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RESUMO

O trabalho consiste na modifica¢do superficial de filmes poliméricos, atraves do seu
tratamento com uma solucdo de heparinato de benzalconio. Esse procedimento tem
como finalidade aumentar a hemocompatibilidade do polimero, utilizando o método de
imobilizacdo da heparina na superficie dos mesmos. Realizadas as modificagoes. as
amostras serdo monitoradas de acordo com as condigdes de tratamento. lavagem e tipo
de material utilizado. Para isto, podem ser utilizados métodos como a espectroscopia de
infravermelho (FT-IR/ATR), espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis) e
espectrometria de fluorescéncia a fim de se obter dados quantitativos. Neste projeto
especifico foi feito o estudo para a caracterizacao quantitativa de heparina incorporada a
superficie de filmes de poliuretano, utilizando espectroscopia UV-Vis. Este trabalho de
pesquisa esta sendo feito em colaboragao com o Laboratorio de Bioengenharia
(INCOR) sob a supervisio da Engenheira Helena Oyama.



ABSTRACT

In this work polymer films’ surfaces are modified by a benzalkonium heparinate
solution in order to improve polymer hemocompatibility by heparin surface
immobilization. Different conditions of treatment can be monitored by infrared
spectroscopy (FTIR/ATR), ultraviolet-visible absorption and fluorescence
spectroscopy’s. In this project specifically modification of polyurethane films were
characterized by ultraviolet-visible spectroscopy. This research has been done in
collaboration with the Bioengineering Laboratory (INCOR) supervised by Eng. Helena
Oyama.
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1. INTRODUCAO

A interagdo entre o sangue ¢ materiais sintéticos apresenta grande interesse
académico e pratico. HA uma grande necessidade em obter materiais compativeis
com o sangue, tanto para proteses internas quanto para sistemas de circulagdo

externa.

Durante a circulacdo extracorporea, o sangue circula por um conjunto de
elementos, como oxigenadores, tubos, reservatorios, filtros e conectores, com 0sS
quais tem contato intimo e prolongado. Como as superficies de contato dos diversos
componentes do circuito extracorpéreo ndo tém a menor semelhanga com o
ambiente natural da circulacdo sanguinea, isto é, o revestimento endotelial do
sistema circulatério, ¢ essencial que a coagulagdo do sangue seja inibida para
impedir a formagdo de trombos nessa superficie sintética. O sangue permanece na
forma liquida enquanto estiver em contato com as superficies internas do coragdo
(endocardio) e dos vasos sanguineos (endotélio), gragas a um equilibrio fisico-
quimico complexo, onde existem forcas que favorecem a coagulacdo e forgas
contrarias, que favorecem a anticoagulagdo. Em contato com outro tipo de
superficie, bioldgica ou de outra natureza, o equilibrio se altera fazendo com que o

sangue tenha a tendéncia de coagular. [1] [2] [3] [4]

Além do problema de coagula¢do também ha uma complicagdo extra que éa
danificagio das hemacias ao entrarem em choque com superficies estranhas. O
bombeamento artificial do sangue e a sua circulagdo por superficies plasticas rigidas
e pouco flexiveis e ndo biologicas produzem traumatismo ¢ injuria aos elementos
celulares e protéicos, diretamente proporcional ao tempo de duragdo do

procedimento. [5] [6]

Muitas pesquisas ja foram feitas com o objetivo de aumentar a
tromborresisténcia dos materiais. Analisando todo o histérico de estudos realizados
nesta area, pode-se dizer que existem trés teorias diferentes para se atingir este
objetivo: primeiro, o controle das propriedades superficiais dos polimeros; segundo,

a utilizacdo de uma substdncia antitrombogénica juntamente com o polimero;



o

terceiro, realizar modificagdes no polimero de forma a obter uma espécie de

pseudoendotelizagdo.

O primeiro principio pode ser implementado através de diferentes formas
como: a minimizagdo da energia livre interfacial do material, otimizag¢do do balango
hidrofilico/hidrofobico, otimizagdo da tensdo superficial critica, carregamento
superficial negativo, recobrimento com hydrogel, entre outras. O segundo principio
consiste no tratamento superficial do polimero com a utiliza¢io de heparina, a fim de
impedir o inicio do processo de coagulagdo do sangue. No entanto, ainda para este
segundo principio, sio apresentadas diversas formas de realizar a imobiliza¢do da
heparina na superficie do material, como: adsor¢go, tratamento da superficie com
plasma, e grafitizacdo de mondmeros funcionais em polimeros como o poliuretano.
Uma das formas de implementar o terceiro principio € através da realizagao de
modificacdes na estrutura do material, incorporando grupos sulfonicos similares
aqueles existentes na heparina e que fazem dela uma substéncia com atividade

anticoagulante.

" Tendo conhecimento destas diversas possibilidades para a obten¢do de um
material tromborresistente, e avaliando os recursos disponiveis para isto, decidiu-se
realizar o projeto utilizando-se o método de adsorgdo de heparina na superficie de
filmes de poliuretano, para entdo realizar as etapas de quantificagdo da heparina

imobilizada no material apos os processos de tratamento e lavagem.



2. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Um levantamento bibliografico foi feito sobre o estado da arte na

modificacdo quimica de polimeros, com énfase em poliuretanos, heparina € a sua

caracterizacao.

2.1 Heparina e processo de coagula¢do

Para inibir a coagulagio do sangue em procedimentos envolvendo
circulacdo extracorporea, utiliza-se uma substdncia chamada heparina. A
heparina (Figura 1) € um mucopolissacarideo sulfatado largamente utilizado
como anticoagulante por retardar a coagulagio do plasma. Algumas
propriedades, bem como o grau de pureza da heparina, variam com o tecido
do qual ela é extraida, podendo ele ser a mucosa intestinal de porcinos ou
pulmdes de bovinos. Em virtude das variacdes das seqliéncias e do
comprimento das cadeias de hidratos de carbono nos mucopolissacarideos, a
heparina ndo ¢ uma substdncia pura, {inica, e sim uma mistura de diversas
substancias com pesos moleculares que variam de 3000 a 40000 Dalton.
Como resultado dessa variabilidade, cada preparagdo comercial da heparina
apresenta poténcias diferentes de acordo com o fabricante, e, até mesmo
dentro do mesmo fabricante, de acordo com o lote produzido. A atividade
anticoagulante da heparina se deve as moléculas de maior peso molecular; as

moléculas menores ndo tém efeito anticoagulante. [1] [4] [7]
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Figura 1: Molécula de Heparina



A formacio do coagulo de fibrina ¢ iniciada por estimulos de diversas
naturezas, que culminam na ativagdo seqiiencial de um conjunto de treze
fatores protéicos do plasma, os fatores de coagulagdo, que podem ainda ser
acelerados ou inibidos em suas a¢des, por outras substancias ou co-fatores. A
heparina interfere nas etapas iniciais da cascata de coagulagdo, que consiste
na conversio da prototrombina (fator II) em trombina que, por sua vez,
promove a conversdo do fibrinogénio (fator I) em fibrina, originando o
coagulo. A heparina impede a transformagdo da protrombina em trombina,
dessa forma, a conversdo do fibrinogénio em fibrina ndo ocorre (Figura 2).
Apesar da grande eficiéncia da heparina em impedir a coagulagdo sangiiinea,
cerca de 70% das moléculas de heparina presentes em qualquer preparagdo

comercial ndo tem efeito anticoagulante. [1] [4] [8] [9] [10]

A heparina ndo tem apenas agdo anticoagulante. Também possui agdo
hemorragica e antitrombdtica. O principal efeito da heparina, na circulagio
extracorporea, ¢ a inibigdo da formagdo da fibrina a partir do fibrinogénio.
Além desse efeito, a heparina pode induzir a dissolugio de coagulos
formados, por excitagdo da fibrinolise. A heparina também exerce algumas
aches sobre as plaquetas, das quais as principais sao: a liberagdo da
serotonina, aumento da agregagdo plaquetdria, aumento do tempo de
sangramento e da liberagdo do fator plaquetario III, e pequena redugdo do

numero de plaquetas circulantes no sangue. {1] [4] [7][11] [12][13]
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Figura 2 - Diagrama do mecanismo de coagulago. [15]



Varios métodos tém sido desenvolvidos para ligar a heparina em
polimeros na esperanga de se obter uma diminui¢do na tendéncia de
coagulagdio do sangue sobre o substrato de biomateriais. Como para a
maioria dos polimeros de uso médico a heparina ndo pode ser ligada
diretamente, normalmente é feita a ligagdo da heparina a um componente
intermediario, o qual é ligado ao polimero. Mais recentemente, comegou-se a
utilizar espagadores para aumentar a mobilidade e a atividade da heparina.
Neste projeto utilizou-se o cloreto de benzalconio como componente

intermediario (Figura 3). [2]
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Figura 3 — Moléculas de Cloreto de Benzalconio. [15]

2.2 Poliuretanos

O surgimento do poliuretano ocorreu durante a segunda guerra
mundial, com o objetivo de evitar uma eventual escassez de borracha natural,
largamente utilizada em equipamentos bélicos. Com isto, EUA ¢ Alemanha

investiram pesado na pesquisa e desenvolvimento de uma borracha sintética.

As rea¢des de sintese do poliuretano foram propostas por Wurtz em
1894, mas apenas em 1934, Otto Bayer conseguiu desenvolver um material

com caracteristicas muito parecidas com a borracha, o poliuretano. O



poliuretano encontrou suas primeiras aplicagées ainda durante a guerra, pois
a maioria dos materiais conhecidos na época tinha pouca resisténcia a baixas
temperaturas, 0 que nao ocorre com o poliuretano. Devido a isto, ele foi
utilizado na fabricacdo de foguetes e em outras aplicagdes mais simples

como: espumas, recobrimentos superficiais € adesivos.

Diferente de outros polimeros que contém unidades monoméricas, 0s
poliuretanos nio contém unidades uretanas repetidas de forma regular, por
isto ndo tem uma formula empirica que o represente totalmente. Um
poliuretano tipico, além do grupo uretano, pode conter hidrocarbonetos

alifaticos e aromaticos, grupos éster, éter, uréia, amida, entre outros.

O grupo uretano é produto de uma reagdo quimica entre um grupo
isocianato e um grupo hidroxila. Para que a polimerizagdo seja obtida, reage-
se um composto com dois ou mais isocianatos em uma estrutura com um
poliol, ou seja, um alcool polifuncional. Portanto, quando se usam reagentes
difuncionais, sdo produzidos poliuretanos lineares. Se a funcionalidade do
composto hidroxilado ou do isocianato for aumentada para trés ou mais,

obtém-se polimeros ramificados.
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Figura 4 — Reagdo de sintese do poliuretano. [19]

O diisocianato & responsavel por originar o dominio rigido do
polimero, enquanto o poliol é geralmente responsavel pelo dominio flexivel.
Devido a isto, variando-se a combinagdo destes reagentes pode-se produzir
materiais com diferentes caracteristicas mecanicas, o que torna o poliuretano

bastante versatil e atraente no ramo dos biomateriais.



A familia do poliuretano usado nesse projeto possui uma estrutura
caracterizada por (AB)n, onde A e B representam oS segmentos
incompativeis, rigidos e elastoméricos, respectivamente. Devido a isto, estes
polimeros apresentam uma separagdo de fases caracterizada pela dispersdo
de dominios rigidos (possivelmente cristalinos) em uma fase elastomérica
amorfa. As propriedades fisicas e quimicas do poliuretano estéo muito
relacionadas com a extensdo dessa separagdo de fase e¢ da dispersdo e

morfologia dos dominios rigidos e elastoméricos.

Os dominios rigidos sdo responsaveis pelas caracteristicas mecénicas
do poliuretano, atribuindo grande resisténcia a tensdes aplicadas durante sua
utilizacdo. Os segmentos elastoméricos sdo responsaveis pela alta capacidade
de deformagdo do material antes da ruptura. A interagdo entre essas duas

fases tem influéncia crucial nas propriedades do material. [14]

Os filmes de poliuretano de grau médico sio bastante usados na
fabricagio de membranas para ventriculos € outros componentes
cardiovasculares artificiais. Isso devido a sua grande resisténcia mecénica a
carregamentos periodicos, do seu alto grau de estabilidade quimica in vivo e
de sua maior trombo-resisténcia em comparagdo com outros materiais
também utilizados em aplicagdes cardiovasculares. Embora a formagdo de

trombos ainda exista em tubos com didmetros pequenos.

2.3 Caracterizacdo dos polimeros

2.3.1 Andlise térmica dinamico-mecinica (DMTA)

O termo dinAmico se refere ao fato da técnica de ensaio envolver
variagdes das condi¢des de anlise, isto €, ocorre uma aplicag¢édo de uma
deformacdo ou de uma tensdo oscilatéria a amostra que provoca uma
movimenta¢do molecular enquanto o sistema é submetido a variagdes
de temperatura durante o experimento. A temperatura também pode ser

mantida constante enquanto a freqiiéncia de oscilagdo é modificada.



Independentemente, a energia de deformagio mecanica gerada pode ser
armazenada elasticamente ou dissipada como energia térmica (através

de movimento molecular) durante o ciclo de deformagdo mecénica.

Os materiais poliméricos submetidos a deformagGes oscilatdrias
mecanicas forcadas manifestam um comportamento viscoeléstico. O

comportamento viscoelastico varia com a treqiiéncia de deformagéo.

Os parametros caracteristicos utilizados para quantificar as
propriedades viscoelasticas dindmicas sdo primariamente 0 E' (tensdo)
ou G' (cisalhamento), modulo de armazenamento (modulo de
elasticidade dinamico), E" (tensdo) ou G"(cisalhamento), médulo de
perda, e tgd, que € a tangente do anguio da diferenca de fase, isto €,
E"/E' (ou G"/G"). [15]

Para solidos puramente elésticos a tgd € igual a zero. Metais, por
exemplo, estdo muito proximo de atingir este comportamento. Os
materiais com baixa capacidade de amortecimento, por exemplo
cristais, tém esse comportamento, enquanto nos polimeros pode-se

observar o fendmeno de amortecimento em diferentes condigdes.

Em um ensaio DMTA pode-se ob:. var as seguintes

caracteristicas:

- A habilidade de o material armazenar e dissipar energia mecénica

sdo funcdes da temperatura e do tempo.
- Durante uma relaxa¢do mecénica, a freqiiéncia da movimentagéo
molecular entra em ressonancia com a freqiéncia do ciclo da

deformacdo mecanica oscilatdria.

- A DMTA testa as propriedades macroscopicas do material.



- Para polimeros, muitas relaxagdes podem ocorrer devido ao

tamanho, arquitetura, arranjo espacial, e interacdes entre as cadeias

poliméricas.

2.3.2 Caracterizacio de heparina por colorimetria

A espectrofotometria no ultravioleta baseia-se no principio de
que a absorgdo de energia na regido ultravioleta-visivel do espectro €
dependente da estrutura eletronica da molécula. Essa absor¢do ¢
quantificada, tendo por resultado a excitagdo dos elétrons dos orbitais
de menor nivel de energia para orbitais de maior nivel energético. Para
muitas estruturas eletronicas, a absor¢do ndo ocorre na parcela
prontamente acessivel da regido ultravioleta. Uma das vantagens desse
fato ¢ a seletividade da absor¢do do ultravioleta, que possibilita o
reconhecimento de grupos caracteristicos em moléculas de grande
complexidade. Como partes dessas moléculas podem ser transparentes
ao ultravioleta, ¢ possivel obter um espectro similar ao de uma

molécula simples.

O método da colorimetria consiste na utilizagdo do
espectrofotometro de ultravioleta para mensurar a quantidade de
determinada molécula no interior de uma determinada mistura. Nesse
projeto, o método da colorimetria sera utilizado para quantificar a
concentracdo de heparina adsorvida na superficie de um corpo de prova

de poliuretano.

Para realizar essa analise quantitativa, primeiramente havera a
necessidade de se plotar uma curva de calibragdo, a qual sera utilizada
para relacionar a concentrag¢do de heparina a intensidade da absorbancia
obtida na analise da mistura. Apés a obtengdo dessa curva de
calibragdio, sera preparada uma solugdo contendo uma quantidade
definida de heparina, onde os filmes de poliuretano serdo mergulhados.

Além da heparina, deve-se adicionar também azul de toluidina e uma



quantidade especifica de acido cloridrico e cloreto de sodio para que
haja o controle do pH na solugdo. Caso contrario, podem ocorrer
variacdes nos resultados da experiéncia, uma vez que o azul de
toluidina sofre alteracdes de acordo com o valor de pH do meio. O azul
de toluidina é usado como um evidenciador, pois a heparina pura €

transparente no ultravioleta.

Mergulhando-se os filmes, ocorrera a adsorcdo de heparina
sobre eles. Em seguida, para determinar a concentragdo de heparina
adsorvida, basta analisar a solugfio restante apds a adsor¢do, com o
espectrofotdmetro de UV. Analisando a solugao, obtém-se o valor da
concentracio de heparina residual na solugdo, € sabendo qual era a
quantidade de heparina inicial, pode ser calculado o resultado desejado,

ou seja, a quantidade de heparina adsorvida. [ 16] [17] [18]



3. MATERIAIS E METODOS

Para alcancar os resultados pretendidos foram executadas as seguintes

atividades:

s Caracterizacio dos poliuretanos

Os poliuretanos foram caracterizados quanto as suas propriedades

térmicas e mecanicas (DMTA).

e Levantamento de curva de calibragio através do Espectrofotometro
UV-Vis

Foram feitas solucdes contendo diferentes concentragdes de heparina,
as quais foram analisadas no espectrofotometro de UV, para que os pontos da
curva de calibragio pudessem ser obtidos. Estes pontos representam o0s

valores de absorbancia em fungiio da concentragdo de heparina.

3.1 Materiais:

o Heparinato de benzalconio (BAC Heparin®), 1,5% (w/v) em
isopropanol com 713 USP unidades de heparina/ml, STS
Biopolymers, Inc.. Cedido por: INCOR
Azul de toluidina P.A. (CsH6CIN;S, PM = 305,80), LABSYNTH
Solugdo de HCI
NaCl
Hexano
Filmes de poliuretano (Pellethane®) — Cedido por: INCOR
DMTA (Rheometric Scientific®)

Espectrofotometro UV-Vis (Varian®)
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3.2 Meétodos:

3.2.1 Caracterizacio das propriedades térmicas e mecinicas do

filme de Pellethane®

Para realizar a caracterizacdo das propriedades térmicas € mecanicas
do Pellethane® utilizou-se o equipamento: DMTA V da Rheometrics
Scientific. Os corpos de prova utilizados consistiam em filmes preparados

com as seguintes dimensoes:

Tabela 1 — Dimensdes dos corpos de prova utilizados na analise por DMTA

Co‘rpo;de:-m:m{mz '»Largtvya-:;(mm);j QOmpri_mentp;(cm) i1 Espessum(mm)z

A 72 1,51 0.09

B 7,74 1,50 0,1

As condi¢des do ensaio foram:
» Faixa de temperatura:
- Corpo A: -100°C a 70°C
- Corpo B: -100°C a 100°C
s Taxa de aumento da temperatura: 2°C/min
*  Deformagdo maxima: 0,05%

» Freqiiéncia imposta: 1 Hz

3.2.2 Preparacio da curva de calibragiio para o espectrofotdmetro
de UV 8

Para obter uma curva de calibragfo, existe a necessidade de passar por
algumas etapas. Primeiramente, preparou-se uma solugdo com a seguinte
composi¢do: 0,2% de NaCl, 0,01M de HCl, diluidos em agua destilada [18].
Chamou-se esta solucdo de Sol. I. Em seguida, a partir desta Sol. I, foram

feitas sete solu¢des contendo azul de toluidina em diferentes concentragoes.
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Chamou-se esta série de solucdes da Série A. As respectivas concentragoes

de cada solucdo, se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 - Solugdes contendo diferentes concentragdes de azul de toluidina

(TB) em Sol. I (solugdo aquosa contendo 0,2% de NaCl e
0,01M de HCY)

. SériesAi(Sol1+ TB). .
Solugoes TB (%)
A1 0,010

A2 0,008

A3 0.006

Ad 0,004

A5 0,003

A6 0,002

A7 0,001

Com o objetivo de conhecer o comportamento destas solugdes em
relacdo a espectroscopia no ultravioleta, foram feitas medigdes de cada uma

das solugdes, obtendo-se o grafico da Figura 7.

O passo seguinte consistiu em preparar algumas solugdes: contendo
concentracdes diferentes de heparina misturadas a Sol I. Chamou-se esta série
de solugdes de Série B. Desta forma, foram elaboradas cinco solugdes com

concentracdes de heparina variando de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 — Solugdes da série B e suas respectivas concentragdes de heparina.

' ‘S.bluc.}éo T Hébariri (%)
T B1 0,006
B2 0,004
B3 0,003
Ba 0,002
B5 0,001
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Da mesma forma como foi feito com a Série A, a Série B foi submetida
a analise por espectroscopia de UV, com o objetivo de conhecer os picos
referentes a heparina contida nas amostras. Com isto, obteve-se o grafico da

Figura 9.

Sabendo-se quais sdo as curvas referentes as solugdes de azul de
toluidina e de heparina, a proxima etapa consiste em fazer uma nova série de

solugdes contendo tanto heparina quanto azul de toluidina.

Esta série foi elaborada com a mistura na propor¢do 4:1 de uma
solu¢io contendo 0,003% de azul de toluidina, com solugbes contendo

concentraces diferentes de heparina, assim como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Solucdes da série C e suas respectivas concentragoes de heparina.

* - Série:C (Sol1:#+ Heparina)

Sdlugéo . Heparin (%)
C1 0,0040%
Cc2 0,0042%
c3 0,0044%
Cc4 0,0046%
C5 0,0048%
Ccé i 0,0050%
Cc7 0,0052%
cs8 0,0054%
Cc9 0,0056%
c10 0,0058%
C11 0,0060%

Dessa forma, foram misturados 4ml da solugdo contendo 0,003% de
azul de toluidina, com 1ml de cada uma das solugdes da série C apresentadas
na Tabela 4. As concentragdes de heparina escolhidas para elaborar a série C
foram estimadas, neste projeto, em relagdo a quantidade de heparina existente
na soluciio de heparinato de benzalconio utilizada no tratamento dos filmes de

poliuretano, visando-se obter uma faixa de valores aproximada.



Com a mistura entre a solucdo de azul de toluidina e as solugdes de

heparina, foram obtidas as seguintes solugdes:

Tabela 5 — Solugdes da série E e suas respectivas concentragdes de heparina.

Série E (1ml Série C +4ml A5)
Sérié Heparin (%)
E1 0.00080%
E2 0,00084%
E3 0,00088%
E4 0,00092%
E5 0,00096%
E6 0,00100%
E7 0,00104%
E8 | 0,00108%
E9 0.00112%
E10 0,00116%
E11 0,00120%

Ao fazer a mistura entre o azul de toluidina € a heparina, ha a
formacdo de um complexo. Este complexo sera composto por toda a heparina
que existia na solugdo, juntamente com parte do azul de toluidina presente
inicialmente. Pode-se afirmar que toda a heparina sera consumida pois o azul
de toluidina estara em excesso na reacio. No entanto, da mesma forma como
acontece com a heparina pura, a quantidade deste complexo ndo pode ser
medida diretamente através da espectroscopia de UV, pois a sua presenga néao

altera a cor da solugdo de forma significativa.

Portanto, para que a quantificacdo de heparina contida nas solugdes
seja possivel, tem-se que adicionar hexano s solucoes [18]. Fazendo isto,
todo o complexo formado passa a ficar diluido no hexano. Este, sendo
imiscivel em relagdo ao resto da solugdo formada por azul de toluidina e Sol.
I, permite que o complexo possa ser separado. Fazendo-se isto, a
concentracido do azul de toluidina na solugdo ¢ alterada, uma vez que a
quantidade referente a formagdo do complexo foi retirada. Os resultados desta

analise podem ser observados nas Figuras 10 e 11, onde tem-se os graficos da



absorbancia em funcdo do comprimento de onda para cada uma das solugoes

da série E. Sendo que o pico correspondente ao azul de toluidina encontra-se
em 63 1nm. {18]

A partir destes grificos foi possivel a elaboragdo da curva de
calibragdo de absorbancia em fun¢do da concentracdo de heparina, com base

nos valores apresentados na Tabela 7.

Possuindo a curva de calibracio da absorbincia em relagdo a
concentragdo de heparina (Figura 14), e a curva da absorbancia em relagdo a
concentracdo de azul de toluidina (Figura 8), pode-se construir o grafico da
concentracdo de azul de toluidina residual apresentada em fungdo da

concentracdo de heparina (Figura 15).

3.2.3 Aplicacio do heparinato de benzalconio no filme de poliuretano

O objetivo desta etapa do projeto consiste em avaliar qual ¢ a
quantidade de heparina adsorvida na superficie de filmes de poliuretano em

fung¢do do periodo de tratamento.

Para isto, foram utilizados filmes de poliuretano (Pellethane®),
cortados com dimensdes de 5cm x Scm. E uma solugdo contendo heparina,

chamada de heparinato de benzalconio.

O procedimento para que a quantidade de heparina adsorvida possa
ser avaliada, consiste em mergulhar o filme de Pellethane® em 15ml de
solucdo de heparinato de benzalconio (BAC Heparin®), na forma em que foi
adquirida, em um tubo de ensaio com tampa durante uma hora. No decorrer
deste periodo foram retiradas aliquotas (50ul) da solugédo a cada 6 minutos

(Tabela 8), obtendo-se o grafico da figura 16.

O valor da aliquota correspondente a 50ul foi estimado com base nos
equipamentos disponiveis para realizar a coleta das amostras € principalmente

em relagdio 4 concentracio de heparina existente na solugdo de heparinato de



benzalconio, determinada em posse dos seguintes dados: a solucdo €
composta por heparinato de benzalconio (BAC Heparin®) a 1.5% (w/v) em
isopropanol com 713 USP unidades de heparina/ml (fornecida por STS
Biopolymers Inc). Através destes dados chegou-se a conclusdao de que esta
quantidade extremamente reduzida precisou ser coletada pois na solugdo de

BAC Heparin® a heparina encontra-se muito concentrada.

3.2.4 Lavagem dos corpos de prova apés tratamento

O objetivo desta etapa do projeto ¢ estimar qual ¢ a quantidade de
heparina que permanece ligada  superficie do poliuretano em rela¢do ao seu
tempo de utilizagdo em aplicagGes como a circulagdo extracorporea de

sangue.

Para isto, a simulacdo realizada consiste em maﬁter o filme de
Pellethane®, tratado, imerso em um tubo de ensaio com tampa, contendo
25ml de Sol. I, inicialmente elaborada, e retirar amostras de Iml em
determinados intervalos de tempo, para que a quantidade de heparina nelas
contidas possa ser quantificada de acordo com a curva de calibragdo obtida
anteriormente. O volume de 1ml por amostra foi definido, estimando-se que a
quantidade de heparina a ser liberada durante a lavagem seria muito menor

do que a quantidade existente na solugio BAC Heparin®.

A lavagem, com a utilizagdo da Sol. I, teve duragdo de 4 horas e a

amostragem foi feita nos tempos apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Tempos em que cada amostra da série L fol coletada durante o

processo de lavagem.

LAVAGEM:PELLETHANE®:
Tempo
L1 5
L2 10
L3 15
L4 20
L6 30
L7 40
L8 50
L9 60
L10 80
L1 | 100
L12 | 130
L13 160
L14 190
L5 | 240

Com o intuito de obter dados mais significativos, os intervalos para a
coleta das amostras iniciais foram menores em relagdo aos intervalos finais,
pois se estimou que a velocidade de desorgdo da heparina anteriormente
adsorvida seria maior no inicio do procedimento e tenderia a se estabilizar

com o passar do tempo.

3.2.5 Anilise de heparina existente na superficie dos filmes de

poliuretano

Nesta etapa as amostras coletadas durante o processo de aplicagdo de
heparina na superficie do filme, e durante o processo de lavagem, sdo

submetidas a uma analise quantitativa de heparina.

Ou seja, durante o processo de aplicagdo de heparina na superficie do

filme de Pellethane® foram retiradas amostras de 50pl a cada seis minutos.
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Para que a quantidade de heparina contida neste volume possa ser mensurada,
algumas etapas sdo necessarias. Primeiramente estes 50ul sdo diluido na Sol 1
de forma a obter Sml de uma nova solugdo. Os proximos passos sdo 0s
mesmo realizados durante o processo de construgdo da curva de calibragdo,
ou seja, uma quantidade de lml desta nova solugdo é retirada e misturada
com 4mi da solucdo de azul de toluidina a 0,003%, de forma que o complexo
seja formado. Em seguida adiciona-se hexano para a separag¢do do complexo
e submete-se a solugdo (fase aquosa) contendo apenas azul de toluidina a

analise por espectrofotometria por UV-Vis.

Finalmente, com o auxilio da curva de calibragdo construida com
dados da absorbéancia em funcdo da concentracdo de heparina, consegue-se

determinar qual a quantidade de heparina contida em cada amostra coletada

inicialmente.

O processo de analise quantitativa de heparina das amostras obtidas
durante o processo de lavagem ¢ praticamente 0 mesmo realizado para as
amostras obtidas durante o processo de adsor¢do de heparina, sendo até um
pouco mais simples, pois ndo existe a primeira etapa de dilui¢do dos 50ul de
amostra coletada em Sol I, uma vez que o volume coletado durante a lavagem

foi de 1ml e é suficiente para realizar uma quantifica¢éo coerente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagio das propriedades térmicas ¢ mecinicas do filme

de Pellethane®

Os resultados graficos desta etapa do trabalho podem ser vistos a

seguir.
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Figura S - Grafico do corpo de prova A (-100°C a 70°C)

A caracterizagio do poliuretano utilizado, teve inicio tragando-se o
grafico da Figura 5, no entanto, em comparagdo com o grafico da Figura 6,
obtido com a utilizagdo de outro corpo de prova, percebeu-se que os
resultados do primeiro (Figura 5) mostram-se incoerentes, a comegar pelos
pontos na regido inicial que se encontram em posigdes atipicas, mantendo-se
constantes em um valor reduzido na faixa de temperatura entre —100°C até
cerca de —57°C para em seguida aumentarem de forma repentina. Passada
essa faixa de temperatura, os valores apresentados pelo grafico da Figura 5 se

aproximam dos obtidos no grafico da Figura 6, no entanto, como a anomalia
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ocorrida no inicio do ensaio pode ter comprometido o resto dos valores, estes
foram desconsiderados. Supde-se que o motivo dos problemas encontrados
nesse primeiro ensaio tenha sido causado devido & ma colocagio do corpo de
prova no suporte do equipamento de DMTA, o que deve ter ocasionado o
deslocamento do filme de poliuretano nos primeiros momentos do processo

de caracterizagfo.
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Figura 6 - Gréfico do corpo de prova B (-100°C a 100°C)

Analisando o grafico da Figura 6, pode-se constatar que durante a faixa
de temperatura de —100°C até cerca de —60°C o material mantém-se com
caracteristicas rigidas. Essa conclusfio pode ser tomada pois nessa faixa de
temperatura tem-se um valor alto com relagdo ao modulo de armazenamento
E’ e um valor baixo em relagio ao modulo de perda, uma vez que a

deformaciio mecénica € muito pequena.

Passado esse intervalo, o modulo de perda tende a aumentar pois o
material vai tomando caracteristicas elastoméricas de acordo com o aumento

da temperatura, até que se atinge a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), por
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volta de —30°C. Devido a esse fato, pode-se observar que em temperatura
ambiente o material apresentara caracteristicas de um elastomero. O modulo
de perda atinge seu valor maximo na temperatura de transi¢do vitrea, pois
nesse ponto, as moléculas do polimero tém condi¢Ges de se movimentarem de
forma a se situarem em posigdes de menor energia, ocorrendo assim a sua
liberacdo. O valor da temperatura de transigdo vitrea fica mais evidente se a
curva de tgd, que também apresenta um pico nesse ponto for analisada. Isso
ocorre pois nesse valor de temperatura, a tangente do angulo da diferenca de

fase, isto é, E"/E', chega ao valor mais proximo de i de todo o ensaio.

Ap6s a temperatura de transi¢do vitrea, as moléculas permanecem
posicionadas no estado de menor energia que foi possivel adquirir. Nessa
situagdo o modulo de perda comega a diminuir até atingir o platd borrachoso
a partir da temperatura de 0°C. A partir dessa temperatura, o valor do moédulo
de armazenamento e o valor do mddulo de perda se estabilizam, pois o
polimero atinge caracteristicas elastoméricas e dessa forma, o modulo de
armazenamento mantém-se a um valor bem menor do que o encontrado no

inicio do ensaio, permanecendo na escala de grandeza em torno de 10°Pa.

4.2  Preparagio da curva de calibra¢ao para o espectrofotometro no
uUv:

O grafico abaixo (Figura 7) foi obtido através da analise de solugOes

com diferentes concentracdes de azul de toluidina de acordo com a tabela 2.
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Figura 7 — Graficos de absorbincia das solugBes da série A em fungdo da

concentracdo de azul de toluidina.

Essas medidas de absorbancia (Figura 7) foram feitas com o objetivo de
verificar a variagBo de absorbdncia em relagdo a concentragdo de azul de

toluidina das solug¢bes da série A.

Através delas foi possivel concluir que concentragdes de azul de
toluidina maiores do que 0,003% ultrapassam o fundo de escala do
equipamento, impossibilitando a confecgio de uma curva de calibragfio

adequada acima deste valor.

No entanto, os pontos referentes as concentragdes das solugdes A3,
A6 e A7 ainda puderam ser utilizados para a constru¢iio da curva abaixo
(Figura 8), onde a concentragdo de azul de toluidina e a absorbancia sdo

relacionadas.
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Figura 8 - Correlagio entre a absorbancia a 631 nm e a concentra¢io de azul

de toluidina
O grafico abaixo foi obtido através das analises das solugdes da série

B que possuem diferentes concentragdes de heparina misturadas a uma

quantidade fixa de Sol L.
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Figura 9 — Grafico de uma andlise feita através de espectrofotometria por UV
de solugbes da série B, contendo diferentes concentragdes de

heparina misturadas a Sol 1.
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Neste grafico, os picos presentes abaixo de 200nm, provavelmente
estdo relacionados a grupos sulfonicos existentes na molécula de heparina. No
entanto, estes picos nfo sdo adequados para a mensuragfio da quantidade de
heparina contida nas solugdes. Isso ocorre porque eles ndo estdio bem
resolvidos e caracterizados para considera-los exatamente proporcional a

quantidade de heparina existente.

A série de curvas na Figura 10 foi gerada através da analise
espectrofotométrica das solugdes da séric E. Ou seja, foram analisadas
solucdes onde quantidades variadas de heparina foram misturadas com a
solugéio 0,003% de azul de toluidina, formando os complexos que em seguida
sdo retirados através da adi¢8o de hexano. Isto provoca a variagdo do valor de

absorbancia para cada solugio da série.

Para esta etapa, foram feitas duas medidas para cada concentragdo, com
o objetivo de aumentar a quantidade e a qualidade dos pontos a serem
utilizados na elaboragdo da curva de calibragfio. Portanto foram gerados os

graficos de absorbancia referentes as séries EA e EB.
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0.0 —
T T T L T 1
200 300 400 500 600 700 800

‘Wavelength (nm)

Figura 10 — Curvas de absorbédncia em fun¢fio do comprimento de onda para

todas as solu¢Bes da Série EA.
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Figura 11 — Curvas de absorbincia em fungfio do comprimento de onda para

todas as solugcdes da Série EB.

Desta forma, ao submeter a solugfo restante de azul de toluidina, apds
a retirada do complexo (heparina-azul de toluidina), & espectroscopia de UV,
pode-se observar que hd uma diminui¢do de absorbancia proporcional ao
aumento da quantidade de heparina presente na solugfo inicial. Isto ocorre
pois quanto maior a quantidade de heparina existente inicialmente na solug¢fo,
maior sera a formagdo de complexo, e conseqiientemente maior serd o
consumo de azul de toluidina nesta reagfo, resultando em um valor de

absorbancia menor.

No entanto, em 631nm (pico referente ao azul de toluidina), o valor de
absorbancia ndo pdde ser aferido com precisdo pois a quantidade de ruidos
nas curvas ¢ muito grande. Para resolver isto, os graficos foram submetidos a
um tratamento matematico, de modo que os valores de absorbancia para este
ponto pudessem ser avaliados. As curvas finais para cada série podem ser

vistas nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Curvas de absorbédncia em fungéo do comprimento de onda para

todas as solugdes da Série EA tratadas matematicamente.
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Figura 13 — Curvas de absorbancia em fungdo do comprimento de onda para

todas as solugdes da Série EB tratadas matematicamente.
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A seguir se tem os dados utilizados na construgao da curva de
calibragdo referente a absorbancia em fungdo da concentra¢do de heparina

adicionada as solugoes.

Tabela 7 — Dados para a construgdo da curva de calibragéo de absorbancia em

funcdo da concentragdo de heparina.

Ciirvas|Absorbncia (ABS)|Concentrago-de-Heparina (%)
“ElAn 2.822 | 0,0040
- E1B3. 2,785 0,0040
| E2Aw 2,759 0,0042
E2B 2,738 0,0042
E3A+ 2,685 0,0044
 E3Bi 2,649 0,0044
- E4A%: 2,607 0.0046
| E4B%: 2,600 0.0046
© E5AR: 2,589 0,0048
E5B%: 2,566 0,0048
E6A& 2,600 0,0050
. E6BE 2,566 0,0050
- ETAs. 2,507 0,0052
. E7Bix 2,482 0,0052
 E8AW 2,457 0,0054
- EBBY 2,429 0,0054
 EBART 2,447 0,0056
" E9B%- 2,419 0,0056
> E10A% 2,400 0,0058
! Btoss 2,382 0,0058
ET1AR: 2361 0,0060
SETIBE 2,361 | 0,0060 |
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A curva de Calibragdo construida a partir dos dados acima (Tabela 7)

pode ser vista na Figura 14:

Absorbancia (ABS)

Concentracio Heparina X Absorbancia

2,95 -

Fendges i O P T4 TRy

2,85
2,75 ' '\

2,65

2,55

2,45

2.35

225 | S . _
0,0035 0,004 0,0045 0,005 0,0055 0,006 0,0065

Concentragdo Heparina (%9

Figura 14 - Curva de Calibragédo da absorbancia em funcdo da concentragdo de

heparina em Iml de solugio adicionada ao azul de toluidina.

Desta forma, esta curva de calibragdo nos fornece a absorbancia em

funcdo da concentragdo de heparina contida em 1ml de solugéo da série C.

O grafico da Figura 15 pode ser utilizado para correlacionar a
concentracdo residual de azul de toluidina com a concentragao da solugdo de

heparina adicionada.
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Figura 15 - Curva de Calibragédo da concentracio de azul de toluidina em funcdo da

concentracdo de heparina. (Ay = -0.2203Ax + 0,0036)

Para uma mistura de 4ml de solucéo de toluidina com 1 ml de solugéo
de heparina, a curva de calibracdo na Figura 15 correlaciona a redugdo de
concentragdo de azul de toluidina com o aumento da concentragdo de
heparina, de modo que conhecendo a concentragao de azul de toluidina pode-

se determinar a concentragdo de heparina.

4.3 Caracterizacio da superficie de Pellethane® recoberta com

heparina

Com a analise das solucbes obtidas através da amostragem durante o
processo de adsor¢do de heparina na superficie do poliuretano, obteve-se o
grafico abaixo, onde se pode notar a variagéo da absorbancia para cada uma
das solucdes. A tendéncia é que o valor de absorbancia aumente com o passar
do tempo, pois a concentracdo de heparina na solugdo de tratamento

diminuira 4 medida que esta seja adsorvida na superficie do poliuretano.
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Figura 16 — Curvas de absorbancia em fungfio do comprimento de onda para

todas as solugfes da Série Pe.

Através deste grafico, obtive-se os seguintes dados de absorbincia em

relagdo ao tempo em que a amostra foi submetida ao tratamento (Tabela 8).

Tabela 8 — Valores de absorbancia em fungfo do tempo de tratamento a que o

filme foi submetido.

TRATAMENTO
PELLETHANE®
ABS tempo

Pel 2,152 0
Pe1 2,226 6
Pe2 2,268 12
Pe3 2,23 18
Pe5 2,31 24
Pe6 2,273 36
Pe7 2,319 42
Pe8 2,334 48
Pe9 2,355 54
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Desprezando-se os pontos Pe3 e Pe6, que ndo se apresentam coerentes

em relacdo aos outros pontos, obteve-se a curva abaixo (Figura 17).

absorbanci

tempo

Figura 17 — Gréfico da absorbancia em func¢do do tempo de tratamento do

filmes. (y = 4E-06x3 - 0,0004x2 + 0,0141x + 2,153 ; R2 = 0,9994)

A partir deste grafico pode-se notar que a absorbancia aumenta com o
aumento do tempo de tratamento. Isto ocorre pois quanto maior 0 tempo de
tratamento, maior a quantidade de heparina adsorvida na superficie do filme,
e menor a sua concentracio na solugio de BAC Heparin®. Possuindo menor
quantidade de heparina na solugdo, a quantidade de complexo formado
também ¢é menor, o que faz com que a absorbancia aumente, pois uma

quantidade menor de azul de toluidina seré retirada da solug¢do pelo hexano.

Convertendo cada valor de absorbiancia em fungdo do tempo, em
porcentagem de heparina remanescente (curva de calibragéo e equagdo da
Figura 17) e considerando 15ml de solugdo de tratamento, pode-se determinar
a concentracdo de heparina adsorvida sobre a superficie de Pellethane® (50

cm?) durante o intervalo de uma hora.
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Figura 18 — Gratico em ug,/cm2 de heparina total adsorvida sobre o filme de
poliuretano em fun¢do do tempo de tratamento. (y = 0,0057x3 -
0,573x2 + 19,554x + 1,4376)

4.4 Lavagem dos corpos de prova apés tratamento

Com a analise das solugdes obtidas através da lavagem do filme de
poliuretano com Sol 1. obteve-se o grafico abaixo, onde se pode notar a
variacdo da absorbincia para cada uma das solugdes. A tendéncia € que o
valor de absorbancia diminua com o passar do tempo, pois a concentracio de
heparina na solugio de lavagem aumentara a medida que esta seja desorvida

da superficie do poliuretano.
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Figura 19 — Curvas de absorbincia em fungfio do comprimento de onda para

todas as solugdes da Série L (Lavagem)

Através deste grafico, obteve-se os seguintes dados de absorbincia em
relagdo ao tempo em que a amostra foi submetida ao processo de lavagem

(Tabela 8).

Tabela 9 — Valores de absorbdncia em fungfio do tempo de lavagem a que o

filme fo1 submetido.
LAVAGEM
Volume Coletado ABS | tempo

L1 1mli 2,597 5

L2 1mi 2,688 10
L3 1ml 2,685 15
L4 imi 2,7 20
L6 1ml 265 30
L7 1ml 2,734 40
L8 0.5mi 3,191 50
L9 0.5ml 3,142 60
L10 0.5ml 3,079 80
L11 0.5ml 3,133 100
L12 0.5ml 3,166 130
L13 - 0.5ml 3,107 160
L14 0.5ml 3,209 190
L15 0.5mi 3,073 240
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De acordo com estes valores, foi obtida a curva a seguir (Figura 20).
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Figura 20 — Grafico em pg/cm?2 de perda total de heparina da superficie dos filmes
de poliuretano durante o tempo de lavagem. (y = 0,0255x+22,949)

O grafico acima representa a quantidade total de heparina desprendida
do filme de poliuretano de acordo com o tempo de lavagem a que ele foi
submetido. Observa-se que a quantidade total de heparina desprendida (25pg)
em 4 horas de lavagem é muito pequena em relagio a quantidade total de

heparina adsorvida na superficie dos filmes poliuretano (225ug) em uma hora

de tratamento.

Os resultados da lavagem mostram que a perda de heparina aumenta de
forma praticamente linear de acordo com o aumento do tempo a que o filme &
submetido a este procedimento. Com base na caracteristica de disperséo dos
pontos apresentada no grafico da figura 20, considera-se que exista um

pequeno desvio correspondente ao valor de absorbancia de cada um dos

pontos.
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5. CONCLUSOES

O método de colorimetria para a determinagdo da quantidade de heparina
existente na superficie de filmes de poliuretano, mostrou-se relativamente
consistente, apesar de ser razoavelmente trabalhoso, pois envolve a elaboragdo € a
analise de intmeras solucdes. Um dos problemas deste método € a sua pequena
sensibilidade a solucdes de heparina muito diluidas, pois em baixas concentragdes, 08

valores de absorbancia sdo obtidos com variagdes consideraveis.

Através da analise colorimétrica foi possivel concluir que a quantidade de
heparina adsorvida na superficie de filmes de poliuretano aumenta com 0 aumento do
tempo em que o filme fica imerso na solu¢do de heparinato de benzalconio. O
processo de adsorgdo ndo possui comportamento linear, € tende a se estabilizar com

o aumento do periodo de tratamento a que o filme é submetido.

Com a lavagem do filme de poliuretano, e analisando-o também pelo método
de colorimetria, foi possivel concluir que para o periodo de tempo observado (4
horas) a quantidade de heparina que se desprendeu da superficie do filme ¢ bastante
pequena. No entanto, é possivel constatar que esta quantidade tende a aumentar com

o aumento do intervalo de tempo a que o filme é submetido ao processo de lavagem.

Trabalhos anteriores[30] desenvolvidos no grupo, utilizando filmes de PVC
forneceram valores inferiores de adsorgio (20 p.g/cmz) e porcentagens maiores de
remog¢do na lavagem (25%). Estas diferencas podem ser atribuidas a maior
polaridade do poliuretano comparada ao PVC, favorecendo a ligagdo da heparina

sobre a sua superficie.
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