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RESUMO

O presente trabalho tinha como objetivo a modificagdo superficial de cénulas de PVC,
buscando-se uma melhora em sua hemocompatibilidade utilizando o método de
imobilizagio de heparina na superficie dos mesmos. Foi utilizada uma solugdo de
heparinato de benzalconio em isopropanol para o tratamento do PVC e as modificagdes na
superficie foram monitoradas em varias condi¢gdes de tratamento e lavagem. As
modificagdes superficiais induzidas pela heparina foram caracterizadas utilizando-se o
espectrdmetro de FT-IR/ATR para se conseguir resultados quantitativos. Verificou-se
enorme influéncia do tempo de tratamento e lavagem, e do tipo de PVC utilizado, na
quantidade de heparina imobilizada na superficie do material. Foi observada uma remogéo
parcial da heparina (de 20 a 30%) apos a lavagem do material utilizando-se solugdo
fisiologica com 0,9% de cloreto de sédio. O PVC mais flexivel garante maior incorporagao
da heparina em sua superficie, sendo que tal comportamento foi atribuido a diferenca de

difusividade através do meio.



ABSTRACT

The aim of this study was to make superficial modification of PVC tubing looking for
increasing its blood compatibility by using heparin immobilization. A solution of
benzalkonium heparinate was used for the PVC treatment. The modification of the PVC
surface was monitored after various treatment conditions. The modification of the PVC
surface induced by heparin treatment was characterized by FTIR/ATR spectroscopy to
obtain quantitative results. Times of treatments and PVC types have a deep influence on
the observed amount of heparin on the PVC surface. A partial removal (20-30%) of
heparin was observed after PVC surface washing by 0,9 % sodium chloride aqueous
solution. More flexible PVC tubing allowed a higher incorporation of heparin on its
surface and this behavior is attributed to the difference of diffusivity through the medium.
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1) INTRODUCAO:

O trabalho tem como objetivo pesquisar a modificagdo superficial de poli(cloreto de vinila)
(PVC) com a finalidade de obter uma superficie mais tromborresistente, utilizando-se para
tal a imobilizagdo de heparina. O tratamento consistiu na aplicagdo da solugdo de
heparinato de benzalcénio em isopropanol no PVC, material utilizado em tubos para

circulagdo sangiiinea extracorporea.

A monitoragdo da modificagdo ¢ parte do trabalho, e foi feita através da varia¢do das
condi¢des de tratamento e da analise da superficie do PVC. O método de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) por refletancia total atenuada (ATR)
foi empregado na caracterizagdo da superficie modificada, além da utilizagdo de

microscopia eletronica de varredura (MEV).

Para o desenvolvimento de um método quantitativo, construiu-se uma curva de calibragéo
utilizando-se solu¢Ges contendo diferentes concentragdes de heparina, e medindo-se no
espectro infravermelho a absorbdncia resultante de cada solugdo. Comparando-se a
absorbéincia dos espectros da superficie modificada do PVC com a curva de calibragéo ¢

possivel determinar quantitativamente a concentracao de heparina.

Quantificar o nivel de modificagdo torna possivel a verificagdo da eficiéncia do tratamento
estatico e dindmico de superficie do PVC e as vantagens e desvantagens de sua aplicagdo

em procedimentos hospitalares.



2) REVISAO DA LITERATURA:

A interagdo entre o sangue e materiais sintéticos apresenta grande interesse académico e
pratico. Ha4 uma grande necessidade de se obter materiais compativeis com o sangue, tanto
para préteses quanto para sistemas de circulagio extra-corpdrea. Geralmente, quando ha
contato entre 0 sangue e materiais que ndo sdo compativeis com ele, ocorre a coagulagéo
ou deposigio de uma camada de proteina no material, seguido de deposi¢do de plaquetas.
Além do problema de coagulagdo ha também uma complicagdo extra que ¢ a danificagdo

das hemacias ao entrarem em choque com a superficie estranha. [1] [5] [6] [17]

Apesar do extenso uso de materiais poliméricos para fabricacdo de produtos parar uso
biomédico, sua biocompatibilidade ainda apresenta-se insatisfatéria. H4 ocorréncia de
eventos indesejaveis quando ha fluxo de sangue e contato com estes polimeros.
Mecanicamente, as propriedades do polimero sdo muito diferentes das apresentadas pelos
vasos sangiiineos. Tais diferengas produzem turbuléncia no fluxo sangiiineo, o que induz a

heméolise e a ativagdo e agregagdo de plaquetas. [15] [16]

2.1) Fendomeno da coagulacio:

Quando o sangue entra em contato com o polimero, a formagédo do coagulo geralmente ¢
resultado da indugéo da cascata de coagulagdo, pelo contato em si, produtos liberados no
fluxo sangiiineo e a ativagdo de plaquetas e hemolise devido a turbuléncia causada no
fluxo. A formagdo do coagulo € resultado de rea¢des bioquimicas catalisadas por enzimas

nas quais células sangiiineas e proteinas plasmaéticas estdo envolvidas. [1] [2] [3]
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Figura 1: Cascata de coagulagio.

Em menos de um minuto de contato entre o sangue e o polimero, hd ocorréncia de
adsor¢3o de proteinas e glicoproteinas em sua superficie, formando um recobrimento
protéico sobre ela. Dependendo da natureza da superficie, algumas das proteinas

depositadas podem iniciar diferentes vias de coagulagdo.

Inicialmente, o fator de von Willebrand (fator VIII) age como mediador da anexacfo das
plaquetas na superficie. Entdo alguns constituintes internos sdo liberados de plaquetas
agregadas para o plasma. Essas transforma¢Ges s@o essenciais, tornando disponiveis tanto
proteinas especificas como fosfolipidios da membrana das plaquetas, que sdo de suma
importincia para a aceleragio e controle do processo de coagulagdo. A ativagdo de
plaquetas também pode ser iniciada pela trombina, adenil-difosfato e outros reagentes.
Também pode ser produzida por turbuléncia no fluxo sangiliineo e ¢ fungdo da taxa de

fluxo.

2.1.1) Via intrinseca de coagulacio:

O contato com superficies artificiais com o sangue provoca a ativagdo da fase de contato,
que ¢ a ativagdo do mecanismo de coagulagdio. Este processo envolve diversas proteinas
como o quininogénio de alto peso molecular (HMWK), pré-calicreina, calicreina, fatores

XII e XIla e fatores XI e XIa. Seus complexos sdo ligados a superficie estranha por uma



cascata de reagBes enzimaticas que resulta numa maior quantidade de fator Xla ligado a

superficie.

A enzima Xla inicia uma seqiiéncia de reagdes enzimaticas que resultam no fator Ila
(trombina). A taxa das reagGes ¢ lenta e dependente do célcio, porém, podem ser
aceleradas pela presenga do fator de plaqueta 3 (PF3), das membranas de plaquetas, e dos

co-fatores VIIla e Va.

2.1.2) Via extrinseca de coagulacio:

Esta é uma via alternativa para a ativagdo da coagulaggo, que ocorre quando o sangue entra
em contato com superficies naturais diferentes do endotélio do vaso sangiineo. Na
presenca de tromboplastina do tecido (fator III) e ions de célcio, o fator VII é ativado e
essa atividade enzimética provoca a ativagdo dos fatores IX e X. A partir de entdo, a

formagédo da trombina ocorre como na via intrinseca.

2.1.3) Formacio do coagulo:

O contato de materiais com o sangue provoca a formagdo de trombina, como foi descrito

anteriormente, que é a principal enzima da coagulagio do sangue e possui varias fungdes.

A trombina € capaz de induzir a agregacédo de plaquetas e sua liberagdo. Também & capaz
de catalisar sua propria formagdo. Além do mais, a trombina ¢é a principal responsavel pela
ativagio do fator XIII. E capaz de ativar o fibrinogénio em uma reagio de hidrélise que
leva aos fibrinopeptideos A e B e o polimero soluvel de fibrina. As ligagdes cruzadas da
fibrina soluvel sdo catalisadas pelo fator XIII, formando o coagulo de fibrina insoluvel.
Plaquetas agregadas, outras células sangiiineas e proteinas do plasma também sdo presas

na rede de fibrinas ligadas.

2.2) Sistemas de controle da coagulacio:

Tendo em vista todo o processo de coagulago, a ndo formagio de coagulos ocorre apenas
quando o sangue entra em contato com um tipo de material: o endotélio dos vasos

sangiiineos. Por esta observag@o podemos ver que o endotélio ndo apenas apresenta-se uma



superficie anti-coagulante como também apresenta meios para controlar a cascata de

coagulagio.

Uma das formas que o endotélio se utiliza para este controle € pelo sistema fibrinolitico. A
ativagdo do sistema fibrinolitico é resultante da hidrolise do plasminogénio, catalisada

enzimaticamente pelo fator XIla. A plasmina, que é uma enzima formada durante esta |
reagdo, promove reagdes que acarretam na fibrinolise e subseqiiente destrui¢do do coagulo.
Outra forma para se inibir a formacfo de codgulos é a utilizagdo de antiproteases e
heparina. O sangue apresenta diversas proteinas que desempenham papéis importantes no
controle da coagulagdo. Esses inibidores sdo capazes de formar complexos com diversas

proteases, a varias taxas.

O mais potente inibidor plasmatico ¢ a antitrombina III, que forma um complexo estavel e
inativo com proteases como os fatores Ila, [Xa, Xa, Xla e a calicreina. A reagdo ¢
irreversivel e lenta. A heparina, presente em tecidos subendoteliais e endoteliais atua como
catalisador da formagio do complexo antitrombina III - trombina. A heparina interfere nas
etapas finais da cascata de coagulagdo, impedindo a transformagfo da protrombina em
trombina, o que provoca a ndo ocorréncia da conversdo de fibrinogénio em fibrina. A
heparina se liga a antitrombina III, tornando a sua molécula muito mais ativa no seu papel

de provocar a inibi¢do da trombina. [14] [17]

2.3) A heparina:

E um mucopolissacarideo sulfatado composto por cadeias alternadas de D-glucosamina e
acido urico. Seu peso molecular varia de 5.000 até 30.000 daltons. Comercialmente
falando, a heparina ¢ derivada de tecidos bovinos e porcinos, mais precisamente da mucosa

intestinal porcina e do pulméo bovino.
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Figura 2: Estrutura da heparina. [18]

Sua agdo é a de acelerar a atividade da antitrombina III (ATIII). Isto ocorre devido a
presenga de uma seqiiéncia de pentassacarideos com alta afinidade de se ligar a ATIIL. A
interagdo da heparina com a ATIII provoca uma mudanga conformacional na ATIII, que
acelera sua habilidade de inativar as enzimas de coagulagdo como a trombina (fator Ila),
fator Xa e o fator IXa. A heparina catalisa a inativagdo da trombina pela ATIII, atuando
como um molde ao qual a enzima e o inibidor se ligam para formar um complexo ternario.
As moléculas de heparina que ndo possuem pelo menos 18 sacarideos ndo conseguem
ligar-se a enzima e a ATIII simultaneamente, ndo desempenhando o papel esperado. Em
quantidades superiores as necessarias para catalisar a atividade da ATIIl, a heparina
catalisa a inativag¢do da trombina através de um segundo fator plasmatico, o cofator II da
heparina. E necessario aproximadamente 20 vezes mais heparina para inativar a trombina
ligada a fibrina do que a trombina livre. Como a heparina ndo quebra os coagulos

existentes, ¢ necessario atingir rapidamente a sua quantidade terapéutica.

A heparina interfere nas etapas finais da cascata de coagulagdo, mais precisamente na
conversdo da protrombina (fator II) em trombina. Caso houvesse formago de trombina,
esta promoveria conversdo do fibrinogénio (fator I) em fibrina, originando o coagulo. O
papel da heparina é a de impedir a conversdo da protrombina em trombina, ocasionando

uma parada na cascata de coagulag@o.

A trombina (fator Ila), por a¢do enzimadtica, converte o fibrinogénio em fibrina e também
ativa os cofatores V e VIII, acelerando a formagdo do coagulo de fibrina pela via

intrinseca. A a¢do enzimatica da trombina é impedida por uma glicoproteina do plasma, a



antitrombina III. A heparina liga-se & antitrombina III, tornando a glicoproteina mais ativa
em relagdo a inibigdo da trombina, impedindo assim a conversdo do fibrinogénio. A
antitrombina III também atua como inibidor dos produtos ativados dos fatores IX, X, XI e
XII e, a heparina conseqiientemente impede a agfo destes fatores. A funcionalidade da
heparina varia de acordo com o seu peso molecular. Quanto maior o peso molecular da

heparina, mais efetiva € a inibigdo da trombina.

A duragdo dos efeitos da heparina depende da velocidade de sua remogdo da circulagdo. A
estrutura macromolecular da heparina sugere sua distribui¢do quase que limitada as células
endoteliais e a corrente sangiiinea. Certa porcentagem da heparina presente ¢ captada pelos
pulmdes e pelo figado e o restante ¢ filtrado para a urina, inativada por uma enzima

chamada de heparinase ou absorvida na superficie das hemacias.

Sendo a heparina extremamente acida, para uso clinico é preparada como um sal de sédio
ou calcio. A mais utilizada é a heparina sodica. Por se tratar de um produto de extragio
bioldgica, os preparados podem sofrer variagdes de atividade entre diferentes lotes. O
padrdo mais utilizado para determinar a poténcia de um extrato de heparina é o da
farmacopéia internacional (unidades internacionais, UI). No caso da farmacopéia
americana, ¢ definido uma unidade de heparina (1 USP) como a quantidade de heparina
necessaria para manter a fluidez de um mililitro de plasma de carneiro por uma hora, apos

a sua recalcificagdo. [12] [13] [17]
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Figura 3: Representagdo da passagem do plasma sangiiineo no tubo de material

heparinizado. [19]

E admitido que cada um miligrama de heparina corresponde 2 atividade de
aproximadamente 100 Ul. Em geral as doses de heparina usadas na circulagdo extra-
corporea sdo de 3 a 4 miligramas por quilo de peso corporal do paciente (ou 300 a 400
Ul/kg). A heparina geralmente ¢é injetada pelo cirurgido no interior do atrio direito do
paciente, antes das canulagdes. A duragdo do efeito da heparina ¢ dependente da
quantidade de heparina administrada e da velocidade de eliminagdo da droga. Alguns
pacientes necessitam de doses maiores de heparina que outros e isto € conhecido como
resisténcia a heparina. O problema de contato do sangue com materiais sintéticos em
suscitado a busca de alternativas a anticoagulagdo sistémica. Diversos projetos incluem a
producdo de canulas, tubos, oxigenadores e reservatorios, com superficies impregnadas de
moléculas de heparina, ou com as moléculas de heparina quimicamente ligadas aos

materiais, buscando a redugio da necessidade de anticoagulag@o.

2.4) Formas de ligacio da heparina nos materiais sintéticos:

Pesquisas foram e estdo sendo realizadas buscando-se a melthoria da performance de
biocompatibilidade dos materiais. Em sua maioria, procuram efetuar modificagGes
~ quimicas para melhorar a hemocompatibilidade, ligando-se a heparina no material.
Atualmente, ha diversas formas de se ligar a heparina mas todas tém seu principio dentro

deste grupo: adsorcéo fisica da heparina, ligagdo covalente, ligacdo idnica e grafitizagdo.

2.4.1) Adsorcio fisica da heparina:

A primeira tentativa de se heparinizar um material foi feita com um recobrimento
constituido de grafite e cloreto de benzalconio, em 1963 por Gott et al. A heparina era
ligada eletrostaticamente pelos seus grupos anidnicos ao detergente cloreto de benzalcénio,
que havia sido anteriormente adsorvido no substrato impregnado de grafite. Como este
detergente com a heparina eletrostaticamente ligada se desadsorvia da superficie quando
exposto ao plasma ou outras solugdes contendo plasma, as tentativas de melhoria da agéo

da heparina imobilizada continuaram a ser feitas. Muito freqiientemente os grupos



anidnicos da heparina sdo ligados com grupos de aménio quaternario fixados na superficie

do material. [5]

2.4.2) Ligacao covalente da heparina:

Quando se busca a ligagdo da heparina ao material (substrato) covalentemente, em
primeiro lugar é feita a funcionalizagdo do substrato. Para tal, utiliza-se um solvente para
atacar a superficie do substrato e permitir que haja cargas livtes na mesma. Estas cargas
sdo de vital importancia para o processo ja que nelas é que vdo ser ligados os espagadores
hidrofilicos, que servirdo de ponte entre a heparina e o substrato. Estes espagadores criam
uma superficie inerte ou passiva no substrato, reduzindo a adsor¢ao de proteinas e a adesdo
celular. Também mantém a bioatividade da heparina por causa de seu comprimento € a
mobilidade que sua cadeia, o que permite que a heparina interaja com as células

sangiiineas.

Figura 4: Heparina ligada covalentemente no substrato. [11]

A mobilidade e o distanciamento sdo de imensa importincia no processo de heparinizagdo
pois a heparina possui apenas uma parte que € importante para a ndo coagulagdo do sangue
(segmento de pentassacarideos). Estes segmentos ndo podem estar ligados e devem ter uma
boa mobilidade para poder ter um desempenho otimizado, o que s6 pode ser alcangado
com o uso de espagadores hidrofilicos. A heparina pode ser ligada aos espagadores

covalentemente através dos grupos carboxil, hidroxil ou amina presentes em sua molécula.

2.4.3) Ligacio ionica da heparina:
A heparina possui um caréter anidnico forte e, devido a isso, € possivel liga-la ionicamente
a superficies catidnicas. Varios estudo foram realizados, sempre preparando-se polimeros

policatiénicos sendo tratados com heparina, de diversas formas. Uma das formas possiveis



10

¢ o complexo formado pelo cloreto de tridodecil metil aménio e a heparina (TDMAC-
heparina). Independente da técnica utilizada, as superficies biocompativeis formadas
apresentavam bom desempenho até que comegasse a liberar a heparina ionicamente ligada,
na corrente sanguinea. Isto ocorre especialmente quando compostos com a albumina, que

possui forte afinidade idnica, estdo presentes.

Figura 5: Heparina ligada ionicamente. [11]

Um exemplo deste tipo de ligagio é o processo Carmeda. Se baseia no ataque da superficie
do biomaterial com acido para criar sitios ibnicos. Em seguida, ha a adsorg&o de polietileno
imina, formando uma liga¢8o idnica deste com o substrato. A heparina degradada, que
contém um grupo aldeido no fim de cadeia, ¢ ligada & superficie aminada. Para se

conseguir uma ligagio estavel ¢ feita uma aminag8o redutora. [4] [6] [11]
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Figura 6: Heparina ligada no substrato pelo processo Carmeda. [11]
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2.4.4) Grafitizacio da heparina:

A modificagdo da superficie do polimero pelo tratamento com diferentes fontes de energia
provoca a formagio de radicais na superficie polimérica. Algumas das formas de energia
que podem ser utilizadas s3o a radiagdo ionizante e a descarga elétrica. Comparando-se
este tipo de modificagdo superficial com as modificagdes quimicas de outros
procedimentos, vé-se que ha algumas vantagens em se utilizar o primeiro procedimento
citado. As principais sio a n3o necessidade de se utilizar um catalisador ou iniciador
quimico € a possibilidade de tratamento de objetos com formatos complexos. Além disso,
o processo de descarga de plasma também pode ser utilizado para incorporar grupos
funcionais na superficie do material. Por exemplo, para se incorporar o grupamento -NH;
no substrato, utiliza-se descargas de aménia. Porém, um ponto negativo que torna sua

aplicacdo restrita € o seu custo.

Figura 7: Heparina grafitizada na superficie do substrato. [11]

A preparagdo da superficie para este tipo de tratamento superficial segue os seguintes
passos: inicialmente a superficie é exposta a fonte de energia, para gerar os radicais livres
na superficie. Havendo mondmeros nesta superficie ativada, a cadeia polimérica ira iniciar
sua propagac¢do a partir dos sitios reativos formados. Neste ponto, pode haver dois eventos
simultineos: a grafitizagdo e a homopolimerizagdo. O processo final envolve uma extragéo

completa do homopolimero e do monémero com um bom solvente.

2.5) Métodos de caracterizac¢io do recobrimento superficial com heparina:

Varios métodos diferentes podem ser aplicados no estudo da modificag@o superficial de
polimeros, dentre os quais os mais usualmente utilizados sdo a espectroscopia de

infravermelho por refletincia total atenuada (ATR - FTIR), a espectroscopia de elétrons
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para analise quimica (ESCA), a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a

cromatografia. [9]

2.5.1) ATR-FTIR e ESCA:

Estes dois processos permitem a obtengdo de espectros do substrato, que possui picos
caracteristicos referentes as ligagdes quimicas entre os elementos formadores do polimero
e da heparina que esta modificando sua superficie. Fazendo-se uma comparagio entre os
espectros do polimero antes e depois de ser modificado, e sabendo-se quais os picos
caracteristicos, pode-se verificar se a modificagdo superficial foi efetiva ou ndo, devido a

presenca de ligagdes quimicas diferentes.

No caso do ATR-FTIR, os espectros sdo fornecidos como absorbéncia pelo comprimento
de onda da vibragio das ligag¢des quimicas do material. Os picos caracteristicos da heparina
que sdo mais utilizados s3o os de comprimento de onda de cerca de 1200 cm™ € 1000 cm™,

referentes ao grupo SO'3 presente na heparina. [7]

Para o ESCA, o espectro € dado como intensidade por energia da ligagdo. Um dos grupos
que pode ser utilizado para a caracteriza¢do da heparina ¢ o NHSOs-, do pico de 398,48

eV, no caso estudado por Chen et al. [8]

2.5.2) Microscopia eletrénica de varredura:

Utilizando-se a microscopia eletrénica de varredura pode-se observar modificagGes
superficiais no substrato, que indica a presenga da heparina através do aspecto da
superficie. Também pode ser utilizado a contagem de atomos do material para confirmagio
da modifica¢do. Observa-se, da mesma forma, a distribui¢do do recobrimento superficial
sendo possivel a verificagdo da espessura da camada formada, fraturando-se o material

com nitrogénio liquido e observando-a no MEV. [9]

2.5.3) Cromatografia:

A presenga de heparina na superficie do polimero pode ser verificada utilizando-se o

método colorimétrico usando as propriedades metacromaticas do azul de toluidina. Para
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isto, mede-se a absorbancia no comprimento de onda de 631 nm da solug#o antes € apds o
tratamento. Uma forma alternativa é a utilizagdo da cromatografia i6nica com detec¢ao
amperométrica pulsada, que fornece resultados com a devida sensibilidade e seletividade
para a realizagdo de uma andlise quantitativa. Esta determina¢do pode ser feita com a
hidrolise da heparina em glucosamina e 4cido glucurénico, utilizando-se uma curva de

calibragdo de glucosamina (resposta do detetor pela quantidade de glucosamina). [10]

2.6) Testes de biocompatibilidade:

A biocompatibilidade dos materiais pode ser estudada utilizando-se testes de natureza
hematologica, biolégica e fisica. No teste hematologico é verificado alteragdes do sangue
que podem vir a ser causadas pelo contato com o material estranho. Essas alteragbes sdo
medidas de acordo com o retardo da coagulag@o do sangue ndo heparinizado, liberacdo de
hemoglobina das hemacias, contagem das plaquetas e leucocitos e o estudo das proteinas
plasmaticas e dos fatores de coagulagdo. O teste bioldgico verifica a presenga e o grau de
toxicidade do material para os tecidos. Utilizando-se este teste foi verificado que os
polimeros de polivinil, nylon, silicone e latex apresentam elevada inércia quimica e
biologica. Ndo liberam produtos toxicos nos tecidos e nfo absorvem elementos dos tecidos
em que entram em contato. O teste fisico verifica a correlagdo das propriedades fisicas das
superficies estranhas e seus possiveis efeitos no sangue. Dessa forma, os materiais devem
apresentar baixa tensdo superficial, impermeabilidade, superficies com o minimo de

coeficiente de atrito e apresentar cargas elétricas negativas. [17]



14

3) MATERIAIS E METODOS:

3.1) Materiais:

heparina sodica (Liquemine®), amp6las de 5 ml com 5.000 UI por ml, Produtos
Roche Quimicos € Farmacéuticos S.A..

heparinato de benzalcénio (BAC Heparin), 1,5% (w/v) em isopropanol com 713
USP unidades de heparina/ml, STS Biopolymers, Inc..

cloreto de benzalcénio USP, LABSYNTH.

alcool isopropilico, LABSYNTH.

soro fisiologico com 0,9% de cloreto de sodio.

espectrometro de FT-IR, MAGMA IR 560 E.S.P., Nicolet.

acessorio de refletancia total atenuada A.R.K. modelo 0055-3XX com cristal de
Germaénio, Spectra-Tech Inc..

tubos de circulagdo sangiiinea extracorpérea de PVC, fabricados por Afa
Plasticos Ltda, obtidos no Instituto do Coragéo (InCor).

bomba de vacuo.

DMTA modelo Rheometrics Scientific DMTA V.

microscopio eletronico de varredura modelo Philips XL-30.

3.2) Métodos:

3.2.1) Adequacgio dos corpos de prova:

Para poder observar as amostras dos tubos de PVC no FT-IR foi necesséario prensar a

quente os tubos (no laboratério de Bioengenharia do InCor) formando placas de PVC. Para

adequar suas dimensdes as do cristal do FT-IR, cortou-se corpos de prova retangulares com

dimensdes de (8,90x70,30)mm, j& que melhores resultados podem ser obtidos se toda a

superficie do cristal estiver coberta.

3.2.2) Aplicagio do heparinato de benzalconio:

Colocou-se um volume de 20 ml da solugdio BAC heparin, na forma em que foi adquirida,

em um tubo de ensaio com tampa. Para realizar o tratamento, os corpos de prova foram
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imersos na solugdo contida nos tubos de ensaio por um tempo determinado, que variou de

5 minutos a uma hora. A secagem apos o tratamento foi feita em ambiente aberto.

3.2.3) Lavagem dos corpos de prova apds tratamento:

Utilizando os tubos de ensaio com tampa, colocou-se 20 ml de soro fisioldgico dentro
deles. A lavagem foi feita de modo estatico, deixando os corpos de prova tratados no soro
por um determinado tempo, que foi varidvel para poder ser observado a influéncia do
tempo de lavagem na quantidade de heparina que permanece ligada a superficie da

amositra.

3.2.4) Verificac¢do da presenc¢a de heparina nas amostras de PVC:

Espectros FT-IR padrdes foram obtidos de todas as amostras de PVC e dos agentes de
modificagio, heparina € BAC-heparin. Foi feita a evapora¢do de um pequeno volume
(5ml) da solugdo de BAC heparin em uma placa de Petri, até completa evaporagdo com
obtenciio de residuo solido. O sdlido BAC-heparin foi solubilizado utilizando-se élcool
isopropilico, e esta nova solugfo foi aplicada em uma pastilha de KBr e em seguida
evaporada. A pastilha de KBr recoberta com a amostra foi submetida & analise por
espectrofotometria no infravermelho, utilizando-se o equipamento de andlise por
transmissdo. Procedimento similar foi aplicado para obtengfio de espectro da heparina

sddica.

Comparando-se o espectro da heparina e do BAC-heparin com os de PVC tratado, pode-se
descobrir as freqiiéncias de absorgdo dos picos caracteristicos da heparina que ndo sofrem

interferéncia do espectro do PVC.

3.2.5) Levantamento da curva de calibracio de heparina sédica:

Modificando a concentragdo das solugbes de heparina sodica, pdde-se, através de seus
espectros de infravermelho, obter uma curva de calibragio que nos fornecesse a quantidade
de heparina presente nas amostras tratadas com BAC heparin e nas amostras lavadas. Isso

foi possivel uma vez que esperasse uma correlagdo linear entre as concentragdes de
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heparina e as diferentes absorbancias observadas pelo FT-IR. Sabendo qual a absorbancia,

pode-se determinar a quantidade de heparina que permaneceu ligada ao PVC.

3.2.6) Verificaciao das diferencas entre os tipos de PVC utilizados:

As canulas de PVC utilizadas em circulagfo sangiiinea extracorpdrea apresentam dois tipos
diferentes de material sendo um deles mais rigido e outro mais flexivel, para que este possa
passar em roletes que vdo bombear o sangue. Apesar de haver dados disponiveis sobre os
mesmos, obtidos através do fabricante, foi feita uma analise em DMTA para verificar as
diferencas entre os materiais. Para tal, foram feitos corpos de prova com comprimento de
20 a 23 mm (+ 0,05), largura de 4 a 5 mm (% 0.05) e espessura de 1 a 1.2 mm (% 0.05). Foi
aplicada uma freqiiéncia de 1 Hz durante o ensaio, com a faixa de temperatura entre -100 e

100 °C e taxa de aquecimento de 1 °C por minuto.

3.2.7) Quantificaciio da heparina na superficie do PVC:

A obtengdo da curva de calibragdo da heparina nos permitiu quantificar a heparina presente
na superficie das amostras de PVC. Para isso, utilizamos um de seus picos caracteristicos
que apresentasse absorbancia suficiente para ser lido e diferenciado do espectro do PVC.
Dessa forma, o pico escolhido foi o de comprimento de onda de 1035 cm™'. Comparando-
se a absorbancia do pico no espectro da amostra com a curva de calibragdo, encontrou-se a
quantidade relativa de heparina no PVC. Para resultados mais precisos, utilizamos a
equacdo da curva de calibracdo para calculo da quantidade de heparina presente na

superficie do material.

3.2.8) Verificacio visual da modificagdo da superficie do PVC com MEV:

Para confirmar os resultados obtidos através de andlises espectrométricas, utilizou-se a
microscopia eletrOnica de varredura. As amostras do material modificado foram
metalizadas em ouro para poderem ser vistas no MEV. Utilizou-se aumentos variaveis, até

0 maximo de 5000x.
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4) RESULTADOS:

Inicialmente, de acordo com os objetivos propostos na concepgio do trabalho, foi feito um
levantamento de informag¢des que pudessem auxiliar na obteng@o e interpretagdo dos
resultados desejados, buscando-se dados e informagdes obtidos em outras pesquisas

referentes ao assunto que estamos tratando.

A primeira questdo levantada foi a de que forma seria feita a hepariniza¢do do tubo de
circulagdo extracorpérea de sangue, confeccionado em PVC. Véarias formas foram
utilizadas em diversos artigos que tratavam do assunto, sempre partindo da heparina e
alguma solugdo que atuaria como uma ligagdo entre o PVC e o anticoagulante (heparina).
Também havia modos de heparinizagdo que utilizavam bombardeamento de particulas,
mas que foram descartados por nfo estarem disponiveis, e além disso, € nosso objetivo
desenvolver um processo simples de modificag8o que possa ser realizado sem investimento
significativo em equipamento e treinamento (conforme solicitagdo do Instituto do PVC).
Sabia-se que seria necessario ligar a heparina ao PVC utilizando-se um outro composto
mas ndo havia sido decidido ainda qual seria 0 método utilizado para tal, nem qual o
composto que seria a ligagdo entre heparina e PVC. Virias possibilidades foram
encontradas, dentre as quais utilizar quitosana, poli(6xido de etileno), cloreto de
benzalconio, etc. Através de uma pesquisa mais aprofundada foi encontrada uma solugio
que poderia ser aplicada diretamente no material e que apresentaria os mesmos resultados
que outros processos mais conhecidos. O ponto de partida para a modifica¢@o dos tubos de
PVC foi a obtengdo de tal solu¢do (BAC Heparin 1,5% em isopropanol, 713 USP unidades

de heparina/ml) e sua aplicaco nos tubos de PVC para verificar sua eficécia.

Visto que inimeros métodos poderiam ser utilizados para verificar a fixagdo da heparina
no PVC ou ndo, foi escolhido o que estava disponivel e poderia fornecer dados
quantitativos, mediante calibragdo. Entdo foi decidido utilizar espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) com o acessorio para refletdncia da
superficie de um solido ou liquido em contato com um cristal de Germénio (NICOLET -
MAGMA IR 560 spectrometer - E.S.P. com A.R.K. - Attenuated Total Reflectance Kit),
disponivel no laboratério do Departamento de Engenharia Metaltrgica e de Materiais da

Escola Politécnia da USP.
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Para obter melhores resultados foi necessario abrir os tubos e prensa-los para que
pudessem ser cortados no formato do cristal do equipamento. Foram feitos oito corpos de
prova dentre os dois tipos de PVC utilizados para confeccionar os tubos. Antes de tratar os
corpos de prova com a solugdo de heparina belzaconio foi feito seu espectro de
infravermelho (Figura 8) a fim de compara-lo com o espectro obtido apos o seu tratamento

(Figura 9).
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Figura 8: Espectro FTIR de amostra de PVC

Como os resultados obtidos para todas as amostras de PVC sdo semelhantes a acima, no

foram todas inclui-las neste relatorio.

O tratamento para modificagdo dos corpos de prova consistiu na sua imersdo na solugdo
BAC-heparin por uma hora. Retirados da solug@o, ficaram por um dia na estufa para retirar
0 excesso. Assim, foi feito novo espectro dos corpos de prova (Figura 9), desta vez ja

tratados, para verificar a presenga ou ndo da heparina em sua superficie.
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Figura 9: Espectros do PVC tratado (preto) e ndo tratado (cinza).

Comparando com os espectros obtidos anteriormente, € possivel notar certas diferengas em
especial em determinados comprimentos de onda, o que demonstra a presen¢a de
diferengas entre os corpos de prova pré e pds tratamento. Apds o tratamento € o
levantamento do espectro, os corpos de prova foram divididos em 2 grupos, sendo que em
um deles os corpos foram lavados por um periodo de 1 hora e no outro grupo, 30 minutos.
Novamente foram obtidos os espectros dos 2 grupos de amostras a fim de se fazer a
comparagdo entre eles. Nesta etapa do projeto todos os tratamentos foram feitos

estaticamente, da mesma forma que a lavagem dos corpos de prova.

Ap0s obtido o espectro do PVC e tratada a amostra com a solugdo de BAC heparin,
obteve-se 0 espectro da amostra tratada. Apés tratamento de uma hora e obtengdo de
espectro (amostra tratada), lavou-se a amostra por uma hora e obteve-se novo espectro

(amostra lavada). Os dois espectros estdo juntos na Figura 10.
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Figura 10: Espectros da amostra tratada e lavada.

Percebe-se que os espectros acima, em especial o da amostra tratada, apresentam muita
interferéncia, ndo sendo possivel deduzir muitas informagGes a partir deles. A interferéncia
ocorreu devido & presenga de ar entre a amostra ¢ a superficie do cristal, isto €, ndo ha
contato efetivo entre a amostra e o cristal, o que nos permite deduzir que ha algo entre os
dois, no caso, macromoléculas de heparina. Para tentar resolver esse contratempo
aumentou-se o numero de espectros acumulados para 256, uma vez que os espectros acima
foram feitos com 32 espectros acumulados. Assim, esperava-se diminuir drasticamente a

interferéncia. O espectro conseguido, para a amostra tratada, aparece na Figura 11.

Para termos certeza de que a heparina estava realmente presente na amostra de PVC, foi
feito o levantamento do espectro do BAC-heparin. Na Figura 12 ¢ apresentado o espectro

do PVC (em cinza) e do BAC heparin (em preto).
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Figura 12: Espectros FTIR: (1) do PVC (em cinza) e (2) do BAC heparin (em preto)

Comparando-se os dados obtidos na figura acima com algumas referéncias bibliograficas,

pode-se afirmar que ha presenga de heparina na amostra de PVC tratada com BAC heparin.
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Os picos de BAC heparin localizados em 1234 cm™ e 1034 cm™ que aparecem assinalados
na Figura 11 sfo os picos com alta intensidade, sem interferéncia do espectro de absor¢do

do PVC, que podem ser utilizados para quantificagdo da heparina.

A observagido destes picos nas amostras tratadas de PVC foi possivel apos subtragéo do

espectro de PVC sem tratamento.

Terminada esta etapa do trabalho, uma outra meta, com um carater mais quantitativo que
qualitativo, iniciou-se. Apos verificar a presenca de heparina nos tubos de PVC foi
necessario quantificar o quanto ficou ligado, através da obtengdo de uma curva de
calibragéo, que nos permitiria saber ndo apenas quanto ficou ligado nos tubos, mas também
quanto € liberado na passagem de sangue pelo tubo. Para tal, utilizou-se heparina sodica
que ¢é aplicada diretamente na corrente sangiiinea e comercializada com o nome de
LIQUEMINE, com concentragdo inicial de 5000 USP/ml. Foram levantados os espectros
da heparina sddica em diferentes concentra¢es, o que permitiu a obteng@o de uma curva
de calibrag@o, que nos forneceu a quantidade de heparina de acordo com a absorbancia em

determinados comprimentos de onda representantes da heparina.

O espectro FTIR da heparina s6dica com a concentrag¢do utilizada comercialmente (Figura
13), Liquemine®, ndo se apresenta adequado para calibragdio quantitativa. O espectro
apresenta alta interferéncia da 4gua, uma vez que a presenca de heparina ¢ minima
comparando-se com a presenca de dgua. O espectro apresenta os picos caracteristicos do
espectro da agua, sendo que estes camuflam o espectro da heparina. Basta observar que, no
intervalo de 1500 a 1000 cm™ de comprimento de onda quase no ha presenga dos dois
picos caracteristicos da heparina. Como esta solugfo seria a nossa base, que representaria
100 % na quantifica¢do da heparina, sua diluigdo tornaria os picos citados imperceptiveis,

o que ndo possibilitaria a confec¢do da curva de calibragio.
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Figura 13: Espectro da heparina sodica.

Assim, foi necessario obter uma solugdo de heparina com maior concentragdo que a
disponivel. Para tal foi decidido que seria necessario concentrar a solugdo aquosa de
heparina s6dica comercial disponivel. Optou-se por fazer isso utilizando uma bomba de
vacuo, uma vez que a elimina¢do de agua por aquecimento da solug@o poderia ocasionar
degradacdo da heparina. Dessa forma, conseguiu-se obter uma solugdo com 75 000 USP
em 3,2 ml de volume, sendo que comercialmente, a solu¢do de heparina apresenta 5 000
USP por ml. Utilizando esta solugdio concentrada como o valor de referéncia de 100%,
pudemos obter os demais valores para confec¢édo da curva de calibragio a partir da diluigdo

da referéncia.

Como foi dito anteriormente, ha dois picos caracteristicos da heparina no espectro das
amostras tratadas e lavadas. Dessa forma, é possivel obter duas curvas de calibragdo, uma
para cada comprimento de onda do pico caracteristico. A figura 14 apresenta a curva de

calibragdo para o pico de comprimento de onda de 1230 cm™.
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Figura 14: Curva de calibragdo da heparina, para o pico de 1230 cm’.

Porém, para o pico de comprimento de onda de 1010 cm’, a quantidade de dados néo foi

suficiente para se obter uma curva precisa, uma vez que sua intensidade, para as amostras

de heparina de menor concentragdo, se confundia no espectro da 4gua contida na solugdo.

Com os poucos dados encontrados, levantou-se uma curva grosseira € comparou-se com a

de comprimento de onda de 1230 cm’ apenas para confirmagio de sua validade (figura

15).
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Figura 15: Comparagéo entre as curvas de calibracdo da heparina sodica.
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Com a curva de calibragdo em méos, foi possivel verificar a quantidade de heparina que
ficou retida nas amostras tratadas e nas amostras lavadas, medindo-se a absorbancia do
pico de comprimento de onda de 1010 ecm ™' nos espectros obtidos para tais amostras e
comparando-se com o valor na curva de calibrag@o. Escolheu-se o pico de 1010 cm™ pois o
pico de 1230 cm™ apresentava muita imprecisdo devido & sua baixa intensidade de
absorbincia, ja que seu espectro confunde-se com o de PVC. Dessa forma, quantificou-se a
presenga de heparina no PVC, de acordo com o seu tempo de tratamento e de lavagem.
Também separou-se os resultados de acordo com o tipo de PVC. Tinhamos amostras de
dois tipos diferentes de PVC, sendo o tipo 1 o que tem menos plastificante em sua
composi¢do e o tipo 2, o que apresenta mais plastificante (amostra mais maleavel). Os

valores obtidos encontram-se nas tabelas I (PVC tipo 1) e II (PVC tipo 2).

Também foi feita a analise dos tipos diferentes de material utilizando-se o DMTA, para
verificar as diferen¢as nas propriedades mecanicas dos mesmos. O resultado da anélise esta

apresentado na figura 16.
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Figura 16: Analise de DMTA do PVC tipo 1 (cinza) e do PVC tipo 2 (preto).

Tabela I - Absorbancia do PVC tipo 1 tratado e lavado
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Tempo de Tratamento (min) Tempo de Lavagem (min) Absorbincia
5 - 0,00742
10 - 0,01581
15 - 0,01129
60 - 0,02226
5 60 0,00484
10 30 0,01129
10 60 0,01194
30 30 0,02000

Tabela II - Absorbancia do PVC tipo 2 tratado e lavado

Tempo de Tratamento (min) Tempo de Lavagem (min) Absorbincia

5 - 0,02161

15 - 0,06353
60 - 0,07235

5 30 0,01451

15 30 0,06000
15 60 0,05824
60 60 0,03161

A partir dos resultados obtidos acima, pudemos construir uma curva para verificar a

eficiéncia do processo de heparinizagdo, através da quantificacdo de quanto de heparina

permanece no PVC, de acordo com o tempo de tratamento (figura 17).




27

0,025 -
0,02
8 0,015
(%]
[
«g
£
o
2
< 0,01 -
0,005 -
0 ; : T : T : .
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo de tratamento

Figura 17: Relagdo entre tempo de tratamento e quantidade de heparina no PVC tipo 1.

Também foi possivel a construgdo de uma curva de referéncia, relacionando o tempo de
lavagem com a quantidade de heparina permanecente na superficie do PVC, o que nos

permitiu verificar qual a taxa de perda de heparina da superficie dos tubos (figura 18).
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Figura 18: Relagdo entre tempo de lavagem e quantidade de heparina permanecente no

PVC tipo 2 (para tempo de tratamento = 15 minutos).
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Pode-se também determinar a influéncia do tempo de tratamento do PVC para um
determinado tempo de lavagem, fixo. Para tal, construiu-se outra curva (figura 19) a partir

dos dados presentes na Tabela I.
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Figura 19: Influéncia do tempo de tratamento na quantidade de heparina presente na

superficie do PVC tipo 1, apés lavagem de 30 minutos.

Apos a anlise utilizando-se o FT-IR, foi feita a caracterizagfo da superficie utilizando-se o
MEYV (figura 20). A regido escura (superficie do PVC) apresenta sélidos cinzas espalhados
em sua superficie, o que corresponde & heparina, com menor densidade de elétrons. Os
s6lidos possuem dispersdo de tamanho, desde alguns microns até dezenas de microns. A
superficie do PVC n#o tratada, ao ser observada no MEV, apresenta apenas linhas
referentes a laminagdo do tubo, ndo havendo existéncia alguma dos so6lidos vistos na figura
20. Apesar da solugdo de BAC-heparin ser homogénea, a formacdo dos depositos sélidos
parece ter ocorrido devido & precipatagio, e estd de acordo com o que foi anteriormente

visto na literatura. [9]
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Figura 20: MEV da superficie do material apos tratamento.

Utilizando os dados conseguidos durante os ensaios referentes as absorbancias dos picos
especificos de cada amostra de PVC e também a curva de calibragdo confeccionada foi
possivel calcular a concentragio de heparina na superficie do material, em termos de
concentragiio por volume e concentragdo por area. Os dados finais estdo apresentados na

tabela II abaixo.
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Tabela III - Resultados finais apds diferentes condi¢des de tratamento e lavagem.

Amostra | Tipo | Trratamento | TLavagem | Absorbéncia| Concentragédo Concentragdo”
PVC| (min) (min) pg/em’ ug/ cm?
1 1 5 - 0,00742 22,94 1,15
2 1 10 - 0,01581 60,56 3,03
3 1 15 - 0,01129 40,29 2,01
4 1 60 - 0,02226 89,48 4,47
5 1 5 60 0,00484 11,37 0,57
6 1 10 30 0,01129 40,29 2,01
7 1 10 60 0,01194 43,21 2,16
8 1 30 30 0,02000 79,35 3,97
9 2 5 - 0,02161 86,57 4,33
10 2 15 - 0,06353 274,55 13,73
11 2 60 - 0,07235 314,10 15,71
12 2 5 30 0,01451 54,73 2,74
13 2 15 30 0,06000 258,72 12,94
14 2 15 60 0,05824 250,83 12,54
15 2 60 60 0,03161 131,41 6,57

® A concentragio foi calculada levando-se em consideragdo que a profundidade de penetragéo foi iguala 0,5

um, o que ¢é esperado para o cristal KRS ATR sob as condi¢des do experimento.
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5) DISCUSSAO:

Podemos concluir pelos resultados obtidos que hé a presenga de heparina sobre as amostras
tratadas com a solugdo de BAC heparin e que, mesmo apds determinado tempo de
lavagem, ha a permanéncia de parte dessa heparina ligada permanentemente na superficie

do corpo de prova.

Para um melhor resultado no FT-IR, é necessario realizar um numero de espectros por
volta de 256, devido a grande interferéncia que existe para testes com menor nimero de
espectros. Para valores superiores a este, o ganho na qualidade dos resultados ndo €
compensador frente ao tempo gasto para tal, que é muito maior do que para menores

valores.

Pela interpretagdo dos espectros do PVC tratado com BAC heparin € os espectros das
amostras lavadas no soro fisioldgico, podemos concluir que o tempo de tratamento € o de
lavagem sfo varidveis que influenciam de forma acentuada a quantidade de heparina que
permanece na superficie do PVC. Quanto maior o tempo de tratamento, maior ¢ a
quantidade de heparina presente na superficie do material tratado. Ao mesmo tempo,
quanto maior o tempo de lavagem do corpo de prova tratado, menor ¢ a quantidade de

heparina remanescente no PVC, como era esperado.

Com relagdo ao tempo de tratamento das amostras, a eficiéncia do processo de
heparinizagdo vai diminuindo a medida que se utiliza maior tempo para o tratamento.
Pode-se notar pelos resultados obtidos que vai havendo uma saturagfio da superficie do
PVC enquanto ocorre a heparinizaggo, o que acarreta na diminuigéo de sua eficiéncia. Uma
das causas para tal fato é que as moléculas de heparina com o cloreto de benzalconio

ligam-se somente no PVC, e ndo entre si.

Como era esperado, havendo maior tempo de lavagem, a quantidade de heparina presente
na superficie do PVC vai se reduzindo, uma vez que a heparina ¢ retirada do PVC pela
a¢io do soro fisiologico. Cerca de 20 a 30% da heparina aplicada na superficie € removida

durante a lavagem.

Além disso, foi observado que a composicdo do PVC também afeta a quantidade de

heparina na superficie do material. Observando os resultados, podemos concluir que o
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PVC do tipo 2 (como foi denominado o PVC mais maleavel, com mais plastificante)
consegue, em sua superficie, reter uma quantidade muito maior de heparina que o PVC de

tipo 1.
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