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Resumo XV

Resumo

O alvo desse estudo foi avaliar o comportamento hemocompativel do dendrimero de
poliglicerol (PGLD) através da técnica de Ressonancia de Plasmons de Superficie (RPS). O
dendrimero de PGLD foi sintetizado pela abertura do anel do glicidol desprotonado usando o
poliglicerol como um ndcleo funcional em um processo de crescimento em etapas
denominado de sintese divergente. A estrutura dendritica do PGLD foi confirmada pelas
técnicas de Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC), Ressonancia Magnética Nuclear de
Prétons (*H-RMN) e de Carbono (**C-RMN), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). O dendrimero

sintetizado apresentou baixa dispersdo no peso molecular (M,,/M, =1,05) e um grau de
ramificacdo igual a 0,80 o qual caracterizou a estrutura dendritica do polimero. A

temperatura de transicdo vitrea do dendrimero (Tg) de -20,2°C indicou que a

macromolécula possui, em temperatura ambiente (25°C), as caracteristicas mecanicas
apropriadas para sua utilizacdo no revestimento tecnoldgico de préteses cardiovascular. A
compatibilidade do dendrimero PGLD com o sangue foi avaliada por andlises in vitro
utilizando a técnica de Espectroscopia de Ressonancia de Plasmons de Superficie,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e cinética de formacdo de trombos. A adsor¢do
das proteinas albumina do soro bovino (BSA) e fibrinogénio do soro humano (HFb) sobre a
superficie do dendrimero PGLD revelaram um processo de adsorcdo espontanea e a formacéo
de multicamadas heterogéneas obedecendo o modelo de adsorcéo da isoterma de Freundlich.
Os valores obtidos para a energia livre de Gibbs de adsorcao das proteinas sobre o dendrimero
indicam uma melhor interacdo do PGLD com a albumina do que com o fibrinogénio. Os
ensaios de adesdo de plaquetas e a cinética de formacéo de trombos indicaram a caracteristica
hemocompativel do dendrimero de PGLD. Baseados em nossos estudos, possiveis aplicaces
de estruturas de PGLD arborescentes na area cardiovascular nos proximos anos poderao ser
delineadas. A Espectroscopia RPS se revelou uma ferramenta promissora para a investigacdo

das propriedades hemocompativeis de sistemas nanoscopicos.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the haemocompatible behaviour of the
polyglycerol dendrimer (PGLD) through the Surface Plasmon Resonance technique (SPR).
The PGLD dendrimer was synthesized by the ring opening polymerization of deprotonated
glycidol using polyglycerol as core functionality in a step-growth processes denominated
divergent synthesis. The PGLD dendritic structure was confirmed by Gel Permeation
Chromatography (GPC), Proton (*H-NMR) and Carbon (**C-NMR) Nuclear Magnetic
Resonance, Differential Scanning Calorimetric (DSC) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) techniques. The synthesized dendrimero presented low dispersion in

molecular weights (M,,/M,, =1.05) and a degree of branching of 0.80 which characterized
the polymer dendritic structure. The dendrimer glass transition temperature (Tg) of -20,2°C

(DSC) indicated that the macromolecule posses, at room temperature (25°C), appropriate
mechanical properties which can be used in the coating technology of cardiovascular
prosthesis. The blood compatibility of the PGLD was evaluated by in vitro assays using
Surface Plasmon Resonance Spectroscopy, Electronic Scanning Microscopy (MEV) and
Kinetics of thrombus formation. The adsorption of bovine serum albumin (BSA) and human
serum fibrinogen (HFb) proteins onto PGLD dendrimer surface revealed a process of
spontaneous adsorption and the formation of heterogeneous multilayers obeying the model of
adsorption of the Freundlich isotherm. The values obtained for the Gibbs free energy of
proteins adsorption onto dendimer indicate a better interaction of the PGLD with the albumin
than fibrinogen. The assays of platelet adhesion and the kinetic of thrombus formation
indicate the haemocompatible characteristic of PGLD dendrimer. Based in our studies,
possible applications of arborescent PGLD structure in the cardiovascular area in the next
years could be delineated. RPS Spectroscopy revealed a promising tool for study of
haemocompatible properties of nanoscopics systems.
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Capitulo 1 — Aplicacdes de Polimeros na Medicina: Area Cardiovascular

1.1 - Introducéo

A pesquisa relacionada ao desenvolvimento de materiais poliméricos usados em
implantes e dispositivos biomédicos vem crescendo acentuadamente nas ultimas trés décadas.
Porém, embora esses dispositivos sejam amplamente empregados, existe sempre a necessidade de
melhorar o seu desempenho.

De um modo geral, os biomateriais se caracterizam pela sua biocompatibilidade. Ou seja,
eles ndo devem causar nenhum efeito nocivo ao organismo; devem desenvolver uma resposta
tecidual adequada ao sistema hospedeiro e, também, devem possuir uma resisténcia mecéanica e
uma estabilidade quimica adequada, pois 0 meio fisioldgico no qual estardo contidos é sempre
extremamente agressivo podendo, assim, induzir algum tipo de degradacéo.

Infelizmente, os materiais que constituem os dispositivos biomédicos, ainda ndo sdo
inteiramente compativeis com o sangue e 0s seus componentes. Esta incompatibilidade resulta
em uma superficie que induz a formacdo de trombos (ou coagulos) que podem prejudicar ou
incapacitar a funcdo do dispositivo e, 0 mais importante, ameacar a saude do paciente [1,2].

Os materiais que entram em contanto com o fluido fisioldgico sangliineo e ndo sédo
rejeitados pelo organismo, sdo conhecidos como materiais hemocompativeis. Ou seja, um
material hemocompativel é aquele que apresenta uma boa afinidade com o plasma sangtiineo [3].

Apesar dos mecanismos basicos de biocompatibilidade ainda ndo serem completamente
entendidos, a biocompatibilidade de materiais poliméricos é extremamente importante em seus
possiveis usos terapéuticos [4]. Estes biomateriais podem ser utilizados, por exemplo, como
revestimento de dispositivos médicos a fim de aumentar a sua biocompatibilidade, como acontece
nos coracOes artificiais, cateteres, proteses cardiovasculares, rins artificiais ou, entdo, para o
encapsulamento de células como hormdnios, antigenos ou algum outro tipo de droga. Por isso, a
biocompatibilidade de materiais médicos representa uma resposta complexa que depende nédo

apenas do material, mas também do ambiente no qual ele se encontra.
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A compatibilidade do material com o0 sangue é determinada pela interacdo na interface
material-sangue. Este processo envolve uma série de eventos incluindo adsorcéo de proteinas, a
adesdo e ativacdo de plaquetas e a estimulacdo da coagulacdo do plasma [4-6]. A adsor¢do de
proteinas do plasma, como a albumina e o fibrinogénio, sobre os polimeros biomédicos é um
fator importante para se determinar a biocompatibilidade de biomateriais. Afinal, a composi¢éo
da camada protéica adsorvida sobre o polimero é importante para a adesdo das plaquetas do
sangue e, a ativacdo destas plaquetas aderidas serve como um fator condicionante para se
determinar o grau de trombogenicidade do material polimérico.

Um problema extremamente grave associado a adesdo plaquetaria € a trombose que
obstrui a artéria e interrompe o fluxo sanglineo levando ao evento isquémico, manifestado por
angina, infarto ou, até mesmo, morte subita. Por causa disto, um grande esfor¢o tem sido
dedicado ao desenvolvimento de superficies poliméricas ndo aderentes ou repelentes as proteinas
sangliineas para, com isto, minimizar a ativacdo de contato dos mecanismos coagulantes [5].

Como a coagulacdo do sangue ndo € induzida em interfaces com polimeros
antitrombogénicos, ja que estes previnem a formacdo do codgulo por uso de mecanismos que
controlam a chamada cascata de coagulacdo, 0os materiais compativeis com o sangue devem ser
primariamente ndo trombogénicos.

Do ponto de vista molecular, a biocompatibilidade dos materiais poliméricos e o grau de
aceitabilidade do polimero estranho pelo organismo sdo determinados pela natureza dos grupos
funcionais ao longo da cadeia e pelas possibilidades de interagdes com as moléculas do proprio
organismo [7]. Os organismos sdo compostos em grande parte de biopolimeros como proteinas,
polissacarideos (acucares) e polinucleotideos (RNA, DNA).

Os biopolimeros presentes no organismo dos seres humanos possuem estruturas
complexas, com grupos polares ao longo da cadeia polimérica. As proteinas, por exemplo, séo
longos corddes de aminoacidos que formam um polimero por condensacdo. J& os polimeros
sintetizados pelos homens sdo mais simples, sendo formados a partir de uma unica unidade, ou
talvez duas diferentes, que se repetem. Essa diferenca em complexidade é uma das razdes pelas
quais os polimeros sintéticos sdo identificados pelo organismo como objetos estranhos. Outra
razdo € que pode existir pouco ou nenhum grupo polar na cadeia polimérica capaz de interagir
com o meio aquoso e formar uma camada de agua estruturada na interface tecido bioldgico-

material sintético mimetizando, desta forma, o organismo humano.
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No entanto, as macromoléculas dendriticas, que € uma nova classe de materiais
poliméricos sintetizadas por Vogtle em 1978, surgem como uma alternativa na otimizacdo de
proteses cardiovasculares e dispositivos biomédicos devido a sua extraordinaria capacidade
mimetizante das proteinas globulares, como a albumina e o fibrinogénio. Suas propriedades
bioquimicas como a imunogenicidade o e biomimetismo, aliadas & elevada funcionalidade
superficial e microestrutura composta essencialmente de nanocavidades homogeneamente
distribuidas pela macromolécula, fazem dos dendrimeros o centro da atencdo na quimica
macromolecular contemporanea [8]. Devido a estas caracteristicas, os dendrimeros também séo

conhecidos como proteinas sintéticas.

1.2 — Stents, marcapassos e cateteres de uso prolongado

O Infarto Agudo do Miocéardio (IAM) é uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade no mundo justamente porque uma grande parte dos pacientes ndo recebe o
tratamento adequado, apesar dos avancos terapéuticos das Ultimas décadas [9-11]. Além disso, o
diagnostico do IAM, baseado em eletrocardiogramas e critérios clinicos, pode ser dificil de ser
realizado no momento em que o paciente é admitido na sala de emergéncia. Apenas 41% a 56%
dos pacientes com IAM que chegam a sala de emergéncia apresentam alteragdes que dao
condicdes de se estabelecer o diagnodstico de imediato enquanto que o0s demais pacientes
apresentam alteracdes ndo diagnosticadas [12].

Em 2003, do numero total de 6bitos no Brasil, cerca de 50% foram devido a cardiopatias.
E, entre os sobreviventes do IAM, muitos acabam desenvolvendo como seqiiela uma
insuficiéncia cardiaca, o que gera uma piora na qualidade de vida destes pacientes e um enorme
consumo de recursos do sistema de saude [13].

A insuficiéncia cardiaca ¢ um mal epidémico que afeta de 2 a 4 milhGes de pessoas nos
Estados Unidos e cerca de 15 milhdes de pessoas ao redor do planeta. No Brasil, segundo o
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS), a insuficiéncia cardiaca
gera mais de 400.000 internagdes por ano, sendo a quarta maior causa de internagéo hospitalar.

A eficécia e a seguranca da intervencdo coronariana percutanea (ICP), muito utilizada na

revascularizacgdo miocardica de pacientes portadores de algum tipo de doencga arterial
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coronariana, sdo limitadas devido a possibilidade de oclusdo aguda ndo controlada do vaso em
tratamento e a recorréncia tardia da obstrucdo, denominada de reestenose coronariana [13,14].

O uso de préteses endovasculares, mais conhecidas como stents, nas ICP revolucionou os
resultados até entdo obtidos com angioplastia por baldo ao reduzir as complica¢des relacionadas
ao procedimento e a reestenose das lesdes abordadas. Os stents coronarianos sdo estruturas
metalicas tubulares aplicadas sobre lesGes que obstruem as artérias coronarianas por meio de
técnicas de cateterismo cardiaco (Figura 1.1). Foram utilizados, pela primeira vez, em 1986 e sua
aprovacdo nos Estados Unidos ocorreu em 1994 [15]. Ao longo da ultima década, vérios
aperfeicoamentos técnicos nestes stents coronarianos melhoraram a sua aplicabilidade e
manuseio no procedimento, com destaque para 0s stents recobertos com heparina e os stents com
liberacdo controlada de farmacos. O foco no desenvolvimento dos farmacos visa interromper ou

minimizar os processos biolégicos que causam a reestenose.

Figura 1.1 — Figura representativa de uma protese endovascular, ou stents, aplicada sobre uma lesdo na artéria

coronariana. Fonte: referéncia [16].

Dentre os outros tipos de recursos do sistema de salde utilizados em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, encontram-se 0s marcapassos € 0s cateteres de uso prolongado.

O coragéo trabalha diariamente bombeando o sangue para que ele chegue a todas as partes
do corpo através dos batimentos cardiacos. Cada batimento normal bombeia uma quantidade de
sangue que varia de pessoa para pessoa. Por isso, cada um tem um numero de batimentos
diferente, que varia conforme as suas necessidades. Contudo, em determinadas situacGes, o
coracdo pode perder a capacidade de gerar um numero adequado de batimentos cardiacos,

transformando-se em um coracdo lento por curtos periodos de tempo ou constantemente. Estas
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situacBGes podem provocar tonturas, cansaco, palpitagdes, desmaios ou, as vezes, nada provocar.
Nestes casos, cabe ao medico avaliar os sintomas e indicar a necessidade do implante de
marcapasso.

O marcapasso artificial € um aparelho que substitui 0 marcapasso natural permitindo,
assim, que o coracao volte a contar com um numero de batimentos eficientes proporcionando o
desaparecimento dos sintomas [17]. A Figura 1.2 mostra um marcapasso artificial implantado no

corpo humano.

Eletrodos

|
'

entricul
direito

1]

Figura 1.2 — Figura ilustrativa de um marcapasso implantado. Fonte: referéncia [18].

De um modo geral, 0 marcapasso é um aparelho eletrénico composto de duas partes:

1. Um gerador que produz estimulos elétricos. Ele pode ficar localizado embaixo da pele,
geralmente no peito, proximo ao ombro ou, menos fregiientemente, na barriga ou abaixo
da mama.

2. Um eletrodo que leva os estimulos elétricos ao coracdo para garantir os batimentos
cardiacos. Este fio, que sai do gerador, pode chegar ao coracao através de uma artéria e
ser fixado na sua parede interna (endocardico) ou pode ser levado por debaixo da pele e
ser fixado no lado externo do coracao (epicardico). Para o marcapasso atrial, esta fixacéo

ocorre na cavidade superior (ou atrio direito). J& para 0 marcapasso ventricular, a fixacéo
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ocorre na cavidade inferior (ou ventriculo). E, no caso do marcapasso atrio-ventricular, a
fixacdo ocorre em ambos os lugares.

Alguns tipos de marcapassos utilizam um Unico eletrodo e produzem sempre 0 mesmo
namero de batimentos cardiacos com uma frequéncia fixa. Ja outros tipos empregam dois ou mais
eletrodos de tal forma a proporcionar uma variacdo dos batimentos cardiacos conforme as
necessidades do paciente.

J& o cateter de longa permanéncia € uma estrutura tubular, de didmetro variado,
confeccionado em silicone, e que tem por objetivo permitir e manter um acesso profundo no
sistema vascular (venoso ou arterial) por longo periodo de tempo, recebendo periodicamente
manuseios para aspiracdo sanguinea e administracdo de medicamentos [19]. Esses cateteres tém
sido indicados em pacientes oncologicos, com distdrbios hidroeletroliticos, desnutrig&o,
insuficiéncia renal e sindrome de imunodeficiéncia adquirida [20]. Esses dispositivos se
apresentam em dois tipos principais, os cateteres semi-implantaveis (CSI) e os totalmente
implantaveis (CTI). A diferenga entre eles esta no ponto onde é realizada a manipulagéo.

Os cateteres do tipo Sl sdo sistemas com trés segmentos, um intravascular, um subcutaneo

e um externo. A Figura 1.3 apresenta um cateter de longa permanéncia semi-implantavel.

Figura 1.3 — Cateter de longa permanéncia semi-implantavel. Fonte: referéncia [20].

Os cateteres do tipo TI séo sistemas que ficam totalmente embutidos no organismo

humano e apresentam dois segmentos: um intravascular e o outro subcutaneo. A porgéo
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subcutanea termina num reservatorio fechado, sem comunicacdo com o meio externo e, para ser
acessado, necessita de puncdo dérmica com agulhas préprias. A Figura 1.4 mostra um cateter de

longa permanéncia totalmente implantavel.

Figura 1.4 — Cateter de longa permanéncia totalmente implantavel. Fonte: referéncia [20].

A Figura 1.5 ilustra os dois tipos de cateteres de longa duracdo implantados no corpo
humano.

Figura 1.5 — (a) Cateter de longa permanéncia semi-implantavel e (b) cateter de longa permanéncia totalmente

implantavel. Fonte: referéncia [19].

1.3 — Oxigenadores e maquinas de diélise

Os oxigenadores foram construidos com o intuito de auxiliar cirurgias cardiacas que

necessitam utilizar o procedimento de circulacdo extracorporea. Portanto, esses aparelhos devem
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ser capazes de substituir as funcdes cardiopulmonares, ou seja, introduzir 0 oxigénio no sangue e
eliminar o diéxido de carbono, produto final do metabolismo do organismo, para que haja a
manutencdo artificial da vida em um individuo [21]. Contudo, esses aparelhos ndo sdo tdo
eficazes, pois eles ndo conseguem desempenhar algumas funcgdes que os pulmdes exercem como,
por exemplo, a neutralizagdo de diversas substancias e a participagdo em alguns mecanismos da
imunidade [22].

Vérios tipos de oxigenadores foram projetados e construidos para o uso clinico. A
diferenca entre eles esta fundamentalmente na forma como o oxigénio é oferecido ao sangue para

combinacdo com a hemoglobina. Devido a esse fator, eles podem ser classificados em:

1. Os oxigenadores em que ocorre o contato direto entre 0 gas e 0 sangue como no caso dos
oxigenadores de pelicula e os oxigenadores de bolha.

2. Os oxigenadores onde ndo ha uma interface direta com o gés, pois hd uma membrana que
separa 0 sangue do gas utilizado para as trocas gasosas. Por isso, eles sdo conhecidos

como os oxigenadores de membrana.

Apesar do oxigenador de bolha ter sido muito utilizado até pouco tempo atrés, atualmente
apenas 0s oxigenadores de membrana sdo utilizados no procedimento de circulacéo
extracorporea. A Figura 1.6 apresenta uma fotografia de oxigenadores de membrana e de bolha

da marca Bentley.

Figura 1.6. — (a) Fotografia de dois oxigenadores de membrana com tamanhos diferentes. (b) Fotografia de
oxigenadores de bolha com trés tamanhos diferentes. Todos esses oxigenadores sdo da marca

Bentley. Fonte: referéncia [22].
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Os principais critérios estabelecidos para se obter um oxigenador ideal sdo [22]:

1 Eles devem ser capazes de oxigenar até 5 a 6 litros de sangue venoso por minuto.

2 Eles devem ser capazes de remover o CO, em quantidades apropriadas.

3. Eles devem ter uma grande capacidade de trocas gasosas.

4 Os fendmenos mecanicos para as trocas gasosas devem ser suficientemente delicados para
evitar a destruicdo dos elementos figurados do sangue ou a desnaturacdo das proteinas
plasmaticas.

5. Sua construcdo deve ser simples e segura permitindo, assim, a oxigenacdo adequada por
longos periodos de tempo.

6. Eles devem ter uma tendéncia minima ou nula para a formacdo de microémbolos.

7. Eles devem ser de facil manipulacéo e operacgdo, além de serem o0 mais completo possivel
evitando, dessa forma, aparelhos adicionais ou acessorios para aprimorar as suas funcdes.

8. Eles devem ser construidos com materiais atoxicos, quimicamente inertes e

biocompativeis.

J& aqueles pacientes que sdo portadores de insuficiéncia renal crénica ou aguda, ndo
conseguem eliminar algumas substancias do organismo devido a faléncia dos mecanismos
excretores renais. Por isso, essas pessoas devem passar pelo processo de hemodialise onde ocorre
a filtragem e a depuracdo de substdncias que, quando em excesso, trazem prejuizo ao corpo
como, por exemplo, a uréia, o potassio e a dgua.

Na hemodiélise, o sangue humano chega a uma maquina de dialise através de um acesso
vascular por meio de um cateter venoso central e ele é impulsionado por uma bomba até o filtro
de dialise, também conhecido como dialisador. No dialisador, esse sangue passa pelo processo de
filtragem onde as substdncias indesejaveis ao organismo sdo eliminadas. Neste momento, o
sangue é exposto a solucdo de didlise, também chamada de dialisato, através de uma membrana
semipermeavel, permitindo assim, as trocas de substancias entre o sangue e o dialisato. Apds ser
retirado do paciente e passado através do dialisador, o sangue filtrado €, entdo, devolvido ao
paciente pelo acesso vascular [23,24].

A Figura 1.7(a) apresenta um esquema representativo do procedimento da hemodidlise e,

a Figura 1.7(b) mostra uma fotografia de uma maquina de dialise.
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Figura 1.7 — (a) Esquema representativo do circuito de hemodialise. O sangue é retirado do paciente por um acesso
venoso e impulsionado por uma bomba até o filtro sendo, entdo, devolvido ao paciente. (b) Fotografia

de uma méaquina de dialise. Fonte: referéncia [24].
1.4 — O coracdo artificial

O coracao artificial auxiliar (CAA) foi desenvolvido para ser utilizado em pacientes com
problemas cardiacos cuja Unica solucdo é o transplante de coracdo. Apesar dele ser implantado
dentro do corpo humano, o CAA ndo substitui o 6rgdo natural.

O coragdo artificial € um pouco maior que uma bola de ténis e ele é feito de poliuretano.
Suas paredes internas sao revestidas por colageno, para que o sangue ndo entre em contato com o
plastico e coagule. Essa peca é alimentada por um motor elétrico, localizado entre dois
diafragmas que sdo feitos de membranas de silicone e que formam os dois ventriculos. Ele é
ligado ao coracdo natural por vélvulas bioldgicas de pericardio bovino que € uma membrana que
envolve a valvula artificial para evitar rejeicdo. Em geral, o ventriculo artificial direito auxilia seu
equivalente natural bombeando o sangue com mais pressao para o pulmao. Ja o ventriculo
artificial esquerdo envia o sangue com mais forga para a aorta, que o distribui pelo corpo. Assim,
as limitacOes provocadas pelo coragdo doente diminuem e 0 paciente tem mais tempo para
aguardar o transplante. Em casos de parada cardiaca, o coracdo auxiliar pode assumir por tempo
limitado as func@es do natural permitindo, assim, que o paciente seja socorrido a tempo [25,26].

A Figura 1.8 mostra um desenho esquematico do posicionamento anatdmico do CAA e,

também, as suas partes eletromecanicas.
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Figura 1.8 — (a) Desenho esquematico do posicionamento anatdbmico de um CAA. (b) Componentes
eletromecanicos do CAA. Fonte: referéncia [27].

Atualmente, existem dois tipos de coragdo artificial, o temporério e o definitivo [26]. O
coracao artificial temporario € muito utilizado com o objetivo de manter os pacientes nas
melhores condicBes possiveis enquanto eles aguardam a disponibilidade de doadores compativeis
para a realizacdo dos transplantes. Em geral, os dispositivos para 0 uso temporario sao
constituidos por cadmaras de impulsdo pneumatica e a fonte geradora de energia € externa. J& o
coracao artificial definitivo representa um importante progresso no tratamento de pacientes
portadores de doencas cardiacas em estagio terminal, pois eles possuem o potencial de substituir
permanentemente o coracao natural. Eles podem ser implantados no espaco ocupado pelo coragéo

nativo (implante ortotopico) ou, menos freqiientemente, num local diferente do ocupado pelo
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orgdo natural (implante heterotdpico). No caso do implante heterotdpico, normalmente mantém-

se 0 coracao nativo e 0 CAA ocupa a posicao superior da cavidade abdominal.

1.5 — Consideracgdes parciais

Normalmente, as pessoas que ja tiveram algum tipo de doenca cardiovascular ficam com
algum trauma que prejudica a sua qualidade de vida. Por esta razdo, houve a necessidade de
serem desenvolvidos ao longo de varias décadas dispositivos biomédicos (como os stents, 0s
marcapassos, 0s cateteres de uso prolongado e o coracdo artificial) que, além de melhorar a
qualidade de vida desses pacientes, proporcionam um tempo de vida maior aos mesmaos.

Esses dispositivos biomedicos sdo revestidos por materiais poliméricos e, a
biocompatibilidade deste polimero é uma caracteristica desejavel para que estes dispositivos
possam entrar em contato com o sangue durante o seu uso clinico. No entanto, embora um
avanco significativo tenha sido atingido nas Ultimas trés décadas quanto a producdo de
superficies parcialmente hemocompativeis, ndo foi possivel até o presente momento se obter
materiais com as caracteristicas ideais. Atualmente os materiais poliméricos utilizados em
revestimentos de marcapassos ou ainda, utilizados na fabricagéo de cateteres, oxigenadores entre
outros, ndo sdo inteiramente compativeis com 0 sangue e necessitam de anticoagulantes para
minimizar a formacao de trombos ocasionando efeitos colaterais graves.

Devido as suas caracteristicas biomiméticas, as macromoléculas conhecidas como
dendrimeros despontam no horizonte do mundo contemporaneo como uma nova alternativa para
0 desenvolvimento de novos materiais cujas propriedades bioguimicas poderdo contribuir
significativamente para a obtencdo de revestimentos hemocompativeis.

O proximo capitulo abordara essencialmente o mecanismo de coagulacdo sanglinea
oriundo da interacdo entre um material sintético e o tecido sanguineo bem como tal conhecimento

vem contribuir para o desenvolvimento de polimeros para aplicagdes cardiovasculares.
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Capitulo 2 — Polimeros e a Cascata de Coagulacéo Sanguinea

2.1 — Polimeros sintéticos

A palavra polimero vem da juncédo de duas palavras gregas: poli, que significa muito, e
mero, que significa partes. Portanto, um polimero é uma macromolécula formada pela
repeticdo de pequenas e simples unidades quimicas, chamadas de mondmeros, ligadas
covalentemente. Se somente uma espécie de mondmero estd presente na estrutura do
polimero, este é chamado de homopolimero. Se espécies diferentes de mondmeros sdo
empregadas, o polimero recebe a denominagéo de copolimero.

Existem dois tipos de polimeros: os naturais (ou bioldgicos) e os sintéticos. Os
polimeros naturais existem desde o surgimento da primeira célula na superficie da terra e, por
isso, fundamentam a existéncia da vida. Ou seja, eles fazem parte da estrutura de todos os
seres vivos, seja ele uma planta, uma bactéria ou um animal superior. Alguns dos principais
representantes do grupo de biopolimeros sdo as fibras, a borracha, as proteinas, os
polissacarideos (acgUcares), os &cidos nucléicos e a celulose. J& os polimeros sintéticos
surgiram somente no século XI1X.

Quando um ser humano sofre algum tipo de acidente ou desenvolve alguma doenca
que danifica a estrutura bioldgica de um 6rgdo ou tecido, uma alternativa viavel para o
restabelecimento das funcfes normais desse paciente € repor o seu 6rgdo ou tecido danificado
com um implante, temporario ou permanente, confeccionado a partir de um biomaterial [1,3].

Um biomaterial deve englobar conceitos como biocompatibilidade e
biofuncionalidade, além disso, ele ndo deve produzir qualquer resposta bioldgica adversa ao
organismo humano, ou seja, ele deve ser atdxico, ndo-carcinogénico, nao-mutagénico e
antitrombogénico [2-4].

Um material biocompativel é aquele que, quando usado em aplicacdes especificas,
desenvolve uma resposta tecidual adequada. Ja a biofuncionalidade, ou bioatividade, é a
capacidade que um material tem de desempenhar uma funcdo desejada dadas as suas
propriedades mecanicas, elétricas, dticas e quimicas.

Atualmente, os polimeros sintéticos sdo aplicados em diversos campos da medicina

como a ortopedia, cirurgia maxilofacial, odontologia, neurocirurgia, gastroenterologia,
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cardiologia, entre outras areas. A Tabela 01 indica alguns tipos de polimeros muito utilizados

na area cardiovascular [1,2,4].

Tabela 01 — Alguns tipos de biomateriais e suas aplicagdes na area cardiovascular.

Material sintético Aplicacao
Dacron Proteses cardiovasculares
Poliamida (PA) Linha de sutura e préteses cardiovasculares
Policloreto de vinila (PVC) Cateteres

Polidimetilsiloxano (PDMS) Cateteres e membranas de oxigenadores

Polietileno (PE) Cateteres
Polipropileno (PP) Linha de sutura
Polisulfona (PSU) Membranas de hemodialise

Politereftalato de etileno (PET) |Linha de sutura e proteses cardiovasculares

Politetrafluoretileno (PTFE) Proteses cardiovasculares

Poliuretano (PU) Coracado artificial, cateteres e proteses cardiovasculares

Ao se examinar a fisiologia de coagulacdo do sangue e 0s seus mecanismos de
controle, pode-se verificar como 0s polimeros sintéticos hemocompativeis podem ser

projetados a fim de serem bem tolerados pelo tecido sanguineo.

2.2 — Fisiologia da coagulagéo

O sangue é um tecido conjuntivo liquido que circula pelo sistema vascular sangiiineo
dos animais vertebrados e que tem como fun¢do a manutencdo da vida do organismo. Ele é
constituido por uma suspenséo de células em uma solucéo eletrolitica [5].

As células que correspondem a parte solida sdo as hemacias (ou eritrdcitos ou glébulos
vermelhos), leucécitos (ou globulos brancos) e plaquetas (Figura 2.1). As hemacias sdo
responsaveis pelo transporte de oxigénio, os leucdcitos sdo as células de defesa do organismo
e as plaquetas exercem uma funcdo importante no processo de coagulacdo sangiinea. Ja a
solucdo salina, mais conhecida como plasma ou soro, é formada por 90% de agua; 1% de
substancias inorganicas tais como potassio, sodio, ferro e célcio; 7% de proteinas plasmaticas
e 1% de substancias organicas ndo protéicas [2].
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Figura 2.1 — Componentes celulares do sangue. Fonte: referéncia [6].

As proteinas que constituem o plasma sanguineo humano, denominadas proteinas
séricas, sao basicamente a albumina de soro humano (HSA), as imunoglobulinas (Ig) e o
fibrinogénio humano (HFb). A Tabela 02 ilustra a concentracdo dessas proteinas presentes no

plasma sanguineo humano [5].

Tabela 02 — Concentracdo das proteinas mais abundantes no plasma sanguineo humano.

Proteina Concentracéo (g/L)
Albumina 35-45
Fibrinogénio 2-4
Imunoglobulina G 9,2-148
Imunoglobulina A 14-26
Imunoglobulina M 09-18

Como pode ser observado na Tabela 02, a albumina é a proteina mais abundante no
plasma sanguineo. Dentre as suas inimeras funcdes destaca-se a manutencdo da pressao
osmatica necessaria para a distribuicdo adequada de fluidos corporeos entre compartimentos
intravasculares e tecidos corporais [7]. A Figura 2.2 apresenta uma estrutura em fita da

albumina.
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Figura 2.2 — Representacéo em fitas da proteina sérica albumina. Fonte: referéncia [8].

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas sintetizadas e excretadas por células
plasmaticas derivadas dos linfocitos B presentes no plasma, tecidos e secrecdes que atacam
proteinas estranhas ao corpo, chamadas de antigenos, realizando, assim, a defesa do

organismo [9]. A Figura 2.3 ilustra uma estrutura tridimensional da imunoglobulina G.

Figura 2.3 — Representacéo tridimensional da imunoglobulina G. As duas cadeias de polipeptideos com baixo
peso molecular e alto peso molecular estdo ilustradas em verde agua e azul, respectivamente.

Fonte: referéncia [10].

O fibrinogénio é um fator de coagulacdo sanguinea, por isso, grande parte dos infartos
sdo ocasionados devido ao aumento da formacgdo de fibrina, viscosidade plasmatica e
agregacdo plaquetaria, os quais estdo diretamente relacionados com o0 aumento da
concentracdo de fibrinogénio no sangue [11]. De acordo com a Figura 2.4, a molécula de
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fibrinogénio € composto por duas sub-unidades idénticas, cada uma contendo trés cadeias de
polipeptideos (a A, BB e y) as quais sdo unidas por ligacdes dissulfeto [11]. Além disso,
possui dois dominios carreados negativamente (dominios D e E) e um dominio carregado

positivamente (« C).

Fibrinopaptideos

N-terminals cadeias polipeptidicas
&
¥ (4] b
i, i
Daminte - o C Y .
Plasmina l!. AR JN\ Flasmina

Daminle D

Dominie E Crominie D

Figura 2.4 — Diagrama representativo da molécula de fibrinogénio. Ele é composto por duas subunidades
idénticas cada uma composta por trés cadeias de polipeptideos (¢ A, B e y) as quais sdo

interligadas por ligacdes de dissulfeto. A agdo da trombina cliva a molécula de fibrinogénio em
guatro pequenos peptideos sendo dois fibrinopeptideos A (FPA) e dois fibrinopeptideos B (FPB).
Adaptado da referéncia [12].

O processo de interacdo entre o sangue e superficies sintéticas pode ser dividido em

duas etapas [2]:

1. A adsorc¢do de proteinas na superficie do material sintético que se d& por meio de trés
fases: o transporte para a interface, a reacdo de adsorcdo e a modificacdo
conformacional da proteina sobre essa superficie. As proteinas podem se ligar a
superficie do material através de interacdo eletrostatica entre os dominios das
proteinas e superficies carregadas com cargas opostas, por ligacdo de hidrogénio ou
por interacdes hidrofdbicas.

2. A interacdo do material sintético com células do sangue. A adesdo de células sobre a
superficie sintética ocorre imediatamente apds a adsor¢do de proteinas. Se o material
sintético adsorver preferencialmente fibrinogénio em sua superficie, a adesdo de

plaquetas sera maior do que se ele tivesse adsorvido preferencialmente aloumina. Ou
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seja, o fibrinogénio causa uma adesdo maior de plaquetas na superficie do material

sintético.

Portanto, a adsorcdo de proteinas e a adesdo de células, como as plaquetas, sdo eventos
essenciais para que uma seqiéncia de reacdes bioquimica ocorra dando inicio, assim, a

chamada cascata de coagulacédo cujo evento final € a formacdo de coagulos.

2.2.1 — A cascata de coagulagao

A coagulacdo sangiinea ocorre por meio da ativacdo proteolitica que resulta na
formacdo de trombina que, entdo, converte a molécula de fibrinogénio em fibrina, conforme
mostrado na Figura 2.5. O mecanismo de coagulacdo pode ser ativado por duas vias
diferentes: a via intrinseca e a via extrinseca. Na ativacdo da via intrinseca tem-se, apenas, a
participacdo de fatores circulantes da coagulacdo, enquanto que, a via extrinseca €
desencadeada por um fator ndo circulante (o fator tecidual), proveniente da célula endotelial.
Este fator tecidual (FT) € uma lipoproteina que faz parte das membranas celulares [2,5,13-16].

O sistema intrinseco de coagulacédo é ativado quando o fator XII do sangue entra em
contato com a fibrila do colageno sub-endotelial que fica exposta ap6s alguma lesdo do vaso
sanglineo. Ao se unir a fibrila, o fator XII forma um complexo com o cininogénio de alto
peso molecular (HMWK) e com a pré-calicreina (PK). Com a formacéo deste complexo, o
fator XII é ativado. Sucessivamente, o Fator Xlla ativa o fator XI que, por sua vez, ativa o
fator IX. J4 o fator IXa, na presenca de fator VIII, ativa o fator X da coagulacéo,
desencadeando a geracdo de trombina e, subseqlientemente, a formacao de fibrina.

Na via extrinseca, o fator VII plasmético na presenca do seu cofator (o fator tecidual
ou tromboplastina) ativa diretamente o fator X.

No ponto de convergéncia das vias intrinseca e extrinsica, o fator Vlla e o fator Xla
irdo ativar os fatores IX e X com a participacdo do fator VIII. Nessa reacdo ha a formacdo de
um complexo onde os fatores 1X e X estdo ligados pelo calcio a fosfolipidios de membrana
celular. Desse modo, a geracao do fator Xa é uma consequiéncia da ativacao das duas vias que
iniciam a coagulacéo sanguinea.

A acdo do fator Xa transforma a protrombina em trombina, com a participacdo do
fator V. A trombina é o pivd da coagulacdo sangiiinea com acdo em mdaltiplos pontos no
processo hemostatico. Além da ativacdo das plaquetas no trombo hemostatico, a trombina

ativa os fatores V, VIII, XIII e atua sobre o fibrinogénio. Na agéo sobre o fibrinogénio ocorre
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a formacéo da fibrina. A atuacédo do fator Xllla transforma a fibrina em uma fibrina solida e
estavel.

Embora haja a tradi¢do de se dividir o sistema de coagulacdo do sangue em intrinseco
e extrinseco, tal separacdo € atualmente entendida como inadequada do ponto de vista da
fisiologia da coagulacgdo, tendo em vista que essa divisdo ndo ocorre em condigdes in vivo
[16].
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Figura 2.5 — Diagrama representativo da cascata de coagulacdo com a divisdo do sistema de coagulacdo em duas

vias: extrinseca e intrinseca. Adaptado da referéncia [13].

2.2.2 — Mecanismo de inibi¢cdo da coagulacao sangiinea

As reacgdes bioquimicas da coagulacdo do sangue devem ser estritamente reguladas de
modo a evitar a ativacdo excessiva do sistema, a formacédo inadequada de fibrina e a oclusao
vascular [16]. Dentre as inUmeras proteinas inibitérias da ativacdo da coagulacdo existem
duas que sdo mais relevantes e que atuam em caminhos diferentes, a antitrombina (AT) e o
TFPI (inibidor do fator tecidual).
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A antitrombina (AT) € o inibidor priméario da trombina, mas ela também exerce um
efeito inibitdrio em outras enzimas incluindo os fatores 1Xa, Xa e Xla. Este inibidor atua
formando o complexo enzima-inibidor que bloqueia o sitio ativo da enzima. A deficiéncia
parcial da antitrombina é uma causa bastante comum de problemas trombogénicos. Tanto em
ensaios clinicos quanto in vivo a acdo da AT pode ser acelerada pela heparina, que € um outro
anticoagulante. A heparina aumenta bastante a atividade intrinseca da antitrombina.

Ja o TFPI reage com o fator Xa para formar o complexo TFPI-Xa o qual inibe o
complexo TF-Vlla tornando, assim, inativa a formacgéo de trombina e, consequentemente, da
fibrina. A sua concentracdo no plasma sanguineo é muito baixa. Contudo, ela pode ser
liberada por células endoteliais e plaquetas, aumentando significativamente a sua
concentracdo local sob varias condicdes de estimulagéo celular.

A fim de se obter superficies poliméricas hemocompativeis, ou com propriedades
antitrombogénicas, varias metodologias tem sido desenvolvidas h& pelo menos quatro décadas
com a principal finalidade de se alterar as respostas bioquimicas indesejaveis do tecido
sanglineo frente a um material sintético. Neste caso, destaca-se 0 revestimento de superficies
hidrofébicas com hidrogéis para a producdo de microdominios na superficie polimérica ou, a
imobilizacdo de compostos bioativos na superficie sintética [1-5].

Contudo, embora se tenha atingido um sucesso consideravel quanto a obtencdo de
revestimentos com melhores propriedades hemocompativeis, um polimero com estas
propriedades bioquimicas ideais, em longo prazo, ainda ndo foi obtido e, a propria teoria da
hemocompatibilidade de superficies sintéticas continua sendo campo de estudo em aberto na

ciéncia dos materiais.

2.3 — Consideracdes parciais

Apesar dos polimeros sintéticos serem muito utilizados como revestimento de
dispositivos biomeédicos, tanto na area cardiovascular como em outras areas da medicina, eles
ndo sdo inteiramente compativeis com o sangue e, como ja foi mencionado anteriormente,
eles necessitam de anticoagulantes para minimizar a formagdo de trombos, que ocasionam
efeitos colaterais graves no organismo humano.

E fato ja consolidado pela literatura que, quando o material sintético é colocado em
contato com o tecido sanguineo, as proteinas sorvidas na superficie polimérica desempenham
um papel significativo na ativacdo da cascata de coagulacdo do sangue. Portanto, através da

analise do processo de adsorcdo de proteinas séricas na interface da superficie sintética, é
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possivel determinar se um material sintético € compativel ou ndo com o sangue. Afinal, da
literatura, sabe-se que se a superficie sintética adsorver uma maior concentracdo de albumina
do que de fibrinogénio, este material poderia, num primeiro momento, ser considerado
hemocompativel. Por outro lado, se a adsorcdo de fibrinogénio for maior, ele sera
incompativel com o sangue.

O capitulo seguinte abordara alguns dos principais aspectos fisicos e quimicos do

processo de adsor¢do protéica e sua relacdo com a hemocompatibilidade.
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Capitulo 3 — Aspectos Fisico-Quimicos da Hemocompatibilidade

3.1 - Introducéo

Um entendimento adequado sobre o fendmeno de adsorcdo de uma proteina sobre uma
superficie sintética requer o conhecimento sobre a natureza quimica dos seus constituintes, a
reologia do meio, a geometria de contato e as propriedades fisico-quimicas das superficies
envolvidas no processo [1]. Afinal, o fendmeno de adsor¢do ocorre devido a forgas
intermoleculares que atuam em uma interface e, por isto, este fenémeno também é conhecido
como um fenémeno interfacial.

A fim de elucidar o processo de adsor¢do de proteinas séricas sobre um material
sintético é necessario introduzir algumas consideracdes sobre a topologia e a rugosidade da
superficie, densidade superficial de cargas das proteinas na interface, isotermas de adsorc¢ao,
energia livre de superficie e sobre os tipos de interagdes intermoleculares que atuam na

interface proteina-material sintético.

3.2 — Topologia e rugosidade de superficie

Tanto o fendmeno de adsorcdo de polimeros sintéticos sobre superficies metélicas
quanto o fendmeno de adsor¢do de proteinas séricas sobre superficies de polimeros sintéticos,
sdo amplamente utilizados na confeccdo de sensores, imunossensores e biossensores [2]. No
entanto, durante estes processos ha a formacéo de rugosidades que modulam a capacidade do
material de interagir com outros compostos, sejam eles organicos ou inorganicos. A origem
dessa rugosidade pode ser quimica ou fisica, como mostrado na Figura 3.1. No caso da
rugosidade fisica a curvatura da superficie € uma variavel randémica de modo que a
superficie pode ser modelada consistindo de picos e vales. Ja as superficies que apresentam
rugosidade quimica possuem regides com mais afinidade a proteina quando comparada com o

resto da superficie [3].
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Figura 3.1 — Caracteristicas de rugosidades em superficies. (a) Rugosidade fisica. (b) Rugosidade quimica.

Fonte: referéncia [3].

O principio fisico da adsor¢cdo de polimeros sobre um substrato metélico esta
relacionado com a competicdo entre o ganho de energia potencial obtido pelos monémeros ao
se ligarem com a superficie atrativa do suporte e a perda na entropia da cadeia. Esta entropia
estd associada com a reducdo no nimero de possiveis configurac@es das cadeias quando elas
se encontram no estado adsorvido. O mesmo ocorre quando proteinas sdo adsorvidas sobre
uma superficie polimérica.

Quando a superficie apresenta certa rugosidade, como ilustrado na Figura 3.1, ha trés

efeitos fisicos principais que podem ocorrer [3]:

1. O espaco deixado para a cadeia assumir varias configuracdes é maior perto do topo do
pico que o espaco deixado na parte inferior do vale. Neste caso, considerando apenas a
entropia do sistema, a adsor¢do ocorreria preferencial perto do topo dos picos
presentes no substrato.

2. O numero de contatos por cadeia com a superficie serd maior no vale do que no pico.
Portanto, considerando apenas a energia potencial, a adsor¢cdo se daria
preferencialmente na parte inferior dos vales.

3. A interagdo potencial entre os meros e o substrato metélico, ou a interagdo entre 0s
meros da proteina e os meros da superficie sintética, € dependente da curvatura local
que afeta as condi¢bes de contorno usadas para determinar o processo de adsorcéo

caracteristico.

Neste sentido, a rugosidade da superficie em que o polimero, ou a proteina, sera
adsorvido influéncia na morfologia do filme polimérico ou do filme protéico formado que,

por sua vez, pode alterar a resposta de um biossensor. Em sintese, quanto maior for a
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rugosidade da superficie de um determinado substrato, maior é o favorecimento da adeséo de

particulas sobre ela [4].
3.3 — Densidade superficial de carga

Quase todos os materiais macroscopicos adquirem uma carga elétrica superficial

quando estdo em contato com um meio polar. O potencial Zeta, £, é um indicador dessa

carga e é importante nos estudos de quimica de superficie, visto que pode ser usado para
prever e controlar a estabilidade do processo de adsor¢do protéica em superficies sintéticas.

Estudos eletroquimicos onde h& formacdo de interface entre metal e solugdo de
eletrélitos representam uma aproximacao do que ocorre no sistema particula-meio aquoso e
tém contribuido consideravelmente para o estudo das interfaces.

No presente trabalho, quando o dendrimero de poliglicerol (PGLD) é adsorvido sobre
a superficie do eletrodo de ouro, ocorre uma redistribuicdo de carga da macromolécula de
PGLD de tal forma que, na superficie do eletrodo, acumula-se uma camada de ions negativos.
Esta carga liquida afeta a distribui¢do de ions na sua vizinhanca, aumentando a concentracéo
de contra-ions junto a superficie devido a presenca de proteinas fracamente ionizadas com
carga positiva (pH proximo a 7.4) presente na solucdo [5]. Assim, forma-se uma dupla
camada elétrica na interface do dendrimero com a solucdo, como ilustrado na Figura 3.2.
Segundo a teoria de Stern [6] essa dupla camada divide-se em duas regides: uma regido
interna que inclui ions adsorvidos a superficie das particulas, chamada de camada de Stern, e
uma regido exterior, chamada de camada difusa, onde a distribuicdo dos ions é determinada
pelo equilibrio entre as forcas eletrostaticas e 0 movimento térmico (Figura 3.2). A parte da
dupla camada entre o plano no qual o dendrimero esta localizado e o plano de Stern, que
passa pelos contra-ions, é considerado um condensador molecular, no qual o potencial de

superficie, v, , decresce linearmente com a distancia da superficie para um valor 5 no plano

de Stern [6]. A densidade de carga nas camadas de Stern, o, é dada por:

N,ze

Nap expl = (zeys +9)
Mn KT

(3.1)

o1 =

1+
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sendo N; o numero disponivel de sitios, por cm?, para adsorcdo de fons; N 5 0 ndmero de
Avogadro; M a massa molecular do solvente; n a concentracdo de fons (n = mole%_, Na);

p € adensidade do solvente; y 5 o potencial elétrico no plano de Stern, ¢ é o potencial de

adsorcdo especifica do contra-ion pelo coldide, ké a constante de Boltzmann, T € a
temperatura absoluta, z ¢é a valéncia do ion e e é a carga elementar do elétron.

O potencial Zeta € o potencial elétrico na superficie de cisalhamento da dupla camada
elétrica. Ele se reduz a partir da superficie da particula, e se torna zero onde a concentragdo de
cargas elétricas sao iguais. O potencial Zeta aumenta a medida que diminui a distancia em
relacdo a superficie da particula, e a sua reducdo se da pelo ajuste do pH préximo do ponto
isoelétrico (valor de pH para o qual o somatorio das cargas parciais € igual a zero), onde a

carga primaria é zero ndao conseguindo, portanto, a dupla camada para produzir esse potencial.

Superficie da particula
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suhb stratn\
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Figura 3.2 — Diagrama esquematico da formagdo de uma dupla camada metélica.
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3.4 — Hipotese termodindmica da hemocompatibilidade

A propriedade de molhabilidade tem um papel fundamental na area biomédica, pois é
através dela que se pode inferir sobre a adesdo entre diferentes materiais [7]. A idéia de
molhabilidade esta associada a interacdo de um liquido com uma superficie solida. Durante
esta interacdo, o liquido pode se espalhar sobre a superficie ou penetrar nos poros do substrato
ou, entdo, pode escoar sobre a superficie sélida na forma de gotas, ou seja, a molhabilidade é
usualmente definida como uma tendéncia do fluido se espalhar ou aderir sobre a superficie
solida na presenca de outro fluido [8,9].

Em 1805, a partir de conceitos da termodinamica e equilibrio de forcas, Thomas
Young obteve uma equacdo que associava parametros importantes com relacdo ao efeito de
interacdo solido-liquido [7-9]. Esse resultado € mostrado na equacdo (3.2), conhecida como a
equacéo de Young:

OLvy COS(I):O'SV —OgL, (32)

sendo @ o angulo de contato entre um liquido e uma superficie sélidae oy ,05, , Og_ S0,

respectivamente, as tensdes superficiais liquido-vapor, sélido-vapor e solido-liquido.

O angulo de contato, @, é definido no ponto de contato entre a tangente a superficie
do liquido e a tangente a superficie horizontal que estd sendo analisada, as duas tangentes
pertencem a um plano de simetria da gota. A Figura 3.3 ilustra os tipos de angulo de contato
utilizados no estudo da molhabilidade de uma superficie. Para uma superficie de
molhabilidade consideravel, ® encontra-se abaixo de 90° e, esta superficie € chamada de
hidrofilica. Se esse angulo for igual a zero, a superficie fica completamente molhada e, para
este caso, a superficie é chamada de super-hidrofilica. Contudo, quando @ for maior que 90°
a superficie é conhecida como hidrofobica, ou seja, ela ndo fica molhada. No entanto, se esse
angulo for maior que 165° ou igual a 180°, a superficie é chamada de super-hidrofébica. Por
tanto, quanto menor for o angulo de contato maior sera a adsorcao do fluido sobre a superficie
do substrato.
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I

Figura 3.3 — Definigdo do angulo de contato, @, entre uma gota liquida e uma superficie plana e horizontal e as

condigdes de molhabilidade desta superficie. Em (a) tem-se uma superficie super-hidrofilica
(® =0°), em (b) tem-se uma superficie com molhabilidade parcial (180°> @ > 0°) e em (c)

tem-se uma superficie super-hidrofébica (@ =180°). Fonte: referéncia [7].

O angulo de contato estd diretamente relacionado com a energia livre de superficie,
também conhecida como tensédo superficial [7].

O fendmeno de tensdo superficial pode ser explicado a partir da hipdtese de que a
superficie externa de um liquido é formada por uma camada com espessura da ordem de
algumas moléculas. As propriedades dessa camada diferem das propriedades das moléculas
no interior deste liquido, portanto, pode-se dizer que existem duas fases em equilibrio e que a
superficie de um liquido comporta-se como uma membrana elastica. Ou seja, quando uma
molécula da superficie é ligeiramente deslocada, as ligagcbes moleculares entre ela e as
moléculas vizinhas sdo alongadas, o que faz com que apareca uma forca restauradora que
tende a recolocar essa molécula deslocada de novo na superficie. Essa forca € chamada de
tensdo superficial. Portanto, do ponto de vista termodinamico, a tensdo superficial pode ser
interpretada em termos da energia das moléculas na regido da superficie [8].

Na direcdo normal a interface sélido-liquido, as forcas de interacdo, que atuam nessa
regido, promovem uma drenagem de moléculas para o interior do volume do liquido fazendo,
assim, com que a densidade de moléculas seja menor na regido interfacial. Ou seja, as
particulas na superficie do material experimentam apenas forgas dirigidas para dentro do
liquido. Devido a isto, as superficies sdo sempre regides de maior energia. E é justamente a
diferenca entre as energias das espécies na superficie e no interior do material que se
denomina energia de superficie ou tensdo interfacial. A adesdo de um material sobre outro
sera tanto melhor quanto maior for a energia das superficies envolvida.

Portanto, do ponto de vista termodinamico, pode-se dizer que as propriedades
biocompativeis de uma superficie sintética estdo relacionadas com uma baixa energia livre de
superficie e, conseqiientemente, com a molhabilidade desta superficie. Ou seja, apos entrar
em contato com o sangue, aquelas superficies sintéticas que possuem uma baixa energia livre

de superficie poderdo exibir propriedades hemocompativeis [10]. Deste modo, revestimentos
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de baixa energia livre de superficie poderiam inibir os processos de adesdo e ativagdo das

plaquetas sangiineas.

3.5 — Interacges intermoleculares

As forcas fundamentais da natureza que unem atomos para formarem moléculas e as
moléculas para formarem os liquidos ou sélidos, sdo responsaveis pela adesdo de dois
substratos quando, estas, atuam sobre eles. E, como ja foi mencionado anteriormente, a
formacdo de uma camada sobre o substrato esta diretamente associada a sua capacidade de
molhamento que € regulada pela energia livre de superficie. Por sua vez, a energia livre de
superficie pode ser mensurada através do angulo de contato e calculada por meio da equacgéo
de Young.

As interaces intermoleculares, que atuam no processo de adsor¢do a aparecem na
equacdo de Young, surgem devido as forcas intermoleculares, que sdo essencialmente de
natureza elétrica, e fazem com que uma molécula influencie o comportamento de outra
molécula em suas proximidades [11]. Por isso, as for¢cas de van der Waals e as ligacOes de
hidrogénio desempenham um importante papel na relacdo adsor¢do protéica-

hemocompatibilidade.

3.5.1 — Forcas de van der Waals

As forcas de van der Waals sdo forcas que referenciam as interagdes intermoleculares
fracas que aparecem devido a polarizacdo das moléculas. Essas forcas podem surgir a partir

de trés tipos de polarizacédo [11,12]:

1. Interacdo dipolo-dipolo. Embora as moléculas de alguns materiais sejam eletricamente
neutras, elas podem exibir um dipolo elétrico permanente. Isto porque uma molécula é
composta por atomos que apresentam diferentes eletronegatividades de tal forma que,
0s 4&tomos com menor eletronegatividade tendem a ficar com cargas parciais positivas
e, 0s atomos com maior eletronegatividade tendem a ficar com cargas parciais
negativas. Como resultado, ocorre uma polarizacdo das ligacdes e a tendéncia destas
moléculas é de se alinharem e interagirem umas com as outras por meio de atracoes

eletrostaticas entre os dipolos opostos.
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2. InteracGes dipolo permanente-dipolo induzido. Aquelas moléculas que apresentam
dipolos permanentes podem induzir um dipolo em uma segunda molécula que esteja
localizada préxima no espaco. Estes dipolos induzidos tendem a se alinhar de varias
maneiras com o dipolo permanente da primeira molécula.

3. Forcas de dispersdo ou forcas de London. Estas forgas explicam a atracdo entre
moléculas apolares. Quando dois ou mais compostos apolares interagem o contato de
uma molécula com a outra faz com que apareca uma forca atrativa muito fraca que
pode ser vista como uma interagdo dipolo induzido - dipolo induzido. Isto porque, uma
molécula perturba a densidade eletronica da outra, fazendo aparecer dipolos

momentaneos que se orientam e originam este tipo de interacdo fraca.

A Figura 3.4 apresenta uma ilustragéo dos trés tipos de forcas de van der Waals que

aparecem em interacdes intermoleculares devido a polarizacdo das moléculas.

(c)

Figura 3.4 — llustracdo das forcas intermoleculares de van der Waals. Em (a) temos a interagdo dipolo-dipolo,

em (b) a interacdo dipolo permanente-dipolo induzido e em (c) a interacdo dipolo induzido-dipolo

induzido. Adaptado da referéncia [13].

3.5.2 — Ligac0es de hidrogénio [14]

As ligacbes de hidrogénio sdo interagdes que ocorrem quando atomos muito
eletronegativos atraem atomos de hidrogénio que ja estdo ligados a um outro &tomo
eletronegativo. Este tipo de ligacdo pode ocorre entre duas moléculas (interacédo
intermolecular) ou entre &tomos de uma mesma molécula (interacdo intramolecular) e ela é
considerada mais forte que as forcas intermoleculares de van der Waals, porém mais fraca que
as ligagdes covalentes e idnicas.

Neste tipo de ligacdo, um atomo do hidrogénio unido a um atomo eletronegativo €é
considerado um doador de elétrons. Enquanto que, os atomos eletronegativos, como o fltor, o

oxigénio e o nitrogénio, sdo considerados aceitadores de elétrons.
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Nas ligacGes de hidrogénio que aparecem quando uma camada de proteina é adsorvida
sobre um substrato, o &tomo eletronegativo atrai a nuvem de elétrons em torno do nucleo do
hidrogénio deixando-o com uma carga parcial positiva. Por causa do tamanho pequeno do
hidrogénio a carga resultante, embora somente parcial, representa uma grande densidade de
carga. Assim, a ligacdo do hidrogénio resulta quando esta forte densidade de carga positiva
atrai um par de elétrons em um outro atomo.

Frequentemente, a ligacdo do hidrogénio é descrita como uma interacao eletrostatica
do tipo dipolo-dipolo. Contudo, ela também apresenta algumas caracteristicas da ligacdo
covalente como, por exemplo, ser uma ligagéo direcional e forte.

Embora a ligacdo de hidrogénio e a forca de van der Waals sejam consideradas forcas
de interacdes fracas, elas regem o processo de adsorcdo das proteinas séricas sobre a
superficie de um polimero sintético. Entretanto, a adsorcdo protéica envolve o acimulo do
material bioldgico na superficie sintética e, neste caso, as isotermas de adsor¢do contribuem
para o entendimento da topologia da camada proteica adsorvida na interface fluido bioldgico-

polimero sintético.

3.6 — As isotermas de adsorcao

A adsorcdo pode ser avaliada quantitativamente através das isotermas. As isotermas
derivadas tedrica ou empiricamente podem, freqlientemente, ser representadas por equacdes
simples que relacionam diretamente o volume adsorvido em funcdo da pressdo e/ou
concentracdo do adsorvato. As isotermas mais utilizadas no estudo da adsorcdo sdo as
seguintes: Langmuir, Freundlich, Henry, Temkin, Giles e Brunauer, Emmett, Teller (BET)
[15]. As isotermas de Langmuir e Freundlich serdo detalhadas uma vez que sdo as mais
utilizadas na modelagem da adsorc¢do proteinas séricas sobre superficies sintéticas em funcao

da homogeneidade/heterogeneidades superficiais.

3.6.1 — A isoterma de adsorc¢ao de Langmuir

Este € o modelo mais simples de uma isoterma de adsorcdo. Segundo ele, a adsor¢édo
restringe-se a uma monocamada, havendo zonas localizadas de adsorcao e sendo o calor de
adsorcdo independente da quantidade de substancia adsorvida. Inicialmente as seguintes
consideracdes a respeito do processo de adsor¢do das proteinas séricas sobre superficies

sintéticas podem ser explicitadas:
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1. O sistema é ideal;

2. As moléculas sdo adsorvidas e aderem a superficie do adsorvente em sitios definidos e
localizados, com adsor¢cdo em monocamada em superficie homogénea;
Cada sitio pode acomodar uma, e somente uma, entidade adsorvida;

4. A energia da entidade adsorvida ¢ a mesma em todos os sitios da superficie e ndo
depende da presenca ou auséncia de outras entidades adsorvidas nos sitios vizinhos, ou

seja, apresenta interacdo desprezivel entre as moléculas adsorvidas.

A isoterma de Langmuir é a mais freqlientemente utilizada e pode ser expressa como
[15,16]:

c_t .¢ (3.3)
m bmmax mmax

em que m é a quantidade de massa adsorvida, C a concentracdo da solucdo, b € o coeficiente

de adsor¢éo e m,,, € a quantidade maxima de material adsorvido na superficie sintetica.

Um gréfico de C/m em funcdo de C é uma reta cujos coeficientes angular e linear

fornecem os parametros m,,, € b, respectivamente.
O parametro b esta relacionado com a energia livre de Gibbs de adsorgdo, AG,y,

através da seguinte equacéo [16]:

b ie(_AcPfﬁDsj (3.4)

S

sendo Cs a concentracdo molar do solvente em mol/L. No presente trabalho foi utilizado
Cs=55.5 mol/L que € a concentracdo molar da agua. Valores de AG negativos indicam que a
reacao € espontanea e valores positivos indicam que a reacdo ndo é espontanea.

Além disso, existe uma relacdo linear entre o coeficiente de adsorcao, b, e a constante

de equilibrio de Langmuir, Ke, descrito pela equacéo (3.5):

Ke =MpaxD - (3.9
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A constante de equilibrio pode ser utilizada para determinar a entalpia de adsorcéo,

AH , segundo a equacéo de Clausius-Clapeyron:

Ke = Ae[_RATHj, (3.6)

sendo A uma constante empirica.
Vale ressaltar que valores da entalpia de adsorcdo, AH, menores que 10 kJ/mol
correspondem a um processo de adsorcdo fisica ao passo que valores superiores a 200 kJ/mol

correspondem a um processo de adsor¢do quimica [17].
3.6.2 — A isoterma de adsorc¢ao de Freundlich

A isoterma de Freundlich considera a adsorcdo em multicamadas e € util para
descrever a adsorcdo em superficies altamente heterogéneas e, em muitos casos, fornece uma
representacdo do equilibrio de adsor¢do de um unico soluto melhor do que a isoterma de
Langmuir [15]. Matematicamente, esta isoterma é descrita por:

m=k-Cl/" (3.7)

em gue m é a quantidade de massa adsorvida, C a concentracao da solucéo, ke é o coeficiente
de adsorcdo e n é uma constante de linearidade que indica se o processo é favoravel ou néo.
Valores de n no intervalo de 1 a 10 indicam que o processo € favoravel.

A equacdo (3.7) pode ser linearizada, a fim de se obter os parametros ke e n 0s quais
sdo extremamente importantes para a analise do processo de adsorcdo, considerando o

logaritmo na base 10 em ambos os lados da equagéo:
Iog(m):llog(C)Hog(kF). (3.8)
n

A equacéo de Freundlich sugere que a energia de adsorcao decresce logaritmicamente,
a medida que a superficie vai se tornando coberta pelo soluto, o que a diferencia da equacéo

de Langmuir. O modelo de Freundlich pode ser derivado teoricamente ao se considerar que o
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decréscimo na energia de adsor¢do com o aumento da superficie coberta pelo soluto € devido

a heterogeneidade da superficie [18].

3.7 — Considerac0es parciais

Para que um material sintético seja hemocompativel, esta caracteristica ird depender
de aspectos como a topologia e a rugosidade da superficie, a densidade superficial de cargas
das proteinas na interface, o angulo de contato, a energia livre de superficie e o0s tipos de
interagdes intermoleculares que atuam na interface proteina-material sintético. Por isso, a
analise do processo de adsorcéo de proteinas séricas em superficies sintéticas é de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos materiais para revestimentos de dispositivos
biomédicos e proteses cardiovasculares.

A anélise do processo de adsorcdo permite quantificar a interacdo do material a ser
analisado com proteinas presentes no plasma sanguineo humano, o qual € o evento primario
da cascata de coagulacdo sanguinea.

Nas Gltimas décadas, as ciéncias analiticas tém experimentado um grande avango
relacionado com a capacidade de obtencdo de informagdes da quimica de superficie dos
materiais sintéticos. Como resultado, essas informacdes tém proporcionado um
desenvolvimento analitico bem como sua incorporacdo a outras areas cientificas e técnicas, de
forma a resultar na automacédo, miniaturizacdo e simplificacdo dos sistemas analiticos. Assim
sendo, verifica-se um grande desenvolvimento e expansdo das fronteiras analiticas classicas
bem como o desenvolvimento de sistemas analiticos como sensores quimicos e biossensores.
Neste contexto, os biossensores tém adquirido grande importancia devido a possibilidade de
aplicacdo destes sistemas para avaliagdo dos processos ocorridos na interface fluido
bioldgico-material sintético bem como o entendimento destes processos.

O desenvolvimento de dispositivos sensores tem como premissa basica a avaliagdo de
processos interfaciais e superficiais, uma vez que estes processos sdo de fundamental
importancia no entendimento dos mecanismos de interacdo entre o material bioldgico e a
superficie sintética. Além disso, o estudo de processos interfaciais e superficiais é de grande
relevancia para a escolha de um biomaterial adequado para aplicacdes cardiovasculares bem
como a avaliacdo dos problemas associados a adsorcdo de uma proteina indesejavel. Assim, o
estudo destes processos pode auxiliar na escolha do melhor material para uma aplicagédo

cardiovascular especifica.
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Uma nova técnica para o estudo da interacdo dos elementos sanguineos e a superficie
sintética tem se mostrado particularmente interessante como ferramenta analitica para a
caracterizacdo de biomateriais: a espectroscopia de ressonancia de plasmons de superficie
(RPS).

Onda de Plasmons de Superficie (OPS) sdo ondas eletromagnéticas longitudinais, que
se propagam na interface entre um metal e um meio dielétrico. Estas ondas tém sido
exploradas pela técnica RPS, pois podem receber energia de uma onda evanescente que se
propaga pela interface. Neste caso, as curvas de reflectancia sdo sensiveis a mudanca de
composi¢do quimica na interface o que confere a técnica RPS sensibilidade em escala
nanométrica e a possibilidade de se estudar in situ a fenomenologia da adsorcédo protéica.

Entretanto, existem ainda poucos trabalhos cientificos baseados no fenémeno RPS
para a quantificacdo da adsorcéo de proteinas séricas sobre a superficie de macromoléculas
sintéticas. Uma vez que a adsorcdo € um fendmeno de interface, a RPS parece ser uma técnica
interessante para 0 estudo das caracteristicas de hemocompatibilidade de sistemas
macromoleculares arborescentes.

O grupo de pesquisa de Polimeros Bioativos e Biomiméticos tem se dedicado nos
ultimos dois anos a sintese de macromoléculas arborescentes denominadas dendrimeros.
Como ja citado anteriormente, os dendrimeros possuem estruturas supramoleculares
interessantes para o0 projeto de revestimentos hemocompativeis e ou antitrombogénicos. Um
dendrimero particularmente interessante é o dendrimero de poliglicerol (PGLD).

Dendrimeros PGLD sdo sistemas nanoscOpicos cujas caracteristicas principais sdo o
biomimetismo das proteinas globulares, elevada funcionalidade em sua periferia e grande area
superficial devido a existéncia de nanocavidades em sua estrutura. O proximo capitulo
abordara as principais caracteristicas fisico-quimicas dos dendrimeros, particularmente sobre
o dendrimero PGLD.
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Capitulo 4 — Fundamentos sobre Estruturas Poliméricas Arborescentes

4.1 - Introducéo

Uma das areas da quimica que tem demonstrado um grande desenvolvimento é a
sintese de polimeros em cascata, também conhecidos como arborois, ou dendrimeros, ou
polimeros altamente ramificados. Eles foram descobertos acidentalmente em 1978 por Vogtle
e, durante alguns anos, eles foram vistos apenas como uma curiosidade quimica [1-3]. De
acordo com a Figura 4.1, somente depois de algum tempo é que eles passaram a ser

investigados e, dessa forma, comegaram a surgir as suas primeiras aplicacoes.
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Figura 4.1 — Namero de artigos publicados sobre dendrimeros nos anos de 1992 a 2005.

A Figura 4.2 ilustra uma comparacdo entre a estrutura de polimeros classicos e a
estrutura de um dendrimero. Pela figura percebe-se que os dendrimeros possuem uma
estrutura bem definida com um alto grau de simetria e altamente organizada, apresentam um
nacleo central e possuem muitos grupos funcionais periféricos. Além disso, sdo
macromoléculas sintéticas, monodispersas, com elevado peso molecular, elevada area

superficial e tamanho nanomérico, ao contrario dos polimeros lineares. Este tipo de molécula
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possui superficies e interfaces altamente controladas e apresenta cavidades internas, o que

permite, por exemplo, o encapsulamento de moléculas hospedeiras bioativas [1-9].
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Figura 4.2 — (a) Estruturas poliméricas classicas. (b) Estruturas dendriticas. Fonte: referéncia [10].

O processo de polimerizacdo classico, o qual resulta em polimeros lineares, é
usualmente randémico em natureza e produz moléculas com um elevado indice de
polidispersdo, enquanto o tamanho e a massa molecular dos dendrimeros podem ser
especificamente controlados durante a sintese.

Essas macromoléculas tridimensionais possuem pontos de ramificacdo em cada
unidade monomerica que é capaz de conduzir a estruturas com definidos nimeros de geracao
e grupos funcionais terminais. Estas moléculas crescem a partir de um nuacleo, designado de
Geracdo 0 (GO0) e, cada conjunto de unidades monoméricas adicionadas torna cada geracao

mais ramificada que a anterior até se obter uma densa estrutura globular, como é ilustrado na
Figura 4.3 [2].
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Figura 4.3 — Figura representativa do crescimento em geracfes no dendrimero poli(amido amina) (PAMAM).

Fonte: referéncia [2].

4.2 — Os dendrimeros e suas propriedades [3]

Por causa da sua arquitetura molecular, os dendrimeros mostram uma melhora
significativa nas suas propriedades fisicas e quimicas quando comparados aos polimeros
lineares tradicionais. Esta propriedade possui um grande impacto sobre as suas propriedades
reoldgicas.

Dentre as propriedades dos dendrimeros, podemos mencionar que:

1. Em solugdo, os polimeros de cadeias lineares sdo flexiveis enquanto que 0s
dendrimeros formam esferas concéntricas.

2. Solucgdes de dendrimeros possuem uma viscosidade significativamente menor que 0s
polimeros lineares e, esta, € uma das propriedades mais importantes dessas
macromoléculas. A viscosidade aumenta com 0 aumento do nimero de monémeros,
mas a partir de uma certa geracdo (em geral, a partir da geracdo 4), a viscosidade volta
a diminuir, de tal forma que os dendrimeros de geragdo mais alta apresentam mais

grupos terminais, porém menor viscosidade que 0s dendrimeros de geracdo mais
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baixa. Este comportamento € diferente dos polimeros lineares. Afinal, para polimeros
classicos a viscosidade intrinseca aumenta continuamente com a massa molecular.

3. O numero de grupos funcionais na superficie da macromolécula determina a geracao
do dendrimero.

4. A presenca de muitas cadeias terminais € responsavel por uma alta solubilidade,
micibilidade e reatividade dos dendrimeros. A sua solubilidade é fortemente
influenciada pela natureza dos grupos da superficie. Os dendrimeros terminais em
grupos hidrofilicos sdo solGveis em solventes polares enquanto os dendrimeros
terminais com grupos hidrofdbicos sdo solveis em solventes apolares.

5. A massa molar, M, dos dendrimeros pode ser predita pela seguinte relacdo

matematica:

+M,nS (4.1)

sendo M. a massa molar do nucleo, M, é a massa molar do mondmero ramificado,
M; é a massa molar do grupo terminal, n.é a multiplicidade do nucleo, n,, é a

multiplicidade da ramificacdo e G € o numero de geracao.
6. O aumento do numero de grupos terminais € descrito por uma progressao geométrica

da seguinte forma:

Z=n.-ng. (4.2)

sendo n. a multiplicidade do nucleo, n., é a multiplicidade da ramificacdo e G é o

numero de geracao.

7. O peso molecular médio e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois parametros muito
importantes para a determinacdo e explicacdo do comportamento fisico desses
sistemas macromoleculares. Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente
apresentam uma menor &rea superficial, o que € indesejavel para o projeto de
biossensores. Ja as macromoléculas de peso molecular muito elevado sdo pouco
solGveis e, por isso, geralmente ndo € possivel utilizd-los no revestimento de

superficies sintéticas.
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8. A capacidade de encapsulamento de moléculas na macromolécula interior é uma das
propriedades Unicas que os dendrimeros apresentam devido a sua forma globular e a

presenca de cavidades internas.

4.3 — Sintese de dendrimeros

A sintese de macromoléculas com estrutura dendritica envolve uma reacdo de
policondensacgdo controlada que utiliza uma estratégia sintética repetitiva [4-5]. Desta maneira
é possivel um controle do peso molecular e do tamanho da macromolécula, o que produz
polimeros isomoleculares.

Os dendrimeros sdo preparados por uma sintese tridimensional repetitiva e bem
controlada através de dois métodos: o método divergente e o método convergente. Essas
técnicas permitem a formacdo de estruturas tridimensionais cujas ramificacdes estendem-se
concentricamente, o que conduz a uma molécula altamente simétrica, hiper-ramificada e com
elevado grau de funcionalizacdo terminal. Além disso, a sintese repetitiva permite um
controle do peso molecular e do tamanho, o que leva a formacdo de macromoléculas

monodispersas [4-6].

4.3.1 — Método divergente

O método divergente foi desenvolvido por Vogtle em 1978, sendo considerado a
primeira técnica a partir da qual foi possivel sintetizar dendrimeros [7].

Este método envolve o crescimento de um nucleo central, onde as ramificacfes sdo
justapostas através de etapas sintéticas repetitivas; ou seja, comega-se com o nucleo e véo se
adicionando sucessivas camadas de mondmeros até se obter o dendrimero desejado. Ele é
caracterizado por reacdes que ocorrem por um aumento do ndmero de sitios, como se 0
dendrimero estivesse sendo construido de dentro para fora. As camadas externas passam a
constituir a estrutura interna do dendrimero. Uma caracteristica deste método é que ha um
rapido aumento do nimero de grupos terminais reativos. Entretanto, quanto mais a molécula
cresce, maiores imperfeicdes e falhas ocorrem. Isto se deve ao fato de que reacOes
incompletas dos grupos terminais podem ser observadas [1-7].

O procedimento geral da técnica divergente para a sintese de dendrimeros é ilustrado
na Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Figura esquematica do método divergente de crescimento de dendrimeros. Fonte: referéncia [3].

Embora seja comumente utilizado para a obtencdo de grandes quantidades de
dendrimeros, o método de sintese divergente apresenta como principais inconvenientes as
reagdes incompletas dos grupos terminais que introduzem defeitos na macromolécula. Para
impedir a formacdo de defeitos, normalmente utiliza-se de grandes quantidades de

precursores, o que dificulta a purificacdo do produto final.
4.3.2 — Método Convergente

De acordo com a referéncia [8], os pioneiros do método convergente foram Hawker e
Fréchet. Essa sintese comeca pelo que se tornaré a periferia do dendrimero, ou seja, fazendo-
se 0s ramos e sO depois juntando-se o0 nucleo para produzir o dendrimero. O principio basico
do método convergente envolve a construcdo de pequenos fragmentos denominados dendrons
que sofrem policondensacédo e constituem o nucleo central e, conseqlientemente, que evoluem
para a formacdo final do dendrimero [1-7]. A Figura 4.5 ilustra o procedimento geral dessa

técnica.

0~ . 220
(a)
(h)

Figura 4.5 — Representacdo esquematica de uma sintese dendrimérica convergente. Fonte: referéncia [3].
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Embora a formacdo de defeitos no dendrimero seja minimizada na rota sintética
convergente e a purificacdo do produto final seja mais facil relativamente a rota sintética
divergente, o impedimento estérico causado pelos grupos volumosos na periferia do

dendrimero impede a obtencéo de sistemas de elevadas geracoes.

4.4 — Os dendrimeros e suas aplica¢Ges

Atualmente existem mais de 50 familias de dendrimeros, cada um com propriedades
especificas. Muitas aplicaces potenciais de dendrimeros sdo baseadas em suas propriedades
tais como: uniformidade molecular inigualavel, superficie multifuncional e cavidades
internas. Estas propriedades especificas tornam os dendrimeros altamente satisfatdrios para
uma gama de aplicacGes de alta tecnologia.

Dentre as aplicacbes de dendrimeros, pode-se citar, na indUstria farmacéutica, o seu
uso na cosmetica. Existem empresas que utilizam compostos ja conhecidos associados a
dendrimeros de alta geracdo, de modo a maximizar a concentracdo local destes compostos
sem aumentar a viscosidade da solucdo [2].

Na area médica, os dendrimeros sdo empregados como captadores seletivos e como
transportadores macromoleculares [2]. Sao utilizados como captadores seletivos devido ao
controle preciso que se consegue obter sobre o tamanho, funcionalidade e a flexibilidade de
dendrimeros, sendo possivel a construcdo de um dendrimero capaz de selecionar as moléculas
de interesse com alta seletividade. E, como transportadores macromoleculares de drogas, 0s
dendrimeros apresentam uma alta capacidade de entrega, baixa toxicidade e uma boa
solubilidade aquosa.

O dendrimero poliglicerol super-ramificado, por exemplo, é utilizado no processo de
encapsulamento e transporte de hospedeiros polares (tais como corantes e drogas) e, também,
na criacdao de microambientes especiais no seu nucleo. Através desta arquitetura nicleo-casca,
o0 transporte seletivo e a liberacdo dos hospedeiros encapsulados sdo possiveis tanto no meio
hidrofilico quanto no meio hidrofébico. Além disso, as nanocapsulas de poliglicerol super-
ramificado podem ser empregadas como moldes para a preparacdo de nanoparticulas de
metais de transicdo. Desde que o complexo dendrimero-prata seja preparado em uma base
cujo molde seja o dendrimero, observou-se que existe um sinergismo na atividade
antimicrobiana ap0s testes in vitro de varias bactérias. Se o dendrimero ndo penetrar através
da membrana, essas nanocapsulas podem ser Uteis para tratamento antibacteriano de

queimaduras [11].
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4.5 - O poliglicerol dendritico

O poliglicerol dendritico (PGLD) pode ser preparado através de uma sintese bem
controlada, ele é caracterizado pela combinacdo de uma arquitetura dendritica bem definida,
estavel, compacta e por possuir elevada funcionalidade dos grupos terminais; o que leva a
uma baixa dispersdo do peso molecular. Ele é altamente solivel em agua e em solventes
organicos polares e, em temperatura ambiente, ele é altamente viscoso. Além disso, 0 PGLD

que possui uma baixa temperatura de transicdo vitrea (Ty), apresenta também uma alta

densidade de grupos hidroxilas (-OH) locais. Esses grupos funcionais podem ser modificados
em uma segunda etapa sintética e usados como sitio para imobilizacdo de compostos
bioativos. Dessa forma, esses sistemas macromoleculares podem ser utilizados em aplicacOes
biomédicas bastante interessantes como, por exemplo, no projeto de revestimentos com

propriedades antitrombogénicas [9,11-15]. A Figura 4.6 ilustra 0 PGLD de geracéao 4 (G4).
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Figura 4.6 — Estrutura do poliglicerol dendritico de geracdo 4 (PGLD G4). Fonte: referéncia [16].
4.6 — Considerac0es parciais
Os dendrimeros tém se tornado um importante campo interdisciplinar na atual ciéncia

dos polimeros. Afinal, a sintese de dendrimeros permite gerar arquiteturas moleculares

similares as observadas em sistemas bioldgicos e, devido a isso, essas macromoléculas sdo
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conhecidas como proteinas artificiais. Por isso, as propriedades bioldgicas dos dendrimeros
sdo de extrema importancia para aplicac6es biomédicas.

Muitas aplicacdes potenciais de dendrimeros sdo baseadas em sua uniformidade
molecular ndo paralela, superficie multifuncional e presenca de cavidades internas. Essas
propriedades especificas tornam os dendrimeros apropriados para uma variedade de alta
tecnologia, incluindo aplicagcdes biomedicas e industriais.

O poliglicerol dendritico faz parte dessa classe de materiais versateis e, por isso,
apresenta um futuro promissor na area de aplicacBes biomédicas. Devido a presenca de
grupos hidroxilas periféricos, o dendrimero de PGLD pode ser aplicado como revestimentos
biocompativeis para minimizar a adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo humano. Ao
mesmo tempo, podem promover a adsorcdo de HSA, uma proteina sérica que favorece as
caracteristicas hemocompativeis das superficies sintéticas. Obviamente, estd intimamente
ligado ao projeto de um biomaterial com propriedades especificas um ferramental analitico
que, no caso de dendrimeros, torna-se necessario que a técnica analitica permita uma
avaliacdo in situ do biomaterial em questao.

O capitulo seguinte abordara algumas técnicas espectroscépicas que sao utilizadas
tanto na analise quimica de estruturas organicas e inorganicas como na analise da cinética de

adsorcdo de proteinas sobre superficies sintéticas.
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Capitulo 5 — A Interacdo Radiacdo-Matéria como Ferramenta Analitica

para o Estudo da Hemocompatibilidade

5.1 — Introducéo

A espectroscopia € uma técnica que permite analisar tanto compostos inorganicos
qguanto os organicos através da radiacdo eletromagnética. E, as analises resultantes da
interacdo radiacdo-matéria fornecem dados sobre a estrutura da amostra, tais como a
geometria de ligagdo, o comprimento das liga¢fes quimicas e 0s &tomos que a constitui.

Dentre as técnicas de espectroscopia, sera ressaltado as espectroscopias vibracional, de

ressonancia magnética nuclear e de ressonancia de plasmons de superficie.

5.2 — Espectroscopia vibracional (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
poderosa ferramenta analitica usada para a detec¢do de espectros vibracionais e rotacionais de
macromoléculas organicas [1,2]. Esta técnica se baseia no fato de que as liga¢cBes quimicas
das moléculas possuem frequéncias vibracionais especificas. Tais frequéncias dependem da
forma da supeficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular e das massas dos
atomos. Se as moléculas presentes na amostra interagirem com a radiacdo, esta radiacdo sera
absorvida. Para que uma vibracgdo apareca no espectro FTIR, a molécula precisa sofrer uma
variacdo no seu momento dipolar durante essa vibracdo [3,4]. Essas vibragdes moleculares
sdo aproximadas pelo modelo do oscilador harménico simples (OHS) e, a frequéncia

fundamental da ligacdo é dada pela Lei de Hooke de acordo com a expressdo (5.1):

yo L K (5.1)

sendo v a frequéncia de vibracdo fundamental, ¢ a constante da velocidade da luz, K a

constante de forca da ligagdo quimica e . =(mmy)/(m +my) a massa reduzida do sistema

(m e my sdo as massas dos atomos envolvidos na ligacéo quimica).
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O sistema optico, conhecido como espectrofotdometro FTIR, utilizado para quantificar
0S espectros vibracionais de uma molécula baseia-se no interferometro de Michelson,
conforme ilustrado na Figura 5.1. O interferébmetro consiste em uma fonte de radiacdo na
regido espectral do infravermelho, um divisor de feixes, de espelhos e de um fotodetector. A
luz proveniente da fonte de radiacdo, depois de colimada por um espelho, incide no divisor de
feixes e é separada em dois feixes, que sdo novamente refletidos, um deles pelo espelho fixo e
0 outro pelo espelho mével, em direcdo ao divisor de feixes. Quando estas duas partes se
recombinam, ocorre uma interferéncia. O resultado desta interferéncia dependerd da diferenca
entre os caminhos dpticos percorridos por cada feixe, que € determinada pela distancia dos
espelhos mavel e fixo ao divisor de feixes. A medida que o caminho 6ptico varia, devido ao
movimento do espelho, a intensidade da interferéncia também varia. Apos a radiacdo passar
pelo sistema dtico, ela é direcionada para a amostra e a luz transmitida pelo material é
focalizada sobre um detector, onde é convertida em um sinal analégico. Um diagrama da
intensidade da radiacdo em funcdo da diferenca de caminho Optico entre os espelhos maével e
fixo, € chamado de interferograma. O espectro infravermelho é obtido a partir da

transformada de Fourier do interferograma.

Fonte de \
infravermelho —

Dividor de feixes

Detector

Figura 5.1 — Diagrama representativo do espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier.

No interferémetro de Michelson, o padréo de interferéncia, I, é dado por [5]:
| =215[1+cos(kx) ] (5.2)

sendo k =2z/4 0 nimero de onda. Como ha um intervalo continuo de valores de k na fonte,
0 padréo de interferéncia pode ser interpretado como um grupo de intensidades por unidade

de k, I(k), o que resulta em uma intensidade integrada sobre todos os nimeros de onda:
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(5.3)

O primeiro termo da expressdo (5.3) comporta-se como um termo de referéncia,

enguanto o segundo termo € o de interferéncia. Flutuagcdes na intensidade em torno do termo

de referéncia compreendem a distribuicdo espectral em fungdo da diferengca de caminho

Optico. Essas flutuagbes, chamada de interferograma, sdo dadas pela seguinte expressao

matematica:

(x)

oO—8

I (k)cos(kx)dk

(5.4)

que ¢ a transformada de Fourier do espectrograma:

o0

I (k)
70

=2 [1(x)cos (ko) dx..

(5.5)

A Figura 5.2 ilustra um modelo de um interferograma e seu respectivo espectro FTIR.

(a) Interferograma
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Figura 5.2 — (a) Amostra de um interferograma e, em (b), 0 seu respectivo espectrograma.
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Portanto, como a espectroscopia vibracional permite obter informagdes a cerca da
estrutura molecular do material que esta sendo analisado, esta técnica serd utilizada neste
trabalho para caracterizar a presenca dos grupos hidroxilas (-OH) terminais presentes no
dendrimero PGLD.

5.3 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode ser considerada a
técnica mais importante para a investigagdo a nivel molecular, pois ela permite obter
informacdes sobre a estrutura da amostra em qualquer estado da matéria [5,6]. Além do mais,
como os atomos de carbono e hidrogénio aparecem abundantemente nos materiais organicos,
a ressonancia magnética nuclear de carbono (**C-RMN) ou prétons (*H-RMN) é muito
utilizada na caracterizacéo desses materiais. A técnica se baseia no fato dos ncleos de *C e
'H possuirem momentos magnéticos diferentes de zero. Os momentos magnéticos dos 4&tomos
podem se orientar em campos magnéticos sendo, esta orientacdo, dependente da energia dos
nacleos bem como do campo magnético externo. Dessa forma, uma dada amostra vai
apresentar absorcdo em varios valores de frequéncia, cada valor correspondendo a certo tipo
de 4tomo ao qual esta ligado o hidrogénio. Apesar da técnica de *C-RMN ser mais
informativa que a técnica de *H-RMN, a analise por &tomos de *H é mais facilmente obtida do
que a por atomos de **C, pois, nos materiais organicos,os nicleos de hidrogénio sdo mais
abundantes do que os nucleos de carbono [5,6].

As seguintes informacdes podem ser obtidas num espectro de *H-NMR:

1. O numero de sinais que indica o numero de hidrogénios com ambientes quimicos
diferentes.

2. A éarea de cada sinal que € proporcional ao numero de hidrogénios de cada tipo de
ambiente.

A posicéo dos sinais que indica 0 ambiente quimico de cada hidrogénio.
4. A forma do sinal que mostra o nimero de hidrogénios vizinhos ao nucleo considerado.
5. A distancia entre as linhas do sinal que informa a intensidade da interacdo do spin do

nucleo considerado em relacdo aos seus vizinhos.
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Ja a férmula molecular, estrutural e espacial da molécula analisada pode ser
determinada através da analise do espectro de *H-RMN associada com a analise de espectro
de *C-RMN.

Portanto, assim como a espectroscopia vibracional, a espectroscopia de RMN também
permite obter informagdes a cerca da estrutura molecular do material analisado, sendo
possivel identificar os carbonos secundarios e terciarios além dos grupos hidroxilas terminais
presentes na estrutura dendritica.

Neste trabalho, o dendrimero de poliglicerol foi caracterizado por espectroscopia de
RMN de carbono (**C-RMN) e prétons (1H-NMR) utilizando-se um equipamento Bruker 500
MHz do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros do “Consejo Superior de
Investigacion Cientifica” — ICTP/CSIC-Madri/Espanha, instituto este onde o orientador desta
dissertacdo, prof. Alvaro A.A. de Queiroz é pesquisador visitante. A Figura 5.3 ilustra os
equipamentos de RMN utilizados neste trabalho.

i
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‘
.

Figura 5.3 — (a) Equipamento de RMN Bruker 300 MHz e (b) Bruker 500 MHz, ambos do ICTP/CSIC. Nota-se
em (b) a introducdo da amostra no equipamento de RMN.

5.4 — Espectroscopia de ressonancia de pldsmons de superficie (RPS)

A espectroscopia de ressonancia de plasmons de superficie (RPS) é uma ferramenta
analitica que, além de ser muito explorada por diversos pesquisadores no desenvolvimento de
sistemas de microscopia Optica, dispositivos Opticos e biosensores 6ticos, vem sendo utilizada
para o estudo de interagdes biomoleculares e, conseqlientemente, para a caracterizagdo de

biomateriais.



Capitulo 5 — A Interacdo Radiacdo-Matéria como Ferramenta Analitica para o Estudo da 56

Hemocompatibilidade

As ondas de plasmons de superficie (OPS) séo oscilagdes eletromagnéticas que
encontram-se confinadas em uma interface metal-dielétrico e, por isso, suas caracteristicas séo
fortemente dependentes dos parametros opticos dos dois meios, bem como da estrutura da
interface [7-10].

Esta interface metal-dielétrico é extremamente sensivel a pequenas mudancas nas suas
propriedades éticas durante um processo de adsorcao protéica sobre um material sintético, o
gue confere a técnica RPS uma sensibilidade em escala nanomeétrica e a possibilidade de se
estudar in situ a fenomenologia da adsorcéo protéica.

Como a adsorcdo protéica € um fendmeno de interface, a espectroscopia RPS
demonstra ser uma técnica muito interessante para o0 estudo das caracteristicas de
hemocompatibilidade de sistemas macromoleculares arborescentes. Por isso, neste trabalho,
esta técnica serd utilizada para se estudar e entender os processos de adsor¢do de albumina e
fibrinogénio sobre a superficie do PGLD.

Neste trabalho, o filme de ouro evaporado sobre a superficie de vidro, o dendrimero de
poliglicerol adsorvido sobre o filme de ouro e as proteinas séricas adsorvidas sobre o filme de
PGLD foram caracterizados por espectroscopia de RPS através do aparato experimental
montado no laboratério de Biomateriais da Universidade Federal de Itajuba (Figura 5.4).

Figura 5.4 — Em (a) tem-se a fotografia do computador utilizado para a aquisi¢do de dados e, em (b), o

equipamento de RPS montado no laboratério de Biomateriais da UNIFEL.

5.5 — Considerag0es parciais

O efeito da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria € um dos meios mais
poderosos para se obter informacdes sobre a estrutura microscépica da matéria. Por exemplo,
a espectroscopia vibracional e a de RMN permitem obter informacGes a cerca da

caracterizacdo e comprovacdo da estrutura do material a ser utilizado no revestimento de
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dispositivos biomédicos. A espectroscopia de ressonancia de plasmons de superficie esta
atualmente sendo utilizada no preparo de biossensores para andlise de interacdes
biomoleculares. A técnica RPS permite quantificar adsor¢des de materiais biol6gicos ou
sintéticos sobre superficies poliméricas através de variagdes diminutas nas propriedades oticas
da interface entre um metal e um meio dielétrico. Uma vez que esta dissertacdo utilizard
essencialmente a RPS como ferramenta analitica para o estudo das propriedades
biocompativeis do dendrimero PGLD, o préximo capitulo abordara minuciosamente 0s

principios fisicos e as principais aplica¢fes biotecnoldgicas da técnica RPS.
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Capitulo 6 — Fundamentos da Espectroscopia de Ressonancia de Plasmons

de Superficie

6.1 — Reflexao interna total

Quando um feixe de luz propagando através de um meio com alto indice de refracéo,
ni (prisma de vidro ou quartzo) encontra uma interface com um segundo meio que apresenta
baixo indice de refracdo, n,, o feixe de luz sera totalmente refletido internamente para todos

os angulos incidentes maiores que um angulo critico, 6, (Figura 6.1):

6, = arcsen(&j (6.1)

M

sendo @ o angulo entre o feixe incidente e o eixo normal no plano da interface. O fenémeno é

conhecido como reflexdo interna total (RIT).

Reflectancia
o o
(93] 0

o
>

ot
8]

0 B 'l B 'l n 'l
34 36 G 40 42 44 46 48
Angulo de incidéncia interno (graus)

Figura 6.1 — Comportamento da reflectancia em fungdo do angulo de incidéncia para uma interface prisma-ar. O

angulo critico para o qual acontece o fendmeno RIT esté representado pela linha tracejada.
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Sendo totalmente refletido, o feixe incidente estabelece um campo eletromagnético
que penetra a uma distancia pequena no segundo meio, onde ele propaga paralelamente ao
plano da interface. Este campo eletromagnético € chamado de campo evanescente ou onda
evanescente. A intensidade do campo elétrico evanescente, 1(z), decai exponencialmente com

a distancia perpendicular z da interface [1]:
I(z)=1,e72/d (6.2)

sendo d a profundidade de penetragdo para angulos de incidéncias <6, e luz de

comprimento de onda A, :

d =(j j[nlzsenz(e) -ns], (6.3)

0
V4

Observa-se que d é independente da polarizacdo da luz incidente, mas depende do seu
comprimento de onda. A intensidade do campo elétrico evanescente em z = 0, l,, depende de

0 e da polarizacdo do feixe incidente. Quando o feixe é polarizado paralelamente ao plano da

interface, 1, é dado por 1/

| K {4c052(0)[23en2(19) - nz]}
n* cos(6) + sen?(@) —n?

(6.4)

Quando o feixe é polarizado perpendicularmente ao plano da interface, a intensidade

do campo em z =0 é igual a:

J_i 2 }
Ij:l 4 cos (9).

1-n?
(6.5)
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As grandezas 1 e 1t

e sdo as intensidades dos feixes de luz incidente polarizados

. : : n
paralelamente e perpendicularmente ao plano da interface, respectivamente, e n =(—2J <1.
n
Portanto, as duas maiores caracteristicas de ondas evanescentes sdo:
1. A profundidade da onda evanescente é tipicamente menor que o comprimento de onda,
mas se estende em poucas centenas de nandmetros para dentro do dielétrico (ny);
2. A intensidade do campo evanescente, l,, para angulos com poucos graus acima do

angulo critico é vérias vezes a intensidade incidente, I.

No entanto, quando um filme de metal fino € inserido sobre o prisma formando a
interface metal-dielétrico, um novo fendmeno chamado de Ressonancia de Plasmons de
Superficie (RPS) pode ocorrer. Tal fenbmeno manifesta-se em superficies metalicas e esta
diretamente relacionado com as propriedades éticas e estruturais na vizinhanca da superficie
[1-5].

6.2 — Principios fisicos da Ressonancia de Plasmon

Plasmons de superficie (PS) séo oscilagdes eletromagnéticas confinadas a interface de
separacdo entre um metal e um meio transparente e cujas caracteristicas sdo fortemente
dependentes dos parametros épticos dos dois meios, bem como da estrutura da interface.

Estas ondas de superficie eletromagnética, as quais possuem sua intensidade maxima
sobre a superficie do metal, decaem exponencialmente em amplitude com o aumento da
distancia da interface.

A condicdo de ressonancia associada a excitacdo de PS implica que, sob condicdes
ideais de acoplamento, toda a energia do feixe de luz incidente na superficie metalica é
transferida para a oscilagdo (Figura 6.4(b)). Sendo essa uma onda confinada a interface
metalica, isso implica que toda a energia inicialmente contida no feixe de luz incidente fica
confinada a uma distancia de aproximadamente um comprimento de onda, em relacdo a
superficie. Essa caracteristica traz consequéncias interessantes. Uma delas é o grande aumento
na amplitude de campo elétrico na superficie em relagdo a amplitude de campo do feixe de luz
incidente. Uma segunda conseqiiéncia € a alta sensibilidade do efeito a variagdes diminutas

nas propriedades Opticas na vizinhanca da interface metalica. Essas propriedades tém sido
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freqlientemente exploradas por diversos pesquisadores no desenvolvimento de sistemas de

microscopia optica, dispositivos dpticos e biosensores 0ticos.

6.2.1 — Métodos Praticos de Excitacdo de Pldsmons de Superficie

A permissividade elétrica ¢ de metais utilizados em RPS para excitacdo de PS é uma
funcdo complexa que tem a parte real negativa na faixa de freqiéncias inferiores a freqiiéncia
de plasma.

Essa condicdo implica em uma restricdo fundamental que governa a interacdo entre
fotons e oscilagBes de PS. Deste modo, PS ndo podem ser gerados pela iluminacdo direta da
superficie. Essa restricdo pode ser contornada com a utilizagdo de um prisma de acoplamento,
cujo papel é aumentar a projecdo na superficie do vetor de onda da luz incidente. Essa
condicdo pode ser atingida iluminando-se internamente uma das faces do prisma, com um
angulo de incidéncia superior ao valor correspondente a reflexdo interna total. Se um filme
metalico cobre a face iluminada do prisma, torna-se possivel acoplar a onda evanescente
existente na condicdo de reflexdo interna total com o PS na superficie externa do metal. Esse
foi o esquema de acoplamento originalmente concebido por Kretschmann [6]. Efeito
semelhante pode ser obtido se uma superficie metélica for posicionada a uma distancia da
ordem de um comprimento de onda da face internamente iluminada, conforme proposto por
Otto [5]. A configuracdo adotada no estudo desenvolvido no presente trabalho é a
configuracdo de Kretschmann, discutida a seguir.

6.2.2 — Configuracao de Kretschmann [6]

A configuracdo de Kretschmann é composta de um prisma de vidro com uma das faces
em contato 6ptico com um filme fino metalico. A estrutura do filme define duas interfaces, ou
seja, a interface prisma-metal e metal-ar, como mostrado na Figura 6.2. Essa configuracdo
permite a determinacgdo das constantes dpticas e espessura de filmes metélicos cuja espessura
é da ordem de algumas dezenas de nanémetros.

Normalmente o filme metalico, utilizado nesse tipo de configuracdo ndo é depositado
diretamente na face do prisma, para evitar danos a superficie. Substratos de vidro sdo
utilizados para a deposi¢cdo dos filmes e um liquido casador de indices de refragdo é
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empregado na regido de ar formada entre substrato e prisma, para evitar reflex&o interna total

devido a ndo uniformidade das duas superficies.

Campo
evanescente

h

Ps

Metal —»

Feixe Feixe

meidente refletido

Figura 6.2 — Configuracdo de Kretschmann para excitagéo de PS.

6.2.3 — Configuracédo de Otto

A configuracdo de Otto para o acoplamento de luz ao PS utiliza o esquema ilustrado
na Figura 6.3. Como pode ser observado, a superficie metélica fica posicionada a uma certa
distancia da face do prisma. Para que haja possibilidade de acoplamento de um feixe de luz
iluminando a base do prisma é necessario que o0 meio de separacdo tenha indice de refracéo
inferior aquele do prisma, permitindo assim que se atinja a condicdo de reflexdo interna total
necessaria ao acoplamento da luz com o PS.

Um outro aspecto a ser considerado nessa configuracéo € que a distancia de separagao
entre as superficies do metal e do prisma €, em geral, da ordem de um comprimento de onda,
uma vez que € essa a distancia tipica de penetragdo do campo do PS no meio adjacente ao
metal [5].

Um aspecto que deve ser considerado na questdo de acoplamento de luz com PS € a
necessidade de utilizacdo de luz polarizada no plano de incidéncia, definido como aquele que
contém a direcdo normal a superficie do prisma e a direcdo do feixe incidente, uma vez que

oscilacbes de PS exibem uma componente de campo elétrico normal a superficie do metal.
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Campo
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Metal —»

Feixe Feixe
incidente refletido

Figura 6.3 — Configuracdo de Otto para excitagéo de PS.
6.2.4 — Aspectos fisicos da configuracédo de Krestchmann

Plasmons de Superficie (PS) em uma superficie plana metalica sdo modos
eletromagnéticos ndo radiativos e, como tal, ndo podem ser excitados pela iluminagéo direta
da superficie [7]. Uma forma possivel de excitar PS em uma interface plana é a partir de um
prisma de acoplamento, com uma das faces coberta com um filme metélico de espessura
apropriada, de forma que um feixe de luz injetado em uma segunda face do prisma seja
refletido na face metalizada, sob condicdo de reflexdo interna total. Para uma determinada
faixa de angulos de incidéncia, acima da condicdo de reflexdo interna total, parte da luz
refletida € absorvida pelo PS (Figura 6.4).

A configuracao mais popular é a configuracdo proposta por Kretschmann em 1971, na
gual a onda eletromagnética proveniente da fonte de laser é acoplada aos PS por meio de um
prisma de vidro (Figura 6.4). Nesta configuragdo, a relacdo de dispersdo dos PS é obtida
resolvendo-se as equacOes de Maxwell em cada meio e as suas respectivas condigcdes de

contorno, como apresentado no Apéndice A, e é matematicamente descrita por:

. :(zj _Eafn 6.6)

c/)\e te,

sendo @ a frequiéncia angular, c é a constante da velocidade da luz no vacuo, &, € a constante
dielétrica do metal e ¢, € a constante dielétrica do dielétrico.

Através de uma relacdo trigonométrica elementar a componente x do vetor de onda

proveniente da radiacdo incidente pode ser obtida como dado pela equacéo (6.7):
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X

k :(%j &y 5ené, (6.7)

sendo @ o angulo da radiacdo incidente e £, € a constante dielétrica do prisma. Quando o

vetor de onda da radiacéo incidente for de igual magnitude do vetor de onda (kpg) dos PS

ocorre o fendbmeno de RPS (Figura 6.4(b)). Matematicamente, descrito por:

6, =arcsen _ %abm , (6.8)
(&4 +¢n)&

sendo 0z o angulo incidente para o qual os PS entram em ressonancia com a radiacao

incidente, chamado de angulo ressonante.

1
Onda evanescente z
0.8
Filme metalico
& S 06
¥ X 5
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Fonte [l.e Iz H Detector 28 40 42 44 46 48
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(@) (b)

Figura 6.4 — (a) Diagrama representativo da configuracdo de Kretschmann para excitacdo de PS. A RPS ¢

excitada em uma interface prisma-metal quando o angulo de incidéncia da fonte de laser é tal que

kps =K, . (b) Espectro RPS caracteristico para uma interface prisma-metal e metal-ar.

6.3 — Determinacdo dos parametros éticos para um sistema de cinco interfaces utilizando

a aproximacao lorentziana na configuragéo de Kretschmann

A estrutura geométrica considerada esta ilustrada na Figura 6.5, sendo composta dos
meios (0), (1), (2), (3), (4) e (5) que correspondem, respectivamente, as camadas de vidro,

6leo natural com indice de refragdo proximo ao do vidro, filme metélico (Au, Ag, Cr),



Capitulo 6 — Fundamentos da Espectroscopia de Ressonancia de Plasmon de Superficie 65

dendrimero (PGLD), proteina e o ambiente. A propagacdo do feixe de luz monocromatico
plano-polarizado no sistema de multicamadas é descrito através do sistema cartesiano como
mostrado na Figura 6.5. Os feixes de luz incidente e refletido estdo contidos no plano xz,

sendo ¢ o angulo da base do prisma. O &ngulo de incidéncia externo, 6,, esta relacionado
com o angulo de incidéncia interno, 6,, do prisma por 6, = ¢+arcsen [\/gsen(eo —¢)] A

constante dielétrica (¢;) e a espessura (dj, j=0,1,2,3,4,5) de cada camada estdo indicadas

na Figura 6.5.
+2
5 £5 Athiente
4 £4-dy ! Proteina
(3) £5.dg Dendrimero

(2} £5.d, | Filme Metdlico

() fpdi | Oleo natural
UBIEY< Vidro

LazerHe-HNe 0, Fotodetector

Figura 6.5 — Diagrama representativo da estrutura de seis camadas para a estimativa dos parametros 6ticos de

filmes ultrafinos utilizando a configuracdo de Kretschmann (Adaptado da referéncia [4]).

A refletancia para um sistema de cinco interfaces pode ser aproximada por uma forma

Lorentziana, quando o angulo de incidéncia se aproxima da condicdo de ressonancia, dada por

[4]:

4K, K,

[(kx —K'f + K"Z} |

R(012345) ~ |rg | 1-

o2 (6.9)

com
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ky = @\/€, sen(6,), (6.10)

r002 _ £,Kox — E9Koy , (6.12)
&oKox + 0Ky

Ko, =@, —KS ,param=02,e (6.11(a))

KX ~£ €284 jw
6o =0 —/—— | . (6.11(b))

Sendo k, a componente paralela do vetor de onda da radiacdo incidente através do prisma,

r,, representa o coeficiente de reflexdo para a interface 0-2 medida em k, =k.; k., é a

componente perpendicular do vetor de onda da interface no meio m. Os demais parametros

sdo:
K=K +iK" =k +Ak® + Ak® + Ak®), (6.12)
com
s (il |
PO L L Y (6.13)
o2+ 24 | o3| - 24
—2ad, e,
o= —2‘22‘ , (6.13(2))
)
AK®) = i(g)zdsxgz — &3 )&3 —¢5) (6.14)
X ’ .
P2s&3
(0 ez — oo — )
Ak)((4)=lw 4 NEo —E5 \E3 — &5 e (6.15)
P2séy
2,2
(52 — &5 ng +&5)
= , 6.16
% (5255)3/2 (610

Sendo K" o vetor de onda correspondente as perdas associadas & dissipacdo de energia no

metal e da radiacdo dos PS de volta para o meio 0; K a componente paralela do vetor de
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onda dos PS; k; o vetor de onda complexo dos PS na interface metal-ambiente na auséncia
do prisma; Ak)((z), Aki‘?) e Akﬁ‘” representam a correcdo devido as perturbacfes causadas por

todas as demais camadas entre a interface primaria dos meios 2 e 5. Os simbolos e
representam as partes real e imaginaria das quantidades em questao.
Em um regime de pequenas perdas, uma aproximacdo de primeira ordem para as

partes real e imaginaria do vetor de onda PS leva a,

V2

KX = a{ﬂJ (6.17)
82 +€5

€

K= kx 2% (6.18)

0o — 75 .
252152 +&5 )

Como mostrado por Chen e Chen [8], em uma aproximacao Lorentziana, o vetor de

onda complexo dos PS, K, pode ser descrito na forma:

K=K, +Kj, (6.19)
com

K, =K, +iK, =k + Ak® + Ak (6.20)
(S

K, =K, +iK; = Ak?). (6.21)

Sendo K, a componente de perturbagéo do vetor de onda K na presencga do prisma. As partes
imaginarias de K, e K; representam o amortecimento intrinseco e da radiacdo,
respectivamente.

Quando a condicfo de ressonancia é satisfeita, k, = K , a reflectancia atinge o seu

valor minimo dado por:
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2 4
R, (12345) ~ |rd {1—ﬁ] (6.22)
com,
ﬂ:% (6.23)
1

definido como o coeficiente de acoplamento dos PS conforme descrito por [8]. Para um

angulo de incidéncia tal que k, = K’ i‘K"‘, obtém-se:

2[1—%4’(9.}(1 } . (6.24)

Substituindo a equagéo (6.22) em (6.24), o parametro R pode ser expresso como:

R==(1+Ryi)- (6.25)

N | =

Esta grandeza representa a media aritmética entre os pontos de maximo e minimo da
reflectancia, que ocorrem nos pontos de inflexdo da curva.

A Figura 6.6(a) apresenta a curva de ressonancia representada no espaco k,, ja em

(b), a dependéncia angular da reflectancia.
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Figura 6.6 — (a) Curva de ressonancia representada no espago Ky, (b) dependéncia angular da reflectancia.

Observa-se, a partir das relagbes acima e da Figura 6.6(a), que a largura da linha de

ressonancia é dada por 2|K"| e, portanto, o parametro |K"| representa a meia largura de linha

da ressonancia como ja havia sido descrito [4,8]. A Figura 6.6(b) mostra a representacédo
tipica da reflectancia obtida em experimentos de RPS. Esta é geralmente representa como

funcdo do angulo de incidéncia. O minimo da ressonancia ocorre no angulo fpg € a largura
de linha angular, medida entre os pontos de inflexéo da curva, é dada por 2Wpg, com Wpg

representando a meia largura.
Uma comparacdo direta das curvas mostradas na Figura 6.6 permite estabelecer a
correspondéncia entre os parametros referentes ao vetor de onda do PS e as variaveis

angulares. Com base na equacéo (6.10), obtém-se a seguinte relagdo:
., 2r
K'= 7\/gsen Ops - (6.26)

Dessa ultima expressdo, considerando-se 0 caso em que 2Wpg << @pg , @ Meia largura
angular da curva da Figura 6.7(b) fica diretamente relacionada ao parametro |K”| pela

expressao:

Zﬂ\/g

|K" ~

Wpg COSOpg . (6.27)
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Neste caso, utilizou-se a aproximagdo sen(fps +Wpg )—sen(@ps —Wps )~ 2Wpg cos(@ps ),
valida para 2Wpg << @ps . E importante salientar que a equagio (6.27) corrige um erro obtido

pelos autores da referéncia [8] e corrigido por Fontana [9].

6.4 — Obtencdo da estimativa inicial da espessura e permissividade complexa do filme

metalico

Uma vez definidos os pardmetros representativos da aproximacdo lorentziana para a
RPS, € necessario obter a estimativa inicial para a espessura e partes real e imaginaria do
filme metélico e das camadas adjacentes. Assim, de posse dos valores medidos para Gpg |,
Wps € Rpin, as expressoes da secdo anterior devem ser utilizadas para obtencdo dessa
estimativa inicial.

Para a obtencdo da espessura e da constante dielétrica do filme metalico a variavel

responsavel pela perturbacdo causada pelas camadas adjacentes pode ser simplificada por:

K, = K, +iK, = k. (6.28)

Observa-se nesta estimativa que as camadas (3) e (4) ndo estdo presentes. Neste caso, 0

!

procedimento pode ser facilmente realizado na aproximacéo em que |g5|<<|e5| € pode ser
sumarizado da seguinte forma:
1. Uma vez que o efeito dominante da espessura finita do filme é aumentar o grau de

perdas do sistema e tendo esse efeito pouca influéncia na estimativa da condigédo de

ressonancia, as equacdes (6.17) e (6.26) podem ser utilizadas para obtencdo da

estimativa inicial do parametro 8I22

2
g £s| sen(Gps) | | (6.29)

£o | sen(Bps )]2 — &

2. Para estimar os valores de espessura e parte imaginaria da permissividade do filme

metalico, determinam-se inicialmente as duas solugdes para o coeficiente de
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acoplamento, a partir do parametro Rp,,. Essas séo as solugdes, diretamente obtidas

da equacdo de segundo grau correspondente a equacéo (6.22), ou seja,

Mo2
77a,b - [(1+ Rmin )i 2\/ Rmin ] (6-30)
1- Rmin
3. Para calcular a relacdo entre os amortecimentos intrinseco e da radiacdo com as

variaveis angulares (0ps,wsp ) faz uso da parte imaginaria da equacgdo (6.19) junto

com as equacoes (6.23) e (6.27). Assim,

27| &
r_M_“7N%0 Wpg COS Ops (6.31)
n+l A4
e
274/
Ky=—1 TV W cosa,. (6.32)
n+l A

Ressalta-se que existem duas solucfes para cada uma das duas expressdes anteriores
dada pela equacéo 6.30. Esta ambigtidade na obtencdo do coeficiente de acoplamento dos PS
foi primeiro atacado por Chen e Chen [8] que sugeriram que uma forma para se contornar
essa ambiguidade seria realizar duas medidas em comprimentos de onda distintos. Sob essas
condigdes, sugerem 0s autores, a espessura deveria ser a mesma em ambas as medidas, e a
solucdo correta do problema poderia ser obtida. No entanto, Robertson e Fullerton [10]
também discutiram este problema considerando esta questdo do ponto de vista das perdas de
dissipacdo do metal e chegaram a conclusdo de que era necessario uma terceira medi¢do em
um terceiro comprimento de onda para levantar a ambiglidade no valor da espessura. Ao
realizar estes experimentos os autores chegaram a conclusédo que a solucéo a era a solucao
correta para o problema. Contudo Fontana e Neto [11], baseados nestes relatos, chegaram a
conclusdo de que medidas de apenas um unico comprimento de onda é suficiente para a
obtencdo dos parametros do filme desde que a faixa angular de medigdo seja maior do que
aquela em que ocorre o efeito de ressonancia.

Tomando a parte imaginaria da equacdo (6.28) e inserindo as expressdes (6.18) e

(6.31) a parte imaginaria da permissividade complexa do filme metélico fica descrita como:
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2&, (¢, 27,
£y = 82(8.2 tes) n % Wpg 0S(Fps ). (6.33)
KO‘C"S n+l A4

Combinando a parte imaginaria da expressdo (6.13) em conjunto com o0 parametro
obtido na equacdo (6.32), a espessura do filme metalico pode ser explicitada na seguinte

forma:

iqgﬂ_gs)llz
4r &)

3/2
d, = n__n+11 Im| K| —2— | -£2% L (634)
2771/50WPS COSHPS Ey +E5 \ &y T &5

As equacles (6.29), (6.33) e (6.34), com o auxilio da equacdo (6.30), sdo as
expressdes que serdo utilizadas na estimativa inicial da espessura e permissividade complexa
do filmes metalicos, necesséarios para a implementacdo do algoritmo de ajuste de curvas

descrito na segéo (8.6).

6.5 — Obtencdo da estimativa inicial da espessura e constante dielétrica da camada

dendritica e protéica

No presente formalismo, a espessura da camada protéica adsorvida sobre o filme metalico
foi explicitada combinando a parte imaginaria da expressao (6.20) junto com a equacgdo
(6.31):

d4(@ps Roin Wes ) = lKo ()~ (k;X + Ak;(3))J‘ J, (6.35)
com
€3P25
S=1Im — 3 } (6.35(a))
{'0)2(52 —&, 63— ¢4)
€
2
( r002 + Rmin ) +2 r-002 Rmin

n= : (6.36)

o 2
M2 _Rmin
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Para calcular a camada dendritica adsorvida sobre o filme de ouro basta apenas
negligenciar o parametro Ak;(3) e trocar d, e &, por d, e ¢g,, respectivamente. Note que esta

nova expressao para calcular a espessura das camadas (3) e (4) depende de todas as variaveis
angulares da curva de ressonancia. Além disso, atraves deste formalismo proposto ndo é
necessario uma curva de referéncia para estimar a espessura destas camadas ao contrario dos
modelos vigentes na literatura [12]. As varidveis angulares podem ser obtidas através de um
procedimento numérico iterativo conforme sera apresentado na sec¢éo (8.6).

E necessario salientar que para um sistema de quatro ou cinco interfaces néo é possivel
obter separadamente a espessura e a constante dielétrica da camada a ser analisada. Neste
caso, o indice de refracdo do dendrimero PGLD e das proteinas serdo inicializadas no
algoritmo apresentado na secdo (8.6) com os valores obtidos experimentalmente através de
um refratbmetro de Abbe. A partir do indice de refracdo e da relacdo de Lorentz-Lorenz, dada
pela equacdo (6.37), pode-se estimar o valor da constante dielétrica tanto do dendrimero

quanto das proteinas considerando-o0s como substancias semi-polares.

g-1 n?-1
e+2 n2y2

(6.37)

Além disso, serd utilizado o método das correcdes diferenciais, apresentado no
Apéndice B, para minimizar o erro quadratico médio entre as curvas tedrica e experimental a
fim de se obter a estimativa mais precisa do filme dendritico adsorvido na superficie do metal

e das proteinas adsorvidas na superficie deste filme.

6.6 — AplicacOes da espectroscopia de Ressonancia de Plasmons de Superficie

6.6.1 — Caracterizacdo de propriedades Opticas e estruturais de filmes finos

Kretschmann [13] em 1972 investigou a dependéncia angular da luz espalhada de
filmes finos ligeiramente rugosos sob condicdo de excitacdo ressonante de PS. A
caracteristica de alta intensidade de campo, associada a oscilacdo, foi utilizada para detectar,
com relativa facilidade, a distribuicdo de luz espalhada e a partir dai inferir valores

aproximados para as dimensfes tipicas das irregularidades nas superficies estudadas. No
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entanto, 0 modelo tedrico que utilizava uma aproximacao em primeira ordem para o efeito das
irregularidades ndo podia explicar satisfatoriamente as dependéncias angulares da luz
espalhada e da reflexao especular da superficie.

A partir dos resultados de Kretschmann [13], varios trabalhos foram entédo
desenvolvidos com o objetivo de utilizagdo de RPS na determinagéo de rugosidade de filmes
metalicos, podendo-se destacar aqueles de Braundmeier and Tomascheke [14] (1975), Simon
e Guha [15] (1976), no aspecto experimental e no aspecto teorico, os trabalhos de Toigo e
outros [16]; e Fontana e Pantell [17], no desenvolvimento de formulagéo tedrica para modelar
a influéncia da rugosidade na dispersao de plasmons de superficie.

Chen e Chen [8] em 1991 analisaram o problema de determinacdo simultanea das
constantes Opticas e espessura de filmes finos a partir de experimentos de RPS na
configuracdo de Kretschmann, e desenvolveram um modelo teorico, a partir do qual esses
parametros poderiam ser determinados através de um procedimento de ajuste numérico.
Fontana [21], utilizando os principios delineados nas referéncias [8] e [17], desenvolveu o
prototipo de um sistema éptico operando no comprimento de onda de 670 nanémetros com o
objetivo de determinar simultaneamente espessura, constantes épticas e parametros de
rugosidade de superficies de filmes de ouro e prata. Observacdes das topografias das
superficies, com o0 emprego de um microscopio de forca atdbmica, confirmaram os valores das

dimensoes tipicas de irregularidades medidas pelo sistema optico [22].

6.6.2 — Analise em tempo real de reacdes imunoldgicas

O alto grau de sensibilidade do efeito de RPS foi explorado por diversos pesquisadores
no desenvolvimento de sistemas Opticos de medi¢do em tempo real de reacdes imunolégicas.
O elemento basico de transducdo nesses sistemas envolve um filme de ouro ou prata,
caracterizado por exibir RPS quando iluminado por luz monocromatica polarizada e recoberto
com uma monocamada de macromoléculas biologicas denominadas de anticorpos. Essas
proteinas tém dimenséo tipica de alguns nandémetros e sdo sintetizadas pela maioria dos seres
vivos. Deteccdo de antigenos com marcadores fluorescentes ou radioativos € uma técnica
comumente utilizada em laboratérios e clinicas para o diagndstico de doengas.

Quando uma camada de antigenos é formada na superficie metélica, e exposta a um
fluido biol6gico contendo o anticorpo correspondente, ocorre uma reagdo imunoldgica
altamente especifica na superficie. O efeito resultante dessa reacdo € o crescimento de um

filme orgéanico que afeta a condicdo de ressonancia e que pode ser detectado com alta
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sensibilidade pelas variaces do sinal refletido da superficie. Esse foi o principio basico
proposto por Liedberg e outros [23] e Flanagan e Pantell [24] no inicio da década de 80 para o
desenvolvimento de uma nova classe de sistemas Opticos que possibilitassem ndo s6 a
deteccédo de reagdes imunologicas sem o emprego de marcadores fluorescentes ou radioativos,
como também a possibilidade de uso da técnica para a caracterizacdo em tempo real da
reacdo. Esse Ultimo aspecto é de vital importancia, uma vez que a caracterizacdo da cinética
da reacdo € uma ferramenta freqlentemente utilizada para a otimizacdo dos processos de
sintetizacdo, em laboratorio, de reagentes bioldgicos e de novas drogas na industria
farmacéutica.

A partir dos trabalhos contidos nas referéncias [23] e [24] teve inicio uma intensa
investigacao por diversos grupos de pesquisa para 0 aprimoramento da técnica e otimizacdo
da interface metal-filme orgénico. Este aprimoramento permitiu a eliminacdo do efeito de
componentes ndo especificos da reacdo e melhoria do limite de deteccdo, o que possibilitou o
emprego de RPS na deteccdo especifica de macromoléculas em uma mistura bioldgica mais
complexa. Como fruto dessa intensa investigacdo, foi lancado em 1990 o primeiro sistema
comercial de tempo real para caracterizacdo de reagfes imunologicas, baseado em RPS. O
sistema batizado com a sigla BIACORE, foi desenvolvido por pesquisadores da multinacional
Pharmacia, com um investimento estimado da ordem de US$ 1 bilh&o.

Uma tendéncia natural que surgiu a partir do fenébmeno de RPS para analises de
interagbes biomoleculares foi a possibilidade de miniaturizagdo do elemento Optico
responsavel pelo acoplamento entre luz polarizada e o filme metélico. Em 1989 [21] foram
propostas duas configuracdes em fibra dptica capazes de permitir a excitacdo de PS em filmes
metalicos. Nessas configuracdes o papel do prisma de acoplamento, convencionalmente
utilizado em experimentos de RPS, seria desempenhado pela fibra Optica, cujas propriedades
de guiamento Optico sob condicdo de reflexdo interna total sdo equivalentes aquelas do
prisma.

Dentre os diversos trabalhos podem-se citar aqueles de Fontana [21,25,26] no
desenvolvimento teodrico e experimental de uma fibra monomodo tendo uma das extremidades
cortada em um angulo particular, na qual o filme metalico deveria ser depositado.

Versdes comerciais dessa classe de sensores foram lancadas no mercado a partir de
1997 pela Texas Instruments e pela BIACORE para aplicacdo na andlise cinética em tempo

real de reacdes bioldgicas.

6.7 — Consideragdes Parciais
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Devido a extrema sensibilidade na variacdo dos parametros 6ticos da interface metal-
dielétrico e ainda pela possibilidade de se obter resultados em tempo real, a espectroscopia de
Ressonancia de Plasmons de Superficie tornou-se uma dos principais métodos para o estudo
de propriedades 6ticas de filmes finos bem como de interacGes biomoleculares.

A partir de uma modelagem matematica relativamente simples € possivel quantificar a
interacdo entre proteinas do plasma sanguineo e dendrimeros utilizando para tanto, um
aparato experimental de facil implementacéo e de baixo custo.

Apesar de o fendbmeno RPS ter sido primariamente empregado para o estudo de
caracterizacdo de propriedades Oticas e estruturais de filmes finos, hoje em dia ha uma grande
variedade de aplicacdes deste fendmeno no que se diz respeito tanto a ciéncia basica quanto
no desenvolvimento de dispositivos 6ticos de alta tecnologia.

No proximo capitulo, serd descrito em detalhes o aparato experimental utilizado no
presente trabalho para a excitacdo de PS em filmes finos de ouro bem como a sua utilizacéo

na analise da hemocompatibilidade de dendrimeros PGLD.
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Capitulo 7 — Objetivos da Dissertacao

7.1 - Introducéo

Ha quase meio século o ser humano vem utilizando macromoléculas sintéticas para a
fabricacdo de biomateriais como, por exemplo, os polimeros que sdo projetados para serem
utilizados em contato com o organismo bioldgico.

De origem petroquimica, os polimeros sintéticos afetaram nao somente as engenharias,
mas, principalmente, a medicina, a biotecnologia e a area farmacéutica. Esses novos materiais
poliméricos, que interagem favoravelmente com o organismo bioldgico tornando possivel a
substituicdo de drgdos lesados irreversivelmente, promovem a qualidade de vida do paciente.

Na area medica, cabe ressaltar a fabricagdo de dispositivos como oxigenadores
cardiopulmonar, valvulas cardiacas, membranas para hemodialise, cateteres, proteses, suturas
cirurgicas, marcapasso, coragdo artificial, entre outros.

J4 a érea da biotecnologia sofreu profundas modificaces no que se refere as areas de
biocatalise e processos de separacdo. Nas Ultimas trés décadas uma grande énfase foi dada as
técnicas de imobilizacdo de enzimas em suportes poliméricos e a utilizacdo de polimeros para
a purificacdo de principios ativos animais e vegetais. O desenvolvimento da técnica de
imobilizacdo de enzimas em membranas poliméricas influiu na reducdo das etapas de
operacBes unitarias dos processos bioquimicos e, conseqlientemente, no custo do produto
final. Tais membranas com biocatalisadores imobilizados também tiveram um papel muito
importante no desenvolvimento dos biossensores de enzimas imobilizadas utilizados nas areas
de controle e automac&o de processos fermentativos, bem como na bioquimica clinica.

O impacto nas ciéncias farmacéuticas ndo foi menor quando comparado a medicina e a
biotecnologia. A sintese de polimeros soltveis em agua via polimerizacdo radicalar como, por
exemplo, a poli(vinilpirrolidona), o poli(etilenoglicol), o poli(acido acrilico) e o poli(acido
latico), tornou possivel a sintese de agentes expansores de plasma, géis para ultra-sonografia,
sistemas com propriedades antimicrobianas, cosméticos, membranas para o tratamento de
queimaduras, revestimentos de capsulas e comprimidos, entre outros materiais ja

comercializados pela industria farmacéutica.
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Embora houvesse uma verdadeira explosdo com relacdo aos processos de sintese e
uma grande evolucdo nas técnicas de caracterizacdo de polimeros na década de 60, ha
somente trés décadas um controle preciso dos processos de polimerizacdo foi atingido de
modo a se obter materiais microestruturalmente projetados para, assim, se atingir os objetivos
altamente especificos das areas médica e farmacéutica.

No final do século XX surgiram os polimeros de microestrutura digitalizada
(imprinting polymers) e macromoléculas altamente ramificadas denominadas de dendrimeros.
Tais sistemas macromoleculares causaram uma verdadeira revolucdo nas areas médica e
farmacéutica, uma vez que mimetizam proteinas, agem como receptores artificiais de
anticorpos, alavancam a sintese quiral por possuirem capacidade para a separacdo de
enantiomeros entre varias outras propriedades caracteristicas desses materiais projetados.

Os dendrimeros sdo considerados atualmente como um dos blocos fundamentais da
quimica nanoscOpica. Tais compostos isomoleculares possuem um elevado nivel de
organizacdo estrutural e marcam o inicio de uma nova era na ciéncia macromolecular: a era da
guimica nanoscopica. A elevada densidade de grupos funcionais na superficie dos
dendrimeros torna estes compostos bem interessantes para 0 projeto de préteses
cardiovasculares. Neste sentido, a aplicacdo de dendrimeros do tipo poliglicerdis densamente
ramificados com propriedades biocompativeis, parece ser uma alternativa promissora para a
obtencdo de revestimentos hemocompativeis de aplicacdo imediata na area cardiovascular,

ainda ndo devidamente explorado pela literatura.

7.2 — Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a interacdo entre o dendrimero de
poliglicerol (PGLD) e os elementos constituintes do tecido sanguineo em condi¢es in vitro.
A grande complexidade deste tipo de estudo, nos levou a utilizar a técnica de Ressonancia de
Plasmons de Superficie (RPS) a fim de melhor compreender a interacdo do PGLD com as
proteinas séricas (albumina e fibrinogénio) que governam a cascata de coagulacao do sangue.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Sintetizar e caracterizar o dendrimero PGLD;
2. Desenvolver a configuragdo de um aparato experimental no laboratorio de
Biomateriais da Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI) baseado na configuracdo
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de Kretschmann capaz de excitar plasmons de superficie interfaciado com um
software (PHYWE) para armazenamento dos dados;

3. Estudar a hemocompatibilidade de filmes finos do dendrimero PGLD através de
espectroscopia RPS e compara-la com ensaios de adesdo plaquetaria a fim de
complementar os resultados obtidos através da técnica RPS;

4, Compreender 0s mecanismos de interacdo e 0 processo de adsorcdo entre proteinas

séricas e o dendrimero de poliglicerol.
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Capitulo 8 — Materiais e Métodos

8.1 — Sintese do poliglicerol arborescente (PGLD)

Neste trabalho é descrita a obtencédo do poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD) a
partir da polimerizacgéo por abertura de anel do 2,3-epoxi-1-propanol (glicidol) utilizando-se a
sintese divergente e um nucleo oligomérico de poliglicerol. A escolha do glicidol se deve a
sua elevada reatividade em condic¢Ges brandas de polimerizacao (baixa temperatura e presséo)
e a propriedade de gerar poliéteres com elevada densidade de hidroxilas na superficie da
macromolécula.

Inicialmente, um nucleo de poliglicerol oligomérico (PGL) foi preparado a partir da
reacdo de eterificacdo da glicerina a 230°C utilizando-se Na,COj3 (0.34%m/m) em atmosfera
de nitrogénio e 50mmHg de pressdo. A agua reacional foi destilada em um equipamento
Dean-Stark.

O PGL obtido foi purificado destilando-se a glicerina ndo reagida sob presséo reduzida
(o ponto de ebulicdo da glicerina a 10mmHg é de 160,8°C). Ap6s 23 horas de reagdo o
rendimento do processo foi de 70,8%.

Ap0s transferéncia do PGL para um reator tipo tanque agitado (CSTR) em aco inox
316 NL provido de um agitador tipo &ncora (400rpm), o sistema foi mantido sob vacuo a
100°C por 24 horas para remocdo da umidade residual (<0,01%m/m, avaliada por Karl
Fischer). O sistema reacional foi alimentado lentamente (vazdo 0,1mL.min™) com glicidol
(50mL) parcialmente desprotonado com metilato de potassio (3,7M, Fluka). A temperatura do
sistema reacional foi mantida em 90°C durante 12 horas de processo. Apds conversio total, 0
poliglicerol dendritico (PGLD) foi dissolvido em metanol e neutralizado apds filtragdo em
coluna trocadora de ions tipo catiénica. O PGLD obtido foi seco em seguida sob vacuo por 15
h a 80°C (10mmHg). O rendimento do processo para obtengdo do PGLD foi de 95%.

A taxa de conversdo para a obtencdo do dendrimero pode ser escrito como:

%Conversao = (1— '[\I/IVI ] j-lOO (8.1)
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sendo [M] e [M], a concentragéo de glicidol no tempo t e t =0, respectivamente.

8.2 — Caracterizacao fisico-quimica do dendrimero obtido

A estrutura dendritica do PGLD obtido foi caracterizada utilizando-se técnicas
reoldgicas e espectroscépicas (FTIR, *H-RMN, *C-RMN).

A ressonancia magnética nuclear de préton (*H-RMN) e carbono (**C-RMN) foi
efetuada em um espectrometro Bruker 500MHz utilizando-se como solvente o
dimetilsulféxido deuterado (“DMSO).

As caracteristicas reologicas do PGLD foram determinadas em um viscosimetro de
placas rotatorias (redmetro Reologica Streesstech, duas placas de 20mm) a 100°C.

A temperatura de transicdo vitrea (Tq) do PGLD foi determinada utilizando-se a
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em um equipamento Perkin-Elmer DSC 7 em
atmosfera de nitrogénio (40mmHg) e velocidade de aquecimento de 5K.min™. O intervalo de
temperaturas explorado foi de —110°C a 80°C. A amostra foi aquecida de —110°C até 80°C e
em seguida resfriada rapidamente até —110°C. Atingido o equilibrio térmico, a amostra foi
submetida a novo aquecimento nas mesmas condicGes e novamente resfriadas até —110°C.
Uma Gltima corrida foi entdo efetuada, até a temperatura de 80°C, e registrada.

O peso molecular e a polidispersividade do PGLD foi determinada por cromatografia
de permeacdo em gel (GPC). Na analise por GPC, dimetilformamida com 0,2 % LiBr (m/m)
foi utilizado como eluente (fluxo 1,0mL.min™, pressdo 550psi). Poli(etileno glicol) (PEG) de
pesos moleculares 194, 960, 4.250, 18.600, 64.700 e 450.000 g/mol foram utilizados para
construcdo da curva de calibracdo. O sistema analitico consistiu de um cromatografo HPLC
510 da Waters equipado com detector 2414 (indice de refracdo). Foram utilizadas colunas
PLgel acoplada em série (10.000A+1000A+100A, tamanho de particula de 5um). O volume de
injecdo da amostra foi de 20xL. A aquisicdo e tratamento dos dados cromatograficos foram
efetuados com software SW da Waters Breeze 3.3.

A funcdo de calibracéo foi calculada como sendo de 32 ordem e a aplicagcdo do método
dos quadrados minimos log(Peso Molecular) versus o tempo de retencdo forneceu um
coeficiente de correlacao igual a 0,9990.

Os pesos moleculares numérico (M ,) e ponderal (M,, ) foram calculados por [1]:
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M :z—:f e M, = Ezhis(:/'p/s)} | (8.2)
It 2
s(Mp/s);

O termo (Mp/ s)i representa o peso molecular do polimero padrdo utilizado para a construcao

da curva de calibracdo. A altura do pico no cromatograma do polimero fracionado e o volume

de eluicéo séo representados por h; e i, respectivamente. Os termos s e t sdo constantes.

O indice de polidispersao ( IP) é definido como:

(8.3)

O indice de hidroxila (Non) do poliglicerol dendritico (PGLD) foi determinado apds
acetilacdo do polimero (0,5-0,6g) com 10mL de uma solucdo de anidrido acético/piridina
(1:9). Apos refluxo por 30 minutos a solugdo resultante foi titulada com NaOH 1,0M
utilizando-se fenolftaleina como indicador.

O Now foi calculado de acordo com [2]:

(V, -V, )x56,11
m

Non = (8.4)

sendo V, o volume de NaOH utilizado na titulagdo de um branco, V, o volume de NaOH

utilizado na titulagdo da amostra e m a massa de PGLD empregada.
8.3 — Sintese e caracterizacéo do eletrodo
8.3.1 — Filmes finos de ouro evaporados sobre um substrato de vidro

Neste trabalho foram evaporados filmes finos de ouro sobre um substrato de vidro
utilizando uma Evaporadora Balzer PLS500 (Figura 8.1(a)) do Instituto de Pesquisas

Energeticas e Nucleares (IPEN) da Universidade de Séo Paulo (USP). Os filmes de ouro

foram evaporados em uma atmosfera de argdnio sob um a pressédo de 4x10~*mbar. Foi

utilizada uma camada extremamente fina de aproximadamente 2-5 nandmetros do isolante
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Y,05 (6xido de itrio) como uma camada ligante a fim de proporcionar uma maior adesdo do

filme de ouro no substrato de vidro. A Figura 8.1(b) apresenta uma fotografia dos filmes finos

de ouro evaporados na superficie do substrato obtidos neste trabalho.

(b)

Figura 8.1 — (a) Foto digital da Evaporadora Balzer PLS500 do IPEN. (b) L&minas de vidro com ouro

evaporado em sua superficie.

As propriedades dticas dos filmes fino de ouro evaporados foram caracterizadas

através de espectroscopia RPS.

8.3.2 — Deposicao do dendrimero PGLD sobre o filme fino de ouro

O substrato de vidro com o filme fino de ouro depositado em sua superficie foi imerso
em uma solucdo de poliglicerol dendritico diluido em agua destilada por 5 minutos. A
concentracdo da solugdo de PGLD utilizada foi de 68,5mg/mL. A Figura 8.2 ilustra o
procedimento experimental utilizado para a deposicdo de filmes finos de PGLD sobre
substratos de ouro.

Ap0s a adsorcdo do PGLD sobre o filme de ouro, o substrato foi seco a temperatura e
atmosfera ambiente (25°C, 90,66kPa) e, em seguida, as propriedades oOticas do filme

adsorvido foram caracterizadas por espectroscopia RPS.
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8.3.3 — Estudo da adsorc¢ao da proteina BSA pelo PGLD

O substrato com o filme de PGLD adsorvido sobre o filme fino de ouro foi imerso em
solucBes de albumina de soro bovino (BSA) diluidas em soro fisiologico. As concentraces
das solugGes de BSA utilizadas foram de 1,40, 2,80, 4,20 e 5,60 mg/mL.

Para a construcdo da curva de calibracéo, o substrato ficou imerso por um periodo de 5
segundos em cada solucdo de BSA. Ja para a curva de adsorcdo de albumina em funcdo do
tempo, o substrato foi imerso na solugdo de BSA com concentracdo de 2,80mg/mL em
intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 segundos.

Ap0s a adsorcdo da BSA sobre o filme de PGLD, o eletrodo foi seco a temperatura e
atmosfera ambiente (25°C, 90,66kPa) para que, em seguida, as propriedades oticas dos filmes
adsorvidos fossem caracterizadas através do método de espectroscopia RPS.

A Figura 8.2 ilustra esquematicamente o processo de deposi¢do do PGLD sobre o

substrato de ouro bem como o processo de adsorcdo proteica.

Substrato liimpo

Inersiio em
solucfio dendritica

Q por 5 minutos .
.

|

-~ Camada de PGLD adsorvido
—= Owro evaporado
Substrato de vidro

Linersio em
solugfio protéica
por 5 segundos

P Y WP
.,., o &

Figura 8.2 — Diagrama representativo do procedimento experimental para a adsor¢do do dendrimero PGLD

sobre substratos de ouro e, a adsorcdo de proteinas sobre a superficie dendritica.

8.3.4 — Filmes de HFb adsorvidos sobre o filme de PGLD

O substrato com o filme de PGLD adsorvido sobre o filme fino de ouro foi imerso em

solucBes de fibrinogénio de soro humano (HFb) diluidas em soro fisiologico. As
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concentracdes das solucdes de HFb utilizadas foram de 0,12; 0,24; 0,36; e 0,48 mg/mL. A
concentracdo de fibrinogénio foi cerca de doze vezes menor que a concentracdo de albumina,
uma vez que essa proporcao € a encontrada no plasma sanguineo humano.

Para a construcdo da curva de calibracdo, o substrato ficou imerso por um periodo de 5
segundos em cada solugdo de HFb. J& para a curva de adsorc¢do de fibrinogénio em fun¢do do
tempo, o substrato foi imerso na solucdo de HFb com concentracdo de 0,24mg/mL em
intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 segundos.

Ap0s a adsorcdo do HFb sobre o filme de PGLD, o eletrodo foi seco a temperatura e
atmosfera ambiente (25°C, 90,66kPa) para que, em seguida, as propriedades éticas dos filmes
adsorvidos fossem caracterizadas através do método de espectroscopia RPS.

A ilustracdo do eletrodo para a analise por RPS é apresentada na Figura 8.3. A

proteina em vermelho representa ambos, BSA e HFb.

Figura 8.3 — Diagrama representativo do eletrodo para as analises por RPS.
8.3.5 — Ensaios de adesao plaquetaria do dendrimero PGLD

O ensaio de adesdo plaquetaria foi efetuado apds contato da superficie de vidro
revestido com o dendrimero PGLD com plaquetas marcadas com >'Cr [3]. O sangue humano
foi coletado em solucdo de ACD (citrato dextrose 3,8%) e o plasma rico em plaquetas (PRP)
foi preparado ap6s centrifugacdo a 700g por 5 minutos. Apds adicdo de prostaglandina sodica
(PGly, 509.mL™) e nova centrifugacdo do PRP a 900g por 10 minutos as plaquetas foram
resuspensas em solucdo de ACD pH 6,00 (6,85mM de citrato de sodio, 130mM de NaCL,

4mM de KCL e 5,5mM de glicose). As plaquetas foram peletizadas novamente e, em seguida,
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resuspensas em solucdo de Hepes-Tyrode (136mM de NaCl, 2,7mM de KCI, 0,42mM de
NaH,PQO4, 12mM de NaHCO3, 5,5mM de glicose, 2% BSA e 5mM de &cido 4,2-hidroxietil-1-
piperazina etanosulfonico). A concentracdo de plaquetas foi ajustada para cerca de 2.10°
células.mL™ e em seguidas foram marcadas com *'Cr pela adicdo de Na,”'CrO,4 (#Ci.mL™) e
incubacio por 40 minutos a 20°C. As plaguetas marcadas com >'Cr foram lavadas duas vezes
com o tampdo de Hepes-Tyrode, centrifugadas e resuspensas novamente no tampdo. Apos
ajuste para uma concentracdo de 2.10° células.mL™, as plaquetas foram utilizadas no ensaio de
adesdo plaquetaria.

Para o ensaio de adesdo plaquetaria, substratos de vidro e tubos de ensaio (vidro
pyrex) foram preenchidos com PRP contendo as plaquetas marcadas com >*Cr e mantidos a
37°C por 3 minutos. Os tubos foram em seguida lavados com solucdo tampédo de Hepes-
Tyrode contendo solucdo de MgCl, 1mM. A radioatividade dos tubos foi medida em um
contador gama. Os resultados foram expressos como a média de 5 experimentos.

Para observacdo do processo de adesdo e agregacdo plaquetaria nas superficies das
amostras dos tubos de ensaio revestidos e ndo revestidos com o dendrimero PGLD, apds
contato com o PRP o tubos foram desidratados em etanol, secos em atmosfera de CO; (ponto
critico) e, apds revestimento com ouro, foram observadas ao microscépio eletrénico de
varredura (SEM Phillips XL 30).

8.3.6 — Formacéo de trombos na superficie do dendrimero PGLD

A formacdo de trombos nas superficies de tubos de ensaios (vidro pyrex de 1mL) ndo
revestidos e revestidos com o dendrimero PGLD, foi estudada utilizando-se a metodologia
inicialmente proposta por Imai e Nose [4]. O sangue humano foi coletado em solucdo de ACD
(citrato-dextrose) para impedir a hemdlise dos glébulos vermelhos.

Os tubos de ensaios foram inicialmente hidratados em solucdo tampéo fosfato (PBS)
pH 7,4 a 37°C por 15 minutos e colocados em contato com o sangue previamente preparado
com a solugéo de ACD. Em seguida a reagdo de coagulacdo foi iniciada pela adicdo de 2041
de CaCl, a 3,8%. Apds um determinado intervalo de tempo a reacdo de formacao de trombos
foi interrompida pela adicdo de dgua destilada. As superficies testadas foram mantidas por 5
minutos em solucdo de glutaraldeido a 25% para a fixagdo dos trombos e em seguida, secos
sob vacuo a 25°C até peso constante. A quantidade de trombos na superficie foi avaliada

gravimetricamente pela equacao:
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W
%Trombos = —- x100 (8.5)
Wy

sendo Wy 0 peso dos trombos formados no vidro apos 60 minutos (referéncia de coagulagao

total) e W, representa o peso dos trombos formados nos tubos polimeéricos.

8.4 — Montagem do aparato experimental RPS: sistema de medida e aquisicao de dados

O sistema RPS utilizado para o estudo da interacdo de proteinas do plasma sanguineo
e o dendrimero PGLD baseia-se na configuracdo de refletancia total atenuada desenvolvida
por Kretschmann. A Figura 8.4 apresenta o diagrama representativo do aparato experimental

utilizado para as analises das amostras.

(7) Fixo de rotacfio

{8)Eletrodo %

referéncia

(5) Fotodetector :le-i

(L
Laser He-Ne {3)Polarizador
{632,8 mn)

(4) Divisor de
) Tris felxes | |
{6) Prisma 1

1

(9)Foto tle-.te- ctor ! (10} Computador
de smal

Figura 8.4 — Diagrama representativo do sistema 6tico utilizado no laboratério de Biomateriais na Universidade

Federal de Itajuba (UNIFEI) para analise de hemocompatibilidade de materiais poliméricos.

Inicialmente, o feixe de luz proveniente da fonte de laser (1) passa pela iris (2) e, em
seguida, atravessa o polarizador (3). Posteriormente, o feixe de luz polarizado no plano 6tico
do conjunto prisma-eletrodo € dividido em duas componentes pelo divisor de feixe (4), uma
em direcdo ao eixo de rotacdo (7) e outra para o fotodetector de referéncia (5). A parte da
fonte de luz transmitida incide na interface prisma-eletrodo e é coletada pelo fotodetector de
sinal (9). O eletrodo (8) € formado por um filme de ouro evaporado em um substrato de vidro,
um filme dendritico de PGLD adsorvido sobre o metal e, por Gltimo, um filme protéico
adsorvido sobre o dendrimero. O eixo de rotagdo (7) é varrido de 30 a 70 graus e, entdo, 0s

dados dos fotodetectores de sinal (9) e de referéncia (5) sdo coletados pelo software de
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aquisicdo dos dados. Finalmente, os dados coletados séo quantificados através do programa
computacional desenvolvido em ambiente MATLAB 7.0 descrito na se¢éo (8.6).

Os elementos que constituem o aparato experimental sdo:

1. Laser de He-Ne: apresenta um comprimento de onda de 632,8nm e uma poténcia de
saida de 1,2mW.

2. Polarizador: é utilizado para polarizar o feixe de luz corretamente no plano de
incidéncia.

3. iris: esta componente apresenta uma abertura variavel que é utilizada para bloquear

ruidos espaciais do feixe de luz proveniente do laser.

4. Divisor de feixes: é um espelho parcialmente transmissivo. Ele é colocado inclinado
em cerca de 45° na linha dptica do feixe incidente de tal forma que ele reflita uma
amostra do feixe incidente para o fotodetector de referéncia. A parte do feixe incidente
que é transmitido pelo divisor de feixe incide na superficie do prisma.

5. Fotodetector de referéncia: é utilizado para monitorar o nivel de poténcia do laser de
forma a eliminar efeitos decorrentes de flutuagdes no nivel de poténcia.

6. Prisma reto: esta componente € utilizada para permitir o acoplamento do feixe de luz
incidente em uma de suas faces aos plasmons de superficie (PS) na superficie do filme
metalico.

7. Eixo de rotacdo: é o elemento de suporte do prisma de acoplamento. Ele é utilizado
para ajustar o angulo de incidéncia do feixe incidente em relacdo a direcdo normal a
superficie do prisma. Com esta componente conseguimos determinar o valor do
angulo com uma precisao de 0,05 graus.

8. Eletrodo: é um elemento de extrema importancia para a sensibilidade do nosso sensor.
O filme fino metalico é depositado sobre um substrato de vidro que é colocado em
contato Optico com uma das faces do prisma. Sobre o filme fino metalico é
imobilizada uma camada do dendrimero PGLD.

9. Fotodetector de sinal: é utilizado para medir o nivel de poténcia da luz refletida na
interface prisma-eletrodo. No inicio de cada medida o fotodetector de referéncia é
posicionado na linha Optica da entrada para a calibracdo do sinal de entrada com
relacdo ao medido pelo fotodetector de referéncia. Uma vez realizada essa calibracgéo,
o valor absoluto da reflectancia pode ser medido pela razéo entre os sinais gerados nos
fotodetectores de sinal e de referéncia.
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10.  Computador: este componente € utilizado como sistema de aquisi¢cdo de dados. Os
fotodetectores de silicio sdo conectados ao microcomputador através de uma interface
de medida cobra 3 da PHYWE (empresa multinacional de equipamentos para
laboratdrios de fisica, quimica e biologia). Estes dados sdo entdo registrados através
do software de medidas Measure 4.2.1.2.

8.5 — Determinacao experimental do indice de refragdo do prisma

Um procedimento importante para a determinagdo dos parametros dpticos é a medida
do indice de refracdo do prisma cujo valor influéncia diretamente no célculo do angulo de
ressonancia e, consequlientemente, no calculo da espessura e da constante dielétrica do filme
metalico, filme dendritico e protéico. A expressdo matematica que relaciona o indice de

refracdo do prisma (n) com os angulos externos (6, ) e interno (6;) pode ser determinada

através da Figura 8.5.

I!s-a-

T
T

Figura 8.5 — Prisma reto ajustado para (a) o angulo externo nulo e (b) um angulo externo 6, graus.

Quando o feixe de luz incide sobre uma das faces do prisma reto, de tal forma que o
angulo externo seja nulo, Figura 8.5(a), o angulo de incidéncia interno € igual a 45°. Se for
aplicada uma pequena rotacdo nesse prisma, a refracao do feixe de luz nessa face dara origem

a um angulo « que, no caso do prisma reto, se relaciona com o angulo interno 6; pela

seguinte equacdo matematica:

9i =45°+ . (86)

Aplicando a lei de Snell nessa face do prisma, obtém-se:
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a= arcsen(wj . (8.7)
n
Substituindo a equacao (8.7) na equacao (8.6), tem-se:
0 = 45° + arcsen(wj . (8.8)

Entretanto, o indice de refracdo desse prisma pode ser obtido através do angulo
externo correspondente a condicéo de reflexdo interna total (RIT), matematicamente expresso

por:

O; =0g7 = arcsen[EJ. (8.9)
n

Fazendo-se algumas operac@es algébricas com as equacdes (8.8) e (8.9), obtém-se a

expressdo matematica para o indice de refracdo do prisma utilizado no aparato experimental:
27%
n :[1+(1—\/E(ee,R,T - 45°)) } ?, (8.10)

onde 6, gt € 0 angulo externo correspondente a reflexdo interna total na face da hipotenusa

do prisma reto.
8.6 — Procedimento numérico para obten¢do de parametros 6ticos de filmes ultrafinos

Nesta seccdo serd descrito o programa computacional, implementado em linguagem
MATLAB 7.0, para obtencéo da espessura e constantes oticas de filmes ultrafinos metalicos e
dielétricos. Este programa consiste na estimativa inicial da espessura e das constantes éticas
(indice de refracdo, constante dielétrica) dos filmes metalicos e dielétricos depositados na
superficie do eletrodo. A partir dessa estimativa inicial é executado o método das correcGes
diferenciais em um processo iterativo até que o erro absoluto quadratico entre as curvas

teorica e experimental seja minimo.
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8.6.1 — Procedimento numérico para obtencdo de parametros 6ticos de filmes finos

metalicos

O procedimento de calculo pode ser sumarizado a partir do fluxograma apresentado na
Figura 8.6.
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Figura 8.6 — Fluxograma do procedimento de célculo para obtencdo da espessura e constantes 6ticas de filmes
ultrafinos.

Inicialmente, é realizada a leitura do arquivo contendo os vetores correspondentes ao
coeficiente de reflexdo externo (obtido pela razdo entre o sinal medido no fotodetector de
sinal e no fotodetector de referéncia) e angulo de incidéncia externo, obtidos
experimentalmente atraves do aparato experimental descrito na sec¢do (8.4). Os dados
apresentados na Figura 8.7 ndo correspondem a um resultado experimental e sim uma
simulacdo computacional da reflectancia em funcéo do angulo de incidéncia externo para um
sistema de trés interfaces (prisma-6leo de silicone, 6leo de silicone-filme de ouro e filme de

ouro-ar). Foram utilizados para os dados de entrada os pontos obtidos através da simulacao
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computacional uma vez que os parametros 6ticos sao conhecidos. Estes parametros simulados
foram: 4 =632,8nm, d,, =50,0nm, & =-11,0+150i.
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Figura 8.7 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces obtido através de simulacdo computacional.

Em seguida, é calculado o coeficiente de reflexdo interno a partir da razdo entre o

coeficiente de reflex@o externo e o quadrado do coeficiente de transmisséo, ou seja,

Rext
T 2

Rint = (8.11)

sendo T o coeficiente de transmissao de poténcia em cada face correspondente aos catetos do
prisma reto.

A reflectancia minima, R, € calculada utilizando a fungéo intrinseca min(vector) do
MATLAB 7.0. O angulo ressonante, épg, € obtido projetando o valor do minimo da

reflectdncia do eixo das ordenas para o eixo das abscissas. J4 para a meia largura angular,

Wopg , 0 valor médio da reflectancia é calculado e armazenado. Posteriormente, € realizado um

processo de iteracdo com o decréscimo da variavel angular até que o valor médio da

reflectancia seja atingido. Este novo valor da variavel angular é registrado, 6,, permitindo

assim calcular a meia largura angular do espectro RPS utilizando a equacao:
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Wps =6Orps — s (8.12)

As equacdes (6.29), (6.30), (6.33) e (6.34) sdo utilizadas para a determinacdo da
estimativa inicial da espessura e das partes real e imaginaria da constante dielétrica dos filmes
metalico e dielétrico. Como verificado anteriormente, duas estimativas iniciais dos parametros
oticos dos filmes podem ser obtidas. No entanto, segundo Fontana [5] a estimativa que mais

se aproxima do valor real é

MNa = | 02| [(1+ Rmm + 2y Rpin ] (8.13)

1- len

A partir das estimativas iniciais dos parametros 6ticos dos filmes € inicializado o
método das correcBes diferenciais (apéndice B) a fim de obter o melhor ajuste entre as curvas
tedrica e experimental. Nesta etapa, a funcdo de reflectancia para o sistema de n-camadas é
implementada. A partir dela é calculada as derivadas da reflectancia em funcdo de cada
parametro 6tico e a diferenca entre o valor tedrico e experimental da reflectancia
concomitantemente com o0s elementos da matriz dada pela equacdo (A.17). Obtidas estas
variaveis sdo, entdo, calculadas as variagdes dos parametros Gticos dando origem a novos
valores da espessura e das constantes dielétricas. Este processo recursivo € realizado até que o
erro absoluto quadratico seja totalmente minimizado. Quando isto é atingido, as curvas
experimental e tedrica e o0s valores dos parametros Gticos sdo armazenados em um arquivo de
gravagdo, como mostrado na Figura 8.8. Os valores dos pardmetros éticos obtidos através do

ajuste de curva foram: d,, =50,0nm, ¢ =-10,99+150i. O procedimento numérico para as

demais camadas segue a mesma rotina.
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Figura 8.8 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces. A curva pontilhada em vermelho representa os
dados de entrada e a curva em preto o célculo teérico obtido através do modelo matematico e pelo

método das corre¢des diferenciais. Os valores obtidos dos pardmetros 6ticos foram: d 5, =50,0nm,

£ay =—10,99+1,50i com o coeficiente de correlagdo igual a R =1,00.

8.7 — Considerac0es Parciais

A montagem experimental para andlises de parametros Oticos de filmes finos
metélicos e dielétricos baseado no fendmeno RPS se mostrou eficaz uma vez que foi possivel
confinar os PS na interface prisma-metal e a partir disto detectar variacdes diminutas nas
propriedades 6ticas da mesma.

O programa computacional, baseado no modelo matematico, foi de extrema
importancia para as analises de interacBes biomoleculares uma vez que, através dele foi
possivel quantificar tanto as propriedades 6ticas do filme de ouro evaporado sobre substratos
de vidro quanto as adsor¢Oes de materiais sintéticos e bioldgicos.

As técnicas de GPC, FTIR, ®C-RMN e 'H-RMN foram esséncias durante o
desenvolvimento do presente trabalho pela caracterizacdo e comprovacdo da estrutura
dendritica e da alta pureza do poliglicerol dendritico sintetizado. J&, a técnica de DSC foi
fundamental para se determinar a temperatura de transicdo vitrea do PGLD para, assim,

confirmar o seu possivel uso em dispositivos biomédicos.
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Capitulo 9 — Resultados e Discussdes

9.1 — Analise fisico-quimica do poliglicerol dendritico

E bem conhecido na literatura que polidis tendem a sofrer eterificacdo na presenca de
catalisadores como NaOH, Na,COs, CaO em elevadas temperaturas originando, dessa forma,
poliéteres. O processo de eterificagdo em meio alcalino ndo € seletivo exigindo, portanto, um
longo tempo reacional e atmosfera inerte para inibir a formacdo de acroleina.

A Figura 9.1 mostra o percentual de conversdo da glicerina em poliglicerol

oligomérico em funcdo do tempo. Percebe-se que um peso molecular limite de 4509 -mol 2,

equivalente ao hexaglicerol foi obtido ap6s 23 horas de reacéo.
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Figura 9.1 — Percentual de conversdo da glicerina em poliglicerol oligomérico em funcdo do tempo e sua

influéncia no peso molecular.
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A segunda etapa do processo reacional envolve a obtencdo de um alcodxido como
iniciador do processo de formacgdo do dendrimero. Neste caso, um alcooxido é obtido pela

reacao de metalacao do glicidol de acordo com a reacdo mostrada na Figura 9.2.

& & 5
(a)
& & &
Oy O K POLAOHW | Oy ,OFPGLTO: K

(b)
& &
B o K
0 O4PGL+ 0O K —» ?
A (PGLy
S,

c) O

Figura 9.2 — (a) Mecanismo de desprotonacéo, (b) propagacéo (c) e ciclizagéo do glicidol.

A reacdo de abertura de anel leva a formacdo de um alcodxido como sitio ativo que se
propaga anionicamente. A reacdo de ciclizacdo € indesejavel uma vez que tende a formar
compostos de baixo peso molecular além de levar & obtencdo de materiais altamente
polidispersos no peso molecular. A reacdo de ciclizacdo do precursor oligomérico pode ser
inibida adotando como variaveis de controle a parcial de desprotonacdo (~10%), baixa
concentracéo e a lenta adicao do glicidol durante o processo de polimerizacéo.

A Figura 9.3 ilustra o percentual de conversdo em funcdo do tempo para a reacdo de
obtencdo do poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD) e, também, o logaritmo do
percentual de conversdo em funcdo do tempo para a reacdo de obtencdo do poliglicerol com
estrutura dendritica (PGLD). A analise dos resultados obtidos indica que a polimerizacédo

segue uma cinética de primeira ordem classica.
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Figura 9.3 — Cinética de polimerizacdo do PGL para obtencéo do PGLD.

9.1.1 - Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

O peso molecular médio e o indice de polidispersdo de dendrimeros sdo dois
pardmetros importantes para a determinacdo e explicacdo do comportamento fisico destes
sistemas macromoleculares. Estas propriedades podem ser determinadas através da técnica de
GPC.

A Figura 9.4 mostra a analise por GPC do poliglicerol com estrutura dendritica
(PGLD) obtido apds 12 horas de processo a 90°C. A Figura 9.4(a) apresenta a curva de
calibracdo para o dendrimero. Ja a Figura 9.4(b) indica que o dendrimero mostra uma
distribuicdo de peso molecular monomodal e um baixo indice de dispersédo no peso molecular,

0 que confirma a estrutura dendritica da macromolécula de PGLD.
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Figura 9.4 — (a) Curva de calibrac&o e (b) analise por GPC do PGLD obtido apds 02 horas de processo.

Considerando um baixo grau de desprotonacdo, a velocidade de polimerizacdo do

glicidol poderia ser descrita por [1]:

% = k[RO :"J[ROH][GI], (9.1)

sendo [RO:"], [ROH] e [GI] as concentracbes do alcodxido, poliglicerol e glicidol,

respectivamente.

Portanto, a equacdo (9.1) mostra que a velocidade de polimerizagdo é controlada pelas
concentragfes do glicidol, alcodxido e grupos hidroxilas. Estudos da literatura demonstram
que um controle da razdo concentracao do epdxido/concentracdo de um poliol ndo permite um
controle preciso do peso molecular bem como do indice de polidispersdo do polimero.

A obtencdo de um poliglicerol de estrutura dendritica monodisperso neste trabalho
vem demonstrar que a parcial desprotonacdo de um poliglicerol utilizado como iniciador
parece ser uma rota sintética mais adequada para a sintese de poliglicerdis dendriticos. Neste
caso, um provavel equilibrio dindmico entre alcodxidos e grupos hidroxilas parece garantir a

iniciacdo simultanea de todos os grupos alcodxidos presentes no sistema reacional.
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Teoricamente seria de se esperar que a distribuicdo de pesos moleculares em uma
polimerizacdo anibnica seguisse uma distribuicdo de Poisson gerando, portanto, sistemas

monodispersos.
Considerando que a concentracdo inicial do iniciador é dada por [GA], a etapa de

iniciacdo pode ser escrita como [2]:

[GA] > G® + A
GP+rA  54M o AM +G®

sendo que o crescimento da cadeia do polimero pode iniciar nos centros [AM 1_] =[GA].

A velocidade de propagacdo pode ser escrita como uma equagdo integrada de

velocidade de primeira ordem com relagdo a concentragcdo do mondémero:

d[M _ —k
- [ =v, = [kp[AMJM] = [o[eAIM = [M] = [MJe 1, 9.2)
sendo [M], a concentrag&o inicial do mondémeroem t=0 e

[GA]
sendo v o0 comprimento cinético da cadeia.
Substituindo (9.2) em (9.3) obtém-se:

=Ml fL— exp(—k ,[GA]t)}. (9.4)

[GA] i

A velocidade da reacdo de polimerizacdo ap6s a adicdo de mais glicidol ao centro

reativo da cadeia, assumindo a presenca da espécie Gc?, pode ser escrita como:

AM_+M —> AM__.
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Logo, pode-se escrever:

B d[A;\:I{] =k, [AM; " ][M 1=k, [AM; " ][M1, exp(—k ,[GA]t). (9.5)

Ap0s integracdo, considerando [AMl_] =[GA] em t =0, tem-se a expressao:

. —[Mlo (.,
[AM, ]_[GA]exp{—[GA] [l exp(kp[GA]t)]} . (9.6)

Introduzindo a equacao (9.5) obtém-se a expressdo simplificada:
[AM ;"] =[GA]exp(-D). (9.7)

Generalizando a anélise para a adicdo de n—1 unidades monoméricas do sitio ativo

[AM,-], obtém-se:

-1_ —n-1 exp(-D)
[AM " 1=[GA]o —(n o (9.8)

A razdo entre o nimero de cadeias com grau de polimerizacao n(Nn) e 0 nimero

total de cadeias (N ) pode ser escrito como:

N, [AM,1 o "'exp(-D)
N [GA] (-1

(9.9)

A expressdo (9.9) representa a distribuicdo de Poisson. A estreita distribuicdo de pesos
moleculares observada na analise por cromatografia de permeacdo em gel é justificada,
portanto, pela polimerizagéo anibnica do glicidol.

Por sua vez, o indice de polidispersdo no peso molecular é dado por:
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14— . (9.10)

Substituindo o valor M,,/M, obtido pela analise GPC, obtém-se um valor de

v~ 20. O comprimento cinético de cadeia, v, ¢ uma medida do numero médio de unidades
monomeéricas reagindo com um sitio ativo durante seu tempo de meia-vida e pode ser

relacionado com a velocidade de reagdo de propagagéo por:

kp2[|\/|]2

: 9.11
2k (6.11)

D =

sendo que K, k; ev, representam as constantes cineticas de propagacdo, terminacdo e a

velocidade de propagacéo, respectivamente.

A equagdo (9.11) mostra que o é inversamente proporcional a concentracdo de
radicais, ou seja; o comprimento das ramificacdes pode ser controlado alterando-se a
concentracéo do iniciador.

No processo de polimerizacdo do glicidol para obtencdo do poliglicerol dendritico, as
unidades epoxidicas que vao incorporando-se as cadeias poliméricas em crescimento podem
apresentar ligacGes éter, grupos hidroxilas terminais na periferia do dendrimero e carbono
assimétrico ou pseudoassimétrico, uma vez que, em geral, ndo possuem atividade ética em
fungéo da natureza macromolecular dos substituintes.

A massa molecular de um dendrimero pode ser relacionada ao numero de geracdes
através da expressdo (4.1) [3]. Substituindo os dados obtidos para o PGLD obtido neste
trabalho a saber: M ~ 20000g.mol*, M, ~550g.mol™*, M, ~59g.mol™, M, ~16 g.mol™,
n. =12, n, =2, obtém-se um ndmero de geracdo para 0 PGLD aproximadamente igual a
5,0.

A utilizacdo do poliglicerol (PGL) como nucleo de crescimento no processo de sintese

divergente gera a estrutura dendritica com uma elevada densidade de grupos hidroxilas na

periferia da macromolécula, como ilustrado na Figura 9.5.
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Figura 9.5 — Estrutura esquematica do poliglicerol com estrutura dendritica. Ly4, L1z, D e T significam ligacoes

lineares, estruturas dendriticas e grupos terminais, respectivamente.
9.1.2 — Caracterizacdo espectroscopica (FTIR, **C-RMN, *H-RMN)

A espectroscopia vibracional (FTIR) e a ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo
ferramentas importantes para a caracterizacao de estruturas dendriticas, uma vez que a analise
detalhada dos espectros fornece informacdes acerca da caracterizacdo e confirmacdo da
estrutura dendritica.

A Figura 9.6 apresenta o espectro FTIR para a glicerina (GL) e para o dendrimero

PGLD em um intervalo de 4000 a 637,9 cm*. No espectro FTIR da GL, a banda de absor¢édo
em 3267cm corresponde a freqiiéncia vibracional caracteristica das hidroxilas (-OH)

presentes nesta molécula. E, as bandas de absor¢do em 2850cm ™t e 1434cm™* caracterizam,

respectivamente, as freqiiéncias de vibracéo para ao grupos CH e CH,. J& no espectro FTIR

do dendrimero de poliglicerol, as bandas de absorcdo em 3334cm™t e 2900cm™?
caracterizam, respectivamente, a freqliéncia vibracional correspondente aos grupos hidroxilas

terminais presentes na periferia do dendrimero e ao grupo CH. Para o dendrimero PGLD, o

grupo CH, é caracterizado pelas bandas de absor¢do em 1483cm ™t e 1434cm™ . A banda de
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absorcdo em 1095cm ™t caracteriza a frequéncia de vibracdo da ligacdo C-O em ambos 0s
espectros [4].

Observa-se nos espectros de FTIR uma significativa alteracdo na regido

correspondente ao de intervalo que vai de 1300cm~ a 1000cm™ como conseqiiéncia da

reacao de eterificacdo da glicerina.

PGLD

GL

Transmitincia (v.a.)

L] I L] I L] I L] I T I T I L]
4000 3500 3noa 2500 2000 1500 1aaa

MNumero de onda (cm’l]

Figura 9.6 — Espectro FTIR da glicerina (GL) e do PGLD sintetizado neste trabalho.

A Figura 9.7 ilustra o espectro de **C-RMN para o poliglicerol de estrutura dendritica

sintetizado neste trabalho.
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Figura 9.7 — Espectro RMN de carbono (**C) do PGLD sintetizado neste trabalho.

Quatro unidades estruturais podem ser distinguidas na estrutura dendritica:

(L14) € formada.

formada e a cadeia polimérica é ligada as hidroxilas secundarias.

(T) com duas hidroxilas é formada.

106

Se a propagacao ocorreu através de hidroxilas secundarias uma unidade linear do tipo
1,3 é formada (L13).
Se hidroxilas primarias sofrem propagacdo, uma correspondente unidade linear 1,4

Se ambas as hidroxilas reagem com o mondmero, uma unidade dendritica (D) é

Se 0 mondmero sofre alguma desativacdo por troca de préton, uma unidade terminal

A Tabela 03 indica as atribuicdes efetuadas ao espectro **C-RMN do dendrimero

obtido neste trabalho. Os dados obtidos podem ser utilizados na determinacdo do grau de

ramificacdo (Gg) da macromolécula. O grau de ramificagdo é uma medida que indica a

tendéncia das ramificacOes criadas durante a etapa de propagagcdo em gerar estruturas

dendriticas. Para estruturas lineares o grau de ramificagéo (Gg) é igual a zero (Gg =0), para

uma reacao de policondensagéo ao acaso, Gg =0,5, e, finalmente, para a formacéo de uma

estrutura dendritica, Gg =10.

espectro de **C-RMN através da equacio:

Gr

2D

T 2D+ Lt Ly

O grau de ramificacdo pode ser calculado a partir das intensidades dos picos no

(9.12)
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sendo Gy o grau de ramificagdo e D, L1z e Li4 representam as contribui¢des das fracdes
dendriticas e lineares presentes no polimero, respectivamente.
O valor obtido neste trabalho, Gg =0,80, indica que a lenta adicdo do alcooxido

promoveu a formagao da estrutura dendritica.

Tabela 03 — Analise do espectro de *C-RMN para o PGLD sintetizado neste trabalho.
Solvente: “DMSO, temperatura: 25°C.

Regido da Molécula | Grupo funcional | Deslocamento (ppm) | Integral relativa

CH,OH 62,9

Lis CH; 71,2 0,85
CH 81,6
CH 80,2

D CH, 73,0 6,31
CH, 72,4

Lig CH; 74,0 2,12
CHOH 70,9
CH,OH 64,5

T CHOH 71,3 4,31
CH, 72,4

O espectro *H-RMN do PGLD, Figura 9.8, é menos informativo que o espectro de
carbono, mas pode-se notar claramente a incorporacdo do glicidol. Os sinais dos grupos metil
e metileno a 0,9 e 1,4 ppm, respectivamente, sdo devidos ao glicidol. Os quatro prétons
metilénicos e um proton relativo ao grupo metino do PGLD aparecem como uma larga
ressonancia entre 3,3 e 3,9 ppm. Os prétons relativos ao grupo hidroxila geram um sinal a
4,8ppm.

OH ]

CH,CH,

CH,CH

—

S0 40 30 20 1o
& (pprn)

Figura 9.8 — Espectro RMN de préton (*H) do PGLD sintetizado neste trabalho.
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9.1.3 — Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e comportamento reolédgico

Um polimero pode existir em trés estados fisicos: vitreo, altamente elastico e fluido
viscoso. E importante ressaltar que a passagem de um estado fisico a outro ndo ocorre em uma
temperatura definida, mas em um certo intervalo de temperaturas onde existe uma variagéo
gradual nas propriedades termodindmicas do material. Neste caso, os valores medios da
temperatura na regido de transicdo sdo denominados de temperatura de transicédo [5].

A transicdo do estado vitreo para o estado altamente elastico é denominada de

temperatura de transicdo vitrea (T, ) e, se associa a este estado a estrutura de um liquido
super-resfriado. A temperatura de T, € comumente associada a uma transicdo de fase de

segunda ordem uma vez que 0s potenciais termodindmicos sdo continuos, mas a primeira e
segunda derivada sdo caracterizadas por exibirem uma varia¢do brusca com a temperatura, ou

seja:

"oPOT

oT

opP?

2 2 2
0°G ovV) 06 ov 0°G Cp (9.13)
"2
T p 0

opP B

A temperatura de transicdo vitrea pode ser medida experimentalmente pela
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), uma técnica que tem sido amplamente utilizada
na obtengdo de informacdes relativas ao estado solido das substancias macromoleculares [6].

Portanto, na transicao de fase correspondente a temperatura vitrea (T ), a técnica DSC exibira

uma resposta endotérmica correspondente a uma variacdo na capacidade calorifica do
material.
Embora exista uma certa controvérsia com relagdo ao equilibrio de fases em um

sistema macromolecular, existe um consenso no meio cientifico de que a Ty de um material

polimérico esta diretamente relacionado as interacdes intermoleculares de longo ou curto
alcance bem como interac@es intramoleculares na cadeia da macromolécula [7].

A natureza da estrutura dendritica com relagdo a existéncia de grupos funcionais
polares ou apolares na periferia da macromolécula exerce uma influéncia significativa nas
propriedades macroscopicas do polimero destacando-se a temperatura de transi¢do vitrea e

seu comportamento reoldgico.
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A Figura 9.9 mostra a curva de DSC para o poliglicerol com estrutura dendritica

sintetizado neste trabalho. A baixa temperatura de transicdo vitrea observada (T, = -20,2°C)

indica que o PGLD sintetizado € adequado para o revestimento de superficies devido a sua
elevada flexibilidade a temperatura ambiente, caracteristica desejavel para o revestimento de

dispositivos cardiovasculares.

110l —

Fluxo de calor
———
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Figura 9.9 — Curva DSC para o PGLD sintetizado neste trabalho.

De acordo com a referéncia [8], a reologia tem como principal objetivo o estudo da
deformacéo e fluxo da matéria, os quais envolvem fendmenos de elasticidade, plasticidade e
viscosidade.

Os fluidos podem ser classificados reologicamente como fluidos newtonianos ou
fluidos ndo-newtonianos. Agqueles que sdo classificados como fluidos newtonianos,
apresentam uma relagéo linear entre a taxa de cisalhamento e a tensdo de cisalhamento, como

mostrado na equacéo de Newton:

n=2, (9.14)

onde 77 é a viscosidade do fluido, o é a tensdo de cisalhamento e y é a taxa de cisalhamento.

Ou seja, a viscosidade mantém-se constante com a variacdo na taxa de cisalhamento.
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Enquanto que, os fluidos ndo-newtonianos do tipo pseudoplastico sdo aquelas substancias
que, em repouso, apresentam suas moléculas em um estado desordenado, e quando
submetidas a uma tensdo de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na direcdo da
forca aplicada [8,9].

O comportamento reoldgico do PGLD é mostrado na Figura 9.10. Como pode ser
observado, a macromolécula ndo apresenta pseudoplasticidade comportando-se como um
fluido newtoniano. A dependéncia da viscosidade em funcdo da tensdo de cisalhamento pode
ser associada a uma possivel interagdo por ligacdo de hidrogénio na macromolécula. Esta

mesma dependéncia é observada entre 0 nimero de hidroxila e a tensdo de cisalhamento.
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Figura 9.10 — Comportamento reoldgico do PGLD.

9.2 — Influéncia dos parametros 6ticos de filmes de ouro depositados sobre substratos de

vidro

Para ilustrar de que forma os parametros Oticos do filme metalico de ouro depositado

influenciam a reflecténcia, sera inicialmente apresentado o resultado de algumas simulacdes
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de espectros RPS com base nas equacdes descritas no Capitulo 6. Estas simulagfes foram
realizadas a partir do software MATLAB 7.0.

Inicialmente foram realizadas simulacdes a fim de verificar a influéncia da espessura
do filme metélico (ouro) sobre a dependéncia angular da reflectancia. Uma vez que a
espessura do filme tem como objetivo aumentar as perdas de energia do sistema, é importante
observar como este parametro influéncia no comportamento da curva RPS. A estrutura
utilizada nas simulacbes € composta por trés camadas que correspondem a um prisma de
vidro, um filme metélico de ouro e 0 ar. O comprimento de onda do laser utilizado nesta

simulacdo foi igual ao experimental (1 =632,8nm). O indice de refracdo do prisma e a
constante dielétrica do filme de ouro foram n, =155 e ¢ = -10,5+1,50i, respectivamente. A

Figura 9.11 mostra o resultado das simula¢Ges com curvas correspondendo a filmes de ouro
de espessuras 20, 30, 40, 50, 70, 90 e 110 nm, respectivamente.

Reflectancia

40 . 42 44 46 48 50
Angulo de incidéncia interno (graus)

Figura 9.11 — Simulacdo computacional da influéncia da espessura do filme metélico de ouro sobre a

dependéncia angular da reflectancia para uma estrutura de trés camadas (prisma, ouro, ar).

Observa-se através dessas simulacdes que a espessura dos filmes metalicos altera o
valor minimo da reflectancia, a posicdo angular desse minimo e a largura de linha da

ressonancia como apresentado através das equacfes no capitulo 6. Além disso, a espessura
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6tima do filme metélico de ouro encontra-se por volta de 50nm conforme pode ser observado
na Figura 9.11.

Pelas simulacdes, observou-se que espessuras menos elevadas deslocam o minimo de
ressonancia para a direita, aumentam a largura da linha de ressonancia e aumentam o valor do
minimo de reflectancia. Ja filmes de ouro com espessuras mais elevadas deslocam 0 minimo
de ressonancia para a esquerda, diminuem a largura da linha de ressonancia e aumentam o
valor do minimo de reflectancia.

Um outro parametro importante é a parte imaginaria da constante dielétrica do filme
metalico. A Figura 9.12 ilustra a influéncia da variacdo da parte imaginaria da constante
dielétrica do filme de ouro (&¢"=0,2;&"=0,4;&"=2,0) sobre a dependéncia angular da
reflectancia. Estas simulacdes correspondem também a uma estrutura de trés camadas
(prisma, filme de ouro, ar). A espessura foi fixada em d =50nm e com a parte real da

constante dielétrica do filme fixada em &' =-10,5. Observa-se que a parte imaginaria da

constante dielétrica influéncia a largura de linha da ressonancia, bem como o grau de
acoplamento do campo incidente com os plasmons de superficie (PS). E importante notar que
a largura de linha da ressonancia aumenta com a absorcdo, representada pelo valor do

parametro &".

Reflectancia

0 1 1 1 1 1
40 42 44 46 48 50
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Figura 9.12 — Simulagdo computacional da influéncia da parte imaginéria da constante dielétrica do filme
metalico de ouro sobre a dependéncia angular da reflectancia para uma estrutura de trés camadas
(prisma, ouro, ar).
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Estes resultados sdo importantes devido ao fato de que a quantificacdo da adsorcao de
proteinas séricas sobre a superficie de filmes finos dendriticos leva em consideracdo os
parametros 6ticos do filme metalico. Um outro fator importante € que a sensibilidade dos
sensores baseados em RPS esta diretamente relacionada com os parametros oticos do filme
metalico. Além disso, o procedimento experimental adotado para a deposicéo de filmes finos
metalicos, exerce uma influéncia significativa na resposta do biossensor. Neste sentido, a
limpeza do substrato de vidro e a topologia do filme metalico depositado podem contribuir
significativamente para o espectro RPS contribuindo para um falso resultado do processo de

adsorcéo.
9.3 — Caracterizagdo do filme metalico por RPS

Como os parametros Oticos (constante dielétrica e espessura) do filme metalico sdo de
extrema importancia para a excitacdo dos PS e também para a monitoracdo da camada
protéica adsorvida sobre a superficie do dendrimero, foram realizados experimentos a fim de
se obter tais parametros.

A Figura 9.13 ilustra o espectro RPS para o filme de ouro de uma das laminas que
foram preparadas pela técnica de evaporacdo. A partir do modelo matematico,
concomitantemente com o ajuste de curva baseado no método das correcdes diferenciais, foi
possivel estimar os valores da espessura e da constante dielétrica do filme metalico. Os

valores obtidos dos pardmetros Oticos foram: e,, =—10,6(+0,412)+132i(+0,214) e

d =77,8(x1,21)nm, com um coeficiente de correlago igual a R = 0,99355.
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Figura 9.13 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces. A curva pontilhada em vermelho representa o
espectro RPS obtido experimentalmente e a curva em preto o ajuste de curva obtido através do
método das correcdes diferenciais. Os valores obtidos dos pardmetros O6ticos foram:
£p, =—10,6(20,412)+1,32i(+0,214) e d =77,8(x1,21)nm, com um coeficiente de correlagio
iguala R =0,99355.

9.4 — Influéncia da polarizacéo sobre o fendmeno RPS

Uma das condigdes necessarias para o confinamento dos PS é a exigéncia de que o
feixe de luz incidente a interface prisma-metal seja p-polarizado, ou seja, que a polarizacéo
esteja contida no plano o6tico da interface. A fim de verificar se a polarizacdo do feixe de luz
do aparato experimental descrito na secdo (8.4) encontrava-se corretamente ajustada, foram
realizados experimentos a fim de se obter a melhor polarizagdo que permitisse 0 maior
confinamento dos PS o qual esta diretamente relacionado com a sensibilidade do sensor.

A Figura 9.14 apresenta dois espectros RPS com duas diferentes polarizacdes do feixe
de luz incidente. Observa-se que apenas na curva em vermelho ha o acoplamento dos PS
indicado pela perda de energia da radiacdo incidente ao refletir na interface prisma-metal.
Portanto, com este experimento foi possivel ajustar a polarizacdo do feixe de luz incidente a

fim de se obter a resposta méaxima do sensor.
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Figura 9.14 — Espectros RPS obtidos experimentalmente. A curva em vermelho representa o espectro para a

fonte de laser p-polarizada e a curva em preto para o feixe s-polarizado.

9.5 — Estudo do comportamento da adsorcdo das proteinas séricas sobre o PGLD

(isotermas de Langmuir e Freundlich)

Antes da apresentacdo dos resultados experimentais da adsorcdo das proteinas séricas
sobre a superficie do dendrimero PGLD faz-se necessario entender a interacdo entre o

dendrimero PGLD e o filme de ouro evaporado sobre um substrato de vidro.

9.5.1 — Adsorc¢éo do dendrimero PGLD sobre a superficie do filme de ouro

A quantificacdo da adsor¢do do dendrimero de PGLD sobre a superficie do filme de
ouro foi realizada através de espectroscopia RPS. A Figura 9.15 ilustra os espectros RPS para
o filme de ouro e para o filme de ouro revestido com PGLD. Observa-se que 0s parametros

Rmin» Wps € Gpg sdo alterados quando o filme dendritico € adsorvido sobre a superficie do

filme de ouro.
Esta adsorcdo pode ser atribuida ao deslocamento da nuvem eletrénica do dendrimero
de PGDL (redistribuicdo de carga) provocada pela presenca do filme de ouro quando este é

imerso na solucdo. Este deslocamento provoca uma interacdo do tipo dipolo-dipolo entre a
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parte externa da molécula de PGLD e a superficie do filme de ouro evaporado sobre o
substrato de vidro. A interacdo eletrostatica entre o filme de ouro e o dendrimero de PGLD

esta ilustrada na Figura 9.16.
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Figura 9.15 — Espectros RPS obtidos experimentalmente através do aparato experimental descrito na se¢do
(8.4). A curva em verde representa o espectro do filme fino de ouro depositado sobre o substrato
de vidro, a curva em vermelho representa o espectro RPS para a adsorcéo do dendrimero PGLD

sobre o substrato de ouro e as curvas em preto sdo os ajustes de curva obtido através do método

das correc@es diferenciais.

Figura 9.16 — (a) Distribuicéo de cargas no dendrimero PGLD em solucéo PBS, pH 7,4, (b) superficie de ouro
e em (c) o dendrimero interagindo eletrostaticamente com a superficie do ouro. A cor vermelha

representa a distribuicdo de cargas positivas e as azuis a distribuicdo de cargas negativas.
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9.5.2 — Adsorc¢éao de BSA sobre a superficie do dendrimero PGLD

Um importante procedimento para o estudo da adsorcdo de proteinas sobre superficies
sintéticas é verificar o comportamento da adsorcdo através das isotermas de Langmuir e
Freundlich. Neste sentido, foram realizados experimentos RPS variando-se a concentracdo da
solucéo proteéica a fim de se obter uma curva de calibracdo da espessura da camada protéica
adsorvida sobre a superficie do dendrimero PGLD em funcdo da concentracdo. A Tabela 04
ilustra os parametros Gticos utilizados para a obtencdo da espessura das camadas metalica,
dendritica e protéica.

Tabela 04 — Pardmetros experimentais.

Comprimento de onda do laser A =6328nm
Indice de refracéo do prisma Ny = /€0 =1550
indice de refracio do liquido casador Ny =+Je; =1495
Espessura do liquido casador d; =2nm
Indice de refragdo do PGLD Ng = /63 =1482
indice de refracio das proteinas Ny = /&4 =1520
Indice de refracdo do ambiente ng =10

A Figura 9.17 apresenta os espectros RPS para o filme de ouro, para o PGLD
adsorvido sobre a superficie do ouro e para a solugédo de BSA com concentragéo de 1,4mg/L.

Observa-se através da figura que quando o filme de ouro é colocado em contato com a
solucdo dendritica ocorre o processo de adsorcdo que pode ser quantificado através da

alteracdo dos parametros Ry,, Wps € 6ps durante este processo. O mesmo e observado

guando o eletrodo contendo o filme de ouro e o dendrimero PGLD é colocado em contato
com a solucgéo de BSA.

Com os valores da espessura e do indice de refragdo obtidos através do programa
computacional descrito na secdo (8.6), foi construida uma curva de calibracdo da espessura
em funcdo da concentracdo de proteina como mostrado na Figura 9.18. Observa-se uma alta
linearidade entre a espessura da camada protéica adsorvida sobre a superficie do filme

dendritico e a concentracdo da mesma.
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Figura 9.17 — Espectros RPS obtidos experimentalmente através do aparato experimental descrito na se¢do
(8.4). A curva em verde representa o espectro do filme fino de ouro depositado sobre o substrato
de vidro. As curvas em vermelho e azul representam, respectivamente, os espectros RPS para a
adsorcdo do dendrimero PGLD sobre o substrato de ouro e a adsor¢do da proteina BSA sobre o
filme de PGLD. As curvas em preto sdo os ajustes de curva obtido através do método das

corre¢des diferenciais.
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Figura 9.18 — Curva de calibragdo da espessura da camada protéica adsorvida na superficie do PGLD em funcéo
da concentracdo de BSA. A reta em vermelho representa o ajuste de curva obtido através do

software Origin 7.5. As barras representam o desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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A partir da reta obtida e da equacéo de Feijter [10] foi possivel converter espessura em
massa de proteina adsorvida sobre a superficie do filme polimérico e verificar qual a isoterma

foi predominante durante o processo de adsorcdo. A equacdo de Feijter relaciona a espessura

da camada de proteina adsorvida sobre a superficie do dendrimero (d,) e os indices de
refragdo da proteina (n,) e do substrato de PGLD (ng) no qual a proteina sera adsorvida,

através da seguinte equacdo matematica:

n,—n
m=d, -
Pon/oc

(9.15)

on , . . « . . ,
sendo a—Ce o0 incremento do indice de refracdo das moléculas o qual pode ser medido atraves

de um refratometro diferencial. Os valores de d,, n, e ng foram obtidos através do aparato

D
experimental montado em nosso laboratorio.

Para proteinas séricas, o incremento do indice de refragdo e 0,183cm3/ g [11,12]. A
partir destes dados foi possivel estimar a quantidade de massa de proteina adsorvida sobre a
superficie do dendrimero PGLD como pode ser observado através da Figura 9.19.

Com o auxilio das equaces (3.3) e (3.8) foram construidos os graficos das isotermas
de Langmuir e Freundlich apresentados nas Figuras 9.20 e 9.21. A partir dos ajustes de curva

linear, foi possivel determinar os pardmetros b, m,,, para as isotermas de Langmuire n e

ke para a isoterma de Freundlich. Os valores sdo apresentados na Tabela 05.
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Figura 9.19 — Curva de calibracdo da massa de BSA adsorvida na superficie do PGLD em funcdo da
concentracdo de BSA. A reta em vermelho representa o ajuste de curva obtido através do

software Origin 7.5. As barras representam o desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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Figura 9.20 — Isoterma de Langmuir para a adsor¢do de BSA sobre o dendrimero PGLD. A reta em vermelho
representa o ajuste de curva obtido através do software Origin 7.5. As barras representam o

desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.



Capitulo 9 — Resultados e Discussdes

log (m)

log (m) =1,560+0,8232 log ([BSA])
224 R*=0,9991

0,5
log ([BSA])

0.6

oy 08 04

121

Figura 9.21 — Isoterma de Freundlich para a adsorcdo de BSA sobre o dendrimero PGLD. A reta em vermelho

representa o ajuste de curva obtido através do software Origin 7.5. As barras representam o

desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.

Tabela 05 — Valores das constantes das isotermas de Langmuir e Freundlich obtidos para o

processo de adsorcdo de BSA sobre o dendrimero PGLD através do ajuste de

curva linear e com o respectivo coeficiente de correlagdo a uma temperatura de

280k.
Langmuir Freundlich
b(L/g) Mpax (,ug/cmz) R? n ke (cm) R?
71,02 0,5198 0,9642 1,215 36,31 0,9991

A partir do coeficiente de correlacdo pode-se determinar a isoterma predominante no

processo de adsorcdo de proteinas séricas sobre o dendrimero PGLD. Neste sentido, a

isoterma que melhor representa o processo de adsor¢do de BSA em filmes finos de PGLD foi

a isoterma de Freundlich. Este resultado indica que ha formacdo de multicamadas protéicas

adsorvidas sobre o filme dendritico de poliglicerol. Além disso, 0 processo de adsorcao €

favoravel tendo em vista que a constante de linearidade da isoterma de Freundlich é igual a

n=1,215.
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Através do modelo de adsorcdo de Freundlich, pode-se inferir que o filme protéico
adsorvido sobre a superficie do filme dendritico é heterogéneo, uma vez que ha uma
distribuicdo logaritmica de adsorcdo da camada protéica sobre a superficie do dendrimero
prevista pelo modelo.

A partir dos parametros obtidos da isoterma de Langmuir em conjunto com a equagéo
(3.4) foi possivel determinar o valor da Energia Livre de Gibbs de adsorcdo. O valor obtido

foi de —27,66kJ/mol . Este valor implica em um processo de adsor¢éo espontaneo e, além

disso, uma boa interacdo entre o dendrimero PGLD e a proteina sérica BSA.

A interacdo entre o dendrimero PGLD e a proteina sérica BSA pode ser explicada
através de interacOes eletrostaticas [11]. Em pH 7,4 (pH do sangue), a proteina sérica BSA
possui trés dominios com uma carga liquida igual a -17. No entanto, o dominio | da molécula
de BSA esta carregado positivamente (+1). Como ocorre uma redistribuicdo de carga na
macromolécula de PGLD, quando este entra em contato com o ouro, hd uma interacdo entre
as cargas positivas do dominio | da molécula de BSA e as cargas negativas do dendrimero
PGLD (Figura 9.22), o que favorece a interagdo entre o dendrimero e a proteina sérica.
Todavia, esta interacdo ndo é muito forte devido a repulsdo eletrostatica gerada pelos

dominios Il e I11 da molécula protéica.

Figura 9.22 — Modelo de interacdo entre a proteina sérica BSA e o dendrimero PGLD. Os circulos em cinza
representam o dendrimero PGLD com os seus respectivos grupos hidroxilas terminais protonados

(pH =7,0) e os trés circulos em branco representam os trés dominios da proteina BSA.

No entanto, a interacdo eletrostatica entre a regido carregada negativamente na
superficie do dendrimero PGLD e a carga positiva do dominio | proporcionam uma mudanca

conformacional. Esta mudanca favorece a formacédo de multicamadas da proteina sérica BSA



Capitulo 9 — Resultados e Discussdes 123

sobre a superficie do dendrimero PGLD (empacotamento). Uma representacdo esquematica

deste empacotamento é apresentada na Figura 9.23.

Figura 9.23 — Diagrama representativo do empacotamento da proteina sérica BSA sobre a superficie do
dendrimero PGLD. O retangulo em amarelo representa o substrato de ouro e as elipses de cor
cinza e branca representam, respectivamente, a molécula do dendrimero PGLD e os dominios I,

Il e 11l que constituem a molécula da BSA.

9.5.3 — Adsorcéo de HFb sobre a superficie do dendrimero PGLD

De forma analoga ao que foi realizado para a adsor¢do de BSA sobre a superficie do

dendrimero PGLD, a Figura 9.24 apresenta os espectros RPS para o filme de ouro, para o

PGLD adsorvido sobre a superficie do ouro e para a interagéo entre o HFb (0,24mg/L) com
0 PGLD. Observam-se também alteragdes nos parametros R, , Wps € fpg , COMo observado

para a adsorcdo de BSA. E necessario salientar que a concentracéo de fibrinogénio no plasma
sanguineo humano é cerca de doze vezes menor gque a concentracdo de albumina. Portanto,
para a construcdo das isotermas de adsorcdo de HFb sobre o dendrimero PGLD foi mantido a
mesma propor¢do encontrada no plasma sanguineo humano. O mesmo é observado quando o
eletrodo contendo o filme de ouro e o dendrimero PGLD é colocado em contato com a
solucéo de HFb.

Com os valores da espessura e do indice de refracdo obtidos através do programa
computacional descrito na se¢do (8.6) foi construida uma curva de calibracdo da espessura em
funcdo da concentracdo de proteina, como mostrado na Figura 9.25. Observa-se uma alta
linearidade entre a espessura da camada protéica adsorvida sobre a superficie do filme

dendritico e a concentracdo da mesma.
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Figura 9.24 — Espectros RPS obtidos experimentalmente através do aparato experimental descrito na secéo
(8.4). A curva em verde representa o espectro do filme fino de ouro depositado sobre o substrato
de vidro. A curva em vermelho e azul representam, respectivamente, 0s espectros RPS para a
adsorcdo do dendrimero PGLD sobre o substrato de ouro e a adsorcéo da proteina HFb sobre o
filme dendritico. As curvas em preto sdo os ajustes de curva obtido através do método das

corre¢des diferenciais.

54 d=0,2712+0,008440 [HFb]
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Figura 9.25 — Curva de calibragdo da espessura da camada protéica adsorvida na superficie do filme dendritico
(PGLD) em func¢do da concentracdo de HFb. A reta em vermelho representa o ajuste de curva
obtido através do software Origin 7.5. As barras representam o desvio padrdo de um conjunto de

trés medidas.
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De forma analoga ao que foi feito para a adsorcdo de BSA sobre o dendrimero PGLD,

a espessura foi convertida para massa adsorvida através da equagdo (9.15). Os valores de d,,

n, e ng foram obtidos através do aparato experimental montado em nosso laboratorio. A

p
curva convertida para massa de HFb adsorvida sobre a superficie do dendrimero PGLD ¢
apresentada na Figura 9.26.

Posteriormente, com o auxilio das equac6es (3.3) e (3.8) foram construidos os graficos
das isotermas de Langmuir e Freundlich apresentados nas Figuras 9.27 e 9.28. A partir do

ajuste de curva linear foi possivel determinar os pardmetros b, mg,, para as isotermas de

Langmuir e n e kg para a isoterma de Freundlich. Os valores sdo apresentados na Tabela 06.
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Figura 9.26 — Curva de calibracdo da massa de HFb adsorvida na superficie do filme dendritico de PGLD em
funcdo da concentracdo de HFb. A reta em vermelho representa o ajuste de curva obtido através

do software Origin 7.5. As barras representam o desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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Figura 9.27 — Isoterma de Langmuir para a adsor¢do de HFb sobre o dendrimero PGLD. A reta em vermelho
representa o ajuste de curva obtido através do software Origin 7.5. As barras representam o

desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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Figura 9.28 — Isoterma de Freundlish para a adsorcdo de HFb sobre o dendrimero PGLD. A reta em vermelho
representa o ajuste de curva obtido através do software Origin 7.5. As barras representam o desvio

padréo de um conjunto de trés medidas.
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Tabela 06 - Valores das constantes das isotermas de Langmuir e Freundlich obtidos para o
processo de adsor¢do de HFb sobre o dendrimero PGLD através do ajuste de

curva linear e com o respectivo coeficiente de correlacdo a uma temperatura de

298 K.
Langmuir Freundlich
b(L/g) M max (yg/cmz) R? n ke (cm) R2
0,4741 492,6 0,9330 1132 0,3955 0,9995

Assim como verificado para a adsor¢do de BSA sobre o dendrimero PGLD a isoterma
predominante no processo de adsor¢do de HFb também é a de Freundlich. Este resultado
indica que ha formagdo de multicamadas protéicas adsorvidas sobre o filme dendritico de
poliglicerol e que o processo de adsorcdo é favoravel tendo em vista que a constante de
linearidade da isoterma de Freundlich é maior do que 1.

A partir dos parametros obtidos da isoterma de Langmuir em conjunto com a equacgéo
(3.4) foi possivel determinar o valor da Energia Livre de Gibbs de adsor¢do do HFb sobre o

dendrimero PGLD. O valor obtido foi de —15,25kJ/mol . Este valor implica em um processo

de adsorcdo espontaneo. No entanto, a energia livre de Gibbs de adsorcdo para o HFb €
menor do que a energia livre de Gibbs de adsor¢do da BSA, o que indica uma interagdo muito
mais pronunciada entre 0 PGLD dendritico e a proteina BSA.

O baixo valor para a energia livre de Gibbs de adsorcdo do fibrinogénio sobre a
superficie do PGLD se deve ao fato da forte repulsdo entre a regido carregada negativamente
na superficie do PGLD e os dois dominios da molécula de fibrinogénio que fazem com que
ele possua uma densidade de carga negativa em pH = 7.0 [13].

9.5.4 — Cinética de adsorcao das proteinas séricas BSA e HFb

A fim de verificar a cinética de adsorcdo das proteinas séricas BSA e HFb foram
realizados ensaios da massa adsorvida das proteinas sobre o dendrimero PGLD adsorvido
sobre o substrato de ouro em fungdo do tempo. Para o processo de adsor¢do de BSA foi

utilizada a solugdo cuja concentragdo era de 2,8mg/L e para o HFb a solugdo com

concentragdo de 0,24mg/L. De novo é necessario salientar que essa proporgdo de BSA/HFb
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estd dentro da proporc¢édo dessas proteinas encontrada no sangue. O comportamento da cinética
de adsorcéo ¢ apresentado na Figura 9.29.

Através da Figura 9.29, observa-se que ambos 0s processos de adsor¢cdo seguem uma
cinética de primeira ordem. Além disso, o dendrimero PGLD possui uma maior interacdo com
a proteina sérica BSA em condic¢des fisiol6gicas. A boa interagdo entre a proteina BSA e o
PGLD é um fator positivo para a hemocompatibilidade do dendrimero, uma vez que a
molécula de BSA possui a habilidade de bloguear a subseqlente adsorcdo das demais
proteinas que possam induzir a formacdo de trombos [14]. Este resultado indica que, em uma
adsorcdo competitiva, como ocorre no corpo humano, a interacdo entre a BSA e o PGLD
contribuird para uma minimizacao da adsorcao de proteinas que contribuam para a formacéo
de agregados plaquetarios e o subsequente desencadeamento da cascata de coagulacéo.

O baixo valor para a energia livre Gibbs de adsor¢do do HFb concomitantemente com
a elevada interacdo com a molécula de BSA comprovam o carater hemocompativel do PGLD
dendritico.

A fim de complementar os resultados obtidos através da técnica RPS, foram realizados
ensaios de adesdo plaquetdria em uma superficie de vidro e uma outra superficie de vidro
revestida com o dendrimero PGLD. Os resultados sdo apresentados e discutidos na proxima

secéo.

Massa adsorvida (ng/cm?)

T E T E T E T E T
n 10 20 30 40

Tempo (s)
Figura 9.29 — Cinética de adsorcdo das proteinas séricas BSA e HFb sobre a superficie do dendrimero PGLD. A
curva em preto representa a cinética de adsorcdo da BSA e a curva em vermelho a adsorcéo do
HFb. As curvas em vermelho e preto sdo curvas de tendéncia e nao ajustes numéricos. As barras

representam o desvio padréo de um conjunto de trés medidas.
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9.6 — Ensaios de adesdo plaquetaria

O primeiro evento decorrente da exposicdo de uma superficie sintética ao sangue € a
adsorcdo de proteinas séricas seguido da adesdo plaquetaria na forma de monocamadas ou
agregados. Estudos indicam que o processo de adesdo de plaquetas envolve a interacéo fisica
ou quimica dos receptores de membrana desta célula com a superficie do polimero sintético
[15].

A interacdo entre a superficie sintética e o sangue envolve uma fenomenologia ainda
ndo totalmente esclarecida pela literatura. Entretanto, sabe-se que, ap0s exposi¢ao ao sangue,
uma serie de eventos de adsorcao dos elementos presentes no fluido vital inicia-se na interfase
macromolécula-tecido bioldgico. Desta maneira as propriedades fisico-quimicas da
macromolécula, tais como presenca de microdominios hidrofilico/hidrofobico, topologia e
presenca de cristalitos, sdo fatores que podem influenciar nas interagcdes entre a superficie
sintética e o sistema cardiovascular [16].

De uma maneira geral, a série de fatores que determinam a formacdo de uma interface
por deposicdo plaquetaria sobre a superficie de um biomaterial sdo influenciadas pela
termodindmica do sistema que, através de variacdes entélpicas e entrdpicas, dirigem o
potencial termodindmico de Gibbs para o processo de adesdo e agregacao da célula sanguinea
na superficie sintética [16].

Entretanto, deve-se recordar que o carater ndo temporal da termodinamica impede o
estabelecimento de uma avaliacdo mais criteriosa da dindmica da interacdo célula sangliinea-
superficie sintética.

A adesdo de plaquetas na superficie sintética € mediada pelo fator VIl da coagulacédo
sanglinea, podendo ser liberados alguns constituintes do agregado plaquetario dentro do
plasma. Estas transformacées estdo sob o controle das prostaglandinas, fons Ca*?, AMP e
ADP. As proteinas especificas e fosfolipideos da membrana plaquetaria sdo de importancia
primordial para a aceleracdo e controle do processo de coagulacdo. Por sua vez, as plagquetas
aderidas sobre a superficie sintética podem ser ativadas levando ao inicio de um conjunto de
reaces complexas que conduzem a formacéo de trombos.

Embora mais de trés décadas tenham se passado na tentativa de se estabelecer um
mecanismo preciso da interacdo entre a plaqueta sanglinea e a superficie dos polimeros
sintéticos, semelhantemente a fisica contemporanea, falta uma teoria unificada que seja capaz
de prever tanto os processos de adesdo quanto os de ativacdo plaquetéria, independente da

estrutura da macromolécula sintética em estudo.
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A Figura 9.30 mostra as micrografias MEV para as superficies dos tubos de ensaios
ndo revestido e revestido com o dendrimero PGLD apds exposicdo ao plasma rico em
plaquetas. As superficies revestidas com o dendrimero PGLD apresentaram poucas plagquetas
aderidas comparativamente ao tubo de ensaio ndo revestido, evidenciando uma tendéncia
bastante significativa do revestimento de PGLD a um comportamento hemocompativel.

Dentre os varios modelos desenvolvidos nos ultimos 30 anos para a explicacdo das
propriedades biocompativeis de uma superficie sintética, 0 modelo de Baier que ressalta a
importancia de superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie () parece ser o
mais adequado do ponto de vista termodindmico [17]. De acordo com o modelo em questéo,
superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie ap6s contato com o sangue podera
exibir propriedades hemocompativeis.

Deste modo, revestimentos de baixa energia livre de superficie poderiam inibir os
processos de adesdo e ativacdo das plaquetas sangtiineas.

Uma propriedade da microestrutura do revestimento que esta intrinsecamente ligada a

7. € atemperatura de transi¢éo vitrea do revestimento [18-21]:

708 _ (0,03RT, ~15fng?v 0™ (9.16)

sendo n o grau de liberdade do sistema, V,, 0 volume molar e ¢ o parametro de interag&o.
Embora possua algumas limitacdes, a expressdo (9.16) foi utilizada para o célculo da
tensdo critica de superficie do revestimento de PGLD. O valor de y. obtido para o
revestimento de PGLD foi de 18,2dinas/cm. Uma vez que o vidro apresenta uma energia
livre de superficie, 7., igual a 58,95dinas/cm [21], o revestimento com o dendrimero PGLD

tende a reduzir a energia livre de superficie provavelmente devido a composi¢do quimica de
superficie. Como ja mencionado anteriormente, a baixa energia livre de superficie
caracteristica do revestimento, poderia favorecer a propriedade de hemocompatibilidade e

conseqientemente a interacdo da superficie sintética com as plaquetas do sangue.
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Figura 9.30 — Micrografia do microscépio eletrdnico de varredura dos substratos de vidro (a) e (b), e do vidro

revestido com o dendrimero PGLD (c) e (d) ap6s exposicao ao plasma rico em plaquetas.

Para uma melhor visualizacdo das micrografias obtidas no MEV, foram construidos
mapas de cores tridimensionais das micrografias (a) e (c¢) da Figura 9.30. Estes mapas estdo
ilustrados na Figura 9.31. Os mapas sdo representados por matrizes onde o valor de cada
elemento indica se houve ou n4o a ades&o de plaquetas. E necessario salientar, que os valores
que indicam a intensidade de cor no mapa é um valor adimensional fornecido pelo software
MATLAB 7.0 ao ler a figura da micrografia de MEV.

A Figura 9.32 mostra as curvas representando a cinética da formacao de trombos nas
superficies do vidro revestido com a estrutura dendritica PGLD e, vidro ndo revestido.
Observa-se que a superficie revestida é significativamente menos trombogénica que o vidro
ndo revestido com o PGLD indicando a macromolécula arborescente apresenta boas

caracteristicas de hemocompatibilidade.
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Figura 9.31 — Mapas de cores representativos de agregados plaquetéarios. Nas Figuras 9.30(a) e (c) foram
realizadas um processamento de imagem utilizando um cddigo original do software MATLAB
7.0 que permite uma melhor visualizacdo das micrografias. As Figuras 9.31 (a) e (b)
correspondem as micrografias da Figura 9.30 (a) e (c), respectivamente. As barras de cores
indicam a intensidade de agregados plaquetarios.

—a— Vidro revestido com PGLD
—a— Vidro

100
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Figura 9.32 — Cinética da formagéo de trombos na superficie do substrato de vidro e apds o revestimento com o
dendrimero PGLD. As barras indicam o desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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Capitulo 10 — Conclusbes

O estudo da interacdo entre as proteinas séricas (BSA e HFb) e o dendrimero PGLD
através da espectroscopia de Ressonancia de Plasmon de Superficie foi constituido de varias
etapas. Cada etapa foi essencial tanto na caracterizacdo do material quanto na analise da
hemocompatibilidade do mesmo.

Através da andlise por GPC foram realizadas medidas a fim de comprovar o grau de
pureza do dendrimero de poliglicerol sintetizado. Os resultados do baixo indice de polidispersédo

obtido (1,05) e o pico monomodal caracteristico indicam um elevado grau de pureza do

dendrimero PGLD. Através desta técnica, também foi possivel determinar o comprimento
cinético da cadeia polimérica sendo igual a aproximadamente 20 e que o PGLD sintetizado neste
trabalho é de geragdo 5 (G5).

Os resultados da espectroscopia FTIR, *C-MNR e *H-MNR comprovaram a estrutura
dendritica do polimero de poliglicerol bem como a existéncia dos grupos hidroxilas terminais que
interagem diretamente com as proteinas do plasma sanguineo. Através da técnica *C-MNR

obteve-se o grau de ramificacdo da macromolécula. O resultado obtido (Gg =0,8) indica a

formacéo da estrutura dendritica do polimero sintetizado.

O resultado da técnica de DSC indica uma temperatura de transi¢do vitrea (—20,2°C)

apropriada para o revestimento de superficies de dispositivos biomédicos devido a sua elevada
flexibilidade a temperatura ambiente. Através do comportamento reoldgico do poliglicerol,
comprovou-se que o0 PGLD comporta-se como um fluido newtoniano.

Os resultados experimentais para 0s parametros o6ticos dos filmes finos de ouro para o
comprimento de onda igual a 632,8nm obtidos através da técnica RPS, corroboram com o0s

resultados da literatura obtidos através de outras técnicas.

Os resultados da adsorcdo do dendrimero PGLD sobre substratos de ouro colaboram com
os resultados de microscopia de forca atdmica discutidos na literatura, uma vez que comprovam a
mudancga conformacional do dendrimero ao se adsorver sobre o substrato de ouro devido a

interacdes de dipolo permanente-dipolo induzido. Esta mudanca conformacional foi verificada
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através de uma reducdo na espessura da monocamada dendritica adsorvida sobre a superficie do
ouro verificada por espectroscopia RPS.

Os ensaios de adsorcdo das proteinas séricas BSA e HFb sobre a superficie do dendrimero
PGLD baseados nas isotermas de Langmuir e Freundlich sugerem uma formacdo de
multicamadas heterogéneas. Um possivel modelo de empacotamento das proteinas foi proposto a
fim de entender o processo de adsor¢éo de proteinas sobre o dendrimero PGLD.

Ja os resultados da cinética e da energia livre de adsorcdo indicam uma elevada interacdo
entre o dendrimero PGLD e as proteinas séricas. A forte interacdo com a proteina BSA é um fator
que contribui para a hemocompatibilidade do dendrimero PGLD uma vez que esta molécula
protéica favorece o bloqueio subseqiente das demais proteinas que podem propiciar a adesao e
ativacdo plaquetaria desencadeando uma série de reacdes bioguimicas que culminam na formacéo
de trombos na superficie do material. J& a baixa afinidade deste dendrimero com a molécula de
fibrinogénio é um resultado que também colabora para as caracteristicas hemocompativel do
PGLD, afinal esta proteina € um dos principais fatores que desencadeia a cascata de coagulacao
sanguinea.

Os resultados da microscopia eletronica de varredura confirmaram a boa afinidade do
dendrimero PGLD com a molécula de BSA e a fraca interagdo com a molécula de HFB, uma vez
que a superficie de vidro revestida pelo dendrimero apresentou uma baixa adsorcdo de plaquetas.
Este resultado sugere um comportamento hemocompativel do PGLD sintetizado neste trabalho.

Através da cinética de formacdo de trombos verificou-se que a superficie de vidro
revestida pelo dendrimero de PGLD é menos trombogénica do que a superficie de vidro o que
indica uma boa caracteristica hemocompativel para a macromolécula sintetizada.

Portanto, devido a elevada afinidade com a proteina BSA, ao alto grau de
hemocompatibilidade ilustrados através da microscopia eletrbnica de varredura e devido a
cinética de formacgdo de trombos, pode-se concluir que o dendrimero PGLD possui uma boa
compatibilidade com o sangue. Todavia, uma analise mais elaborada com ensaios de adsor¢éo
competitiva faz-se necessario para consolidar ndo s6 os resultados obtidos, mas também para

viabilizar a utilizagdo deste material na biomedicina, em especial, na area cardiovascular.
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Capitulo 11 — Perspectivas Futuras

A aplicagdo de estruturas macromoleculares arborescentes do tipo PGLD representa
uma vertente interessante quanto ao desenvolvimento de novos biomateriais no presente
século. Neste sentido, a quimica nanoscopica tem demonstrado ser uma ferramenta poderosa
no desenvolvimento de materiais em escala nanometrica.

Aliado a bioquimica e engenharia de materiais, sistemas implantaveis revestidos
através da tecnologia convencional com macromoléculas biologicas como a heparina,
uroquinase e o ativador tecidual de plasminogénio tem sido oferecido a medicina
cardiovascular. Entretanto, a manutencdo da integridade do componente bioldgico e o elevado
custo destas técnicas que excluem a populacdo de baixa renda em nosso pais sdo dois desafios
que devem ser vencidos.

Ao mesmo tempo uma instrumentacdo sofisticada e de elevada tecnologia, um
biossensor RPS, foi inteiramente desenvolvido em nossos laboratorios a partir de
componentes de baixo custo.

Espera-se que esta dissertacdo forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento
de sistemas simples e extremamente versateis quanto ao seu tipo de aplicagdo na area
cardiovascular.

O escopo do presente trabalho e obviamente, também o binémio
tempo/instrumentacdo nos privaram de respostas a um conjunto de perguntas que surgiram
apos as respectivas andlises dos resultados obtidos e que apresentamos aqui como as

perspectivas ou sugestdes para trabalhos futuros:

1. Estudar as possiveis interagdes entre o dendrimero e proteinas fibrinoliticas tais como
a uroquinase e a estreptoquinase;

2. Analisar o mecanismo de transporte de proteinas globulares e ndo globulares para uma
melhor compreensdo da interagdo entre a macromolécula arborescente e o fluido
bioldgico;

3. Medir a distribuicdo de cavidades em funcdo do numero de geracBes no dendrimero
buscando, desta maneira, avaliar a efetiva area superficial da macromolécula sintética;

4. Avaliar a citotoxicidade dos sistemas obtidos neste trabalho;
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10.

11.

12.

Estudar a aplicagéo da estrutura arborescente na engenharia de tecidos biologicos;
Incorporar farmacos com propriedades anti-inflamatorias as estruturas dendriticas e
avaliar sua performance;

Utilizar o sistema PGLD no revestimento de stents e verificar sua peformance por
técnicas in-vitro e in-vivo;

Miniaturizar o dispositivo RPS acoplado a um processador digital de sinais para
utilizacdo em diagnosticos clinicos em tempo real;

Utilizar o fendmeno RPS para desenvolvimento de biossensores 6ticos baseados em
fibras dticas;

Investigar a interacdo entre proteinas séricas e dendrimeros de PGLD através de
simula¢des computacionais utilizando o método de Monte Carlo;

Utilizar o fendmeno de RPS em multicamadas e em forma de degraus para
potencializar a eficiéncia de um arranjo de diodos;

Aplicar os principios de inteligéncia artificial na aquisi¢do e interpretacdo dos sinais

oriundos do biossensor plasménico.

Cada sugestdo futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas

altamente especificas e, cujas respostas contribuirdo fortemente para o total dominio da

tecnologia RPS na investigacao das propriedades hemocompativeis de sistemas nanoscépicos.
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Apéndice A — Calculo da Relacéo de Dispersao dos Plasmons de Superficie

O campo eletromagnético de uma onda de plasmons de superficie (OPS) em uma
interface metal-dielétrico é obtido através das solugdes das equacbes de Maxwell em cada
meio e das condi¢des de contorno associadas. A Figura A.1 apresenta uma interface entre um

metal e um meio dielétrico transparente.

y Y

Figura A.1 — Figura representativa das componentes do campo eletromagnético na interface entre um metal e
um meio dielétrico transparente. |EPS| ¢ 0 mddulo do campo eletromagnético gerado pelos

plasmons de superficie.

Considerando que a onda p-polarizada do modo magnético transversal (MT) propaga-
se ao longo da direcdo x. Para uma onda que possui esta polarizacdo, o vetor magnético €
perpendicular ao plano de incidéncia. As solucdes das equacbes de Maxwell para as

componentes do campo elétrico da MT podem ser escritas como:
Ed = (AYx+ Al )eilkesrrhizat) (A1)
naregidao z >0, e como

= o 5 \ai(kpsx+k]'z-
E™ = (AKX + A"z )e!(kesxtz z-at) (A.2)
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naregido z >0, sendo kpg e @ sdo os vetores de onda e frequéncia angular dos plasmons de

superficie.
Substituindo as equagdes (A.1) e (A.2) na equacao de onda (A.3)

-
- ¢ 0°E (A3)

sendo &, e &g as constantes dielétricas do metal e dielétrico e ¢ é a velocidade da luz,

obtém-se

(A4)

(A.5)

no meio metalico.
Considerando as condicdes de contorno de continuidade do campo eletromagnético,

5 € & Edl‘ =&, E,ﬂ ,» nainterface, tém-se
z Z=

1
=E
m z=0

z=0

I
Ed

Ed=E] e g4Ef =¢,,E. (A.6)
Desde que n3o haja carga externa em ambos os meios, V-E =0 (Lei de Gauss),

obtém-se

ikpsES +ik'ES =0 e ikpgE +ikMED =0. (A7)
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Combinando as equacdes (A.4)-(A.7) obtém-se a relacdo de disperséo para a interface
metal-dielétrico, ou seja, o vetor de onda dos plasmons de superficie € descrito,
matematicamente, por:

2
K5s =(QJ _fdém (A.8)
C) &4 +én

Uma concluséo importante € que o vetor de onda ksp do modo magnético transversal

é maior que os vetores de onda kg =(€j«/€d e ki, =[€}/5m em ambos 0s meios. Por

esta razdo é impossivel excitar os PS diretamente por radiacdo eletromagnética. Contudo,
pode-se fazer uso de configuracbes apropriadas para excitar OPS. A configuracdo mais
popular é a configuracdo proposta por Kretschmann em 1971, na qual a onda eletromagnética

é acoplada aos PS por meio de um prisma de vidro (Figura A.2).

Onda evanescente <

Filine metalico

(=)

Fonte de Iuz ®§ 'D

i etector
p-polarizada

Figura A.2 — Diagrama representativo da configuracdo de Kretschmann para excitacdo de PS. A RPS é excitada

em uma interface prisma-metal quando o angulo de incidéncia da fonte de laser é tal que

Através de uma relagéo trigonométrica elementar a componente x do vetor de onda

proveniente da radiacao incidente pode ser obtida atraves da equacéo (A.9).
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K, = (%j\/asene, (A.9)

sendo ¢ o angulo da radiagdo incidente e &, € a constante dielétrica do prisma. Quando a

componente X do vetor de onda da radiacdo incidente for de igual magnitude do vetor de

onda (kpg ) dos PS, ocorre o fendmeno de RPS. Matematicamente, descrito por:

€4€m

Or = arcsen , (A.10)

(gd +&nm )‘C"p

sendo &y o angulo incidente para o qual os PS entram em ressonancia com a radiacdo

incidente, chamado de angulo ressonante.
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Apéndice B — O Método das Correcdes Diferenciais

A seguir e apresentado o método da correcdo diferencial que é uma extensdo do
método dos minimos quadrados para mais de um pardmetro. O procedimento aqui
desenvolvido para o caso de obtencdo de apenas trés parametros pode ser estendido para o
caso de um namero arbitrario de pardmetros.

Consideremos uma funcgéo f(a, b, c, x), cujos parametros a, b, c devem ser ajustados
para obtengdo de uma 6tima representacéo dos dados VY; (i =12,.,N ) O objetivo &, portanto,

minimizar o erro absoluto quadratico,

N
F(a,b,c)=>[f(abex)-yiF =D r2, (B.1)
i= i—1
sendo r; definido por:
n="fabecx)-y="fi-y. (B.2)

Como F é positiva, isto € F >0, a melhor escolha para os parametros a, b, c ocorre

quando,
oF _oF _oF _ (B.3)
oa b oc
. . . OF A
Aplicando a condicdo P =0, obtém-se,
a

N .

F S iy, (B4)
oa

i=1

De modo anéalogo, obtém-se a variacdo de F com relagdo aos pardmetros b, c:
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b =1
g_g_
- Oc

Portanto,

144

(B.5)

(B.6)

(B.7)

(B.8)

(B.9)

Admitindo que sejam conhecidas as aproximagdes iniciais a,,b,, c, para obtencéo de

I, , entdo esse parametro pode ser aproximado em primeira ordem na forma,

8ri 8ri
I =l +— Aa+—
al, ob

or
Ab+—
0 oc

Ac.
0

Utilizando essa Ultima aproximacéo na equacao (B.3) obtém

N or; o
z[ O] e 2] s %] ]@r o
Dado que a—r' =—11 alltima expressdo pode ser expressa na forma,
alo
Zrioa—fI +AaZ(a—f') +Ab2[ﬁa—f'j +Ac2(ﬂa—f'j=0.
i1 dal .0 i7\0a db ), S\ da oc

Obtém-se, portanto, a equacao linear:

(B.10)

(B.11)

(B.12)
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N 2 N N CAf N
z( j z(af afjAmz(@@_f'j P S (6.13)
i1\ 0a ) i-L\0a ac o i1 dal
Um procedimento semelhante aplicado as equacdes (B.4) e (B.5) fornece,

N N 2 N

of; of; of; of;

Ab + AC=-) Fp— , B.14

E(aa j é[abJ z[ab ac j Z‘ Oob, (B.14)
N AR N _ N \2 N _
z(ﬁﬂ} Aa+z(@@j Ab+2[8—f'j Ac=—2ri0@ : (B.15)
ig\dadcjy  ig\dbac)  5\ac iz Dl

As equacgdes (B.9), (B.10) e (B.11) constituem um sistema de trés equacdes lineares

que permitem determinar as corregdes Aa, Ab, Ac. Na forma matricial, obtém-se:

Zrlo—
Aa of tlo
Ab |=A. —Zrio—' (B.16)
Ac ' ®lo
zruo—
Clo
Sendo A(a,b,c) dado por:
N 2 N N -
Y CAR o, ot
jmloa ) i\ da db ) i\ da ac g
2
25, HES e
2l ab g s\ db e ),

(o of
A(a,b,C): E(ga—bjo

O procedimento pode ser executado iterativamente até o ponto de minimizacao do erro

absoluto quadratico, dentro de um critério de precisao pré-estabelecido.
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Apéndice C — Calculo da Reflectancia para uma Estrutura de N-camadas

na Configuracéo de Kretschmann

Neste apéndice serd desenvolvida a expressdo para a reflectancia da superficie do
filme metalico e das camadas adjacentes, cuja dependéncia angular revela o efeito de
ressonancia de plasmons de superficie. Tal efeito estd diretamente relacionado com o0s
parametros oOpticos e estruturais do filme metélico e da regido adjacente a superficie externa
do metal.

A geometria considerada esta ilustrada na Figura C.1, sendo composta dos meios

1,2,j-1, j,j+1,n-1 e n. As camadas estdo empilhadas ao longo da dire¢do z e possui uma

extensdo infinita nas direcOes x e y. A camada 1 e a camada n estendem-se para z — - €
z — +oo, respectivamente, e as camadas intermediarias estdo limitadas em zi, 25, ... , Znp1. A

constante dielétrica de cada camada é designada pore;, ¢, ..., &5, € @ espessura da jth

camada é dada por:

dj=zj-z;_; para 2<j<n-1.

Admite-se que a onda incidente no meio n esteja polarizada no plano de incidéncia,
condigdo necessaria ao acoplamento com a oscilagdo de PS.

Assumindo que as camadas dielétricas e metalicas, que constituem a estrutura referida
na Figura C.1, sdo uniformes e isotropicas, sem perda de generalidade pode-se assumir que 0s

PS nesta estrutura propagam-se ao longo da dire¢do x com um vetor de onda real k, ao longo

da interface. Assim, em uma freqliéncia @, a forma do campo elétrico na camada j pode ser

escrito como:
E(])= [A(j)eikx(j)dj + B(j)e—ikz(j)dj :le(kxx—wt), (C.1)

sendo a componente do vetor de onda ao longo da dire¢éo z, k, (j), € dado por:
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Kretschmann
gt
k(1) =\~ k. (C.2)

em que a componente ¢ representa a velocidade da luz no vacuo. A(j) e B(j) sdo os vetores

de amplitude do campo com as trés componentes A,(j) e B,(j) para u=x,y,z. As
relagdes entre A, (j) e B,(j) sdo determinadas requerendo que elas satisfacam as equacdes

de Maxwell e as condig¢des de contorno nas n-1 interfaces em zi, 2, ..., Zp-1.

+ feixe feixe
mcidente | refletido
|
g |
|
2n-1 ! (En ) -
n-1 (En_l) E
1 (g, :
Z_,i'. j + (E.,H' 1J :h
.Zvi.'_l J ILEJJ - d"?
i-1 (E_,i"- 1) §
. 2 (s2) :
1 (a1 \\
feixe
transmitido

Figura C.1 - Estrutura utilizada no célculo do coeficiente de reflexdo.

Ao resolver as equacdes de Maxwell e as respectivas condi¢des de contorno em z=z;

para a fonte de luz p-polarizada (modo magnético transversal - MT) obtém-se como resultado:

Ac(J+1)| AT
{Bx(j_’_l)}—MMT(J+1’J){BX(J-)] (C.3)

sendo M7 (j+1,j) uma matriz dada por:
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1+5jkz(j+-1) Sk (D)4 1_5jkz(j+-1) o k(1)1
L ¢jikz () | &jakz (1)
Mur(J+LJ) =2 o - _ : (C.4)
1_€jkz(J+_1) Gy [ fjkz(H_l) o ke (1),
. ‘9j+1kz(J)_ i €jakz (1)

Assim, a equacdo (C.3) pode ser reescrita da seguinte forma para uma estrutura de n-camadas:

Ay | Ak
[Bx(”}_[ijMMT(J+1’J)}{Bx(k)} para |>k+1. (C.5)

Para a fonte de luz plano-polarizada, A, (j)=By(])=0 e, portanto,

Acli)== 2 A (i) c8)

2(j)

€

B, (i)=— By (i) ©)
2(j)

Para obter a expressao para a reflectancia para os plasmons de superficie na estrutura

de n-camadas, é conveniente definir a matriz My por:

-1 ..y |M11 My
MMT:HMMT(J"‘LJ)E{M Mon | (C.8)
=k 21 Mo

{Ax (n)} v r\ (1)] | ca)

Neste ponto é conveniente retornar a equacdo (C.2) e estabelecer uma convencédo de

sinal consistente. Assumindo que » e k, Sejam reais, Imkzz(j)>0 e que kzz(j) estejam na
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parte superior do plano complexo, e que k,(j) encontra-se no primeiro quadrante
[Re(k, (j))]>0 e [Im(k,(j))]>0 ou no terceiro quadrante [Re(k, (j))|<0 e [Im(k,(j))]<0 do

plano complexo. Tomando a raiz quadrada na equagéo (C.2) de modo que k,(j) encontre-se

no primeiro quadrante:
[Re(k, (i))]>0 e [im(k,(j))]>0.

Entdo, por inferéncia na equacdo (C.1) observa-se que A(j) representa uma onda
propagando na direcdo do z positivo e B(j) representa uma onda propagando na diregéo do z
negativo. Assim, a reflectancia da estrutura de camadas de filmes dielétricos e metalicos é
dada por:

N -2
R:|Ax(n)x+AZ(n)z|
By (n)x+B,(n)2|

(C.9)

Utilizando a condigéo de que n&o haja nenhuma onda ascendente propagando no meio

1, isto é,

Ax (1) = A (1) =0, (C.10)

e ainda, as equacdes (C.6) e (C.7), a equacéo (C.9) pode ser simplificada da seguinte forma:

2

A (C.11)

Bx(n)

Das equacdes (C.8(a)) e (C.10) obtém-se:

{sz:mz Tﬂlzzj [BS(l)}ZWZ}BX(l)' (C.12)

Portanto,
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2
M
R:‘_ﬁ .

(C.13)
Moo

De forma andloga, & transmitdncia para a estrutura de n-camadas para a luz p-

polarizada é definida como a razdo da intensidade de luz transmitida em z =z, e a intensidade

de luz incidente no meio nem z=z,_;. Logo, pode-se escrever:

(C.14)

De novo assumindo que ndo haja nenhuma onda propagando-se ascendentemente no
meio 1, a equacgdo (C.10) é valida. Utilizando as equacdes (C.7) e (C.12), esta equacdo pode

ser simplificada da seguinte forma:

Ky ()|
k(1)

T 0326?+

sen’ 6 |, (C.15)

M,

sendo @ é o angulo de incidéncia no meio n.
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