heterogeneidades locais dos sitios de ligacio;

- normalmente a monocamada de proteina adsorvida € a quantidade limite que pode
ser adsorvida;

- a proteina adsorvida pode causar a adesdo das células, através de ligagdes
especificas entre receptores celulares-proteina, como por exemplo a ligacio entre

receptores de plaquetas-fibrinogénio.

A cinética da adsorc¢o de proteinas sobre superficies solidas geralmente consiste de
uma fase inicial muito tapida que é limitada pela difusdo, seguida por uma fase lenta

proxima ao valor do estado-estacionario.

A adsorgfo predominante de proteinas tais como cininogénio de alto peso molecular
e seus complexos € responsavel pela ativagdo do processo de coagulagfo sangilinea. A
ativaciio do sistema de complemento seguido pela resposta imune celular ¢ humoral

também pode resultar do processo inicial de adsorgdo de proteinas.

As interagOes entre as plaquetas e as superficies s30 controladas pela natureza da
camada de proteina adsorvida. As proteinas de adesdo do plasma para as plaquetas sdo:
fibrinogénio, fibronectina e vitronectina; no caso dos materiais poliméricos a principal
proteina de ligacdo € o fibrinogénio. Quando as proteinas de adesdo estdio dissolvidas no

plasma a ligacfio so ocorre se as plaquetas forem estimuladas, entretanto proteinas
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adsorvidas sobre superficies podem se ligar mesmo a plaquetas nfo estimuladas. Acredita-
se que a adsorgdo seletiva dessas proteinas a superficies sintéticas, em competigdo com as
outras proteinas ndo adesivas que também tendem a adsorver, medie a adesdo das plaquetas

as superficies (Jozefonvicz e Jozefowicz, 1990; Horbett, 1993, Horbett et al., 1996).

3.4 — MECANISMOS DE RESPOSTA A DISTURBIOS NA CIRCULACAO DO SANGUE

Trés sf@o os mecanismos de resposta a distirbios na circulacio do sangue:
hemostase, trombogénese e coagulagdio. A hemostase € a interrupgdo expontdnea do
sangramento ou hemorragia de vasos sangiiineos danificados, que se contraem
imediatamente, promovendo em segundos a adesio de plaquetas pela ligagdo de

trombocitos ao colageno exposto, e a formacio do tamp3o plaquetdrio.

A trombogénese € um estado alterado da hemostase, que compreende a formagio de
trombos. O trombo vermelho se assemelha ao coagulo sangiiineo formado in vitro ¢ €
composto, em sua maior parte, de uma rede de fibrina misturada com plaquetas e células

vermelhas do sangue.

A coagulagiio do sangue ocorre em uma seqiéncia de reages proteoliticas,
conhecida como cascata de coagulagdo. Em cada passo, um fator coagulante sofre
protedlise, tornando-se ativo e subsequentemente ativando o proximo fator até que
finalmente um coagulo de fibrina insolirvel seja formado. A coagulagdo do sangue pode
ocorrer através de dois mecanismos: intrinseco e extrinseco. No primeiro caso a formacio
de trombos ocorre através de reagOes de superficies. O mecanismo extrinseco ¢ iniciado
por fatores derivados dos tecidos. Os dois mecanismos convergem para uma trajetoria

comum, que leva a formagio da rede insoltivel de fibrina (Hanson e Harker, 1996).

3.5 - INTERACOES DO SANGUE COM MATERIAIS £ O MECANISMO DE COAGULACAQ

Quando superficies artificiais sAo colocadas em contato com o sangue, 0 mesmo

processo benéfico que atua impedindo a hemorragia de vasos sangiiineos danificados na
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hemostase, agoera atua produzindo conseqiiéncias adversas, como a coagulagdio sanglinea.
O estidgio imcial € a adsorglio de proteinas soliveis do plasma, seguido da deposicéo ¢
agregaco das plaquetas. O trombo formado em superficies artificiais possui 0s mesmos
componentes que o formado em superficies naturais, ou seja: plaquetas, fibrina, células
vermelhas e células brancas. Entretanto, o tamanho, a estrutura e a relagdo entre os
componentes podem ser diferentes. A formaclo e o crescimento dos trombos sdo

influenciados pelo tipo de superficie e pela taxa do fluxo sangiiineo.

As interagOes entre o sangue e 0s materiais envolvem um conjunto complexo de
reacdes interdependentes entre a superficie e componentes do sangue, tais como plaquetas
e proteinas de coagulagio. O processo ¢ localizado na superficie por sistemas complexos
de ativac@io e imbigdo, tal que a fluidez do sangue em circulagio ¢ mantida. A Figura 2
ilustra o processo de coagulagdo que ocorre em decorréncia do contato inicial do sangue

com superficies artificiais.

T
§ADP//;s
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(Trombina |  {Fibrinogénio \ %}5
\ l }ﬁp

A .
@ "Ml

Figura 2: Interac¢des do sangue com superficies artificiais. (Adaptacio de Hanson e Harker,
1996).
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O processo de coagulacdo do sangue € iniciado pela adsorgfo de proteinas do
plasma sobre a superficie artificial. A adsorgfo predominante de proteinas tais como o
cininogénio de alto peso molecular ¢ seus complexos € responsavel pela ativagio do
processo de coagulacgio {(Jozefonvicz e Jozefowicz, 1990). Seguindo a adsor¢do de
proteinas, ocorre a adesfio de plaquetas e liberacdio de seus componentes tais como os
granulos, que incluem proteinas especificas tais como o fator plaquetario 4 (PF4) a
B-tromboglobulina (BTG), bem como a adenosina difosfato, ADP (Hanson e Harker,
1996).

Apb6s a adesdio das plaquetas, uma série de reagdes ¢ iniciada, envolvendo a
liberagdo de ADP, formacio de pequenas quantidades de trombina e geragiio da proteina
tromboxano A; (TxA;). ADP, trombina e TxA, promovem a agregacio das plaquetas,
produzindo a atividade coagulante, a qual inclui a expressio dos fosfolipidios de
membrana, o que acelera o processo de coagulacio e a formacio da trombina. Neste
estagio, a trombina também ativa diretamente as plaquetas, e gera, a partir do fibrinogénio,
a fibrina, a qual adere & superficie das plaquetas, estabilizando a massa do agregado

plaquetario (Hanson e Harker, 1996).

3.58.1 - MECANISMOS DE COAGULACAQ

A cascata de coagulagio ¢ composta de reagBes nas quais os fatores inativos,
designados por algarismos romanos, tornam-se enzimaticamente ativos pelo contato com a
superficie ou apos a clivagem por outras enzimas. Os fatores ativados sfo designados pela

letra “a”apds o algarismo romano (por exemplo Fator Xa).

A figura 3 apresenta um esquema das interacSes entre os fatores de coagulagio
envolvidos em ambos 0s mecanismos intrinseco e extrinseco, seguido da trajetoria comum,

compondo assim a chamada cascata de coagulag8o.
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MECANISMO_INTRINSECO : MECANISMO EXTRINSECO

Contato de superficie
Fawor Xl ——p Xiia

!

Fator X — Xia
Fator EX —(—:—:——b iXa Vila +— Fator VI
a - - —
Ca™ : Ca
Fator VIIia : Fator tecidual
Plaquetas :

Fator ¥ > Xn< Fator X
Ca™

MECANISMO COMUM Fator Va Fator XIIT
Plaquetas l

Protrombing  ~——m—m——p  Trombing ——b

l ¥iiia
l

Fibrinogénic ——» Fibring — Fibrina
{mondmere) {polimero) {polimero estdvel)

Figura 3: Mecanismos de interagdes dos fatores de coagulagdo. A coagulacio ¢ iniciada
pelo mecanismo Intrinseco ou extrinseco, com subseqgiiente interagdes de fatores, 0s quais

convergem para um mecanismo final comum {Adaptacio de Hanson e Harker, 1996).
3.5.1.1 - MECANISMO DE COAGULACAQO INTRINSECO

A ativacdo da cascata intrinseca ¢ acionada pela exposigio de superficies ndo
compativeis aos componentes do sangue. O Fator XII ¢ capaz de se ligar as superficies e
sofrer uma transicio conformacional a Fator Xlla, o qual possui um centro de serina ativo.
Alternativamente, ¢ Fator X1l pode pode se converter a Fator Xlla através de quebras
proteoliticas, produzindo diversos produtos. Uma vez que essa enzima ¢ formada, ela €
capaz de hidrolisar o Fator X1, o plasminogénio e a pré-calicreina, desta forma ativando os

mecanismos de coagulacdo, fibrinolitico e de produgdo de cinina respectivamente.
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A pré-calicreina circula no sangue ligada ao cofator cininogénio de alto peso
molecular na proporgdo 1:1. O Fator XIia cliva a pré-calicreina, sendo esta convertida na
serina protease calicreina. A presen¢a do cofator ¢ essencial para a ligagio da pré-
calicreina a uma superficie carregada negativamente e, na presenga do Fator Xila, ocorre a
rapida producio de calicreina. Uma vez que essa enzima ¢ formada, ela quebra a cadeia
polipeptidica simples do cininogénio de alto peso molecular, liberando uma substincia
potente, a bradicinina, que age como vasodilatador, aumenta a permeabilidade capilar e

reduz a pressdo arterial.

O Fator XI circula no sangue ligado ao ciminogénio de alto peso molecular na
propor¢do 1:1. O Fator XIla age sobre ele, convertendo-o na serina protease Fator Xla. A
transformacgio € realizada através da cisdo de ligagbes especificas nas cadeias
polipeptidicas. A presenca do cofator ¢ essencial para a ligagio do Fator XI a uma
superficie carregada negativamente para que, na presenga do Fator Xlla, ocorra
rapidamente a produgfo do Fator Xla. Uma vez que essa enzima ¢ formada, ela interage

com o Fator IX, convertendo-o no Fator IXa.

A ativagdo do Fator X pelo Fator IXa ocorre a uma taxa rapida e é realizada através
da acfo do cofator Fator Vllla na presenca de ions Ca™ ¢ sobre uma superficie celular

plaquetaria.

O plasminogénio ¢ também ativado pelo Fator Xlla, formando a serina protease
plasmina. A plasmina ¢ capaz de provocar a lise do codgulo de fibrina, iniciando a

fibrinolise sistémica (Soff e Rosenberg, 1993).
3.5.1.2 - MECANISMO DE COAGULACAD EXTRINSECO

A ativacdo da cascata extrinseca € iniciada através do contato dos componentes do
sangue com os fatores teciduais. O fator tecidual € uma proteina de membrana presente
principalmente sobre as superficies das células musculares lisas e fibroblastos

subendoteliais. As superficies celulares que normalmente estio em contato com 0s
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componentes do sangue, tais como células endoteliais e leucdcitos, também possuem
fatores teciduais, mas esses sdo inacessiveis, a menos que uma enzima proteolitica ou um

dano @ membrana torne-os disponiveis,

O fator tecidual é capaz de formar um complexo estavel com a proteina plasmatica
Fator ViI. O que ocorre € uma alteracdo conformacional do Fator VII quando ele se liga aos
fatores teciduais, formando o Fator WVIla. Esta interacio aumenta a afinidade do
Fator VIl pelo Fator X e intensifica a habilidade daquela proteina em provocar a protedlise
do Fator X. E também possivel que o Fator VII seja chivado proteoliticamente para produzir
uma serina protease ativa. Subsequentemente, o Fator X € ligado ao complexo Fator VII-
fator tecidual via interagdo dos fosfolipidios teciduais na presenca de ions Ca™. O Fator X
¢ entfio convertido a Fator Xa, resultando no mecanismo comum de coagulacdo do sangue
(Soff e Rosenberg, 1993).

3.5.1.3 - MECANISMO COMUM

Uma wvez que as cascatas de coagulacdo produziram quantidades suficientes do
Fator Xa, essa enzima converte a protrombina em trombina. A molécula da protrombina
possui um sitio para a ligagio com o Fator Va, que permite que ela se ligue a superficie das
plaquetas ativadas. A cadeia leve hidrofébica do Fator Va se liga ao fosfolipidio da
membrana das plaquetas, facilitando assim a formacio do complexo com o Fator Xa; a
cadeia pesada, por sua vez, liga-se a protrombina. E importante observar que a ativagdo das
plaquetas ndo ¢ necessaria para a ligacdo do complexo Fator Va-Fator Xa & superficie
delas, mas ¢ essencial para a ligacio da protrombina a esses elementos celulares. O efeito
liquido de todas estas interagdes leva ao desenvolvimento de dois eventos: a formagio de
uma significante concentra¢io Jocal de enzima e substrato préxima ou sobre a superficie
das plaquetas, ¢ o aumento na taxa de transformacio quando hd a formacfo do complexo
Fator Va-Fator Xa se comparado com a taxa obtida quando o Fator Xa se encontra livre na

solucio.
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Subseqglientemente, a protrombina deve ser ligada ao complexo enzimdtico em uma
configuracdo que permita a ela ser convertida em trombina. A concentracio de reagentes e
a alta eficiéncia catalitica do complexo protrombinase (Fator Va-Fator Xa e Ca™) parece
ser suficiente para acelerar em até 300.000 vezes a taxa de conversdo da protrombina em
trombina, fazendo com que este processo ocorra em segundos. Imagina-se que o efeito
estimulante seja manifestado devido a exposicdo de um sitio adicional de ligago da
protrombina, adjacente ao complexo Fator Va - Fator Xa, ou devido a disponibilidade da
protrombina, causada pela sua imobilizacdo, para o complexo protrombinase. A taxa de
produgdo de trombina € também fortemente relacionada com a extensdo de ativacdio das

plaquetas, que € o substrato solido onde ocorre essa reagdo.

Com a formagio da trombina ocorre a conversdo do fibrinogénio, uma proteina
plasmatica, em fibrina. A fibrina pode se ligar ao fibrinogénio e formar o complexo solavel
fibrina-fibrinogénio. As interagdes também podem ocorrer entre as moléculas de fibrina.
(s polimeros resultantes das interagOes fibrina-fibrina podem crescer gradualmente e
tornarem-se insoluveis. Essa rede de fibrina ¢ mantida através de interagdes hidrofobicas e
eletrostaticas. O modelo fraco dos polimeros de fibrina pode ser facilmente desfeito pela
adi¢io de agentes tais como uréia ou acido monocloroacético. Em uma etapa subsequente
do mecanismo de coagulacdo ¢ Fator XIII € ativado através da acdo da trombina. Essa
enzima age sobre as moléculas da rede de fibrina, fazendo com que elas sejam ligadas
através de ligagdes cruzadas covalentes, sendo esta estrutura ndo mais susceptivel a agio de

desnaturantes (Soff e Rosenberg, 1993).

3.6 - CARACTERIZACAO DAS INTERACOES DO SANGUE COM BIOMATERIAIS

Diartamente, milhares de dispositivos feitos de materials smtéticos ou materiais
naturais processados sdo colocados em contato com © sangue humano, nos guais os
requisitos de hemocompatibilidade s@o indispensaveis. Esses dispositivos incluem
bombas de oxigenacdo extracorporea usada em  procedimentos  cirQrgicos,
hemodialisadores, catéteres, préteses e implantes. A avaliagdo da hemocompatibilidade dos

materiais nfo € simples, sendo dificultada por varios fatores tais como: a complexidade das
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respostas sangiiineas ainda nfio completamente elucidadas, a geometria dos dispositivos, a
caréncia de méetodos sistematicos de avaliacio da trombose local e o alto custo dos testes
envolvidos. Al€m disso, a maioria dos testes in vitro ou in vivo que propde a avaliagdo da
hemocompatibilidade leva em consideragfo somente algumas das interacdes sangue-
material, dificultando as interpretacdes dos dados obtidos quer pelo nimero de interagdes
consideradas, ou pela caréncia de entendimento fisico e biologico mais profundo de tais

interacdes.

As interacdes sangue-material (ISM), tais como adsorcdo, absor¢do, adesfo,
desnaturacio e ativagdo, ocorrem sob condigdes definidas de tempo de exposicio,
composicio € fluxo sangiineo. Como cada uma dessas variaveis influencia as interagdes,
geralmente ndo se pode extrapolar resultados obtidos sob determinadas condi¢des de teste
para outras condicdes diferentes, usar testes de curta duracfio para predizer resultados de
longa duragdo e predizer o desempenho in vivo de um dispositivo baseado somente em

testes de hemocompatibilidade do material.

Apesar das limitagGes, de uma maneira geral, os estudos das ISM tém fornecido
informacdes tteis para a construc@o de dispositivos e, de forma limitada, permitem a
predicio do seu desempenho em humanos. Nenhum material pode ser considerado
simplesmente hemocompativel ou ndo trombogénico, visto que esta caracteristica
dependera muito das particularidades dos testes utilizados. De fato, sob condig¢des de fluxo
sangiiineo lento (baixo cisalhamento), ou estase, a maioria, sendo todos 0s materiais
poliméricos, podem estar associados a coagulaciio sangiiinea local e, desta forma, serem
considerados trombogénicos. Isto ocorre porque materiats sintéticos, ao contrario do
endoteélio, no conseguem inibir a trombose ¢ a coagulacdo através da produgéo e liberacio

de iibidores ou atraves da inativac3o das substincias pro-coagulantes.

Para a caracterizacdo das interacdes in vitro e in vive deve-se inicialmente possuir
um conhecimento aprofundado das propriedades do material. Em geral, os testes in vitro
envolvem a deposicio de sangue ou plasma em um recipiente composto do material a ser

testado ou a circulacdo do sangue atraves de um dispositivo no qual ocorra o contato com o
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material sob condigdes bem definidas de fluxo, semelhantes as condicdes de fluxo
fisiologicas. Esses estudos tém fornectdo informacdes sobre como proteinas e plaquetas sdo
transportadas e interagem com superficies artificiais. Os testes in vitro sdo normalmente de
curta duracio e sdo altamente influenciados pela fonte do sangue, métodos de manuseio € o
uso de anticoagulantes. Testes mais simples podem ser feitos através da adsorgio de

proteinas purificadas do plasma na superficie dos materiais.

Nos testes in vivo 0s materiais sdo inseridos por um pequeno periodo de tempo nas
artérias ou veias de animais. Como as respostas sangiiineas diferem tanto qualitativa quanto
quantitativamente para humanos e também a hemodinimica do modelo nfo pode ser
controlada ou medida, a maioria desses testes sdo de relevincia limitada. Outro problema
que pode ocorrer € um trauma no vaso sanguineo ou um dano ao tecido, causando a
formagdo do trombo no local através do mecanismo de coagulacdo extrinseco. Desta
forma, esses testes também fornecem pouca informagdo para a selecdo de materiais para
uso em humanos. Uma alternativa para os testes i vivo é colocar uma tubulagio com uma
regido do material a ser testado entre uma artéria e um vaso ou entre artérias de um animal.
Uma vez implantados, esses tubos podem permanecer por longos periodos de tempo sem o
uso de anticoagulantes. Estes sistemas apresentam vantagens tais como: controle e medi¢io
do fluxo sanguineo, possibilidade de utilizacdo do sangue nativo ou anticoagulado, e
avaliacho dos testes de curta e longa dura¢do, incluindo os efeitos locais e sistémicos.
Assim, a utilizag@o desses modelos, particularmente usando primatas, os quais sdo
hematologicamente similares ao homem, pode predizer as interagdes sangue-materiais em

humanos (Hanson e Ratner, 1996).

3.7 - MODIFICACOES NAS SUPERFICIES DOS BIOMATERIAIS

Propriedades importantes e fatores do sistema podem influenciar a adsorgdo de
proteinas e subseqgiiente interagdes de células na interface biologica dos biomateriais. Em
situagbes em que o fluido encontra-se estitico ou em escoamento a baixas vazdes, a
composicdo da superficie € o principal fator que influencia a composi¢ao e a organizagio

da camada inicial de proteina adsorvida. Para vazOes de escoamento mais elevadas, a
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topografia € © mmovimento molecular na superficie podem tornar-se mais importantes,
influenciando a resposta as interagdes com o sangue. Portanto, a superficie do material
polimérico exerce uma influéncia dominante sobre as interagdes iniciais com o sangue,
guer seja atraves de sua composicdo, movimentos moleculares ou topografia. Por tempos
mais prolongados, a porosidade, a sor¢do de agua ou de lipidios podem tornar-se fatores
importantes nas interacdes do sangue com 0s materiais em ambos os regimes de baixas ou

altas vazdes (HofTman, 1987).

No decorrer dos ultimos 10 anos, uma substancial quantidade de pesquisa vem
sendo desenvolvida para melhorar a biocompatibilidade de materiais poliméricos em
contato com o sangue. Entretanto, uma relagfio precisa entre a natureza da superficie, a
compatibilidade com o sangue e 0 mecanismo de trombose induzido pela superficie ainda
ndo estdo completamente elucidados. Em geral, as modificaces na superficie devem ter a
espessura minima necessaria para uniformidade, durabilidade e funcionalidade, a fim de
ndo modificar as propriedades funcionais e mecénicas dos materiais (Ratner e Hoffman,
1996).

As superficies dos materiais podem ser modificadas usando métodos biolégicos ou
fisico-quimicos. As modificacdes fisico-quimicas envolvem a cobertura da superficie com
filmes, a interpenetracdo de moléculas, aditivos com atividade de superficie, ou reacdo
quimica. Exemplos generalizados das modificagdes fisico-quimicas das superficies sfo

ilustrados esquematicamente na Tabela 1.

As modificagdes bioldgicas envolvem principalmente a ligagio de compostos tais
como a heparina, albumina, prostaglandinas, etc. A Tabela 2 exemplifica as varas

modifica¢des bioldgicas nas superficies dos biomateriais.
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Tabela 1: Exemplos de modificacbes fisico-quimicas de superficies (Adaptacio de
Hoffman, 1987).

1. Deposigio fisica de camadas
Poliuretanos, sabdes catidnicos, Oxidos de polietileno
2. Modificagio quimica
Grupos como heparina, grupos lipofilicos, 6xidos de polietileno, esterificagio
de grupos -OH '
3. Enxertos de copolimerizagio
Hidrogéis, policletrdlitos, copolimeros hidrofilicos/hidrofébicos, grupos
lipofilicos
4. Descarga de plasma

Silanos, fluorcarbonos

Tabela 2: Exemplos de modificagdes biolégicas de superficie (Adaptacio de Hoffman,
1987).

1. Pressorcéo de proteinas

Albumina, fibronectina
2. Imobilizagdo de drogas ou enzimas
Heparina, prostaglandinas, enzimas
3. Cultivo de células
Células endoteliais
4. Pré recobrimento

Sangue fresco

A figura 4 ilustra esquematicamente os varios meétodos de modificacdes nas

superficies dos biomateriais.
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Figura 4: Representa¢des esquematicas de métodos de modificacio de superficies
(Adaptacio de Ratner e Hoffman, 1996).

As modificagdes de superficie com os filmes de Langmuir-Blodgett (filmes de LB)
possuem elementos de ambas as técnicas bioldgica e fisico-quimica. Na tiltima década tem
havido um interesse especial por essa técnica, principalmente devido ao surgimento de

novos métodos de caracterizagio do recobrimento.

3.7.1 - DEPGSICAQ DE FILMES DE LANGMUIR-BLOBGETT

Os filmes de LB cobrem a superficie com uma camada de moléculas altamente
organizada. Cada molécula nessa camada contem um grupo de cabeca polar e uma regido
ndo polar. As vantagens dos filmes depositados sobre as superficies por esse método sdo o
elevado grau de ordem e uniformidade. Por outro lado, desde que uma vasta gama de
estruturas quimicas podem formar os filmes de LB, ha muitas opgdes de incorporacdo de
novos compostos sobre as superficies. A estabilidade dos filmes pode ser melhorada

através de ligagOes cruzadas ou polimerizacio das moléculas apos a formacgio do filme.
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Varios grupos de pesquisa tém investigado os filmes de LB para aplicages biomédicas
(Hayward e Chapman, 1984; Bird et al., 1989; Cho et al., 1990). Estas modifica¢des tem
sido amplamente exploradas para melhorar a biocompatibilidade de dispositivos

biomédicos ¢ melhorar outros aspectos do seu desempenho.

3.7.1.1 - TECNICA DE DEPOSICAQ

A técnica para depositar sucessivas monocamadas de moléculas anfifilicas sobre
um substrato sélido foi inicialmente demonstrada por Blodgett. O procedimento envolve a
imersdo e a retirada do substrato a ser revestido em um liquido que contém a monocamada
desejada ¢ ¢ geralmente chamado de método de Langmuir-Blodgett. Essa técnica tem sido
amplamente utilizada para varias aplicagbes e estudos fundamentais, tais como estudos
biofisicos e bioquimicos das interagSes entre células ¢ componentes da membrana

{Schiirch ¢ Wallace, 1989).

Este método envolve a utilizaglio de uma cuba de teflon que contém barreiras
mdveis e um medidor de tensdio superficial previamente calibrado (Figura 5). Durante o
movimerto das barreiras ocorre um arranjo das moléculas anfifilicas, formando assim uma
monocamada na interface ar-agua, com a porcio hidrofilica em contato com a dgua e a

por¢do hidrofobica em contato com o ar (Figura 6).

Figura 3: Cuba para a deposicdo de filmes de LB (Adaptaciio de Szablewski e Martin,
1995).
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a9

I.egenda: A porcio hidrofobica da molécula

porgdo hidrofilica da moléeula

Fioura 62 Arranjo das moléculas anfifilicas na interface ar-dgua.
4

Com o fechamento das barreiras e o empacotamento das moléculas a monocamada

pode entdo ser transferida para o substrato através da imersfio e retirada deste do liquido.

A qgualidade da superficie e a composi¢io do substrato controlam a natureza das
camadas depositadas. A deposi¢do da primeira camada ¢ muito importante devido ao fato
dela determinar a maneira através da qual as camadas subseqiientes serfio depositadas. Para
uma boa qualidade do filme, a monocamada deve ser mantida a uma pressio constante,
mesmo quando a transferéncia esta sendo efetuada. Isto ¢ realizado através de um ajuste
automatico da drea entre barreiras, mantendo, deste modo, a pressio de deposigio

praticamente constante (Szablewski e Martin, 1995).

Algumas vantagens desta técnica de deposigio sdo: geralmente aplicavel para a
formacio de monocamadas sobre estruturas de formas e tamanhos variados, nfo requer a
presenga de um solvente adicional e permite o controle da densidade do lipidio na

monocamada (Osborn e Yager, 1995).

Em substratos hidrofébicos a deposi¢io ocorre durante a primeira imersdo destes
através da interface ar-agua. Quando moléculas ativas de superficie estdo presentes, suas
cadeias hidrocarbOnicas alinham-se na superficie do substrato e, deste modo, as caudas sdo

depositadas primeiro (Figura 7).
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Substrato
hidrofébico &

Figura 7: Deposi¢io sobre um substrato hidrofobico.

Apds a deposigdo satisfatoria da  primeira monocamada, monocamadas
subseqiientes podem ser depositadas. S#o formadas multicamadas mantendo grupos de
ligacdo similares adjacentes isto ¢, cabega hidrofilica com cabega hidrofilica e cauda

hidrofébica com cauda hidrofobica.

A deposi¢do sobre um substrato hidrofilico ndo ocorre durante a primeira imersdo
devido ao seu diferente dngulo de molhabilidade. Normalmente o menisco fica acima do
nivel da superficie durante esta imersdo (Figura 8a), ¢ o dngulo entre o substrato e o liquido
¢ de 90° (Figura 8b,c), ndo permitindo a deposi¢do das moléculas anfifilicas. Assim sendo,
a primeira deposigdo ocorre durante a retirada do substrato da fase liquida, ja que a direcio

do menisco favorece a cabeca hidrofilica a se ligar & superficie (Figura 8d).

Figura 8: Deposi¢do sobre um substrato hidrofilico.

A maioria das deposigbes dos filmes de 1B segue um modelo cabeca hidrofilica
com cabeca hidrofilica e cauda hidrofébica com cauda hidrofébica, resultando em
estruturas tipo “Y™ (Figura 9). Existem outros dois tipos de deposigio que foram
observadas, tipos “X” e “Z” (Figura 10). A deposi¢io tipo “X” sé ocorre na imersdo de

substratos hidrofébicos na subfase aquosa, enquanto a tipo “Z” s6 ocorre na retirada de
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substratos huidrofilicos da subfase aquosa. Acredita-se que este Gltimo tipo de deposigdo

seja influenciada pelo pH.

Figura 10: a) deposigéo tipo “X” , b) deposig¢io tipo “Z”.

A taxa de transferéncia € uma medida importante de quio eficiente um filme esta

sendo transferido para um substrato. A taxa de transferéncia (TR) € dada por:
TR =(Area da monocamada removida da subfase a pressdo cte.) / (Area do subst. imersa na fase liquida) 1]

Esta taxa ¢ normalmente medida em cada passagem do substrato na interface
ar-agua. Entretanto, deve-se lembrar que a medida da TR é um valor total de toda
superficie imersa. E possivel, por exemplo, medir uma TR de 0% se 100% de deposigdo
ocorre em uma face do substrato e 100% do filme ¢ retirado da outra face (Szablewski e
Martin, 1995).

Moléculas em solugdo estfo sujeitas a for¢as de atragfo. Na subfase aquosa essas
forgas sio iguais, entretanto, em interfaces as forgas sdo diferentes, e o efeito liquido ¢ a
atrac@io das moléculas para a subfase aquosa, como pode ser observado na Figura 11. Esse

efeito da origem & tensfo de superficie.
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b)

Figura 11: Forcas de atragdo atuando sobre moléculas em solug8o: a) for¢as atuando na

subfase; b) for¢as atuando na interface.

A tensdo de superficie pode ser definida como o trabalho necessério para expandir a
superficie isotermicamente por unidade de drea. A tendéncia de acimulo em interfaces das
moléculas ativas de superficie diminut a tensfio superficial, favorecendo a expansdo da
interface. Essa redugfio da tensdo superficial € conhecida como pressio superficial (IT), e é

dada por:

[I=y-v {2]

onde: v € a tens3o superficial do liquido na auséncia da monocamada e y, ¢ a tensdo

superficial do liquido com a monocamada.

Desta forma, o comportamento superficial das moléculas ativas de superficie torna
possive!l o monitoramento da pressfo de superficie (IT) em fungfo da area ocupada por
molécula (A). As caracteristicas da monocamada sobre a superficie aquosa podem ser
estudadas através de medidas das mudangas na tensfio superficial durante a compressio da

monocamada.

A 1soterma normalmente consiste de trés regides distintas, tal como apresentado na
Figura 12. Na auséncia de pressdo externa a monocamada, essa comporta-s¢ como um gas
bi-dimensional. Com o inicio da compressic da monocamada, inicia-se um maior
ordenamento molecular e, neste caso, as moléculas comportam-se como um lquido
bi-dimensional. Com o continuo fechamento das barreiras, o aumento da pressfio provoca
um maior ordenamento molecular e as moléculas apresentam-se bem orientadas e

empacotadas, comportando-se de forma semelhante a um solido. Esse estado é
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normalmente caracterizado por wma relagio linear entre a pressdo ¢ a area molecular.
Através da extrapolagdo da inclinag&o da reta correspondente a fase solida até o ponto onde
a pressio € zero e a reta intercepta o eixo das abscissas, pode-se obter a érea

hipoteticamente ocupada por uma molécula (Ag).

Com o continuo aumento da pressdo, pode-se obter a pressdo de colapso (I'l¢), na
qual o filme perde irreversivelmente sua forma monomolecular. A forga exercida torna-se
muito grande para o confinamento em duas dimensdes ¢ as moléculas sdo ejetadas do plano
da monocamada para dentro da subfase aquosa (moléculas mais hidrofilicas) ou para fora,
na superfase {moléculas mais hidrofébicas).

a)

Pressfio de
superficie

Area por moléeula

b)
Pressdo de
superficie
Area por molécula
<)
Pressdo de
superficie
T
Area por molécula
d) .
Pressiode
superficie

Area por molécula

Figura 12: Arranjos das moléculas de lipidios sobre a subfase aquosa: a) o filme de
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lipidios “flutua” sobre a camada aquosa (fase gasosa), b) O filme de lipidios € inicialmente
comprimido por uma barreira moével (fase liquida), ¢) aumento da compressdo e
empacotamento das moléculas (fase solida, obtengdo da drea ocupada por molécula = Ap),

d) colapso do filme de lipidios (obtengfio da pressio de colapso =IT¢).

As isotermas dependem fortemente da temperatura e transi¢les de fase diferentes
podem ser observadas com a sua variagio. Um exemplo tipico € apresentado na Figura 13
para o acido estedrico, onde observa-se as diferencas entre as isotermas com a varia¢io da

temperatura.

Temperatura e

NN

Figura 13: Mudanca de forma da isoterma de 11 x A com o aumento da temperatura para

o acido estearico. (Adaptado de Hann, 1990)

3.7.1.2 - CARACTERIZACAQO B0 RECOBRIMENTO

A principal dificuldade na caracterizag@ic dos filmes de LB ¢ que nfo existe um
método simples para analisar quantitativamente a deposi¢do dos fosfolipidios sobre as
superficies (Regen et al., 1983), principalmente devido a pequena quantidade de material
depositado. Algumas técnicas utilizadas para a caracterizagio dos filmes de LB sfo revistas
a seguir. Os estudos apresentados na literatura mostram a caracterizagio do recobrimento
principalmente através de medidas do dngulo de contato e microscopias de forga atémica e

eletrénica de varredura (Desai e Hubbell, 1991; Hui et al,, 1995; Osborn e Yager, 1995,



Capitulo 3 - Revis8o Bibliografica 31

Regen et al.,, 1983, Schiirch e Wallace, 1989; Van der Heiden et al., 1998; Zasadzinski et
al., 1991),

3.7.1.2.1 - ANGULO DE CONTATO

As medidas de angulo de contato sobre as superficies antes e apos o recobrimento

podem fornecer uma indicagio de modificacdo na hidrofilicidade da superficie analisada.

Um dos meétodos mais utilizados para a determinacio do dngulo de contato € o da
praca de Wilhelmy. A base dessa técnica € o equilibrio que ocorre no ponto de contato na
interface solido/liquido/vapor ou sdlido/liquido/liquido. A medida do angulo de contato
pode ser feita através do método estatico ou dindmico. No meétodo estatico nfo ha
movimento da interface solido/liquido durante a medida. O método dindmico ¢ composto
de medidas do dngulo de avango, obtido com a imersdo da amostra na fase liquida, e de
retrocesso, obtido com a retirada da amostra da fase liquida. Ambos os angulos sio
calculados atraves dos perfis de for¢a versus distdncia de imersdo da placa. A partir desses
perfis ¢ feita uma regressdo linear para cada um dos ciclos de avango e retrocesso, dando
origem aos pardmetros “a” e “b”, coeficientes linear e angular respectivamente, de onde

podem ser calculados o dngulo de contato © e a espessura da placa . Os pardmetros “a” e

“b” sfo defimidos como:

a=yp cosd 131

b= plLeg [4]

onde: v € a tens&o superficial, p ¢ o perimetro molhado da placa, 6 € o 4ngulo de contato, p
¢ a densidade do liquido, L ¢ a largura da placa, ¢ € a espessura da placa e g € a aceleracdo

da gravidade.

Quando ocorre uma diferenca entre a forca medida na imersdo e na emersido da

amostra, ocasionando diferentes dngulos de contato de avanco e de retrocesso, diz-se que
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ha a histerese do dngulo de contato. Existem duas classes de histerese, a verdadeira ou
termodinimica e a cinética. Na histerese verdadeira a curva de histerese ¢ reprodutivel
através de muitos ciclos ¢ € independente do tempo ou freqiéncia. Nesse caso, as curvas
sdo independentes do nivel de imersdo ou condicdes (Figura 14). Na histerese cinética a
curva muda com o tempo ou freqliéncia e os multiplos ciclos de medidas ndo so repetidos
(Figura 15). Um exemplo para a histerese cinética ¢ um polimero inicialmente seco que

sofre hidratacdo com o tempo, mudando seu peso e sua molhabilidade.

Forga (dyn;

e 5l o2 o5
Distancia {erm)

Figura 14: Histerese verdadeira do dngulo de contato.
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Figura 15; Histerese cinética do dngulo de contato.

Se a interacio entre as fases liquida e solida ¢ muito rapida ou extremamente lenta
em comparagdo com o tempo de medida, entdo ndo ha diferenga entre os angulos de

contato e a histerese ndo sera observada.
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Num sistema ideal, onde nfo € observada a histerese, as seguintes condigdes devem
ser obedecidas (Andrade et al., 1985):

- a superficie do sblido deve ser rigida e ndo deformavel. Na pratica isto significa
que 0 modulo de elasticidade do sélido deve ser maior que 3,5 * 10° dyn/em”. Deformagdes
na superficie podem resultar na histerese do tipo verdadeira ou tipo cinética;

- a superficie sélida deve ser altamente lisa (regular). Estudos experimentais
sugerem que se a superficie € regular ao nivel de 0,1 p este efeito € desprezivel. A
rugosidade da superficie provoca a histerese do tipo termodinimica;

- a superficie solida deve ser uniforme ¢ homogénea, isto €, ndo deve possulr
regifes com grandes variagdes de energia livre de superficie (tal como algumas regides
hidrofilicas e outras hidrofébicas). A heterogeneidade da superficie provoca a histerese do
tipo termodindmica;

- a tensfo superficial do liquido deve ser conhecida e constante e nio mudar durante
0 experimento;

- a superficie do solido ndo deve interagir com a fase liquida, isto ¢, 0 liquido nd3o
deve hidratar a superficie solida nem mesmo na regido superficial. O liquido ndo deve
causar a extracdo do material da fase sOlida para a fase liquida, a qual causaria uma
mudanca na tensdo superficial do lignido ou na tensfio interfacial sohido/liqudo. Quanto
maior a penetraco do liquido na superficie sélida, maior € a histerese, e ¢ do tipo cinética;

- a superficie solida deve ser rigida e imdvel para que os grupos de superficie ndo
possam se reorientar ou reequilibrar em resposta a mudancas no ambiente. A histerese
aumenta com o aumento da tendéncia de reorientagdo das moléculas da superficie e € do

tipo cinética.

Normalmente quando sfo utilizadas as medidas do angulo de contato para
polimeros, elas apresentam histerese, provocando dificuldade na interpretagdo dos
resultados (Andrade et al., 1985),.

3.7.1.2.2 - MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As interagdes de curto e longo alcance entre macromoléculas e grupos

macromoleculares so de grande importdncia para o entendimento do comportamento
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dindmico de sistemas biologicos. Muitas intera¢des t€m sido estudadas detalhadamente
usando aproximagdes termodindmicas € cinéticas. Entretanto, ha pouca informacéo sobre
como a energia de interacio entre duas estruturas ¢ distribuida no espaco devido a
dificuldade de medir explicitamente a energia de interagdo como funcdo da distidncia de
separagio. O modo mais direto de obtengfo desse tipo de dado € medindo a forga (derivada
da energia em relaglo a distancia) entre duas estruturas, o que pode ser feito atraves do

microscopio de forca atdbmica (MFA).

A microscopia de for¢a atdmica € uma técnica relativamente nova, inventada pelos
fisicos Gerd Binning ¢ Heinrich Rohrer na década de 80, e usada para medir forcas
intermoleculares entre objetos na escala nanométrica através de uma cerdmica
piezoelétrica, € produzir imagens topograficas de superficies. O principio envolvido no
MFA ¢ a utilizacgfo de uma sonda com raio de curvatura tipicamente da ordem de 10 a
100 nm, que mede interagdes locais com alta resolugio espacial, podendo ser aplicado a
superficies altamente heterogéneas. Devido a sua relativa facilidade de uso e

disponibilidade comercial ¢ uma das técnicas mais utilizadas atualmente.

Basicamente, o0 MFA consiste de um bloco 6tico ¢ de uma base. Um diagrama
esquemédtico de um MFA tipico pode ser observado na Figura 16. O motor, os parafusos de
alinhamento € o dispositivo de varredura sfo instalados na base, e a amostra ¢ colocada na
parte superior do dispositivo de varredura. O bloco 6tico contém uma janela na parte
superior, um feixe de laser, espelhos e um fotodetector. Uma alavanca flexivel € fixada na
parte superior da base com uma ponta afiada posicionada sobre a amostra. A alavanca e a
ponta podem ser microfabricadas de silicio, oxido de silicio ou nitrato de silicio. Um
microscopio 6tico ou uma cimera otica ligada a janela permite a observagio da alavanca
para o alinhamento do feixe de laser e para o posicionamento da ponta sobre as areas de

interesse na amostra.

Com relagio ao contato com a amostra, o sistema opera nos modos contato € nio
contato. No modo contato é medida a forga de repulsio entre a ponta e a amostra atraves da

deflexiio da alavanca. Essa deflexfio & controlada pela constante elastica da alavanca € pela
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magnitude da forca. A deflexdo pode ser medida através de varios métodos, mas o mais
utilizado € o da deflexfo dtica. Através dessa técnica um feixe de laser € refletido da
alavanca para umm fotodetector, o qual transforma o sinal em imagem. A rugosidade da
superficie da amostra causa diferencas na leitura do sinal, produzindo a imagem

topografica da superficie.

Microscopio
atco ’%‘ l] ’ ‘
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Figura 16: Diagrama esquematico de um MFA tipico (Adaptado de Magonov e Whangbo,
1996).

O MFA pode também produzir imagens ¢ medir interagdes de longo alcance, tais
como de van der Waals, eletrostiticas e magnéticas, com a ponta a uma distdncia

relativamente grande da amostra, atraves do modo néo contato.

A microscopia de forca atdmica € um importante instrumento para a representacio
e observagfio das caracteristicas da superficie. Nenhuma outra técnica fornece imagens com
resolucio similar para tal variedade de superticies, sendo inclusive empregada para anélise

de amostras ndo condutoras, como € o caso dos polimeros. Além disso, as medidas podem
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ser feitas em ambientes secos, liquidos ou no vicuo (Di Nardo, 1994; Magonov e
Whangbo, 1996; Cooke et al.,, 1996; Heinz e Hoh, 1999).

3.7.1.2.3 - OUTRAS TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Uma rapida avaliacdo da estrutura em um filme de LB pode ser feita através da
observagdo deste filme entre polanzadores cruzados em um microscopio otico. Para a
obtencdo de uma sensibilidade razoavel, essa técnica requer que a espessura do filme seja
de pelo menos 500 nm. Em tais filmes, somente o empacotamento ¢ a orientagdo dos

cristais podem ser determinados.

Técnicas de microscopia eletrénica tambem tém sido utilizadas para caracterizar o
recobrimento de superficies com os filmes de LB. A difracdo eletrénica foi primeiro
utilizada para investigar mono ¢ multicamadas de filmes de acidos graxos e seus sais.
Trabalhos mais recentes utilizam essa técnica para estudo de materiais polimericos e
biologicos, e filmes de LB contendo grupos aromdticos. Tém-se utilizado a difragdo
eletrénica de transmissdo e a difracdo eletrdnica de alta energia de reflexfio. Alguns

trabalhos utilizam simplesmente técnicas de varredura ou transmissio.

A espectroscopia fotoeletronica de raio-X também pode ser utilizada. Nessa técnica
a superficie da amostra € irradiada por uma fonte de raios-X de baixa energia. Desta forma
realiza-se a fotoilonizacio na amostra produzindo fotoelétrons de uma distribuicdo de
energia caracteristica. Devido ao fato dos raios-X normalmente nfo causarem muito dano a
superficie, essa técnica € escolhida como técnica analitica para materiais organicos (Petty,
1950).

3.7.1.3 - TIPOS DE MOLECULAS FORMADORAS DOS FILMES DE LB
Os filmes de LB sdo formados por um arranjo ordenado de moléculas, normalmente

capazes de formar monocamadas insolitveis na interface ar-agua. Essas moléculas sio

chamadas de anfifilicas ou anfipaticas. As moléculas anfifilicas possuem uma porgio
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hidrofilica (polar) e outra hidrofdbica (apolar) que s8o suficientemente grandes para que

cada uma apresente um comportamento proprio relativo a solubilidade em diversos

solventes.

A estrytura biologica mais estudada pela técnica de LB ¢ a membrana celular. O
entendimento de sua composicdo, estrutura e dindmica tem sido usado para elucidar suas
funcdes iz vivo. Por esse motivo, a maioria dos estudos envolvendo a técnica de Langmuir-
Blodgett utiliza moléculas semelhantes as encontradas na membrana celuiar tais como:

acidos graxos, fosfolipidios, esterdis e proteinas.

3.7.1.3.1 - FOSFOLIPIDIOS

A membrana celular externa que fica em contate com o sangue é composta por
fosfolipidios agregados em bicamadas. A representagfio esquemdtica da distribuicdo dos
principais fosfolipidios nas membranas das plaquetas e dos eritrocitos pode ser vista na

Figura 17.
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Figura 17: Representacdo esquematica da distribui¢do assimétrica dos fosfolipidios das
membranas celulares externas das a) plaquetas, b) eritrocitos (Adaptacio de Hayward e
Chapman, 1984).

Os fosfolipidios possuem um cardter anfipatico ¢ a sua molécula apresenta uma
ponte glicerol fazendo a ligaciio entre um par de cadeias hidrofdbicas e a cabeca polar
hidrofilica (Figura 13).
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Os fosfolipidios mais utilizados sfo os derivados dos dcidos graxos miristico,
palmitico e estearico, com comprimentos de cadeia de hidrocarboneto de 14, 16 e 18
respectivamente. Estes fosfolipidios sio usados tanto na forma de colina como de
etanolamina, formando moléculas de diministoilfosfatidilcolina (DMPC), dipaimitoil-
fosfatidilcolina (DPPC), distearoilfosfatidilcolina (DSPC) e  dimiristoilfosfatidiletano-
lamina (DMPE), dipalmitoilfosfatidiletanclamina {DPPE), distearoilfosfatidiletanolamina
(DSPE).
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Figura 18: Estrutura quimica da molécula de fosfolipidio. A estrutura do grupamento X

difere de acordo com o fosfolipidio.

Devido as varas geometrias moleculares e diferentes propriedades de solubilidade,
as moléculas anfifilicas formam estruturas muito variadas em misturas aquosas. As fases
dependem predominantemente da concentragdo da molécula anfifilica, sua estrutura
molecular e temperatura. Além disso, esses sistemas sfo conhecidos por exibir a

coexisténcia de diferentes fases dependendo da composigio.
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A Figura 19 ilustra os varios modelos

anfifilicas.

Figura 19: Modelos de empacotamento para algumas moléculas anfifilicas (Adaptacdo
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Em solucdes aquosas, a agregacdo das moléculas inicia-se na concentracdo de

micela critica (CMC). Essa ¢ a concentrac@o minima na qual o primeiro agregado aparece.

Na CMC, tensoativos de cadeias simples agregam-se em micelas, que sio estruturas

esféricas nas quais as extremidades apolares das moléculas agregam-se umas as outras no

interior, enquanto as extremidades polares projetam-se da periferia dos agregados para o

interior do solvente polar, normalmente dgua (Figura 19).

Em contraste com a maloria dos tensoativos de cadeia simples, os lipidios de cadeia

hidrocarbdnica dupla (com mais de 8 atomos de carbono) ndo formam micelas porque ela ¢

muito volumosa para ser acomodada dentro da regifio central relativamente pequena. Desta
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forma, essas moléculas agregam-se normalmente em estruturas de bicamadas lamelares

(Figura 19).

Uma forma para predizer o tipo de estrutura formada na agregagio das moléculas

anfifilicas ¢ dada por:
P =(v)/(a*l) [5]

e para misturas: P=nP; {6]

ae 727

onde: “P°” é o parametro de empacotamento, ‘v’ ¢ o volume da molécula, “a” € a area da

;CI??

cabeca polar, ¢ o comprimento da cadeia hidrocarbénica, “n;” ¢ a frag8o molar da

espécie 1.

Para lipidios de cadeia simples a cabeca polar ¢ relativamente grande em relagfo a
parte ndo polar, assim sendo, v'<a*], e eles arranjam-se em micelas esféricas ou em forma
de hastes. Lipidios de cadeta hidrocarboénica dupla sfo caracterizados por v' ~ a*l,
arranjando-se melhor em estruturas lamelares, tais como lamelas, micelas em formato de
disco ou grandes lipossomas. Para os lipidios com cabegas polares relativamente pequenas
(por exemplo a fosfatidiletanolamina), v* > a*[, isto ¢, P” > 1, e eles tendem a arranjar-se

em estruturas inversas (Figura 19).

As moléculas de fosfatidilcolina arranjam-se em bicamadas lamelares e a area da

superficie da sua cabeg¢a polar € 71 A? (Israelachvili e Mitchell, 1975).

As moléculas de fosfatidiletanolamina arranjam-se preferencialmente em fases tipo
hexagonal II (Hy). Esta fase ¢ caracterizada por um arranjo hexagonal de cilindros, os quais
sio formados com os grupos de cabega da molécula localizados na regido interna do
cilindro e as cadeias laterais hidrocarbOnicas direcionadas radialmente para fora desta
superficie. A agua preenche a regido central do cilindro (Figural9). A formacio da fase
hexagonal II ¢ favorecida pelos aumentos da temperatura e da concentragdo da

fosfatidiletanolamina. Os cilindros da estrutura Hy possuem 56 A de didmetro (Litman,
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1973). A fosfatidiletanolamina pode também se arranjar em bicamadas lamelares, sendo
que este arranjo ¢ mais mstavel. A area de superficie da sua cabeca polar em estruturas
hexagonais invertidas totalmente hidratadas ¢ de aproximadamente 41 A* a 55°C, podendo

esse valor diminuir a temperaturas mais baixas (Israelachvili e Mitchell, 1975).

Com relagio ao empacotamento, os lipidios podem ainda ser classificados como
ndo condensavelis, isto €, quando a drea de superficie da cabega polar € maior que a drea
apolar, ou condensaveis, quando a por¢do apolar € maior que a polar. Segundo Israglachvili
e Mitchell, 1975, as fosfatidiletanolaminas formaram estruturas altamente instaveis e
compressivels, caracterizando empacotamentos do tipo condensdvels, enquanto que as
fosfatidilcolinas foram consideradas do tipo ndo condensaveis, por formarem estruturas

mais rigidas, resistindo a compressdo das suas moléculas.
3.7.1.4 - ESTUDOS COM FILMES DE LB DE FOSFOLIPIDIOS

As pesquisas com filmes de Langmuir-Blodgett de fosfolipidios sfo relativamente

recentes, datando da década de 70.

Alguns estudos foram realizados envolvendo as meoléculas de fosfatidiletano-
lamina. Em 1973, Green et al. estudaram a deposicdo de muiticamadas de hipidios sobre
teflon ou vidro através da difracdo de raios-X e espectroscopia de infravermelho. As
camadas somente foram depositadas em pressdes de superficie altas, de forma que a
monocamada encontrava-se no estado condensado, e as multicamadas depositadas foram
do tipo “X”. Os resultados indicaram que o grau de orientacdo molecular nos filmes
depende da classe de lipidio utilizado ¢ do comprimento da cadeia de hidrocarboneto. As

multicamadas de PE depositadas apresentaram-se extremamente regulares.

Hasmonay et al., em 1979, estudaram a deposi¢do de multicamadas de acido
fosfatidico e suas misturas com o DPPE sobre vidro. A transferéncia das camadas foi

realizada com sucesso na presenca de fons Ca™, & pressdo de 25 dina/cm. Essas camadas
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apresentaram-se regulares quando obtidas através de misturas com composi¢des de 55-45%

e 40-60% de acido fosfatidico e DPPE respectivamente.

Zasadzinski et al., em 1991, estudaram a deposi¢do de bicamadas de DMPE sobre
mica. Imagens obtidas por microscopia de forga atdmica em agua das regides polares da
bicamada formada mostraram que a bicamada possui uma alta ordem orientacional de
longo alcance. Observou-se também que as moléculas foram depositadas em blocos ou
fileiras espacadas por aproximadamente 0.7 a 0,9 nm, com varios defeitos e buracos. A

area ocupada por molécula foi de 0,4 nm”’.

Em 1995, dois outros estudos foram realizados. Hui et al. estudaram a estrutura,
estabilidade e defeitos das bicamadas de LB de DSPC, DPPE e DLPE (dilinoleoil-
fosfatidilcolina) sobre mica. O lipidio escolhido para formar a primeira camada foi o DPPE
devido a sua estabilidade sobre esse substrato. A caracterizagio do recobritmento atraves
de microscopia de forca atdmica mostrou que as monocamadas de DPPE apresentaram
elevagdes paralelas com peridiocidade de aproximadamente 0,49 nm, correspondente aos
grupos de cabegas polares alinhadas. As monocamadas de DSPC e DLPE ndo apresentaram

nenhum ordenamento molecular.

Knapp et al, 1995, também realizaram microscopias de forca atdmica sobre
substratos de mica (superficie hidrofilica), monocamada de DPPE sobre mica (superficie
hidrofobica) ¢ monocamada de DPPC sobre monocamada de DPPE sobre mica, em
condigdes de umidade controlada. Através de imagens obtidas por microscopias de forca
atdmica, observou-se que a monocamada de DPPE sobre mica € relativamente estavel e
homogénea, com a presenga de poucas falhas. A monocamada formada pode ser removida
somente a altas forcas de varredura (~ 100 mN). A camada depositada de DPPC sobre a
monocamada 1micial de DPPE sofreu colapso durante a sua transferéncia, causando a
formacdo, nessas regides, de bicamadas de DPPC, resultando em 3 camadas sobre a mica.
Os resultados também demonstraram que as camadas com as caudas hidrofébicas expostas
sd0 mais estavels, uma vez que o contato com a ponteira do microscépio de forca atdmica

as manteve intactas. Por outro lado, a ponteira penetrou na superficie polar, danificando-a.
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A terceira camada pode ser facilmente removida, mesmo com o uso de baixa forca de
varredura, da ordem de nN. O uso de ponteiras hidrofobicas mostrou-se de grande
utilidade, ja que elas permitiram a diferenciacdo entre areas hidrofilicas e hidrofébicas da

amostra, auxiliando na identificacdo das camadas lipidicas.

Qutros estudos foram feitos envolvendo as moléculas de fosfatidilcolina. Em 1985
Tamm e McConnell estadaram a deposicdo de bicamadas de DMPC, DPPC e DOPC
(dioleoilfosfatidilcolina) sobre substratos de vidro, quartzo ¢ silicio. Eles observaram que
as bicamadas formadas eram fisicamente muito parecidas com mono e bicamadas de
lipidios de sistemas ja conhecidos. As bicamadas formadas em condigdes de temperatura e
pressio adequadas mostraram-se uniformes e continuas quando observadas atraves de
microscopio otico. Pequenos defeitos foram visualizados somente através de técnicas de

maior resolucio.

Em 1989, Schurch ¢ Wallace estudaram a deposi¢&o de mono e bicamadas de
filmes de DPPC através da técnica de LB sobre substratos de vidro. A qualidade dos filmes
formados foi avaliada através de medidas do dngulo de contato. Os resultados mostraram
que as monocamadas formadas eram de alta qualidade e homogéneas, e que uma
caracteristica importante da deposi¢do era a emersio do substrato da fase aquosa sob baixa

velocidade. As pressdes de deposicio estudadas para a monocamada foram de 25, 15 e

10 mJ/m®. Foi observado que no houve deposicio quando a pressdo de 10 ml/m?® foi
utilizada. A bicamada foi depositada sobre a monocamada homogénea inicialmente
depositada ¢ observou-se que a exposi¢do da cabega polar do fosfolipidio ao ar, mesmo que
por uma fracdo de segundos, causava a teorientagdo das moléculas sobre a superficie,
tornando-a hidrofébica. Através de medidas do dngulo de contato foi concluido que ou a
bicamada era muito menos homogénea que a monocamada ou que o fluido utilizado para a

medida, o dibutil ftalato (DBP), causava a destruig@io da bicamada.

Okamura ¢t al., em 1993, estudaram a deposicio de filmes de monocamadas e de
cinco camadas de DPPC sobre substratos de vidro. As imagens obtidas por microscopia

eletronica indicaram que as monocamadas depositadas em pressdes de ate 30 mN/m
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apresentaram-se homogéneas. A pressdio de 45mN/m observou-se heterogeneidades, talvez
devido a colapsos locais causados pela alta pressdo. As imagens obtidas para cinco
camadas mostraram a formacgdo de estruturas do tipo cristais, muito diferentes daquelas
obtidas para a monocamada, permitindo-se concluir que a microestrutura da superficie

depende da espessura do filme e da pressdo aplicada ao filme.

Saint Pierre e Dupeyrat, em 1983, propuseram uma nova técnica a qual utiliza a
medida da energia do processo de tranferéncia durante a deposicio da monocamada sobre
o substrato. A medida consiste no registro da forga em fungdo da imersdo ¢ emersio do
substrato solido, definido como ciclo do processo de transferéncia. Através dessas medidas
pode-se avaliar qual o tipo de deposi¢do que esta sendo realizada ¢ se as camadas estdo

fortemente ligadas.

Em 1995 Osbormn e Yager estudaram a energia de transferéncia de duas
monocamadas de fosfolipidios sobre didxido de silicio (Si10,). Foram realizadas medidas
do dngulo de contato ¢ microscopia de fluorescéncia. Os resultados mostraram que a
bicamada pode ser depositada com reprodutibilidade somente em um intervalo limitado de
pressdo de superficie, proximo a pressdo de colapso. As microscopias mostraram também
que a bicamada apresentou muitos defeitos de ponto e de linha, indicando que a

transferéncia da segunda camada foi incompleta.

Chapman forneceu uma grande contribui¢do para os estudos do recobrimento de
superficies com fosfolipidios neutros. Em 1984, juntamente com Hayward, propuseram o
aumento da biocompatibilidade das superficies através da mimetizagdo das superficies
externas das membranas celulares. A mimetizagio foi realizada através da polimerizagio
de fosfatidilcolinas sobre diversos materiais. A polimerizagdo dos grupos PC ocorria
através de radiacdo ultra violeta apos eles serem depositados sobre o substrato através da
técnica de Langmuir-Blodgett. Em 1993, Chapman descreveu a estrutura das

biomembranas, a matriz lipidica e estudos das monocamadas de LB de lecitina e PE.
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3.7.1.5 - ASSOCIACAO DE GRUPOS QUIMICOS DE FOSFOLIPIDIOS POR QUTRAS TECNICAS

Grupos quimicos de fosfolipidios foram também posicionados em superficies de
polimeros através de enxerto e ligagdo covalente. Em 1986, Chapman e outros
pesquisadores, em uma seri¢ de artigos, descreveram a sintese de espécies reativas que
continham o grupo fosforiicolina e a ligagdo covalente dessas sobre varias superficies
poliméricas (Durrani et al, 1986);, a caracterizagdo da superficie de vidro e silica
recobertas com os grupos fosforilcolina através de medidas de 4ngulo de contato e
espectroscopia de infravermelho (Hayward et al., 1986(a)); a analise da superficie de varios
polimeros recobertos com grupos de fosforilcolina através de ESCA (espectroscopia
eletrbnica para andhise quimica) (Hayward et al., 1986(b)). Em 1992, Chapman e Charles
novamente propuseram ¢ recobrimento de polimeros com fosfolipidios neutros,
mimetizando as interfaces biologicamente inertes. Foi também observado que somente a
cabega polar hidrofilica do fosfolipidio neutro era essencial para a biocompatibilidade e
que superficies recobertas com os grupos de fosforilcolina niio apresentaram ativagdio do

mecanismo intrinseco da coagulacio por contato.

Em 1995, Malmsten estudou a adsor¢@io de proteinas sobre superficies de silica
recobertas com fosfolipidios. O recobrimento da superficie fo1 feito através da téenica de
“spin coating”. Ele observou que a adsorgdo protéica depende muito da cabega de grupo
polar do fosfolipidio. Em geral, superficies recobertas com os fosfolipidios neutros PC, PE
e esfingomielina apresentaram uma baixa adsorco de proteinas, enquanto que superficies
recobertas com o fosfolipidio carregado fosfatidilserina (PS) resultou em uma alta
adsor¢dio, principalmente de fibrinogénio. Superficies recobertas com o polimero solivel
em &agua polietilenoglicol (PEG) também apresentaram uma baixa adsorgdo protéica,

causada pelo chamado mecanismo de estabilizacio estérico.

Em 1998, Ishihara et al. também estudaram a adsorgdo de proteinas sobre
superficies recobertas com fosfolipidios. Eles observaram que as superficies que continham
grupos de PC apresentaram uma baixa adsorgfio protéica se comparados com superficies

poliméricas sem a presenga do fosfolipidio. Eles concluiram que esse fato estava
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relacionado ao estado das moléculas de dgua ao redor da superficie, que hidratavam o

polimero, minimizando a adsor¢do de proteinas sobre a superficie.

Van der Heiden et al.,, em 1998, estudaram o efeito do enxerto de grupos de PC
sobre polieteruretano na adsor¢io de proteinas. Eles observaram um aumento na
hidrofilicidade da superficie recoberta com os grupos de PC através de medidas do &ngulo
de contato. A presenga dos grupos de PC produziu um pequeno efeito na adsorcdo das
proteinas & superficie, mas essa adsor¢fio foi consideravelmente menor sobre superficies
pré adsorvidas com vesiculas de DOPC. Foi concluido que a presenca dos grupos de PC
enxertados ndo foi suficiente para inibir a adsorcdo das proteinas, sendo necessaria a
estrutura altamente ordenada das bicamadas dos fosfolipidios naturais para suprimir a

adsorcdo.
3.8 - MECANISMO bA HEMOCOMPATIBILIDADE COM FOSFOLIPIDIOS

Embora os mecanismos que conduzam 2 hemocompatibilidade ainda nfo estejam
elucidados, em todos os trabalhos descritos anteriormente foi verificado que as superficies
recobertas com fosfolipidios neutros, quando em contato com o sangue, apresentavam uma
baixa adsor¢do protéica. A ocorréncia da baixa adsorcido foi atribuida a forga de hidratagio
exercida pelos fosfolipidios. Embora essa forga seja tipicamente de curto alcance, nessas
situagdes mostrou-se muito forte, efetivamente reduzindo a proximidade de residuos
peptidicos a superficie dos materiais. As moléculas de agua ligam-se 4 superficie atraves
dos fosfolipidios formando uma barreira, que reduz a energia de adsorcdo total por
molécula de proteina, aumentando assim a hemocompatibilidade (Malmsten, 1995;

Ishihara et al., 1998).
3.9 - RECOBRIMENTO COM FOSFOLIPIDIOS DERIVATIZADOS COM PEG
Atualmente, a associag@o de polimeros solaveis em agua, tal como polietilenoglicol

(PEG), adsorvidos ou enxertados na interface entre biofluidos e biomateriais ¢ de grande

interesse, devido a sua capacidade de criagdo de uma barreira estérica que impede a
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aproximagio de outras macromoléculas e células. Quanto maior for a extensdo da
concentracdo das cadeias de PEG, maior ¢ a protegdo estérica na superficie. A
concentragdo de PEG na superficie depende das interagbes laterais entre as suas cadeias.
Para aplicagbes in vivo esses polimeros sdo usados em misturas do tipo polimero-
lipidio/lipidio, por exemplo DMPE-PEG/DMPC, em concentracbes de polimero-lipidio

menores que 15%o.

Quando as cadeias poliméricas sdo enxertadas na superficie pode-se identificar dois
regimes de concentragdo, os quais produzem caracteristicas fisicas diferentes nas
superficies. Se a concentracdo de polimero for baixa, as cadeias formam estruturas
separadas, designadas como “mushrooms™. Para altas concentragOes, as cadeias sobrepde-
se lateralmente, formando uma estrutura continua denominada “brush” Esses arranjos

podem ser observados na Figura 20.
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Figura 20: Estruturas formadas em superficies enxertadas com misturas: a) a baixas
concentragdes de polimeros,“mushrooms™; b} a altas concentragdes de polimeros, “brush”
{Adaptado de Hristova e Needham, 1995).

Em processos de adsorgdo, as misturas do tipo polimero-lipidio/lipidio podem ser
transferidas para substratos através da técnica de LB. O recobrimento de superficies pelas

cadelas poliméricas pode ser quantitativamente controlado através da variaciio da fracdo
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molar dos componentes ou através da area de superficie por molécula na interface ar-agua.
A baixas pressdes, ou baixa densidade de superficie, o polimero permanece na interface
misturado com os lipidios. Com o aumento da pressdo ¢ alcancada a pressdo critica, na
qual o polimero passa de um confinamento em duas dimensdes, na interface ar-igua, para
trés dimensdes, com as cadeias expandidas para dentro da subfase aquosa. As
configuragdes do PEG na interface ar-agua podem ser observadas na Figura 21. Quando as
isotermas de press@o versus area por molécula das misturas com PEG sfo plotadas em um
grafico do tipo logarttmico, observa-se um ponto de inflexdo, o qual corresponde a pressio
critica (Il,.) na qual as cadeias do polimero deixam de permanecer na interface ¢
expandem-se na subfase aquosa. Desta forma, acima da pressdo critica torna-se
energeticamente mais favoravel para as cadeias do polimero estenderem-se na solugdo

aquosa do que permanecerem na interface.
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Figura 21: Representagdo esquematica de uma mistura polimero-lipidio/lipidio na
interface ar-agua como funcfio da pressdo de superficie, IT: (a) cadeias de PEG confinadas

na superficie; {b) cadeias de PEG confinadas na superficie e expandidas na subfase aquosa;
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(c) cadeias de PEG totalmente estendidas a partir da superficie (Adaptado de Kuhl et al.,
1995).

Estudos mostraram que o recobrimento de superficies com polietilenoglicol ¢ o
método mais efetivo para a prevencdo da adsor¢fo de proteinas, e também indicaram que
sua eficacia depende do grau de polimerizacio e da densidade do enxerto destes grupos a
superficie. Por exemplo, a inclusfo de PEG 18500 Da sobre superficies foi mais efetiva na
prevengdo da adsorclio de proteinas que as cadeias com peso molecular de 3000, 100060 ou
100000. Isto pode ser explicado em termos de volume excluido da interface, mobilidade de
superficie, inabilidade do PEG em formar ligagdes de hidrogénio com solutos e a auséncia

de interagSes hidrofébicas (Lasic, 1993).
3.10 - MISCIBILIDADE DE MISTURAS DE FOSFOLIPIDIOS
Quando dois compostos sdo misturados, a miscibilidade entre eles ¢ caracterizada

pela interac@o entre suas moléculas. De acordo com Gaines, 1966, trés regimes podem ser

considerados, tal como ilustrado na Figura 22.

(a) (b) (c)

Figura 22: Possivels distribuigdes moleculares de misturas: (a) componentes misciveis;
(b) componentes imisciveis com formacio de grupos pequenos de moléculas similares;
(¢) componentes imiscivels com separacéo total das moléculas diferentes (Adaptado de
Gaines, 1966).

Na situagdo de miscibilidade, moléculas diferentes arranjam-se lado a lado em um
filme homogéneo, como visualizado na Figura 22 {(a). Componentes imisciveis, por sua vez,

formam grupos de monocamadas de moléculas iguais distribuidos na monocamada do
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outro componente. As monocamadas de cada componente podem estar completamente
separadas, como observado na Figura 22 (¢). Entretanto, na maioria dos casos, os grupos de
monocamadas s3o muito pequenos, contendo de centenas a poucos milhares de moléculas;

a Figura 22 (b) ilustra essa situagio.

A situacdo de imiscibilidade total, na qual nfo h4 interacdo entre as moléculas, é
descrita por equac¢fio andloga 4 de misturas ideais. No caso de filmes de Langmuir-Blodgett
4 uma determinada pressdo, a area por molécula da mistura serd a soma das 4dreas das

moléculas isoladas, a qualquer composigdo da mistura:

A= ANy + AN, (7]

onde: Ay, € a drea ocupada por molécula da mistura a pressdo desejada, N; e N, sio as
fragbes molares dos componentes na mistura € A, e A, sdo as areas ocupadas por molécula

dos componentes isolados a pressfio desejada.

Nesta situacdo, a pressdo de colapso ¢ independente da fragio molar dos

componentes na mistura, e igual a do componente puro de menor pressio de colapso.

A verificagio expermmental da miscibilidade pode ser feita através das curvas de
pressdo versus area por molécula caracteristicas das isotermas de Langmuir. A partir dessas
isotermas sdo construidas curvas de darea molecular versus frago molar de um dos
componentes da mistura, a pressdo constante. Os desvios das curvas obtidas em relagfio a
forma linear da equagfo [7] indicam miscibilidade e interacio entre as moléculas da
mistura. Desvios positivos ou negativos em relacfio & reta caracterizam respectivamente

repulsfio ou atragdo entre as moléculas.
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 - MATERIAIS

o Tubos de PVC comerciais de didmetro de 1/47, fornecidos pela Braile.

o Lipidios obtidos da Sigma Co.: diminstoilfosfatidiletanolamina (DMPE) , dipalmitoii-
fosfatidiletanolamina (DPPE), dimiristoilfostfatidilcolina (DMPC).

» Dimiristoilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000 (DMPE-PEG;gas), sintetizado no
desenvolvimento deste trabalho, a partir dos reagentes: polietilenoglicol metil éter
(PEG), obtido da Aldrich; 1,1-carbonil diimidazol (CD), obtido da Sigma; trietilamina
(TEA), obtido da Analar; DMPE, obtido da Sigma; diclorometano, obtido da Merck.

e Cloroférmio obtido da Synth.

¢ Metanol obtido da Merck.

e Isopropanol obtido da Synth.

¢ Detergente isento de fosfato, Extran, obtido da Merck.

o Alcool etilico comercial,

e Agua bidestilada e deionizada em sistema milli-Q.
4.2 - METODOS
4.2.1 - PREPARACAO DAS PLACAS DE PVC

As placas planas foram preparadas a partir de tubos comerciais de PVC de 1/4” de
didmetro interno € espessura de 2 mm. Os tubos de PVC foram cortados em comprimentos
de aproximadamente 8 ¢cm e cortados novamente longitudinalmente. Foram entfo lavados
durante dois minutos em agua destilada e secos em estufa a 50°C. quando foram colocados
no interior de duas placas de vidro presas por presilhas. O sistema foi mantido em estufa a
175+5°C por 10 minutos, quando entdo foi retirado e resfriado a temperatura ambiente. Em
seguida as placas foram cortadas sobre moldes de aproximadamente 2 cm de lados (area de

3 , . - i - "~
3.8 em”). Também foi medida a espessura das placas através de um micrémetro ¢ somente
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as placas com espessura entre 0,07 e 0,09 cm foram utilizadas nos experimentos a fim de se
minimizar a influéncia dessa variavel no processo de recobrimento. Esses valores foram
fixados porque eram os normalmente obtidos segundo a metodologia descrita (Marreco,
1999).

4.2.2 - LIMPEZA DAS PLACAS DE PV(

Foram testados o desempenho de quatro solventes: isopropanol, metanol, extran e
agua. As placas de PVC foram primeiramente esfregadas com o auxilio de um papel livre
de fibras ou uma gaze, ambos embebidos nos solventes testados para a limpeza, a seguir
lavadas com o mesmo solvente por aproximadamente 2 minutos € em seguida com agua
deionizada durante 3 minutos. Durante os tempos de lavagem as placas eram agitadas no
solvente ou na agua com o auxilio de uma pinga. A seleco do melhor solvente foi feita
através da determinacdo do grau de hidrofilicidade das placas apods a limpeza. O grau de
hidrofilicidade foi obtido através de determinagdes do angulo de contato antes e apods a

limpeza, segundo procedimento descrito no item 4.2.7.1,

4.2.3 - MEDIDA DA TENSAO SUPERFICIAL DA AGUA

Foram realizadas medidas na tensfo superficial da agua a temperatura ambiente
com uma placa de platina antes ¢ apods as medidas de angulo de contato para cada placa, a
fim de verificar se houve liberacdo de muaterial da superficie do PVC. Desta forma, para
cada nova placa foi realizada a limpeza do recipiente ¢ a troca de dgua. O equipamento

utilizado foi um tensidmetro do tipo K12, fabricado pela Kruss.
4.2.4 - SINTESE DO DMPE-PEG,4
A sintese do lipidio DMPE derivatizado com PEGy foi feita baseada na patente

americana 5.013.556 de 7 de maio de 1991 (Woodle et al., 1991), utilizando a rota quimica

via carbonil diimidazol (CD), com modificagdes introduzidas por Ribas em 1997.
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A rota catalitica de preparagéo do DMPE-PEG;qq consiste de duas etapas de reacéo
e utiliza 0 CID como agente de ligagio e trietilamina (TEA) como catalisador. A rota de

sintese ¢ apresentada na Figura 23.

N

)y N
CHR0(CH2CHz O)pH + N—"g“ N

PEG Ny 1 CD

O
N /\‘
CHgO(CH_zCHz Oy—C—N + NHy~PE

PEG-CD \=/ DMPE

(CzﬁsjaNl
TEA
i
CH30(CHp GHg O)— C— NH=~PE
DMPE-PEG

Figura 23: Rota de sintese do DMPE-PEGog0.

Na primeira etapa € obtido, a partir do PEG ¢ do CD, o composto intermediario
carbonil diimidazol-polietilenoglicol metil éter, PEG-CD. As condig¢des de reacio foram:
razio molar 1:1.1 (PEG:CD), temperatura de reacdo de 75°C ¢ tempo de reacio de
16 horas.

Na segunda etapa o composto intermediario € acoplado ao DMPE atraves da perda
de um dos hidrogénios do grupo amina da molécula de DMPE, na presenca do catalisador
TEA, formando o composto desejado, designado como DMPE-PEG,q;. As condi¢des dessa
etapa foram: razdo molar 2:1 (PEG-CD:DMPE), temperatura de reag@o de 95°C e tempo de

reacdo de 6 horas.
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A etapa posterior ¢ a de purificac8o do produto, realizada através de cromatografia
em coluna de vidro (=51 cm e D=1,4 cm). A coluna foi empacotada com silica-gel 60
com tamanho de particula de 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM), e inicialmente lavada
com diclorometano. O produto foi aplicado no topo da coluna ¢ a seguir foi realizada a
lavagem da coluna com o seguinte gradiente de solventes (fracio volumétrica de
diclorometano: metanol com 2% de acido acético): 100:0 (100 ml), 95:5 (200 ml), 90:10
(200 ml), 85:15 (200 ml), 60:40 (200 ml) e 100:0 (100 ml). As fragdes foram coletadas em
volumes de aproximadamente 50 ml e concentradas em evaporador rotatorio.
Posteriormente, as fragdes foram analisadas por cromatografia de camada delgada para a

identificagio das fragbes que continham DMPE-PEG,q (Ribas, 1997).

As fracBes contendo o produto desejado foram misturadas e levadas a evaporador
rotatério para a remogio do solvente sob vacuo. Ao produto final foi adicionado benzeno e
a solugdo foi congelada e liofilizada. O DMPE-PEG,y, obtido foi pesado e o rendimento

foi calculado em relagdo ao DMPE, que € o reagente limite.

4.2.5 - OBTENCAO DAS ISOTERMAS DE PRESSAO VERSUS AREA POR MOLECULA

As isotermas de Langmuir, que relacionam pressdo versus area por molécula, foram
obtidas para os lipidios usados neste trabalho: DMPE, DPPE, DMPC e DMPE-PEG, assim
como para as suas misturas. Os experimentos foram realizados em cuba de Langmuir-
Blodgett do tipo 611, fabricada pela Nima Technology, Coventry, Inglaterra, descrita no

item 3.7.1.1.

Antes dos ensaios a cuba de LB foi limpa cuidadosamente com um papel livre de
fibras embebido em cloroférmio e entdo preenchida com agua. As barreiras moveis eram
fechadas para a retirada de qualquer espécie de contaminante (fiapos, particulas, etc),
detectado através de um aumento na pressdo superficial. Foi considerada uma limpeza
adequada quando a pressio superficial nio excedeu 0,5 mN/m. Apds a limpeza as barreiras

eram abertas.
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Os lipidios foram solubilizados em cloroférmioc em uma concentragdo de
1 mg/mL. Uma aliquota de 50 ul. de solucfo era gotejada através de uma microseringa na
regido central da cuba de LB previamente preenchida com agua Apos a evaporagdo do
solvente, detectada pela estabilizacdo na pressfio superficial, aproximadamente dois
minutos, as barreiras eram automaticamente fechadas a uma velocidade constante de 100
cm?*/min, reduzindo a area ocupada por molécula. Um sistema de aquisi¢do de dados, com
interface computacional, registrava continuamente a pressdo obtida em fungfo da drea
entre barreiras. Para a obtengfio das isotermas de pressdio versus area ocupada por
molécula, os valores de area entre barreiras foram divididos pelo nimero de moléculas
presente na monocamada. O numero de moléculas presente na monocamada € calculado a
seguir utilizando o fosfolipidio DMPE como exemplo. Primeiramente ¢ calculada a massa

(m) de fosfolipidio a partir da concentracio (C) e do volume (V) da soluco:
m=C*V =1mgml* 0,05 ml =005 mg

A seguir, o numero de moléculas € obtido sabendo-se que o massa molecular do
DMPE é de 635.,9 g/gmol:

tmol - 6359g - 6,02*10% moléculas
0,05*10%g - x

x =4,73*10'® moléculas

A area entre barreiras ¢ entdo dividida pelo numero de moléculas, no caso do
DMPE por 4,73*10'° | e também multiplicada por 1¥10'® para que sua unidade passe de
cm’® para A’ resultando nos valores de 4area ocupada por molécula em A*/molécula.
Calculos similares foram realizados para os demais fosfolipidios e suas misturas. No caso
das misturas o massa molecular foi obtida através da soma de todas as massas moleculares
em relacdio a fragdo molar utilizada na mistura. Através das isotermas de pressio versus
area por molécula foram obtidas a press@io de colapso, Ilc, e a 4rea ocupada por molécula,

A, segundo metodologia descrita no item 3.7.1.1.



55 Capituio 4 ~ Materiais e Métodos

4.2.6 - DEPOSICAO DOS FILMES DE LANGMUIR-BLODGETT

A deposigdo dos filmes de LB nas placas de PVC foi feita em cuba do tipo LB
descrita no item 3.7.1.1. Antes dos ensaios a cuba era limpa de acordo com procedimento

descrito no item 4.2.5.

Os lipidios ¢ suas musturas foram solubilizados em cloroformio em uma
concentragdo de 1mg/ml. Uma aliquota de 50 ul de solugfio era gotejada através de uma
microseringa na regio central da cuba de LB previamente preenchida com dgua. Apods a
evaporagio do solvente, detectada através da estabilizagiio da pressdo superficial,
aproximadamente dois minutos, ¢ o fechamento das barreiras até a pressdo desejada, o
substrato era imerso € removido da agua, dando inicio aos ciclos de recobrimento da placa

com monocamadas de lipidio.

4,2.7 - CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DAS PLACAS

4.2.7.1 - DETERMINACAO DO ANGULO DE CONTATO DINAMICO

Foram realizados 3 ciclos de medidas para a determinagdo do dngulo de contato
dindmico das placas em sistemas ar-agua, utilizando-se a profundidade minima de imers&o
de 2mm e maxima de 6mm e com velocidade maxima de penetracdo da placa na fase
liquida, no caso a agua. Essa medida fo1 realizada a temperatura ambiente, antes e ap0s o
recobrimente com os filmes de lipidios. O céiculo dos dngulos de avango e de retrocesso
foram feitos de acordo com metodologia descrita no item 3.7.1.2.1. Como varniavel resposta
foi usada a diferenca percentual dos dngulos de contato antes e apos o recobrimento, obtida

segundo a equagao:

Variacdo do dngulo de contato = [(A;- A))/ A;] * 100 [%] (8]

onde: Aré o ngulo apos o recobrimento e A; € o dngulo antes do recobrimento.
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Na limpeza das placas, descrita no item 4.2.2, a variagdo percentual do dngulo de

contato foi calculada com os dngulos de contato antes e apds a limpeza das placas.
Nestes experimentos fol usado um tensiémetro do tipo K12, fabricado pela Kruss.
4.2.7.2 - MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

A técnica de microscopia de forga atémica de nfo contato foi utilizada para a

visualizacdo das caracteristicas das superficies das placas antes e apds o recobrimento.

As placas de PVC foram coladas em um suporte metdlico através de uma fita de
dupla-face. Esse sistema fol colocado no microscopio de forga atémica e a ponta € a
alavanca, com o feixe de laser incidindo sobre a ponta, foram aproximados da amostra, no
modo ndo contato, em areas de 5 por 5, 10 por 10, 20 por 20, 40 por 40 e 80 por 80 um”.
Através desse metodo ndio ha o contato entre a extremidade da ponta e a superficie da
amostra, sendo portanto o mais indicado na caracteriza¢io de materiais biologicos, uma
vez que ndo produz destruicio na superficie da amostra (Zasadzinski et al., 1994). A ponta
ficou suspensa a uma distdncia de 50-100 A da superficie da amostra ¢ a sua vibragdo foi
realizada a uma freqiiéncia constante de 100 a 400 kHz, com amplitude de dezenas de

angstrons. A ponta era microfabricada de tungsténio e a alavanca de nitreto de silicio.

O equipamento utilizado foi um microscopio do tipo Autoprobe cp, fabricado pela
Park Scientific Instruments. O microscopio era dotado de um sistema de aquisi¢do de

dados com interface computacional, cujas imagens eram registradas continuamente.
4.2.8 - TESTE DO TEMPO DE FIBRINA
O aparecimento da rede de fibrina ¢ um dos primeiros eventos na formagéo de

trombos que pode ser observado a olho nu. Quanto mais hemocompativel € a superficie,

maior € o tempo decorrido até a formagdo da rede de fibrina.
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Inicialmente as placas foram cortadas em duas partes para que os testes fossem
realizados em duplicata. Para esses ensaios for utilizado sangue humano fresco, obtido
através de um furo com lanceta picadora esterilizada descartavel, em dedos da mio. Uma
gota de sangue de aproximadamente 0,5 ml era depositada rapidamente na placa a ser
avaliada. Deixou-se 0 sangue um minuto em repouso, para um malor contato inicial com a
superficie, e apoOs esse tempo a gota era revolvida com a propria lanceta, em movimentos
ascendentes, até a verificacdo, a olho nu, da formacgdo inicial da rede de fibrina. O tempo
era medido através de crondmetro. O tempo de fibrina foi determinado como o intervalo a
partir do primeiro minuto de contato do material com a superficie, at¢ a formagio da rede
de fibrina. Um ensaio em branco foi realizado com placas previamente limpas, porém sem

recobrimento. Os ensaios foram realizados em ambiente com temperatura controlada.

Como variavel resposta fo1 usada a diferenca percentual do tempo de fibrina em

relacdo a superficie ndo recoberta segundo a equagio:
Variac@o do tempo de fibrina = [(T,,- Ty / Tl <100 [%] {9]

onde: T,; é o tempo medio de formagio da rede de fibrina para a placa recobertae Ty, €0

tempo médio de formacdo da rede de fibrina para a placa sem recobrimento.

4.2.9 - DETERMINACAO DAS VARIAVEIS IMPORTANTES NO PROCESSO DE DEPOSICAO

DOS FILMES

Para a determinacio das varidveils mais importantes no processo de deposigio dos
filmes de LB nas superficies das placas de PVC, foi realizado um planejamento fatorial
fracionario em dois niveis do tipo 2. Foi analisada a influéncia das varidveis pressio de
deposigio (P), numero de camadas depositadas (N), velocidade de imerséo e emersdo do
substrato da fase liquida (v) e tempo de organizagdo molecular antes do inicio da deposi¢do
(1). A descricdo dessas variaveis com seus respectivos niveis inferiores e superiores

encontram-se¢ na Tabela 3.
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Tabela 3: Niveis das varidveis utilizadas no planejamento fatorial fracionario.

59

Variavel Limite inferior Limite superior
) {+)
Pressdo, P 20 40
fmN/m]
Numero de camadas, N 6 30
velocidade, v 5 10
[mm/inin]
tempo, t 0 150
(min]}

Para o planegjamento fatorial completo sio calculados os efeitos das variaveis mas,
no caso do planejamento fatorial fracionario, sfo calculados contrastes (1). Os valores dos
contrastes sdo obtidos apenas com metade dos experimentos necessarios para o fatorial
completo, reduzindo, desta forma, tempo e custo no laboratério. O planejamento fatorial
fraciondrio utilizado encontra-se na Tabela 4. Sua geratriz € dada por I = +1234, isto

e ]

significa que a coluna 4 da Tabela 4, comrespondente a variavel “t”, ¢ dada pela
multiplicagdo das colunas 1, 2 e 3. O emprego da meia fragdo confunde os efeitos
principais com as interagdes de terceira ordem, por exemplo, o contraste calculado para a
variavel pressd@o (lp) € na verdade a soma do efeito principal P com o efeito de interaco
Nvt, ja que sua geratriz ¢ positiva. Isso nfo € problematico pois, normalmente, os efeitos de
terceira ordem n#o sdo significativos, sendo que os contrastes calculados para as variaveis
sdo boas estimativas dos valores reais dos efeitos (Barros Neto et al., 1996). Os contrastes

sdo calculados a partir das respostas obtidas, segundo a equacdo abaixo:
1=1/4 (R} - 1/4 (R) {110]
onde: R. e R_ sfo respectivamente as respostas obtidas nas linhas correspondentes ao sinal

positivo (+) e ao sinal negativo (-) do planejamento fatorial fracionario para a varidvel em

questdo.
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Tabela 4: Planejamento fatorial fracionario 2%,

Ensaio Variaveis

P N v t
7 _ _ ~ R
P T _ _ o
3 - + - +
4 + + - -
3 - - -+ +
& + - e _
7 - + + .
8 + + + +

Como variaveis resposta foram usadas a diferenga percentual dos angulos de
contato, Ry, € a varia¢do percentual do tempo de fibrina, R,, ambas em relagdo a superficie

nio recoberta segundo as seguintes equacdes:

R; = [(Ar- A/ A %100 [%] [11]

onde: A; é o dngulo de retrocesso apos o recobrimento e A, € o dngulo de retrocesso antes
do recobrimento. Os valores dos dngulos de contato de retrocesso foram usados por

apresentarem um menor desvio, quando comparados com os dngulos de avanco.
R, = [(Tpr' Tpsr) / Tpsl‘] *100  [%] [12]

onde: T, ¢ o tempo medio de formagio da rede de fibrina para a placa recoberta e T €0

tempo médio de formagdo da rede de fibrina para a placa sem recobrimento.
4.2.10 - ESTUDO DA MISCIBILIDADE DAS MISTURAS DE FOSFOLIPIDIOS
A miscibilidade dos fosfolipidios DMPE, DMPC e DMPE-PEG foi avaliada

mediante as curvas de area por molécula versus fragdo molar de um dos componentes na

mistura (A x %omolar). Os dados de area por molécula foram obtidos através das isotermas



Capitulo 4 - Materiais e Métodos 81

de Langmuir das misturas a4 uma dada pressdo, conforme descrito em 3.10. As curvas de
A x %molar foram comparadas com a reta obtida de acordo com a equacio [7], reescrita
abaixo, que representa o comportamento de uma solucdo ideal, onde ndo ha intera¢do entre

as moléculas, e que caracterizam imiscibilidade total:

A= Ny*A; + Ny*A, [7]

Outro estudo que pode ser feito através da observacfo das isotermas de Langmuir
das misturas ¢ com relagfio a pressdo de colapso. Se a pressdo de colapso das misturas for a
mesma ¢ igual a do componente puro que apresenta a menor pressio de colapso, entio ha a

indicagfio de imiscibilidade entre as moléculas da mistura, como ja discutido em 3.10.
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CAPiTULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - SELECAO DO SOLVENTE DE LAVAGEM

Os resultados das determinagbes dos &ngulos de contato para as superficies das
placas antes € apos a lavagem com os quatro solventes testados, metanol, isopropanol,
extran e agua, s@o apresentados na Tabela 5. Essa tabela também apresenta os dados de
tensdo superficial da dgua medidos com placa de platina antes e apds a imersdo das placas

de PVC para a obtengio dos perfis de forca versus profundidade.

Tabela 5: Influéncia do solvente de lavagem das placas na tensio superficial da agua e nos

anguios de contato de avango e de retrocesso.

L1 Q 2] 2]
YH20 antes Bvanco TH20 antes B.vanco
YH2ZO depois Oretrocesso YH20 depois B retrocesso .
Amostra [t N/m] [o] Lavagem [mN/m] [0] [{ArA)NA]*100

[“o]

1 74,53 93,73 0,22 H,O milli-Q 73,94 92,09+ 0,96 -L73
54,67 74,91+ 0,44 _ 39,48 77624032 3.62

2 73,33 £797£0,51 B0 mili-Q 73,67 83,18+ 0,17 1,38
55,51 70,17+ C,15 34.1 72,374 0,43 3,14

3 73,82 91,05+ 0.23 | isopropanol 70% 7380 %8 40 1,94 2,91
54,79 74,84+ 0,16 & Hy© milli-QQ 5435 71.23+ 0,93 -4,82

4 73,80 91,03+ 0,84 | isopropanol 70% 73,82 88,11+ 0,40 321
54,62 75,534 0,25 e B0 milli-Q 54.82 72,680,216 3,77

3 73,13 92,242 0,39 metanol e 73,92 91,93+ 0,64 -0.34
54,18 77,261 0,05 HO milli-Q 55,90 72,562 0,24 .08

3 7362 92,80% 0,89 metanol e 74,02 91,32+ 2.52 -1.39
54,50 75,36+ 0,19 HpO milh-Q 57,69 71,655 1,03 52

7 73,97 93.64% 1,84 extran 20% e 73.82 91,67+ 0,34 ~4.15
54,67 81,18+ 0,16 H0 milli-Q 54.84 68,63% 1,37 -15,46

8 74,19 95,31+ 0,85 extran 20% o 73.67 94,13% 0,52 -1.24
54.77 8474% 681 RO milli-Q 54,70 75,112 051 -11.36

© Medidas feitas antes da lavagem das placas.

B Medidas feitas apos a lavagem das placas.
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Os resultados de tenso superficial apresentados na Tabela 5, independentemente da
limpeza das placas, variaram de aproximadamente 74 mN/m, antes da imers3o das placas,
para aproximadamente 54 mN/m, apés a imersfo. Isso indica que ndo ha uma relagdo entre
esse efeito e a hmpeza das placas, sendo provavelmente causado pela extracdo de algum

material da superficie das placas de PVC.

De acordo com os resultados obtidos, a varia¢do percentual do angulo de retrocesso
antes ¢ apos a lavagem das placas decresceu para todos os solventes utilizados, com
excecdo da dgua. Isso significa que a superficie tornou-se mais hidrofilica apds a limpeza
com os solventes metanol, isopropanol e extran. A hidrofilicidade da superficie € por vezes
apontada como favoravel 4 hemocompatibilidade do material. De acordo com estudos
realizados (Kim et al., 1976), o metanol torma a superficie de PVC menos hidrofobica,
fazendo com que esta adsorva preferencialmente albumina, aumentando assim a
hemocompatibilidade do biomaterial. Desta forma, o solvente metanol foi selecionado para

a lavagem das placas antes da deposi¢io dos filmes de LB.

5.2 - PERFIS TiPICOS DE FORCA VERSUS PROFUNDIDADE PARA A DETERMINACAO DO
ANGULO DE CONTATO DINAMICO

A Figura 24 apresenta os perfis tipicos dos ciclos de medida de forga versus
profundidade da placa (2 a 6 mm). Esses dados foram usados para a determinagdo do
dngulo de contato dindmico de avango e de retrocesso. A utilizacdo do método dindmico ¢
mais indicada, se comparada com o método estatico, devido as irregularidades da

superficie das placas de PVC.
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Figura 24: Ciclos de medida de for¢a versus profundidade de imersio da placa para a
determinacdo dos dngulos de contato dindmico. Profundidade minima de 2mm e maxima
de 6mm. Material: placa moldada a partir de tubo comercial de PVC previamente lavada

com metanol (placa 106).

Como pode ser observado a histerese, mais acentuada no primeiro ciclo, estd
também presente em todos os outros ciclos de avango e retrocesso. A mator diferenca entre
o primeiro ¢ os demais ciclos deve-se provavelmente a hidratacdo da placa de PVC. A
utilizagdo de Agua nas medidas do dngulo de contato € problematica, pois devido ao seu
baixo volume molecular, 18 cm’ /gmol, as suas moléculas penetram facilmente na
superficie e nas multicamadas lipidicas (Andrade et al., 1985). Por essas razdes, o primeiro

ciclo foi desprezado no calculo dos dngulos de contato.

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores dos pardmetros usados nos calculos dos
dngulos de avango e de retrocesso, € 0s seus respectivos valores para a mesma placa cujos

perfis foram apresentados na Figura 23.
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Tabela 6: Valores dos 4ngulos de avanco e de retrocesso da placa 106 limpa. Sendo
a=vpcos®, b= p,Leg, onde v é a tensfo superficial, p € o perimetro molhado da

placa, p; ¢ a densidade da 4dgua, L. € a largura da placa, £ ¢ a espessura da placa ¢ g ¢ a

aceleragio da gravidade.

Ciclo Agy bav Apet bret Eav Erot eav eret
[cm] [em]
3 $73 14121 76,64 71638 0.076 0.078 9231 65,30
3 222 -157 40 73,77 -147,78 0,084 4,079 8941 69,54
Valores - - - - 0,080:+0,004 90.86%2,05 | 69,42+0,17
médios

Pode-se observar que, devido a histerese, para o segundo e terceiro ciclos ha
variacdes significativas entre os dngulos de avango e retrocesso. Para esses ciclos, os
dngulos de retrocesso mantiveram-se aproximadamente constantes, comparados aos

angulos de avango.

O fator ja apresentado de facilidade de hidratagdo da placa acrescido a
irregularidades ¢ deformabilidade da superficie das placas foram responsaveis pelo
comportamento apresentado nos varios ciclos de avango € retrocesso, dando origem a
histerese. Qutro fator importante foi a variagio observada nas medidas de tensio superficial
da agua antes € apos os ciclos de imersfio das placas, como pode ser observado nas Tabelas
5doitem 3.1, e 8 e 9 doitem 5.3.2.1. Esse fator mostrou-se independente da limpeza ou do
recobrimento das placas, sendo provavelmente decorrente da extrac@o do plastificante, que

ocorria logo apds o contato da placa com a dgua.

5.3 - RECOBRIMENTO COM FOSFOLIPIDIOS ISOLADOS

5.3.1 - ISOTERMAS DE PRESSAO VERSUS AREA MOLECULAR

Antes de cada deposigiio de filme de LB foi obtida a isoterma correspondente ao

lipidio a ser depositado, para assegurar as condi¢des de deposi¢do. Na Figura 25 sdo
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apresentadas isotermas tipicas de pressdo versus area por molécula para os fosfolipidios
DMPE e DPPE.

Pressdo [miNm]

DPPE.

As curvas mostram a presenca das varias fases: gasosa, liquida e solida, até o

colapso do filme. A nitidez e extensfio de cada fase ¢ uma caracteristica do lipidio, e

= MPE
e PBE

o

; f
E 3l 80

Area por molécula [AZ/molécuilal

Figura 25: Isotermas de pressdo versus drea por molécula para os lipidios DMPE e

depende da dimensdo relativa entre as regides polares e apolares da molécuia (Figura 18,

item 3.7.1.3.1). Tomando-se uma média entre as isotermas, os valores obtidos para a

pressio de colapso e area ocupada por molécula foram determinados, os quais sdo

mostrados na Tabela 7 para os fosfolipidios considerados.

Tabela 7: Pressdo de colapso e area por molécula obtidas para os lipidios DMPE e DPPE.
Lipidio Area ocupada por molécula Pressio de colapso
[A*/moléculal [mN\m]
DMPE 40 67
DPPE 21 60

Comparando esses resultados pode-se verificar que quanto menor o tamanho da

cadeia hidrocarbdnica, major € a area ocupada por molécula. Isso pode ser explicado

através das dimensdes relativas entre a area polar e apolar de cada molécula. A molécula de

86
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DMPE, por possuir uma menor diferenga entre a area polar e apolar, resiste & compressdo
e portanto a sua area por molécula ¢ maior se comparada a da molécula de DPPE (maior

cadeia hidrocarbénica).

A compressdo do fosfolipidio DSPE (18 carbonos na cadeia hidrocarbdnica) em
filmes de LB nio apresentou resultados consistentes de drea por molécula nos nossos
experimentos. A sua elevada compressibilidade dificultou os experimentos, por envolver
uma quantidade de material muito maior comparada aos outros fosfolipidios. Assim,
experimentos envolvendo essa molécula mostraram-se invidveis tanto experimental quanto
economicamente e, por essa razio, a isoterma para o DSPE nio foi incluida neste trabalho.
De acordo com os resultados de Biirner et al., 1994, a molécula de DSPE é do tipo

condensavel, ou seja, menos resistente a compressio .

Na Figura 26 sdo apresentadas as varias isotermas obtidas antes dos ensaios de
recobrimento das placas. Como pode-se observar, as isotermas nfo sofreram variagdes
muito grandes de ensaio para ensaio, e as diferencas obtidas podem ter sido causadas
provavelmente pela variagdo na temperatura ambiente, como revisto no item 3.7.1.1 para o

dcido estearico.

T S e B S e e B B I e
a ©® B/ P M T B W OH W WO M W

Area pormolécuia [A moléculal

Figura 26: Curvas de pressdo versus drea por molécula para o DMPE nos varios

experimentos realizados.
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5.3.2 - AVALTACAO DAS SUPERFICIES RECOBERTAS

Os resultados da caracterizagdo das superficies tecobertas, de acordo com as
vaniagdes do dngulo de contato dindmico, topografia da superficie e tempo de fibrina, em

relacdo as superficies ndo recobertas, sdo apresentados nos itens 5.3.2.1,5.3.2.2e53.2.3.

5.3.2.1 - ANGULO DE CONTATO DINAMICO

Na Tabela 8 sdo apresentados 0s resultados obtidos para a variagdo do dngulo de
contato dindmico das placas recobertas com o fosfolipidio DMPE em relagfo as placas néo
recobertas. Para uma melhor interpretacdo dos resultados sdo apresentados também 0s
valores das medidas de tensdo superficial da agua antes € apos as imersdes das placas para

a obtengio dos perfis de forca versus profundidade.
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Tabela 8: Influéncia das condi¢Ges operacionais no recobrimento de placas com o
fosfolipidio IDMPE, em termos dos dngulos de contato dindmico de avango e retrocesso e
variagio percentual dos dngulos de contato de avango ¢ retrocesso em relagio as placas ndo
recobertas. vmpoa € Yimog S30 respectivamente os valores da tensio superficial da agua

medidos antes e apos a imersdo das placas para a obtencdo dos perfis de forga versus

profundidade.
o 1] 2] e
o a O svango — Bvanco Espessura [(Af-AiMAI]*100
Ensaio o O rerocenms Depeosicao o S da placa %)
fNim 1 femfmm] [ fem]
1#* 73,97 90,862,035 P=20mN/m 73,43 92,19£1.,93 0,07920,003 1.46
35,16 §9,420.17 6 camadas 54,67 6927+0,21 22
v 3mm/min
2* 73,84 96,45+8.08 P=40mN/m 73.75 90,69x2,21 0,080£0,003 -5.97
56,78 635614078 6 camadas 53,25 66,4350,35 1.25
v=5mm/min
3% 7301 91,45£1,20 P=20mN/m 7406 88,01+0,28 0,07720,006 -3,80
54 84 68,18+1.56 30 camadas 54,75 70,1020.93 2,82
v=3urymin
4+ 74,11 90,73x0,93 P=40mN/m 73,40 92,23+0,54 0,078x0,002 165
55,19 67,5140.06 30 camadas 33,50 68,53+0.18 2,10
V=S
hd 73,57 92,61+6,24 P=2(m/m 73,28 89.78£1,28 0,07020.009 -3.06
3499 64,2040,41 6 camadas 34,72 67.8530,66 3,69
v=10mm/min
G¥x 74.24 98,94%1 .46 P=40mN/n 74,16 92,26+1.23 0,08720,003 6,75
5487 74,5421 60 6 camadas 33,27 61,530,777 -17.43
v=10mm/muin
TEE 73.94 88.35x1,30 P=20mN/m 74,46 85,61£1,30 0,07520,002 143
534,84 65.62+0.43 36 camadas 54,97 £9,89+0.34 6.51
v=1{mm/min
8* 7394 92.10+2.06 P=40mN/m 73,84 94,91£1,20 007620011 3.05
54,84 71,1840,54 3§ camadas 33,13 72,7020,18 214
v=10mm/min
B

* Gotejamento da solugiio lpidica, espera de

espera de 2 horas, inicic da deposigio.

30 minutos, fechamento das barreiras até a pressio desejada,

** Gotejamento da solugio lipidica, fechamento das barreiras até a pressdo desejada, inicio da deposigio.

© Medidas feitas antes do recobrimento das placas.

O Medidas feitas apods o recobrimento das placas.
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Pode-se observar atraveés dos resultados apresentados na Tabela 8 que ha, de uma
maneira geral, uma tendéncia das amostras de se tornarem mais hidrofobicas apds o
recobrimento com o fosfolipidio DMPE, o que pode ser observado através dos valores
positivos da variagdo percentual do dngulo de contato na maioria das situagdes. O aumento
da hidrofobicidade ¢ compreenssivel, visto que as placas de PVC sdo hidrofobicas e,
recobertas com 6 ou 30 camadas, teriam como Ultima deposi¢io a porgio hidrofobica da
molécula. Além disso, ha a orientagdo preferencial das caudas hidrofobicas em contato

com O ar.

Considerando os angulos de retrocesso somente, e 0s seus valores em modulo,
pode-se classificar os recobrimentos realizados nas vérias condigdes em trés niveis: baixo

(-0,22 e 1,25), intermedianio (2,82; 2,10; 5,69; 6,51 e 2,14) e alto (-17.45).

Na mesma Tabela § pode-se também observar as variagdes da tensfio superficial da
agua antes e apos a limpeza ou a deposicio. Esses valores, independentemente da limpeza
ou do recobrimento das placas, variaram de aproximadamente 74 mN/m, antes da imersdo
das placas, para aproximadamente 54 mN/m, apés a imersdo. Isso indica que ndo hda uma
relagdo entre essa variagfo e a limpeza ou o recobrimento das placas, sendo provavelmente
causado pela extracéo do plastificante, o que justifica 0s perfis tipicos apresentados no item
5.2.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos com a variagio da pressdo de deposi¢do
e tempo de organizagdo molecular na variacio do angulo de contato dindmico das placas
recobertas com o fosfolipidio DPPE em relacfo as placas ndo recobertas. Para uma melhor
interpretagdo dos resultados sdo apresentados também os valores das medidas de tensfo
superficial da agua antes € apés as imersdes das placas para a obteng8o dos perfis de forca

versus profundidade.
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Tabela 9: Influéncia das condigdes operacionais no recobrimento de placas com o
fosfolipidio DPPE, em termos dos dngulos de contato dindmico de avango e retrocesso e
variagio percentual dos dngulos de contato de avango e retrocesso em relagdio as placas ndo

recobertas. Yiaoa € Yipod $80 08 valores da tenséo superficial da dgua medidos antes e apos

a imersdo das placas para a obtengdo dos perfis de forga versus profundidade.

o 11 (2] 12} Espessura
Ensaie | . B v Deposicio 0 Bovence da placa [(Af-Ai)/Ai]*100
Ti2o 4 eulrocessu TR0 0 Grﬂmmso [cm] fn/ﬂ}
¥l {1 fmira] {7

7EE | 73,84 | 87532077 | P=20mN/m 73,45 89,68+1,69 | 0,087+0,003 2,46

54,97 | 67,18+0,68 | 30 camadas 54.57 71,74+0.36 6,79
v=10mm/min

g* 73,75 § 90,001,186 | P=40mN/m 73,48 1 92404065 | 0,081+0,004 2,67

54,77 68,50+0.16 30 camadas 54,35 74,10£1,00 8.18
v=10mm/min

7’ e 8" indicarn ensaios respectivamente semelhantes aos ensaios 7 e & do planejamento fatorial fracionario.

* Gotejamento da solugdo lipidica, espera de 30 minutos; fechamento das barreiras até a pressio desejada,

espera de 2 horas, inicio da deposi¢do.

** Gotejamento da solugdo lipidica, fechamento das barreiras até a pressiic desejada, inicio da deposicio.

© Medidas feitas antes do recobrimento das placas.

@ Medidas feitas apds o recobrimento das placas.

hidrofébicas apos o recobrimento com o fosfolipidioc DPPE. Também pode ser observado

através da Tabela 9 que o dngulo de retrocesso aumentou com a pressdo de deposicio e

com o tempo de organizacio molecular.

percentual do angulo de contato obtidas para os dois lipidios, DMPE ¢ DPPE, em fungdo

da pressdo e tempo de organizagdo molecular antes da deposi¢io.

Tal como ocorrido com o fosfolipidio DMPE, as superficies tornaram-se mais

Na Figura 27 ¢ apresentada uma comparagdo entre as respostas da variaglo
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T(ARAAITF100 [9%4]

20 )
Presséo de deposicao [mN/m]

Figura 27: Compara¢lio entre as respostas da variagdo do dngulo de contato para as
mesmas condi¢es de deposigdo com os lipidios DMPE e DPPE. Condigdo de deposigio:
P = 20mN/m, 30 camadas, v = 10mm/min e sem tempo de organiza¢io molecular para o
inicio da deposicdo; condicio de deposicio: P = 40mN/m, 30 camadas,
v = 10mm/min € com tempo de organizacio molecular de 150min para o inicio da

deposigio.

Pode-se observar que, em ambos os casos, a resposta foi maior quando utilizado o

fosfolipidio DPPE, indicando provavelmente um maior recobrimento nessas amostras.

Embora os ingulos de contato variem com as condigfes operacionais, a avaliago
do recobrimento através dos seus valores deve ser considerada com reservas. Segundo
Andrade et al., 1985, as medidas de dngulo de contato em superficies nfio ideais nfo sfo
adequadas para avaliar o recobrimento de superficies. Foi observado que, em alguns casos,
10% e 90% de recobrimento forneceram aproximadamente o mesmo valor de dngulo de
contato. Por essas razfes, outros meétodos de caracterizagfio, tais como microscopia de
forca atémica e tempo de fibrina, foram também usados para uma melhor avaliacio das

superficies recobertas.
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5.3.2.2 - TEMPO DE FIBRINA

Os resultados obtidos de tempo de fibrina, em testes com as placas recobertas com o
fosfolipidio DMPE realizados nas condi¢es operacionais da Tabela 8, sdo apresentados na
Tabela 10, onde Ty e Tpy s80 os valores obtidos para as placas recobertas ¢ sem

recobrimento respectivamente.

Tabela 10: Influéncia das condi¢des operacionais no recobrimento de placas com o
fosfolipidio DMPE, em termos dos tempos de fibrina e variagdo percentual dos tempos de

fibrina em relagdo a placa ndo recoberta.

Tempo de Tempo de Valor médio Desvio das

Amostra coagulacio 1 | coagulacio 2 | das medidas medidas [(T =T sz} Tpsel = 100

[seg] [seg] [seg] [seg] [%]
placa sem 4388 360 424 90 -
recobri/o
ensaio 1 365 281 323 39 -23.8
ensaio 2 465 466 466 i 9.9
ensaio 3 760 652 706 76 66,5
ensaio 4 660 727 693 47 63,4
ensaio 5 838 1104 971 188 129,0
ensaio 6 817 600 708 133 67,0
ensaio 7 610 337 473 193 11,6
ensaio 8 557 973 765 294 80,4

Com excegldo do ensato 1, todas as placas recobertas apresentaram um tempo de
coagulagdo maior que o obtido para a placa sem recobrimento. Isso indica que ha uma
tendéncia de maior hemocompatibilidade para as placas recobertas. Os methores resultados
foram obtidos para o ensaic 5, que apresentou um tempo médic de fibrina maior que o
dobro da placa nfio recoberta. Em outras quatro amostras o recobrimento apresentou uma
variagfo percentual de 60 a 80 % em relagdio 4 placa nfio recoberta, o que indica também

wma maior hemocompatibilidade.
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Sabendo-se que quanto maior o tempo de coagulagio mais hemocompativel € a
amostra, através dos valores obtidos nestes testes pode-se observar que a mais
hemocompativel € a amostra correspondente ao ensaio 5. As condig¢des de deposigdo desta
placa foram: P = 20mN/m, 6 camadas, v = 10mm/min e com tempo de organizagdo
molecular para o inicio da deposi¢iio de 150min. As outras amostras que apresentaram
tempo de coagulacdo alto com as respectivas condigdes de deposigio foram: ensalo 6
(P=40mN/m, 6 camadas, v=10mm/min, e sem tempo de organizagic molecular para o
inicio da deposigdo), ensaio 4 (P=40mN/m, 30 camadas, v=5mm/min, ¢ sem tempo de
organizagdo molecular para o inicio da deposigdo), ensaio 8 (P=40mN/m, 30 camadas,
v=10mm/min, ¢ com tempo de organizac¢io molecular de 150 minutos para o inicio da
deposi¢do), e ensaio 3 (P=20mN/m, 30 camadas, v=5mm/min, ¢ com tempo de organiza¢do

molecular de 150 minutos para o inicio da deposicio).

Os resultados obtidos de tempo de fibrina em relagfo a placa ndo recoberta e as
placas recobertas com o lipidio DPPE encontram-se na Tabela 11, onde T, e Ty s80 0s

valores obtidos para as placas recobertas ¢ sem recobrimento respectivamente.

Tabela 11: Influéncia das condi¢Ses operacionais no recobrimento de placas com o
fosfolipidio DPPE, em termos dos tempos de fibrina e variacio percentual dos tempos de

fibrina em relagdo a placa ndo recoberta.

Tempe de Tempo de Valor médio Desvio das
Amostra coaguiacio ! | coagulacfo 2 | das medidas medidas (T pr-Tpsr) Tpsel * 100
{seg] [seg] [seg] {seg] [%]
placa sem 680 730 705 35 -
recobri/o
ensaio 7 1605 782 1194 582 69,4
ensaio B 626 640 633 10 -10,2

(O ensaio 7 apresentou um aumento no tempo de fibrina indicando que, neste caso,
houve wm aumento da hemocompatibilidade. J4 a amostra correspondente ao ensaio 8

apresentou uma variagio negativa, indicando um decréscimo da hemocompatibilidade.
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Os desvios altos encontrados nas Tabelas 10 e 11 podem ter sido causados devido &
diferenca no volume de sangue depositado nas placas em duplicatas, o qual era de dificil
controle, também a velocidade e forga de agitagfio da gota, ao estado do doador do sangue
¢ & irregularidades no recobrimento. Vale ressaltar que a cada ensaio com as placas
recobertas era também feito um ensaio em uma placa sem recobrimento, por isso 0s valores

de tempo de fibrina para as placas sem recobrimento das Tabelas 10 e 11 sdo diferentes.

Na Figura 28 ¢ apresentada uma comparagio entre as respostas da variagio
percentual do tempo de fibrina para os dois lipidios, DMPE e DPPE, em fun¢io da pressio

e tempo de organizac¢io molecular antes da deposigéo.

B0 -

[(Tor-Tpsr)/ TpsiT7100 {%]

|
Pressdo de deposicio [rmiim]

2205

Figura 28: Comparacio entre as respostas da variacdo do tempo de fibrina para as mesmas
condigdes de deposiclio com os lipidios DMPE e DPPE. Condig¢do de deposigio: P =
20mN/m, 30 camadas, v = 10mm/min ¢ sem tempo de organizaco molecular para o inicio
da  deposigio; condigic de deposigio: P = 40mN/m, 30 camadas,
v = 10mm/min ¢ com tempe de organizacdo molecular de 150min para ¢ inicio da

deposigio.

Comparando-se o0s resultados obtidos para os fosfolipidios DMPE e DPPE
correspondentes ao mesmo ensaio, na Figura 30, pode-se observar que, provavelmente, nio
houve uma relacdio entre a condi¢lio de deposigdo ou a cadeia de hidrocarboneto e a

hemocompatibilidade.
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5.3.2.3 - MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Foram realizadas microscopias de for¢a atdmica nas placas depositadas e em uma
placa sem recobrimento, para efeito comparativo. As melhores imagens foram obtidas em
areas de 20 por 20 pmz, as quais podem ser observadas nas Figuras 29 a 32, onde as escalas
indicam a variagdo topografica da superficie. As cores mais escuras representam

depressdes na superficie e as mais claras elevagdes na superficie.

Figura 29: Microscopia de forca atdmica da superficie de uma placa de PVC sem

recobrimento.

A Figura 29 representa a imagem obtida por microscopia de forca atébmica da
superficie da placa sem recobrimento. Pode-se observar a presenca de ranhuras distribuidas
uniformemente por toda a placa, decorrentes possivelmente do processo de fabricagfio do
tubo. Além disso, observa-se a presenca de depressdes localizadas na regido central da

placa, indicando a ndo uniformidade da superficies das placas de PVC.

As Figuras 30, 31 e 32 ilustram as imagens obtidas em diferentes regides da
isoterma de adsor¢fo para os lipidios DMPE e DPPE. As microscopias localizadas a
esquerda da curva representam deposigSes realizadas a pressfio de 40 mN/m, as localizadas
a direita representam deposicdes realizadas a pressfo de 20 mN/m. Em todos os casos
pode-se observar a presenga do lipidio depositado, visto que as ranhuras encontradas na

placa sem recobrimento nio sdo mais visiveis.
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Figura 30: Isoterma de pressdo versus area molecular para o DMPE com as microscopias
de forga atdbmica. Sem tempo de espera para a organizagdo molecular antes do inicio da

deposigéo.
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Figura 31: [soterma de pressdo versus area molecular para o DMPE com as microscopias
de forga atémica. Tempo de organizagfo molecular de 150 minutos antes do inicio da
deposigio.
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Figura 32: Isoterma de pressdo versus area molecular para o DPPE com as microscopias

de forga atdmica.
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Na Figura 30, correspondente ao lipidio DMPE, pode-se observar que, para a
pressdo de 20 mN/m ¢ correspondente area por molécula de 45 A’, as imagens mostram
uma superficie mais lisa, se comparadas com as obtidas para a pressdo de 40 mN/m. As
cores mais claras presentes nas imagens obtidas a pressio de 40 mN/m indicam a presenga
de pequenos aglomerados de lipidios dispersos na superficie de uma forma razoavelmente

uniforme.

Na Figura 31, correspondente ao lipidio DMPE, observa-se que, na deposigio de 30
camadas a pressdo de 40mN/m, o recobrimento ¢ nio homogéneo e irregular. No caso da
deposi¢do de 6 camadas a esta mesma pressio, a superficie apresentou-se mais lisa, porém
com alguns aglomerados de lipidios. A pressdo de 20 mN/m as imagens apresentaram
pequenos aglomerados de lipidios dispersos na superficie de uma forma razoavelmente

uniforme.

Na Figura 32, correspondente ao lipidio DPPE, pode-se observar, nas duas imagens,
a presenga de pequenos aglomerados de lipidios dispersos na superficie de uma forma

razoavelmente uniforme.

A presencga dos aglomerados de lipidios nas superficies das amostras pode ser
explicada pelo fato que as moléculas de fosfatidiletanolamina arranjam-se em estruturas do
tipo hexagonal, como discutido em 3.7.1.3.1, justificando portanto este tipo de
recobrimento. Portanto, a presenca destes aglomerados distribuidos de maneira uniforme

ao longo das microscopias indica um maior recobrimento das amostras.

Na Figura 30 a organizagdo molecular foi obtida com a pressdo, ja que as
deposi¢des foram realizadas sem tempo para a organizacio inicial das moléculas, assim um
maior recobrimento foi obtido nas amostras processadas a alta pressdo. Na Figura 32 a
organizagdo molecular foi obtida atraveés do tempo de espera antes do inicio da deposigdo,

resultando em amostras com maior recobrimento a baixa pressdo.
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Comparando-se as Figuras 30 e 3] e as 30, 31 e 32 pode-se observar que a
organizacdo inicial das moléculas ¢ o tipo de lipidio utilizado exercem uma influéncia
muito significativa no recobrimento, visto que as imagens obtidas para as mesmas

condigdes de deposicio apresentaram uma grande diferenga.

5.3.2.4 - COMPARACAC PO RECOBRIMENTO COM DMPE VISTO PELOS VARIOS
METODOS DE CARACTERIZACAQ

Os trés métodos de caracterizacio, variagdo no angulo de contato, presenca de
depositos, observada através das microscopias de forga atdmica, e variagdo no tempo de
fibrina, para as oito amostras recobertas com o fosfolipidio DMPE, foram comparados para
a verificacio de uma correlacio entre eles, como pode ser observado na Tabela 12. As
respostas obtidas atraveés de cada método foram classificadas através dos nivels menor,
intermedidario ou maior, correspondendo respectivamente as cores amarela, vermelha e
azul. Portanto o nivel azul corresponde aos maiores valores absolutos de dngulo de contato,
as maiores quantidades de aglomerados de lipidios e as maiores variagdes positivas em
relacdo ao tempo de fibrina; o nivel vermelho corresponde aos valores intermediarios de
dngulo de contato (valor absoluto) e de tempo de fibrina, e a presenca de alguns
aglomerados de lipidios; o nivel amarelo corresponde aos menores valores de angulo de
contato (valor absoluto) e de tempo de fibrina, e a menor presenca de aglomerados de

lipidios.
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Tabela 12: Comparagio do recobrimentc com DMPE através dos métodos de

caracterizag&o: variacdo no dngulo de contato, presenga de depdsitos e variagdo no tempo

de fibrina.
Ensaio Varia¢fio no dngulo Presenca de Variaciio no tempo
de contato depésitos (MFA) de fibrina
1
2
3
4
5
6
7
8

Através da Tabela 12 pode-se observar que os métodos apresentam uma boa
correlagdo, sendo que nfo houve ocorréncia dos niveis azul e amarelo para o mesmo ensato.
As amostras que apresentaram uma maior uniformidade no recobrimento, visualizada
através da presenca dos aglomerados de lipidios distribuidos de maneira uniforme,
apresentaram também uma maior hemocompatibilidade (ensaios 3, 4, 5, 6 ¢ 8). Também a
auséncia de aglomerados de lipidios na superficie das amostras mostrou-se relacionada a

baixa hemocompatibilidade (ensaios 1,2 e 7).

£.3.3 - INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DE PROCESSO NO RECOBRIMENTO DE SUPERFICIES

Os resultados obtidos da avaliagdo preliminar do recobrimento de superficies através
da varia¢@o do dngulo de contato dindmico mostrou que as variaveis pressdo de deposi¢io,
nimero de camadas depositadas, velocidade de imersdo e retirada do substrato da fase
liquida e tempo de organizagfo molecular antes do inicio da deposi¢fo sdo importantes para
o processo, como pode ser observado no Anexo I, necessitando portanto de determinago
quantitativa do grau de influéncia relativo entre elas. Assim, foi realizado um planejamento

fatorial fraciondrio para a andlise da importincia relativa das varidveis pressdo de
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pressdo de deposi¢iio, nimero de camadas depositadas, velocidade de imersio e retirada do
substrato da fase liquida e tempo de organizagdo molecular antes do inicio da deposigio.
Os niveis inferiores e superiores de cada variavel foram apresentados na Tabela 3, item

4.2.9, e as respostas foram obtidas através das equagdes apresentadas no item 4.2.9.

O planejamento fatorial fraciondrio com as respostas obtidas em termos de variagdo
percentual do dngulo de contato de retrocesso dindmico (resposta;) ¢ do tempo de fibrina

{resposta,), ambos em relagio a placa ndo recoberta, encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Planejamento fatorial fraciondrio 2% com as respostas obtidas em termos de

variagdo percentual do dngulo de contato de retrocesso dindmico € do tempo de fibrina.

Ensaie Variaveis [(ArAYA;] * 100 [(Tpr-Tpse)/ Tpse] * 100
P N v t [%] [%]
1 - - - - 0,22 23,8
2 + - - + +1,25 +Q G
3 - + - + +2,82 +66,5
4 + - - +2,10 +63 .4
5 - - + + +5,69 +129.0
& + - + - -17,45 +67.0
7 - + + - +6,51 +11,6
8 + + + + +2,14 +80,4

Pode-se observar através dos resultados apresentados na Tabela 13 que h4, de uma
maneira geral, uma tendéncia das amostras de se tornarem mais hidrofdbicas apds o
recobrimento com o fosfolipidio DMPE, isto pode ser observado através dos valores
positivos da variagfo percentual do dngulo de contato. Também ha a tendéncia das placas
tornarem-s¢ mais hemocompativeis, como mostrado através dos valores positivos da

variagio do tempo de formacfo da rede de fibrina.

A influénceia relativa das varidveis analisadas ¢ apresentada na Tabela 14, através do

pardmetro contraste.
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Tabela 14: Influéncia das vaniaveis no processo de recobrimento das placas de PVC.

Variavel Contraste Contraste
Resposta, Resposta;
Pressdo -6,69 +5 35
Namero de camadas +6,08 +6 95
Velocidade -2,27 +43.00
Tempo de espera +5.24 +41,90

Esses resultados mostram que os contrastes calculados para a mesma variavel
apresentaram valores muito diferentes dependendo da resposta utilizada. Isto pode ser
explicado pelo fato que as variagdes no 4ngulo de contato apresentam varias limita¢des,
como a hmdratagdo da superficie do polimero, a liberagéo do plastificante, a irregularidade
da superficie das amostras e a deformag@o do material, como ja discutido em 5.2, além do
fato que estas medidas ndo sdo por sl s6 adequadas para a avaliagdo do recobrimento de
superficies. Com relacio a formac8o da rede de fibrina, ha o dificil controle do volume de
sangue utilizado em cada ensaio e a sequiéncia das gotas de sangue depositadas, que
também podem ter afetado o tempo de coagulagdo. Também pode ser observade que de
acordo com a resposta, todas as variavets influenciam a resposta positivamente, 1sto ¢, um
aumento do nivel da varidvel causa um aumento da resposta, por exemplo, um aumento na
pressdo causa um aumento na resposta,. J& em relagdo a resposta; 1sto ndo ocorreu com as
varidveis pressfo e velocidade de deposicfo, sendo que um aumento destas variaveis
provocou um decrescimo na resposta;. Outro fato ocorrido foi a obtencdo de respostas
positivas ¢ negativas para a mesma variavel quando utilizada diferentes respostas, sende
este fato mais pronunciado para a varidvel velocidade de deposigdo, que apresentou um
valor de -2,27 para a resposta; ¢ um valor de +43,00 para a resposta,. A variavel que
apresentou uma maior correlag@o entre as respostas foi o namero de camadas depositadas,

apresentando valores positivos e da mesma ordem de grandeza.

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que provavelmente todos os
efeitos principais sio importantes (valores variando de -6,69 a 6,08 para a resposta; ¢ de
9.35 a 43,00 para a resposta;), sendo assim, todas as varidveis foram consideradas

importantes para o processo de deposi¢do de filmes de fosfolipidios.
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O aumento de escala do processo pode ser feito através da passagem da solugfo de
fosfolipidios no imterior dos tubos comerciais de PVC usados em tratamentos
extracorpdreos, resultando na adsor¢do dos lipidios na sua parede. Algumas das variaveis
envolvidas nesse processo seriam a velocidade de circulagio da solugfo para a adsorgdo, o
nimero de passagens da solugdo pelo tubo e a organizagio molecular da solugio. Essas
variaveis podem ser relacionadas com as variavels envolvidas na deposicdo de filmes de
LB, permitindo assim uma predicdo do recobrimento. Desta forma, a organiza¢do
molecular da solugéo relaciona-se com a pressdo de deposi¢do e o tempo de organizacio
molecular, a velocidade de circulagdo da solugdo para a adsorg@io relaciona-se com a
velocidade de imerséo das placas, € o nimero de passagens da solugdo pelo tubo relaciona-

se com o niumero de camadas depositadas.
5.4 - RECOBRIMENTO COM MISTURAS DOS FOSFOLIPIDIOS DMPC-DMPE

Como as interfaces biologicamente inertes sdo formadas principalmente pelas
misturas de PC e PE, foram realizados experimentos com as misturas dos fosfolipidios
DMPC e DMPE, a fim de se obter um aumento da hemocompatibilidade. A condicfo de
deposigdo utilizada fol a correspondente ao ensaio 5 do planejamento fatorial fracionario,
isto €, press@o de deposicio de 20 mN/m, 6 camadas depositadas, velocidade de imersdo ¢
retirada do substrato da fase liquida de 10 mm/min e tempo para organizagio molecular de
150 minutos. Essa condigo foi escolhida por apresentar a maior hemocompatibilidade
(maior variacio no tempo de fibrina) € um recobrimento com aglomerados de lipidios
espalhados de maneira uniforme (observado atraves da microscopia de forga atémica) para
o DMPE puro e uma boa hemocompatibilidade para o ensaio realizado com o DMPC puro
{Marreco, 1999).

As razdes molares utilizadas de DMPC e DMPE nas misturas foram
respectivamente de 75:25, 50:50 e 25:75. A Figura 33 apresenta as isotermas de pressdo

versus area molecular obtidas para as misturas, assim como para os fosfolipidios 1solados.
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Figura 33: [sotermas obtidas para os fosfolipidios DMPC ¢ DMPE isolados € em misturas.

Como pode ser observado na Figura 33 as isolermas das misturas apresentaram
caracteristicas dos dois fosfolipidios. A mistura mais rica em DMPE apresentou um
formato de 1soterma mais semelhante & desse lipidio puro, somente com uma maior drea
por molécula, provavelmente devido a presenca das moléculas de DMPC. Com a mistura
mais rica em DMPC, a 1soterma também apresentou um formato mais parecido com a deste

lipidio puro, apresentando somente uma maior pressiio de colapso.

A formacgio de monocamadas muito rigidas ocasionou a extravasdo de agua da cuba
antes que a pressdo de colapso fosse atingida. Por esse motivo, as 1sotermas
correspondentes as misturas sdo apresentadas aquém da pressio de colapso. Pela tendéncia
das curvas pode-se prever que as pressdes de colapso para as misturas estdo situadas entre

aquelas dos componentes puros.

O estudo da miscibilidade da mistura dos fosfolipidios foi feito como descrito em
42.10. Através da Figura 33 pode-se encontrar os valores para a drea ocupada por molécula
para as diferentes isotermas as pressdes de 20, 30 e 40 mN/m. Estes valores encontram-se
na Tabela 15 e nas Figuras 34 a 36 encontram-se as curvas obtidas a partir desta tabela para

as diferentes pressoes.
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Tabela 15: Valores de area ocupada por molécula (A) para as diferentes isotermas as

pressdes de 20 (Asg), 30 (Asg) € 40 (Ayp) mN/m.

Fracdoe molar Aag Aszg Ay
DMPE:DMPC
106:0 42 38 36
75:25 54 47 43
50:50 58 47 42
25:73 67 58 49
0:100 64 57 53

o
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Figura 34: Area ocupada por molécula a pressdo de 20 mN/m (Ay,) em fungiio da fragio

molar de DMPE.
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Figura 35: Area ocupada por molécula a pressiio de 30 mN/m (As) em funcio da fragio
molar de DMPE.
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Figura 36: Area ocupada por molécula a pressdo de 40 mN/m (Ay) em funglio da fragdo
molar de DMPE.

Como verificado atraves das Figuras 34 a 36, ha indicio da miscibilidade entre os
fosfolipidios DMPC ¢ DMPE, pois os pontos encontrados desviaram-se das retas entre as
fraces molares de 0 e 100% de DMPE. Pode também ser observado que estd ocorrendo
repulsdo entre as moléculas dos fosfolipidios, pois as dreas ocupadas por molécula
encontram-se acima das retas das Figuras 34 a 36, sendo portanto maiores que as previstas.
Com o aumento da pressdo pode ser notado um decréscimo nestes desvios, indicando uma
menor repulsdo entre moléculas. Este comportamento pode parecer contraditorio, pois com
o aumento da pressdo as moléculas estdo mais proximas, aumentando a repulsio entre elas.
A menor repulsdo entre moléculas pode ser atribuida provavelmente 4 formagio de grupos
de moléculas de mesma natureza, a fim de minimizar a energia livre superficial e promover

a estabilizacdo da monocamada.

Outro fato que evidencia a miscibilidade € que as misturas apresentaram tendéncias
para diferentes valores de pressdo de colapso. Esses valores sdo maiores que o menor valor
apresentado para o fosfolipidio puro, no caso o DMPC, como visualizado através da
Figura 33. Para misturas imisciveis, a pressdo de colapso seria a mesma e igual a do

componente puro que apresenta a menor pressdo de colapso (Gaines, 1966).

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para a variagdo no dngulo de contato e

no tempo de fibrina para cada uma das misturas, assim como para os fosfolipidios puros.
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Tabela 16: Variacdo do dngulo de contato dindmico de retrocesso e do tempo de fibrina

para os fosfolipidios DMPC ¢ DMPE puros e em misturas na mesma condi¢io de

deposi¢io.
Fracio molar [(ArA)/A] * 100 [(Tpr - Tpaud Tpse] * 100
DMPE:DMPC (Y] [%]
100:0 +5,69 +129,00
75:25 +8,34 +25,54
50:50 +7,66 +39,83
2575 +6,52 22,80
0:100% +4 93 +55,8

* Referéncia: (Marreco, 1999).

Como observado na Tabela 16, todas as amostras tornaram-se mais hidrofObicas,
indicado pelo sinal positivo na variagdo do dngulo de contato. As variagdes dos dngulos de
contato nio foram significativas para todas as razdes molares de lipidios, apresentando
valores entre 4,93 a 8,34 Quanto & hemocompatibilidade, com excecio da mistura mais
rica em DMPC, o tempo de formagdo de rede de fibrina foi maior que o obtido para a
amostra sem recobrimento. O melhor resultade foi obtido para a mistura equimolar de
DMPC:DMPE. Comparando o recobrimentc com os fosfolipidios isolados nas mesmas
condigdes de deposigdo, observa-se que as variagdes do tempo de fibrina foram menores

para os recobrimentos com as misturas.

As microscopias de forga atdmica das amostras recobertas com as misturas dos

fusfolipidios DMPC e DMPE encontram-se na Figura 37.
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(a) (b) (©)

Figura 37: Microscopias de forca atdmica das amostras recobertas com: a) 75% DMPE ¢
25% DMPC; b) 50% DMPE e 50% DMPC; ¢) 25% DMPE e 75% DMPC.

Como ja comentado em 5.3.2.3, as amostras recobertas com o fosfolipidio DMPE
apresentam imagens de aglomerados de lipidios devido a formacio de estruturas tipo
hexagonal. Essa mesma caracteristica foi observada na placa recoberta com a mistura mais
rica em DMPE, como visualizado na Figura 37(a). As moléculas de DMPC, por sua vez,
arranjam-se preferencialmente em bicamadas lamelares, como ja discutido em 3.7.1.3.1,
originando imagens mais lisas, se comparadas com as obtidas para o DMPE (Marreco,
1999). Superticies lisas foram portanto obtidas para a amostra recoberta com a mistura
mais rica em DMPC (Figura 37 (c)). Para a mistura equimolar prevaleceu a caracteristica

lisa tipica da superficie recoberta com ¢ DMPC, como visualizado na Figura 37(b).

5.5 - RESULTADOS DA SINTESE £ PURIFICACAO DO DMPE-PEGgn9

Atualmente ha um grande interesse na utilizag@o de polimeros altamente hidratdveis
sobre superficies devido a sua propriedade de criagio de uma barreira estérica, que reduz
substancialmente a adsorciio de componentes do plasma, contribuindo para o aumento da
hemocompatibilidade. Com este propésito, neste trabalho o lipidio DMPE foi derivatizado

com o polietilenoglicol de peso molecular 2000, segundo a metodologia descrita em 4.2.4.

Apbs a sintese do DMPE-PEG 440, 0 produto foi purificado em coluna de silica ¢ as

fracGes coletadas foram analisadas por cromatografia de camada delgada em fase reversa
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para a identificacio do produto. Os resuitados da purificaglo obtidos em placas de

cromatografia de camada delgada em fase reversa sdo apresentados na Figura 38.

Figura 38: Cromatografias de camada delgada em fase reversa das fragdes obtidas na
purificagdo do DMPE-PEGyg0 em coluna de silica. A primeira amostra refere-se ao padrio

de PEGsq0 € as demais as fragdes eluidas de 8 a 16.

Como visualizado na Figura 38, pode-se observar a presenga do DMPE-PEGygg nas
fracdes 9 a 16. Apds a liofilizagio do produto, este foi pesado ¢ a massa obtida foi de
0,2014 gramas. O rendimento global do processo de reagfo e purificagdo calculado em

relaciio ao reagente limite DMPE foi de 60,53%.

5.6 -~ RECOBRIMENTG COM O FoSrOLIPIDIo DMPE DERIVATIZADO (COM
POLIETILENOGLICOL

O DMPE-PEGgq0 for utilizado em uma mistura com o fosfolipidio DMPE a uma
razdo molar de 9:91 (DMPE-PEG:DMPE). As isotermas obtidas para a mistura, assim
como para os fosfolipidios puros DMPE ¢ DMPE-PEG, podem ser observadas na
Figura 39.
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Figura 39: Curva de pressio versus drea por molécula para os fosfolipidios isolados
DMPE e DMPE-PEG, assim como para a mistura DMPE-PEG.DMPE (9:91).

Para a mistura em questfo, a isoterma apresenta como pard@metros caracteristicos a
pressdo de colapso de aproximadamente 57 mN/m e a area minima ocupada por molecula

de aproximadamente 45 A”.

O arranjo das moléculas de DMPE-PEG na interface ar-agua durante a compressdo
das moléculas foi determinado através do grafico de pressfo versus area por molécula em

escala logaritmica, como descrito em 3.9, e visualizado na Figura 40.
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Figura 40: Curvas de pressdo versus drea por molécula em escala logaritmica para a

mistura 9% DMPE-PEG ¢ 91% DMPE e para o DMPE-PEG puro.
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Através da Figura 40 pode-se observar um ponto de inflexdo, comrespondente 2
pressdo critica, entre 10 ¢ 15 mN/m, significando que abaixo desse valor as moléculas do
PEG estdo na interface ar-dgua ou parcialmente estendidas na subfase aquosa, enquanto em
valores acima da press@o critica as cadeias encontram-se totalmente estendidas na subfase

aquosa.

A miscibilidade do DMPE-PEG com o DMPE foi avaliada comparando-se 0s
valores expertmentais de area por molécula obtidos & vérias pressdes através da Figura 39
com o valor tedrico correspondente a mistura ideal, calculado pela equagdo [7]. Esses

resultados sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Valores de drea por molécula obtidos das isotermas apresentadas na
Figura 39 as pressdes de 20, 30 e 40 mN/m (Agperimenar). Os valores tedricos foram

calculados pela equacao [7] (Awsrico)-

Pressio | Fracfio molar DMPE:DMPE-PEG
fmN/m] 106:0 $:100 91:9
A experimental A experimental Acexperimental Asesrico
20 42 83 50 46
30 38 55 46 40
40 36 32 43 36

Como pode ser observado, para a mistura, os valores experimentais foram maiores
que os tedricos, indicando interagdo entre os fosfolipidios DMPE e DMPE-PEG,
caracterizando miscibilidade. Essa caracteristica também foi verificada através da pressio
de colapso da mistura, a qual apresentou valor intermedidrio entre as pressdes de colapso
correspondentes aos fosfolipidios puros (Figura 39). Os desvios positivos dos valores
experimentais da area por molécula em relagdo ao valor tedrico indicam provavelmente

interagdes do tipo repulsivas entre os fosfolipidios.

A superficie recoberta com a mistura DMPE-PEGDMPE (9:91) na mesma

condigiio de deposi¢iio utilizada para as misturas do item 5.4, isto é, pressio de deposicio
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de 20 mN/m, 6 camadas depositadas, velocidade de imersdo e retirada do substrato da fase
liquida de 10 mm/min e tempo de organiza¢fio molecular de 150 minutos, apresentou uma
variagdo do angulo de contato de -2,20%, caracteristico da presenca do PEG na superficie.
Ressalta-se que na pressdio de 20 mN/m as cadeias de PEG provavelmente encontram-se

estendidas na subfase aquosa.

A variagdo do tempo de fibrina em relagio a placa nfo recoberta fot de -39,47%,
indicando que a presenga do DMPE-PEG, mesmo em baixa concentraco, interfere na
deposicdo do DMPE.

Analisando a imagem obtida por microscopia de forca atdmica, apresentada na
Figura 41, observa-se a auséncia de pequenos aglomerados caracteristicos do DMPE, o que
reforca o resultado obtido com o tempo de fibrina. A interferéncia do DMPE-PEG pode ser
atribuida basicamente a dois fatores: a interacfo repulsiva entre o DMPE-PEG ¢ 0 DMPE,
como mostrado na Tabela 17, e a instabilidade das camadas depositadas na sequéncia de
imersbes. A menor hemocompatibilidade da superficie tratada com DMPE-PEG pode ser

devida as interagdes desse lipidio derivatizado com os componentes do PVC comercial.

i

§

. 8

88k

Figura 41: Microscopia de forga atdmica da amostra recoberta com a mistura 91% DMPE
e 9% DMPE-PEG.

A adicBo de fosfatidilcolina a4 mistura DMPE-PEGDMPE modificou
significativamente o comportamento anteriormente descrito. As razdes molares de DMPC,
DMPE-PEG3000 € DMPE nas misturas foram respectivamente de 25:4,5.70,5, 25:9:66 ¢

25:12:63. A Figura 42 apresenta as isotermas dessas misturas, além das obtidas para as
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misturas contendo 25% de DMPC e 75% de DMPE-PEGqq , @ mistura contendo 25% de
DMPC e 75% de DMPE, esta (iltima ja utilizada no itemn 5.4, e a correspondente ao DMPE-

PEG isolado, necessarias para os estudos de miscibilidade das mistaras,

— 25 DMPC & 75 DMPE

e wes 25 DMPC, 4.5 DMPE-PEG & 70,5 DMPE
+ 25 DMPC, § DMPE-PEG e 66 DMPE

25 DMPG, 12 DMPE-PEG & 63 DMPE

A .- .25 DMPC e 75 DMPE-PEG

nd --a—DMPE-PEG

Pressfo [miNm]

= 240 280

Area por maécula [A2imdécuial

Figura 42: Curvas de pressdio versus drea por molécula para as misturas contendo os
fosfolipidios DMPC, DMPE-PEG ¢ DMPE ¢ para 6 DMPE-PEG isolado.

Como observado na Figura 42, quanto maior a quantidade de DMPE-PEG, maior o
espalhamento da isoterma, isto ¢, a isoterma que ndo contem DMPE-PEG ocupa um
intervalo de area de aproximadamente 120 a 40 A% a mistura contendo 4,5% de DMPE-
PEG ocupa um intervalo de 4rea de aproximadamente 160 a 40 A’ e assim
sucessivamente. Também pode ser observado que até a pressdo de 10 mN/m as isotermas
das misturas com PEG apresentam uma area por molécula maior que a obtida para a
isoterma da mistura 753% DMPE e 25% DMPC. Isto pode ser explicado porque, a baixas
pressdes, as cadeias de PEG encontram-se na interface ar-dgua. A pressdes maiores, a area
torna-se menor, indicando o estendimento das cadeias na subfase aquosa, como confirmado

através da Figura 43, que apresenta a pressdo de 10 mN/m como a pressdo critica.
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- -DMPE-PEG

w25 DMPC, 4.5 DMPE-PEG e 70,5 DMPE
—+—25 DMPC, 9 DMIPE-PEG = 65 DMPE
« 20 DMIPC, 12 DMPE-PEG e 63 DMPE
------- 25 DMPC & 75 DMPE-PEG

Presséo [miN/m]

a1

9,01

T
60

Area por moléeuta [A2/molécula]

Figura 43: Curvas de¢ pressdo versus drea por molécula em escala logaritmica para as
misturas contendo os fosfolipidios DMPC, DMPE-PEG ¢ DMPE e para o DMPE-PEG

isolado.

As Figuras 44 a 46 mostram as isobdricas construidas a partir dos dados da

Tabela 18, correspondentes a influéneia do DMPE-PEG na formacio da monocamada

lipidica.

Tabela 18: Valores de area ocupada por molécula (A) para as diferentes isofermas as
pressdes de 20 (Az), 30 (Ajn) € 40 (Agp) mN/m.

Fracdo molar Az Asp Ay
DMPC:DMPE-PEG:DMPE

25:0:75 54 47 43
25:4.570,5 47 43 40

25:9:66 45 39 37

25:12:63 47 40 37

25.75:0 35 37 30

0:100:0 83 55 32
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Figura 46: Area ocupada por molécula a pressio de 40 mN/m {Ay) em funcdo da fragio
molar de DMPE-PEG.

Como pode ser observado, na Figura 44 ndo hd variacdo do valor da drea por

molécula quando se substitul todo o DMPE por DMPE-PEG. A 4rea por molécula de
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aproximadamente 54 A para a mistura com composigio DMPE:DMPC (75:25) ¢ a mesma
para a composigio DMPE-PEG:DMPC (75:25). Isso confirma a total extensdo das cadeias
de PEG na subfase aquosa a essa pressfo. Para valores intermediarios de DMPE-PEG e
DMPE na mistura, a presenca da fosfatidilcolina produziu desvios negativos em relagio a
4rea de 54 A’ comentada anteriormente. Esses desvios indicam interagdes do tipo atrativas

entre os componentes da mistura com a presenca da fosfatidilcolina.

Nas Figuras 45 e 46 observa-se uma menor area por molécula quando se substitui
todo o DMPE por DMPE-PEG. Esse comportamento pode ser causado por dois fatores: a
maior interacdo do tipo atrativa entre as moléculas de DMPC e DMPE-PEG quando
comparado com as moléculas de DMPC e DMPE, e/ou a passagem das moléculas de
DMPE-PEG para a subfase aquosa durante a compressdo da monocamada, provavelmente
ocorrendo a agregaco das moléculas sob a forma de micelas. Neste ultimo caso, o numero
tedrico de moleéculas da mistura que deveria estar na interface é maior que o real,

ocastonando o menor valor da area ocupada por molécula,

Na Tabela 19 sfo mostradas as variagdes percentuais do dngulo de contato e do

tempo de fibrina.

Tabela 19: Variag8es percentuais do dngulo de contato e do tempo de fibrina para as
placas recobertas com as misturas terndrias contendo DMPC, DMPE-PEG ¢ DMPE na

mesma condi¢io de deposicio.

Fragdo molar [(Ae-AD/A;] * 100 [Ty - Tper)/ Tpsel * 100
DMPC:DMPE-PEG:DMPE [%0] [0}
25:4,5:70.5 +5,17 +9,02
25:9:66 +0,88 +16,86
25:12:63 -0,82 +22,14

Pode-se observar que ha uma tendéncia para que as superficies tornem-se menos

hidrofébicas com o aumento da porcentagem de DMPE-PEG nas misturas. Nesse caso, a
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variagdo do tempo de fibrina foi sempre positiva e cresceu com a porcentagem de DMPE-

PEG, evidenciando uma maior protegdo da superficie.

As imagens obtidas por microscopia de forga atdmica, apresentadas na Figura 47,
mostram que o DMPE-PEG exerce influéncia significativa na deposicio da mistura
DMPC-DMPE. Quanto maior a porcentagem de DMPE-PEG, mais o aspecto da superficie
¢ semelhante ao recobrimento com o DMPE isolado, o que indica o posicionamento das

cadeias de PEG a partir da superficie.
(a) (b) ()

Figura 47: Microscopias de forga atdmica das amostras recobertas com: aj 25% DMPC,
4,5% de DMPE-PEG ¢ 70,5% de DMPE; b) 25% DMPC, 9% de DMPE-PEG e 66%
DMPE; ¢) 25% DMPC, 12% DMPE-PEG e 63% DMPE.

Comparando as variaghes do dngulo de contato e do tempo de fibrina com os
valores obtidos para o recobrimento com o DMPE isolado nas mesmas condigdes de
deposigio, observa-se que no dltimo caso os valores foram muito superiores em todas as
situagdes. Isso deve-se provavelmente a influéncia do DMPE-PEG na agregagdo dos
fosfolipidios na superficie das placas. Nessas condigles o efeito estérico exercido pelas

cadeias de PEG n#o foi superior a protecdo obtida com o DMPE puro.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

As principals conclusdes obtidas neste trabalho foram:

- O recobrimento de placas obtidas a partir de tubos de PVC comercial com os
fosfolipidios IDMPE e DPPE isolados € com misturas de DMPE, DMPC e DMPE-PEG ¢é

factivel.

- Em geral, o recobrimento com o fosfolipidio DMPE isolado produziu superficies

mais hidrofobicas e tempos de fibrina superiores as superficies nio recobertas.

- Nas imagens obtidas nas microscopias de forga atdmica o recobrimento com

DMPE apresentou-se na forma de pequenos aglomerados.

- As variaveis operacionais pressdo de deposi¢do, numero de camadas depositadas,
velocidade de imersfo e retirada do substrato da fase aquosa e tempo de organizagdo
molecular antes do inicio da deposi¢io apresentaram importincia significativa no processo

de recobnimento.

- A caracterizacdo do recobrimento atraves dos métodos varnacdo do angulo de
contato dindmico e do tempo de fibrina, e de presenca de depdsitos, observada através das
microscopias de forga atdmica, apresentou uma boa correlagio, e permitiu uma avaliacio

dos recobrimentos na hemocompatibilidade do maternial.

- A hemocompatibilidade, medida pelo tempo de fibrina, foi inferior para as
superficies recobertas com as misturas de DMPC:DMPE em relagio ao recobrimento com
o DMPE isolado. O melhor resultado foi obtido com a mistura equimolar de
DMPC:.DMPE.
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- A presenga de DMPE-PEG influenciou a deposigdo do DMPE isolado e em
misturas com o DMPC, na superficie das placas. O recobrimento com DMPE:DMPE-PEG
tomou o tempo de fibnina inferior ao obtido para a placa sem recobrimento. Maior

hemocompatibilidade foi obtida com a presenca de DMPC na mistura DMPE:DMPE-PEG.

- Nas condigdes de deposicdo das misturas contendo DMPC:DMPE:DMPE-PEG as
cadeias de PEG encontravam-se estendidas na subfase aquosa e a hidrofilicidade da

superficie aumentou com 0 aumento da porcentagem de DMPE-PEG.

- A hemocompatibilidade das placas recobertas com as misturas contendo DMPE-

PEG foi infertor a obtida para o fosfolipidio DMPE isolado.

- O recobrimento com fosfolipidios € capaz de mimetizar superficies externas de
células, tornando a superficie de PVC mais hemocompativel, beneficiando a utilizagdo do

PVC em aplicagdes meédicas.
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CAPITULO 7
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Poderia~se realizar um estudo do aumento de escala do processo de recobrimento de
tubos de PVC, visando a hemocompatibilidade. Este recobrimento poderia ser feito através
da circulagio de uma solugdo lipidica nos tubos de PVC comerciais para tratamento
extracorporeo. INesse processo outras varidveis seriam importantes, tais como velocidade
de circulagio da solucdo, nimero de passagens da soluglo pelo tubo e organizagdo

molecular da solugdo lipidica.

Outra sugestdo para estudo seria a utilizagdo de fosfolipidios comerciais ao invés
dos fosfolipidios puros usados no desenvolvimento desse trabalho. Com isso os gastos com

materiais seriam diminuidos consideravelmente.

O recobrimento dos tubos de PVC com os fosfolipidios poderia ser feitos através de

ligagdes covalentes, aumentando desta forma a estabilidade e resisténcia do recobrimento.
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ANEXO I
AVALIACAO PRELIMINAR DA INFLUENCIA DAS VARIAVEIS NO
PROCESSO DE DEPOSICAO DOS FILMES

Experimentos preliminares com o fosfolipidio DMPE foram realizados para a
andlise da influéncia das varidveis do processo de deposi¢do dos filmes de LB nas placas de

PVC. A Tabela 20 e as Figuras 48 a 53 apresentam os resultados obtidos.

Tabela 20: Resumo dos resultados para as placas da analise grafica.

TH20a [ — YHz0 2 Bavanes Espessura
Placa Yo B etrocasso Deposicio Yr20 4 B retrocssso da placa [(Af-ANV/AI*100
— 1 - ! (o] (%l
56% T4.16 97,69+1,87 P=40mN/m 74,21 90,45+1,38 0.073+0.003 741
38,56 63,7642 06 30 camadas 33,84 56.3140,23 0,84
v=10mm/min
57% 73.54 88,35+1,30 =20mMN/m 74,46 89 611,36 0,075+0,002 1,43
54,84 85624043 30 camadas 54,97 69,89+0,34 6,31
v=]lmm/min
58% 74,02 §9,43+1,22 P=30 mh/m 7424 91,7720,39 0,070x0,006 2,62
55,04 £3,1440,27 30 camadas 34,60 72,390,355 11,13
v=10mm/min
39% 74,04 89.94+1.71 P=20mdN/m 74,26 93,78%1,12 0,089+0.003 427
54,75 66,27+1.11 6 camadas 34,62 70,520,435 6.41
V= 0mmy/min
GO* 74,14 93,14:£5,67 P=25mN/m 7223 93,3240.07 0,077+0,004 3,19
58,30 64,9521,04 . 6 camadas 54,67 72,38:+1,30 11,44
v=10mm/min
51% 74,24 98,5441 46 P=40mN/m 74,16 92,26+1,25 | 0,087+0,003 6,75
54,87 74 5441 60 6 camadas 33,27 61,33£0,77 -17,43
v=10mmAmn
62* 74,14 91.70+0,81 P=30mN/mn 73,38 91,08£1,13 0,083+0,004 0,68
54,89 66,84:+0,12 16 camadas 34.50 69814038 4,44
v=10mm/min
63* 74,14 92,09+ .48 P=30mN/m 73,57 91,32+L7% 0,086:0,004 0,84
54,97 69.260,21 2 camadas 3465 68,99+0.39 0,39
v=10mm/min
G4 74,24 91,37£3.51 P=20mN/m 73,38 91.2240.20 0,070£0,004 0,16
36,51 65,41£0.53 2 camadas 34,67 69,68+0,05 8,33
ve= | Ommy/rin
66* 73,92 91,7444,17 P=30mN/m 73,77 90,20+1,39 0,084::0,004 1,58
535,11 64 890,72 30 camadas 534,67 70,8540.37 9,18
v=3mmsmin
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SIx: 7406 ] 92.92+2,25 | P=30mN/m 74,04 99.60+1,08 | 0,079£0,007 7,15

54,92 67,26+1,47 | 30 camadas 34,70 79,4310,21 18.20
v=10mm/min

e 74,14 | 107.5248,19 | P=30mNim 73,97 8814112 | 0,08120,00% 863

3700 77.2740,13 30 camadas 3467 69.97+3 02 945
ve=lmm/min

* Gotejamento da solugdo lipidica, fechamento das barreiras até a pressio desejada, inicio da deposigdo.
## Gotejamento da solugdo lipidica, espera de 30 minutos; fechamento das barreiras até a pressdo desejada,

espera de 2 horas, inicio da deposigdo.
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Figura 48: Pressdo de deposi¢do versus variagdo percentual do dngulo de contato para 30

camadas de deposigdo (placas 56, 57 e 58).
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Figura 49: Pressfio de deposi¢io versus variagdo percentual do dngulo de contato para 6

camadas de deposiciio (placas 59, 60 e 61).

Os graficos de pressdo mostraram uma tendéncia de decréscimo da variaglo
percentual do angulo de contato de avango, quando a pressdo varia de 20 a 40 mN/m. Os
graficos mostraram que existe um valor maximo de variagdo percentual para o &ngulo de

retrocesso em uma pressdo intermediaria entre 20 e 40 mN/m.,
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Figura 50: Nimero de camadas depositadas versus variagdo percentual do dngulo de

contato para P = 30 mN/m (placas 58, 62 ¢ 63).
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Figura 51: Numero de camadas depositadas versus variagdo percentual do dngulo de

contato para P =20 mN/m (placas 57, 59 e 64).

Na Figura 50 observa-se que a variagio percentual do dngulo de contato cresce com
o numero de camadas. Na Figura 51 os resultados apresentaram-se aleatdrios, isto pode ser

explicado pelo fato que na pressdo de 20 mN/m as moléculas ndo encontram-se

devidamente empacotadas.

= anguio de avango
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Figura 32: Tempo de espera versus variagdo percentual do dngulo de contato para

P=30mN/m, 30 camadas (placas 58 ¢ 67).
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O tempo de gspera para o inicio da deposi¢@o apresentou uma tendéncia a aumentar

a varia¢do percentual do dngulo de contato.

& angulo de avanga
15 = angule de retocesso
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Figura 53: Velocidade de deposi¢io versus variagio percentual do dngulo de contato para
P=30mN/m, 30 camadas (placas 58 , 66 ¢ 68).

A velocidade de deposicio também parece influenciar o processo, quando se
compara a velocidade de | mm/min com as demais. Para as velocidades de 5 ¢ 10mm/min

as respostas foram aproximadamente iguais.

Os resultados obtidos desta avaliag8o preliminar mostram que as variavels pressio
de deposigiio, niimero de camadas depositadas, velocidade de imersio e retirada do
substrato da fase liquida € tempo de organizagfo molecular antes do inicic da deposigio
sdo importantes para o processo, necessitando portanto de determinagfio quantitativa do
grau de influéncia relativo entre elas. Neste sentido, foi realizado um planejamento fatorial

fracionario, cujos resultados sdo mostrados no item 5.3.3,



