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RESUMO

A heparina é conhecida pela sua propriedade
anticoagulante e sua imobilizagdo em superficies
poliméricas & a abordagem para aumentar a
antitrombogenicidade de bjomateriais. No propdsito de
heparinizar filmes de poliuretanos fol inicralmente
investigado sua modificagao via enxertia induzida por
radiagdo fonizante A enxertia do poliuretano com N-
isopropil acrilamida (NIPAAm) e acido acrilico (AA) foi
realizada pelo metodo da fmradiagdo simultanea em
uma fonte de *°Co.Filmes de poliuretano de grau
meédico foram colocados em ampolas de vidro em
uma solu¢do do monémero / solvente a diversas
concentragdes ( 10-50% v/v)com doses totais de 1.8-
14.43 KGy e taxas de dose de 0.093-1.573 kGy.Os
poliuretanos enxertados foram caracterizados fisico -
quimicamente ( espectrometria no [V.medida de
angulo de contato hidrofilicidade )em seus varios
niveis de enxertia.O acoplamento da heparina foi
efetuado por ligacdo quimica e por adsorgao fisica nas
superficies enxertadas .

Descritores . Enxertia , heparinizagao

INTRODUCAO

A caracteristica superficial das células do
endotelio vascular , assim como os fatores que estas
mesmas células expressam sdo responsaveis pela
hemocompatibilidade do tecido endotelial vascular '
Tendo em vista essas duas principais propriedades ,
pedemos aplica-las na obtengdo de superficies
poliméricas com um baixo grau de trombogenicidade .
A modificagdo de superficies de matrizes polimericas
por enxertia induzida por radiacdo ionizante associada
a Imobilizagdo de macromoléculas pode render
superficies com maior hemocompatibilidade do que ©
uso de apenas uma das abordagens =

A imobilizacdo de heparina tanto adsorvida ,
ionicamente , como ligada covalentemente a diversos
blomatenals tem tido resultados com varios graus de
efetividade *

2I8BLIOTECA
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ABSTRACT

The heparin is know by its anticoagulant
property and its immobilization on polimeric surfaces is
an approach for the prevention of thrombogenicity of
biomaterials = On the purpose of heparinization , the
modification of polyurethanes films by radiation
grafting was studied The polyurethane surface
modification with N - isopropyl acryfamide ( NIPAAm )
and acrylic acid (AA) was carried out by the
simultaneous irradiation method on a “Co source
.Medical grade polyurethane films were placed in glass
ampoules with a monomer / solvent solution on several
concentrations ( 10 - 50 % v/ ) . After bubbling N , the
ampoules were sealed and iradiated with dose rates in
the range of 0.093 to 1.573 kGy / h and total doses
ranging from 1.8 to 14.53 kGy . The grafted films were
characterized physico-chemically
(IR spectroscopy , contact angle measurements and
water sorption ) . The heparin coupling was carried out
by chemical bound and physical adsorption on the
grafted surfaces .

key words : Grafting , heparinization

os parametros de enxertia , a caracterizagdo fisico-
quimica das superficies poliméricas , e a correlagao
entre o grau de modificagac das superficies e a
eficiéncia da imobilizagéo de heparina .

METODCOLOGIA EXPERIMENTAL

Filmes de poliuretano (PU) com dimensdes de
aproximadamente 2 x 2 cm e 0,1 mm de espessura
cedidos pelo INCOR foram lavados com &agua
destilada deionizada e detergente neutro no
sonicador. Apos enxaguados com &gua destilada
foram secos sob vacuo a temperatura ambiente ate
peso constante . Os mondmeros NIPPAm (KODAK) e
ac. acrilico (AA) {Down, Chemical Co) foram utilizados
sem purificacao.

Os demais reagentes de grau analitico foram

. No presante;- t@baﬁp Iof?’ﬂjft\@ad% > , utilizados como recebidos.
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Enxertia'”’

Os filmes de PU foram transferidos para
ampolas de wvidro contendo uma solugdo de
monémeros / solvente (NIPPAm / MeOH, AA / HyO ou

AA f MeOH) a diversas concentragdes ( 10 - 50 % viv).
Apos deaeragdo com No por 3 minutos (90 ml / min.),

as ampolas foram seladas e irradiadas em uma fonte
de “"Co (fonte panoramica, atividade de 2.000 Ci) em
taxas de dose e dose de irradiagdo, de 0,09392 a
1,573k Gy/he 1,8 a14,43 k Gy respectivamente.

Apos a irradiagéo os filmes foram retirades das
ampolas, extraindo-seé o homopolimero e monémero
residuais com uma solugdo de agua destilada /
metanol (1:1).

Apos o processo de extracdo, os filmes foram
secos sob vacuo até atingirem pesoc constante.

O percentual de enxertia foi calculado por
metodo gravimétrico segundo a expressao (A) :

E%=[((P,-P): P 1x100 (A)

Onde P, representa a massa do filme nao
enxertado e P; representa a massa do filme enxertado.

Sorcdo de agua

A hidrofilicidade foi avaliada pela sorgdo de
agua nos polimeros .

Os filmes foram acondicionados em tubos
contendo agua destilada e deionizada por 24 horas a

25°C . O excesso de agua foi extraido com papel de
filtro de modo analogo para cada filme.

QO percentual de sorgao de agua (H%) foi
calculado gravimetricamente por:

H% = [ (Mo - M; ) M;]x 100 (B)

Onde M. representa a massa do filme antes da
sor¢do de agua e M; representa a massa do filme
depcis da sorgdo de agua .

Angulo de contato

A molhabilidade dos filmes foi determinada por
medidas de angulo de contato, tendo sido utilizada a
técnica de projecdo horizental de uma microgota de
agua na superficie polimérica.

Qs filmes foram acondicionados em um
ambiente com umidade relativa de 80 - 90%, e depois
de ambientados foram fixados no suporte de um
projetor. Uma gota de agua destilada e deionizada (10
ul) foi colocada sobre a superficie com a ajuda de uma
micropipeta e cada medida foi realizada em media de
5 ieituras.

Imobilizagdo de albumina sérica bovina

Filmes enxertados com acido acrilico foram
ativados segundo o método de Fischer”"

Os filmes ativados foram colocados numa
solugdo de BSA de concentragio 1mg / ml. O
acoplamento foi quantificado pelo método de
Bradford'®.

(1

Imobilizagdo de heparina

Foi utilizada heparina sodica ( Liquemine®)
partindo-se de uma solugdo padrdo de S0 mg/mL . A
quantificagao foi feita segundo o método modificade
descrito por Smith e colabs /"

No ensaio onde imobilizamos heparina por
adsorgao,utilizamos filmes de PU enxertados com
NIPAAm . Os filmes foram segmentados em
dimensbes de aproximadamente 2 x 1 cm e colocados
em solu¢des de heparina contendo 40 e 60 mg de
heparina por 18 horas. Apds este periodo, foi
quantificada a heparina livre em cada solu¢do.

No ensaio de imobilizagdo covalente foi
utilizado PU-g-AA com grau de enxertia 11,7%. O filme
foi tratado segundo o método de Fisher O filme
ativado foi colocado overnighf em uma solugdo
contendo 40 mg de heparina O acoplamento foi
avaliado pela quantidade de heparina livre como
descrito na adsor¢ao de heparina .

Espectroscopia no infravermelho

Os  copolimeros de  enxerto  foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho ,
utilizando-se um espectrofotometro Perkin Elmer
modelo 1310 .

RESULTADOS E DISCUSSAO
Enxertia

O efeito da concentracdo do monomero esta
representada na figura 1 onde é mostrada que a
concentragdo otima de AA é de 40% .

A razdo para a diminuicdo do E% para
concentragbes de AA superiores a 40% vfiv pode ser
atribuida a baixa solubilidade do monémero poli (acido
acrilico) enxertado na superficie do polimero, o que
limitaria o acesso do mondmero aos radicais criados
na matriz polimérica'”.
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A figura 3 mostra a dependéncia entre o grau
de enxertia e a dose de irradiagdo do AA em filmes de
PU .

O percentual de enxertia aumentou com a
dose de irradiagdo e isto pode ser devido ao fato de
que a superficie da matriz possui uma alta densidade
de radicais O intervalo de dose estudado compreende
a fase inicial do processo de enxertia. Doses mais
altas levariam a uma saturagdo na densidade de
radicais formados na matriz polimeérica, resultando
numa saturagao nos graus de enxertia'™
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Anqgulo de contato

Tabela | : Valores de angulo de contato das superficies
enxertadas .
MATERIAL GRAU(®) E%
PU 85+ 8 0
Silicone de 103 +3 0
| _grau medico
PU-g-NIPAAmM 61+ 7 6.5
PU-g-NIPAAmM 53+ 8 15,14
PU-g-AA 45+ 3 7.9
PU-g-AA 44+ 3 1,7

Sorcdo de agua
As figuras 4 e 5 mostram a influéncia do grau

de enxertia na sor¢do de agua nos copolimeros de PU-
g-AA e PU-g-NIPAAmM respectivamente .
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Figura 4 : influéncia do grau de enxertia (E%) na sorgdo
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Figura S influéncsa 0o grau de ercerta Na somao de 3qua

nos copalimemns de PU-gNPAAM

A hidrofilicidade das superficies € aumentada
com o nivel de enxertia do PU comprovada pelo
aumento do grau de molhabilidade e sor¢ao de agua
nas amostras ( Tabela | e figuras 4 e 5) .



Espectroscopia no infravermelho

As cadeias de PNIPAAM e PAA enxertadas
nas matrizes poliméricas de PU foram caracterizadas
por espectroscopia no infravermelho |, destacando-se
as bandas do estiramento dos grupamento NH (3300
cm') e CH (2900cm ) e os estiramentcs C=0 e
deformagées NH (1730 cm ") no PU (E%=0).A enxertia
de NIPAAmM promove um aumento e alargamento das
bandas de 3300 cm ' e 2900 cm’’.

Imobilizacdo de heparina

Através da figura 6 podemos visualizar como
o grau de enxertia pode Iinfluenciar no coeficiente de
imobilizagdo de heparina nas superficies poliméricas
modificadas .

Cosficiente de imobihizag 4o de hepanna [ Q% |

C=quantidade 1013l g8 hepanna 60 mcg | H
Brquartidade 1013l de hepanna 40 mcg I——

1

0

5

30
25
5

1

g
o |
R

)

10

1]

1 N 3 4

|
|
1
|
!

[ Mainzes solmencas 1=PU _ 1=PLG-AR BEA 3=FLLG AR
| A=PIL NIPAAM [ EY=6 5 ) 5=PU G-NIPAAM [ E%=15 14

Figura 6 Imobilizagdo da heparina nas superficies
polimericas

Utilizando-se duas concentragées diferentes
de heparina ( 40 e 60 mcg) verificamos que as
superficies de PU enxertadas adsorveram maior
quantidade de heparina ( figura 6 coluna 4 e 5 )
comparativamente as superficie n@o enxertada e
ativada com BSA ( figura 6 ,colunas 1 e 2).

O rendimento de 1mobilizacdo covalente foi
semelhante ao observado com as imobilizagdes por
adsorgao ( figura 6,colunas 34 e 5 ),
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