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Resumo Xii

Resumo

Dendrimeros sdo sistemas nanoscopicos com propriedades biomiméticas de proteinas
globulares. A estrutura globular e altamente ramificada dos dendrimeros s&o caracteristicas
interessantes para o designer de revestimentos bioativos de proteses cardiovasculares. Aqui,
os dendrimeros de poli(amido amina) (PAMAM) com o nucleo de etilenodiamida foi
sintetizado pela rota divergente e sua hemocompatibilidade in vitro foi estudada. Utilizando
um aparato experimental baseado no fendmeno de Ressonancia de Plasmon de Superficie
(RPS) desenvolvido em nosso laboratério, foram investigadas as caracteristicas
hemocompativeis do dendrimero PAMAM. Neste estudo, 0 mecanismo de interacdo entre o
dendrimero de poli(amido amina) e as proteinas Albumina de soro bovino (BSA) e
Fibrinogénio de soro humano (HFb) foram investigadas. Além disso, experimentos de adeséo
plaquetaria com microscopia de epifluorescéncia foram realizados. A espessura da camada de
proteinas adsorvida sobre a superficie do dendrimero PAMAM foi calculada utilizando um
programa computacional baseado no modelo Kretschmann. Através da analise por RPS a
distribuicdo das moléculas de proteinas sobre a superficie do dendrimero PAMAM foi
elucidada. Os resultados mostraram que a adsorcdo de proteinas séricas €
termodinamicamente favorecida com a formacdo de multicamadas heterogéneas obedecendo

ao modelo da isoterma de Freundlich. Os valores da energia livre de Gibbs de adsorcao de

proteinas (AGgga =—42,24kJ/mol e AGyg, =—-37,17kJ /mol) sobre a superficie do

dendrimero PAMAM indicam uma alta interacdo entre a macromolécula sintetizada e os
componentes bioldgicos do sangue. As microscopias de epifluorescéncias comprovaram que o
dendrimero PAMAM ndo possui caracteristicas ideais de hemocompatibilidade corroborando
com os resultados observados por RPS. Esta incompatibilidade com o sangue pode ser
explicada pela mudanca conformacional do dendrimero ao se adsorver sobre a superficie do
vidro. Esta mudanca conformacional provavelmente modifica o sitio de interacdo do
dendrimero com as proteinas, modificando assim a constante de ionizacdo (pK) do grupo
funcional da molécula dendritica. Os ensaios de adesdo plaquetaria observados através de
microscopia de epifluorescéncia revelaram um comportamento antitrombogénico do
dendrimero PAMAM pela supressao da adesdo plaquetaria comparativamente a superficie de
vidro. Contudo, a alta adsor¢do de fibrinogénio sobre a superficie do dendrimero PAMAM
ndo € uma caracteristica desejavel as propriedades hemocompativeis para aplicacdo de um

biomaterial no revestimento de proteses cardiovasculares.
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xiii — Abstract

Dendrimers are nanoscopic systems with biomimetic properties of globular proteins.
The globular and highly branched structure of dendrimers are interesting characteristics to
design bioactive coatings of cardiovascular prosthesis. Here, polyamidoamine dendrimer
(PAMAM) with diaminoethane as core was synthesized by divergent route and their in vitro
blood compatibility was studied. Using a surface plasmon resonance (SPR) biosensor
developed in our laboratory we have investigated the blood compatibility of PAMAM. In this
study the mechanism of interactions between polyamidoamine (PAMAM) dendrimers and
bovine serum albumin (BSA) and human fibrinogen (HFb) was investigated. Additionally,
experiments with epifluorescence microscopy for platelet adhesion were carried out. The
adsorbed layers of proteins onto the PAMAM surface was calculated by using software
interfaced with the SPR biosensor. With SPR analyses of the distribution of the protein
moleculaes on PAMAM surfaces have been recognized. The results show that the seric
proteins adsorption is thermodynamically favored with formation of heterogeneous
multilayers obeying the isotherm model of Freundlich. The values for the Gibbs free energy
adsorption of proteins on PAMAM dendrimer indicate a high interaction between the
synthetic macromolecule and the biological components of the blood. The epifluorescence
microscopy proved that PAMAM dendrimer does not possess good characteristics of
haemocompatibility in good agreement with SPR results. The blood incompatibility can be
explained by the conformacional change of dendrimer adsorbed on the glass surface. This
conformacional change probably modifies the site of interaction of the dendrimer with the
proteins, which possess different values of ionization constants (pK). The epifluorescence
microscopy of the PAMAM-coated coverslips after contact with blood showed
antithrombogenic behaviour of the dendrimer due to the suppressed platelet adhesion.
However, the higher HFb adsorption by PAMAM is not desirable as haemocompatibility
property of a biomaterial and compromises the performance of PAMAM in coating
cardiovascular prostheses for long-term.
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Capitulo 1 — Aspectos Gerais da Biocompatibilidade dos Polimeros

Sintéticos: A Hemocompatibilidade

1.1 — Hemocompatibilidade de materiais poliméricos

Nas ultimas trés décadas a pesquisa relacionada ao desenvolvimento de materiais
poliméricos usados em implantes e dispositivos biomédicos vém crescendo acentuadamente.
Materiais que entram em contanto com 0 organismo humano e ndo sdo rejeitados sao
conhecidos como materiais biocompativeis [1].

Como os biomateriais sdo amplamente utilizados em cirurgias reconstrutivas,
plasticas, ortopédicas e na confeccao de proteses cardiovasculares é necessario que ele seja a
priori hemocompativel, ou seja, que o biomaterial ndo induza a formacdo de coagulos
sanguineos ou minimize a0 maximo este evento.

Embora os dispositivos médicos estejam sendo empregados em larga escala, 0s
materiais que 0s constituem ndo sdo inteiramente compativeis com 0 sangue e Seus
componentes. Esta incompatibilidade resulta em uma superficie que induz a formacdo de
trombos (codgulos) que podem prejudicar ou incapacitar a funcdo do dispositivo e, 0 mais
importante, ameacar a salde do paciente [1-2].

Dentre todos os tipos de materiais, 0s polimeros sdo 0s mais empregados na

biomedicina como pode ser observado na Tabela 1.1,

Tabela 1.1 — Aplicacdes de polimeros na biomedicina.

Polimero Aplicacdo Biomédica
Polietileno de baixa densidade Cirurgia Reconstrutiva
Polietileno de alta densidade Ortopédica
Borracha de silicone Cirurgia Pléastica e ortopédica
Dracon Poliéster (PET) Proteses Cardiovasculares
Poli(metacrilato de metila) Implantes
Hidrogéis Cirurgias Oftalmicas

Poli(acido Lactico) Suturas Biodegradaveis




Capitulo 1 - Aspectos Gerais da Biocompatibilidade dos Polimeros Sintéticos: A Hemocompatibilidade 2

A principal exigéncia para que um polimero a ser utilizado em proéteses
cardiovasculares seja classificado como um bom biomaterial é que ele seja hemocompativel.
Quando um material polimérico é colocado em contato com o sangue o primeiro evento que
ocorre é a adsorc¢do de proteinas do plasma sanguineo sobre a sua superficie. Apds a adsorcéo,
0 préximo evento é a adesdo plaquetéria e a sua ativacdo levando a formacgdo de trombos
(coagulos). Este evento é promovido quando o fibrinogénio (HFb) é adsorvido do plasma
sanguineo na interface fluido fisiolégico/material sintético [1]. Neste momento, a molécula de
fibrinogénio € polimerizada a fibrina pela acdo da trombina (¢ uma proteina do tipo protease
cuja principal funcéo é converter fibrinogénio em fibrina).

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

Do ponto de vista molecular, a biocompatibilidade dos materiais poliméricos e o grau
de aceitabilidade do polimero estranho pelo organismo sédo determinados pelos seus grupos
funcionais ao longo da cadeia e pelas possibilidades de interaces com as moléculas do
proprio organismo [3].

Os biopolimeros presentes no organismo dos seres humanos possuem estruturas
complexas, com grupos polares ao longo da cadeia polimérica. As proteinas, por exemplo,
sdo sequenciamentos de aminoacidos que formam um polimero por condensagdo, ja 0s
polimeros sintetizados pelos homens sdo mais simples, sendo formados a partir de uma Unica
unidade, ou talvez duas diferentes, que se repete. Essa diferenga em complexidade é uma das
razGes pelas quais os polimeros sintéticos sdo identificados pelo organismo como objetos
estranhos [3]. Outra razdo é que pode existir pouco ou nenhum grupo polar na cadeia
polimérica capaz de interagir com 0 meio aquoso e formar uma camada de agua estruturada
na interface tecido bioldgico/material sintético mimetizando desta forma o organismo
humano.

Neste sentido, as macromoléculas dendriticas (nova classe de materiais poliméricos)
sintetizadas por Vogtle em 1978 surgem como uma alternativa para a otimizacdo de proteses
cardiovasculares e dispositivos biomédicos devido a sua extraordindria capacidade
mimetizante das proteinas globulares (albumina e fibrinogénio). Tanto o carater inerte,

qguanto a sua imunogenicidade aliado a elevada funcionalidade superficial e microestrutura
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composta essencialmente de nanocavidades homogeneamente distribuidas pela
macromolécula dendritica [6], tém atraido a atencdo de pesquisadores do mundo inteiro.
Devido a estas caracteristicas, os dendrimeros também sdo conhecidos como proteinas
sintéticas.

A estrutura dos dendrimeros ao contrario dos polimeros classicos pode ser controlada
durante sua sintese 0 que os torna altamente promissores para uma gama de aplicacdes
biomédicas. Além disso, observa-se a partir da Figura 1.1b que os dendrimeros possuem uma
estrutura bem definida com alto grau de simetria bem como a presenca de grupos funcionais

periféricos ao contrario dos polimeros tradicionais (Figura 1.1a).

Linear Reticulado Ramificado

Ramificagies aleatorias

Dendrimero

(b)

Figura 1.1 — Comparagdo entre estruturas quimicas de polimeros classicos (a) e estruturas
dendriticas (b). (Fonte: referéncia [20]).

1.2 — O Sangue e seus constituintes

O sangue é um tecido vivo que circula pelo sistema vascular sanguineo dos animais
vertebrados e que tem como funcédo o transporte de oxigénio entre as células [21]. O sangue é

constituido, em volume, por 45% de células sanguineas e 55% de plasma sanguineo. As


http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_vascular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vertebrado
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células do sangue sédo de 3 tipos: hemécias (ou eritrocitos, gldbulos vermelhos), leucocitos (ou
glébulos brancos) e plaquetas (ou trombdcitos). O plasma, o componente liquido, é formado
por 90% de agua, 1% de substancias inorganicas (como potassio, sodio, ferro, célcio, etc), 7%
de proteinas plasmaticas (albumina, imunoglobulinas e fibrinogénio, principalmente) e 1% de
substancias organicas ndo protéicas, residuos resultantes do metabolismo, horménios.
Apresenta dissolvidos gases como oxigénio e didxido de carbono. Devido a presenca da
molécula da hemoglobina nas hemaécias, nos animais vertebrados o sangue € de cor vermelha.

A quantidade total de sangue no ser humano representa cerca de 8% de sua massa total.

1.2.1 — Proteinas Séricas

Como descrito anteriormente, as proteinas que constituem o plasma sanguineo
humano, denominadas proteinas séricas, sdo basicamente albumina (HSA), imunoglobulinas
(Ig) e fibrinogénio (Hfb). A Tabela 1.2 ilustra a concentragdo dessas proteinas presentes no

plasma sanguineo humano.

Tabela 1.2 — Concentracdo das proteinas mais abundantes no plasma sanguineo humano.

Proteina Concentracédo (g/L)
Albumina 35-45
Fibrinogénio 2-4
Imunoglobina G 9,2-14,8
Imunoglobina A 1,4-26
Imunoglobina M 09-18

Como pode ser observado na Tabela 1.2 a albumina é a proteina mais abundante no
plasma sanguineo. Dentre as suas inimeras fungdes destaca-se a manutencdo da pressao
osmotica necessaria para a distribuicdo adequados de fluidos corporeos entre compartimentos
intravasculares e tecidos do corpo [10].

A molécula de HSA consiste de 585 residuos de aminodcidos, € monomérica, mas
contém trés dominios de alfa-hélice estruturalmente homdlogos (I, 1l e 11I) como mostrado na
Figura 1.2. Cada dominio pode ser subdividido em subdominios a e b, que possuem 6 e 4

alfa-hélice, respectivamente. O subdominio a possui duas pequenas estruturas tipo alfa-


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_vermelhos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leuc%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_brancos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plaqueta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tromb%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Albumina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Imunoglobulina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fibrinog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemoglobina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vertebrados
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vermelha
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hélices unidas por um par de pontes de dissulfeto, formando um pequeno loop (lago) duplo
[10].

Figura 1.2 — Representacdo em fitas da molécula de HSA. Cada subdominio estd marcado
com diferentes cores (amarelo para o subdominio la, verde Ib, vermelho lla,
rosa llb, azul escuro Illa e azul claro Illb). Arg 117, Lys 475 e Lys 351,
representados em branco, sdo subdominios que se ligam a sitios de

aminoacidos de longas cadeias. (Fonte: referéncia [10]).

Ja as imunoglobulinas, sdo glicoproteinas sintetizadas e excretadas por células
plasmaticas derivadas dos linfdcitos B, presentes no plasma, tecidos e secre¢Bes que atacam
proteinas estranhas ao corpo, chamadas de antigenos, realizando assim a defesa do organismo
[9]. Depois que o sistema imunoldgico entra em contato com um antigeno (proveniente de
bactérias, fungos, etc.), sdo produzidos anticorpos especificos contra ele. Ha cinco classes de
imunoglobulina com fungéo de anticorpo: IgA, 1gD, IgE, IgG e IgM [9].

A estrutura basica de uma molécula de imunoglobulina (mero) consiste em duas

cadeias polipeptidicas de cadeias com baixo peso molecular e duas cadeias com elevado peso


http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicoprote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plasma_%28sangue%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corpo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
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molecular, sempre em pares idénticos. As quatro cadeias mantém-se unidas por ligacdes de
pontes dissulfeto, sendo que as duas cadeias com baixo peso molecular sdéo menores e comuns
a todas as classes de imunoglobulinas. Ja as cadeias que possuem um alto peso molecular,
contém cerca de 440 aminoacidos, com estruturas distintas em cada classe ou subclasse.

As imunoglobulinas possuem dois sitios idénticos de ligacdo com o antigeno. Um é
feito pela cadeia com alto peso molecular, e outro, pela cadeia de baixo peso molecular. Séo
bifuncionais, pois cada molécula de imunoglobulina apresenta uma regido que age na ligacédo
com o antigeno, enquanto a outra promove a ligacdo das imunoglobulinas as células do
sistema imune.

Dentre as imunoglobulinas citadas a 1gG é a principal imunoglobulina do sangue. Seu
peso molecular é de 150 kD e constitui 80% das imunoglobulinas presentes no organismo
[16]. Sua estrutura quimica tridimensional é ilustrada na Figura 1.3.

Ja& o fibrinogénio é uma glicoproteina de alto peso molecular (340 kD) codificada no
cromossomo 4 e sintetizada por hepatdcitos [8]. Ele é composto por duas sub-unidades

idénticas, cada uma contendo trés cadeias de polipeptideos (a A, S B e y) as quais séo unidas

por ligagdes dissulfeto [8]. Além disso, possui dois dominios carreados negativamente
(dominios D e E) e um dominio carregado positivamente (« C) (Figura 1.5).

O fibrinogénio é um fator de coagulacdo sanguinea. Grande parte dos infartos sdo
ocasionados devido o aumento da formacéo de fibrina, viscosidade plasmatica e agregacgéo
plaquetaria os quais estdo diretamente relacionados com o aumento da concentracdo de
fibrinogénio no sangue [8].

A conversdo de fibrinogénio em fibrina é o processo fundamental da coagulacéo
sanguinea e ocorre em trés estagios (Figura 1.4). O primeiro evento ¢ a clivagem da molécula
de fibrinogénio em quatro pequenos peptideos, dois fibrinopeptideos A (FPA) e dois
fibrinopeptideos B (FPB) pela acdo da trombina (Figura 1.5). Os FPAs sdo liberados no

aminoacido terminal das duas cadeias « A e 0s FPBs pelas duas cadeias B 5. A liberagdo dos

FPAs ocorre mais rapido que a dos FPBs, 0 que parece ser essencial na polimerizacdo dos
mondmeros de fibrina. A clivagem isolada do FPA é capaz de formar fibrina, enquanto a
clivagem isoladas dos FPBs é insuficiente para a polimerizacdo. O segundo passo para a
conversdo de fibrinogénio em fibrina é a polimerizacdo dos mondmeros de fibrina. E o
terceiro passo é a formacéo da fibrina insolGvel que requer a participacdo do fator XIII e

calcio. Uma vez formada, a fibrina pode ser degradada pelo sistema fibrinolitico [19].



Capitulo 1 - Aspectos Gerais da Biocompatibilidade dos Polimeros Sintéticos: A Hemocompatibilidade 7

Figura 1.3 — Representagdo 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 [16]).

Fibnnogénio

Monémero de fibrina + fibrinopeptideos A, B

L J

Polimero de fibrina

v Fator Xllla
Rmoon Y, o

C a2+

¥
Fibrina insoldvel

Figura 1.4 — Diagrama representativo da conversdo da molécula de fibrinogénio em fibrina

insoluvel.
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A conversdo de fibrinogénio em fibrina € o primeiro passo para a ‘“cascada de
coagulacdo”, que consiste de uma série de reacdes bioquimicas no sangue provocadas por

lesdo do tecido ou pela ativacao plaquetéria.

Fibrinopeptidecs

h-terminals cadeias polipeptidicas
&
Dominio - £ C ﬁ‘:\ Sl
CIRIG - OF LAY .
Flasmina —~ _50kDa AN ,’N\ Plasmina
‘ : SRR TN
RN s
) ) IS

Diominie D Dominle E

Deminie D

Figura 1.5 — 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 agédo da

trombina cliva a molécula de fibrinogénio em quatro pequenos peptideos sendo
dois fibrinopeptideos A (FPA) e dois fibrinopeptideos B (FPB) (adaptado da

referéncia [8]).

1.3 — A cascata de coagulacéo sanguinea

Em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff propuseram a hipotese da “cascata” para
explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue [17-19]. Nesse modelo (Figura 1.6), a
coagulacdo ocorre por meio da ativacdo proteolitica, sequencial de zimdgenos, por proteases
do plasma, resultando na formagdo de trombina que, entdo, converte a molécula de
fibrinogénio em fibrina. O esquema divide a coagulagdo em duas vias denominadas via
extrinseca e via intrinseca.

Na via extrinseca, o fator VII plasmatico (na presenca do seu cofator, o fator tecidual
ou tromboplastina) ativa diretamente o fator X. Na via intrinseca, a ativacdo comeca quando o
fator XII se une a fibrila de coldgeno sub-endotelial que fica exposta apds lesdo do vaso
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sanglineo. Ao se unir a fibrila de colageno, o fator XIlI forma um complexo com o
cininogénio de alto peso molecular (CAPM) e com a pre-calicreina (PK). Na unido do fator
XI1 com o CAPM e o colageno, o fator XII ¢ ativado (fator Xlla). O fator Xlla ativa o fator
XI que, por sua vez, ativa o fator I1X. O fator IXa, na presenca de fator Vllla, ativa o fator X
da coagulacdo, desencadeando a geracdo de trombina e subsequente formacéo de fibrina.

[ Via Intrinseca ]

Ativagio por [ Via Extrinseca ]
X]I Ccontato XHH
XI —— XIa 1
IX — IXa VIIa
VIIIa Fif
X » XA X
Va

[ — IIa

Fibrinogeénio —— Fibrina

Figura 1.6 — Diagrama representativo da cascata de coagulacdo proposto por Macfarlane e
Davie & Ratnoff em 1964, com a divisdo do sistema de coagulacdo em duas
vias: extrinseca e intrinseca (Adaptado da referéncia [17]).

1.3.1 — Mecanismo de inibi¢do da coagulacdo sanguinea

As reagdes bioquimicas da coagulagcdo do sangue devem ser estritamente reguladas de
modo a evitar a ativagdo excessiva do sistema, formacdo inadequada de fibrina e ocluséo
vascular [18]. Dentre as inumeras proteinas inibitérias da ativacdo da coagulagcdo existem
duas que sdo mais relevantes e que atuam em caminhos diferentes, nomeadamente,
antitrombina (AT), TFPI (inibidor do caminho do fator tecidual).

A antitrombina (AT) é o inibidor primério da trombina e também exerce efeito em
outras enzimas incluindo os fatores IXa, Xa e Xla. Ela atua formando um complexo
enzima/inibidor, bloqueando o sitio ativo da enzima. A deficiéncia parcial de ATIII é uma

causa bastante comum de problemas trombogénicos. Tanto em ensaios clinicos quanto in vivo
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a acdo da AT pode ser acelerada por heparina (anticoagulante). A heparina, ou fragmentos
dela aumentam em muito (1000x) a atividade intrinseca da antitrombina. Ela ndo é consumida
durante a sua acdo. O seu efeito pode apenas ser revertido em emergéncias com injecao de
protamina (complexo protéico de baixo peso molecular), que a inibe ao complexar-se com ela.
Os fragmentos de heparina (heparina de baixo peso molecular) possuem a mesma fungéo e
s80 mais seguros.

Ja a TFPI reage com o fator Xa para formar o complexo TFPI-Xa o qual inibe o TF-
Vlla tornando inativa a formagdo de trombina e fibrina. A sua concentragdo no plasma
sanguineo é muito baixa cerca de 1-2 nM. Contudo, ela pode ser liberada por células
endoteliais e plaquetas, aumentando significativamente a sua concentracdo local sob varias
condicdes de estimulacdo celular. O efeito da deficiéncia do TFPI no sangue ainda ndo esta

devidamente esclarecido pela literatura [17].

1.4 — Métodos para quantificacdo de adsorc¢do de proteinas

Apbs varias décadas de pesquisas intensas, ndo existe mais nenhuma davida de que
uma superficie compativel com o sangue adsorve preferencialmente albumina (HSA) do que
fibrinogénio em sua superficie [1-4]. Se o material apresenta uma estrutura composta de
dominios hidrofilicos, a albumina é seletivamente adsorvida nestas regides. Em sintese, um
material apresenta uma tendéncia a hemocompatibilidade se ele adsorver mais albumina do
que fibrinogénio.

Existem varios métodos para se quantificar a interacdo entre proteinas do sangue e
superficies sintéticas. Dentre elas pode-se citar a microbalanca de cristal de quartzo (MCQ)
[11], Elipsometria [12], Espectroscopia de Fluorescéncia por Reflexdo interna total [13],
Infravermelho com Transformada de Fourier acoplada a Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR) [14], Ressonancia de Plasmon de Superficie (RPS) [15], Técnicas radioisotopicas [1-2]
dentre outras.

Atualmente a espectroscopia de ressonancia de plasmon emerge como uma técnica
promissora quanto a avaliacdo do processo de adsor¢do protéica por superficies sintéticas. A
utilizacdo da técnica de RPS deve-se principalmente a sua facil implementacdo, baixo custo e
alta sensibilidade [15].
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1.5 — Consideracgdes Parciais

A hemocompatibilidade dos materiais poliméricos é uma caracteristica desejavel para
uma gama de aplicacOes de dispositivos biomédicos que entram em contato com o sangue
durante o uso clinico. No entanto, os materiais utilizados em aplicacGes biomédicas hoje em
dia ndo sdo inteiramente compativeis com 0 sangue e necessitam de anticoagulantes para
minimizar a formagéo de trombos ocasionando efeitos colaterais graves. A fim de solucionar
estes problemas, os dendrimeros surgem como materiais alternativos para o desenvolvimento
e revestimentos de dispositivos biomédicos destinados a area cardiovascular.

Existem na literatura poucos trabalhos cientificos baseados no fenémeno RPS para a
quantificacdo da adsorcdo de proteinas séricas sobre a superficie do dendrimero PAMAM
com o intuito de investigar a viabilidade deste material no emprego de dispositivos
biomédicos e proteses cardiovasculares.

Dendrimeros PAMAM séo sistemas nanoscopicos cujas caracteristicas principais sdo
0 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 o
dendrimero PAMAM.
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Capitulo 2 — Dendrimeros: Sistemas Nanotecnoldgicos para Aplicacoes

Biomeédicas

2.1 — Introducao

Uma das areas da quimica macromolecular que alcancou um grande desenvolvimento
foi a sintese de polimeros em cascata, também conhecidos como arborois, dendrimeros ou
polimeros altamente ramificados. Eles foram descobertos acidentalmente em 1978 por Vogtle
e, durante alguns anos, eles foram apresentados apenas como uma curiosidade quimica [1-3].
De acordo com a Figura 2.1, somente depois de cerca de uma década é que eles passaram a

serem investigados e, dessa forma, comecgaram a aparecer as suas primeiras aplicacdes na area

da saude.
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Figura 2.1 — Numero de artigos publicados sobre dendrimeros nos anos de 1992 a 2005.

Os dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas, monodispersas, com elevado peso
molecular, elevada area superficial, tamanho nanométrico, arquitetura tridimensional quase
esférica e altamente organizada e que apresentam uma enormidade de grupos funcionais em
sua periferia, ao contrario dos polimeros lineares. Este tipo de molécula possui superficies e
interfaces altamente controladas e apresentam cavidades internas, o que permite, por exemplo,

0 encapsulamento de moléculas bioativas [1-7].
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O processo de polimerizacdo classico, o qual resulta em polimeros lineares, é
usualmente randémico em natureza e produz moléculas de diferentes tamanhos, 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 mérica que é capaz de conduzir a estruturas com definidos nimeros de geracao e
grupos funcionais terminais. Estas moléculas crescem a partir de um ndcleo, designado de
Geracdo 0 (GO0) e, cada conjunto de unidades méricas adicionadas torna cada geracdo mais

ramificada que a anterior até se obter uma estrutura globular, como é mostrado na Figura 2.2

2.

Figura 2.2 — Figura representativa do crescimento em gera¢cdes no dendrimero poli(amido
amina) (PAMAM) (Fonte: referéncia [9]).

2.2 — Os dendrimeros e suas propriedades
Devido a sua arquitetura molecular, os dendrimeros mostram uma melhora

significativa nas suas propriedades fisicas e quimicas quando comparados a polimeros

lineares tradicionais. Dentre as propriedades dos dendrimeros, pode-se mencionar:
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Em solucdo, as cadeias lineares séo flexiveis enquanto que os dendrimeros formam
sistemas micelares.

Solugdes 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 numero de meros, mas a
partir de certa geracdo (em geral, a partir da geracdo 4), a viscosidade volta a diminuir,
de tal forma que os dendrimeros de geracdo mais alta apresentam mais grupos
terminais, porém menor viscosidade que os dendrimeros de geracdo mais baixa. Este
comportamento é diferente dos polimeros lineares. Para os polimeros classicos a
viscosidade intrinseca aumenta continuamente com a massa molecular.

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

A presenca de muitas cadeias terminais é 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 soluveis em solventes polares enquanto os dendrimeros
terminais com grupos hidrofobicos sdo soltveis em solventes apolares.

A massa molar dos dendrimeros pode ser calculada pela seguinte relagdo matematica:

”rﬁ -1 G
M=M,+n|M,_ LMo (2.1)
n J—

m

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

multiplicidade da ramificacdo e G é o nimero de geragéo.
O aumento do numero de grupos terminais é descrito por uma progressao geometrica

da seguinte forma:

Z=n.-nS. (2.2)
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sendo n, a multiplicidade do nucleo, n,, é a multiplicidade da ramificacdo e G é o

namero de geragao.

7. A massa molecular ponderal média e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois
parametros muito importantes para a determinagdo e explicacdo do comportamento
fisico desses sistemas macromoleculares. Dendrimeros de peso molecular muito baixo
geralmente apresentam uma menor area superficial, o que é indesejavel para o projeto
de biossensores. Ja as macromoléculas de peso molecular muito elevado sdo pouco
soliveis e, por isso, geralmente ndo é possivel utilizad-los no revestimento de
superficies sintéticas.

8. Capacidade de encapsulamento de moléculas bioativas no interior da macromolécula.
Esta é uma das propriedades Unicas que os dendrimeros apresentam devido a sua
forma globular e a presenca de cavidades internas.

2.3 — Sintese de dendrimeros

Os dendrimeros sdo preparados por uma sintese tridimensional repetitiva e bem
controlados através de dois métodos: o método divergente e 0 método convergente. Essas
técnicas permitem a formacdo de estruturas tridimensionais cujas ramificacdes estendem-se
concentricamente, o que conduz a uma molécula altamente simétrica. Além disso, a sintese
repetitiva permite um controle do peso molecular e do tamanho, o que leva a macromoléculas

monodispersas [4].

2.3.1 — Método divergente

O método divergente foi desenvolvido por Vogtle em 1978, sendo considerado a
primeira técnica que se originou para sintetizar dendrimeros [6].

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 meros até se obter o dendrimero desejado. Ele é
caracterizado por reacfes que ocorrem por um aumento do numero de locais reativos, como se
o 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
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cresce, maiores imperfeicbes e falhas ocorrem devido as reagcfes incompletas dos grupos
terminais [1-5]. O procedimento geral desta técnica de sintese de dendrimeros estd mostrado

na Figura 2.3.

Figura 2.3 — Figura esquematica do método divergente de crescimento de dendrimeros.
2.3.2 — Método Convergente

Os pioneiros do método convergente de sintese de dendrimeros foram Hawker e
Fréchet [6]. Essa sintese comeca pelo que se tornard a periferia do dendrimero, ou seja,
fazendo-se os ramos e s6 depois introduzindo o nucleo para produzir o dendrimero. O
principio basico do método convergente envolve a construcdo de pequenas unidades
fragmentais que sdo chamadas dendrons. Esses dendrons sdo, entdo, unidos para a
constituicdo do nucleo central e, conseqlientemente, para a formacéo final do dendrimero [1-
5]. A Figura 2.4 ilustra o procedimento geral da técnica de sintese convergente.

- 0
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Figura 2.4 — Representacdo esquematica de uma sintese dendrimérica convergente.
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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.

2.4 — Os dendrimeros e suas aplicagdes

Hoje em dia 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, superficie multifuncional e cavidades internas. Estas
propriedades especificas tornam os dendrimeros altamente satisfatorios para uma gama de
aplicacdes de alta tecnologia.

Na area médica, os dendrimeros sdo empregados como captadores seletivos e
transportadores macromoleculares [2]. Sao utilizados como captadores seletivos devido ao
controle preciso de sua topologia, funcionalidade e a flexibilidade de dendrimeros, sendo
possivel a construcdo de um dendrimero capaz de selecionar as moléculas de interesse com
alta seletividade. Como transportadores macromoleculares de drogas, os dendrimeros
apresentam uma alta capacidade de vetorizacdo, baixa toxicidade e uma boa solubilidade em
agua.

O dendrimero poliglicerol super-ramificado, por exemplo, é utilizado no processo de
encapsulamento e transporte de hospedeiros polares (tais como tintas e drogas) e, também, na
criacdo de microambientes especiais no seu nlcleo. Através desta arquitetura ndcleo-casca, 0
transporte seletivo e a liberagdo dos hospedeiros encapsulados sdo possiveis tanto no meio
hidrofilico quanto no meio hidrofébico. Além disso, nanocapsulas de dendrimeros podem ser
empregadas como moldes para a preparacdo de nanoparticulas com propriedades
antimicrobianas, Uteis para o tratamento de queimados [8].

Os dendrimeros também sdo aplicados para diagnosticos in vitro de testes cardiacos,
onde sdo usados como agentes fixadores de imunoglobulinas ou como agentes de contraste
para a ressonancia magnética nuclear (RMN) pela adigdo, ainda na sintese, de cétions
paramagnéticos que melhoram em muito a sensibilidade e a especificidade do teste de RMN

[8]
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2.5 - O Dendrimero PAMAM

O dendrimero poli(amido amina) (PAMAM) é um dos sistemas mais estudados
atualmente com relacdo a sua aplicacdo na biotecnologia. Em 1984, eles foram a primeira
familia de dendrimeros (G = 0-7) a serem sintetizados e caracterizados, seguidos de
comercializacdo em 1990 [6]. O dendrimero PAMAM ¢ constituido de um nucleo de aménia
(NH3) ou etilenodiamina, ligado a ramificacdes de grupamentos amida e amina. O diametro
da sua arquitetura molecular aumenta sistematicamente cerca de 1 nanémetro de geracdo para
geracdo, conforme ilustrado na Figura 2.5. J& seus grupos de superficie aumentam

exponencialmente [6].

G=4 4.0 nm G=55.3 nm G=6 6.7 nm G=7 8.0 nm

Figura 2.5 — Representacao grafica da evolugdo dos dendrimeros PAMAM do ndcleo até a
sétima geracdo mostrando um aumento linear no diametro e um aumento

exponencial dos grupos de superficie (Fonte: referéncia [6]).

A sintese do PAMAM ¢ realizada na presenca de metanol, onde a aménia reage com o
acrilato de metila e entdo a etilenodiamina é acrescentada. Na extremidade de cada
ramificacdo existe um grupo amino livre que pode reagir com os dois mondmeros
provenientes do acrilato de metila e com duas moléculas de etilenodiamina. Cada sequiéncia
completa da reacdo resulta em uma nova geracdo do PAMAM. Estes dendrimeros possuem
uma alta concentracdo de grupos aminas em sua superficie. A Figura 2.6 ilustra a estrutura do
dendrimero PAMAM.
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Devido a sua extraordinaria capacidade mimetizante das proteinas globulares aliado ao
seu carater inerte e a sua elevada funcionalidade superficial e microestrutura composta
essencialmente de nanocavidades homogeneamente distribuidas pela macromolécula
dendritica, o dendrimero PAMAM se apresenta como uma boa alternativa para a otimizacdo
de préteses cardiovasculares e dispositivos biomédicos.
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Figura 2.6 — Estrutura quimica do dendrimero PAMAM de 2° geragcdo com nucleo de
etilenodiamida (a) e a estrutura quimica separada dos trés grupos (nucleo,

ramificacao e superficie) que o constitui (Adaptado da referéncia [6]).

Embora sintetizados ha pouco mais de uma década, muito pouco se conhece a respeito
das interacBes entre o dendrimero PAMAM e o organismo bioldgico. Alguns estudos in vivo
de biodistribuicdo tém demonstrado que o dendrimero PAMAM apresenta algumas
propriedades ndo desejaveis para os biomateriais tais como citotoxicidade e carater hemolitico
[10]. Entretanto, o estudo da hemocompatibilidade envolvendo a adesdo plaquetaria e a
adsorcdo de proteinas séricas ndo foi até este momento convenientemente explorado pela

literatura.
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2.6 — Consideragdes Parciais

O alto nivel de controle sob a arquitetura molecular, seu tamanho, forma, densidade e
funcionalidade tornam os dendrimeros PAMAM compostos altamente satisfatorios para uma
gama de aplica¢Bes biomédicas.

A sintese de um dendrimero se da através de dois métodos, divergente e convergente,
sendo que no segundo, a ocorréncia de defeitos € minimizada.

Devido a presenca de grupos amino-terminais, o dendrimero de poli(amido amina)
apresenta-se como um material promissor para aplicacbes em revestimentos a fim de
minimizar a adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo humano (fibrinogénio). Ao mesmo
tempo, pode promover a adsor¢do de HSA, uma proteina sérica que favorece as caracteristicas
hemocompativeis das superficies sintéticas.

As caracteristicas fisico-quimicas de superficies sintéticas as quais sdo de extrema
importancia para o processo de adsorcdo proteica e conseqlentemente para a analise da

hemocompatibilidade de polimeros sintéticos sera abordado no préximo capitulo.
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Capitulo 3 — Fisico-quimica da adsorcéo de Proteinas Séricas sobre

Superficies Sintéticas

3.1 — Processos de adsorcao de proteinas em superficies sintéticas

O processo de adsorcdo ocorre quando ha uma retencdo de um ou mais constituintes
(adsorbato) de uma fase fluida (adsortivo) em uma superficie de fase sélida (adsorvente)
devido a existéncia de forcas atrativas ndo compensadas na superficie do adsorvente. O grau
de adsor¢do depende da temperatura, da presséo e da area da superficie. Neste caso, as forgas
que atraem o adsorvato podem ser quimicas ou fisicas [1].

Na adsorcdo quimica, também conhecida como quimissorcdao, os atomos se ligam a
superficie do adsorvente através da formacdo de ligagdes quimicas, geralmente ligacGes
covalentes, e estes tendem a se acomodarem em sitios que propiciem o maior nimero de
coordenacao possivel com o substrato.

Ja na adsorcao fisica, também conhecida como fisissor¢éo, as moléculas do adsorvente
e do adsorvato interagem através de interagfes de van der Waals que, apesar de serem
interacGes de longo alcance, sdo fracas e ndo formam ligagdes quimicas e, também, através de
interacdes eletrostaticas. A contribuicdo da forca de van der Waals esta sempre presente no
processo de fisissor¢do enquanto que, a contribuicdo eletrostatica é significativa apenas no
caso de adsorventes que possuem uma estrutura inica.

Deste modo, nas vizinhan¢as da superficie do adsorvente ocorre uma mudanca das
propriedades da fase fluida, sendo esta regido tratada como uma fase termodinamicamente
diferente. Por isso, € conveniente considerar esta camada interfacial como sendo composta
pela camada da superficie do adsorvente e o espago de adsorcdo no qual o enriquecimento do
adsortivo pode ocorrer. Sendo assim, pode-se definir a adsorcdo fisica como aquela que
ocorre quando as forcas intermoleculares de atracdo das moléculas na fase fluida e da
superficie solida sdo maiores que as forcas atrativas entre as moléculas do proprio fluido. O
calor de adsorgdo é pequeno e da mesma ordem de grandeza dos calores de condensacao (de
uns poucos quilojoules no méximo) [1].

Por outro lado, a quimissor¢éo envolve a interacdo quimica entre o fluido adsorvido e
0 solido adsorvente, conduzindo a formacdo de um composto quimico de superficie ou

complexo de adsorcdo. Neste caso, o calor de adsor¢do é da mesma ordem de grandeza dos
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calores de reacdo quimica, variando de alguns quilojoules até, aproximadamente, 400 kJ [1].
Por esta razdo, somente a adsorcao fisica é apropriada a uma operacao continua em estagios.
Além disso, na adsorcao fisica podem formar-se camadas moleculares sobrepostas, enquanto
que na adsorc¢do quimica se forma uma Unica camada molecular adsorvida (monocamada) [1].

No processo de adsor¢do ha uma diminuigdo da energia livre superficial do sistema
sendo, portanto, um processo espontaneo, ou seja, a variagao da energia livre de Gibbs (AG)
é menor do que zero. Entretanto, ha uma diminuicdo do nimero de graus de liberdade do
sistema, pois as moléculas do adsorvato sé podem se deslocar sobre a superficie do
adsorvente, isto é, o a variacdo da entropia (AS) é menor do que zero. Como
AG = AH —TAS, a variacdo da entalpia (AH ) sera negativo, 0 que mostra que a adsor¢éo é

um Processo exotérmico.

3.2 — Caracteristicas da superficie sintética no processo de adsorcao de proteinas séricas

A maximizagdo ou minimizagdo das forcas de interacdo entre proteinas séricas e
materiais sintéticos depende de varios fatores, tais como: rugosidade da superficie sintética,
densidade de carga da proteina e do material sintético (Potencial Zeta) e também da constante
de ionizacdo da proteina e do dendrimero. A seguir sera descrito qual a importancia destas

caracteristicas.

3.2.1 — Rugosidade de Superficie

O fendbmeno de adsorcdo de polimeros sintéticos sobre superficies metélicas €
amplamente utilizado na confeccdo de sensores, imunossensores e biossensores [12]. No
entanto, durante este processo ha formacdo 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 ilustrado na Figura 3.1. No caso da
rugosidade fisica a curvatura da superficie € uma varidvel randémica de modo que a
superficie pode ser modelada consistindo de picos e vales. Ja superficies que apresentam
rugosidade quimica ha certas regides da superficie que possuem mais afinidade ao polimero

quando comparada com o resto da superficie [7].
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a} {b}

Figura 3.1 — Caracteristicas de rugosidades em superficies. (a) Rugosidade fisica. (b)

Rugosidade quimica (Fonte: referéncia [7]).

O principio fisico da adsorcéo de polimeros é a competicdo entre o ganho de energia
potencial obtido pelos monémeros ao se ligar com a superficie atrativa do suporte e a perda na
entropia da cadeia associada com a reducdo no nimero de possiveis configuracdes das cadeias
guando elas se encontram no estado adsorvido.

Quando a superficie apresenta certa rugosidade ha trés efeitos fisicos principais que
podem ocorrer: (i) O espaco deixado para a cadeia assumir varias configuracfes é maior perto
do topo do pico que o espaco deixado na parte inferior do vale. Neste caso, considerando
apenas a entropia do sistema, levaria a uma adsorcdo preferencial perto do pico. (ii) O nimero
de contatos por cadeia com a superficie sera maior no vale do que no pico. Portanto,
considerando apenas a energia potencial a adsorcao se daria preferencialmente no vale. (iii) A
interacdo potencial entre os monémeros e a superficie é dependente da curvatura local que
afeta as condicOes de contorno usadas para determinar o processo de adsor¢do caracteristico
[7].

Neste sentido, a rugosidade da superficie em que o material polimérico sera adsorvido
influéncia na morfologia do filme polimérico que, por sua vez, altera o processo de adsor¢do
protéica.

Em sintese, quanto maior for a rugosidade da superficie de um determinado substrato,

maior € o favorecimento da adsorcao de particulas sobre ela.
3.2.2 — Potencial Zeta
Quase todos os materiais macroscopicos adquirem uma carga elétrica superficial

guando estdo em contato com um meio polar (por exemplo, meio aquoso). O potencial Zeta,

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

Estudos eletroquimicos onde h& formacdo de interface entre metal e solucdo de
eletrolitos representam uma aproximacgdo do que ocorre nos sistemas particula/meio aquoso e
tém contribuido consideravelmente para o estudo das interfaces.

No presente trabalho, quando o dendrimero PAMAM ¢ adsorvido sobre a superficie

do eletrodo de ouro e € colocado em contato com a solucédo protéica ele se torna protonado na
presenca da molécula de 4gua (R-NH, +H,0—>R-NHJ +OH ™), formando uma

camada de ions positivos sobre a superficie do eletrodo. Esta carga liquida afeta a distribuicao
de ions na sua vizinhanga, aumentando a concentracdo de contra-ions junto a superficie
devido a presenca de proteinas com carga liquida negativa (pH préximo a 7.4) presente na
solucdo. Assim, forma-se uma dupla camada elétrica na interface do dendrimero com a
solugédo (Figura 3.2). Segundo a teoria de Stern [9] 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 onde a distribuicdo dos ions é determinada pelo
equilibrio entre forcas eletrostaticas e movimento térmico, chamada de camada difusa. (Figura
3.2). A parte da dupla camada entre o plano no qual o dendrimero esté 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

¥ s no plano de Stern [9]. A densidade de carga nas camadas de Stern é dada por:

N,ze
L Nap exp{—(zew +¢>}

(3.1)

01 =

Mn kT

sendo N; o nimero disponivel de sitios, por cm?, para adsorc&o de fons; Na 0 nimero de

Avogadro; M a massa molecular do solvente; n a concentracdo de ions (n = moles/litro x n°

de Avogadro); p € adensidade do solvente; y 5 € potencial elétrico no plano de Sterne ¢ €0

potencial de adsorcéo especifica do contra-ion pelo coldide.
O potencial Zeta € o potencial elétrico na superficie de cisalhamento da dupla camada
metalica. Ele se reduz a partir da superficie da particula, e se torna zero onde a concentracéo

de cargas elétricas sdo iguais.
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Figura 3.2 — Diagrama esquematico da formacédo de uma dupla camada metélica.
3.2.3 — Constante de ionizagdo pK

Cada acido tem uma tendéncia caracteristica de perder o seu préton em solucdo
aquosa. Quanto mais forte o acido, maior a tendéncia para perder o seu préton. A tendéncia de
qualquer acido (HA) de perder um proéton e formar a sua base conjugada (A") é definida pela
constante de dissociacdo acida (K;) da reacdo. Seja a seguinte reacdo quimica arbitraria

HA+H,0 — H;0" + A™, asua constante de equilibrio sera dada por:

H,O"][A”
= [ 3 ][ ] (32)
[HA]
A concentracdo da aqua € omitida da equacdo geral da constante de equilibrio devido o
seu alto valor (55.5 M) em relacdo as outras concentragfes da expressdo. Ja a constante, pKa,
é definida como sendo o antilogaritmo da constante de dissociagdo acida:
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pKa =—log(Kj,) (3.3)

Quanto maior a tendéncia para dissociar um préton, mais forte é o acido e menor o seu pKa.

De forma analoga, a constante de ionizacdo bésica da base conjugada A" para a

seguinte reagdo quimica, A~ + H,0 - HA+ OH ~, é dado por:

K, = LHAIOH 1 (3.4)
[A7]

Da mesma forma o valor de pKy é descrito por:

pKy, = —log(ky) (3.5)

O produto de pKa por pKb se mantém sempre constante. Além disso, a relacdo entre o

pKa e o pH de uma solucéo é dada pela equacdo de Henderson-Hasselbalch:

pH = pK, —Iog% : (3.6)
ou
pH = pK}, —log [C[;A}]- (3.6a)

O valor da constante pK, e pKy influencia véarias caracteristicas dos compostos tais
como a sua reatividade, solubilidade e propriedades espectrais (cor). Os valores de pK, e pKp
de proteinas e aminoacidos que constituem as proteinas, sdo de extrema importancia para a

atividade de enzimas e a estabilidade de proteinas.
3.3 — As isotermas de adsorc¢ao
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 fungdo da pressdo e/ou



Capitulo 3 — Fisico-quimica da adsorcdo de Proteinas Séricas sobre Superficies Sintéticas 30

concentracdo do adsorvato. As isotermas mais utilizadas no estudo da adsorcdo sdo as
sequintes: Langmuir, Freundlich, Henry, Temkin, Giles e Brunauer, Emmett, Teller (BET)
[3]. As isotermas de Langmuir e Freundlich serdo detalhadas uma vez que sdo as mais
utilizadas na modelagem da adsor¢do proteinas séricas sobre superficies sintéticas em funcao

da homogeneidade/heterogeneidades superficiais.

3.3.1 - Aisoterma de Langmuir

Este é 0 modelo mais simples de uma isoterma de adsorcdo. Segundo ele, a adsorcao
restringe-se a uma monocamada, havendo zonas localizadas de adsorcao e sendo o calor de
adsorcdo independente da quantidade de substdncia adsorvida. Inicialmente as seguintes
consideracdes a respeito do processo de adsor¢do das proteinas séricas sobre superficies

sintéticas podem ser explicitadas:

i - 0 sistema é ideal;

ii - as moléculas sdo adsorvidas e aderem a superficie do adsorvente em sitios definidos e
localizados, com adsor¢do em monocamada em superficie homogénea;

iii - cada sitio pode acomodar uma, e somente uma, entidade adsorvida;

iv - a energia da entidade adsorvida € a mesma em todos o0s sitios da superficie e ndo depende
da presenca ou auséncia de outras entidades adsorvidas nos sitios vizinhos, ou seja, apresenta

interagdo desprezivel entre as moléculas adsorvidas.

A isoterma de Langmuir é a mais freqiientemente utilizada e pode ser expressa como
[2,3]:

_ s | (3.7)
bmmax mmax

cC 1 ¢
m

em que m é a quantidade de massa adsorvida, C a concentracdo da solucdo, b é o coeficiente
de adsorcao e myax € a quantidade maxima de material adsorvido na superficie sintética.
Um grafico de C/m em funcdo de C é uma reta cujos coeficientes angular e linear

fornecem os parametros mmax € b, respectivamente.
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O parametro b esta relacionado com a energia livre de Gibbs de adsor¢éo, AG,y,

através da seguinte equacéo [2]:

b= ie[ﬂgmSj (3.8)

S

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

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

de equilibrio de Langmuir, K, descrito pela equacéo (3.9):
Ke = Mpaxd (3.9)

A constante de equilibrio pode ser utilizada para determinar a entalpia de adsorcao,
AH , segundo a equacéo de Clausius-Clapeyron:

Ko = Ae[_RATH], (3.10)

sendo A uma constante empirica.

Vale ressaltar que valores da entalpia de adsorcdo, AH, menores que 10 kJ/mol
correspondem a um processo de adsorgdo fisica ao passo que valores superiores a 200 kJ/mol
correspondem a um processo de adsor¢do quimica [10]. Os valores entre 10 kJ/mol e 200
kJd/mol ndo encontram-se bem definido na literatura.

3.3.2 - Alisoterma de Adsorcéo de Freundlich

A isoterma de Freundlich considera a adsorcdo em multicamadas e é util para
descrever a adsorcdo em superficies altamente heterogéneas e, em muitos casos, fornece uma
representacdo do equilibrio de adsor¢do de um dnico soluto melhor do que a isoterma de

Langmuir [3]. Matematicamente, esta isoterma é descrita por:
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m=keCL/" (3.11)

em gue m é a quantidade de massa adsorvida, C a concentracdo da solucdo, ke é o coeficiente
de adsorcéo 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 é favoravel.

A equacdo (3.11) pode ser linearizada, a fim de se obter os parametros kg 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 equacéo:
1

log(m)==log(C)+log (kg ). (3.12)
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
decréscimo na energia de adsorcdo com o aumento da superficie coberta pelo soluto é devido

a heterogeneidade da superficie [11].
3.4 — Cinética da interacao bioespecifica

A caracterizacdo da afinidade de uma biomolécula bem como o numero de interagdes
bioespecificas é fundamental em muitas areas de pesquisas biomédicas. Métodos que medem
mudangas dos parametros oticos, tais como fluorescéncia e absorvancia, podem ser utilizados
para analise da cinética de reacdo. Contudo estes métodos requerem que um dos reagentes
seja frequentemente marcado com material radioativo ou fluorescente e, portanto, ndo mais na
sua forma nativa. J& a deteccdo por ressonancia de pldsmon de superficie (RPS) nenhum
produto radiativo é necessario para a realizacdo do experimento. Quando o sensor é colocado
em contato com o analito ha trés fases essenciais, nominalmente, associacéo do analito com o
ligante; equilibrio (se atingido), onde a taxa de analito ligado € balanceada com o complexo
de dissociacéo; e dissociacdo do complexo analito-ligante devido a injecdo da solucéo padrdo
imediatamente apos o fim da injecdo do analito.

Com a analise apropriada dos dados da ligacdo entre o adsorbato e o ligante, os

parametros cinéticos e de afinidade podem ser obtidos por experimentos de RPS. Uma
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interacdo de 1:1 entre um adsorbato (A) fluindo continuamente da solucéo para a superficie

sintética (B) pode ser descrita por:

k
A+ Bk<:>aAB
d

Considerando que na fase de associacdo, a superficie do sensor RPS é continuamente
alimentada com solucédo do adsorbato livre e a quantidade de adsorbato ligado é negligenciada
com respeito a concentracdo total, uma cinética de pseudo-primeira ordem pode ser assumida

[4-7]. Assim, velocidade de formacdo do complexo AB é dada pela seguinte equacao:

SLEL k [AlB) -k, L8] (3.13)

na qual, em termos de resposta RPS, pode ser expressa como [4-7]:

dm
Y =K,Cmyay — (K,C —ky)m (3.14)

sendo m a quantidade de massa adsorvida na superficie do sensor no tempo t, m.,, € a

capacidade méaxima de ligacdo do adsorbato, a qual reflete 0 nimero de sitios de ligacdo do
ligante, isto é, a massa ligante total, k, é a constante da taxa de associacdo e kq € a constante da
taxa de dissociagéo.

Neste sentido, um grafico de dm /dt contra m seria uma reta cujo coeficiente angular é

—(k,C—k,) ou -ks, onde ks é a taxa de ligacdo aparente e o gréfico de ks versus a

concentracdo do adsorbato fornece uma reta cujo coeficiente angular é k, e 0 coeficiente
linear fornece kg.
Resolvendo a equacéo (3.14) pode-se expessar a resposta do sensor RPS em funcéo do

tempo para a fase de associacdo como:

kaCmmaX {1_ e_((Cka+kd )t) }

m=
k,C + kg (3.15)

Quando o equilibrio é atingido, a taxa de ligacéo total (dm /dt) é zero e, partindo da

equacao (3.11) obtém-se:
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KaC(Mpyax — Req) =Ky Meq (3.16)

sendo m,, a massa total adsorvida no equilibrio. Considerando que a constante de associagao

eq
de afinidade (Ka) é dada por ki/Kq , a afinidade de ligacdo pode ser determinada das medidas

de equilibrio incluindo a constante de afinidade na equacdo (3.16) e rearranjando 0s termos:

Teq _kum_ . —K,m
C — ™A max A''leq - (3.17)

Assim, o grafico de my,/C versus m,, fornece Ka € m, . Durante a fase de

eq
dissociacéo, a solugdo contendo o analito é trocada por uma solucéo padrdo ( solugéo salina
sem a proteina) e a concentracdo de adsorbato retorna a zero. Para um modelo cinético

pseudo-primeira ordem, a dissociacdo do complexo pode ser descrita como:

M m, (3.18)
a qual, apos integracao fornece:

In(ﬂj = kg (t-t,) (3.19)
m

0

sendo m, a resposta para uma dissociagéo inicial arbitraria no tempo t,. Consequentemente,
um grafico de In (m /m,) contra t fornece a constante de dissociagao Kg.

Este modelo tedrico basico é aplicado apenas quando a interacdo é homogénea e

guando a cinética de primeira ordem é realmente observada.
3.5 — Considerac0es Parciais

A andlise do processo de adsorcéo de proteinas séricas em superficies sintéticas € de
extrema importancia para o desenvolvimento de novos materiais para revestimentos de

dispositivos biomédicos e proteses cardiovasculares.
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A analise 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.

A espectroscopia RPS é atualmente uma das técnicas mais utilizadas na analise da
cinética de adsorcdo de proteinas sobre superficies sintéticas. No proximo capitulo sera
abordado em maiores detalhes os principios fisicos desta técnica e suas aplicacBes na

biomedicina.
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Capitulo 4 —

Fundamentos da Espectroscopia de Ressonancia de Plasmons de Superficie

4.1 — Reflexao interna total

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

0s angulos incidentes maiores que um angulo critico, 6, (Figura 4.1):

n
g, =arcsen (Ezj (4.1)

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

conhecido como reflex&o interna total (RIT).

Reflectancia
o o
(3] (00 ]

o
»

o
(S}

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

Figura 4.1 — Comportamento da reflectancia em funcdo do angulo de incidéncia para uma
interface prisma/ar. O &ngulo critico para o qual acontece o fendmeno RIT esta
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 é chamado de 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 (4.2)

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

comprimento de onda A :

d

[”“—"j[nfsen2 (0)-n31, (43)
4

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, I, é dado por 1/ :

v K {4c032(9)[23en2(0) - nz]}
n* cos(d) + sen?(0) —n?

(4.4)

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

do campo em z =0 é igual a:

1 2
IOL _ I 0052 9) . (4.5)
1-n

As grandezas 1”7 e I+ sdo as intensidades dos feixes de luz incidente polarizados
paralelamente e perpendicularmente ao plano da interface, respectivamente, e

n=(n, /ny)<1. Portanto, as duas maiores caracteristicas de ondas evanescentes séo:
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1. A profundidade da onda evanescente é tipicamente menor que o comprimento de onda,
mas se estende em poucas centenas de nanémetros para dentro do dielétrico (n,);
2. A intensidade do campo evanescente, l,, para angulos com poucos graus acima do

angulo critico é varias vezes a intensidade incidente, 1.

No entanto, quando um filme de metal fino é inserido na interface metal/dielétrico, um
novo fenbmeno chamado de Ressonancia de Plasmons de Superficie (RPS) pode ocorrer. Tal
fendmeno manifesta-se em superficies metélicas e estd diretamente relacionado com as

propriedades éticas e estruturais na vizinhanga da superficie [1-5].

4.2 — Principios fisicos da Ressonancia de Plasmon

Plasmons de superficie (PS) sdo 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 oscilacdo (Figura 4.4 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 relacdo a amplitude de campo do
feixe de luz incidente. Uma segunda consequiéncia € a alta sensibilidade do efeito a variagdes
minutas nas propriedades opticas na vizinhanca da interface metalica. Essas propriedades tém
sido frequentemente exploradas por diversos pesquisadores no desenvolvimento de sistemas

de microscopia dptica, dispositivos dpticos e biosensores 6ticos.
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4.2.1 — Métodos Préticos de Excitacdo de Plasmons 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 freqiiéncias inferiores a frequéncia
de plasma.

Essa condicdo implica em uma restricdo fundamental que governa a interacdo entre
fétons e oscilagBes de PS. Desde modo, PS ndo podem ser gerados pela iluminacédo direta da
superficie. Essa restricdo pode ser contornada com a utilizagio 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 metélico cobre a face iluminada do prisma, torna-se possivel acoplar a onda
evanescente existente na condigédo 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 metalica 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.
4.2.2 — Configuracdo de Kretschmann

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 4.2. Essa configuracdo
permite a determinacdo das constantes dpticas e espessura de filmes metalicos cuja espessura
é da ordem de algumas dezenas de nanémetros.

Normalmente o filme metélico, 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 deposicdo dos filmes e um liquido casador de indices de refracdo é
empregado na regido de ar formada entre substrato e prisma, para evitar reflexdo interna total

devido a ndo uniformidade das duas superficies.
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Figura 4.2 — Configuragdo de Kretschmann para excitagéo de PS.

4.2.3 — Configuracdo de Otto

A configuracdo de Otto para o acoplamento de luz ao PS utiliza o esquema ilustrado
na Figura 4.3. 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 o meio de separagdo tenha indice de refracdo
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 é 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 é 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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Figura 4.3 — Configuracédo de Otto para excitacdo de PS.

4.2.4 — Aspectos fisicos da configuracdo de Krestchmann

Plasmons de superficie em uma superficie plana metalica sdo modos eletromagnéticos
n&o radiativos e como tal ndo podem ser excitados pela iluminacdo direta da superficie [11].
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 metalico de espessura apropriada, de
forma que um feixe de luz injetado em uma segunda face do prisma seja refletido na face
metalizada, sob condicéo de reflexdo interna total. Para uma determinada faixa de angulos de
incidéncia, acima da condicdo de reflexdo interna total, parte da luz refletida é absorvida pelo
PS (Figura 4.4).

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 4.4). Nesta configuragdo, a relacdo de dispersdo dos PS é obtida
resolvendo as equacdes de Maxwell em cada meio e as suas respectivas condi¢cbes de

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

Ko z(ﬂ) _babm (4.6)

c)\g +e,

sendo w a frequéncia angular, c é a constante da velocidade da luz no vacuo, ¢, é a constante

dielétrica do metal e ¢, € a constante dielétrica do dielétrico.
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Através de uma relacdo trigonométrica elementar a componente x do vetor de onda

proveniente da radiacao incidente pode ser obtida como dado pela equagéo (4.7).
@
k, = (Ej &y 5en6, 4.7)

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

vetor de onda da radiacdo incidente for de igual magnitude do vetor de onda (ksp) dos PS
ocorre o fendmeno de RPS (Figura 4.4 b). Matematicamente, descrito por:

L (4.8)

0 =
. =arcsen Gt

onde 6g é o angulo incidente para o qual os PS entram em ressonancia com a radiacdo

incidente, chamado de angulo ressonante.

1
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& > § 0.6
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Figura 4.4 — (a) Diagrama representativo da configuragdo de Kretschmann para excitagdo de
PS. A RPS ¢ excitada em uma interface prisma/metal quando o angulo de

incidéncia da fonte de laser € tal que k, =k,. (b) Espectro RPS caracteristico

para uma interface prisma/metal e metal/ar.
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4.4 — Determinagdo de parametros oticos para um sistema de cinco interfaces utilizando

a aproximacao lorentziana na configuracgéo de Kretschmann

A estrutura geométrica considerada esta ilustrada na Figura 4.6, 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),
dendrimero (PAMAM), proteina e 0 ambiente. A propagacdo do feixe de luz monocromatico
plano-polarizado no sistema de multicamadas é descrito através do sistema cartesiano como
mostrado na Figura 4.6. Os feixes de luz incidente e refletido estdo contidos no plano xz,

sendo ¢ o angulo da base do prisma. O angulo de incidéncia externo, 6., esta relacionado
com o angulo de incidéncia interno, 6,, do prisma por 6, = ¢+arcsen [\/gsen(ﬁ0 —¢)] A

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

na Figura 4.5.
+2
(5) £5 Ambhiente
(4) £4.d, Proteina
(3 £5.d; Dendritmero

(2) £4.dy | Filme Metlico

(M £ di | Oleo natural
() i 0 Vidro

Lagser He-He 10, Fotodetector

Figura 4.5 — 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]).
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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]:

4KoKq (4.9)

{(kx - K')2 + KHZ} |

R(012345) ~ ‘r&‘ 1-

com

ky = @40 Sin(6,) (4.10)
Ko, — &gk

S = £2R0z ~ £0K22 (4.11)

£9Koz +&oKa;

Ky =+ @26m —k& , para m=0,2 (4.11a)

1/2
kX = a)(ﬁj . (4.11b)
&y + &y

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

i, representa o coeficiente de reflexdo para a interface 0-2 medida em k, =kJ'; k,, € a
componente perpendicular do vetor de onda da interface no meio m. Os demais parametros

Sao:

K=K +iK =kX+ak{® + Ak +ak{® | (4.12)
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com
‘ . 3/2
~.0 82‘84
Ak)((z) = 2,er2 , exp(a), (4.13)
‘82‘4‘6‘4 ‘82‘—84
—2@d2kg
]2
(=2
I|&°d3)(&r —&5) (&3 — &5
Ak = ( )( ) ), (4.14)

P25¢3

Ak® = i(ézd“)(‘gZ —é5)(e3 - &5)

X (4.15)
P2584
e
2 2
(6‘2 — &5 )(82 +6‘5)
P25 = T (4.16)
(&225)

Sendo K” o vetor de onda correspondente as perdas associadas a dissipacdo de energia no
metal e da radiagéo dos PS de volta para 0 meio 0; K’ a componente paralela do vetor de onda

dos PS; kX o vetor de onda complexo dos PS na interface metal/ambiente na auséncia do

prisma; Ak{? |, Ak e ak{® representam a correcdo devido as perturbacdes 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 quest&o.
Em um regime de pequenas perdas, uma aproximacdo de primeira ordem para as partes

real e imaginaria do vetor de onda PS leva a,
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' 1/2
kX =@ =255 | (4.17)
&y + &g
ko* = ko' —25 (4.18)

Como mostrado por Chen e Chen [9], em uma aproximacdo Lorentziana, o vetor de onda

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

K =Kg+Ky, (4.19)
com

Ko = Ko +iKg = k3 + Ak{D) + Ak{Y (4.20)
e

Ky = Ky +iKq = Ak (4.21)

K1 representando a componente de perturbacdo do vetor de onda K na presenca do prisma. As
partes imaginarias de Ky e K; representam o amortecimento intrinseco e da radiacgéo,
respectivamente.

Quando a condicio de ressonancia é satisfeita, k, =K', a reflectancia atinge o seu valor

minimo dado por:

1- 1 (4.22)

Roin (012345) ~ ,
min (77+1)2

(0]
02

com,
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Ko (4.23)

definido como o coeficiente de acoplamento dos PS conforme descrito por [7]. Para um

angulo de incidéncia tal que ky =K' J_r‘K"‘ , obtém-se:

! 4K9K1 ] (4.24)

Substituindo a equagdo (4.22) em (4.24), o pardmetro R pode ser expresso como:

F?=§(1+ Riin ) - (4.25)

Esta grandeza representa a média aritmética entre os pontos de maximo e minimo da

reflectancia, ocorrendo nos pontos de inflex&o da curva.
A Figura 4.6 (a) apresenta a curva de ressonancia representada no espago k,, ja em

(b), a dependéncia angular da reflectancia.

R A R A
1 - 1 -
R - R -
Rmin_ Rmin_

Figura 4.6 - (a) Curva de ressonancia representada no espago k., (b) dependéncia angular da

reflectancia.
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Observa-se, a partir das relacbes acima e da Figura 4.6 (a), que a largura de linha da
ressonancia € dada por 2|K’|, e portanto o0 parametro |K"| representa a meia largura de linha
da ressonancia como ja havia sido descrito [4,7]. A Figura 4.7b mostra a representacgdo tipica
da reflectancia obtida em experimentos de RPS. Esta é geralmente representada como funcéo
do &ngulo de incidéncia. O minimo da ressonancia ocorre no angulo 6pg e a largura de linha
angular, medida entre os pontos de inflexdo da curva é dada por 2Wpg, com Wpg
representando a meia largura.

Uma comparacdo direta das curvas mostradas na Figura 4.6 permite estabelecer a
correspondéncia entre os parametros referentes ao vetor de onda do PS e as variaveis

angulares. Com base na equacao (4.10), obtém-se a seguinte relacéo:
K’ :ZTE\/%sen Ops (4.26)

Dessa ultima expressdo, considerando-se 0 caso em que 2Wpg << &pg, & Meia largura

angular da curva da Figura 4.7 (b) fica diretamente relacionada ao parametro |K” pela
expressao,

27\ &
K'|= T*/T’WpS CoS Fps , (4.27)

Neste caso, utilizou-se a aproximagdo sen(@pg +Wpg )—sen(@ps —Wps )~ 2Wpg cos(@ps ),
vélida para 2Wps << 6@pg . E importante salientar que a equagéo (4.27) corrige um erro obtido

pelos autores da referéncia [7] e corrigido por Fontana [14].

4.6 — Obtencéo da estimativa inicial da espessura e permissividade complexa do filme

metalico

Uma vez definidos os parametros representativos da aproximacéo lorentziana para a
RPS, € necessario obter a estimativa inicial para a espessura e partes real e imaginaria do

filme metalico e das camadas adjacentes. Assim, de posse dos valores medidos para 6pg |,
Wps € Rpin, as expressdes da secdo anterior devem ser utilizadas para obtencédo dessa

estimativa inicial.
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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:

Ko =Kg +iKg =kX. (4.28)
0 0 0 0

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

procedimento pode ser facilmente realizado na aproximagdo em que |¢5|<<|e5| e pode ser

sumarizado da seguinte forma:

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 condicdo de

ressonancia, as equacoes (4.17) e (4.26) podem ser utilizadas para obtencdo da estimativa

inicial do parametro &, :

2
. sen( 6
gy =— 8055[ ( PS )} | (4.29)

&0 [Sen(ﬁps )]2 — &g

Para estimar os valores de espessura e parte imaginaria da permissividade do filme
metalico, determinam-se inicialmente as duas solucbes para o coeficiente de acoplamento, a

partir do parametro R, . Essas sdo as solugdes, diretamente obtidas da equacdo de segundo

grau correspondente a equacéo (4.22), ou seja,

=T [ (1+ R )£ 2R |- (4.30)
~'min

Para calcular a relagdo entre os amortecimentos intrinseco e da radiacdo com as
varidveis angulares (6sp,Wsp ) faz uso da parte imaginaria da equacdo (4.19) junto com as

equac0es (4.23) e (4.27). Assim,

21
Kg =1 N0 \ioe cosGpg (4.31)
n+l A
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2
K= ”‘/gwpS 008 Ops , (4.32)
n+1

Ressalta-se que existem duas solugdes para cada uma das duas expressdes anteriores dada
pela equacédo 4.60. Esta ambigliidade na obtencdo do coeficiente de acoplamento dos PS foi
primeiro atacado por Chen e Chen [7] que sugeriram que uma forma para se contornar essa
ambiglidade 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
solugéo 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 conclusao que era necessario uma terceira medi¢cdo em um
terceiro comprimento de onda para levantar a ambiguidade no valor da espessura. Ao realizar
estes experimentos os autores chegaram a conclusédo que a solucdo a era a solucdo correta
para o problema. Contudo Fontana e Neto [15] baseados nestes relatos chegaram a concluséo
de que medidas de apenas um Unico comprimento de onda é suficiente para obtencdo dos
parametros do filme desde que a faixa angular de medicdo seja maior do que aquela em que
ocorre o efeito de ressonancia.

Tomando a parte imaginaria da equacao (4.28) e inserindo as expressdes (4.18) e

(4.31) a parte imaginaria da permissividade complexa do filme metalico fica descrita como:

2
P 269(25+25) 1 ”f Wips cos(ps ). (4.33)
K085 77+1

Combinando a parte imaginaria da expressao (4.13) em conjunto com 0 parametro

obtido na equacdo (4.32) a espessura do filme metélico pode ser explicitada na seguinte

forma:
, 1/2 3/2
4o =2 (2| - =) | (7+1)4 2 £965
2 =— ; n Im KO . (434)
Ar 272'1/80Wps Ccos eps &9 + &g &y t &y
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As equacdes (4.29), (4.33) e (4.34), com o auxilio da equacéo (4.30) séo as expressoes
que serdo utilizadas na estimativa inicial da espessura e permissividade complexa do filmes
metalicos, necessarios para a implementacdo do algoritmo de ajuste de curvas descrito na
Secéo (6.8).

4.7 — 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 metéalico
foi explicitada combinando a parte imaginaria da expressao (4.20) junto com a equacgdo
(4.31):

d4 (6ps » Rmin.Wps ) = [Ko (ﬂ)—(kgx + Ak )} 0, (4.35)

com

5= Im{ 3525 } (4.35a)
10" (67 —£4)(63—£4)

2
0 0
UrOZ‘ + Rmin}rz‘rOZ‘\/ Rmin
n= 2
0

(4.36)

- Rmin

Para calcular a camada dendritica adsorvida sobre o filme de ouro basta apenas
negligenciar o parametro Ak, e trocar ds; e & por d, e ,, respectivamente. Note que estéa
nova expressao para calcular a espessura das camadas (3) e (4) depende de todas as variaveis
angulares da curva de ressonancia. Além disso, através deste formalismo proposto ndo é
necessario uma curva de referéncia para estimar a espessura destas camadas ao contrario dos
modelos vigentes na literatura [27]. As variaveis angulares podem ser obtidas através de um

procedimento numeérico iterativo conforme seré apresentado na seccao 6.8.
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E necessario salientar que para um sistema de quatro ou cinco interfaces ndo é possivel
obter separadamente a espessura e a constante dielétrica da camada a ser analisada. Neste
caso, o indice de refracdo do dendrimero PAMAM e das proteinas serdo inicializadas no
algoritmo apresentado na sec¢do (6.8) 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 equacédo 4.67, pode-se estimar o valor da constante dielétrica tanto do dendrimero quanto

das proteinas considerando-os como substancias semi-polares.

2
e-l_n -l (4.67)

e+2 n242

E necessario salientar que esta relacdo s6 pode ser utilizada uma vez que nem o
dendrimero nem as proteinas séricas utilizadas durante os ensaios absorvem na regido do
comprimento de onda do laser (632.8 nm).

Além disso, sera utilizado o método das correcdes diferenciais para minimizar o erro
quadratico médio entre as curvas tedrica e experimental a fim de obter a estimativa mais
precisa do filme dendritico adsorvido na superficie do metal e das proteinas adsorvidas na

superficie deste filme.

4.8 — Aplicacdes da espectroscopia de ressonancia de plasmons de superficie

4.8.1 — Caracterizacdo de propriedades dpticas e estruturais de filmes finos

Kretschmann [16] 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 dimensdes tipicas das irregularidades nas superficies estudadas. No
entanto, 0 modelo tedrico que utilizava uma aproximagao em primeira ordem para o efeito das
irregularidades ndo podia explicar satisfatoriamente as dependéncias angulares da luz
espalhada e da reflexdo especular da superficie.

A partir dos resultados de Kretschmann [16], varios trabalhos foram entdo
desenvolvidos com o objetivo de utilizagdo de RPS na determinacdo de rugosidade de filmes

metélicos, podendo-se destacar aqueles de Braundmeier and Tomascheke [17] (1975), Simon
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e Guha [18] (1976), no aspecto experimental e no aspecto tedrico, os trabalhos de Toigo e
outros [19]; e Fontana e Pantell [20], no desenvolvimento de formulacao teérica para modelar
a influéncia da rugosidade na dispersao de plasmons de superficie.

Chen e Chen [7] 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 teérico, a partir do qual esses
parametros poderiam ser determinados através de um procedimento de ajuste numeérico.
Fontana [24] utilizando os principios delineados nas referéncias [7] e [20] desenvolveu o
prototipo de um sistema éptico operando no comprimento de onda de 670 nanémetros com 0
objetivo de determinar simultaneamente espessura, constantes Opticas e parametros de
rugosidade de superficies de filmes de ouro e prata. Observacbes das topografias das
superficies, com o emprego de um microscopio de forga atbmica confirmaram os valores das

dimensdes tipicas de irregularidades medidas pelo sistema Optico [21].

4.8.2 — Anélise em tempo real de reagdes imunoldgicas

O alto grau de sensibilidade do efeito de RPS foi explorado por diversos pesquisadores
no desenvolvimento de sistemas dpticos de medicdo 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 dimensdo 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 reacdo imunoldgica
altamente especifica na superficie. O efeito resultante dessa reacdo é o crescimento de um
filme orgéanico que afeta a condi¢do de ressonancia e que pode ser detectado com alta
sensibilidade pelas variaces do sinal refletido da superficie. Esse foi o principio bésico
proposto por Liedberg e outros [22] e Flanagan e Pantell [23] no inicio da década de 80 para o
desenvolvimento de uma nova classe de sistemas Opticos que possibilitassem ndo sO a
deteccédo de reagdes imunologicas sem o emprego de marcadores fluorescentes ou radioativos,
como também a possibilidade de uso da técnica para a caracterizagdo em tempo real da

reacdo. Esse ultimo aspecto é de vital importancia, uma vez que a caracterizacao da cinética
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da reacdo € uma ferramenta frequentemente utilizada para a otimizacdo dos processos de
sintetizacdo, em laboratorio, de reagentes biolégicos e de novas drogas na industria
farmacéutica.

A partir dos trabalhos contidos nas referéncias [22] e [23] teve inicio uma intensa
investigacdo por diversos grupos de pesquisa para 0 aprimoramento da técnica e otimizacdo
da interface metal/filme organico. Este aprimoramento permitiu a eliminacdo do efeito de
componentes ndo especificos da reacdo e melhoria do limite de detec¢édo, o que possibilitou o
emprego de RPS na deteccdo especifica de macromoléculas em uma mistura bioldgica mais
complexa. Como fruto dessa intensa investigacdo, foi langcado em 1990 o primeiro sistema
comercial de tempo real para caracterizacdo de reacfes imunoldgicas, 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 andlises de
interacGes biomoleculares foi a possibilidade de miniaturizacdo do elemento Gptico
responsavel pelo acoplamento entre luz polarizada e o filme metalico. Em 1989 [24] foram
propostas duas configuragdes em fibra Optica capazes de permitir a excitacdo de PS em filmes
metalicos. Nessas configuracbes 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 [24-26] no
desenvolvimento tedrico e experimental de uma fibra monomodo tendo uma das extremidades
cortada em um angulo particular, na qual o filme metélico deveria ser depositado.

Versbes comerciais dessa classe de sensores foram langadas no mercado a partir de
1997 pela Texas Instruments e pela BIACORE para aplicacdo na analise cinética em tempo
real de reacdes bioldgicas.

4.9 — Considerac0es Parciais

Devido a extrema sensibilidade na variagcdo dos parametros 6ticos da interface metal/
dielétrico e ainda pela possibilidade de obter resultados em tempo real, a espectroscopia de
Ressonancia de Plasmons de Superficie tornou-se uma dos principais métodos para o estudo

de propriedades oticas de filmes finos bem como de interacdes biomoleculares.
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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 diz respeito tanto a ciéncia basica quanto no
desenvolvimento de dispositivos o6ticos de alta tecnologia.

No proximo capitulo, sera descrito em detalhes o aparato experimental utilizado no
presente trabalho para a excitagcdo de PS em filmes finos de ouro bem como a sua utilizagio
na analise da hemocompatibilidade de dendrimeros PAMAM.

4.10 — Referéncias bibliograficas

[1] Carvalho Gomes, P. A. SPR as a tool in the functional analysis of an immunodominant
site in FMDV. Tese de Doutorado. Universidade de Barcelona, 2000.

[2] Zayats, A. V.; Smolyaninov, I. I.; Maradudin, A. A. Nano-optics of surface plasmon
polaritons. Physics Reports. 408: 131-314; 2005.

[3] Jackson, J. D. Classical Electrodynamics. New York: John Wiley.1963; 641 p.

[4] Roy, D. Optical characterization of multi-layer thin films using the surface plasmon
resonance method: a six-phase model based on the Kretschmann formalism. Optics
Communications. 200: 119-130, 2001.

[5] Homola, J.; Yee, S. S.; Gauglitz, G. Surface plasmon resonance sensors: review. Sensors
and Actuators. 54: 3-15, 1999.

[6] Kretschmann, E. Die Bestimmung optischer Konstanten von Metallen durch Anregung

von Oberflachenplasmaschwingungen, Zeitschrift fur Physik. 241:313-324, 1971.

[7] Chen, W. P.; Chen, J. M. Use of surface plasma waves for determination of the thickness
and optical constants of thin metallic films. Journal of the Optical Society of America.;
71:189-191, 1981.

[8] Fontana, E. Analysis of optical surfaces by means of surface plasmon spectroscopy. IEEE

Transactions on Instrumentation and Measurement. 45:399-405, 1996.
[9] Jorgenson, R. C.; Yee, S. S. A fiber-optic chemical sensor based on surface plasmon
resonance. Sensors and Actuators B. 12:213-220; 1993.



Capitulo 4 — Fundamentos da Espectroscopia de Ressonancia de Plasmon de Superficie 57

[10] Robertson, W. M.; Fullerton, E. Reexamination of the surface-plasma-wave technique
for determining the dielectric constant and thickness of metal films. Journal of the
Optical Society of America B. 6:435-536, 1989.

[11] Disponivel em: http://physics.mtsu.edu/~wmr/wmr.html (Ultimo acesso em 01/12/2006).

[12] Kurosawa, K., Pierce, R. M..; Ushioda, S. Ramam scattering and attenuated-total-
reflection studies of surface plasmon polaritons. Physical Review B. 33: 789-798, 1986.

[13] Roy, D. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy od Dielectric Coated Gold and Silver
Films on Supporting Metal Layers: Reflectivity Formulas in the Kretschmann
Formalism. Applied Spectroscop. 55:1046-1055, 2001.

[14] Fontana, E. Thickness optimization of metal films for the development of surface-
plasmon-based sensors for nonabsorbing media. Applied Optics. 45:7632-7642, 2006.

[15] Fontana, E.; Neto, J. O. M. Sobre a ambiglidade na determinacdo de parametros de
filmes finos em experimentos de RPS. IX Simpoésio Brasileiro de Microondas e
Optoeletrénica (Jodo Pessoa, Brasil), 2000.

[16] E, Kretschmann. The angular dependence and the polarisation of light emitted by surface
plasmons on metals due to roughness. Optics Communications. 5:331-336, 1972.

[17] Braundmeier, A. J.; Tomascheke, H. E. Observation of the simultaneous emission of
roughness-coupled and optical-coupled surface plasmon radiation from silver. Optics
Communications. 14:99-103, 1975.

[18] Simon, H. J.; Guha, J. K. Directional surface plasmon scattering from silver films. Optics
Communications. 18:394-394, 1976.

[19] Toigo, F.; Marvin, A.; Celli, V.; Hill, N. R. Optical properties of rough surfaces: general
theory and the small roughness limit. Physical Review B. 15: 5618-5626; 1977.

[20] Fontana, E., Pantell, R. H. Characterization of multilayer rough surfaces by use of
surface-plasmon spectroscopy. Physical Review B. 37:3164-3182, 1988.

[21] Fontana, E., Analysis of optical surfaces by means of surface plasmon spectroscopy.
IEEE Transactions on Instrumentation and Measurement. 45:399-405, 1996.

[22] Liedberg, B.; Nylander, C.; Lundstrom, I. Surface plasmon resonance for gas detection
and biosensing. Sensors and Actuators B. 4: 299-304, 1983.

[23] Flanagan, M. T.; Pantell, R. H. Surface plasmon resonance and immunosensors.
Electronics Letters. 20:968-970, 1984.

[24] Fontana, E.; Pantell, R. H.; Strober, S. Surface plasmon immunoassay. Applied Optics.

29: 4694-4704, 1990.


http://physics.mtsu.edu/%7Ewmr/wmr.html

Capitulo 4 — Fundamentos da Espectroscopia de Ressonancia de Plasmon de Superficie 58

[25] Fontana, E. A theoretical analysis of the coupling of light to surface plasmon oscillations
at the edge of a slab waveguide. IEEE Transactions on Microwave Theory and
Techniques. 46: 234-241, 1998.

[26] Fontana, E.; Dulman, H. D.; Doggett, D. E.; Pantell, R. H. Surface plasmon resonance on
a single mode optical fiber. IEEE Transactions on Instrumentation and Measurement.
47:168-173, 1998.

[27] de Bruijin, H. E.; Altenburg, B. S. F. Determination of thickness and dielectric constant
of thin transparent dielectric layers using Surface Plasmon Resonance. Optics
Communications. 82:425-432, 1990.



Capitulo 5 - Objetivos 58

Capitulo 5 — Objetivos

O estudo de novos materiais sintéticos que possam ser utilizados na biomedicina € de
extrema importancia para o desenvolvimento de dispositivos biomédicos que entram em
contato 0 sangue durante o uso clinico. Tais dispositivos tém como principal objetivo
aumentar a qualidade de vida da populagdo em geral.

Embora existam hoje varios materiais sintéticos que sdo utilizados em larga escala na
biomedicina, estes materiais requerem a utilizagcdo de anticoagulantes que muita das vezes
proporcionam efeitos colaterais graves.

Os dendrimeros; sistemas cuja estrutura biomimética € rica em grupos funcionais que
podem ser facilmente ativaveis por mecanismos da quimica organica despontam como um
horizonte promissor na quimica supramolecular para a obtengcdo de revestimentos para
préteses cardiovasculares.

Observa-se na literatura que os ensaios de hemocompatibilidade de dendrimeros ainda
sdo0 escassos embora esta seja uma propriedade fundamental quando estes sdo utilizados para
0 projeto de sistemas de liberagdo de farmacos, area esta a mais explorada atualmente para a
aplicacdo do PAMAM na area biomédica.

A adsorcéo protéica é o primeiro fendmeno investigado quando um polimero sintético
é colocado em contato com o fluido biolégico. A fenomenologia do processo de adsorcdo
protéica sobre superficies sintéticas € amplamente estudado pela literatura por técnicas que
envolvem a marcagdo da biomolécula com I ou mesmo através da lei de Lambert-Beer
onde a absorvancia e a concentragédo sdo diretamente proporcionais.

O objetivo geral do presente trabalho € o estudo da hemocompatibilidade do
dendrimero PAMAM utilizando a espectroscopia de ressonancia de plasmons de superficie.
Neste sentido, a hemocompatibilidade do dendrimero PAMAM foi estudada in vitro levando-
se em consideracdo a interacdo do dendrimero com as proteinas séricas albumina e
fibrinogénio bem como a adeséo plaquetaria.

Para a realizacdo dos objetivos gerais 0s objetivos especificos podem ser podem ser

sumarizados da seguinte forma:

» Desenvolver uma configuracdo de um aparato experimental de facil implementacéo,
baseado na configuracdo de Krestchmann, capaz de excitar plasmons de superficie

interfaciado com um software (Phywe) para armazenamento dos dados;
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» Desenvolver um procedimento numérico concomitantemente com um modelo
matematico baseado no modelo proposto por Chen e Chen (1981) em linguagem
MATLAB 7.0 para leitura e extracdo de parametros oticos de filmes finos metalicos e
dielétricos;

» Estudar a hemocompatibilidade de filmes finos do dendrimero PAMAM através de
espectroscopia RPS levando em consideracao sua possivel utilizacdo no revestimento
de dispositivos biomédicos e préteses cardiovasculares;

> Analisar a hemocompatibilidade de filmes finos do dendrimero PAMAM atraves de
ensaios de adesdo plaquetéria a fim de complementar os resultados obtidos através da
técnica RPS;

» Por fim, compreender 0s mecanismos de interacdo e o processo de adsorcao entre

proteinas séricas e dendrimeros de poli(amido amina) (PAMAM).
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Capitulo 6 — Materiais e Métodos

6.1 — Sintese do dendrimero PAMAM

Neste trabalho, o dendrimero poli(amido amina) PAMAM foi sintetizado via rota
divergente utilizando como precursor um monomero tipo AB; resultante da condensacio de
Michael entre o acrilato de metila ¢ o acido 4-amino-benzoico [3,4]. A reacdo de
polimerizagdo foi efetuada a 160 °C por 30h em atmosfera de argdnio. O produto obtido foi
purificado por dialise e solubilizado em metanol a 10%.

Para controle do indice de polidispersao e peso molecular, o dendrimero PAMAM foi
purificado por cromatografia de permeacao em gel (GPC). A espectroscopia UV/Vis (Varian
634) foi utilizada para investigacdo das propriedades eletrodticas.

O dendrimero PAMAM também foi estudado por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para identificacdo dos grupos funcionais

presentes na macromolécula e confirmagado da estrutura dendritica do polimero.

6.2 — Espectroscopia de Absorcéo no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Na regido espectral do ultravioleta-visivel (1500 a 7000 A), a radiagio promove a
transi¢ao de elétrons do estado fundamental para estados eletronicos excitados. Ocorre
absorc¢do de radiacdo quando a energia da mesma for igual a diferenca de energia entre dois
estados eletronicos [1,5]. A espectroscopia de absor¢ao no UV-visivel compara a intensidade
de um feixe de luz transmitido através de uma amostra, com a intensidade incidente e os
dados experimentais sdo expressos em termos da intensidade absorvida em fun¢do do
comprimento de onda da radiagdo. Em muitas moléculas orgénicas e sintéticas que
apresentam ligacdes duplas envolvendo atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio, o arranjo
eletronico ¢ tal que as diferencas de energia entre o estado fundamental e os primeiros estados
excitados corresponde a regido do UV-visivel e, assim, elas podem ser estudadas pela
espectroscopia de absor¢do optica [1,5].

O espectrofotdmetro UV-visivel consiste de uma fonte de radiacdo eletromagnética,
um conjunto de componentes Opticos que levam esta radiagdo até a amostra, um

compartimento de amostra € um ou mais detectores que medem a intensidade de radiagao.
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A Figura 6.1 apresenta um diagrama esquematico do espectrofotometro utilizado no
trabalho para analise das amostras. Um feixe de luz na regido espectral UV-vis ¢ produzido
por uma fonte com o auxilio de um filtro ou monocromador e dividido em dois raios
separados por um divisor de feixes. Um passa pela a amostra, e o outro por uma referéncia
que ¢ normalmente a substancia na qual a mostra esta dissolvida ou misturada. Em seguida os
feixes passam por fotodetectores de sinal e referéncia e entdo sdo amplificados.A diferenca
entre o fotodetector de sinal e de referéncia ¢ entdo apresentado em um mostrador digital.

A espectroscopia de absor¢ao UV-visivel ¢ muito utilizada para obter a concentracao
de substancias presentes na amostra e a estimativa da diferenca de energia entre os orbitais

moleculares de fronteira HOMO e LUMO do material a ser analisado.

Célula da
Amostra
Iy !
/-._.n.._.-l- [ W |:|
Fonte § l Mostrador
hv . .
Filtro ou 7~/ Divisor de Foto . —_ e
O =" [ monocromador ‘\-—a..\ feixe detectores | “MPlificador 0100
Célula de
referéncia

Figura 6.1 — Diagrama representativo de um espectrofotdometro de absor¢do no UV-vis

(Fonte: referéncia [5]).

Para se determinar a concentragdo de substancias presentes na amostra sdo realizados
ensaios com diferentes concentragcdes do material no comprimento de onda de méaxima
absor¢do do mesmo e, entdo, ¢ medido a absorvancia. Através destes dados ¢ construida uma
curva da absorvancia em funcdo da concentragcdo, chamada de curva de calibragdo. A lei que

rege esta relacdo ¢ a Lei de Lambert-Beer, descrita matematicamente por:

_ lo (%) _
A=log —It(x) edc, (6.1)

onde A ¢ a absorvancia medida, Iy é a intensidade da luz monocromatica incidente, I é a

intensidade transmitida pela amostra, d ¢ o caminho 6ptico pela amostra (distancia que a luz
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percorreu por ela), € € uma constante conhecida como absortividade molar (a qual depende da
substancia a ser analisada), e ¢ € a concentracao da substancia.

O espectro eletronico do dendrimero PAMAM foi obtido através de uma varredura
entre 200 nm e 1000 nm a temperatura ambiente (25 °C) utilizando um espectrofotometro
UV/Vis Varian Serie 643 (200 nm a 400 nm) e um espectrofotdmetro UV/Vis Biospectro SP-
22 (400 nm a 100 nm) (Figura 6.2).

(A) (B)

Figura 6.2 — Espectrometro UV/Vis Varian Serie 643 (A) e Biospectro SP-22 (B) utilizados
para obtencao do espectro UV/Vis.

6.3 — Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) baseia-se nas
freqiiéncias fundamentais das ligacdes quimicas existentes em macromoléculas organicas e
inorganicas. Quando a radiagdo na regido espectral do infravermelho interage com moléculas
contidas na amostra produz um tipo de alteracdo no comportamento vibracional e rotacional
da mesma. Este tipo de alteracdo ¢ devido as ligagdes quimicas das moléculas possuirem
freqliéncias vibracionais especificas (“impressdo digital”) dentro da regido espectral do
infravermelho [4,8]. Neste sentido, as vibracdes moleculares sdo aproximadas pelo modelo do
Oscilador Harmonico Simples (OHS) e a freqiliéncia fundamental da ligacdo pode ser dada

pela Lei de Hooke de acordo com a expresséo (6.2):

27 u’

<
|
|

(6.2)
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sendo V ¢ a freqliéncia de vibragdo fundamental, c ¢ a constante da velocidade da luz, k ¢ a

constante de forga da ligagdo quimica e 4 =mm,/m, +m, ¢ a massa reduzida do sistema (M

€ M sdo as massas dos atomos envolvidos na ligagdo quimica).

O sistema otico utilizado para quantificar os espectros vibracionais de moléculas ¢
denominado por espectrofotometro FTIR. Ele ¢ baseado no interferometro de Michelson
conforme ilustrado na Figura 7.3. O interferometro consiste em uma fonte de radiagdo na
regido espectral do infravermelho, divisor de feixe, espelhos e fotodetectores. A luz
proveniente da fonte de radiacdo, depois de colimada por um espelho incide no divisor de
feixes e ¢ separada em dois feixes que sdo novamente refletidos (um deles pelo espelho fixo e
o outro pelo espelho movel) em dire¢do ao divisor de feixes. Desta forma, quando estas duas
partes se recombinam ocorre um processo de interferéncia. O resultado desta interferéncia
dependera da diferenga entre os caminhos Opticos percorridos por cada feixe (que €
determinada pela distancia dos espelhos mével e fixo ao divisor de feixe). A medida que o
caminho Optico varia (devido ao movimento do espelho), a intensidade da interferéncia
também varia. Dessa forma, apds a radiacdo passar pelo sistema 6tico ¢ direcionada para a
amostra ¢ a luz transmitida pelo material ¢ focalizada sobre um detector, onde ¢ convertida
em um sinal digital. Um diagrama da intensidade da radiacdo em funcdo da diferenca de
caminho Optico (entre os espelhos movel e fixo) ¢ chamado de interferograma. Finalmente, o

espectro infravermelho pode ser obtido a partir da transformada de Fourier do interferograma.

Fonte de o
Infrawvermelho Diwvisor de
Feize
Ezpelho Amostra
Fizo | |
Espelho
Méwel I—
Detector
Figura 6.3 — Diagrama representativo do espectrofotdometro de infravermelho com

transformada de Fourier.
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6.4 — Ressonancia magnética nuclear de prétons (‘H-NMR)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) pode ser considerada a
técnica mais importante para a investigacdo a nivel molecular, pois ela permite obter
informacdes sobre a estrutura da amostra em qualquer estado da matéria [9,10]. Além do
mais, como os atomos de hidrogénio aparecem abundantemente nos materiais organicos, a
ressondncia magnética nuclear de prétons (‘H-NMR) ¢é muito utilizada na caracterizagdo
desses materiais. A técnica se baseia no fato dos niicleos de 'H possuirem momentos
magnéticos diferentes de zero. Os momentos magnéticos dos atomos podem se orientar em
campos magnéticos sendo, esta orienta¢do, dependente da energia dos nucleos bem como do
campo magnético externo. Dessa forma, uma dada amostra vai apresentar absor¢ao em varios
valores de freqii€ncia, cada valor correspondendo a um certo tipo de atomo ao qual esta ligado
o0 hidrogénio [9,10].

As seguintes informagdes podem ser obtidas num espectro de "H-NMR:

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

2. A érea de cada sinal que ¢ proporcional ao nimero de hidrogénios de cada tipo de
ambiente.

3. A posi¢ao dos sinais que indica o ambiente quimico de cada hidrogénio.

4. A forma do sinal que mostra o namero de hidrogénios vizinhos ao nucleo considerado.

5. A distancia entre as linhas do sinal que informa a intensidade da intera¢do do spin do

nucleo considerado em relagao aos seus vizinhos.

Neste trabalho, o dendrimero de poli(amido amina) foi caracterizado por
espectroscopia de RMN de protons (1H-NMR) utilizando-se um equipamento Bruker 300
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 ¢ pesquisador visitante. A Figura 6.4 ilustra os

equipamentos de RMN utilizados neste trabalho.
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Figura 6.4 — Equipamento de RMN Bruker 300 MHz (A) e Bruker 500 MHz (B) do
ICTP/CSIC. Nota-se em (B) a introducao da amostra no equipamento de RMN.

6.5 — Cromatografia de permeagéo em gel

O peso molecular médio e a polidispersdao de dendrimeros sdo dois parametros de
maior importancia para a determinagdo e explicacdo do comportamento fisico destes sistemas
macromoleculares. Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente ndo apresentam
as propriedades mecanicas desejaveis para a area médica enquanto que os de peso molecular
muito elevado sd3o muito pouco soliveis e geralmente, ndo ¢ possivel utilizd-los no
revestimento de superficies sintéticas.

A cromatografia de permeacao em gel (GPC) é uma técnica que tem sido destacada
como fundamental para a ciéncia macromolecular. Esta técnica de separagao foi introduzida
por Moore em 1964 para a determinacao da distribui¢do de pesos moleculares de um polimero
[11,12]. A técnica GPC utiliza colunas empacotadas com géis de poliestireno ou polietileno
glicdis reticulados de diferentes porosidades constituindo a fase estacionaria. O polimero
dissolvido em um solvente conveniente ¢ separado de acordo com seu volume hidrodinamico,
ou seja, moléculas pequenas tendem a permanecer na fase estacionaria enquanto que
moléculas grandes sdo excluidas preferencialmente da fase estacionaria. Os detectores

utilizados podem ser do tipo refratométricos, UV ou IR, dependendo da natureza do polimero.
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A eficiéncia do processo de separacao ¢ funcdo do volume de retengdo (ou eluigdo)
(VRr) e da massa molar do material. O volume de retengdo por sua vez ¢ funcao do volume

intersticial V, e o volume do poro acessivel no gel, ou seja:

Vg =V, +KpV, (6.3)

sendo V; o volume interno total do poro e Kp ¢ o coeficiente de particdo entre V; e a por¢ao
acessivel para um dado soluto.

Quando Kp = 0 (moléculas grandes) implica em Vg = V,, ocorrendo uma eluicao
rapida da coluna. Para moléculas pequenas que penetram no volume do poro, Kp =1 ¢ a
eluicdo da coluna ¢ mais lenta. Esta técnica esta limitada a moléculas onde Vg < V,ou, Vg >
Vot Vi

Uma vez que o peso molecular de um polimero determinado por GPC ndo representa o
seu valor absoluto sendo neste caso, um valor obtido com base em uma curva de calibracdo de

polimeros de conhecidos pesos moleculares, pode-se escrever:

log[n]sM; = log[n]uMy (6.4)

sendo [n] e M a viscosidade intrinseca e a massa molar do polimero, respectivamente. Os
indices s e u representam o padrao e a amostra em analise, respectivamente.

Desde que os volumes hidrodindmicos da amostra e do padrao ndo sdo necessariamente
iguais, tem-se que [N]s=KM"s e [n].=Ky.M™u. A massa molar da amostra u pode ser

determinada a partir de [10]:

1 Ks | 1+vg
logM,, = lo + log M 6.5
&M 1+vy g{KJ 1+vy EMs (6.5)

Freqiientemente as curvas de calibracdo sdo construidas a partir de poliestireno (PS)
ou poli(etileno glicol) (PEG) uma vez que o peso molecular absoluto destes polimeros ¢ bem
conhecido. O peso molecular absoluto de um polimero pode ser determinado a partir de

técnicas como o espalhamento de luz e a osmometria
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O equipamento GPC utilizado no presente trabalho foi o modelo da Waters 510

conforme ilustrado pela Figura 6.5.

Figura 6.5 — Equipamento para cromatografia de permeagdo em gel (GPC) Waters, modelo

510 utilizado neste trabalho. O equipamento pertence a Petroquimica Unido/ SP.
6.6 — Sintese e caracterizagéo do eletrodo
6.6.1 — 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 6.6a) do Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN) da Universidade de Sao Paulo. Os filmes de ouro foram

evaporados em uma atmosfera de argoénio sob um a pressdo de 4x 10~ mbar. Foi utilizada

uma camada extremamente fina de aproximadamente 2-3 nanometros do isolante Y,O;

(6xido de itrio) como uma camada ligante a fim de proporcionar uma maior adesdo do filme
de ouro no substrato de vidro (ldmina de microscopio). Os pardmetros Oticos desta fina
camada de oxido de itrio ndo foram levados em consideragdo na estrutura de multicamadas
uma vez que o seu efeito ¢ insignificante para esta espessura. A Figura 6.6b apresenta uma
fotografia dos filmes finos de ouro evaporados na superficie do substrato obtidos neste

trabalho.
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(@) (b)
Figura 6.6 — (a) Foto digital da Evaporadora Balzer PLS500 do IPEN. (b) Laminas de vidro

de microscopio com ouro evaporado em sua superficie.

As propriedades oticas dos filmes fino de ouro evaporados sobre os substratos de vidro

foram caracterizadas através de espectroscopia RPS.

6.6.2 — Filmes de PAMAM G4 adsorvidos sobre o filme fino de ouro

O substrato de vidro com o filme fino de ouro evaporado em sua superficie foi imerso,
durante cinco minutos, em uma solu¢do de poli(amido amina) dendritico G4 (geragdo 4)
solubilizado em metanol. A concentragdo da solugdo de PAMAM utilizada foi de
0,6334 mg/mL . A Figura 6.7 ilustra o procedimento experimental utilizado para a deposi¢ao
de filmes finos de PAMAM sobre substratos de ouro.

Apos a adsor¢cdo do PAMAM sobre o filme de ouro, o substrato foi seco a temperatura
e atmosfera ambiente (25 °C, 90,66 kPa) e, em seguida, as propriedades oticas do filme

adsorvido foram caracterizadas por espectroscopia RPS.

6.6.3 — Filmes de BSA adsorvidos sobre o filme de PAMAM

O substrato com o filme de PAMAM adsorvido sobre o filme fino de ouro, foi imerso

em solugdes de albumina de soro bovino (BSA) e soro fisioloégico de 0.9 % de NaCl com
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diferentes concentracdes. As concentragoes das solu¢des de BSA utilizadas foram de 1,4; 2,8;
4,2;¢ 5,6 mg/L.

Para a construgdo da curva de calibragdo, o substrato ficou imerso por um periodo de 5
segundos em cada solucdo de BSA. Ja para a curva de adsor¢dao de albumina em fun¢do do
tempo, o substrato foi imerso na solugdo de BSA com concentragdo de 1,4 mg/L em intervalos
de tempo de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 segundos.

Ap0s a adsor¢do da BSA sobre o filme de PAMAM, o eletrodo foi seco a temperatura
e atmosfera ambiente para que, em seguida, as propriedades Oticas dos filmes adsorvidos
fossem caracterizadas através do método de espectroscopia RPS. A Figura 6.7 ilustra o

procedimento experimental adotado.

Substrato

. Solucio Dendritica
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Figura 6.7 — Diagrama representativo do procedimento experimental para a adsor¢do de
filmes dendriticos sobre substratos de ouro e adsor¢do de proteinas sobre a

superficie dendritica.
6.6.4 — Filmes de HFb adsorvidos sobre o filme de PAMAM
O substrato com o filme de PAMAM adsorvido sobre o filme fino de ouro, foi imerso

em solugdes de fibrinogénio de soro humano (HFb) e soro fisiologico de 0,9 % NaCl com

diferentes concentragdes. As concentragoes das solugdes de BSA utilizadas foram de 0,12;
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0,24; 0,36; ¢ 0,48 mg/L. A concentragdo de HFb foi cerca de doze vezes menor que a
concentracdo de BSA uma vez que essa propor¢do ¢ a mesma encontrada no plasma
sanguineo humano.

Para a construgdo da curva de calibragdo, o substrato ficou imerso por um periodo de 5
segundos em cada solugdo de HFb. Ja para a curva de adsor¢do de albumina em fun¢do do
tempo, o substrato foi imerso na solugdo de BSA com concentragdo de 0,12 mg/L em
intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 segundos.

Ap6s a adsor¢ao do HFb sobre o filme de PAMAM, o eletrodo foi seco a temperatura
e atmosfera ambiente para que, em seguida, as propriedades Oticas dos filmes adsorvidos
fossem caracterizadas através do método de espectroscopia RPS.

O resultado final do eletrodo para a andlise por RPS ¢ apresentado na Figura 6.8. A

proteina em vermelho representa ambos, BSA e HFb.
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Figura 6.8 — Diagrama representativo do eletrodo para as analises por RPS.

6.6.5 — Ensaios de adesdo plaquetaria do dendrimero PAMAM

A fim de se observar a deposicdo dos elementos sanguineos no revestimento

dendritico ap6s exposi¢do ao sangue, as superficies dos substratos de vidro revestidos com o
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dendrimero PAMAM (através de técnica de spin-coat) e nao revestidos foram analisadas por
microscopia de epifluorescéncia.

Os substratos de vidro revestidos com o dendrimero PAMAM e ndo revestidos foram
fixados em placas de Petri contendo solucdo salina 0,2M e em seguida o sistema foi
ambientado em estufa a 37 °C e 1 atm. Apds os substratos ficarem imersos em sangue
humano (coletado na hora do ensaio) por 3 minutos a 37 °C os substratos foram lavados com
solugdo salina 0,2 M, pH 7,4 para interrupcdo das cinéticas de adesdo plaquetdria. Em
seguida, as amostras foram imersas em glutaraldeido a 2,5% por 10 minutos a 25 °C e foram
desidratadas com etanol a concentracdo de 50%, 75% e 95%, por 5, 10 e 15 minutos,
respectivamente. Em seguida os substratos foram secos sob vacuo a 25 °C. As superficies
foram entdo molhadas com o corante alaranjado de acridina (10 g/mL), cobertas com
laminulas e observadas diretamente em um microscopio Zeiss axiomat plano apochromatic

com excitagdo 470 nm, emissdo 550 nm e filtro 09.

6.7 — Montagem do Aparato Experimental RPS: Sistema de medida e Aquisi¢do de
dados

O sistema RPS utilizado para o estudo da interagdao de proteinas do plasma sanguineo
e o dendrimero PAMAM biofuncionalizado baseia-se na configura¢do de refletancia total
atenuada desenvolvida por Kretschmann. A Figura 6.9 apresenta o diagrama representativo do
aparato experimental utilizado para as analises das amostras.

Inicialmente, o feixe de luz proveniente da fonte de laser (1) atravessa o polarizador
(2) e logo em seguida passa pela iris polarizado (3) no plano Optico do conjunto
prisma/eletrodo (4). Posteriormente, o feixe de luz polarizado ¢ dividido em duas
componentes pelo beam splitter (divisor de feixe), uma em dire¢do do eixo de rotagdo (5) e
outra para o fotodetector de referéncia (6). A parte da fonte de luz transmitida incide na
interface prisma/eletrodo e ¢ coletada pelo fotodetector de referéncia. O eixo de rotacdo ¢
varrido de 30 a 70 graus e entdo os dados dos fotodetectores de sinal e de referéncia sdo
coletados pelo software de aquisicdo dos dados. Finalmente, os dados coletados sao
quantificados através do programa computacional desenvolvido em ambiente MATLAB 7.0

descrito na secao (6.9).
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Figura 6.9 — Diagrama representativo do sistema otico utilizado no laboratorio de

Biomateriais na Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI) para analise de

hemocompatibilidade de materiais poliméricos.

Os elementos que constituem o aparato experimental sdo:

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

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

fris: esta componente apresenta uma abertura variavel que ¢ utilizada para bloquear
ruidos espaciais do feixe de luz proveniente do laser.

Beam splittter: ¢ um espelho parcialmente transmissivo. Ele é colocado inclinado em
cerca de 45° na linha optica 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 beam splitter incide na superficie do prisma.

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

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.

Eixo de rotacdo: ¢ o elemento de suporte do prisma de acoplamento. Ele ¢ utilizado
para ajustar o angulo de incidéncia do feixe incidente em rela¢do a direcdo normal a
superficie do prisma. Com esta componente conseguimos determinar o valor do

angulo com uma precisao de 0,05 grau.
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10.

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

Fotodetector de sinal: ¢ utilizado para medir o nivel de poténcia da luz refletida na
interface prisma/eletrodo. No inicio de cada medida o fotodetector de referéncia ¢
posicionado na linha optica da entrada para a calibracdo do sinal de entrada com
relagdo ao medido pelo fotodetector de referéncia. Uma vez realizada essa calibracao,
o valor absoluto da reflectancia pode ser medido pela razdo entre os sinais gerados nos
fotodetectores de sinal e de referéncia.

Computador: este componente ¢ utilizado como sistema de aquisi¢do 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.

6.8 — Determinacdo experimental do indice de refracdo do prisma

Um procedimento importante para a determinagdo dos pardmetros opticos ¢ a medida

do indice de refracdo do prisma cujo valor influéncia diretamente no calculo do angulo de

ressonancia e, conseqiientemente, no calculo da espessura ¢ 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 (&;) pode ser determinada

através da Figura 6.10.

(a) (b)

‘5#

T
T

Figura 6.10 — Prisma reto ajustado para (&) o angulo externo nulo e (b) um angulo externo &,

graus.
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Quando o feixe de luz incide sobre uma das faces do prisma reto, de tal forma que o
angulo externo seja nulo, Figura 6.7 (a), o angulo de incidéncia interno ¢ igual a 45°. Se for

aplicada uma pequena rotagdo nesse prisma, a refracdo do feixe de luz nessa face dara origem

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

seguinte equacao matematica:

6, =45°+q. (6.6)

Aplicando a lei de Snell nessa face do prisma, obtém-se:

_45°
a= arcsen(%j . (6.7)
Substituindo a equagdo (6.7) na equacao (6.6), tem-se:
6; =45°+ arcsen(wj . (6.8)
n

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

por:

O; =0riT = arcsen(%j. (6.9)

Fazendo-se algumas operagdes algébricas com as equacdes (6.8) e (6.9), obtém-se a

expressdo matematica para o indice de refracdo do prisma utilizado no aparato experimental:
1
27/
n =[1 +(1=2(0 iy —45°)) } , (6.10)

onde 6 gyt € o angulo externo correspondente a reflexdo interna total na face da hipotenusa

do prisma reto.
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6.9 — Procedimento numérico para obtencdo de parametros oticos de filmes ultrafinos

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

tedrica e experimental seja minimo.

6.9.1 — Procedimento numérico para obtencdo de parametros Gticos de filmes finos
metalicos

O procedimento de célculo para a obtengdo dos pardmetros oOticos de filmes finos
metalicos pode ser sumarizado a partir do fluxograma apresentado na Figura 6.11.

Inicialmente, ¢ 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) ¢ o angulo de incidéncia externo, obtidos
experimentalmente através do aparato experimental descrito na secg¢do 6.7. Os dados
apresentados na Figura 6.12 ndo correspondem a um resultado experimental e sim uma
simulacdo computacional da Reflectancia em fungdo do angulo de incidéncia externo para um
sistema de trés interfaces (prisma/oleo 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 simulagdo
computacional uma vez que os parametros Oticos sao conhecidos. Estes parametros simulados

foram: 4 =632,8nm, dp, =50nm,e=—-11+1.5i.

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

coeficiente de reflexdo externo e o quadrado do coeficiente de transmissao, ou seja,

R
Rint =~ (6.11)
T

sendo T = (1-Rex) 0 coeficiente de transmissdo de poténcia em cada face correspondente aos

catetos do prisma reto.
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Figura 6.11 — Fluxograma do procedimento de calculo para obtencdo da espessura e

constantes Oticas de filmes ultrafinos.

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

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

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

processo de iteragdo com o decréscimo da varidvel angular até que o valor médio da

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

assim calcular a meia largura angular do espectro RPS utilizando a equacao:

Wps =0rps —0a (6.12)
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Figura 6.12 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces (prisma/dleo, 6leo/filme de
ouro e filme de ouro/ar) obtido através de simulacdo computacional das

equagdes de Fresnel da sua forma matricial como descrito na se¢io 4.4.

As equagdes (4.59), (4.60), (4.63), (4.64) e (4.66) sdo utilizadas para a determinacao
da estimativa inicial da espessura e das partes real e imagindria 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 [13] a

estimativa que mais se aproxima do valor real é:

2
r
Na ZL[O + Rmin )"‘ 24/Rmin ] (6.13)
1- len

A partir das estimativas iniciais dos pardmetros 6ticos dos filmes ¢ inicializado o
método das corregdes diferenciais (apéndice A) a fim de obter o melhor ajuste entre as curvas
tedrica e experimental. Nesta etapa, a fungdo de reflectancia para o sistema de n-camadas ¢
implementada (ver apéndice C). A partir dela ¢ calculada as derivadas da reflectancia em
funcdo de cada parametro 6tico e a diferenca entre o valor tedrico e experimental da
reflectancia concomitantemente com os elementos da matriz dada pela equacao (A.17).

Obtidas estas variaveis sdo, entdo, calculadas as variacdes dos parametros Oticos dando
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origem a novos valores da espessura e das constantes dielétricas. Este processo recursivo

o~

realizado at¢ que o erro absoluto quadratico seja totalmente minimizado. Quando isto

o~

atingido, as curvas experimental e tedrica e os valores dos pardmetros 6ticos sdo armazenados
em um arquivo de gravacao, como mostrado na Figura 6.13. Os valores dos pardmetros dticos

obtidos através do ajuste de curva foram: dp, =50,0nm, &,, =-10,99+1,51. O

procedimento numérico para as demais camadas segue a mesma rotina.

0.8f .
i
‘s 0.6F J
c
<M
°
=
§ 0.4 b
Curva Tedrica
0.2 ¢ Dados de entrada ]
U 1 1 1

M 3 38 40 42 44 46 48
Angulo de incidéncia interno (graus)

Figura 6.13 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces. Curva pontilhada em
vermelho representa os dados de entrada e a curva em preto o calculo tedrico
obtido através do modelo matematico e pelo método das corre¢des diferenciais.

Os valores obtidos dos parametros oOticos foram: dp, =50,0nm,

&ny =—10,99+1,51 com o coeficiente de correlagdo igual a R = 1,0.

6.10 — Considerac0es Parciais

A montagem experimental para andlises de parametros Oticos de filmes finos
metalicos 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 variagdes diminutas nas
propriedades oticas da mesma.

O programa computacional baseado no modelo matematico foi de extrema

importancia para as andlises de interacdes biomoleculares uma vez que, através dele foi



Capitulo 6 — Materiais e Métodos 79

possivel quantificar tanto as propriedades oticas do filme de ouro evaporado sobre substratos
de vidro quanto pequenas adsor¢des de materiais sintéticos e biologicos.

As técnicas espectroscopicas descritas neste capitulo foram utilizadas para
caracterizagdo e comprovacdo do dendrimero PAMAM sintetizado no laboratério de
Biomateriais da Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI). Os resultados da caracterizacao
do dendrimero bem como da sua hemocompatibilidade serdo apresentados no proximo

capitulo.
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Capitulo 7 — Resultados e Discussdes

7.1 — Caracterizacdo do dendrimero PAMAM

7.1.1 — Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

O peso molecular médio e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois parametros de
maior importancia para a determinacdo e explicagdo do comportamento fisico de sistemas
macromoleculares. Estes parametros podem ser obtidos através da técnica GPC.

A Figura 7.1b apresenta a analise por GPC do dendrimero PAMAM de geracgéo 4 (G4)
obtido neste trabalho. A presenca de um pico bem definido confirma a natureza monodispersa
do dendrimero obtido. Ao mesmo tempo, observa-se na Figura 7.1 b uma distribui¢do de peso
molecular monomodal, e um baixo indice de dispersdo no peso molecular (M,/M,, = 1,15); 0

que confirma a estrutura dendritica da macromolécula PAMAM G4,

{a) (b}
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Figura 7.1 — Curva de calibracéo (a) e analise por GPC (b) do PAMAM G4 obtido neste
trabalho.
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7.1.2 - Caracterizacdo espectroscopica (FTIR, UV-Vis, 'H-NMR)

As observacdes Opticas estdo relacionadas a transi¢do eletrbnica que ocorre por
absorcdo de fétons por parte do material. Um espectro de absorcdo serd, portanto, formado
por um conjunto de bandas associadas as diversas transicdes vibracionais e rotacionais
possiveis dos dois estados eletrdnicos envolvidos na transicdo e dependera das regras de
selecdo espectroscopicas validas para cada caso.

Na Figura 7.2 € mostrado o espectro de absorc¢do na regido UV-Vis caracteristico de
dendrimero PAMAM G4. O espectro exibiu dois maximos de absor¢cdo em 240 nm e 290 nm.
A absorcdo maxima em 240 nm esta associada a transicdes n-n’, separagdo entre a diferenca
de energia entre os orbitais moleculares de fronteira HOMO (orbital molecular mais alto
ocupado) e LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado) da molécula de PAMAM. A
banda de absorcdo em 290 nm corresponde a absor¢ao por parte de grupos carbonila (grupo
funcional constituido de um &tomo de carbono e um atomo de oxigénio) provenientes dos

grupamentos amida da molécula de PAMAM [1].

240

280

Absorvancia (w.a)
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pd o] 00 [=de] 00 1000
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Figura 7.2 — Espectro UV-vis do PAMAM G4. O espectro contém duas bandas de absorcéo
em 240 e 290 nm.

A Figura 7.3 apresenta o espectro FTIR para o dendrimero PAMAM G4 entre 3500 e
500 cm™. As bandas de absorcdo em 3210 cm™ e 1647 cm™ caracterizam as fregiiéncias

vibracionais caracteristicas das aminas primarias existentes na periferia do dendrimero
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PAMAM. A banda de absorcdo a 3070 cm™ é caracteristica da banda de amida Il e é
representativa do processo de sintese dendritica divergente. As bandas de absorcdo a 2862
cm™ e 2935 cm™ representam as vibragdes do grupo CH,, antissimétrico e simétrico,
respectivamente.

A andlise de estruturas dendriticas continua sendo um problema relativamente
complexo uma vez que possiveis erros estruturais podem estar presentes no polimero. O
maior problema na sintese de dendrimeros PAMAM via rota de sintese de Michael envolve o
aparecimento de estruturas ndo simétricas bem como as reagdes secundarias de ciclizacdo
intramoleculares devido a presenca de muitos grupos funcionais na periferia do dendrimero.

Na Figura 7.4 € apresentado o espectro de ressonancia magnética nuclear de protons
(*H-NMR) do dendrimero PAMAM G4. Os picos de aminas primérias, secundarias e
terciarias bem como os picos correspondentes a carbonila do monémero metacrilato de metila,
caracteristicos de um dendrimero PAMAM G4 sintetizado via reacdo de Michael, sdo
claramente observadas no espectro corroborando os dados experimentais observados na

literatura [2].

Transmitancia {u.a.}
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¥a00 oo 2500 oo 1500 iooo 500
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Figura 7.3 — Espectro FTIR do dendrimero PAMAM G4. As bandas de absor¢do em 3210
cm™ e 1647 cm™ caracterizam as frequiéncias vibracionais caracteristicas das

aminas primarias existentes na periferia do dendrimero PAMAM
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Figura 7.4 — Espectro *H-NMR do dendrimero PAMAM G4. Os picos de aminas primérias,
secundarias e terciarias bem como os picos correspondentes a carbonila do
mondmero metacrilato de metila caracteristicos do dendrimero PAMAM G4

sdo evidenciados.

7.2 — Influéncia dos parametros 6ticos dos Filmes de Ouro depositados em Substratos de
Vidro

Para ilustrar de que forma os parametros do filme metélico de ouro depositado
influenciam a reflecténcia sera inicialmente apresentado o resultado de algumas simulagdes de
espectros RPS com base nas equacOes descritas na secdo (4.4). Estas simulagGes 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 do sistema € importante observar
como este parametro influéncia no comportamento da curva RPS. A estrutura utilizada nas
simulacBes é composta por trés camadas corresponde a um prisma de vidro, um filme
metélico de ouro e o ar. O comprimento de onda do laser utilizado nesta simulagéo foi igual
ao experimental (1 = 632,8 nm). O indice de refracdo do prisma e a constante dielétrica do

filme de ouro foram n = 1.55 e ¢£=-10,5+1,5i, respectivamente. A Figura 7.5 mostra o
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resultado das simulagdes com curvas correspondendo a filmes de ouro de espessuras 20, 30,
40, 50, 70, 90 e 110 nm, respectivamente.

Observa-se através dessas simulacGes que a espessura dos filmes metélicos altera o
valor minimo da reflectancia, a posicdo angular desse minimo e a largura de linha da
ressonancia como apresentado através das equacbes no capitulo 4. Além disso, a espessura
otima do filme metalico de ouro encontra-se por volta de 50 nm conforme pode ser observado
na Figura 7.5.

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 o 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 7.6 ilustra a influéncia da variacdo da parte imaginaria da constante
dielétrica do filme de ouro (&7 = 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 = 50 nm e com a parte real da
constante dielétrica do filme fixada em & = -10,5. Observa-se que a parte imaginaria da
constante dielétrica influencia a largura de linha da ressonancia, bem como o grau de
acoplamento do campo incidente com os plasmons de superficie. E importante notar que a
largura de linha da ressonancia aumenta com a absorgdo, representada pelo valor do
parametro &".

Estes resultados sdo importantes devido ao fato de que a quantificacdo da adsorcdo de
proteinas sericas sobre a superficie de filmes finos dendriticos leva em consideracdo 0s
parametros 6ticos do filme metalico. Um outro fator importante € que a sensibilidade dos
sensores baseados em RPS esta diretamente relacionada com os parametros o6ticos do filme
metalico. Além disso, dependendo do procedimento experimental adotado para a deposicao de
filmes finos metalicos como, por exemplo, a limpeza do substrato de vidro, pode-se observar
pequenas rugosidades que alteram o espectro RPS contribuindo para um falso resultado do

processo de adsorgao.
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Figura 7.5 — Simulagdo 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).
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Figura 7.6 — Simulacdo computacional da influéncia da parte imaginaria 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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7.3 — 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 7.7 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 correcbes diferenciais foi
possivel estimar os valores da espessura e da constante dielétrica do filme metalico. Os
valores obtidos foram: d =77,8(+1,21)nm, &,, =-10,6(£0,412)+1,32i(+0,214) com um

coeficiente de correlacdo igual a R = 0,99355.
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Figura 7.7 — Espectro RPS para um sistema de trés interfaces. Curva pontilhada em vermelho
representa o espectro RPS obtido experimentalmente e a curva em preto o ajuste
de curva obtido através do método das correcBes diferenciais. Os valores obtidos
dos parametros Gticos foram: d =77,8(£1 21)nm,
eay =—10,6(10,412) +1,32i(£0,214) com o coeficiente de correlacéo igual a R
= 0,99355.
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7.4 — Influéncia da polarizacéo sobre o fendmeno RPS

Uma das condi¢Oes necessarias para o confinamento dos PS é a exigéncia de que o
feixe de luz incidente a interface prisma/metal seja plano-polarizado, ou seja, que a
polarizacédo esteja contida no plano ético da interface. A fim de verificar se a polarizagdo do
feixe de luz do aparato experimental descrito na secdo 6.6 encontrava-se corretamente
ajustada, foram realizados experimentos a fim de obter a polarizacdo 6tima que permitisse o
maior confinamento dos PS o qual esta diretamente relacionado com a sensibilidade do
sensor.

A Figura 7.8 apresenta dois espectros RPS com duas diferentes polarizagdes do feixe
de luz incidente. Observa-se que apenas na curva em vermelho ha o acoplamento dos PS
indicado pela perda de energia da radiagdo 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 maxima do sensor.
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Figura 7.8 — Espectros RPS obtidos experimentalmente. Curva em vermelho representa o
espectro para a fonte de laser plano-polarizada e a curva em preto para o feixe

s-polarizado.
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7.5 — Estudo do comportamento da adsorcao das proteinas séricas sobre 0 PAMAM
(isotermas de Langmuir e Freundlich)

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

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

7.5.1 — Adsorcéo do dendrimero PAMAM sobre a superficie do filme de ouro

Quando o substrato de ouro é imerso em uma solucdo do dendrimero PAMAM
solubilizado em metanol, uma monocamada estavel é formada devido a interacdo eletrostatica
entre a densidade de carga negativa proveniente dos grupos amino terminais do dendrimero
PAMAM protonado (em pH = 7.0 todos os 64 grupos amino terminais estdo protonados), e a
superficie do ouro com densidade de carga negativa [12]. Além disso, uma mudanca
conformacional da monocamada dendritica é observada reduzindo cerca de 60 %, conforme
dados de Microscopia de Forca Atdmica da literatura, do didmetro hidrodindmico da molécula
de PAMAM também devido as interacdes favoraveis entre 0s grupos amino terminais do
PAMAM e a superficie do ouro [13]. A Figura 7.9 ilustra uma possivel conformacdo do

dendrimero PAMAM adsorvido sobre um substrato de ouro.

{An)

Figura 7.9 — Mudanca conformacional do dendrimero PAMAM ao adsorver sobre a
superficie do substrato de ouro devida a interacdes eletrostaticas entre 0s
grupos amino terminais do PAMAM e a densidade de carga negativa da
superficie do ouro (Fonte: referéncia [13]).
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Essa mudanca conformacional corrobora os resultados experimentais obtidos atraves
da técnica RPS da adsorcdo do dendrimero PAMAM sobre o filme de ouro uma vez que a

espessura média da monocamada dendritica observada foi de 3,0 (+0,52) nm enquanto que o

didmetro hidrodindAmico do PAMAM G4 é da ordem de 4,0 nm conforme elucidado na sec¢ao
2.5. A Figura 7.10 apresenta um espectro RPS caracteristico da adsorcdo do dendrimero
PAMAM sobre o substrato de ouro obtido experimentalmente. O valor da camada de

PAMAM adsorvida neste experimento foi de 2,66 nm.

0.9
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«
°
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=
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0.5
36 38 40 42 44 46

Angulo de incidéncia interno (graus)

Figura 7.10 — Espectro RPS para a adsor¢do do dendrimero PAMAM sobre substratos de
ouro. O valor obtido através do modelo matematico concomitantemente com o
ajuste de curva foi de 2,67 nm. Os parametros utilizados no modelo foram:
A=632,8nm, g,, =-11,02+1,212i, d 5, =77,65nm, n = 1,55.

7.5.2 — Adsorcéo de BSA sobre a superficie do dendrimero PAMAM

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 concentragéo da
solucdo protéica a fim de se obter uma curva de calibragdo da espessura da camada protéica

adsorvida sobre a superficie do dendrimero PAMAM em funcéo da concentracdo. A Tabela
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7.1 ilustra os parametros Gticos utilizados para a obtencéo da espessura das camadas metalica,

dendritica e proteica.

Tabela 7.1 — Parametros experimentais.

Comprimento de onda do laser A =632.8nm
Indice de refracéo do prisma ng = &g =1.5501
indice de refracdo do liquido casador n =./ep =1.495
Espessura do liquido casador di =2nm
indice de refracdo do PAMAM ng =63 =1.451
indice de refracio das proteinas ng =./es =1.52
indice de refracdo do ambiente ns =1.0

A Figura 7.11 apresenta os espectros RPS para o filme de ouro (curva pontilhada em
verde), para o PAMAM adsorvido sobre a superficie do ouro (curva pontilhada em vermelho)
e para a solucdo de BSA com concentracéo de 5,6 mg/L (curva pontilhada em azul). A curva
continua em preto representa o ajuste tedrico obtido através do modelo matematico proposto
na seccdo 4.4. Observa-se através da Figura 7.11 que quando o filme de ouro é colocado em
contato com a solucdo dendritica ocorre 0 processo de adsorcdo que pode ser quantificado

atraves da alteragdo dos parametros Rmin, Wps € 6pg, alterados durante este processo. O

mesmo € observado quando o eletrodo contendo o filme de ouro e o dendrimero PAMAM é
colocado em contato com a solucdo de BSA.

Observa-se ainda na Figura 7.11 que os trés espectros possuem praticamente a mesma
forma (pequenas alteracdes nos parametros Rmin, Wps). Este fato indica uma boa uniformidade
do filme dendritico adsorvido sobre o ouro bem como do filme protéico adsorvido sobre a
superficie do PAMAM. No entanto, nem todos os espectros da adsorcdo de BSA seguiram
este mesmo comportamento. Esta variabilidade dos espectros pode ser explicada devido o
procedimento experimental utilizado ndo ser o mais adequado.

Com os valores da espessura e do indice de refracdo obtidos através do programa
computacional (descrito na seccdo 6.9) foi construida uma curva de calibracdo da espessura
em funcgdo da concentracdo de proteina como mostrado na Figura 7.12. 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 7.11 — Espectros RPS obtidos experimentalmente através do aparato experimental
descrito na sec¢do (6.7). 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, 0s espectros RPS para a adsorcdo do
dendrimero PAMAM sobre o substrato de ouro e a adsorcdo da proteina BSA
(5,6 mg/L) sobre o filme de PAMAM. A curva continua em preto representa o
ajuste tedrico obtido através do modelo matematico proposto na seccao 4.4.

A partir da reta obtida e da equacdo de Feijter [6], 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 equacgéo de Feijter relaciona a espessura
da camada de proteina adsorvida (d) e dos indices de refragdo da proteina (n,) e do substrato

(npamam ) NO qual a proteina serd adsorvida, através da seguinte equacdo matematica:

m=d np—ns
Pon/ecC

(7.1)

on, . o x ) . )
sendo %e o0 incremento do indice de refragcdo das moléculas o qual pode ser medido através

de um refratdbmetro diferencial, d, é a espessura da camada proteica adsorvida sobre a
superficie do dendrimero obtida através da técnica RPS, n, e ns sdo os indices de refracdo da
camada proteica e do substrato ao qual a proteina foi adsorvida (PAMAM), respectivamente.
Para proteinas séricas o incremento do indice de refracdo é 0,183 cm®/g [8,9]. A partir
destes dados foi possivel estimar a quantidade de massa de proteina adsorvida sobre a

superficie do dendrimero PAMAM como pode ser observado através da Figura 7.13.
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Figura 7.12 — Curva de calibracdo da espessura da camada protéica adsorvida na superficie
do filme dendritico (PAMAM) em fungdo da concentragdo de BSA. A reta em
vermelho representa o ajuste de curva obtido através do software Oringin 7.5.

As barras representam o desvio padrdo de um conjunto de trés medidas.
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Figura 7.13 — Curva de calibracdo da massa de BSA adsorvida na superficie do filme
dendritico (PAMAM) 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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Com o auxilio das equacdes 3.1 e 3.6 foram construidos os graficos das isotermas de
Langmuir e Freundlich apresentados nas Figuras 7.14 e 7.15. A partir do ajuste de curva
linear foi possivel determinar os parametros b, mpnax para as isotermas de Langmuir e n e ke

para a isoterma de Freundlich. Os valores séo apresentados na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 - Valores das constantes das isotermas de Langmuir e Freundlich obtidos para o
processo de adsor¢do de BSA sobre o dendrimero PAMAM através do ajuste de

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

298 K.
Langmuir Freundlich
b (L/mg) Mmax (29 /cm?) R? N ke (cm) R?
25,63 1,117 0,9683 1,0899 41,34 0,9996

A partir do coeficiente de correlacdo pode-se determinar a isoterma predominante no
processo de adsorcdo de proteinas séricas sobre o dendrimero PAMAM. Neste sentido, a
isoterma que melhor representa o processo de adsor¢do de BSA em filmes finos de PAMAM
foi a isoterma de Freundlich. Este resultado indica que ha formacdo de multicamadas
protéicas adsorvidas sobre o filme dendritico de poli(amido amina). Além disso, o0 processo de
adsorcdo é favoravel tendo em vista que a constante de linearidade da isoterma de Freundlich
é igual an = 1,0899.

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

A partir dos pardmetros obtidos da isoterma de Langmuir em conjunto com a equagéo
7.2 foi possivel determinar o valor da Energia Livre de Gibbs de adsorcdo. O valor obtido foi
de -42,24 kJ/mol. Este valor implica em um processo de adsorcdo espontaneo e, além disso,
uma alta interacdo entre o dendrimero PAMAM e a proteina sérica BSA. Este resultado
corrobora os valores encontrados na literatura para a adsorcdo de BSA em materiais

hemocompativeis [7].
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Figura 7.14 — Isoterma de Langmuir para a adsor¢do de BSA sobre o dendrimero PAMAM.,
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 7.15 — Isoterma de Freundlich para a adsorcdo de BSA sobre o dendrimero PAMAM.
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 interacdo entre o dendrimero PAMAM e a proteina sérica BSA pode ser explicada
através de interacGes eletrostaticas [8]. Em pH 7,40 (pH do sangue) a proteina sérica BSA
possui uma carga liquida negativa e igual a -17. Ja o dendrimero PAMAM solubilizado em
metanol (pH = 7,0 — 8,0) possui uma densidade de carga positiva devido aos seus grupos
amino terminais que se tornam protonados em meio aquoso (Figura 7.16). Neste sentido, ha
uma elevada interacdo entre as cargas negativas da molécula de BSA e as cargas positivas do
dendrimero PAMAM protonado o que favorece a interagdo entre o dendrimero e a proteina

sérica.

+ dorniroll +
+ +1 +
+ +
+ do +
p= + +
u + +
+ + +
+ + +

Figura 7.16 — Modelo de interacdo dentre a proteina sérica BSA e o dendrimero PAMAM. Os
circulos em azul representam o dendrimero PAMAM com 0S Seus respectivos
grupos amino terminais protonados (pH = 7,4) e os trés circulos em branco

representam os trés dominios da proteina BSA.

No entanto, a interagdo eletrostatica entre 0s grupos amino-cationicos na periferia do
dendrimero PAMAM e a carga negativa dos dominios Il e 1l mudam a conformacdo da
proteina adsorvida. Uma possivel configuracdo de empacotamento da proteina sérica BSA
sobre a superficie do dendrimero PAMAM ¢ apresentada na Figura 7.17.
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Figura 7.17 — Diagrama representativo do empacotamento da proteina sérica BSA sobre a
superficie do dendrimero PAMAM. O retangulo em amarelo representa o
substrato de vidro com ouro depositado e as elipses de cor azul clara e branca
representam, respectivamente, a molécula do dendrimero PAMAM e os

dominios I, 1l e I11 que constituem a molécula da BSA, respectivamente.

7.5.3 — Adsorcao de HFb sobre a superficie do dendrimero PAMAM

De forma analoga ao que foi realizado para a adsor¢do de BSA sobre a superficie do
dendrimero PAMAM a Figura 7.18 apresenta os espectros RPS para o filme de ouro (curva
pontilhada em verde), para 0 PAMAM adsorvido sobre a superficie do ouro (curva pontilhada
em vermelho) e para a interacdo entre o HFb (0,24 mg/L) com 0 PAMAM (curva pontilhada
em azul). A curva continua em preto representa o ajuste teorico obtido através do modelo
descrito na seccdo 4.4. E necessario salientar que a concentracdo de fibrinogénio no plasma
sanguineo humano € cerca de doze vezes menor que a concentracdo de albumina. Portanto,
para a construcdo das isotermas de adsor¢cdo de HFb sobre o dendrimero PAMAM foi
mantido a mesma proporg¢do encontrada no plasma sanguineo humano.

Como observado na adsorcdo de BSA sobre o filme dendritico os trés espectros de
ressonancia para os ensaios de HFb apresentados na Figura 7.18 mantiveram a mesma forma,
indicando uma boa uniformidade dos filmes. Contudo, nem todos os espectros para a proteina
HFb seguiram este mesmo comportamento.

Com os valores da espessura e do indice de refracdo obtidos através do programa
computacional (descrito na seccdo 6.9) foi construida uma curva de calibracdo da espessura
em funcgdo da concentracdo de proteina como mostrado na Figura 7.19. 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 7.18 — Espectros RPS obtidos experimentalmente através do aparato experimental
descrito na sec¢do (6.7). 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, 0s espectros RPS para a adsorcdo do
dendrimero PAMAM sobre o substrato de ouro e a adsor¢do da proteina HFb
(0,24 mg/L) sobre o filme de PAMAM. A curva continua em preto representa o

ajuste tedrico obtido através do modelo matematico proposto na seccao 4.4.

4,04 d =1,21138+5,45622 [HFb]

R’=0,9793
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Figura 7.19 — Curva de calibracdo da espessura da camada protéica adsorvida na superficie
do filme dendritico (PAMAM) em funcdo da concentracdo de HFb. A reta em
vermelho representa o ajuste de curva obtido através do software Oringin 7.5.
As barras representam o desvio padrédo de um conjunto de trés medidas.
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De forma analoga ao que foi realizada para a adsorcdo de BSA sobre o dendrimero
PAMAM, a espessura da camada adsorvida foi convertida para massa adsorvida através da
equacdo (7.1). A curva convertida para massa de HFb adsorvida sobre a superficie do
dendrimero PAMAM ¢ apresentada na Figura 7.20.

Posteriormente, com o auxilio das equacfes 3.1 e 3.6 foram construidos os graficos
das isotermas de Langmuir e Freundlich apresentados nas Figuras 7.21 e 7.22. A partir do
ajuste de curva linear foi possivel determinar os parametros b, mma para as isotermas de

Langmuir e n e ke para a isoterma de Freundlich. Os valores sdo apresentados na Tabela 7.3.
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Figura 7.20 — Curva de calibragdo da massa de HFb adsorvida na superficie do filme
dendritico (PAMAM) em funcdo da concentragdo 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 7.21 — Isoterma de Langmuir para a adsor¢do de HFb sobre o dendrimero PAMAM. A
reta em vermelho representa o ajuste de curva obtido através do software

Origin 7.5. As barras representam o desvio padrdo do conjunto de medidas.
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Figura 7.22 — Isoterma de Freundlich para a adsorcdo de HFb sobre o dendrimero PAMAM.,
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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Tabela 7.3 - Valores das constantes das isotermas de Langmuir e Freundlich obtidos para o
processo de adsor¢do de HFb sobre o dendrimero PAMAM através do ajuste de

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

298 K.
Langmuir Freundlich
b (L/mg) Mmax (Ng/cm?) R’ n ke (cm) R®
3,307 2331 0,9902 1,828 4,998 0,9942

Assim como verificado para a adsor¢cdo de BSA sobre o dendrimero PAMAM, a
isoterma predominante no processo de adsorcdo de HFb também é a de Freundlich. No
entanto, os coeficientes de correlagdo estdo bem préximos indicando que a presenca de
multicamadas deve ter sido desfavorecida uma vez que o dominio positivo «C da molécula
de fibrinogénio s interage com uma superficie carregada negativamente se ela estiver em
contato direto com a mesma [22]. O modelo de Freundlich indica que o processo de adsor¢do
é favoravel tendo em vista que a constante de linearidade da isoterma é maior do que 1.

Através do modelo de adsorcdo de Freundlich, pode-se inferir que o filme dendritico
adsorvido sobre a superficie do filme de ouro é heterogéneo uma vez que ha uma distribuicao
logaritmica de adsorcdo da camada proteica sobre a superficie do dendrimero prevista pelo
modelo.

A partir dos pardmetros obtidos da isoterma de Langmuir em conjunto com a equagéo
7.2 foi possivel determinar o valor da Energia Livre de Gibbs de adsor¢do do HFb sobre o
dendrimero PAMAM. O valor obtido foi de AGpg =-37,17 kJ / mol . Este valor implica em

um processo de adsorcdo esponténeo e, além disso, uma alta interacdo entre o dendrimero
PAMAM e a proteina sérica HFb. No entanto, a energia livre de Gibbs de adsor¢do para o
HFb é menor do que a energia livre de Gibbs de adsor¢do da BSA, o que indica um processo
de adsorcdo menos favoravel para a proteina sérica HFb.

A interacdo entre o dendrimero PAMAM e a proteina sérica HFb pode ser explicada
através de interacOes eletrostaticas [8]. Em pH 7,4 (pH do sangue) a proteina sérica HFb
possui uma carga liquida negativa [22]. J& o dendrimero PAMAM em meio aquoso (pH = 7,0)
possui uma densidade de carga positiva devido aos seus grupos amino terminais que se

tornam protonados. Neste sentido, ha uma elevada interacdo entre as cargas negativas da
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molécula de HFb e as cargas positivas do dendrimero PAMAM protonado o que favorece a
interacd@o entre o dendrimero e a proteina sérica. Esta interacdo é diretamente proporcional ao
grau de protonacdo das moléculas do dendrimero PAMAM.

O empacotamento da proteina séricas HFb sobre a superficie do PAMAM deve seguir
0 mesmo comportamento que a adsor¢éo de BSA.

7.6 — Cinética de adsorc¢ao 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 PAMAM adsorvido
sobre o substrato de ouro em funcdo do tempo. Para o processo de adsor¢do de BSA foi
utilizada a solugdo cuja concentracdo era de 1,4 mg/L e para o HFb a solugcdo com
concentracdo de 0,12 mg/L. De novo é necessario salientar que essa proporcdo de BSA/HFb
estd dentro da propor¢do dessas proteinas encontrada no sangue [23]. O comportamento da
cinética de adsorcdo é apresentado na Figura 7.23. Observa-se que ambos 0s processos de
adsorcdo seguem uma cinética de primeira ordem. Além disso, o dendrimero PAMAM possui
uma maior interacdo com a proteina sérica BSA em condigdes fisiologicas. Contudo, essa
maior interacao esta dentro do erro experimental. No entanto, a boa interagé@o entre a proteina
BSA e o PAMAM ¢ um fator positivo uma vez que a molécula de BSA possui a habilidade de
bloguear a subsequente adsor¢do das demais proteinas [20]. Neste caso, este resultado indica
gue em uma adsor¢do competitiva, como ocorre no corpo humano, a boa interacdo entre BSA
e o dendrimero PAMAM contribuira para uma minimizacdo da adsor¢do de proteinas que
contribuam para a formacdo de agregados plaquetarios e o subsequente desencadeamento da
cascata de coagulacdo. Todavia, como a adsor¢do de fibrinogénio foi muito elevada este
resultado também sugere que o grau de compatibilidade do dendrimero PAMAM com o
sangue nao € muito elevado.

A fim de complementar os resultados obtidos através da técnica RPS foram realizados
ensaios de adesdo plaquetéria em duas superficies de vidro, sendo que uma delas foi revestida
com o dendrimero PAMAM G4. Os resultados sdo apresentados e discutidos na proxima

secgéo.



Capitulo 7 — Resultados e Discussoes 103

N

a

o
1

N

o

o
1

[N

a1

o
[

1004

a
o
1

Massa adsorvida (ng/cm?)

o
1

on
o)

0 10 20 30 40
Tempo (s)

Figura 7.23 — Cinética de adsorcdo das proteinas séricas BSA e HFb sobre a superficie do
dendrimero PAMAM. A curva em vermelho representa a cinética de adsorcéao
da BSA e a curva em preto a adsor¢do a adsorcdo do HFb. As curvas em

vermelho e preto séo curvas de tendéncia e ndo ajustes numéricos.
7.7 — Ensaios de adesdo plaquetaria

O principio da téecnica de epifluorescéncia baseia-se na incorporacao de alaranjado de
acridina ao DNA mitocondrial das plaquetas. A localizacdo de plaquetas ou seus agregados é
feito, ent&o, por excitacdo do corante com luz UV [16].

Os resultados de epifluorescéncia sdo ilustrados na Figura 7.24. Pode ser observado
que o numero de agregados plaquetarios € significativamente maior nas superficies de vidro
ndo revestidas (micrografias (A) e (B)) comparativamente as superficies revestidas com o
dendrimero PAMAM (C) e (D). E fato bem conhecido da literatura que o vidro apresenta uma
elevada trombogenicidade devido a sua alta energia livre de superficie (58,95 mJ/m?) [17]. J&
materiais biocompativeis apresentam uma energia livre de superficie bem menor como, por
exemplo, o polietileno que apresenta uma energia livre de superficie de aproximadamente
36,72 mJ/m? [17]. Entretanto, observou-se que o revestimento do dendrimero PAMAM sobre
a superficie do vidro ndo foi tdo eficiente devido o surgimento de agregados plaquetéarios em
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certas regides. A fim de quantificar a reducédo de agregados plaquetarios proporcionado pelo
revestimento da lamina de vidro com o dendrimero PAMAM foram construidos mapas de
cores tridimensionais das micrografias (A) e (C) da Figura 7.24. Estes mapas estdo ilustrados
na Figura 7.25. As barras de cores indicam a intensidade de agregados plaquetarios. Os mapas
sdo representados por matrizes onde o valor de cada elemento indica se houve ou ndo a
adesdo de plaquetas. Para realizar o calculo de adeséo plaquetaria em cada mapa foi adotado o

seguinte procedimento:

i - Foram lidos todos os elementos da matriz que constituem o mapa de cor;

ii - Todos os elementos da matriz acima de 220 foram somados. Este valor foi tomado como
o valor limite da adesdo ou ndo de plaquetas sobre a superficie do vidro com e sem
revestimento;

iii - O resultado da soma de todos os elementos acima de 220 foi divido pela soma de todos os
elementos que constituem o mapa de cor. Esta razdo fornece o percentual de adesao

plaquetaria.

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
epifluorescéncia.

O percentual de adesdo encontrado para 0 mapa de cor que representa a lamina de
vidro sem revestimento foi tomado como o valor maximo (100 %). Portanto, a partir de uma
regra de trés simples foi calculado o percentual de agregados plaquetarios ainda observados
apos o revestimento. A partir deste procedimento, verificou-se uma reducdo de 81,89 % de
agregados plaquetarios ao revestir a lamina de vidro com o dendrimero PAMAM.

Com base nestes resultados, observa-se que o dendrimero PAMAM n&o é idealmente
hemocompativel uma vez que se observa na superficie do substrato de vidro revestido uma
presenca consideravel de agregados plaquetarios (Figura 7.19 (C) e (D)). A adesao plaquetaria
serve como um fator condicionador que determina a extenséo da subsequiente formacdo da
trombose [16,18]. Estes resultados comprovam a alta interagdo entre o dendrimero PAMAM e

as proteinas séricas BSA e HFb observada pela espectroscopia RPS.
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(©) D)

(E) (F)

Figura 7.24 — Micrografias de epifluorescéncia das superficies de vidro (A) e (B) e vidro
revestido com o PAMAM (C), (D), (E) e (F) apds exposicdo ao sangue
humano. As micrografias (E) e (F) correspondem a uma ampliagdo de uma
determinada regido das micrografias (C) e (D), respectivamente. Aumento:

1000x.
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Figura 7.25 — Mapas de cores representativos de agregados plaquetarios. Nas Figuras 7.24 (a)
e (c) foram realizadas um processamento de imagem utilizando um codigo
original do software MATLAB 7.0 que permite uma melhor visualizacdo das
micrografias em 3 D. As Figuras 7.25 (a) e (b) correspondem as micrografias
da Figura 7.24 (A) e (C), respectivamente. As barras de cores indicam a

intensidade de agregados plaquetéarios.

Uma explicacdo plausivel para a adesdo plaquetdria na superficie do dendrimero
PAMAM pode ser formulada pensando-se em uma mudanga conformacional da molécula de
fibrinogénio devido a interacéo eletrostatica entre 0s grupos amino-cationicos da periferia do
dendrimero PAMAM e a carga liquida negativa da proteina em pH proximo a 7.4. E fato
conhecido da literatura que superficies que alteram a conformacdo da proteina sérica HFb ou
a desnaturam induzem a adesdo plaquetaria e a sua ativacao [19]. Em sintese, a superficie do
dendrimero PAMAM pode conter regiGes com diferentes niveis de protonacdo promovendo
uma distribuicdo randémica de energia potencial da superficie a qual altera a energia de
adsorcdo entre 0 PAMAM e a proteina contribuindo para regides onde a adesdo plaquetéaria é
mais ou menos pronunciada, como verificado através das micrografias de epifluorescéncia
(Figura 7.24). Além disso, uma pequena rugosidade do filme dendritico depositado sobre o
vidro pode favorecer uma maior adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo devido a
alteracdes da energia potencial na superficie dendritica promovendo, assim, a adesdo e

ativagdo das plaquetas.
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A fim de elucidar os argumentos abordados acima foi proposto um modelo qualitativo
para explicar o surgimento de agregados plaquetarios em certas regides da lamina de vidro
revestida com PAMAM. O modelo consistiu na compartimentacdo da lamina de vidro em um
mapa de cor de 100x50 compartimentos. Cada compartimento possui as dimensbes do
dendrimero PAMAM adsorvido sobre a lamina de vidro. Como o dendrimero adsorvido sobre
a superficie de vidro sofre mudancas conformacionais devido a interacGes eletrostaticas,
foram adotados trés tipos de diferentes conformacgdes que permitem que as proteinas séricas
ndo sO interajam com as aminas priméarias do dendrimero, mas também com as aminas
secundarias e terciarias.

Um modelo de sitio ligante baseado no modelo de Ising classico pode ser utilizado
para fornecer uma explicacdo do mecanismo microscopico de protonacdo do dendrimero
PAMAM [15]. Baseado neste modelo, os autores da referéncia [15], obtiveram o0s seguintes
valores para a constante de ionizacdo pK do dendrimero PAMAM em pH = 7.0 — 8,0: pK =
9.0, 5.7, 6.7 correspondendo, respectivamente, as aminas primarias, secundarias e terciarias.
Neste sentido, o presente modelo admitira que cada conformacdo do dendrimero adsorvido
possua um pK especifico conforme a interacdo de aminas primarias, secundarias ou terciarias
com as moléculas protéicas. Como o modelo € qualitativo, cada compartimento recebeu um
dos trés possiveis valores da constante pK de forma aleatéria. O grau de protonacdo foi entdo

calculado utilizando a equacgédo de Henderson-Hasselbalch dada por [21]:

10(pKi,j,_pH)

Z.,. = — , (7.2)
h) 1+10(PKi.i=PH)

sendo y; j 0 grau de protonacao do dendrimero e os indices i e j correspondem aos elementos

de linha e coluna da matriz que constitui 0 mapa de cor, respectivamente.

O mapa de cor representativo da distribuicdo aleatdria do grau de protonacdo da
superficie do vidro revestida com PAMAM ¢ apresentado na Figura 7.26. Como o grau de
protonacdo € diretamente proporcional a carga elétrica que por sua vez € diretamente
proporcional a energia potencial da superficie, 0 agregado plaquetario serd maior nas regides
onde maior for o grau de protonacéo (regido esta marcada pela cor vermelho escuro na Figura
7.26). Isso se deve ao fato de que o aumento do grau de protonacdo do dendrimero favorece
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uma maior adsorcdo da molécula de HFb que por sua vez sofre uma mudanca conformacional

ou se desnatura, acarretando assim a adesao e ativacdo de agregados plaquetarios.

Nimero de Compartimentos

10 20 Ell a0 50 B0 70 a0 a0 100
Numero de Compartimentos

Figura 7.26 — Mapa de cor representativo dos diferentes graus de protonacao do dendrimero
PAMAM em pH = 7.0. A barra de cor representa 0 grau de protonacdo do
dendrimero PAMAM normalizado.

Outra hipdtese para o surgimento de agregados plaquetarios significativos na lamina
revestida com o dendrimero PAMAM, diz respeito ao revestimento incompleto da lamina de
vidro por parte do material sintético. Como o vidro € um material altamente trombogénico

estas regides estariam suscetiveis a adesdo e ativacao plaquetéria.
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Capitulo 8 — Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Os resultados do baixo indice de polidispersdo obtido (1,15) e o pico monomodal
caracteristico obtidos a partir da analise por GPC indicam um elevado grau de pureza do
dendrimero PAMAM G4 sintetizado no laboratorio de Biomateriais da UNIFEI.

Os resultados da espectroscopia FTIR e *H-MNR comprovaram a estrutura dendritica do
polimero de poli(amido amina) bem como a presenca dos grupos amino terminais na

periferia do dendrimero.

Os resultados experimentais para os parametros 6ticos dos filmes finos de ouro para o
comprimento de onda igual a 632.8 nm obtidos através da técnica RPS, estdo em boa

concordancia com os resultados da literatura.

Os resultados da adsor¢do do dendrimero PAMAM sobre substratos de ouro estdo de
acordo com os resultados de microscopia de forca atdmica discutidos na literatura, uma
vez que comprovam a mudanca conformacional do dendrimero ao se adsorver sobre o
substrato de ouro devido a interacOes eletrostaticas. Esta mudanga conformacional foi
verificada 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 sericas BSA e HFb sobre a superficie do dendrimero
PAMAM G4 foi estudado utilizando os modelos de isotermas de Langmuir e Freundlich.

Os resultados obtidos sugerem a formacao de multicamadas heterogéneas.

Um modelo de empacotamento das proteinas foi proposto a fim de se entender o processo
de adsorcao sobre o dendrimero PAMAM.



Capitulo 8 — Conclusoes 112

7-

8-

Os resultados da cinética e da energia livre de adsorcdo indicam uma elevada interacéo
entre o dendrimero PAMAM e as proteinas séricas. A forte interacdo com a proteina BSA
é um fator que contribui para a hemocompatibilidade do dendrimero PAMAM uma vez
gue esta molécula protéica favorece o bloqueio subseqiiente das demais proteinas que
podem propiciar a adesdo e ativacdo plaquetaria desencadeando uma série de reacdes
bioquimicas que culminam na formacéo de trombos na superficie do material. Por outro
lado, a boa afinidade do dendrimero com a molécula de fibrinogénio é um resultado nao
adequado para as caracteristicas hemocompativeis do PAMAM, devido esta proteina ser

um dos fatores principais na coagulacdo sanguinea.

Os resultados da microscopia de epifluorescéncia indicaram que o revestimento dendritico
possui boas caracteristicas de hemocompatibilidade. Neste caso, embora possua uma
afinidade semelhante para ambas as proteinas HSA e HFb; os resultados indicam que a
camada de HSA adsorvida na superficie do dendrimero parece deslocar as moléculas de
HFb uma vez que o revestimento dendritico apresentou menos adesédo plaquetéaria (81,89)

e formacéo de trombos relativamente ao substrato de vidro.

O aparecimento de regides com elevado grau de hemocompatibilidade e outras com
agregados plaquetarios pode ser elucidada devido ha uma distribuicdo aleatéria da energia
potencial da superficie proporcionada pelos diferentes graus de protonacao do dendrimero
PAMAM. Essa diferenca de energia potencial da superficie altera a energia de adsor¢do
entre 0 PAMAM e a proteina contribuindo para regides onde a adesdo plaquetaria & mais
ou menos pronunciada, como verificado através das micrografias de epifluorescéncia.
Além disso, uma pequena rugosidade do filme dendritico depositado sobre o vidro pode
favorecer uma maior adsor¢do do HFb do plasma sanguineo devido a alteracbes da
energia potencial na superficie dendritica promovendo, assim, a adesdo e ativacdo das

plaquetas.

10- Outra hipdtese para o surgimento de agregados plaquetérios significativos na lamina

revestida com o dendrimero PAMAM, diz respeito ao revestimento incompleto da lamina
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de vidro por parte do material sintético. Como o vidro é um material altamente

trombogénico estas regides estariam suscetiveis a adesdo e ativacdo plaquetaria.

11- Em condicdes fisiologicas o dendrimero PAMAM adsorve preferencialmente a proteina
BSA relativamente ao HFb conforme indicado pela maior energia livre de Gibbs de

adsorcao.

12- As técnicas RPS e de epifluorescéncia apresentaram resultados coerentes.

13- Padronizou-se a técnica RPS para avaliagdo das propriedades hemocompativeis que
podera contribuir significativamente para o desenvolvimento de biomateriais

nanoestruturados para aplicacdo na area cardiovascular.

14- A elevada afinidade entre a proteina BSA e o dendrimero PAMAM parece propiciar o
surgimento de regiGes como alto grau de hemocompatibilidade ilustrados através das
micrografias de epifluorescéncia. Todavia, uma analise mais elaborada com ensaios de
adsorcdo competitiva faz-se necessario para consolidar ndo s6 os resultados obtidos neste

trabalho, mas também para viabilizar a utilizacdo deste material na area cardiovascular.
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Capitulo 9 — Perspectivas Futuras

A andlise da compatibilidade de materiais sintéticos com o sangue tem atraido a
atencdo de varios pesquisadores no mundo inteiro ha pelo menos meio século. A possibilidade
da descoberta de novos materiais que possam ser utilizados em préteses cardiovasculares,
implantes, cirurgias reconstrutivas, dentre outros, e que possam ser aceitos integralmente pelo
tecido vivo desencadearia uma revolugdo na biomedicina concomitantemente com a qualidade
de vida da populacdo em geral.

Os dendrimeros despontam no horizonte da quimica macromolecular como uma
alternativa significativamente promissora para o projeto de revestimentos hemocompativeis.
Entretanto, estudos mais minuciosos sobre a hemocompatibilidade do dendrimero PAMAM
ainda precisam ser efetuados néo sé para explorar o seu carater hemocompativel, mas também
para aumentar o grau de biocompatibilidade desta macromolécula.

Os dendrimeros foram sintetizados ha pouco mais de duas décadas e suas verdadeiras
propriedades hemocompativeis estdo em sua maior parte ainda carente de estudos. Trabalhos
futuros que contribuam para a viabilizacdo da utilizacdo deste material na biomedicina e
também na confeccdo de dispositivos 6ticos em miniatura baseados no fendmeno RPS para
analises clinicas em tempo real poderdo contribuir significativamente para a medicina
cardiovascular.

Neste sentido, as seguintes perspectivas futuras podem ser apresentadas como uma

continuidade ao que ja foi desenvolvido neste trabalho:

> Investigacdo da interacdo entre proteinas séricas e dendrimeros PAMAM
através de simulagGes computacionais utilizando o método de Monte Carlo;

> Estudo da cinética de adsorcdo competitiva entre Albumina, Imunoglobulinas e
Fibrinogénio sobre a superficie do dendrimero PAMAM a fim de simular o
evento que ocorre no tecido sanguineo humano;

» Miniaturizacdo do dispositivo RPS acoplado a um processador digital de sinais
para utilizacdo em diagnosticos clinicos no sentido de desenvolver o avanco
cientifico-tecnolégico do pais e contribuir para um diagnéstico rapido,

eficiente e de baixo custo;
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» Utilizacdo do fendmeno RPS para desenvolvimento de biossensores 0ticos
baseados em fibra-Otica para quantificacdo da molécula de oxido nitrico que
possui um papel fundamental na neurotransmissdo de impulsos nervosos

durante descargas neuronais intensas (epilepsia).
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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 solucdes das equagdes 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.

AL | £z

Figura A.1 — Figura representativa das componentes do campo eletromagnético na interface

entre um metal e um meio dielétrico transparente. |Esp| é 0 médulo 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 polarizagdo, o vetor magnético é
perpendicular ao plano de incidéncia. As solucdes das equacbes de Maxwell para as

componentes do campo elétrico da MT podem ser escritas como:

i(kgpx-+ke z-at)

Ed = (A% + Al7)e (A1)
na regidao z >0, e como
EM = (ATx + AMz)e! (ot z-at) (A.2)

na regido z >0, onde ky, € @ S30 Os Vetores de onda e frequiéncia angular dos plasmons de

superficie.



Apéndice A — Calculo da relacao de dispersdo dos Plasmons de Superficie 117

Substituindo as equacdes (A.1) e (A.2) na equacédo de onda (A.3)

2 _
\% E—C—ZF_O, (A.3)

onde &, € &4 sdo as constantes dielétricas do metal e dielétrico e ¢ é a velocidade da luz,

obtém-se

k2 +(kef = (ﬁfgd (A4)

no meio dielétrico, e

& +krf - (%jzgm’ (A5)

no meio metalico.
Considerando as condi¢des de contorno de continuidade do campo eletromagnético,

Eé/ = E,fé‘ e &g Eoﬂ =& Erﬂ , ha interface, tém-se
z=0 z=0 z=0 z=0
d _p&m d _ m
Exo =Exo € €4Ez0 =émEso- (A.6)
Desde que ndo haja carga externa em ambos 0S meios, V-E=0 (Lei de Gauss),
obtém-se
. d s ded _ . m s mem _
ikKyEyo +1k; E;o =0 e ik, E,y +ik; Eyg =0. (A7)

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:
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2
k2 = QJ ﬂ A.8
P (c g4 +&p (A8)

Uma conclusdo importante é que o vetor de onda kgp do modo magnético transversal

é maior que os vetores de onda K =(—]«/8d e ky, =(—] En €m ambos 0s meios. Por
C c

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 eletromagnéetica
é acoplada aos PS por meio de um prisma de vidro (Figura A.2).

Evanescent wave 4

light source

detector

Figura A.2 — Diagrama representativo da configuracdo de Kretschmann para excitacao de PS.
A RPS é excitada em uma interface prisma-metal quando o angulo de incidéncia

da fonte de laser € tal que kgp =Kk, .

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

proveniente da radiacao incidente pode ser obtida atraves da equacéo (A.9).

Ky :(%j\/g send, (A.9)
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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 (kgp) dos PS, ocorre o fendmeno de RPS. Matematicamente, descrito por:

€d€m

Or =arcsen| |[—————
i (gd"'gm)gp

, (A.10)

sendo &g 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 Meétodo das Corregdes 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 fungdo f(a,b,c,x), cujos parametros a,b,c devem ser ajustados
para obtencdo de uma Gtima representacdo dos dados y;(i=1,2,..,N). O objetivo é, portanto,

minimizar o erro absoluto quadratico,
N 2 _ % 2

Flabc)=X[flabex)-yil*=n (B.1)
i=1 i=1

Sendo r; definido por:

r="f(ab.cx)-yi="fi-vy. (B.2)

Como F ¢€ positiva, isto € F >0, a melhor escolha para os parametros a,b,c ocorre

quando,

oF _oF _OF _, (B.3)
da ob oc
. .~ OF N
Aplicando a condigéo = =0, obtém-se,
oF N, o
Z=Yor—=0 B.4
da Zi ' oa (B.4)

De modo analogo obtém-se a variacdo de F com relagéo a b:
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% i
ab S50

OF _ 3oy O
a—éa——

portanto,

N ar
.
Z'aa

=0

N ar
"
Z'ab

=0

N ar;
"

=0.
Z'ac
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(B.5)

(B.6)

(B.7)

(B.8)

(B.9)

Admitindo que sejam conhecidas as aproximagoes iniciais a,,b,,c, para obtencéo de

r;, entdo esse parametro pode ser aproximado em primeira ordem na forma,

6ri

or;
i =l +—

Aa+—
aly ob

Ab+ai
0 oc

Ac.

0

Utilizando essa Ultima aproximag&o na equacao (B.3) obtém

N . : : :
z[ TP P ACJ@L 0.
aﬁ 1 e ~
Dado que | =2l a Ultima expressédo pode ser expressa na forma,
0

N _ N 7 Af. \2 N/ Af. Af.
S g2l +Aaz(ﬁJ +Abz(ﬁﬁj +ACZ[6f afj
i=1 oa 0 i=1 oa i=1 oda ob 0 i=1 da oc

Obtém-se, portanto, a equacao linear:

(B.10)

(B.11)

(B.12)
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M=z
|
_.I\)

NN

M=z

- of N (of: of N _
e PR Y I
da ab ), i1\ da ac ), iq  oa

0 i=1 0

Um procedimento semelhante aplicado as equacdes (B.4) e (B.5) fornece,

N (of: of. )2 N ( of: of: N :
(1) o B Y[ o §
i\ da db o jqldb )y j5{db dc ) i1 bl
N (of: of. N ( of: of. N/ of: )2 N :
Z(@ﬁj Aa+z(ﬁﬁj Ab+z(ﬁj I ity
ia\da oc )y jqldbac)y  i5\ac ) i1 bl
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(B.13)

(B.14)

(B.15)

As equacdes (B.13), (B.14) e (B.15) constituem um sistema de trés equacdes

diferenciais parciais, ndo lineares e com coeficientes variaveis que permitem determinar as

correcOes Aa, b, Ac. Na forma matricial, obtém-se:

A
1= 10 8&0
Aa N of
Ab |=A(a,b,c)-| - o= |,
Ac i1 ob|,
.
iz % acly
Sendo A(a,b,c) dado por:
N (of )2 N (of of N(of of Y )
o
j=1 0 j=1 0 j=1 0
N (Af. of. N 2 N
T CE AR
joi\0a b Jq iz\ob Jg jmi\ob ac g
N (of, of; N (of; of, N (of, )2
as, Ha Ky
j=iLca cc jq j=1 CJo j=1\ € Jg

(B.16)

(B.17)
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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

configuracdo 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 Opticos e estruturais do filme metalico 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 direcdo z e possui uma
extensdo infinita nas direcdes x e y. A camada 1 e a camada n estendem-se para z — - €
Z — +o0, respectivamente, e as camadas intermediérias estdo limitadas em zi, z, ... , Zp1. A

constante dielétrica de cada camada é designada pore;, &,, ..., &,, € a espessura da jth

camada é dada por:

=zj—-zj, para 2<j<n-1.

j
Conforme delineado na referéncia , admite-se que a onda incidente no meio n esteja
polarizada no plano de incidéncia, condicdo 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¢édo 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(j)= [A(j)eikx(j)dj N B(j)e—ikz(j)dj }e(kxx—w’() 1)

sendo a componente do vetor de onda ao longo da direcéo z, k, (), € dado por:
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K, (j)=4/—5——kZ, (C.2)

2]

+ feixe feixe
mcidente | refletido
|
g |
|
|
Zyet " ':En) Y
n-1 (En_l) E
1 (g, :
zvi,- j + (E.,i'-l- 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 reflexéo.

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, z, ..., Zp-1.

Ao resolver as equagdes de Maxwell e as respectivas condicdes de contorno em z=z;

para a fonte de luz p-polarizada (modo magnético transversal - MT) obtém-se como resultado:

A(i+1)| AT
{Bx(j_i_l)}—MMT(J"']-'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,

Az(j)z_k ] Ax(j) (C.6)

2(j)

B ()= 2B (i) €
2(j)

Para obter a expressdo para a reflectancia para os plasmons de superficie na estrutura
de n-camadas, é conveniente definir a matriz My por:

1-1 ) _ M M
Mmr ZHMMT(HLJ)E{MH Mlz} (C.8)
j=k 21 M2

Entao,

A0, 20 -
5] e. ) |

Neste ponto é conveniente retornar a equacgdo (C.2) e estabelecer uma convencao de
sinal consistente. Assumindo que » e k, Sejam reais, Imkzz(j)>0 e que kzz(j) estejam na
parte superior do plano complexo, e que k,(j) encontra-se no primeiro quadrante

[Re(k, (i))]>0 e [im(k,(j))]>0 ou no terceiro quadrante [Re(k,(i))]<0 e [Im(k,(j))]<0 do
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plano complexo. Tomando a raiz quadrada na equagéo (C.2) de modo que k,(j) encontre-se

no primeiro quadrante:
[Re(k, ())]>0 e [im(k,(j))]>o0.

Entdo, por inferéncia na equagdo (C.1) observa-se que A(j) representa uma onda
propagando na diregdo do z positivo e B(j) representa uma onda propagando na direcdo do z

negativo. Assim, a reflectancia da estrutura de camadas de filmes dielétricos e metélicos é
dada por:

|2

R_|Ax(n)§<+AZ(n)2

|By(n)x+B,(n)2| (C.9)

Utilizando a condicdo de que ndo haja nenhuma onda ascendente propagando no meio 1, isto

A1)=A,@2)=0. (C.10)

e ainda, as equacdes (C.6) e (C.7), a equacéo (C.9) pode ser simplificada da seguinte forma:

2
_|Ax(n)
~|By(m)| (C.11)
Das equac0es (C.8a) e (C.10) obtém-se:
i el L
- = Bxll). C.12
|:BX(n) M 21 M 22 Bx(l) M 22 ( ) ( )
Portanto,
2
Mo
i C.13
‘Mzz (C.13)
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De forma analoga, a transmitancia para a estrutura de n-camadas para a luz p-

polarizada é definida como a raz&o da intensidade de luz transmitida em z =z, e a intensidade

de luz incidente no meio nem z=z,_;. L0ogo, pode-se escrever:

(C.14)

De novo assumindo que ndo haja nenhuma onda propagando-se ascendentemente no
meio 1, a equacdo (C.10) ¢ valida. Utilizando as equacdes (C.7) e (C.12), esta equacdo pode

ser simplificada da seguinte forma:

kz(n)2

2
(1) sen“ 4 |, (C.15)

T cosZH+

M ?

sendo @ é o angulo de incidéncia no meio n.



	Capa
	Ficha catalográfica elaborada pela biblioteca Mauá
	Conhecimento
	Agradecimentos
	Capitulo_0.1_Sumario
	SUMÁRIO
	 2.3.2 – Método Convergente.........................................................................................18
	4.2.1 – Métodos práticos de excitação de plásmons de superfície................................38
	4.2.2 – Configuração de Kretschmann..........................................................................39
	4.2.3 – Configuração de Otto........................................................................................40
	4.3 – Aspectos físicos da configuração de Krestchmann..........................................................41
	 4.8.1 – Caracterização de propriedades ópticas e estruturais de filmes finos...............57
	 4.8.2 – Análise em tempo real de reações imunológicas..............................................58


	Capitulo_0.2_Lista_de_figuras
	Lista de Figuras

	Capitulo_0.3_Lista_de_Tabelas
	Lista de Tabelas

	Capitulo_0.4_Lista_de_abreviaturas
	Lista de Abreviaturas

	Capitulo_0.5_Resumo
	capitulo_0.6_Abstract
	Capítulo 1 - Aspectos Gerais da Biocompatibilidade dos Polím
	Capítulo 2 - Dendrímeros Sistemas Nanotecnológicos para apli
	2.3.2 – Método Convergente

	Capítulo 3 - Físico-química da Adsorção de Proteínas séricas
	Capítulo 4 - Ressonância de Plásmons de Superfície
	4.2.1 – Métodos Práticos de Excitação de Plásmons de Superfície
	4.2.2 – Configuração de Kretschmann
	4.2.3 – Configuração de Otto
	4.2.4 – Aspectos físicos da configuração de Krestchmann
	4.8.1 – Caracterização de propriedades ópticas e estruturais de filmes finos
	4.8.2 – Análise em tempo real de reações imunológicas


	Capítulo 5 - Objetivos
	Capítulo 6 - Materiais e Métodos06
	Capítulo 7 - Resultados e Discussões
	                             Langmuir                                                        Freundlich
	                             Langmuir                                                        Freundlich

	Capítulo 8 - Conclusões
	Capítulo 9 - Perspectivas Futuras
	Apndice_A_Calculo_da_relacao_de_dispersao_dos_PS
	Apndice_B_Metodo_das_Correcoes_Diferenciais
	Apêndice_C_Cálculo da Reflectância para uma estrutura de n-camadas na configuração de Kretschmann

