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A hemodialise é o tratamento mais utilizado em casos de doencas renais
cronicas. Apesar de consolidado, ainda apresenta algumas limitagbes, como a baixa
remoc¢ao de moléculas de tamanho médio e a baixa biocompatibilidade das membranas
utiizadas durante o procedimento. Portanto, esta tese objetiva a sintese e
caracterizacdo de membranas na geometria fibra oca, hemocompativeis, visando a sua
aplicacdo em hemodidlise. Foram avaliados os efeitos de varidveis operacionais e
condi¢cBes de sintese na obtencao fibras ocas de poli(éter imida) e poli(vinil pirrolidona)
(PEI/PVP), e realizada sua modificacdo superficial, através da ligagdo covalente de
heparina. Foram obtidas fibras ocas funcionalizadas com propriedades de transporte
comparaveis as dos dialisadores comerciais de alto fluxo, com permeabilidade
hidraulica de 63,8 L/h.m2.bar, e com melhor remog¢éo de solutos de média massa
molecular. A modificacdo superficial resultou na obtencdo de membranas mais
hidrofilicas (angulo de contato reduziu de 76,5° para 58,5°), com reducédo da ocorréncia
de adsor¢cdo de proteinas em mais de 50%; em contato com sangue, reduziram a
ocorréncia de adesao de plaquetas, aumentaram o TTPA de 34 s para 46 s, e ndo
causaram a ativacdo do sistema complemento. Esses resultados indicam que as
membranas modificadas apresentam caracteristicas antitrombogénicas e de
biocompatibilidade, as quais sé@o desejadas para utilizacdo como material de confec¢ao

dos filtros de hemodidlise.
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Hemodialysis is the most commonly used treatment for chronic kidney disease.
Although consolidated, it still presents some limitations, such as the low removal of
medium sized molecules and the low biocompatibility of the membranes used during the
procedure. Therefore, this study aims at the synthesis and characterization of
hemocompatible hollow fiber membranes to application in hemodialysis. The effects of
operational variables and synthesis conditions on the production of hollow fibers of
polyetherimide and polyvinylpyrrolidone (PEI/PVP) were evaluated and their surface
modification was carried out through the covalent attachment of heparin. Transport
properties of functionalized hollow fibers were comparable to commercial high flux
dialysers, presenting hydraulic permeability of 63,8 L/h.m2.bar, with better removal of
medium molecular weight solutes. The surface modification resulted in more hydrophilic
membranes (contact angle reduced from 76.5° to 58.5°), reducing the occurrence of
protein adsorption by more than 50%; in contact with blood, these membranes reduced
the occurrence of platelet adhesion, increased APTT from 34 s to 46 s, and did not lead
to the complement system activation. These results indicate that the modified
membranes have antithrombogenic and biocompatibility characteristics, which are

desired for materials of the hemodialysis filters.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os rins sdo 6rgdos essenciais para o funcionamento da saude humana. Suas
fungbes principais no corpo sédo a regulacdo do volume e composicao do liquido
extracelular, a remo¢do de produtos residuais na forma de urina e as funcgbes
enddcrinas. Estas sdo importantes para a homeostase corporal, como o controle da
presséao arterial, a producéo de eritropoietina (hormonio que estimula a medula 6éssea a
elevar a producdo de células vermelhas do sangue), ativacdo da vitamina D e a
regulagéo acido-base (AZAR, 2013).

Quando ha uma reducao completa ou parcial da funcéo renal, caracterizada pela
incapacidade do rim de remover o0 excesso de agua e de produtos residuais metabolitos
do corpo, ocorre a chamada disfuncéo renal, que pode agravar-se, tornando-se uma
doenca renal crénica. Este é reconhecidamente um grave problema de saude publica
mundial (DELLES e VANHOLDER, 2017; SANTOS et al, 2017), estimando-se, que
aproximadamente 10% da populagdo mundial tenha doenca renal cronica (BELLO et
al., 2017). Nestes casos, faz-se necessario o tratamento dos pacientes por terapias
substitutivas renais (dialise ou transplante). A implantacdo de um rim de um doador
saudavel & a melhor opgdo, porém ndo ha doadores suficientes e, desta forma, a dialise
€ o tratamento mais utilizado. A dialise pode ser realizada basicamente de duas formas:
através da purificagdo do sangue dentro do corpo (dialise peritoneal) ou extracorpérea

(hemodialise, principalmente).

A hemodialise é o tratamento mais utilizado em pacientes com doenca renal
cronica, conforme verificado em um levantamento realizado em 2014, segundo o qual
89,2% dos pacientes utilizam a hemodidlise, de um total de aproximadamente 2,25
milhdes de pacientes dialisados (FRESENIUS MEDICAL CARE, 2014).

No Brasil, segundo dados do Censo Brasileiro de Didlise, da Sociedade
Brasileira de Nefrologia (SBN), o nimero de pacientes em tratamento dialitico era de
mais de 122 mil, em julho de 2016, dos quais 92,1% utilizam a hemodialise como
tratamento e apenas 7,9% eram tratados por didlise peritoneal. Em geral, a fonte
pagadora do tratamento é o Sistema Unico de Salde (SUS), responséavel por 83% dos
tratamentos (SESSO et al, 2017).

Conforme observado pelos dados anteriormente descritos, a hemodialise é um
tratamento consolidado e que permite que os pacientes renais crbnicos tenham uma

vida préxima do normal, porém ainda apresenta algumas limitages a serem superadas,



como a baixa remogdo de moléculas de tamanho médio, como a B> — microglobulina.
Seu acumulo no sangue esta associado a ocorréncia da amiloidose (acumulo de
proteina anormal em diversos 6rgaos e tecidos celulares) e a sindrome do tlnel cérpico
(compressdo do nervo mediano, que passa pela regido do punho chamada tinel do

carpo) (WECHS et al, 2014).

Além da ineficiente remocdo de moléculas médias, a baixa biocompatibilidade
das membranas utilizadas durante o procedimento apresenta como reacfes adversas
os fenbmenos de coagulagcdo, devido a ocorréncia de adsorcdo de proteina, que
provoca a ativacdo de enzimas de diferentes sistemas; a agregacdo e adesdo de
plaguetas, induzindo a sua ativacdo e degranulacdo; a ativacdo da via alternativa do
complemento, com ativagdo de neutrofilos e mondcitos (que fazem parte do sistema
imunologico do organismo), havendo a disfuncéo dessas células, o que potencialmente
inibe 0 combate a infec¢cbes. Tudo isto resulta maior mortalidade de pacientes
hemodialisados (NETO e SANTOS, 1996). O uso de heparina é a alternativa atual para
prevenir a ocorréncia de coagulacdo sanguinea e, consequentemente, 0 entupimento
dos dialisadores, porém o uso dessa substancia pode ser contraindicado para pacientes
que tém reacles alérgicas e hemorragias, ou fazem uso de certos medicamentos
(MULLICK et al, 2014).

Neste cenario, o desenvolvimento de membranas de hemodialise com melhores
caracteristicas de transporte e de biocompatibilidade tem sido alvo de muitas pesquisas,
gue envolvem pesquisas em sintese de membranas, de novos materiais e modificacdes
das superficies, conforme sera descrito mais adiante na revisdo da literatura.
Especificamente o0 desenvolvimento e fabricagdo das membranas para
hemodialisadores no Brasil poderia levar a reducdo da dependéncia de importagéo, ja
gque atualmente boa parte dos insumos para o procedimento de hemodialise é importada
pelo Ministério da Saude. A autossuficiéncia de dialisadores no pais pode tornar o
tratamento mais acessivel, possibilitando oferta de tratamento de melhor qualidade e
evitando a reutilizacdo do dispositivo. Assim, o governo brasileiro tem investido em
ciéncia e tecnologia na area de saude para a producdo de farmacos, medicamentos e
equipamentos que deem ao Brasil ndo apenas capacidade, mas também soberania e
independéncia cientifica e tecnoldgica para cuidar de sua populacédo (PORTAL BRASIL,
2015).

Esta tese foi desenvolvida principalmente no Laboratério de Processos de
Separacdo com Membranas (PAM), do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ, onde o interesse sobre membranas de hemodialise remonta a década
de 1980, com os trabalhos de Logarezzi (1984), Santos (1988) e Silva (1991). Varias
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investigacdes foram conduzidas com diferentes materiais poliméricos no intuito de
melhorar desempenhos de membranas e eventualmente colaborar no esforgo de
nacionalizacdo das mesmas em projetos conjuntos com empresas. Novos
desenvolvimentos em processos de fabricacdo desenvolvidos no laboratério, como o
estudo mais recente da dissertacdo de mestrado de Santos (2014), indicam um
potencial crescente para atingir estas metas.

1.2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Sintese e caracterizacdo de membranas, na geometria fibra oca, que possuam
propriedades antitrombogénicas e de biocompatibilidade e que sejam incorporadas em

mabdulos para aplicagdo em hemodidlise.

Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito de variaveis operacionais e condi¢cdes de sintese na obtencao
fibras ocas de poli(éter imida) e poli(vinil pirrolidona);

e Avaliar as propriedades morfologicas e de transporte das fibras sintetizadas,
buscando atingir propriedades compativeis com o tratamento por hemodidlise;

e Modificar a superficie das fibras sintetizadas a fim de elevar a
hemocompatibilidade;

e Avaliar in vitro a hemocompatibilidade das membranas modificadas, seguindo
as normas especificas para os testes;

e Comparar as propriedades das membranas sintetizadas com membranas

comerciais de uso clinico.

1.3. ORGANIZACAO DA TESE

O texto dessa tese foi organizado em 9 capitulos, conforme descrito a seguir.

O Capitulo inicial apresentou uma introducéo geral sobre o assunto, incluindo o
panorama das doencas renais cronicas e seu tratamento no Brasil e no mundo, situando

as limitagGes e necessidade de melhorias no processo a fim de aumentar a qualidade



de vida dos pacientes tratados. Também foram apresentados o0s objetivos gerais e

especificos a serem alcangados nesta Tese de doutorado.

Os Capitulos 2, 3 e 4 abordam a Fundamentacdo Teérica e Revisao
Bibliografica. No Capitulo 2 foram concentradas informacdes referentes ao sistema
urinario e doencas renais, bem como suas principais formas de tratamento. Dentre eles,
abordou-se com énfase a hemodialise, foco de estudo desse trabalho, descrevendo os
principios da dialise/hemodidlise, incluindo os fendmenos de transferéncia de massa e
a caracterizacdo das membranas utilizadas nesse tratamento e suas propriedades. Foi
realizada uma revisdo sobre os trabalhos envolvidos em sintese e aplicacdo de
membranas em hemodialise. O Capitulo 3 faz uma revisao dos principais métodos de
modificag&o de superficies de membranas visando ao aumento da biocompatibilidade e
no Capitulo 4 foram abordados os conceitos fundamentais envolvidos no processo de
sintese de membranas pelo método de inversdo de fases e mecanismos de formagéo
de membranas. Este capitulo também faz uma abordagem sobre as principais
propriedades e utiliza¢des da poli(éter imida) (PEI), fazendo uma reviséo sobre a sintese

de membranas de PEI e suas aplicacbes na area médica.

O Capitulo 5 aborda os Materiais e Métodos utilizados para sintese,
caracterizacdo e modificacdo das membranas no desenvolvimento da Tese, e a

apresentacéo e discussado dos resultados obtidos foi abordada nos Capitulos 6 e 7.

No Capitulo 6 sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos em
relacdo a sintese de fibras e caracterizacao das propriedades de transporte de médulos
de permeacdo, verificando a viabilidade da obtencdo de fibras ocas de PEI com
caracteristicas comparaveis ou superiores as membranas de hemodialise de uso clinico.
Neste capitulo também foram abordadas as principais conclusées parciais, a fim de

nortear a discussao da etapa seguinte da tese.

O Capitulo 7 apresenta os resultados e discussoes referentes a modificacao
superficial das membranas, as propriedades da membrana modificada bem como a

avaliacdo da hemocompatibilidade das membranas.

O Capitulo 8 apresenta as principais conclusfes do trabalho, com as sugestdes
para trabalhos futuros e o Capitulo 9 lista as referéncias bibliograficas utilizadas nesta

tese.

Nos Anexos séo apresentadas as condigbes experimentais utilizadas na sintese
de fibras ocas e as curvas de calibracdo utilizadas no trabalho. Também s&o
apresentados o artigo publicado a partir dessa Tese e os documentos do Comité de

Etica e Pesquisa para a realizacéo das anélises com sangue humano.



CAPITULO 2 - PRINCIPIOS BASICOS DE
HEMODIALISE

O sistema urinario é o conjunto de 6rgédos responsaveis pela formacéo, depdsito
e eliminacdo da urina. Com isso, retira do organismo as substancias em excesso e 0s
produtos residuais do metabolismo, mantendo a composi¢do quimica do meio interno.
E composto basicamente por trés 6rgdos: os rins, onde a urina € produzida; a bexiga,

onde a urina € armazenada; e a uretra, por onde a urina € excretada.

Os rins sdo dois oOrgdos localizados no espaco retroperitoneal da parede
abdominal posterior, cada um do lado da coluna vertebral. Cada rim pesa cerca de 150
g e mede de 10 a 12 cm de comprimento, de 4 a 6,5 cm de largura e de 2 a 3 cm de
espessura (MONTANARI, 2016), tamanho aproximado de uma méo fechada no formato
de feijdo, conforme esquematizado na Figura 2.1. Os rins filtram de 120 a 150 litros de
sangue por dia, produzindo, assim, de 1 a 2 litros de urina.

NN
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Figura 2.1. Esquema dos rins no corpo humano. Fonte: National Cancer Institute (2001)

Além da producdo de urina, os rins exercem diversas fun¢des importantes no

organismo:



» Regulagéo dos eletrdlitos

» Regulagdo do equilibrio acido-basico

= Controle do balango hidrico

= Controle da presséo arterial

* Regulagéo da produgao de eritrocitos

= Sintese de vitamina D

= Secrecdo de prostaglandinas

= Regulacao do equilibrio de calcio e fosforo

= Ativacdo do hormdnio de crescimento

A unidade funcional do rim é chamada néfron, o qual é constituido por um
componente de filtracdo inicial, chamado corpusculo renal, e pelo tubulo renal. O
corpusculo renal forma o filtrado do sangue livre de células e proteinas, o qual entra no
tubulo renal, onde substancias séo adicionadas ou removidas. O fluido de saida dos

mais de um milh&o de néfrons de cada rim forma a urina.

Cada corpusculo renal contém um emaranhado compacto de capilares
interconectados chamado glomérulo. O sangue é alimentado a cada glomérulo por meio
da arteriola aferente. O glomérulo é envolvido por uma cépsula preenchida de fluido,
chamada capsula de Bowman, que possui uma barreira de trés camadas responsavel
por separar 0 sangue do seu conteldo fluido. O sangue escoa pelo glomérulo e uma
porcéo do plasma é filtrada para a cdpsula de Bowman, pois as paredes dos capilares
sdo microporosas. O sangue que escoa por estes capilares esta com uma pressao maior
que a do fluido na capsula que envolve o glomérulo, a cdpsula de Bowman. Como
resultado, agua, sais, e outros microssolutos no sangue sao ultrafiltrados para dentro da
capsula enquanto as células sanguineas permanecem no sangue. O sangue
remanescente deixa o glomérulo por outra artéria, a arteriola eferente (BAKER, 2004;
WIDMAIER et al., 2004).

O tabulo renal é continuo a cdpsula de Bowman e o filtrado absorvido penetra
num tubo sinuoso chamado tubulo contorcido proximal (préximo ao glomérulo). Depois
de varias circunvoluces, o tabulo descreve uma grande alca (alca de Henle), apés a
qual, o tdbulo renal assume outra vez a forma sinuosa, o tubulo contorcido distal
(distante do glomérulo). Os tubulos distais desembocam nos tubos coletores, onde o

desemboca filtrado final, apds o processo de reabsorcao.

A Figura 2.2 apresenta um esquema do néfron e seus constituintes principais, o

glomérulo, cipsula de Bowman e arteriolas aferente e eferente.
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Figura 2.2. Esquema do néfron, a unidade funcional do rim, e seus constituintes. Fonte:
CNX OpenStax (2013).

2.1. DOENCAS RENAIS

Muitas doencas podem afetar os rins. Bactérias, alergias, defeitos congénitos,
pedra nos rins, tumores, substancias toxicas sdo algumas fontes de danos renais. Um
sintoma frequente de doenca renal é a presenca de proteina na urina, ja que em rins
com funcionamento normal, a pequena quantidade de proteina que passa na filtracédo
gue ocorre no glomérulo é reabsorvida no tabulo renal (WIDMAIER et al., 2004).



Muitas doencas renais ndo produzem danos permanentes aos rins; outras
progridem, se ndo tratadas. Os sintomas do mau funcionamento renal séo relativamente
independentes do agente causador do dano e coletivamente chamados de uremia, ou

seja, ureia no sangue.

A severidade da uremia depende do quanto os rins comprometidos sdo aptos a
manter o equilibrio do ambiente interno. Ao causar danos aos rins, ha reducéo
consideravel do numero de néfrons funcionais. Consequentemente, as muitas
substancias que deveriam ser excretadas, particularmente produtos residuais
potencialmente toxicos, acumulam-se no sangue. Além disso, a excrecao de potassio é
prejudicada porque ha poucos néfrons capazes de realizar a secrecéo tubular normal
desse ion. Pode ocorrer, também, o desenvolvimento de acidose, porque o hdmero
reduzido de néfrons nédo é capaz de reabsorver suficiente bicarbonato para compensar

a producdo metabdlica diaria de acidos nao volateis.

Outros problemas surgem na uremia devido a secre¢do anormal dos horménios
produzidos pelos rins. Assim, a diminuicdo da secrecdo de eritropoietina resulta em
anemia e a diminuicdo da capacidade de formar vitamina D resulta em absorcdo
deficiente de célcio no trato gastrointestinal, com uma diminui¢@o resultante do célcio
plasmatico e calcificacdo 6ssea inadequada. O problema com a renina, o terceiro dos
hormdnios renais, raramente é uma secre¢cdo muito pequena, mas sim uma grande
secrecdo desse hormonio pelas células dos rins danificados. O resultado é o

desenvolvimento de hipertenséo renal.

De modo geral, os rins ainda sdo capazes de desempenhar sua funcéo
reguladora bastante bem enquanto 10% dos néfrons ainda estdo funcionando. Isso
ocorre porque esses néfrons remanescentes sofrem alteragcées na sua funcao (filtracéo,
reabsorcao e secrec¢do), de modo a compensar os néfrons inativos. Por exemplo, cada
néfron restante aumenta a taxa de secre¢do de potassio para que a quantidade total de
potassio excretado pelos rins possa ser mantido em niveis normais (WIDMAIER et al.,
2004).

As doencgas renais que incluem a perda progressiva e irreversivel das funcdes
glomerular, tubular e endécrina dos rins sédo conhecidas como doengas renais crénicas
(DRCs). Segundo Roméo Junior (2004), as DRCs podem ser classificadas em seis

estagios, determinado com base no nivel da fungéo renal:

Estagio 0) Estagio de funcao renal normal sem lesdo do rim: ainda ndo ha lesao renal,

mas inclui integrantes do grupo de risco a desenvolver doengas renais, como



hipertensos, diabéticos, parentes de portadores dessas doencas e parentes de

portadores de DRC.

Estégio 1) Estagio de lesédo com funcao renal normal: corresponde as fases iniciais da
lesdo, em que hd manutencéo da filtrag&o glomerular.

Estégio 2) Estagio de doenca renal funcional ou leve: inicio da perda da fungao dos rins.
Os rins conseguem manter razoavel controle do meio interno e apenas exames precisos

de avaliacdo da funcdo do rim podem detectar as anormalidades.

Estagio 3) Estagio de doenca renal laboratorial ou moderada: o paciente ja apresenta

niveis elevados de ureia e creatinina, mas mantém-se clinicamente bem.

Estagio 4) Estagio de doenca renal clinica ou severa: o paciente apresenta sintomas
classicos de uremia, como anemia, hipertensao arterial, fraqueza, mal-estar e sintomas

digestivos.

Estagio 5) Estagio de doenca renal crénica terminal: o paciente encontra-se totalmente
sintomatico. Os rins ndo sao mais capazes de excretar agua e ions a taxas que
mantenham os equilibrios corporais dessas substancias, nem séo capazes de excretar
produtos de residuos tdo rapido quanto sua producdo. Alteracdes na dieta podem
minimizar esses problemas, mas ndo sao suficientes para eliminar os problemas.
Quando o paciente atinge o estagio 5 da doenca renal crénica, faz-se necessario o
transplante renal ou o tratamento por meio de terapias substitutivas de depuracéo do

sangue, a dialise peritoneal ou a hemodialise.

2.2. TRATAMENTOS DA DOENCA RENAL CRONICA EM FASE TERMINAL

2.2.1. Transplante Renal

O transplante renal € o tratamento mais adequado para pacientes com doencgas
renais crbnicas em estagio terminal. Através de uma cirurgia, o rim saudavel de um
doador vivo ou falecido € doado a um paciente com insuficiéncia renal cronica, sendo
considerada a mais completa terapia de substituicdo da func&o renal. Um transplante
de rim com sucesso melhora a qualidade de vida e reduz o risco de morte da maioria
dos pacientes quando em comparagdo com o tratamento por didlise (SUTHANTHIRAN,
1994).

Antes do surgimento dos imunossupressores, o transplante renal era restrito a

gémeos idénticos e ndo adequado a maioria dos pacientes com DRC. Segundo Collins
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(2015), atualmente, o transplante renal ainda possui algumas contraindicagdes,

principalmente devido a intervengéo cirargica:

e Cancer em metastase

e Insuficiéncia cardiaca grave
¢ Insuficiéncia hepatica

¢ Insuficiéncia pulmonar

e Uso continuo de tabaco

e Obesidade moérbida

Alguns paises limitam a idade e exigem que o paciente esteja em boas condi¢des
de saude, com excecédo do problema renal.

No Brasil, segundo dados da Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgéos,
foram realizados 5492 transplantes de rim em 2017, com uma fila de espera estimada
em aproximadamente 25000 pacientes, atingindo um crescimento de 7,1% em relacao

ao ano anterior, conforme apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Numero de transplantes renais realizados no Brasil (2007 — 2017) por milhao
de populacdo (pmp). Fonte: Associacéo Brasileira de Transplante de Org&os (ABTO)
(2017). *Dados de 2017 obtidos por projecdo anual (dados disponiveis até
setembro/2017).

Os transplantes renais, no Brasil, s&o em quase sua totalidade (96%) financiados
pelo Sistema Unico de Saude (SUS).
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Quando o transplante renal ndo é possivel, indica-se ao paciente a realizacao do
tratamento por dialise, processo de separacdo de substancias através da utilizacao de
uma membrana. Existem duas formas de realizar o tratamento por didlise, as quais

serdo descritas nos itens a seguir.

2.2.2. Didlise Peritoneal

O tratamento da doenga renal crénica por meio da dialise peritoneal utiliza o
revestimento da cavidade abdominal do préprio paciente (a membrana peritoneal, uma

fina camada de tecido altamente vascularizada) como uma membrana de dialise.

Durante o ciclo da dialise peritoneal, um fluido de dialise é injetado na cavidade,
através de um cateter peritoneal inserido através da parede abdominal, e deixa-se
permanecer por horas, durante as quais, solutos difundem no fluido do sangue da
pessoa. O fluido de didlise é entdo removido, sendo substituido por novo fluido. Este
procedimento pode ser realizado varias vezes ao dia por um paciente que esta fazendo
atividades normais simultaneamente (WIDMAIER et al., 2004). A Figura 2.4 apresenta

um esquema da dialise peritoneal.

Cateter
peritoneal

Cavidade Dreno
peritoneal

N\

Figura 2.4. Esquema da dialise peritoneal. Fonte: Adaptado de Mayo Foundation for
Medical Education and Research (2017).

A dialise peritoneal ndo é apropriada para pessoas com obesidade moérbida ou

com multiplas cirurgias abdominais, pois o0 abdémen dessas pessoas torna o tratamento
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dificil ou impossivel. Além disso, os pacientes devem receber treinamento para
tornarem-se aptos para executar o tratamento corretamente (NATIONAL KIDNEY
FOUNDATION, 2014).

A didlise peritoneal pode ser realizada de duas formas, selecionadas de acordo
com a adaptacdo da membrana peritoneal do paciente e com seu estilo de vida.

a) Dialise Peritoneal Continua Ambulatéria (DPCA): o paciente fica sempre com liquido
de dialise dentro do seu organismo, ou seja, seu sangue esta sendo continuamente
purificado. Geralmente, fazem-se quatro trocas do fluido de dialise, que pode ser
realizada praticamente em qualquer lugar, desde que com as devidas precaucdes. Entre
as trocas, o0 paciente esta completamente livre para realizar as suas atividades
habituais. Durante a noite, havera uma permanéncia mais longa, durante o sono. A
DPCA funciona através da gravidade, e o liquido é facilmente drenado colocando o saco
de drenagem no chéo. O saco com o0 novo liquido de dialise é colocado ao nivel dos

ombros, desde que se encontre sentado ou em pé, fluindo para a cavidade peritoneal.

b) Dialise peritoneal automatizada (DPA): a DPA utiliza uma maquina, chamada de
cicladora, que faz estas trocas por si. Todas as noites é necessario que o paciente
conecte o seu cateter as linhas da maquina. Durante o sono, a maquina encarrega-se
de fazer as trocas programadas, infundindo e drenando automaticamente o liquido de
dialise para dentro e para fora do organismo. Durante o dia, habitualmente algum liquido
de dialise fica dentro do corpo, o que permite continuar a diélise. A noite, a cicladora

drena automaticamente esse liquido de dialise “usado”.

Alguns estudos sugerem que a dialise peritoneal deve ser a modalidade preferida
de terapia renal substitutiva para doenca renal crénica em estagio terminal, nos paises
em desenvolvimento, por apresentar vantagens como reabilitacdo superior e qualidade
de vida; autonomia e independéncia do paciente, ja que a terapia é realizada em casa,
mesmo em ambientes rurais; e preservagdo do acesso vascular. Incentivos para o
aumento do uso da dialise peritoneal pode ser uma estratégia para atender as
necessidades crescentes de didlise e para sustentar o acesso oportuno a terapia renal
substitutiva (RIOUX et al., 2010). Entretanto, na maioria dos paises a diélise peritoneal
ndo é o tratamento com maior predominancia em pacientes dialiticos, conforme dados

apresentados na Figura 2.5.
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Figura 2.5. Comparagdo do numero de pacientes tratados por hemodialise (HD) e
dialise peritoneal (PD) nos quinze paises com mais pacientes em tratamento dialitico.
Fonte: Adaptado de Fresenius Medical Care (2013).

No Brasil, a dialise peritoneal é uma terapia substitutiva relativamente pouco
utilizada, sendo responsavel por menos de 8% dos tratamentos dialiticos, conforme
dados do Censo Brasileiro de 2016, apresentados na Figura 2.6. De um total de 50.807
pacientes em tratamento dialitico entre as 309 unidades de didlise que responderam o
censo, apenas 3.239 faziam tratamento por dialise peritoneal, da qual a dialise
automatizada era a predominante. No grafico da Figura 2.6, DPI refere-se a didlise
peritoneal intermitente, na qual a solu¢éo de didlise, aquecida a temperatura corporal, &
infundida manualmente ou por cicladora, em ambiente hospitalar. A duracéo da sessao
varia entre 24 a 48 horas, com frequéncia de 2 vezes por semana. A DPI é indicada
para pacientes com alta permeabilidade, funcéo renal residual significativa e alguns
casos de insuficiéncia renal aguda.
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Figura 2.6. Tratamentos dialiticos de pacientes do Brasil. Fonte: Adaptado de Sesso et

al. (2017). *Realizada numa frequéncia maior que quatro vezes por semana.

2.2.3. Hemodidalise

A hemodialise é uma terapia renal substitutiva que utiliza um aparelho chamado
rim artificial para remover o excesso de substancias do sangue. Durante a hemodidlise,
0 sangue é obtido por um acesso vascular (cateter venoso central ou fistula
artériovenosa) e impulsionado por uma bomba até o filtro de dialise, também conhecido
como dialisador. No dialisador, 0 sangue é exposto a solucdo de dialise (ou dialisato)
através de uma membrana semipermeavel (altamente permedavel a maioria dos solutos,
mas relativamente impermeavel a proteina e completamente impermeavel as células do
sangue), permitindo assim, as trocas de substancias entre o sangue e o dialisato. Apds
ser retirado do paciente e filtrado pelo dialisador, o sangue é entdo devolvido ao paciente
pelo acesso vascular. O fluido de dialise € uma solugdo salina com concentracdes
ibnicas semelhantes ou inferiores as do plasma normal e ndo contém creatinina, ureia
ou outras substancias para serem completamente removidas da plasma (WIDMAIER et
al., 2004). Uma maquina de hemodialise, conectada ao dialisador e as linhas que
transportam o0 sangue, monitora o processo para que ocorra de forma segura e eficaz,
através de sensores de pressdo, temperatura, condutividade da solucédo de dialise,
detector de ar e débito de sangue no circuito. A Figura 2.7 apresenta um esquema do

tratamento por hemodialise.
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Figura 2.7. Esquema do tratamento renal por hemodidlise. Fonte: Mrabet (2008)

No dialisador, 0 sangue escoa pelo canal interno das fibras, o que proporciona
boas condi¢Bes hidrodindmicas de escoamento e um baixo volume de preenchimento,
que varia de 60 a 100 mL. Um mddulo dialisador tipico € um tubo cilindrico de
aproximadamente 5 cm de diametro e 20 — 24 cm de comprimento, contendo de 1 a 2
m?2 de &rea de fibras com didmetro interno na faixa de 0,1 a 0,2 mm. A densidade de
empacotamento das fibras do dialisador varia de 50 a 70%, cuja disposi¢ao € otimizada
visando a uma distribuicdo uniforme do dialisato (OFSTHUN et al., 2008). Na Figura 2.8

€ apresentado um dialisador comercial.
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Figura 2.8. Detalhe de um dialisador comercial. Fonte: Vacchi (2012).

A coagulagéo sanguinea durante a didlise € uma fonte de perda de sangue do
paciente e interfere com a depuragdo de soluto, diminuindo a area de superficie do
dialisador. Para evitar a coagulagdo, uma dose de heparina, o anticoagulante mais
utilizado em didlise, geralmente é administrada no inicio da dialise (em geral, 2000 a
5000 unidades ou 50 unidades/kg do paciente), e continuamente infundida (1000 a 1500
unidades/h) no circuito de sangue, antes do dialisador, até 15 a 60 minutos antes do
final da dialise. Alternativamente, a heparina pode ser administrada intermitentemente
durante a dialise, conforme necesséario. Esse método de administracdo de heparina
resulta em episodios de anticoagulacdo em excesso e baixa anticoagulacdo. Se o
paciente corre o0 risco de hemorragia, pequenas doses de heparina ou nenhum
anticoagulante pode ser apropriado. Para realizar a dialise sem heparina, o circuito
sanguineo deve ser previamente rinsado com solucao salina heparinizada e o dialisador
deve ser lavado com solucéo de cloreto de sddio a cada 15 a 30 minutos para ajudar a
prevenir a coagulacdo (YEUN e DEPNER, 2010).

Alternativas ao uso de heparina como anticoagulante incluem heparina de baixo
peso molecular, hirudina, prostaciclina, dermatam sulfato e argatroban. Exceto pela

heparina de baixo peso molecular, nenhuma estd em grande uso devido a

Q-

complexidade, despesa, falta de experiéncia clinica suficiente ou equivaléncia
heparina (YEUN e DEPNER, 2010).

7

O dialisato € composto por uma série de solutos vitais, em concentracdes
similares aquelas normalmente mantidas no sangue por um rim em funcionamento
normal. A solucao salina resultante é capaz de reproduzir uma segunda fungao renal,
gue é a de manter uma concentracao fisioldgica constante de eletrélitos extracelulares.

A Tabela 2.1 apresenta os principais solutos que compdes a solucéo de dialise.
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Tabela 2.1. Solutos presentes na solucao de dialise. Fonte: Yeun e Depner (2010).

Componente Concentracao (mEqg/L)

Sodio 135 - 145
Potassio 0-4
Cloreto 102 - 106

Bicarbonato 30 -39
Acetato 2-4
Calcio 0-35
Magnésio 05-1
Dextrose 11
pH 71-73

Uma sessao convencional de hemodialise tem duragdo média de quatro horas,
com uma frequéncia de trés vezes por semana, mas a depender da necessidade do

paciente, a duragéo e frequéncia podem ser alteradas.

Conforme podemos observar dos dados apresentados nas Figuras 2.5 e 2.6, a
hemodialise é o tratamento mais utilizado no Brasil e na maioria dos paises com maior

nimero de pacientes em tratamento dialitico. Além disso, no Brasil, o SUS é

responséavel pelos custos de 83% dos tratamentos.

Os elementos essenciais do processo que ocorre na dialise sdo o solvente, o
qual contém solutos dissolvidos, e a membrana, que contém poros através dos quais
alguns ou todos os solutos se movem por difusdo. As caracteristicas do soluto que
afetam o movimento através de uma membrana incluem sua concentracdo, peso
molecular, forma, carga e solubilidade lipidica. As caracteristicas da membrana que
determinam a permeabilidade a um soluto particular incluem o tamanho efetivo médio
dos poros; o nimero, a geometria e a distribuicdo dos poros dentro da membrana; &rea
e espessura da superficie da membrana; e caracteristicas da superficie, como carga e
hidrofilicidade. O préprio solvente também pode se mover por difusdo se sua atividade

quimica néo for equilibrada em toda a membrana.

Solutos passam através da membrana por um processo chamado difuséo, que
ocorre devido a existéncia de uma diferenca de concentracdo entre o compartimento do

sangue e o0 da solugdo de didlise. Ao longo do processo, essa diferenca de
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concentracao, que € a forca motriz para que ocorra a difusédo, diminui, mas os solutos
ainda podem passar através dos poros da membrana por filtragdo, um processo de
conveccao. A forca motriz para a filtracdo é a diferenca de pressdo, que pode ser
hidraulica ou osmética. Durante a filtragdo, os solutos acompanham passivamente o
solvente de um compartimento para o outro, sem causar mudanca na concentracdo do
soluto. O movimento convectivo pode ocorrer na direcdo oposta ao movimento difusivo
ou na mesma direcdo (YEUN e DEPNER, 2010).

A Figura 2.9 apresenta um esquema dos mecanismos que podem ocorrer

durante a hemodialise.
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Figura 2.9. Mecanismos de transferéncia de soluto em hemodidlise (a) difusdo de
solutos em maior concentracdo no compartimento do sangue para o do dialisato e do
compartimento do dialisato para o do sangue (b) conveccao devido a pressao
hidrostética aplicada ao compartimento do sangue. Fonte: Adaptado de Yeun e Depner
(2010).
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Outros tratamentos atualmente utilizados, que podem ser considerados

variacdes da hemodialise sdo a hemofiltragdo e a hemodiafiltracéo.

A hemofiltracdo € a técnica na qual 4gua e solutos sdo removidos do sangue
devido a existéncia de uma pressao hidrostatica, sem que haja difusdo (néo se utiliza a
solugdo de didlise, ocorrendo somente ultrafiltracdo e convecgdo). Portanto, para
conseguir uma depuracgao de soluto comparavel a da hemodidlise, grandes quantidades
de fluido (Agua do plasma) devem ser removidas, ocorrendo reposi¢cao simultanea com
um fluido de substituicdo, uma solucdo salina fisiolégica livre de pirogénios. A
hemofiltracdo remove de maneira mais eficaz as substancias de maior peso molecular
em relacdo a hemodialise devido a conveccado, jA que o movimento difusivo de
moléculas maiores é relativamente lento. A hemofiltragdo requer uma membrana
altamente permeavel (alto fluxo) para alcancar as altas taxas de filtracdo e apresenta
como principal desvantagem a grande quantidade de fluido de substituicdo estéril

requerido.

A hemodiafiltracdo € a combinacdo de hemodialise e hemofiltragéo, através da
adicdo de fluxo de dialisato ao circuito de hemofiltracdo. A remoc¢édo de solucao é
realizada por difusédo e ultrafiltracdo, mas, diferente da hemodidlise tradicional, o
componente de ultrafiltragcdo contribui muito mais devido a sua maior magnitude em

relacdo a dialise.

Alguns centros de didlise no Brasil, como o Instituto de Nefrologia (INEFRO), o
Instituto de Nefrologia de Brasilia (INEB) e o Hospital Nove de Julho, utilizam a técnica
de hemodiafiltragdo, a qual, por remover mais toxinas que em uma hemodialise
convencional, tende a apresentar menores complicacbes para os pacientes, como
diminuicdo do indice de inflamacao, da desnutricdo e anemia, além da diminuicdo do
risco cardiovascular e insuficiéncia cardiaca. Estudos indicam reducdo também no
indice de mortalidade de pacientes tratados por hemodiafiltracdo (NUBE, et al., 2016;
MADUELL, et al., 2017).

2.2.3.1. Transferéncia de massa em dialise

Segundo Mulder (1996), sendo a didlise um processo de difuséo, o transporte de
cada componente i no estado estacionario pode ser descrito pela lei de Fick, que apds

a integragdo ao longo da espessura da membrana (Figura 2.10), leva a Equacao 2.1.
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Figura 2.10. Perfil de concentracdo da dialise sem resisténcia da camada limite.

D; ~
Ji= (e =) (Equacdo 2.1)

ci1 e ci; séo as concentragdes dentro da membrana em cada lado da interface;
D; é o coeficiente de difusdao do soluto, considerado constante;

/é a espessura da membrana.

Introduzindo o coeficiente de distribuicdo no equilibrio (Ki), obtém-se a Equacgéo
2.2.

i = #Aci = %Aci (Equacéo 2.2)

~~ |.5.’
T o

K:é o coeficiente de distribuicao (ou de particdo), dado por K; = 0‘71 =
i1

Ac; é a diferenca de concentragdo entre a alimentacao e o permeado;

P; é a permeabilidade e P; = D;K;.

Ao mesmo tempo em que o fluxo de soluto ocorre, ha um fluxo osmético de
solvente na dire¢cdo oposta. Este fluxo osmotico é proporcional a diferenca de presséo
osmoética. Os fluxos de soluto e solvente ndo ocorrem independentemente: a medida
gue a diferenca de concentracdo de soluto decresce, a diferenga de pressdo osmética
também diminui e, portanto, o fluxo de solvente diminui. Por outro lado, o fluxo de
solvente também causa uma reducdo na concentracdo do soluto no lado de
concentracdo mais alta, reduzindo entdo a for¢a motriz e, por conseguinte, o fluxo de

soluto.

A resisténcia ao transporte em dialise ndo é s6 determinada pela membrana,
mas frequentemente camadas limite de resisténcia nas fases liquidas em contato devem

ser levadas em conta, conforme esquematizado na Figura 2.11.
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Figura 2.11. Perfil de concentracdo da dialise com resisténcia das camadas-limite.

Pode-se obter o coeficiente global de transferéncia de massa, k,, através da

soma das trés resisténcias, segundo a Equacéo 2.3.

1 l 1 1 .
o = + P + o (Equacéo 2.3)

k, é a resisténcia a transferéncia de massa na alimentacao;

k, é aresisténcia a transferéncia de massa no permeado.

O fluxo de soluto pode, entdo, ser expresso em fung¢éo do coeficiente global de

transferéncia de massa, segundo a Equacgéo 2.4.

Ji = kO(C£1 —cf,) (Equacéo 2.4)

A abordagem acima descrita é aplicada para descrever os processos de
transferéncia de massa em membranas homogéneas (densas). No caso de membranas
porosas, devem ser levados em conta os fluxos difusivo e convectivo e a morfologia da
membrana (distribuicdo do tamanho de poros). A literatura registra também o método
da termodinamica irreversivel, que é mais geral e que pode ser aplicado para ambas as
classes de membranas e é util quando h& solug6es multicomponentes submetidas a

varias forgas motrizes simultaneas.

Segundo Ho e Sirkar (1992), através da termodinamica irreversivel, a
permeabilidade hidraulica (Lp) da membrana € expressa na forma de um coeficiente de

proporcionalidade entre o fluxo volumétrico J, e uma diferenca de presséo através da
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membrana, Ap, para 0 caso em que ndo ha diferenca de pressdo osmoética Amg,

conforme a Equacéo 2.5.

J» = L,Ap (Ams, = 0) (Equagéo 2.5)

Na presenca de diferenca pressdo osmdtica, esta afetara o fluxo e deve ser

levada em consideracao, obtendo-se as Equacdes 2.6 e 2.7 a seguir.

Jv» = LpAp + LypAmg (Equacéo 2.6)
Jp = LppAp + LpAmg (Equagéo 2.7)

L,p € o coeficiente de fluxo osmotico;
Jp € ataxa de transporte de soluto e solvente;

Lp, € o coeficiente de ultrafiltragéo;

Lp € a mobilidade difusional por unidade de diferenca de pressdo osmdtica.

Pela lei de Onsager, L,p =Lp, € trés experimentos sdo necessarios para
caracterizar o sistema membrana-solvente-soluto, determinando L, L,p e Lp. Outras

relacdes conhecidas como equacdes Kedem-Katchalsky séo definidas pelas Equactes
2.8e2.09.

J» = L,Ap + oL, Amg (Equagao 2.8)
Js = ¢s(1 —0)], + wAn, (Equacéo 2.9)
onde:
a=—L:;:, —A]—;Ser—WRT

o € o coeficiente de reflexdo (valor limite do coeficiente de rejeicdo e propriedade

intrinseca do par soluto/membrana)

O uso desta abordagem considera que todos os fluxos dependem de todas as
forgas, sendo uma teoria geral mais apropriada que a lei de Fick, em geral mais limitada

a sistemas binarios.
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Deve-se considerar, ainda, a contribuicdo da conveccdo a transferéncia de
massa na didlise. A ultrafiltracdo ocorre da alimentacdo para o dialisato em resposta a
um gradiente de pressao, o qual pode ser aplicado para concentrar a alimentacdo. Neste
caso, no estado estacionario, o fluxo global de soluto Js consiste da soma dos
componentes difusivo e convectivo, conforme a Equagéo 2.10 (HO E SIRKAR, 1992).

Js = ByAcs + J,(1 — o) (Equacéo 2.10)

Cs € a concentracdo média de soluto na membrana e pode ser estimada utilizando uma

série de equacdes descritas por Villaroel, Klein e Holland (1977).

Segundo a Equacao 2.10, as magnitudes relativas da difuséo e convecg¢do sao
funcdes da permeabilidade difusiva e do coeficiente de reflexdo. Para espécies de
pequeno tamanho molecular, a resisténcia a transferéncia difusiva através da
membrana é baixa, pois a permeabilidade difusiva é alta e a difusdo excede
significativamente a transferéncia convectiva. Porém, quando o tamanho molecular do
soluto aumenta, a permeabilidade decresce logaritmicamente, enquanto o coeficiente
de reflexdo aumenta a uma taxa muito menor, aumentando a importancia da conveccgao

a transferéncia de massa global, conforme ilustra a Figura 2.12.

P, (x 10~*cm/s)

Coeficiente de Reflexéo (o)

Massa Molar (Da)

Permeabilidade da membrana

Figura 2.12. Permeabilidade difusiva e coeficiente de reflexdo em funcdo da massa

molar do soluto para uma membrana de dialise tipica. Fonte: HO e SIRKAR (1992).
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2.2.3.2. Transferéncia de massa em hemodidlise

Segundo Ellot (2005), além da descri¢cdo da transferéncia de massa em dialise
apresentada no item 2.2.3.1, podemos destacar alguns parametros especificos do
processo de hemodidlise. A dialisancia difusiva, D (mL/min), € definida como a mudanca
no teor de soluto no fluxo de sangue por unidade de forca motriz (diferenca de

concentracao), segundo apresentado na Equacédo 2.11.

D= 2Bi(Cpi=CBo) _ Qpi(Cpo—Cpi) (Equacéo 2.11)
Cgi—Cpi Cpi—Cpi

Qs € a vazdo de entrada de sangue (mL/min);
Qp: € a vazédo de entrada de dialisato (mL/min);
Cpi € a concentragdo sanguinea na entrada;
Czo € a concentracao sanguinea na saida;

Cpi € a concentracdo do dialisato na entrada;

Cpo € a concentragdo do dialisato na saida.

No caso da hemodidlise, a concentracéo inicial de soluto no dialisato é nula e,
portanto a Equacao 2.11 pode ser simplificada para a Equacéo 2.12, que é a definicdo
do clearance difusivo, K (mL/min), analogamente ao clearance fisiolégico renal. O
clearance representa o volume equivalente de sangue completamente livre de soluto a

cada minuto e ndo pode exceder a vazdo de sangue para o dialisador.

K = 28i(CBi=Cro) _ 2piCpo (Equacéo 2.12)
Cpi Cpi

Na Figura 2.13, sdo apresentados os clearances em fung¢do da massa molar de
solutos para membranas de hemodialise (de acetato de celulose e polimeros sintéticos)

e para o rim normal.
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Figura 2.13. Clearances dos principais solutos urémicos para membranas de
hemodialise e para o rim normal. Fonte: SANTOS (2014).

A Equagéo 2.12 deve ser alterada caso a ultrafiltragdo seja considerada no
processo, adicionando-se a parcela de contribuicdo da ultrafiltracdo, conforme a
Equacéo 2.13.

K’ = 28isi=Cso) o CBo _ gy o CBo (Equagéo 2.13)
Cpi Cpi Cpi

Qur é a contribuigdo liquida da ultrafiltrac@o para o fluxo (mL/min)

E importante salientar que as Equacdes 2.11 a 2.13 acima descritas s&o vélidas
apenas para solu¢des aquosas simples. No sangue, h4 influéncia da porcentagem de
hematdcrito, agua no plasma e solutos ligados a proteinas, sendo necessario adicionar

um fator de correcéo ao termo Qs

Para determinar se a dialise estd adequada, utiliza-se como padrdao um
parametro conhecido como indice de clearance, Kt/V....», que deve apresentar valores
entre 1,2 e 1,4. O indice de clearance aumenta com o aumento do clearance (X), do
tempo de tratamento (¢) e com um menor volume de distribuicdo do paciente (Vi) €
um aumento de 0,1 deste pardmetro em geral esta relacionado com menor risco de
morte por doencas cardiacas e cerebrovasculares e por infec¢coes (BLOEMBERGEN et
al., 1996). Entretanto, o indice de clearance apenas é utilizado para solutos de baixa
massa molar; no caso de moléculas de tamanho médio, utiliza-se o produto entre o

coeficiente global de transferéncia de massa e a area da membrana para descrever o
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respectivo clearance, conforme proposto por Babb et al. (1971), e apresentado na

Equacéao 2.14.

K,A = % x In <QLZB> (Equacdo 2.14)

Qr € a vazao de sangue;
QOpé a vazao de dialisato;

Dé a dialisancia.

Além do clearance e da dialisncia, outro parametro importante em hemodialise
€ o coeficiente de ultrafiltracdo, Kue (mL/min/mmHg), devido a transferéncia de agua
de/para o dialisato com o objetivo de controlar a distribuicdo de volume de sangue do
paciente. O coeficiente de ultrafiltracao é definido como a vazéo de filtragédo volumética
(mL/h) por mmHg de diferenca de pressdo mantida através da membrana e obtido

através da Equacéo 2.15.

Q ~
Kyp = APHZE (Equagéo 2.15)

O coeficiente de ultrafiltracdo ndo é normalizado pela area, portanto é uma
propriedade do dialisador e ndo da membrana. Além disso, apesar de ser similar a
permeabilidade hidraulica, € um parametro mais abrangente, pois considera os efeitos

da exposicao do dialisador ao sangue (OFSTHUN et al., 2008).

2.2.3.3. Toxinas urémicas

A maioria dos solutos que tende a se acumular no organismo em casos de
uremia possui baixa massa molecular e, portanto, pode ser removida por dialise. Alguns
sdo originados da alimentagdo, como sodio e fosforo, e outros sdo produtos do

metabolismo, como ureia, &cido urico e ion hidrogénio.

A ureia € um soluto de grande importancia em pacientes com doencas renais
cronicas em estagio terminal porque é o soluto que se acumula em maior quantidade.

Entretanto, o acumulo de ureia pode ocorrer como resultado tanto do catabolismo de
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amino4cidos quanto da falha de excre¢do renal. Dessa forma, medidas adicionais
devem ser utilizadas para determinar as contribuicbes relativas da geracdo e da
excrecdo. Modelos mateméticos de cinética de ureia aplicados as concentracdes
séricas de ureia medidas antes e apds tratamentos de dialise permitem a separac¢ao do
catabolismo de aminoacidos das contribuicdes do dialisador e da funcdo renal nativa
(YEUN e DEPNER, 2010).

Verificou-se que diversas outras substancias se acumulam em casos de
insuficiéncia renal, mas os dados sobre a sua potencial toxicidade sdo escassos. As
toxinas urémicas podem ser agrupadas de acordo com as caracteristicas que

influenciam a sua remoc¢ao com didlise:

* Solutos soluveis em agua e de baixo massa molecular
* Solutos ligados a proteinas

* Solutos sequestrados

* Moléculas de médio a alta massa molecular

A Tabela 2.2 apresenta diversos solutos acumulados em casos de uremia e sua
potencial toxicidade ao organismo.

Tabela 2.2. Solutos acumulados na uremia e seu efeito de toxicidade no organismo.
Fonte: Adaptado de Yeun e Depner (2010).

Soluto Efeito de Toxicidade

Sollveis em agua de baixa

massa molecular
Sadio Sobrecarga de volume
Potassio Arritmia; fraqueza muscular

fon hidrogénio (acidose metabdlica) Degrada proteina; altera os niveis de vitamina D e de

horménios paratiredides

Ureia Nenhum

Creatinina Nenhum

Guanidinas Disfuncao imune; neurotoxicidade

Oxalato Inibe a replicacao e migracéo de células endoteliais
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Tabela 2.2. Solutos acumulados na uremia e seu efeito de toxicidade no organismo.
Fonte: Adaptado de Yeun e Depner (2010). (cont.)

Soluto

Efeito de Toxicidade

Dimetilarginina assimétrica
3-carboxi-4metil-5-propil-2-
furampropionato

Acido 4-hidréxibenzoico (acido fendlico)

Ligados a proteinas

Acido hiparico

Indoxil sulfato

p - cresol

Acido quinolinico
Homocisteina
Pentosidina
Leptina

Sequestrados
Fosfato

Magnésio

Massa molecular média (500 a 5000

Daltons) e alta (5000 a 50000

Daltons)

Hormdnio da paratireoide

B> — microglobulina
Proteinas carbamiladas

Produtos avancados de glicagéo final

Doenca cardiovascular
Inbbe a eritropoiese; inibe a oxidagdo

mitocondrial

Disfunc¢éo plaguetaria; reducao da

sobrevivéncia dos  glébulos  vermelhos;

sintomas neurolégicos

Fragueza muscular; sintomas neuroldgicos;

diminui a ligacéo de drogas a albumina
Estresse oxidativo; doenca cardiovascular

Disfungcdo imune; doenca vascular; estresse

oxidativo

Inibe a eritropoiese; convulsdes em ratos
Doenca cardiovascular

Doenca cardiovascular

Doenca cardiovascular

Osteodistrofia; doenga cardiovascular

Fraqueza muscular

Inibe a oxidagdo mitocondrial, cardiomiopatia

hipertrofica; fibrose cardiaca; disfungdo imune
Amiloidose dialitica
Doenca cardiovascular

Amiloidose; doenca cardiovascular; estresse

oxidativo
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O efeito de toxicidade apresentado pelas substancias apresentadas na Tabela
2.2 pode ocorrer devido ao seu acumulo progressivo, perturbacdo do equilibrio de
oxidacéo-reducdo, ligacdo a importantes proteinas de transporte e de sinalizagéo,
alteracdo de mensageiros secundarios e alteracdo da producao de acido nitrico.

A remocdo de solutos é dependente de uma variedade de fatores, como
concentracdo, taxas de transporte através das membranas celulares, ligacdo dos
solutos com proteinas, carga eletrostatica, configuracao estérica e massa molar. Em
hemodialise, essa remocao ocorre através da combinacdo dos processos de difusao,

conveccao e adsorcao.

2.3. MEMBRANAS DE HEMODIALISE

O hemodialisador é configurado para permitir fluxos de sangue e dialisato, em
direcdes opostas. As principais diferengas entre os hemodialisadores disponiveis séo a

composicao, a configuracdo e a area de superficie da membrana.

Segundo Stamatialis et al. (2008), as membranas de hemodialise podem ser
classificadas em duas categorias principais: membranas celulésicas e membranas
sintéticas. As membranas de celulose foram utilizadas principalmente até o final dos
anos de 1960, quando se percebeu que os grupos hidroxila —OH livres resultam em
baixa compatibilidade sanguinea. Assim, surgiram as membranas de celulose
modificadas, devido a necessidade de substituir estes grupos ou recobri-los com
poli(glicol etilénico) ou vitamina E. Atualmente, as membranas sintéticas sdo as mais
utilizadas no tratamento por hemodidlise, conforme pode ser verificado na Figura 2.14,
porque geralmente estas membranas possuem maior permeabilidade hidraulica e
melhor biocompatibilidade que as membranas de celulose, podendo ser hidrofilicas ou

hidrofébicas e serem fabricadas com uma ampla faixa de fluxo de permeado.
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Figura 2.14. Evolugéo do uso de membranas celulésicas e sintéticas ao longo dos anos.
Fonte: Adaptado de Fresenius Medical Care (2014).

Entre os materiais sintéticos utilizados para a sintese de membranas de
hemodialise estdo polissulfona, policarbonato, polietileno, polipropileno, poli(éter
sulfona), poli(metacrilato de metila), poliacrilonitrila. Uma vez que os tamanhos de poros
nas membranas sintéticas podem ser mais amplos, substancias de maior peso
molecular, como a B.-microglobulina, podem ser removidas de forma mais eficiente. A
polissulfona é citada como o material mais utilizado devido a sua estabilidade térmica,
mecénica e oxidativa, de suas excelentes propriedades em formar filmes e a alta
permeabilidade a substancias toxicas de baixa massa molar (SENTHILKUMAR et al.,

2012).

As membranas dos hemodialisadores séo sintetizadas na geometria de fibra oca,
em sua maioria, a partir de misturas poliméricas, através do processo de fiacédo
continua, por extrusao da solucao, baseada no método de precipitacdo em néo solvente.
De modo geral, sua estrutura aparece constituida de dois componentes: uma camada
de pele interna finamente porosa, a qual representa a barreira real para a separacéo de
soluto, e uma estrutura de suporte externo, que se exibe desde dentro (lado do Iimen)
para fora com uma densidade de polimero progressivamente menor (porosidade
aumenta). Dependendo da velocidade da precipitacdo durante o processo de sintese,
sua estrutura de sec¢do transversal externa analisada por microscopia pode aparecer
como macroporosa ou com poros alongados digitiformes (RONCO et al.,, 2017).
Também é possivel encontrar membranas de hemodialise inteiramente densas, também

chamadas homogéneas, nas quais toda a espessura contribui para a resisténcia ao
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transporte de &gua e solutos. De modo geral, as membranas celulésicas séo
homogéneas. A Figura 2.15 apresenta uma fotomicrografia eletrbnica de uma
membrana de hemodidlise de polissulfona (a), evidenciando a pele interna e a camada
porosa de suporte, bem como de uma membrana homogénea do copolimero

poli(etileno-co-alcool vinilico) (EVAL).

(b)

Figura 2.15. Fotomicrografia da secao transversal de uma membrana de hemodiélise
de (a) polissulfona e de (b) EVAL. Fonte: Yamashita e Sakurai (2015). (Reproducéo
permitida).

A espessura da membrana também é um parédmetro importante para viabilizar o
transporte difusivo dos solutos urémicos. As primeiras membranas sintéticas na
geometria fibra oca ndo eram adequadas para a transferéncia de massa difusiva, pois
sua espessura de parede variava de 70 a 100 um, devido a contribuicdo da camada de
suporte. Com o avanco da tecnologia, a espessura das membranas sintéticas modernas
foi reduzida para 30 um ou menos. No entanto, o aspecto mais importante é a redugao
da espessura interna da camada de pele para 1 a 2 ym. Isso contribui para a redugéo
da resisténcia da membrana ao transporte e permite a utilizacdo de modalidades
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combinadas de difusdo/conveccdo, como didlise de alto fluxo e hemodiafiltracéo
(RONCO et al., 2017).

A maioria dos hemodialisadores tem uma area de superficie de membrana que
pode variar de 0,8 a 2,1 m2. A medida que a area aumenta, o transporte de soluto
aumenta. Para maximizar a area de superficie da membrana, pode-se aumentar o
comprimento da fibra oca, aumentar o nimero de fibras ocas, ou diminuir o didmetro da
fibra oca, porém, cada uma dessas alteracdes pode resultar em efeitos indesejaveis no
processo. Aumentar o comprimento da fibra aumenta a taxa de cisalhamento e aumenta
a queda de pressao (perda de carga) entre a entrada de sangue e a saida do dialisador.
O aumento da taxa de cisalhamento aumenta a ultrafiltracdo, porém a queda de pressao
diminui a ultrafiltracdo, porque o gradiente de presséo através da membrana é dissipado
na saida venosa do dialisador. Qualquer diminuicdo na ultrafiltracdo diminui sua
contribuicdo para a remoc¢éo de soluto e, portanto, 0 aumento do comprimento da fibra
pode ndo resultar em aumento da remocgéo de solutos. Aumentar o numero de fibras
ocas aumenta o volume de sangue extracorporeo e, eventualmente, pode comprometer
a estabilidade hemodindmica. Finalmente, com a reducdo do didmetro da fibra oca
ocorre o aumento da taxa de filtracdo, mas a coagulacdo também é elevada. Com isso,
a area superficial efetiva para a difusdo diminui, assim como a remoc¢éo de soluto.
Devido a essas consequéncias adversas, o diametro de fibra interno minimo aceitavel
é de 180 um (YEUN e DEPNER, 2010).

Além da classificacdo das membranas de hemodiélise em relacdo ao material,
as membranas podem ser classificadas em membranas de baixo fluxo ou membranas
de alto fluxo, o que inicialmente era referido apenas a sua permeabilidade hidraulica.
Atualmente, o termo refere-se tanto a permeabilidade a 4gua quanto a permeabilidade
a solutos. Dessa forma, membranas de alto fluxo sdo aquelas com alta permeabilidade
a solutos, como moléculas de massa molecular média e moléculas ligadas a proteinas,
e com alta permeabilidade a agua (TOMO, 2018). Ward (2005) definiu membranas de
alto fluxo com base em uma combinacdo de permeabilidade & agua, pardmetros de
remocao de B2-microglobulina e de albumina. A classe de alto fluxo foi definida por uma
permeabilidade & dgua de 20 - 40 mL/h/mmHg/m2, coeficiente de permeabilidade de [3.-
microglobulina de 0,7 - 0,8 e perda de albumina (baseada em um tratamento de quatro
horas) de menos que 0,5 g. O coeficiente de permeabilidade indica o quanto de soluto
passou pela membrana e varia entre 0 e 1. Um coeficiente 0 indica que nenhum soluto
atravessou a membrana, enquanto um coeficiente 1 indica que todo o soluto passou

pela membrana.
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Segundo Stamatialis et al. (2008), as membranas para uso em hemodialise
devem apresentar algumas caracteristicas especificas, e a membrana ideal de

hemodialise possui:

e Otima biocompatibilidade;

¢ Uma fina cama efetiva de separacédo, para obter elevados fluxos de solutos;

e Alta porosidade para fornecer alta permeabilidade hidraulica;

o Estreita distribuicdo de tamanho de poros para obter um limite de retencdo mais
bem definido;

¢ Rugosidade minima na superficie para reduzir interagcdes com os componentes
do sangue;

o Estabilidade mecéanica suficiente para suportar os gradientes de pressdo
necessarios;

e Estabilidades térmica e quimica suficientes para suportar os processos de

esterilizacao.

Su et al. (2011) produziram fibras ocas de poli(éter sulfona) (PES) para uso em
hemodialise. As fibras foram produzidas a partir de misturas poliméricas de PES e
poli(vinil pirrolidona) (PVP) através da extrusédo da solucéo, preparando-se o modulo
dialisador usando uma resina de poliuretano como material de colagem. A eficiéncia do
dialisador produzido foi avaliada através de experimentos de ultrafiltracdo e clearance
de solutos, a partir de solugbes sintéticas contendo ureia, creatinina e fosfato,
preparadas de acordo com o padréo internacional ISO 8637. O clearance foi calculado
utilizando a Equagéo 2.13 anteriormente descrita e os autores obtiveram redugdes de
ureia de 94% e creatinina de 92% com clearances de 174, 169 e 170 mL/min, para ureia,
creatinina e fosfato, respectivamente, valores comparaveis com 0s comerciais.
Adicionalmente, os autores realizaram testes de adsorcao de proteinas, importante fator
para determinacdo da compatibilidade sanguinea da membrana, e de adesdo de
plaquetas, evento inicial na formacéo de trombos na superficie do material, e concluiram
qgue além das boas caracteristicas de clearance e Remocao de ureia, as membranas
de PES de alto fluxo possuem boa compatibilidade sanguinea e podem eventualmente

ser aptas a remocao de solutos de média massa molar, como a B> — microglobulina.

Wechs et al. (2014), na patente US 8651284 B2, propuseram uma invencgao
relacionada a uma membrana de fibra oca semipermeavel, hidrofilica, baseada em um
polimero sintético para uso em hemodidlise ou hemodiafiltracdo convencional, com

baixos volumes de troca. A membrana proposta possui uma estrutura integralmente
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assimétrica, com uma camada porosa de separagdo de espessura entre 0,1 e 2 um na
superficie do canal interno, adjacente a uma camada suporte com poros abertos. As
membranas sintetizadas possuem excelentes propriedades de separagdo, permitindo a
eliminacdo de proteinas de baixa massa molar e, ao mesmo tempo, garantem a
retencdo de albumina. Além disso, as membranas mostram melhoradas retencdes de
pirogénios (produtos do metabolismo de organismos que podem causar febre). A
solucdo polimérica utilizada para a sintese das fibras contém um polimero base
hidrofébico, que pode ser polissulfona ou poli(éter sulfona) e um aditivo hidrofilico, que
pode ser PVP. O liquido interno era composto de uma mistura de solvente
(preferencialmente o mesmo utilizado na sintese da solu¢do polimérica) e de nao
solvente, além de um polieletrélito com cargas negativas fixas. Pode-se promover uma
exposicdo da fibra extrusada ao ar antes de sua imersdo no banho de coagulagdo, ao
longo da distancia entre a extrusora e este banho, que tem que ser mantido isotérmico.
As fibras produzidas possuem um diametro externo de 150 a 300 um e espessura de

parede entre 25 e 45 um.

A remocdo eficiente das toxinas urémicas, preservando proteinas
metabolicamente importantes, peptideos e células, € uma das principais propriedades
que deve ter uma membrana de uso em hemodidlise. A obtencdo de membranas que
apresentam uma estrutura com maior uniformidade de poros permite uma melhor
remocgao de proteinas de baixa massa molar, reduzindo a perda de albumina. Neste
sentido, Fissell et al. (2009), em patente de numero US 7540963 B2, descreve
membranas com tamanhos e formas de poros altamente controlados, com o objetivo de
montar um hemofiltro biocompativel e compacto que reproduza as func¢des de filtracédo
do rim natural. Os poros previstos pela patente possuem comprimento menor que 200

um e largura menor que 200 nm, com razédo comprimento:largura de no minimo 5:1.

A Tabela 2.3 apresenta trabalhos reportados na literatura sobre membranas para
aplicacdo em hemodialise, destacando suas principais caracteristicas descritas neste

item.

A biocompatibilidade, por ser a propriedade das membranas de hemodidlise

explorada nesse trabalho, seré abordada a parte, no Capitulo 3.
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Tabela 2.3. Trabalhos reportados na literatura sobre membranas para aplicacdo em hemodialise.

Autor (ano) Material Espessura da parede (um) Area (m2) Permeabilidade
Hidraulica (L/hm2bar)
Huang et al. Polissulfona 150 (plana) 0,0049 178,3
(2011)
Gao et al. (2014) Poli(acido latico) 150 (plana) 0,0064 120
Mabhlicli e Polissulfona 150 (plana) 0,00015 -
Altinkaya (2014)
Irfan et al. (2014) Poli(éter sulfona) 200 (plana) 0,0042 7,1
Abidin et al. Poli(éter sulfona) - - 21,4
(2016)
Santos et al. Poli(éter imida) - - 44,3
(2017)
Abidin et al. Poli(éter sulfona) 74 0,01 149,67
(2017)
Verma et al. Poli(éter sulfona) 50 0,0112 20,4
(2017)

35



CAPITULO 3 - BIOCOMPATIBILIDADE E
MODIFICACAO SUPERFICIAL

A biocompatibilidade é definida como a capacidade de um biomaterial em
desempenhar a funcdo desejada em relacdo a uma terapia médica, sem provocar
guaisquer efeitos indesejaveis ou sistémicos no receptor ou beneficiario dessa terapia,
mas gerando a resposta celular ou tecidual benéfica mais apropriada naquele
tratamento especifico (BLACK, 2005).

A biocompatibilidade é uma propriedade essencial das membranas de
hemodialise, sendo definida como a soma das interagdes especificas entre o sangue e
0 material do circuito da hemodidlise. Como os materiais utilizados em hemodialise séo
estranhos ao corpo humano, a biocompatibilidade também pode ser descrita como uma
resposta inflamatodria. Se essa resposta for branda e toleravel, o material € descrito
como biocompativel (HAKIM, 1993).

Durante a hemodidlise, as fibras ocas do dialisador constituem uma membrana
de grande superficie, ndo fisiolégica, a qual o sangue é exposto e cada exposi¢cao
resulta na deposicdo de proteinas, ativacdo do sistema complemento, quinina,
coagulacéo e caminhos fibrinoliticos, bem como a ativacdo de elementos celulares para
cada ocasido. A magnitude desses eventos esta associada a uma variedade de fatores,
como composi¢do quimica e caracteristica da superficie da membrana (HOENICH,
2004). A Figura 3.1 apresenta esquematicamente 0 que ocorre com 0 sangue quando

exposto a superficie de um material, como uma membrana, por exemplo.
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Figura 3.1. Eventos relacionados a exposicdo do sangue a um material “estranho”.
Fonte: SANTOS (2014).

As propriedades da membrana em relacéo a adsorcao de proteinas representam
um importante fator relacionado a biocompatibilidade, pois a adsor¢éo de proteinas do
plasma em sua superficie pode ativar diversos componentes celulares e plasmaticos do
sangue, com potenciais consequéncias patofisiolégicas para o paciente dialisado
(PIERONI et al., 2015).

A hidrofilicidade da membrana € um importante fator que influencia a adsorgéo
de proteinas, bem como a remoc¢do de solutos. Materiais hidrofébicos em geral sédo
associados a maior quantidade de proteina adsorvida. As membranas celulésicas sédo
hidrofilicas e, em contato com sangue e dialisado, tornam-se um hidrogel. Os poros sao,
portanto, canais com uma fase fluida interna continua através da qual os solutos podem
se difundir livremente. As primeiras membranas sintéticas apresentaram alto grau de
hidrofobia, o que impediu a criagdo de estruturas de poro semelhantes. Com as recentes
modificaces e a mistura de polimeros, juntamente com a adicdo de componentes como
poli(vinil pirrolidona) ou outros materiais, as membranas sintéticas tornaram-se menos
hidrofébicas, permitindo a combinacao de difuséo e conveccao para remocao de soluto
(RONCO et al., 2003). Alem disso, a maior hidrofilicidade reduz os efeitos de incrustagéo
devido & interacdo com proteinas plasmaticas e fatores de coagulacdo (RONCO et al.,
2017).
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MATTHIASSON (1983) estudou a adsorcdo de albumina sérica bovina em
diferentes membranas (acetato de celulose, polissulfona e poliamida) e observou a
correlacdo entre a adsorcdo e a natureza hidrofilica/hidrofébica do polimero. O autor
observou que a adsor¢ao de proteina atingiu 0 maximo nas membranas hidrofobicas de

polissulfona e um minimo nas membranas hidrofilicas de acetato de celulose.

Muitas membranas sintéticas incluem um agente hidrofilico, como a poli(vinil
pirrolidona) (PVP) durante sua sintese. Nesse sentido, Wang et al. (2009) avaliaram o
aumento da hidrofilicidade e da compatibilidade sanguinea de membranas de poli(éter
sulfona) devido ao uso do PVP como agente hidrofilico. Os autores observaram que
houve aumento da hidrofilicidade das membranas, avaliada por meio de andlises de
angulo de contato e de absorcdo de agua. A compatibilidade sanguinea melhorou, o

gue foi confirmado por analises de tempo de coagulagéo

A eletronegatividade superficial pode influenciar a biocompatibilidade da
membrana, pois influencia as intera¢cdes com varios padrdes moleculares do sangue
que fluem através da fibra oca e pode facilitar ou interferir com a capacidade de
adsorcdo de substancias especificas. A eletronegatividade da membrana pode ser
obtida a partir da andlise do potencial zeta, termo cientifico para o potencial
eletrocinético em dispersdes coloidais. A magnitude do potencial zeta indica o grau de
repulséo eletrostatica entre a membrana e particulas carregadas de forma semelhante
em uma dispersao (ou atracdo de cargas opostas). O processo de polimerizacdo e a
composi¢ao quimica em conjunto com a mistura de polimeros podem contribuir para um

potencial zeta especifico da membrana (RONCO et al., 2017).

A adeséo de plaquetas € outro indicador da biocompatibilidade das membranas
utilizadas para contato com o sangue. A concentracdo média de plaquetas no sangue
humano é de 200 x 10° células/mL e elas reagem a um minimo estimulo, tornando-se
ativadas quando do contato com qualquer superficie danificada do endotélio ou de
polimero trombogénico. Qualquer interacdo extracelular com as membranas das
plaguetas inicia o acoplamento de receptores especificos, que é a principal causa de
sua ativacdo. Os maiores ativadores de plaquetas sé@o as células inflamatoérias, como o

fibrinogénio, trombina e produtos da parede vascular (IRFAN e IDRIS, 2015).

Quando a proteina adsorve na superficie artificial, as plaquetas também iréo
aderir a essa superficie. Reacdes do complemento e ativagdo de leucécitos também

podem causar adeséo de plaquetas.

As ativacbes do complemento sdo respostas inflamatorias, iniciadas pelo

mediador inflamatério localizado, que induz o sistema de defesa do hospedeiro. Pode
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ser ativado através de trés caminhos iniciais diferentes: (i) a via classica, tanto pela
ligagdo do anticorpo ao antigeno quanto por mecanismos ndo dependentes de
anticorpos; (ii) a via de lectina ligadora de manose (MBL), por ligacdo de MBL a agentes
infecciosos; e (iii) o caminho alternativo, por estruturas estrangeiras. As trés vias
convergem em C3, que catalisa a ativagdo da via terminal C5 - C9. O principal resultado
da ativacdo do complemento é uma reacao inflamatoria, que é benéfica na defesa contra
agentes infecciosos. O complemento, no entanto, é ativado ndo s6 por agentes
infecciosos, mas, em principio, por qualquer material estranho. Portanto, as superficies
artificiais utilizadas na intervencdo médica causam ativacdo do complemento até certo
ponto, com reac¢des inflamatérias subsequentes, o que, em tais circunstancias, pode

prejudicar o paciente.

O nivel de ativacdo do complemento produzido por uma membrana € um fator
determinante para sua biocompatibilidade e pode ser quantificado pela producdo de
anafilatoxinas C5a, C4a e C3a (IRFAN e IDRIS, 2015). Os produtos do complemento
servem como marcadores e podem ser detectadas com um maximo de cinco a dez

minutos apdés o inicio da didlise.

Tang et al. (2012) sintetizaram membranas de poli(éter sulfona) modificadas com
dois agentes, poli(éter sulfona) sulfonada e poli(acrilonitrila — acido acrilico —
vinilpirrolidona) (P(AN-AA-VP) e avaliaram a ativacdo do complemento em relagdo aos
fatores C3a e Cbha. Eles desenvolveram estruturas semelhantes a heparina, criando
cargas negativas na membrana, o que resultou em reducéo da ativacdo de C3a e Cha
em 4% e 37,5%, respectivamente, com P (AN-AA-VP) e 19,23% e 40,62%,
respectivamente, com SPES em comparacdo com a membrana sem modificacdo. Os
autores atribuiram a reducdo da ativacdo das reacbes do complemento a alta
porcentagem de grupos sulfénicos introduzidos na superficie da membrana que inibiram

a formacédo do caminho classico e alternativo da proteina C3.

De maneira similar, Nie et al. (2014) preparam membranas a partir da mistura de
poli(éter sulfona), poli(éter sulfona sulfonada) e poli(éter sulfona) carboxilica e avaliaram
a ativacdo do complemento nos niveis de C3a e C5a. Os resultados obtidos pelos
autores também confirmaram que o incremento no carater anibnico da membrana
resultante diminuiu a ativacdo do complemento, uma vez que as concentracdes de C3a
diminuiram de 42,5 para 34 ng/mL comparando com o da membrana de poli(éter

sulfona) ndo modificada.

A metodologia de sintese e a composicdo do material determinam a estrutura

final e as propriedades de uma membrana de hemodialise. O componente mais
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importante da membrana € a camada interna da pele e a superficie que estabelece
contato com 0O sangue, porque as caracteristicas da superficie determinam o
desempenho final da membrana em relagdo a ocorréncia de fendbmenos superficiais
indesejaveis, incluindo a ativagdo em cascata de coagulagéo (levando a formacgéo de
coagulos) e deposicao de proteina (levando a incrustacao).

Novos processos bioquimicos e fisicos permitiram modificar a superficie interna
das fibras ocas, levando a uma melhor permeasseletividade, biocompatibilidade e
caracteristicas antiincrustantes. Segundo Ronco et al. (2017), quase 60% das
membranas comercializadas, para qualquer aplicacdo, possuem alguma forma de
modificacdo da superficie. Diversos métodos podem ser aplicados a fim de modificar a
superficie de uma membrana visando ao aumento da sua biocompatibilidade, conforme

sera abordado no préximo tépico.

3.1. MODIFICACAO SUPERFICIAL: AUMENTO DA BIOCOMPATIBILIDADE

Um biomaterial € um material substancialmente insollvel nos fluidos corporais,
projetado para ser colocado dentro do corpo ou para estar em contato com os fluidos do
corpo. Idealmente, um biomaterial ndo induz reacdes indesejaveis no corpo, como
coagulacdo do sangue, morte de tecidos, formacdo de tumor, reacdo alérgica,
reacdo/rejeicdo ao corpo estranho ou reacédo inflamatéria; tem propriedades fisicas
como resisténcia, elasticidade, permeabilidade e flexibilidade necessarias para a funcao
proposta; pode ser purificado, fabricado e esterilizado facilmente; mantém suas
propriedades fisicas e fungédo durante o tempo em que permanece implantado ou em
contato com o corpo (CAHALAN et al., 1998).

Os biomateriais devem possuir alguns requisitos para prevenir completamente a
ativagdo do sistema de coagulacdo e a formagédo de coagulos. Segundo Mao et al.
(2004), em geral, duas estratégias principais sdo utilizadas para melhorar a

compatibilidade sanguinea:

a) Criar superficies que previnam ou eliminem rea¢gfes indesejadas ou
incontrolaveis do sangue, como a ativagdo do sistema de coagulacdo ou a
ativacao e agregacéo de plaquetas sanguineas;

b) Preparar polimeros que sejam inertes ou passivos com respeito as interacdes

com O sangue.
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Como as interagdes que levam a formag&o de trombo ocorrem primariamente na
interface sangue/biomaterial, a modificacdo apropriada da superficie é a estratégia
atualmente mais utilizada, pois pode melhorar a compatibilidade sanguinea dos
materiais sem alterar as propriedades estruturais necessérias as aplicacdes biomédicas
(AMIJI e PARK, 1993). Para a modificacdo da superficie dos materiais, existem os
métodos fisico-quimicos e os métodos biolégicos, cujo objetivo é minimizar a ocorréncia

de basicamente trés eventos (MEL et al., 2011):

1) A adsorcao de proteinas;
2) A geracao de trombina, ja que sua formacédo leva a coagulacédo do sangue;

3) A adeséo de plaquetas, seguida de sua agregacéo e ativacao.

A seguir, alguns métodos de modificagdo de biomateriais serdo descritos mais
detalhadamente, apresentando resultados de trabalhos recentes na area, focando em
trabalhos voltados a modificacdo de materiais para uso em hemodialise (membranas

poliméricas).

3.1.1. Mistura Fisica

O uso de uma mistura fisica é a técnica mais facil de modificacdo de materiais,
sendo considerada bastante eficiente. A producdo de misturas € considerada técnica
bulk, pois é aplicada as solu¢des poliméricas, modificando a membrana como um todo
(IRFAN e IDRIS, 2015). Por esta técnica, dois ou mais polimeros sao fisicamente

misturados para obter as caracteristicas necessarias a aplicacao desejada.

Em hemodialise, o aditivo macromolecular poli(vinil pirrolidona) (PVP) é muito
utiizado para formar as misturas fisicas com o polimero base, sintetizando-se
membranas com boas propriedades de biocompatibilidade. O PVP foi sintetizado em
1930 na Alemanha e atualmente, vem sendo usado como agente hidrofilico no campo

de membranas industriais, além de muitas outras aplicacdes (HAYAMA et al., 2004).

Hayama et al. (2004) estudaram como o PVP melhora a biocompatibilidade de
membranas de polissulfona (PSf), analisando quatro membranas comerciais de
hemodialise sintetizadas a partir da blenda entre PSf e PVP. Os autores avaliaram as
caracteristicas de superficie de cada membrana e a biocompatibilidade, através da
andlise da atividade da enzima lactato dehidrogenase (LDH) e da quantidade de

proteina adsorvida. Os autores concluiram que a biocompatibilidade da membrana
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depende da quantidade de PVP presente na superficie da mesma, mas este ndo € o
fator determinante. O método de esterilizacdo utilizado também influencia de modo
significativo, sugerindo-se que a esterilizagcdo por raios gama promove reticulacdes
entre a PSf e 0 PVP, enquanto a esterilizagcao por autoclave, ndo. Assim, esta é capaz
de alcancar altas biocompatibilidades mesmo com membranas contendo pequena
quantidade de PVP. Os autores verificaram também que a rugosidade da superficie e
mudancas que ocorrem em condicbes secas e molhadas também influenciam a
biocompatibilidade em alguma extensdo, mas € impossivel avaliar o efeito delas

isoladamente.

Na mesma linha de pesquisa, Zhang et al. (2016) preparam fibras ocas de
poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF), a partir de misturas fisicas contendo PVP e poli(glicol
etileno) (PEG) para aplicacdo em hemodialise. Os resultados mostraram que as
membranas modificadas tiveram melhores propriedades de transporte (maior fluxo e
maior remocdo de lisozima), bem como maior biocompatibilidade em relagdo as
membranas de PVDF puras. As membranas modificadas apresentaram maior
hidrofilicidade, antitrombogenicidade, menor absorcdo de albumina, menor razdo de
hemdlise e menor adesao de plaquetas. Além disso, as membranas apresentaram maior
tempo de coagulacédo, avaliadas em funcdo do tempo de protrombina (TP) e do tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPA) em relacdo a membranas comerciais de

polissulfona testadas para comparagao.

Outros aditivos também sao utilizados para formar misturas visando ao aumento
da biocompatibilidade da membrana a ser sintetizada. Como exemplo, Zailani et al.
(2017) avaliaram a mistura de poli(citrato de 1,8 — octanodiol) (PCO) em membranas
poli(éter sulfona) a fim de aumentar sua hemocompatibilidade. Foram sintetizadas
membranas a partir de solugdes poliméricas contendo diferentes quantidades do PCO,
avaliando sua hemocompatibilidade a partir de analises de adsor¢cdo de proteinas,
adesdo de plaquetas, TTPA, TP, trombina-antitrombina lll, ativacdo do complemento e
absorcdo de Ca?" na membrana. Os autores observaram que, com o aumento da
guantidade de POC, houve aumento da hemocompatibilidade e, portanto, as

membranas possuem potencial para aplicagdo em purificacdo sanguinea e hemodialise.

Ma et al. (2014) sintetizaram membranas planas e do tipo fibra oca a partir de
misturas de PES e poliuretano (PU) modificado através da introducdo de grupos
hidroxila, carboxila e sulfénicos, para mimetizar a estrutura da heparina. As membranas
sintetizadas foram avaliadas em testes in vitro e in vivo, e 0s autores observaram que
em relacdo as membranas de PES simples, houve reducéo da quantidade de proteina

adsorvida de 72% para albumina e de 65% para fibrinogénio; a adeséo de plaguetas foi
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praticamente eliminada; houve aumento do tempo de coagulacdo e redugdo na geracao
e ativacdo da trombina. Além disso, os testes in vivo mostraram que as membranas
apresentam bom efeito terapéutico em comparacdo com as membranas de PES, com
potencial para ser utilizada para purificagdo sanguinea. Interessante notar que neste
trabalho, além da mistura com o PU, também foi utilizada uma quantidade de PVP na

solucao polimérica que gera a membrana ou a fibra.

Também sdo encontradas patentes de membranas de hemodialise formadas a
partir de misturas de polimeros. Buck et al. (2013) criaram uma membrana para
hemodialise, hemofiltracdo ou hemodiafiltracdo a partir de PES ou PSf e PVP, de
propriedade da Gambro Lundia AB. As membranas do tipo fibra oca da patente possuem
melhoradas permeabilidade e seletividade, com coeficiente de peneira de mioglobina
entre 86% e 90%, permeabilidade hidraulica entre 56x10* e 84x10* cm/bar.s e
seletividade de mioglobina para albumina de 9,4. Na patente, ndo sao citadas

caracterizacdes em relagdo a biocompatibilidade.

De modo geral, observa-se que a mistura fisica € um método de modificagdo
muito utilizado e poucos foram os trabalhos encontrados na literatura recente que

utilizam membranas sintetizadas a partir de solugdes poliméricas simples.

3.1.2. Recobrimento da Superficie

O recobrimento da superficie € um método efetivo de modificagdo superficial de
biomateriais visando ao aumento da biocompatibilidade dos mesmos, sendo utilizadas
varias técnicas para recobrir materiais para aplicacdes médicas, como a precipitagédo
biomimética, a deposicao eletroforética, a pulverizacdo em fase plasma, revestimento

por imerséo, entre outros.

Ao utilizar o recobrimento da superficie, uma fina camada de um filme é
depositada diretamente na superficie de uma membrana (ZHAO et al., 2013). Os
métodos de recobrimento podem ser divididos nas seguintes técnicas: recobrimento de
uma fina camada hidrofilica por adsorgéo fisica; recobrimento com monocamada
usando Langmuir-Blodgett ou técnicas analogas; deposi¢édo a partir de uma descarga
luminescente de plasma; e espalhamento ou extrusdo de duas solu¢des poliméricas por
fiacdo simultdnea usando uma extrusora tripla, por exemplo (por esta técnica, o0 uso de
diferentes solventes para cada solucdo polimérica facilita a adeséo entre a camada de

recobrimento superior e o polimero base) (NADY et al., 2011).
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Muitos implantes médicos séo recobertos com hidroxiapatita devido a sua rapida
integrac@o com o corpo humano em relagdo a outros materiais, e com fosfato de calcio

para melhorar a biocompatibilidade, ou com uma mistura dos dois (JOHN et al., 2015).

Matsuda e Ito (1994) utilizaram a técnica de recobrimento da superficie de
membranas de poliacrilonitrila (PAN) de hemodidlise para reduzir a estimulacéo de
plaquetas, utilizando um copolimero dibloco hidrofilico-hidrofébico. O bloco hidrofilico
do copolimero é composto por poli(metoxi polietileno glicol metacrilato) (PM90G) ou
poli(dimetil acrilamida) (PDMAmM) e o bloco hidrofébico é poli(metacrilato de metila)
(PMMA). Os autores supuseram que em consequéncia do recobrimento, o bloco
hidrofébico do copolimero se fixava na superficie hidrofébica da membrana de PAN, via
interagd@o hidrofobica, enquanto o bloco hidrofilico orientava-se em direcdo ao sangue,

conforme a estrutura proposta pela Figura 3.2.

_a

Regido
hidrofilica
Regido
hidrofébica

Membrana de Poli(acrilonitrila) (PAN)

O Bloco hidrofilico @ Bloco hidrofobico
(PDMAmM, PM90G) (PMMA)

Figura 3.2. Estrutura proposta da superficie da membrana de PAN recoberta com o

copolimero dibloco. Fonte: Adaptado de Matsuda e Ito (1994).

Os autores observaram que o angulo de contato das membranas recobertas se
reduzia & medida que se aumentava a fragdo do bloco hidrofilico, conforme esperado.
Além disso, observaram que em todos 0s casos 0s angulos de contato de avancgo foram
maiores que os de retrocesso, 0 que pode indicar que o bloco hidrofébico foi enriquecido
na camada mais externa no ar. Os menores angulos de retrocesso indicam que o bloco
hidrofilico foi dominante na interface agua polimero, indicando que uma estrutura
interfacial é produzida ap6s a imersdo em agua, que ocorre devido a sua elevada tenséo

superficial. Os autores também observaram que a adesao de plaquetas foi reduzida nas
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superficies recobertas em comparagdo com a membrana de poliacrilonitrila original.
Como o bloco hidrofilico do copolimero ndo contém grupos hidroxila, os autores
supuseram que as membranas recobertas também reduziam a ativagdo do sistema

complemento, ainda que testes especificos ndo tenham sido realizados.

Garimella et al. (2014) propuseram uma nova composi¢cao para um recobrimento
antitrombogénico e biocompativel a ser aplicado em superficies em contato com o
sangue, como uma membrana do tipo fibra oca. O recobrimento proposto contém sal de
amonio quaternario e complexo de heparina (QUAT) e a superficie a ser recoberta é
tratada previamente com poli(vinil pirrolidona) (PVP), formando o recobrimento PVP-
QUAT. Outras patentes que preveem a criagcdo de recobrimentos antitrombogénicos
para uso em superficies em contato com sangue séo de Tsang et al. (1999) e de Huang
et al. (2002).

O recobrimento de membranas de hemodidlise com vitamina-E tem sido
bastante estudado e diversos trabalhos na literatura indicam resultados como reducéo
do estresse oxidativo, a qual pode implicar em doencas cardiovasculares e anemia
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000; SATOH et al., 2001; YANG et al., 2006;
RODRIGUEZ-RIBERA et al., 2017), biocompatibilidade (SASAKI, 1999; DAHE et al.,
2011), inflamagdo (D’ARRIGO et al.,, 2017), reducdo da necessidade de heparina
durante o tratamento (HURAIB et al., 2000), entre outros beneficios.

Nesta linha de pesquisa, Aoun et al. (2010) descreveram possiveis vantagens
clinicas dos dialisadores com membranas recobertas com vitamina E no manejo de
anticoagulantes. Em um estudo de observacdo, esses autores avaliaram o requisito
minimo de heparina de baixo peso molecular em pacientes com didlise pediatrica. Sete
criancas e adolescentes foram colocada em tratamento com o dialisador VitabrankE
(membrana de polissulfona recoberta com vitamina E no lado de contato com sangue)
e verificou-se que a dose de heparina de baixo peso molecular diminuiu a cada semana,
sem outras alteragbes no manejo clinico. Os autores concluiram que o uso de
hemodialisadores recobertos com vitamina E pode ajudar a reduzir a necessidade de
anticoagulantes em pacientes pediatricos de hemodialise, o que pode contribuir para
reduzir os problemas de sangramento e simplificar a hemostasia (resposta fisiolégica
normal do corpo para prevencgdo e interrupgdo de sangramento e hemorragias) na pos-
dialise.

Sasaki (2006) desenvolveu membranas de polissulfona para hemodialise

modificadas pelo recobrimento com vitamina E, conforme apresentado na Figura 3.3,
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avaliando sua biocompatibilidade em comparacdo com membranas comerciais de

polissulfona, ndo modificadas.

Fibra oca de Vitamina E (a-tocoferol)
hemodiélise r

Polisgulfon
Figura 3.3. Membrana de polissulfona modificafla com vitamina E. Fonte: Adaptado de
Sasaki (2006).

Os autores verificaram que a membrana de polissulfona modificada com vitamina
E suprime a ativacdo do complemento, de modo similar ao observado quando a
membrana de polissulfona comercial ndo tratada é usada. Na analise da atividade
antitrombotica, o potencial para ativar a fase de contato e induzir a deformacéo das
plaquetas tende a ser menor com a membrana modificada. Em relagdo a atividade
antioxidativa, a formagéo de meta-hemoglobina, peroxido lipidico e radicais de oxigénio
diminuiu significativamente, indicando assim uma atividade antioxidativa da membrana
modificada. Dessa forma, os autores concluiram que a utilizagdo da membrana
modificada com vitamina E em dialisadores pode trazer vantagens para os pacientes
através das propriedades fisiolégicas dessa substancia, como sua atividade
antioxidativa, contribuindo para a supressdo de complicacdes associadas a

hemodidlise.

3.1.3. Imobilizagdo de Albumina

A albumina é a proteina mais abundante encontrada no sangue e sua
concentracdo em adultos saudaveis varia de 35 mg/mL a 50 mg/mL. A albumina é uma
proteina acida, com alta solubilidade e estabilidade em &gua, e que apresenta trés
importantes funcdes: servir como uma fonte nutricional no metabolismo celular, ao ser
produzida em quantidade suficiente pelo figado; transportar pequenas moléculas, como
esteroides, ions e acidos graxos; e manter a pressdo osmética do sangue (AMIJI e
PARK, 1993).
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A modificacdo da superficie de biomateriais utilizando albumina é baseada na
imobilizacado de polimeros sollUveis em &gua, os quais criam uma superficie hidrofilica
difusa na superficie do material, exercendo uma repulséo estérica as proteinas e células
que se aproximem da superficie. A Figura 3.4 apresenta um esquema da repulsédo

estérica promovida por polimeros solluveis em agua.

Plaaguetas

Proteina do plasma

Cadeia do \ /
polimero
soluvel em

agua

Superficie do polimero modificado

Figura 3.4. Repulsdo estérica de proteinas do plasma em superficie modificadas com

polimeros sollveis em agua. Fonte: Adaptado de AMIJI e PARK (1993).

Segundo Amiji e Park (1993), para viabilizar esta repulsao, trés requisitos devem

ser atendidos pelo polimero utilizado para modificar a superficie:

1) As moléculas do polimero devem ter alta afinidade com a superficie, de modo
que possa se fixar fortemente a ela;

2) Parte da cadeia do polimero deve se estender para o meio da solucao, pois a
repulsdo estérica deve ser dominante sobre as forcas atrativas de van der Waals;

3) As moléculas do polimero devem cobrir completamente a superficie, pois se uma

significante parte desta fica exposta, a repulsé@o estérica ndo é efetiva.

A albumina fisicamente adsorvida na superficie de biomateriais melhora a
biocompatibilidade de dispositivos em contato com o sangue por um curto periodo de
tempo, devido a sua dessorcao da superficie por outras proteinas do plasma que
possuam maior afinidade. Assim, estudos devem ser realizados no sentido de melhorar

a estabilidade da albumina imobilizada.
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Jingrun et al. (2008) modificaram a superficie de poli(tereftalato de etileno) (PET)
com albumina bovina sérica, através da reagdo dessa substancia com grupos carboxila
(-COOH), introduzidos na superficie do PET em modificacdo prévia. Os autores
utilizaram a albumina, baseando-se na ideia dela ser considerada uma proteina
tromborresistente e sua ligagdo covalente na superficie do material tem uma influéncia
profunda no comportamento da coagulagédo sanguinea, podendo reduzir a adeséo e
agregacao plaquetaria, suprimindo assim a formacdo do trombo. Os autores
observaram que a introducao da albumina na superficie do PET resultou em diminuicéo
acentuada da extensdo da adesdo e ativacdo das plaguetas em comparacdo com a
superficie de PET ndo tratada. Além disso, as superficies modificadas apresentaram
maior ligacao e proliferacéo de células endoteliais, indicando que a endotelizacdo pode

ser favorecida.

Liu et al. (2009) modificaram a superficie de membranas sintetizadas a partir de
uma mistura de poli(éter sulfona) (PES), um copolimero de acido acrilico (AA) e n-
vinilpirrolidona (VP) P(AA-VP) através da imobilizacdo de albumina bovina (BSA). As
membranas foram sintetizadas pela técnica da inversdo de fases, seguindo-se a
imobilizacao covalente da albumina, através da ligacdo dos grupos amino da proteina
com os grupos carboxila do copolimero, conforme esquematizado na Figura 3.5.

H2N 9]
EDC I

COOH C - NH @
MES, NHS |

Membrana Membrana

Figura 3.5. Esquema da imobilizacdo da albumina na superficie da membrana. Fonte:
Adaptado de Liu et al. (2009).

Os autores observaram que houve um aumento da quantidade de albumina
imobilizada na superficie das membranas conforme a quantidade do copolimero P(AA-
VP) também foi aumentada e que a hidrofilicidade das membranas modificadas
aumentou da mesma forma. Em relacdo a biocompatibilidade, os autores concluiram
gue a imobilizacdo da albumina na superficie da membrana de PES tem um importante

papel na melhoria da compatibilidade sanguinea, pois foi verificada a supressédo da
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adsorcdo de proteinas e a reducdo da adeséo de plaquetas. Além disso, os autores
verificaram que a imobilizacdo de albumina promoveu a adesédo da célula endotelial e
proliferacdo, mostrando também boa citocompatibilidade, o que pode viabilizar seu uso

em equipamento em contato com sangue e 6rgaos artificiais.

Fang et al. (2009) também utilizaram a modificacédo da superficie de membranas
através da imobilizacao de albumina, similarmente ao trabalho anterior, substituindo, no
copolimero, a n-vinilpirrolidona por acrilonitrila (AN). Os autores observaram que, apesar
da melhoria significativa da biocompatibilidade do trabalho de Liu e colaboradores, o
copolimero P(AA-VP) é solivel em agua e sua liberagcdo da membrana é inevitavel.
Assim, a troca do VN pela AN tem como objetivo evitar a perda do copolimero e,
consequentemente, das propriedades de biocompatibilidade da membrana. Em
comparagdo ao trabalho de Liu e colaboradores, os autores observaram uma maior
gquantidade de albumina imobilizada (30,9 pg/cmz2 contra 8,7 ug/cm2) e houve supressao
tanto da adsorgéo de proteinas quanto da adesao de plaguetas, o que mostra potencial
de biocompatibilidade. N&o foi realizado estudo para avaliar a estabilidade da
imobilizacao.

Continuando nesta linha, Fang et al. (2010) sintetizaram um terpolimero P(AN-
VP-AA), prepararam uma mistura com PES e, em seguida, imobilizaram albumina em
sua superficie. Comparando com os dois trabalhos anteriores, a blenda de PES com o
terpolimero aumentou a quantidade de albumina imobilizada para 49 + 2 pg/cm2, com
melhoria das propriedades antitrombogénicas, como o tempo de coagulacdo e a

citocompatibilidade.

Zhu et al. (2011) também avaliaram a imobiliza¢@o de albumina bovina sérica na
superficie de membranas de polietileno (PE), apds prévio recobrimento da superficie

com polidopamina, conforme esquematizado na Figura 3.6.
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Figura 3.6. Esquema do recobrimento de polidopamina em membrana de PE, seguido
da imobilizacdo de albumina. Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2011).

Os autores observaram redugdo do angulo de contato e, consequentemente,
aumento da hidrofilicidade da membrana PE modificada, em relacdo a membrana sem
albumina. A superficie da polidopamina exibiu uma excelente aplicabilidade para
adesdo, crescimento e proliferacdo celular. A imobilizacdo adicional da albumina foi
vantajosa para a promoc¢do da compatibilidade com o sangue, mas apresentou

desvantagem para a melhoria da citocompatibilidade e viabilidade celular.

Algumas patentes também citam a modificacdo da superficie de biomateriais
com imobilizacéo de albumina, como a de Zimmermann et al. (2000), relacionada a um
material (membranas planas ou fibras ocas) para filtrar solugées contendo proteinas
(como o sangue) com albumina ligada covalentemente em sua superficie, bem como o
método de producdo. Nao foi encontrada patente recente com essa modificacdo visando
ao aumento da biocompatibilidade e utilizacdo do biomaterial em equipamentos em

contato com o sangue.

Assim, a imobilizacdo de albumina na superficie de materiais pode melhorar as
propriedades de biocompatibilidade sem afetar, aparentemente, as propriedades
mecanicas, obtendo-se superficies que reduzem a adsorcgdo de proteinas, a adesédo de
plaguetas e elevam o tempo de coagulagcdo do sangue quanto em contato com as

mesmas.
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3.1.4. Imobilizacdo de Anticoagulantes

A imobilizagao de anticoagulantes na superficie de biomateriais é outra técnica
bastante utilizada para melhorar as propriedades antitrombogénicas destes. Na Figura
3.7 sdo apresentadas as estruturas quimicas de importantes anticoagulantes que

podem ser utilizados para modificacao superficial.
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Figura 3.7. Estrutura de anticoagulantes. Fonte: Adaptado de IRFAN e IDRIS (2015).

A heparina é um polissacarideo de estrutura muito heterogénea, pertencente ao
grupo dos glicosaminoglicanos, anteriormente chamados mucopolissacarideos. E
fortemente sulfatado e, consequentemente, altamente carregado negativamente, com
peso molecular variando de 5 a 25x10° Da. Devido a sua densidade de carga, a heparina
liga-se a proteinas, geralmente por interaces eletrostaticas, e interfere em varios
mecanismos fisioldgicos com varios graus de especificidade. Sua interacdo altamente
especifica com a antitrombina, inibidor de coagulagdo fisiolégica, representa
essencialmente toda a atividade anticoagulante da heparina (OLSSON et al., 2000).
Essa ligacdo ocorre devido a presencga de uma sequéncia especifica de cinco agucares
(chamada sequéncia pentassacaridea), encontrada em aproximadamente um tergo das

moléculas na preparacéo da heparina comercial (BIRAN e POND, 2016).

A heparina é o anticoagulante de uso mais comum para evitar a formagéo de

trombo durante o tratamento por hemodidlise. Sua utilizagdo intravenosa, entretanto,
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tem sido associada a diversos efeitos colaterais, como hemorragias, dificuldade de
respirar, inchaco dos labios, lingua ou face, dores leves, calor e perda de cabelo,
incentivando-se pesquisas voltadas ao aproveitamento de suas propriedades
anticoagulantes sem a necessidade de sua injecdo diretamente na corrente sanguinea
do paciente. Estudos mostram que se imobilizada em uma superficie, a heparina pode
levar a diversas melhorias nas propriedades dessa superficie, como a compatibilidade
sanguinea e a biocompatibilidade. Além disso, reduz a adesao de plaquetas, a perda de
células sanguineas e aumenta o tempo de recalcificacdo do plasma e o tempo de
tromboplastina parcial ativada, indicadores do tempo de coagulacdo do sangue
(MURUGESAN et al., 2008).

Como pode ser observado na Figura 3.7, a estrutura da heparina contém
diversos grupos funcionais, como grupos hidroxila, carboxila, amino, entre outros, que
podem ser utilizados para a ligagdo com os grupos funcionais da superficie a ser
modificada. Em geral, materiais poliméricos podem ser facilmente heparinizados se eles
apresentam em sua estrutura grupos funcionais aminas e acidos caboxilicos (IRFAN e
IDRIS, 2015).

7 \

O poder anticoagulante da heparina imobilizada € atribuido a sua acao
catalisadora, que promove a inibicdo da trombina, a enzima de coagulacao (e proteases
similares, como os fatores Xa, 1Xa, Xla e Xlla) pela antitrombina Il (AT IIl). Conforme
esquematizado na Figura 3.8, inicialmente a heparina imobilizada adsorve a AT llI,
cofator para inibicdo da coagulacdo, promovendo uma mudanca conformacional desta,
gue permite uma ligacdo mais eficiente e estavel com a trombina (T). Dessa forma, a
trombina no plasma humano é inativada, devido a formacdo do complexo
trombina/antitrombina (TAT). Este complexo é liberado na corrente sanguinea,
permitindo que uma nova molécula de AT Il seja adsorvida na heparina, justificando a
atividade anticoagulante das membranas funcionalizadas. E importante destacar que
nesse processo, a heparina ndo é consumida e é capaz de catalisar continuamente a

inibicdo de fatores de coagulagéo ativados.
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Figura 3.8. Esquema da acao anticoagulante da heparina imobilizada. Fonte: Adaptado
de Gambro Lundia AB (2010).

A heparina sistémica tem uma série de efeitos sobre o complemento, incluindo
interferéncia com a regulacdo da via alternativa (EDENS et al., 1993). O efeito liquido
sobre o complemento é, em parte, dependente da concentragdo, uma vez que alguns
estudos demonstraram que vestigios de heparina levam a ativacdo, enquanto

concentragdes mais altas séo inibitorias (KEIL et al., 1995).

Uma caracteristica adicional da heparina imobilizada é a resisténcia a adesao e
ativagdo das plaquetas. A redugcdo da adesé@o plaquetaria é atribuida a reducédo da
deposicéo de fibrinogénio, e a extenséo da reducéo esté correlacionada com a extenséo
da captacdo de antitrombina. A ativacdo reduzida pode ser atribuida a redugéo geral
de plaquetas, tais como trombina. No entanto, é interessante que, em seu estado
livremente solavel, a heparina possui propriedades estimulantes das plaquetas
moderadas (BIRAN e POND, 2016).

O primeiro relato de uma superficie heparinizada foi publicado em 1963 por Gott
et al. (1963), que demonstraram que o0s tempos de coagulagéo in vitro e in vivo eram
significativamente prolongados em superficies revestidas com grafite ionicamente
ligadas a heparina. Desde entdo, as tecnologias de revestimento de heparina foram

desenvolvidas para uma série de dispositivos de contato com sangue.

Dentre os diversos trabalhos na literatura que utilizaram a modificagcdo de
superficies através da imobilizacdo de heparina, Huang et al. (2011) modificaram a
superficie de membranas de polissulfona (PSf) através da imobilizagdo de heparina,
utilizando o método de Higuchi. Por este método, as membranas de PSf previamente
sintetizadas foram ativadas através da introducdo de grupos amino, 0s quais seriam
utilizados para a ligagéo covalente da heparina. Os autores estudaram as propriedades

de biocompatibilidade e permeabilidade das membranas modificadas, visando a sua
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aplicacdo em hemodialise. Os autores conseguiram imobilizar até 3,38 pg/cm? de
heparina, observando um aumento da hidrofilicidade das membranas apés a
modificagdo da superficie. A compatibilidade sanguinea foi confirmada a partir da
constatacdo da reducdo da adeséo de plaquetas, do aumento dos tempos de trombina
e tromboplastina parcial, que estéo relacionados aos tempos de coagulacao sanguinea.
Testes de permeacédo de solugdes de albumina também mostraram que as membranas
possuem propriedades de anti-incrustacdo, concluindo-se ter potencial para uso em

hemodialise.

Gao et al. (2014) imobilizaram heparina na superficie de membranas de
poli(acido latico) (PLA), obtendo resultados similares de outros estudos relacionados,
como a reducdo da adesdo de plaguetas, aumento do tempo de recalcificacdo do

plasma e a ndo ocorréncia de hemolise quando do contato do sangue com a membrana.

Santos et al. (2017) imobilizaram heparina na superficie de membranas de
poli(éter imida) e poli(vinil pirrolidona) visando a sua aplicacdo em hemodiélise. Os
autores observaram que a introducdo de heparina resultou em membranas mais
hidrofilicas, com reduzida adsor¢cdo de proteinas e adesédo de plaquetas, bem como
elevado tempo de coagulagéo, avaliado por meio do tempo de tromboplastina parcial
ativada. Os resultados obtidos pelos autores indicam potencial carater antitrombogénico
das membranas sintetizadas, altamente desejavel em membranas para utilizacdo em

hemodialisadores.

Comercialmente, também pode ser encontrado o dialisador Evodial®,
desenvolvido pela Gambro, o qual possui uma membrana composta de um copolimero
anionico de acrilonitrila e metalil sulfonato de sddio, com imobilizacdo superficial de
heparina, através da prévia funcionalizacdo com poli(etileno imina). Segundo dados do
fabricante, a membrana deste dialisador possui alta permeabilidade e
biocompatibilidade, com manutenc¢éo da atividade da heparina ao longo da sesséo de
dialise.

Patentes relacionadas a imobilizacdo de heparina em superficies também foram
encontradas, citando-se VERHOEVEN et al. (1997), que criaram um método para
fabricar biomateriais heparinizados através da reacao dos grupos aldeido da heparina
com grupos amino imobilizados, formando uma base de Schiff (grupo funcional que
contém uma ligac&o dupla carbono-nitrogénio, com o nitrogénio conectado a um grupo
arila ou alquila, mas n&o ha hidrogénio); CAHALAN et al. (1998), que criou superficies
heparinizadas com AT Il adsorvida para prevencéo da formacéo de trombo quando do

contato do material com o sangue; e MOACHON e THOMAS (2012), que prevé a
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fabricacdo de um equipamento de filtracdo do sangue contendo uma membrana

semipermedvel previamente heparinizada, de propriedade da Gambro AB.

Na Tabela 3.1, sdo apresentados outros trabalhos focados na funcionalizacéo
de superficies com heparina, objetivando a obtencdo de materiais com elevada
biocompatibilidade.
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Tabela 3.1. Trabalhos relacionados a modificacdo de superficies com imobilizacdo de

heparina.
Autor Membrana base Método de Observacées
imobilizacao
Marconi et Copolimeros de Ativacao da superficie Analise do tempo de
al. (1997) poli(etileno-co-alcool com cloreto de tromboplastina parcial
vinilico) (EVAL) adipoila ou com ativada. Imobilizacédo de até
comerciais diisocianato de 50 pg/cm?2
hexametileno
Sailynoja et Copolimero de Imobilizacéo direta Analises de citotoxicidade.
al. (1999) Poli(acido latico-co- Imobilizacéo de até 98
caprolactona-y- pg/cm?
poliacrilamida)
Kang et al. Poli(uretano-g-oxido Ligacdo covalente Analise de tempo de
(2001) de etileno) utilizando carboimida recalcificacdo do plasma,
soluvel em agua tempo de tromboplastina
parcial ativada, adeséo e
ativacao de plaquetas.
Imobilizacédo de até 1,3
pg/cm?2
Michanetziz Biomateriais Criacdo de grupos Andlises de adeséo de
et al. (2003)  comerciais (silicone, amino livres ou plaquetas, tempo de
poli(cloreto de ligacdo direta da tromboplastina parcial ndo
vinila), polietileno e heparina usando ativada, ativagéo do
polipropileno) glutaraldeido como sistema de coagulacao.
agente de ligacdo Imobilizacdo de até 9,76
pHg/cmz
Chen et al. Superficies de Uso de espagador Andlises de hidrofilicidade,
(2005) silicone bifuncional de adsorcao de proteinas e
poli(glicol etileno) propriedades de trombo
resisténcia. Imobilizacéo de
0,68 pg/cm?
Huang et al. Polissulfona Método de Higuchi Andlises de hidrofilicidade e
(2010) adsorcao de proteinas.
Imobiliza¢do de 0,86 pg/cm?
Jiang et al. Polietileno Ligacéo covalente Andlises de hidrofilicidade,
(2010) com uma camada de adesdo de plaquetas,
polidopamina reativa tempo de coagulacéo.
Imobilizacdo de 14,2 pg/cm?
Li et al. Polissulfona Descarga Analises de hidrofilicidade,
(2011) luminescente em adeséo de plaquetas.
atmosfera de amoénia, Imobilizacdo de 0,45 pg/cm?
ativando a superficie
Kara et al. Poliuretano Reacédo com Analises de hidrofilicidade,
(2016) quitosana citotoxicidade, atividade
previamente antibacteriana
imobilizada
Wang et al. Polissulfona Plasma induzido Analises de hidrofilicidade,
(2017) adesdo de plaquetas,

tempo de coagulacao,
adsorcao de proteina.
Imobilizacdo de 2,69 ug/cm?
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Segundo Tang et al. (2012), apesar dos diversos estudos dos métodos de
imobilizacao da heparina nas membranas, ha diversas restricdes para a aplicacdo, como
a elevada perda da bioatividade e a possibilidade da ocorréncia de degradagéo a longo
prazo in vivo devido a ligagéo covalente e aos diferentes agentes quimicos e biol6gicos

durante o uso de materiais heparinizados.

Outros métodos de modificacdo de superficie estudados na literatura sao:
enxertia quimica, adsorcao fisica, deposicdo de plasma, radiacdo, deposicdo de

Langmuir-Blodgett, entre outros.
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CAPITULO 4 - SINTESE DE MEMBRANAS
POLIMERICAS

Na sintese de membranas poliméricas, os materiais e métodos empregados
desempenham um papel determinante em suas propriedades finais, como
permeabilidade, seletividade, resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia
guimica e resisténcia a formacao de incrustacdes. Existem diversos métodos de sintese
de membranas, entre 0s quais podem ser citados a sinteriza¢do, o estiramento, a
gravacgdao (track-etching), a extrusdo de polimero fundido, o cobrimento e a inversdo de
fase. O método de inversdo de fase sera a seguir descrito detalhadamente, por ser o
mais utilizado na sintese de membranas poliméricas, devido a sua flexibilidade
operacional e possibilidade de confeccionar membranas com variadas morfologias.

Sera dada énfase a aplicacdo desse método na sintese de membranas do tipo fibra oca.

4.1. O METODO DA INVERSAO DE FASE

Ainversao de fase é um processo através do qual uma solugéo polimérica passa,
de maneira controlada, do estado liquido para o sélido. O processo de solidificacdo é
geralmente iniciado pela transi¢cao do estado liquido para duas fases (separacao liquido-
liquido), quando se induz uma supersaturacdo na solucdo. A solucdo se torna
termodinamicamente instavel e tende a se separar em duas fases liquidas, sendo uma
rica e outra pobre em polimero. A fase rica da origem a estrutura da membrana,
enquanto a fase pobre origina os poros da mesma. A medida que a separacéo de fases
ocorre, a fase rica torna-se mais concentrada em polimero, aumentando sua
viscosidade e dificultando, portanto, a transferéncia de massa no sistema. Dessa forma,
0 equilibrio termodinamico entre as fases pode néo ser alcangado, resultando na fixacao
da estrutura com consequente formacao da membrana. Interagdes fisico-quimicas entre
as cadeias poliméricas também podem acontecer, levando a gelificacdo ou
cristalizacdo, e a competicao de todos esses fendbmenos durante a separacao de fases

permite a obtencdo de variados tipos de membrana (HABERT et al., 2006).

O método de inversdo de fases compreende uma série de técnicas para se
induzir a instabilidade da solucdo polimérica visando a sua precipitacdo, como a

evaporacdo de solvente, a precipitacdo térmica, a precipitacdo pela presenca de

58



vapores de ndo solvente e a imersdo-precipitacdo, sendo esta Ultima a técnica mais
utilizada para preparar membranas por inversdo de fases.

Na técnica de imersao-precipitacéo, introduzida por Loeb e Sourirajan em 1962,
um filme polimérico liquido € imerso em um banho contendo um ndo solvente. A
precipitacao ocorre devido a difusdo de solvente para o banho e de ndo solvente para a
solucdo, cuja forca motriz é a diferenga de potencial quimico dos componentes entre o
banho e a solugdo. Em alguns casos, antes da imersdo no banho de precipitagédo, pode-
se deixar o filme polimérico exposto a atmosfera para evaporacéo inicial do solvente
volatil. A Figura 4.1 apresenta um esquema da transferéncia de massa que ocorre na

técnica de imersdo-precipitacao.

Banho de ndo solvente

Js JNs

solugdo polimérica

| Suporte |

Figura 4.1. Transferéncia de massa entre solvente e ndo solvente na técnica de

precipitacdo por imersao (Js: fluxo de solvente; Jns: fluxo de n&o solvente).

Para a sintese de membranas planas utilizando esta técnica, em escala
laboratorial, € realizado o espalhamento de uma solugéo polimérica em uma superficie
plana (placa de vidro), com o auxilio de uma faca de espalhamento. A placa é, entdo,
imersa em um banho de precipitacdo contendo o ndo solvente, quando iniciardo os
fluxos de massa de nao solvente para o interior da solugéo polimérica e do solvente da

solucao polimérica para o banho de nao solvente.

A sintese de fibras ocas € mais complexa que a sintese de membranas planas
devido ao grande numero de variaveis envolvidas. Uma breve descri¢cdo da técnica sera

dada no item 4.1.2.
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4.1.1. Mecanismo de formac&do de membranas

O mecanismo de formacdo de membranas envolve fenémenos termodinamicos
e cinéticos complexos. Um modelo razoavelmente bem consolidado e que pode ser
utilizado para explicar qualitativamente a morfologia de membranas obtidas a partir de
condicdes iniciais de sintese é o do equilibrio de fase dos trés principais componentes

envolvidos na inversdo de fases.

Os sistemas poliméricos podem ser caracterizados através de diagramas de
equilibrio ternéario, no qual cada vértice do diagrama representa um componente puro
(polimero, solvente e ndo-solvente). Cada ponto dentro do diagrama representa uma
composicao especifica de mistura dos componentes. O diagrama contém duas regides
principais: a regido monofasica, na qual os componentes sdo misciveis; e a regido
bifasica, na qual o sistema é separado em uma fase soélida (rica em polimero) e uma
fase liquida (pobre em polimero). Durante a precipitacdo, a solugdo polimérica perde
solvente e ganha n&o solvente. Portanto, a solugéo polimérica move-se da composi¢céo
da regido monoféasica para a regido bifasica. Na Figura 4.2, é apresentado um diagrama

ternario tipico usado para preparar membranas de Loeb-Sourirajan.

Regido vitrea Polimero

(uma fase)

Regido de gel

(uma fase) Curva binodal

Regido metaestavel

Linhas de amarracéo
(tie lines)

Composicéo
inicial tipica da
solucdo polimérica

Regido estavel
(uma fase)

instavel

Solvente Nao solvente

Figura 4.2. Esquema do diagrama ternério tipico utilizado para descrever a formagao

de membranas por imersao-precipitacdo. Fonte: Adaptado de Baker (2004).
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No esquema apresentado na Figura 4.2, observa-se que a regido monofasica
esta dividida em trés regifes: uma regido de solucao polimérica liquida, uma regido
polimérica gel e uma regido polimérica vitrea. Em regifes de baixa concentracdo de
polimero (como no caso das solugdes poliméricas utilizadas para a sintese de
membranas), as composi¢des sao de liquidos viscosos. Quando a concentragdo de
polimero aumenta, a viscosidade das composi¢cées da regido monoféasica aumenta
rapidamente, atingindo valores tao elevados que o sistema pode ser admitido como um
gel. Essa transicdo entre regibes de liquido e gel ocorre, de modo geral, para
concentracdes de polimero de 30% a 40%. Para concentracdes acima de 90% de
polimero, o gel pode se tornar um sélido vitreo, pois as cadeias do polimero néo

conseguem mais rotacionar (BAKER, 2004).

A curva binodal da Figura 4.2 indica a regido de miscibilidade, enquanto a
espinodal representa a regido de instabilidade. Na regido de miscibilidade, existe uma
faixa de composi¢cBes metaestaveis onde a energia livre do sistema pode ser minimizada
através da separagdo em duas fases (DOMINGUES, 2017). As linhas de amarragéo

ligam os pontos que representam as composi¢des de equilibrio do sistema.

3.1.1.1. Trajetérias de Precipitagdo

Durante o processo de imersao-precipitacdo, diversas trajetorias de mudanca de
composicdo podem ser tracadas no diagrama ternario, com o objetivo de interpretar a
influéncia das condi¢cdes de sintese das membranas na obtencdo de variadas
morfologias. Como a solucédo polimérica empobrece de solvente e enriquece de nao
solvente durante o processo, no diagrama ternario, as trajetérias tendem a atingir o eixo

polimero/ndo solvente.

No Figura 4.3, a composicao inicial da solu¢éo polimérica é indicada por A, e
duas evolucdes de caminhos termodindmicos sdo mostradas, cada uma funcdo da

cinética de troca solvente-nao solvente.
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Polimero

Composigao da
fase rica em
polimero

Separagdo com
atraso

Composigao
inicial da solugéo
pelimérica

PDntD"ﬂE \
solidificagao

Solvente Nao Solvente

\> Composigao da fase

pobre em polimero

Figura 4.3. Diagrama de fases ternario utilizado para descrever o processo de formacgéo

de membranas pela técnica de inversao de fases. Fonte: Adaptado de BAKER (2004).

No caso da sequéncia A B C D E, a solucdo empobrece-se em solvente e
enriguece-se em nao solvente até atravessar o limite da curva binodal (B), entrando na
regido metaestavel. Nesta regido, o mecanismo de separacgéo de fases por nucleagéo
e crescimento é favorecido. O sistema passa para a regido termodinamicamente instavel
ao atravessar o limite da curva espinodal (C), quando a solugdo separa-se
espontaneamente em duas fases interconectadas: uma rica em polimero e outra pobre
em polimero, sem haver formacgéo de nucleos. As composicdes dessas fases sao dadas
pelas linhas de amarragdo, conforme ilustrado no esquema. A saida de solvente durante
0 processo aumenta a viscosidade da fase rica em polimero até que a mesma precipita
e é considerada um sélido (D). Ao final da precipitacao (E), ambas as fases estdo em
equilibrio termodinamico: a fase sélida, que forma a matriz da membrana (S) e a fase
liquida, composta essencialmente do nédo solvente, que forma os poros da membrana

(L). A porosidade total da membrana é indicada pelo ponto (E).
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Na sequéncia A F G, o sistema permanece nha regido estavel por um determinado
tempo, ocorrendo a chamada separa¢do com atraso. A saida de solvente é mais lenta
e ocorre na fase liquida (mais viscosa), aumentando a concentracdo de polimero na sua
superficie. Ao atingir as composi¢des que caracterizam o limite da curva binodal (F),
ocorre a precipitacdo, gerando, nestas condigcbes, uma membrana de morfologia
tipicamente densa assimétrica (BAKER, 2004). O tempo decorrido até que a fase rica
em polimero se solidifique definird a dimensao dos poros. Podem ser obtidas estruturas
esponjosas de poros abertos, estruturas esponjosas de poros fechados ou, quando os
poros sdo altamente interpenetrados por outros poros, ha formagdo de uma estrutura
de rede (DOMINGUES, 2017). Na precipitacdo com atraso, também é comum ocorrer a
formacao de uma pele densa, devido a precipitagdo instantanea de regifes proximas a
superficie concentrada. A pele densa formada cria uma resisténcia a transferéncia de
massa e, portanto, as subcamadas formadas s@o porosas (membranas anisotropicas).
Na Figura 4.4 séo apresentadas imagens de microscopias eletrbnicas que mostram as
morfologias caracteristicas a serem obtidas através dessa trajetoria (poros abertos,
poros fechados e rede), bem como a estrutura formada por uma pele densa superior

suportada por uma camada porosa.
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€Y (b)

Figura 4.4. Micrografia eletrénica de membrana plana de poli(éter imida) e poli(vinil
pirrolidona) (a) de poros abertos (b) de poros fechados (c) em rede (d) pele densa

suportada por camada porosa. Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Outras trajetérias que podem ser tragadas e as morfologias tipicamente obtidas

séo apresentadas na Figura 4.5 e descritas a seguir.
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cristalizagdo
vitrificagdo _
gelificagdo

A
S/ NS

Figura 4.5. Diagrama ternario e trajetorias tipicas na formagdo de membranas por

imersdo-precipitacdo. Fonte: Adaptado de Domingues (2017).

1) Trajetéria A B: caracteristico da formacdo de membranas densas isotropicas, devido
a ocorréncia de precipitacao lenta. A obtencao desse tipo de trajetéria ocorre quando ha
evaporagéao de solvente ou baixo fluxo de transferéncia de massa entre solvente e ndo
solvente. A consolidacdo da membrana se d& por efeitos viscosos, sem cruzar a curva
binodal. Na Figura 4.6 é apresentada a micrografia eletrénica de uma membrana densa

isotrépica.

Figura 4.6. Micrografia eletrbnica de membrana densa isotrOpica de poli(éter imida).

Fonte: Acervo pessoal do autor.

2) Trajetoria A E: caracteristico de sistemas que apresentam precipitacao instantanea,

com tempo de atraso nulo. A trajetéria de precipitacdo adentra a regido binodal logo
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apo6s a imersdo e mais profundamente do que processos de precipitacdo com atraso,
porém ainda sem cruzar a curva espinodal. S0 observadas estruturas nodulares,

resultado da nucleag&o da fase rica em polimero.

3) Trajetéria A D: nessa trajetéria, é caracteristica a formacao de macrovazios (poros
grandes e alongados). E também resultado da precipitacéo instantanea. Segundo van
de Witte et al. (1996), os macrovazios estédo associados a precipitagdes instantaneas e
a sistemas que apresentam alta afinidade entre solvente e néo solvente. Técnicas que
induzem ao atraso da precipitagdo tendem a suprimir a formagdo de macrovazios. Os
macrovazios podem possuir a forma de gota, quando em pequena quantidade, ou forma
alongada cilindrica digitiforme, quando ha presenca de uma grande quantidade dos

mesmos. Na Figura 4.7 é apresentada micrografia eletrbnica de membrana que

apresenta a morfologias caracteristica desse tipo de trajetéria, do tipo digitiforme.

Figura 4.7. Micrografia eletrdnica de membrana plana com macrovazios em forma

alongada. Fonte: Acervo pessoal do autor.

4) Trajetoria A G: ocorre quando o cruzamento do limite espinodal se da abaixo do ponto
critico. Tipico de imersdes com solucdes diluidas, essa trajetéria resulta em morfologia

com estruturas desconectadas e sem resisténcia mecéanica (formacgéo de latex).

A morfologia obtida durante a sintese de membranas e caracterizada pelo
diagrama ternario descrito anteriormente é influenciada por diversos parametros e
variaveis envolvidos no sistema. Destacam-se: escolha do sistema solvente/nédo

solvente, concentragao do polimero, composicao do banho de precipitagdo, composicdo
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da solucao polimérica e tempo de exposicéo da solucéo polimérica antes da imersédo no

banho de precipitacéo.

Ahmad et al. (2017) estudaram a sintese de membranas de PEI pelo método de
inversado de fases, avaliando o efeito da concentragéo do polimero na solug¢éo polimérica
na morfologia da membrana sintetizada. Os autores utilizaram n-metil-2-pirrolidona
como solvente e variaram a concentracdo de polimero entre 20%, 25% e 30%. Os
autores observaram que o aumento da concentragdo de polimero resultou em uma
camada seletiva densa maior. Além disso, os macrovazios foram suprimidos e houve
diminuicéo da porosidade da camada inferior, conforme pode ser observado na Figura
4.8.

O efeito do aumento da concentracdo de polimero na solu¢éo polimérica também
foi observado pelos autores nos resultados de permeacéo de CO; e N.. A formacéo de
uma maior camada densa na superficie superior das membranas resultou em redugéo

da permeabilidade dos gases e aumento da seletividade.

(@) (b) (c)

Figura 4.8. Efeito da concentrac@o de polimero na sintese de membranas de poli(éter
imida) (a) 20% (b) 25% (c) 30%. Fonte: Adaptado de Ahmad et al. (2017).

Zhang et al. (2017) estudaram a sintese de membranas de poli(éter imida) pelo
método de inversdo de fases e a influéncia da adicdo de polivinipirrolidona (PVP) na
solucéo polimérica. Os autores observaram que a adicdo de PVP na solugéo polimérica
elevou o tamanho de poros e a porosidade das membranas sintetizadas sob as mesmas
condigBes. Além disso, o0 aumento da quantidade de PVP na solugdo suprimiu a
formacdo de macrovazios e promoveu a mudanca da estrutura morfolégica da
membrana para esponjosa. Isso ocorreu devido a diminuigcdo do tempo de separagéo

liquido-liquido, ocasionada pelo aumento da viscosidade da solu¢do polimérica.
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O uso de aditivos, a distribuicdo das massas moleculares, a temperatura da
solucdo polimérica e do banho de precipitagdo (entre outros fatores) também podem

influenciar a estrutura obtida pela inversao de fase.

4.1.2. Sintese de fibras ocas por imersdo-precipitacao

As membranas do tipo fibras ocas apresentam algumas vantagens em relacao a
geometria plana, aumentando o interesse para seu uso. Entre as vantagens a serem
citadas estdo a alta relacdo entre a area de superficie da membrana e o volume do
médulo, o que representa uma melhor utilizacdo de espaco e redugdo nos custos do
equipamento. Além disso, as fibras ocas sdo autossuportadas, reduzindo o custo de
producdo do modulo de permeacgédo. Como desvantagens, pode-se citar a possibilidade
de entupimento do canal interno das fibras se a alimentacdo contém material em
suspensdo e for realizada por dentro das mesmas, além da espessura de parede
relativamente grande para evitar colapsos em altas pressdes (HABERT et al., 2006;
BAKER, 2004).

As membranas do tipo fibras ocas foram desenvolvidas em 1966 por Mahon e o
grupo Dow Chemical e possuem didmetro que varia de 50 — 3000 um. Em geral, fibras
com diametro de 50 — 200 um séo classificadas como fibras ocas finas e podem resistir
a altas pressoOes hidrostéaticas aplicadas do lado de fora das mesmas e, portanto, sao
utilizadas em osmose inversa ou processos de separacdo de gases a altas pressoes (a
alimentacao é realizada por fora das fibras e o permeado € coletado pelo orificio interno);
nas fibras com didmetro de 200 — 500 um, a alimentagéo é geralmente realizada por
dentro das fibras e suas principais aplicacdes sdo as separacdes de gases a baixas
pressdes, a hemodidlise e a ultrafiltracdo. Fibras com diametros maiores que 500 um

sé&o chamadas capilares.

A sintese de fibras ocas pode ser realizada através das técnicas de extrusao da
solucdo ou pela extrusao de um polimero fundido. Entretanto, a extrusao que utiliza a
precipitacao por imersdo, € a técnica mais comum e que permite maior flexibilidade na
morfologia das fibras obtidas, as quais podem ser anisotropicas com pele densa interna
ou externa. Nesta técnica, uma solugéo polimérica e um liquido interno (responséavel por
geral o canal interno da fibra) sdo bombeados através de uma extrusora tendo duas
saidas concéntricas (canais de escoamento anulares) para um banho contendo um néo

solvente. A instabilidade termodindmica € induzida pelos transportes difusivos de

solvente e ndo solvente, semelhante ao descrito na Figura 4.1. Na Figura 4.9 apresenta-
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se um esquema representativo da extrusora utilizada na producéo de fibras ocas por

extrusdo da solucéo.

]_ Liquido interno

DEB

Banho externo de
precipitacio

Figura 4.9. Esquema da extrusora com duas saidas concéntricas anulares na sintese

Solucio polimérica

Extrusora

de fibras ocas por extrusao da solucao. A distancia extrusora-banho (DEB) é controlavel.

Um esquema tipico para a sintese de fibras ocas por extrusdo da solugéo
polimérica é apresentado na Figura 4.10. A extrusora é posicionada acima do banho de
precipitacao e duas bombas promovem o escoamento da solucdo polimérica e do liquido
interno para o banho de precipitacdo, no qual ocorrem as trocas de solvente e nédo
solvente e formagdo da membrana. Este processo pode ser iniciado no trajeto entre a
extrusora e o banho, onde ocorre a exposi¢éo da fibra nascente ao ar, possibilitando a
evaporacdao inicial de solvente ou a absorcdo de vapores de nédo solvente, sendo esta
etapa de grande influéncia na determinacdo da morfologia da membrana. A fibra
formada mergulha num banho de precipitagéo externo e de lavagem, para consolidagéo
de sua morfologia e retirada de solvente residual, sendo depois estocada em meio
aquoso. A secagem das fibras € realizada por técnicas que evitem a contracdo capilar
dos poros, como a troca sucessiva de ndo solventes com tensao superficial decrescente
(por exemplo, agua é substituida por etanol e hexano) ou pela imersdo em banho de
glicerol, o qual permanece na matriz polimérica e dificulta a contracéo capilar dos poros
menores (HABERT et al., 2006; CARVALHO, 2005).
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Solucio

Liquido

Interno

- Bomba
Extrusora

Bomba
. Banho de Lavagem | |
Banho de Precipitaciao Armazenagem

Figura 4.10. Esquema do equipamento de sintese de fibras por extrusdo da solugéo

polimérica.

Os principais parametros envolvidos no processo de extrusdo da solugéo séo a
vazdo de extrusdao da solucdo polimérica, a vazao de liquido interno, o tempo de
residéncia externo no ar, funcéo da distancia entre a extrusora e o banho de precipitacéo
(DEB), e as dimensdes dos canais de escoamento da extrusora. Além dos parametros
de extrusdo, também sdo importantes os parametros de formacdo das membranas,
como a composicao da solucao polimérica, a composi¢cédo do banho de precipitacéo, e
sua temperatura (MULDER, 1996).

O tempo de exposicao do filme polimérico e as composi¢des do liquido interno e
do banho de precipitacdo séo variaveis criticas para ajustar a posicao e a espessura da
fina camada (pele) densa de polimero que pode se formar, seja do lado interno, seja do
lado externo ou em ambos os lados da parede da fibra oca. A solugéo polimérica, por
sua vez, em geral tem relativamente alta concentracéo de polimero e, portanto, maior
viscosidade que as solu¢des empregadas na sintese de membranas planas, pois as
fiboras devem, além de promover a separacdo requerida, suportar as pressées de

operacdo sem colapsarem (BAKER, 2014).

A sintese de membranas na geometria de fibra oca envolve fenémenos
simultaneos bastante complexos, pois além de varidveis termodinamicas e cinéticas que
determinam a precipitacdo da solucao polimérica, existe a influéncia de variaveis
reolégicas, como tensao de cisalhamento na passagem da solucdo pela extrusora, a

tensao axial de estiramento e a expanséao viscoelastica na saida da extrusora (fenédmeno
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conhecido como die-swell). A seguir serdo comentados alguns fatores que contribuem

para aumentar a complexidade do sistema (CARVALHO, 2005).

1)

2)

3)

4)

5)

A area para penetracdo de ndo-solvente é distinta daquela que se tem em filmes
planos, devido a geometria cilindrica das fibras ocas. Por isso, o fluxo difusivo
de nao-solvente é acelerado no sentido da superficie externa para o centro e
desacelerado no sentido oposto;

A presenca de duas frentes de precipitacdo, uma iniciada na regido central do
orificio da fibra no sentido da interface fibra/banho externo e outro no sentido
oposto, da superficie externa da fibra para a regido central, havendo a
possibilidade do ndo-solvente de um lado afetar a precipitacédo do outro lado;

A presenca de trés interfaces: filme extrusado/ar ambiente (durante a exposi¢éo
ao ar ambiente), filme extrusado/banho externo e filme extrusado/liquido interno,
que influencia a morfologia da fibra obtida por meio da transferéncia de massa
através dessas interfaces;

O volume limitado do liquido interno, que pode ocasionar alteracdo na sua
composi¢cdo para um mesmo ponto da fibra durante a precipitacdo do filme
extrusado;

A expanséo viscoelastica do filme polimérico na saida da extrusora, que pode
ocorrer em funcdo das vazfes de solucdo polimérica e de liquido interno, da
distancia extrusora banho de precipitacéo, da viscosidade do liquido interno e da
velocidade de fiacao (velocidade de recolhimento das fibras). A ocorréncia desse

fendbmeno (die-swell) leva a uma deformacéo do canal interno da fibra.

Assim, devido a complexidade que envolve a sintese de membranas na

geometria de fibra oca e o grande numero de parametros de influéncia, geralmente

membranas planas sao previamente preparadas para estudos de condi¢des de sintese

para a obtencdo de informacdes Uteis sobre a precipitacdo do sistema polimérico em

estudo.

4.1.3. Sintese de membranas de Poli(éter imida)

A poli(éter imida) (PEI) é um dos derivados de uma ampla classe de materiais

conhecidos como poliimidas, polimeros que contém um grupo imida entre dois anéis

aromaticos, ou seja, nas poliimidas, um atomo de nitrogénio € compartilhado por duas

funcdes carbonila.
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Desenvolvida pela General Electric Company, a PEl possui flexibilidade
suficiente para permitir boa processabilidade devido as propriedades da ligagédo do éter
introduzido na cadeia molecular da poliimida. A imida aromética promove também
excelentes propriedades térmicas e mecénicas. E um termoplastico amorfo, cujas
principais propriedades sdo alta resisténcia mecénica, alta estabilidade a temperatura,
resisténcia a chama, excelentes propriedades elétricas e boa estabilidade quimica
(JOHNSON e BURLHIS, 1983). Segundo Chinpa et al. (2010), a poli(éter imida) é um
material bastante atrativo para a formagdo de membranas devido a sua excelente
habilidade em formar filmes e as boas propriedades mecéanicas, bem como boas

resisténcias térmica e quimica, sendo muito utilizada em processos de separacgao.

A poli(éter imida) pode ser sintetizada tanto pelo método de substituicdo
nucleofilica quanto pela reacdo de condensacado entre diaminas e dianidridos, sendo
esta Ultima a técnica mais convencional. Para a resina Ultem 1000, utilizada neste

trabalho, a férmula estrutural é apresentada na Figura 4.11.
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Figura 4.11. Férmula estrutural da resina PEI Ultem 1000®. Fonte: NEUROtiker (2008).

Segundo Sedigh e colaboradores (1999), a presenca do grupo C(CHs)
combinada com uma estrutura rigida do polimero torna a PEI Ultem 1000 um polimero
muito promissor para sintese de membranas poliméricas. A PEIl possui uma massa
molecular de aproximadamente 54000 g/mol e uma temperatura de transi¢éo vitrea em
torno de 215°C a 220°C (BALASHOVA et al., 2001).

A poli(éter imida) é um polimero de grande interesse no preparo de membranas
devido a sua estabilidade quimica e térmica e suas excelentes propriedades de
separacdo (KNEIFEL e PEINEMANN, 1992). Na literatura, séo reportados trabalhos

com esse polimero para aplicacbes em separacdo de gases, pervaporacao,
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ultrafiltracdo, nanofiltracdo desde 1986 e, mais recentemente, na area médica (MITTAL,
2005).

Peinemann et al. (1986) estudaram a sintese de membranas de poli(éter imida)
para aplicagdo na separacdo de hélio. Os autores obtiveram membrana assimétrica
integral com uma pele densa, utilizando a técnica de imersdo-precipitacdo. Em 1992,
em uma atualizagédo desse trabalho, Kneifel e Peinemann sintetizaram fibras ocas de
poli(éter imida) para aplicacdo em separacéo de gases. Como modificagdo do trabalho
anterior, os autores modificaram o solvente da solu¢ao polimérica e o ndo solvente do
banho de precipitagdo. No primeiro trabalho, utilizou-se hidrocarboneto halogenado
como solvente da solugdo polimérica e compostos organicos (acetona e tolueno) como
ndo solvente do banho de precipitagdo. Entretanto, devido & baixa viscosidade da
solucdo polimérica, tais compostos ndo seriam vantajosos no procedimento de fiagdo
da fibra oca. Além disso, eles sao agentes nocivos e inflamaveis e, portanto, no segundo
trabalho, os autores utilizaram solventes misciveis em agua (n-metilpirrolidona,
dimetilacetamida e dimetilformamida) e agua como ndo solvente do banho de
precipitacdo e do liquido interno. Os autores avaliaram os efeitos das condi¢cdes de
operacédo de sintese na estrutura das fibras e verificaram que o aumento da razdo entre
vazao de liquido interno (Qb) e vazéo de solucéo polimérica (Qp), sem alterar a vazéo
total (vazdo de liquido interno + vaz&o de solugé@o polimérica) resulta em reducdo da

espessura de parede da fibras e ndo altera o didmetro externo das mesmas.

Os autores também investigaram o efeito da escolha do solvente da solucao
polimérica. O uso de NMP como solvente resultou em uma estrutura com cavidades
largas, enquanto a utilizagdo de DMA resultou na redugdo do ndmero e tamanho das
cavidades. Utilizando DMF como solvente, foi obtida uma membrana com estrutura

esponjosa.

Ainda na linha de aplicacdo na area de separacdo de gases, Wang e
colaboradores (1998) sintetizaram fibras ocas de PEI, utilizando uma mistura entre NMP
e etanol como solvente. Foram avaliados os efeitos da concentracdo da solucao
polimérica, da distancia extrusora-banho e do pds-tratamento na estrutura morfolégica
das membranas, bem como nas caracteristicas de separacdo de gases (hélio,
hidrogénio, gas carbbnico, oxigénio, argbnio, nitrogénio e metano). Os autores
observaram que a distancia extrusora-banho influencia fortemente a morfologia da fibra
obtida, no controle da formagdo de macrovazios. Com elevadas distancias (30 cm),
foram observadas, através de micrografias das se¢des transversais, que as estruturas

alongadas digitiformes atingiram a superficie externa da fibora. Com a diminuigdo da
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distancia, o comprimento das estruturas alongadas diminuiu; se ndo ha distancia entre

a extrusora e o banho, os macrovazios observados foram muito menores.

As morfologias obtidas influenciam fortemente os resultados de permeabilidade
e seletividade na separacdo de gases e, com a selecdo de condicbes de operacdo
adequadas, € possivel obter fibras ocas de PEI com propriedades interessantes para a
aplicagdo desejada.

Algumas caracteristicas reportadas da poli(éter imida) viabilizam sua utilizagéo
também como biomaterial, como o fato dela ser néo téxica e esterilizavel, devido a sua
resisténcia mecanica e estabilidade térmica (SEIFERT et al., 2002; ALBRECHT et al.,
2007a); ser processavel em diferentes formas (ALBRECHT et al., 2005; ALBRECHT et
al., 2006a); e ser apta a uma ampla gama de modificagdes superficiais (ALBRECHT et
al., 2006b; ALBRECHT et al., 2007b). Alguns trabalhos focados na utilizacdo da PEI
como biomaterial sdo os de Altankov et al. (2005); Lutzow et al. (2006); Trimpert et al.
(2006); Tzoneva et al. (2008a); Tzoneva et al. (2008b).

Jad em 1994, Peluso e colaboradores estudaram a biocompatibilidade da poli(éter
imida) utilizando analises in vivo e in vitro, e verificaram que a PEI é um 6timo material
para o espalhamento e crescimento de células, ndo apresentando reposta citotdxica ou
hemdlise. Os resultados de andlises ainda mais especificas e o fato de da PEI
apresentar boa propriedade de formacao de filme e de esterilizag&o fizeram os autores

concluir que a PEI poderia ser um biomaterial atrativo.

Seguindo nesta linha de pesquisa, Seifert et al. (2002) afirmaram que a poli(éter
imida) representa um material muito interessante para preparo de membranas e
aplicacdo em ¢6rgdos artificiais convencionais, como hemodialise, e mais
particularmente, em 6rgaos biohibridos. Neste sentido, os autores tentaram imobilizar
diversos ligantes em membranas planas de PEI para investigar a resposta tecidual e
sanguinea destes materiais com relagdo ao tipo do ligante e tempo de duragcédo da
funcionalizacdo. As modificacBes estudadas foram a introducdo de grupos hidroxila,
objetivando o aumento da hidrofilicidade; a introducdo de grupos amino primario e
secundario; e a ligacao de heparina visando a melhoria da resposta sanguinea das
membranas. Os autores observaram que a hidrofilicidade das membranas
funcionalizadas praticamente ndo foi alterada em relacgdo a membrana né&o
funcionalizada e que a resposta sanguinea da membrana funcionalizada com heparina
foi a que apresentou melhor resultado, sendo a Unica a apresentar melhoria da
hemocompatibilidade para permitir a utilizagdo dessas membranas em aplicacbes em

contato com o sangue. Em relacdo a resposta tecidual, a funcionalizacdo com a
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introducdo de grupos hidroxila foi a que apresentou melhores resultados, e as demais

foram menos favoraveis para uso como membranas em contato com tecidos.

Tzoneva et al. (2008a) estudaram a hemocompatibilidade de membranas planas
de poli(éter imida) funcionalizadas com grupos carboxilicos, que mostram-se essenciais
para a atividade anticoagulante da heparina. Os autores observaram que o aumento na
quantidade de grupos &cidos na superficie da membrana aumentava a ativagdo do
complemento e elevava a adesdo de plaquetas em relagdo as membranas sem
funcionalizacdo. Este resultado ndo esperado foi explicado pela baixa afinidade de
polimeros de base carboxilica, como o poli(acido acrilico), com a antitrombina, o que
pode diminuir a atividade anticoagulante da superficie do polimero. Apesar do resultado
obtido ndo ter sido o esperado, os autores concluiram que a membrana de PEI possui
algum grau de hemocompatibilidade, porém ainda com alto potencial de formagéo de
trombo, fazendo-se necessario substituir os grupos sulfato na superficie do polimero

para obter melhor compatibilidade com o sangue.

Segundo Senthilkumar et al. (2013), estudos recentes e desenvolvimentos na
area biomédica mostraram que a poli(éter imida) possui excelente biocompatibilidade e
apresenta baixa resposta imunolégica em contato com o sangue. Porém, sua elevada
hidrofobicidade restringe as condicbes de preparo de membranas, fazendo-se
necessario aumentar sua molhabilidade, através da introdugéo de diferentes grupos
funcionais, por exemplo. No trabalho de Senthilkumar e colaboradores, foi proposta a
modificacdo da PEI através da funcionalizacédo por carboxilacdo, seguindo-se o preparo
de uma mistura da PEI funcionalizada com poli(acrilonitrila) (PAN), objetivando o
preparo de membranas de hemodidlise. Os autores observaram aumento da
hidrofilicidade, baixa adsorcdo de proteinas do plasma, supressdo da adesdo de
plaguetas, formacédo de trombo reduzida e supressédo da ativagcdo do complemento

gquando uma maior quantidade de PEI funcionalizada foi utilizada.

Braune et al. (2013) estudaram a hemocompatibilidade de membranas de
poli(éter imida) funcionalizadas com um oligoglicerol linear e metilado e um oligo (etileno
glicol) através de analises em condicdes dindmicas. Os autores concluiram que a PEI é
um material com potencial para aplica¢des cardiovasculares e sistemas extracorporeos.
Nos testes de coagulacéo e ativagdo do complemento, houve uma similaridade entre as

hemocompatibilidades das membranas funcionalizadas e ndo funcionalizadas.

Estudos de sintese e aplicacdo de membranas de poli(éter imida) séo reportados
em diversas areas e um levantamento de alguns trabalhos séo apresentados na Tabela

4.1. Conforme pode ser observado pelos dados apresentados, a poli(éter imida) é um
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polimero explorado na area de membranas em diversos campos de aplicacdo. E
utiizado tanto na geometria plana quanto na de fibra oca e observa-se uma
predominancia de sua aplicacdo, pela pesquisa realizada, na area de separagédo de
gases.
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Tabela 4.1. Alguns trabalhos reportados na literatura sobre sintese e aplicacdo de membranas de Poli(éter imida): 1980 — 2018.

Autor (ano) Geometria Concentracéo de Solvente Banho de Aditivo Aplicacéo
polimero Precipitacéo
Peinemann et Plana - Hidrocarboneto Acetona ou tolueno - Separacao de gases
al. (1986) halogenado
Roesink et al. Plana 25% NMP Agua PVP Microfiltracdo
(1991)
Feng e Huang Plana 20% - 28% DMA Agua deionizada Nitrato de litio Pervaporacéao
(1996)
Wang et al. Fibra oca 25% — 30% NMP Agua deionizada Etanol Separacgéo de gases
(1998)
Xu et al. (1999) Plana 19% - 20% DMA Agua deionizada ou Polibenzimidazol e Separacéo Oleo-agua-
Agua e DMA (3:97) polietilenoglicol surfactante
Seifert et al. Plana 25% NMP Agua deionizada - Contato com sangue
(2002) ou tecido
Shen et al. Fibra oca 21,75% - 23,75% DMA Agua deionizada Poli(éter imida) Ultrafiltracéo
(2003) sulfonada
Kim e Lee Plana 20% NMP Agua Polietilenoglicol Nanofiltracédo
(2004)
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Tabela 4.1. Alguns trabalhos reportados na literatura sobre sintese e aplicacdo de membranas de Poli(éter imida): 1980 — 2018. (cont.)

Autor (ano) Geometria Concentracédo de Solvente Banho de Aditivo Aplicacéo
polimero Precipitacéo
Tao e Young Plana 20% NMP e Diclorometano NMP e - Cultura celular e
(2006) Diclorometano engenharia de tecidos
Qtaishat et al. Plana 12% DMA ou NMP Agua destilada y-butirolactona Destilag&o por
(2009) membranas
Bakeri et al. Fibra oca 10% - 15% NMP Agua - Contactores
(2010)
Bakeri et al. Fibra oca 14,8% NMP Agua e etanol - Contactores
(2012)
Naim et al. Fibra oca 17% NMP Agua deionizada e Polietilenoglicol Contactores
(2014) NMP e agua
Tarsa et al. Fibra oca 18% NMP Agua deionizada Etanol Contactores
(2015)
Ahmad et al. Plana 20% — 30% NMP Agua e isopropanol - Separacao de gases
(2017) (4:1) + 4gua
Santos et al. Plana 15% NMP Agua deionizada PVP Hemodialise
(2017)
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CAPITULO 5 - MATERIAIS E METODOS

Este capitulo objetiva descrever os materiais e procedimentos experimentais utilizados
para a sintese, caracterizacdo e modificacdo superficial das membranas de poli(éter

imida) e poli(vinil pirrolidona), realizadas no desenvolvimento deste trabalho.

5.1. PREPARO DAS SOLUGCOES POLIMERICAS

As solugbes para preparo das membranas compunham-se basicamente do
polimero base, poli(éter imida) (PEI Ultem 1000), de massa molar média numérica 52
kDa, fornecido pela General Electric; do aditivo macromolecular, poli(vinil pirrolidona)
(PVP) do tipo Kgo, de massa molar média numérica 360 kDa, fornecido pela Fluka
Chemica Co.; e do solvente, n-metil-2-pirrolidona (NMP), fornecido pela Vetec. As

estruturas moleculares destes compostos sdo apresentadas na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Estruturas dos componentes das solu¢des poliméricas.

As solucdes poliméricas foram preparadas através da pesagem por adicdo dos
componentes previamente secos em estufa a 60°C. Apos a pesagem dos componentes

em um recipiente de vidro adequado, este foi devidamente fechado e vedado, sendo a
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mistura levada a agitacdo mecéanica e aquecimento (70°C) por aproximadamente 24

horas para completa homogeneizacéo.

5.2. SINTESE DE MEMBRANAS

As membranas na geometria de fibras ocas foram sintetizadas através da
extrusdo simples (extrusora com dois canais de escoamento anulares concéntricos) da
solucdo polimérica previamente preparada. Inicialmente, a solu¢cdo polimérica foi
colocada em um cilindro de aco inoxidavel (tanque de alimenta¢éo), o qual permanecia
em repouso durante 24 horas para eliminacdo de bolhas de ar remanescentes formadas
durante o processo de transferéncia da solu¢do para o cilindro. A pressurizacdo do
tanque de alimentagdo com gas inerte (nitrogénio) permitia o0 escoamento da solugéo
para o canal externo anular da extrusora, enquanto que simultaneamente escoava no
canal interno da extrusora o liquido coagulante movido por bomba de engrenagem da
marca Diacti. O contato das duas fases liquidas se da na saida da extrusora e permite
a formacao inicial da fibra oca. A composicdo do liquido interno é importante variavel
para determinac@o da morfologia da membrana, conforme discutido no Capitulo 4. O
sistema de fiacao utilizado foi o disponivel no laboratério de Processos com Membranas
e Polimeros do PEQ.

O posicionamento da extrusora em relacdo ao banho externo de precipitacéo,
chamado de distancia extrusora-banho (DEB), é um parametro importante para
determinacdo da morfologia da fibra formada, pois juntamente com a velocidade de
fiacdo, determina o tempo de exposicao ao ar da fibra extrusada. Ao entrar no banho de
precipitacao, composto de agua microfiltrada, as fibras eram posicionadas manualmente
em roldanas de nylon e tensionadas por acdo de um motor regulavel que atuava apés
a ultima roldana. Na saida do banho de precipitacéo, as fibras eram recolhidas em outro
banho de agua microfiltrada, a fim de remover o solvente residual ainda presente na
matriz polimérica. Um esquema do sistema de sintese de fibras ocas por extrusao,
conforme utilizado neste trabalho, foi apresentado na Figura 4.10, do Capitulo 4. Na
Figura 5.2, é apresentado o detalhe da extrusora utilizada para confecgéo das fibras

ocas.
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Figura 5.2. Detalhe da extrusora utilizada no sistema de fiagcao por extrusdo da solucao
polimérica.

As fibras formadas eram mantidas imersas em agua microfiltrada e levadas a
estufa a 60°C durante 24 horas para completa eliminacdo de solvente residual. Em
seguida, a secagem dessas fibras era realizada em temperatura ambiente, apos sua
prévia imersdo em um banho de agua e glicerol (10:1) durante 4 horas.

Durante a sintese das fibras, as principais variaveis de estudo foram a
composicao da solucdo polimérica, em relagédo as quantidades do polimero base PEI e
do aditivo PVP e a composicdo do liquido interno. As condigbes experimentais
estudadas séo apresentadas na Tabela 5.1, sendo a pressao indicada a mantida no
tanque de alimentag&o da solug&o polimérica, e que determina a sua velocidade e vazéo

massica. A temperatura de sintese variou em torno de 24°C a 25°C.
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Tabela 5.1. Condi¢des experimentais utilizadas na sintese das fibras ocas.

Condicao PEI (%) PVP (%) Liquido interno Presséo (bar)

1 12 10 Agua 3
2 12 10 Agua:NMP (1:1) 3
3 15 05 Agua 2
4 15 05 Agua:NMP (1:1) 1
5 15 10 Agua 4
6 15 10 Agua:NMP (1:1) 4
7 12 05 Agua 1
8 12 05 Agua:NMP (1:1) 1

Além das condi¢cBes experimentais, alguns parametros foram medidos em cada
fiacdo: vazao de solucdo polimérica (g/min); DEB (cm); vazédo de liquido interno
(mL/min); e velocidade de fiacdo (cm/s). O tempo de exposi¢do ao ar das fibras é
calculado pela razdo entre o DEB e a velocidade de fiagdo. Tais parametros séo

apresentados no Anexo A.

Para a realizagdo de algumas andlises, foi necessaria a sintese de membranas
planas. Para isso, foi realizado o espalhamento simples da solucdo polimérica, a qual
foi vertida sobre uma placa de vidro de 20 cm x 30 cm, previamente lavada, seca e livre
de material aderido. O espalhamento foi realizado manualmente, utilizando uma faca de
aco inoxidavel de espessura controlada de 0,15 mm. Apos o espalhamento, o filme
polimérico foi imerso no banho de ndo solvente, composto de agua destilada
microfiltrada e desmineralizada, quando ocorria a fixacdo da estrutura e formacéo da

membrana.

Do mesmo modo realizado com as fibras ocas, as membranas planas formadas
eram mantidas em um banho de agua e levadas a estufa a 60°C durante 24 horas para
eliminacédo de solvente (NMP) e aditivo (PVP) residuais. A secagem das membranas
também foi realizada em temperatura ambiente, apds a imersao das mesmas em um

banho de agua e glicerol (10:1) durante 4 horas.

As etapas envolvidas na sintese de membranas planas através do espalhamento

simples estdo esquematizadas na Figura 5.3.

82



(a) (b)

o
[ k

() (d)

Figura 5.3. Etapas da sintese de membranas planas por espalhamento. (a) Solucéo
polimérica sendo vertida na placa de vidro; (b) Espalhamento com faca de espessura

controlada; (c) Exposigéo ao ar ambiente; (d) Imerséo no banho de precipitagéo.

5.3. SINTESE DOS MODULOS DE FIBRAS OCAS

Com as fibras ocas sintetizadas, foram montados moddulos de permeacao,
dispondo as fibras longitudinalmente em tubos de CPVC da marca Amanco®. Os
modulos compunham-se de um feixe de 10 fibras, as quais eram fixadas nas
extremidades utilizando resina epdxi do tipo Araldite®. Apds o tempo de cura da resina
(aproximadamente 6 horas), as extremidades eram cortadas com o uso de uma faca de
corte especifica e conexdes do tipo luva eram colocadas nessas extremidades para

viabilizar as demais conexdes necessarias.

Do mesmo modo, foram confeccionados médulos com fibras de uso clinico em
hemodialise, uma de polissulfona e outra de poli(éter sulfona). Neste caso, o feixe

continha 62 fibras, a fim de obter area semelhante a dos demais médulos.

A Figura 5.4 apresenta o detalhe de um modulo de permeacdo montado

conforme descrito anteriormente.
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Figura 5.4. Modulo de permeacéo e detalhe da extremidade cortada para conexdo da

alimentacao.

5.4. MODIFICACAO SUPERFICIAL

A modificagéo superficial das membranas sintetizadas tinha como objetivo elevar
a hemocompatibilidade das mesmas, viabilizando sua utilizacdo em hemodialise. Foram
realizadas modificagBes por meio da imobilizacdo de heparina e, como testes iniciais,
imobilizacdo de albumina, através da ligagdo covalente dos grupos funcionais dessas

substancias com grupos amino previamente inseridos na superficie da membrana.

Foram analisadas duas substancias como doadoras de grupos amino: a etileno
diamina (EDA) ou a Poli(etileno imina) (Pei). A utilizagdo da Pei foi baseada em trabalho
anterior do grupo, publicado por Santos et al. (2017), realizando-se algumas adaptacdes

necessarias.

a) Metodologia 1: Rota utilizando poli(etileno imina) e maior tempo de reacdo
(Pei_30_PEGDGE)

A primeira metodologia analisada utilizou a Pei como doador de grupos amino.
As membranas foram colocadas em contato uma solucéo de Pei 2% em isopropanol e
adgua (1:1) durante 30 minutos, a 70°C. Apos a reacdo, as membranas foram lavadas
com 4gua desmineralizada e, em seguida, colocadas em contato com uma solucao

aquosa 2% de poli(etileno glicol) diglicil éter (PEGDGE), a temperatura ambiente,
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durante 24 horas. Esta segunda etapa tinha funcéo de estabilizar a superficie ativada
da membrana, pois a camada de poli(etilieno imina) formada ndo é estavel em
temperaturas superiores a 60°C (ALBRETCH et al., 2006). Apds a estabilizacdo, as
membranas foram novamente lavadas com 4gua desmineralizada e, s6 entao procedeu-

se a imobilizagcéo de albumina ou heparina na superficie da membrana.

Para a imobilizacdo de albumina ou heparina, foi preparada uma solucéo
contendo 200 mL de tampdo citrato (pH 5), 20 mg de EDC (1-etil-3-(3-dimetil
amidopropil) carbodiimida) e 100 mg de albumina bovina sérica, adquirida da Sigma-
Aldrich, ou 10 mg de heparina sédica, adquirida da Tocris Bioscience, com atividade
bioldégica minima >150 U.l./mg. O EDC é utilizado para ativar a cadeia carboxilica e,

dessa forma, viabilizar a reacéo direta desta com a amina primaria.

As membranas foram colocadas em contato com essa solugdo durante 24 horas,

a 4°C, seguindo-se a lavagem com agua desmineralizada.

Na Figura 5.5 é apresentado um esquema proposto da reacdo que ocorre

através dessa metodologia de modificagéo superficial.

H
~ N
Imersao em HN/\/ NN NH2
solucéo de Pei 2% |
30 minutos
Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP
Imersdo em solucéo
H PEGDGE 2% -
HN/\//N WNHE 24 horas

Membrana PEI/PVP

Introducéo de
heparina ou albumina -
24 horas

Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP

Figura 5.5. Esquema proposto para reacdo de modificacdo superficial através da

Metodologia 1.
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b) Metodologia 2: Rota utilizando poli(etileno imina) e menor tempo de reagéo (Pei_1)

A segunda metodologia utilizou novamente Pei como doador de grupos amino,
porém o tempo de reacao foi reduzido para 1 minuto e a ligagdo covalente da albumina
ou heparina foi realizada imediatamente apos a introdugéo de grupos amino e lavagem
das membranas, sem a etapa de estabilizagdo com PEGDGE. A aplicacido proposta
para a membrana esta na faixa de estabilidade da camada de poli(etileno imina) e,

portanto, essa etapa da metodologia foi retirada.

Na Figura 5.6 é apresentado um esquema proposto para a reagdo que ocorre

através dessa metodologia de modificacdo superficial.

Imersao em H

N NH:z
solucgéo de Pei 2%_ AN AN AN

Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP
Iminuto ,

Introducéo de

heparina ou albumina -

\L 24 horas
e -NH ou 3 -MH
v W e T
H|N A X H|NE }n X

Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP

Figura 5.6. Esquema proposto para reacdo de modificacdo superficial através da
Metodologia 2.

¢) Metodologia 3: Rota utilizando etileno diamina (EDA_24)

A terceira metodologia analisada utilizou EDA como agente doador de grupos
amino, ao invés da Pei. A etapa de introducéo de grupos amino foi entéo realizada com
uma solugcdo aquosa 3% de EDA, durante 24 horas, a 15°C. A estabilizacdo com
PEGDGE nessa metodologia ndo € necessaria, pois ela esta associada a camada nao
estavel da poli(etileno imina) a temperaturas elevadas. Apos a introducdo dos grupos
amino, segue-se a lavagem da membrana com agua desmineralizada e ligacao

covalente da albumina ou heparina, do mesmo modo da metodologia 1.

Na Figura 5.7 é apresentado um esquema proposto para a reagdo de

modificagc&o superficial utilizando a etilenodiamina como doador de grupos amino.
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~ ~ NH — CH2 — CH2 — NH2
Imersdo em solucgéo |

de EDA 3%
Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP
24 horas
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heparina ou albumina -

\l/ 24 horas
NH — CH2 - CH2 — NH NH - CH2 — CH2— NH
ou
Membrana PEI/PVP Membrana PEI/PVP

Figura 5.7. Esquema proposto para a reacao de modificacdo superficial através da

Metodologia 3.

Para a realizagdo da modificacdo da superficie das membranas na geometria
fibra oca, foi realizado o bombeamento das solu¢gbes descritas por dentro das fibras,
utilizando os médulos confeccionados conforme descrito no item 5.3. As temperaturas
das solucgdes foram controladas utilizando uma placa de aquecimento e banho de

refrigeragéo.

No caso da modificagcéo realizada na superficie de membranas planas, foram
cortados pedacos contendo aproximadamente 47 mm de didmetro, os quais eram
imersos na solugdes. O controle das temperaturas altas foi realizado utilizando placa de
aguecimento, e para alcancar a temperatura de 4°C, as membranas planas reagiam
com as soluc¢des de imobilizagdo de albumina e heparina na geladeira, sob agitacao

magnética branda constante.

5.4.1 Quantificagdo de Albumina Imobilizada

A quantificagdo da albumina imobilizada foi realizada utilizando a metodologia
de Bradford (BRADFORD, 1976), baseado na adsorcéo do reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250. Segundo essa metodologia, preparou-se 1 L do reagente utilizando-se 0,1
g de azul brilhante de Comassie, 50 mL de etanol 95%, 100 mL de &cido ortofosférico

85%, completando-se o restante com agua destilada. O reagente foi armazenado em
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frasco ambar, a 4°C, mantendo-se estavel por trés meses. Antes de cada utilizacéo, era

realizada uma filtragem do reagente, para retencdo de qualquer material precipitado.

A ligagéo do corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 as proteinas induz a
conversao do corante a uma forma estavel ndo protonada, de coloragéo azul, e com um
méximo de absorcdo a 595 nm. Esta forma, azul e ndo protonoada € detectada pela
leitura de absorbancia a 595 nm por espectrofotometria, a fim de quantificar a
concentracdo de proteinas. Dessa forma, amostras da solu¢cdo de albumina antes e
apos a reacdo com as membranas foram analisadas e a quantidade imobilizada foi

determinada por um balan¢co de massa.

Uma curva de calibracdo foi determinada antes de cada andlise de Bradford,
utilizando cinco solu¢des padrdo de concentragdo conhecida de albumina (0,02; 0,04;
0,06; 0,08 e 0,1 g/L). O branco consistia da solugdo tampé&o de citrato de so6dio com
EDC.

O tempo de reagcdo das amostras e solugbes padrdo com o reagente de
Coomassie era de 10 minutos, apds o qual era realizada a leitura da absorbancia a 595

nm.

5.4.2. Quantificagdo da Heparina Imobilizada

A quantificac@o da heparina imobilizada na superficie da membrana foi realizada

utilizando método colorimétrico da metacromasia proposto por FARNDALE et al (1986).

A solucdo de analise foi preparada através da dissolucdo de 16 mg de azul de
metileno em 1 L de agua destilada contendo 3,04 g de glicina, 2,37 g de NaCl e 95 mL
de HCI 0,1 M. Este reagente é estavel em vidraria @mbar durante trés meses, a
temperatura ambiente. Quando esta solucdo € estocada a 4°C, a cor é revertida,

provavelmente devido a agregacédo de particulas do corante (FARNDALE et al, 1986).

Para a determinacdo da concentracdo de heparina, 100 pL de amostra,
coletados antes a apds a reacdo com as membranas, foram adicionados a 2,5 mL da
solucdo de andlise, realizando-se a leitura da absorbancia a 550 nm. Da mesma forma
gue para a albumina, a quantidade de heparina imobilizada foi obtida por um balanco

de massa a partir das concentra¢gfes da solucdo antes e apos a imobilizacéo.

Uma curva de calibracdo foi obtida a partir de solucdes padrdo de heparina,
preparadas com concentra¢des conhecidas (7; 17,5; 35; 52,5; 70 mg/L) antes de cada

andlise. Assim como na analise de quantificacdo de albumina, o branco consistia da
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solucao tampdo de citrato de sédio com EDC. Foi necessério realizar diluicdes para que

as amostras entrassem na faixa de linearidade.

5.5. TESTES DE CARACTERIZAGAO

Para a caracterizacdo das membranas, foram realizadas andalises da morfologia,
observando-se a superficie interna (Sl), superficie externa (SE) e a sec¢do transversal
(ST) das mesmas; das propriedades de transporte, medindo-se a permeabilidade
hidraulica, rejeicdo de solutos urémicos, lisozima e albumina, através de testes de
ultrafiltragcdo, e Remocgéo de ureia, através de testes de didlise. As superficies das
membranas foram caracterizadas através de analises de hidrofilicidade, potencial zeta
e espectroscopia de infravermelho (FT-IR). Por fim, foram realizadas analises de
hemocompatibilidade/biocompatibilidade por meio de testes de adsorgéo de proteinas,
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e tempo de protrombina (PT), adeséo
plaguetaria e hemdlise, realizados segundo a ISO 10993 (2017), parte 4, que trata da
selecdo de testes para avaliacdo de interacfes de equipamentos médicos com o
sangue. Essas Ultimas analises foram realizadas em parceria com a Escola de
Enfermagem e Farmacia, da Universidade Federal de Alagoas, no Laboratério de
Diagnésticos de Doengcas Complexas e Terapia Celular/ Hematologia Clinica
(LADITEC).

5.5.1. Analise morfol6gica

A analise morfolégica das fibras foi realizada utilizando o microscépio de
transmissao e varredura Jeol 200FX, localizado no Laboratério Multiusuario de
Microscopia Eletrdnica e Microanalise, do Programa de Engenharia Metallrgica e de
Materiais (PEMM), o microscépio eletrbnico de varredura FElI Quanta 200, do
Laboratério de Processos de Separagdo com Membranas e Polimeros (PAM) e o
microscopio eletrébnico de varredura FEI - Inspect S50, do Instituto Nacional de
Tecnologia (INT). Amostras das superficies interna e externa e da sec¢éo transversal
foram fixadas em um suporte metalico e metalizadas através do recobrimento com uma
fina camada de ouro/platina, de aproximadamente 300 A, em um metalizador do tipo
sputtering (Quorum Q150RES). A metalizagdo é necessaria em materiais que néo

conduzem corrente elétrica, como é o caso das membranas analisadas. As amostras
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das sec¢Oes transversais foram fraturadas em banho de nitrogénio liquido, pois o
congelamento rdpido da membrana evita que ocorra a deformacdo dos poros, se
presentes.

5.5.2. Permeabilidade hidraulica

Os modulos confeccionados conforme descrito no item 5.3 eram montados no
sistema de permeacgéo esquematizado na Figura 5.8 para medi¢do da permeabilidade
hidraulica. Neste sistema, a alimentacao era bombeada por dentro das fibras, mantendo
a extremidade inferior fechada e coletando o permeado pela lateral do médulo. O
sistema era operado em regime continuo, com retorno de parte da alimentagcéo (agua
destilada, microfiltrada e desmineralizada) bombeada para as fibras, ajustando-se a
presséo através de uma valvula reguladora. A vazdo de permeado era medida com o
auxilio de uma proveta de 10 mL e a presséo de operacgdo variou na faixa de 0,4 até 1

bar.

A determinacdo da permeabilidade hidraulica se dava através da determinagéo
do fluxo de permeado em diferentes pressdes, segundo a Equacdo 5.1, apos prévia

compactacdo das membranas a uma pressao constante de 1 bar.

Jp = LpAP (Equacéo 5.1)

Jp € o fluxo de permeado (L/h.m?)
Lr é a permeabilidade hidraulica (L/h.m2.bar)

AP é o diferencial de presséo (bar)

A area de superficie util de permeacédo do feixe de fibras foi determinada

utilizando-se a Equacao 5.2.

Agrip = nmDL (Equacéo 5.2)

n é o nimero de fibras no feixe
D € o didmetro interno médio das fibras (m)

L é o comprimento util da fibra no médulo (m)
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Alimentacao
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permeado

Volume

Figura 5.8. Esquema do sistema de permeacéo para determinacdo da permeabilidade

hidraulica.

No caso das membranas planas, foi utilizada uma célula de permeacao,
acoplada a um sistema de permeacdo, conforme esquematizado na Figura 5.9. A
membrana era cortada no formato circular, com diametro de 4,7 cm e colocada na célula
de permeacdo. A célula era fechada e conectada ao sistema. O sistema de permeagéo
utilizado era de fluxo continuo, com reciclo de concentrado. O tanque de alimentacao

era preenchido com agua desmineralizada.

A determinacdo da permeabilidade hidraulica foi realizada utilizando-se a
Equacéo 5.1, medindo-se o fluxo de permeado variando a pressao de operacédo de 0,5

bar a 1,8 bar, pressdo em que foi realizada a compactacdo das membranas.
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Figura 5.9. Esquema do sistema de permeacdo das membranas planas.

5.5.3. Coeficiente de rejeicdo de solutos urémicos, lisozima e albumina

Os coeficientes de rejeicdo de solutos urémicos, lisozima e albumina foram
determinados utilizando os sistemas de permeacao esquematizados anteriormente nas
Figuras 5.8 e 5.9. A pressao de operacéo foi fixada em 0,25 bar, coletando-se amostras
da alimentacdo e permeado apds o estado estacionario ser atingido. Foram analisados
como solutos urémicos creatinina, fosfato e vitamina Bi2, que apesar de ndo ser uma
toxina urémica, é utilizada como marcador para solutos moleculares na faixa de
tamanho entre pequeno e médio. A lisozima foi utilizada como representante do soluto
de massa molar média, especificamente a > — microglobulina, pois possuem massas
molares semelhantes (B> — microglobulina : 11,8 kDa; lisozima: 14,3 kDa). Na Tabela
5.2 sdo apresentadas as concentracdes utilizadas das solugcbes de alimentacdo nos

testes de ultrafiltracéo.
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Tabela 5.2. ConcentracBes e massas molares dos solutos utilizados nos testes de

ultrafiltragéo.

Soluto Concentracdo Massa molar (kDa)
Creatinina (mmol/L) 0,94 0,113
Fosfato (mmol/L) 1,7 (pH 7,4%0,1) 0,134
Vitamina B12 (mmol/L) 0,04 1.4
Lisozima (mg/L) 90 14,3
Albumina (mg/L) 1000 66

Para determinacdo da concentragéo de creatinina, foi utilizado um kit especifico
da marca Katal, o qual utiliza a metodologia de Jaffé, através da qual a creatinina reage
com &cido picrico em meio alcalino, formando complexos corados com um maximo de
absor¢cdo em 510 nm. Para determinagdo da concentracdo de fosfato, também foi
utilizado um kit especifico, da marca Doles, o qual utiliza a metodologia de Gomori
modificado, com reac¢do do fésforo inorganico com molibdato, formando um complexo
fosfomolibdato de cor azul, realizando-se a leitura da absorbancia das amostras a 660
nm. Os valores de absorbancia de cada amostra analisada eram relacionados com uma
curva de calibracdo previamente determinada a partir dos padrées de concentracdo
conhecida fornecidos junto com os kits. As curvas de calibragcdo utilizadas sé&o

apresentadas no Anexo B. A Tabela 5.3 descreve o contetdo quimico dos kits utilizados.

Tabela 5.3. Conteudo quimico dos kits para determinagéo da concentracao de creatinina

e fosfato.
Kit
Creatinina Fosfato
Contelido quimico Solucao tampéao Acido ascorbico
Acido picrico Reagente molibdato

Acidificante (acido acético)  Solucéo alcalina

Solucgéo padréo (3,0 mg/dL) Solucao padrao (5 mg/dL)

As andlises das concentracfes das amostras de alimentacdo e permeado de
vitamina Biz, lisozima e albumina foram realizadas através das leituras das
absorbéancias das mesmas, utilizando um espectrofotbmetro, sem a necessidade de kits

especificos, pois estas substancias apresentam pico de absorcao caracteristico de 560
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nm para a vitamina B, 281 nm para a lisozima e de 278 nm para a albumina. Curvas
de calibracdo foram previamente obtidas a partir de solucdes destes solutos com
concentracdes conhecidas e sédo apresentadas no Anexo B.

Conhecidas as concentragfes de alimentacdo e permeado de cada um dos
solutos analisados, o coeficiente de rejeicdo foi calculado a partir da Equagéo 5.3.

R(%) = ( - C—P) %x 100 (Equacéo 5.3)

Ca

Ce é a concentracdo do permeado

Ca € a concentracdo da alimentacéo

A concentragéo das solugdes de soluto utilizadas seguia a norma internacional
para testes de hemodialise, 1SO 8637:2010.

5.5.4. Remocdo de ureia e clearance

Para determinar a remocdo de ureia e o clearance, foram realizados testes de
dialise com duragéo de 4 horas, alimentando-se uma solu¢do aquosa de ureia a 1800
mg/L por dentro das fibras, e 4gua desmineralizada entre a carcaga do modulo e as

fibras, atuando como dialisato, conforme apresentado no esquema da Figura 5.10.
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Alimentacao Dialisato
[ yOy

Figura 5.10. Esquema do sistema utilizado nos testes de didlise.

Conforme se pode observar na Figura 5.10, parte da solugéo de ureia alimentada
retorna para o tanque de alimentacédo (para que haja um melhor controle da vazéao de
alimentacdo) e parte passa por dentro das fibras, retornando, entédo, para o tanque de
alimentacdo. O dialisato é alimentado por fora das fibras, preenchendo o mdédulo de
permeacdo e retornando para o tanque de dialisato. Amostras da alimentagédo e do
dialisato foram coletadas no inicio e ao final do procedimento. As vazdes de alimentacdo
foram mantidas em torno de 225 mL/min e de dialisato, 450 mL/min. No caso dos testes
com os modulos de fibras comerciais, as vazfes de alimentagdo méximas atingidas

eram de 25 mL/min, mantendo-se a de dialisato o dobro desse valor.

As concentragbes das amostras coletadas foram medidas utilizando um kit
especifico de determinacao de ureia, da marca Katal, o qual utiliza o0 método enzimético
colorimétrico (metodologia Urease Berthelot). Por este método, inicialmente a ureia é
hidrolisada pela enzima urease e produz gas carb6nico e ions amonio. Estes ions, ap6s
reacdo, produzem o corante azul de indofenol, cuja cor formada é proporcional a
concentracdo de ureia, fazendo-se a leitura da absorbancia a 600 nm. Uma curva de
calibragéo foi previamente determinada a partir de uma solugéo padrdo a 700 ppm

fornecida pelo kit (Anexo B).

A remocdo de ureia foi determinada a partir da concentracéo final de dialisato
(ap6s 4 horas) e da concentracdo inicial da solucdo de alimentacdo, utilizando a

Equacéo 5.4.
— Cur ~
RU (%) = (1 — C—) X 100 (Equacéo 5.4)
Ui

Cut € a concentracdo de ureia pos-dialise

C.i é a concentracdo de ureia pré-dialise
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O clearance de ureia foi calculado utilizando a definicdo do clearance difusivo
dada pela Equacéo 2.12 e discutida anteriormente.

5.5.5. Caracteriza¢cdo das superficies das membranas

5.5.5.1. Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

7

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica baseada nas
vibragbes dos atomos de uma molécula. Um espectro de infravermelho é geralmente
obtido passando a radiacédo infravermelha através de uma amostra e determinando a
fracdo da radiacdo incidente absorvida em uma determinada energia. A energia na qual
qualquer pico em um espectro de absor¢ao aparece corresponde a frequéncia de uma
vibragdo de uma parte de uma molécula de amostra (STUART, 2004).

A técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho permite a avaliacdo de
alteracdes nas amostras pela comparacdo das bandas de absor¢ao, caracteristicas de
grupos funcionais especificos, em fun¢do do aparecimento, desaparecimento, aumento
ou diminuigdo destas bandas. E uma técnica analitica que permite a identificagéo de
compostos organicos, inorganicos e poliméricos, por meio das absor¢des caracteristicas
de grupos funcionais especificos. Para analise qualitativa, a interpretagdo de um
espectro IR é feita com base na posicao, formato da banda, comparacao de espectros

encontrados na literatura disponivel e histérico da amostra (PANZARINI, 2003).

As membranas planas foram caracterizadas quanto a estrutura quimica, antes e
depois da modificacdo superficial, por espectroscopia de infravermelho de refletancia
total atenuada (FT-IR/ATR), utilizando-se o espectrébmetro da marca PerkinElmer,

modelo Spectrum 100.

A regido analisada foi entre 500 e 4000 cm™, utilizando 16 varreduras para cada

amostra, que foram colocadas sob o cristal em apenas um lado.

5.5.5.2. Hidrofilicidade

A hidrofilicidade das membranas foi avaliada por meio das analises de angulo

de contato e de absor¢éo de agua.
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O angulo de contato é definido como o angulo formado pela intersecdo da
interface liquido-sélido e a interface liquido-vapor (adquirida geometricamente aplicando
uma linha tangente do ponto de contato ao longo da interface liquido-vapor no perfil da
gota). A interface onde coexistem sélido, liquido e vapor é referida como a "linha de
contato trifasico". A Figura 5.11 mostra que um pequeno angulo de contato € observado
guando o liquido se espalha na superficie, enquanto um grande angulo de contato é
observado quando o liquido ndo se espalha na superficie. Mais especificamente, um
angulo de contato inferior a 90° indica que o molhamento da superficie é favoravel e o
fluido se espalhara sobre uma grande area na superficie; enquanto angulos de contato
superiores a 90° geralmente significam que o molhamento da superficie é desfavoravel,
entdo o fluido minimiza o contato com a superficie e forma uma gota de liquido compacta
(YUAN e LEE, 2013).

0 <90° 0 =90° 6 > 90°

Figura 5.11. llustracdo dos angulos de contato formados por gotas de liquido em

superficie lisas. Fonte: Yuan e Lee (2013).

Para a medicdo do angulo de contato, foi gerada uma gota de agua de no
méaximo 10 pL, a qual foi colocada na superficie limpa e seca da membrana. Para isso,
utilizou-se o goniémetro OCA 15EC, mostrado na Figura 5.12, e o programa SCA 20,
ambos fornecidos pela Dataphysics. Nesse equipamento, uma seringa é preenchida
com o liguido ao qual sera medido o &ngulo de contato com a superficie (neste caso,
adgua) e uma gota do liquido é gerada perpendicularmente a superficie das membranas
analisadas. O operador do equipamento regula a distancia entre a gota e a superficie,
movimentando a superficie. Gera-se um video de todo o procedimento, desde a
formacdo da gota, seu contato com a superficie e o possivel espalhamento que pode
ocorrer em superficies muito hidrofilicas ou muito porosas. No instante do contato entre
a gota e a superficie, uma fotografia é tirada e o proprio programa a analisa, dando como

resultado os angulos de contato direito e esquerdo e a média destes, o erro e 0 volume
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da gota. O volume da gota ndo deve ser maior que 10 L para que os efeitos da forga
de gravidade possam ser desprezados.

Seringa B

Superficie
analisada

Camera i grama SCA 20

Figura 5.12. Goniometro OCA 15.

Outra técnica utilizada para avaliar a hidrofilicidade das membranas antes e apds
a modificacao superficial foi a andlise de absorgéo de 4gua, conforme Wang et al (2009).
Uma quantidade conhecida de membrana seca, definida como ms, foi imersa em agua
desmineralizada durante 8 horas, a 25°C. Apés esse tempo, 0 excesso de agua na
superficie foi removido, a membrana foi pesada e sua nova massa, definida como m.. A
absorcdo de agua foi calculada pela diferenca entre as massa m. e mg, dividida pela

massa de membrana inicial, m;, e dada em mg de 4gua/mg de membrana.

5.5.5.3. Potencial zeta

As medidas do potencial zeta das membranas foram realizadas no equipamento
SurPass (Anton Paar, Austria), baseando-se no fenémeno eletrocinético do potencial de
escoamento (streaming potential). No equipamento utilizado, potencial zeta é calculado
a partir do potencial de escoamento gerado pelo fluxo de uma solucao eletrolitica diluida
recirculada (solucdo de cloreto de potassio 1 mM) por um canal formado por um
espacador entre duas amostras de membranas idénticas, dispostas uma oposta a outra,
segundo a Equacédo 5.5, de Fairbrother-Mastin (HURWITZ et al., 2010):
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(i_‘lf) = g% (’1’:%) (Equagéo 5.5)

A é o potencial de escoamento (mV)

AP é a pressao aplicada na célula para forcar o eletrélito a fluir sobre a superficie
carregada (mbar)

&y € a permissividade no vacuo (As/Vm)

&, € a constante dielétrica relativa do solvente do eletrélito

G € o potencial zeta (mV)

n é a viscosidade dindmica do eletrélito (mPa.s)

Ao € a condutividade elétrica do eletrolito em circulagdo (mS/m)

A € a condutividade elétrica da solugéo eletrolitica (mS/m)

Rn € a resisténcia elétrica medida através do canal de escoamento

R é aresisténcia elétrica medida através do canal em condi¢des experimentais normais

Antes da realizacdo da analise, as membranas antes e ap0s a funcionalizagéo

da superficie eram imersas em solucao de cloreto de potassio 1 mmol/L.

A montagem anteriormente descrita para a andlise foi adaptada para as
membranas desse trabalho, que apresentavam elevado vazamento na metodologia
convencional. Dessa forma, o canal formado para o escoamento da solucao eletrolitica
continha apenas uma membrana e o espacador. Os resultados para esse tipo de
operacdo sdo analisados por comparacdo das amostras, ndo sendo levados em
consideracdo os valores absolutos apresentados pelo equipamento. A faixa de pH
analisada foi de 2 a 6, ajustado utilizando um titulador automatico do proprio
equipamento, pela adicdo de solucbes de acido cloridrico (HCI) e de hidréxido de soédio

(NaOH), se necessério.

As medidas representam a média de quatro pontos realizados em um mesmo

experimento.
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5.5.5.4. Adsorcéo de proteinas

Os testes de adsor¢do de proteinas sdo importantes em membranas para uso
em hemodidlise porque a perda de proteinas durante o tratamento pode causar a

hipoalbuminemia e, consequentemente, levar a morte dos pacientes.

Para determinacédo da adsorcao de albumina na superficie das fibras, foi utilizado
0 método estdtico, através do qual uma massa de membrana conhecida
(aproximadamente 50 mg) foi acondicionada em tubos de vidro contendo 10 mL de
solucdo de albumina bovina a 40 mg/L (concentracdo similar a do sangue humano),
sendo levados a agitacdo em um shaker a temperatura ambiente, durante 4 horas,
tempo médio de uma sessdo de hemodidlise. As concentracdes das solugbes de
albumina foram determinadas no inicio e apds o contato com as membranas, realizando-
se a leitura da absorbéncia a 278 nm e fazendo-se a correlagdo com a curva de
calibracé@o pré-determinada (Anexo B).

A quantidade de albumina adsorvida, em mg de albumina por mg de membrana,
foi determinada por diferenca de concentracdo, considerando-se o volume de solugéo
utilizado, através da Equacéo 5.6.

Adsorcio de albumina = (ﬂ) (Equacéo 5.6)

Mmembrana

m; € a massa inicial de albumina em solugéo

my € a massa de albumina em solugéo apos o tempo de contato com a membrana

5.5.6. Analise da hemocompatibilidade

A hemocompatibilidade é uma das mais importantes propriedades dos materiais
gque possuem aplicacdo em contato com o sangue. Portanto, as interagdes adversas
entre o material desenvolvido e o sangue deve ser avaliada a fim de prevenir a ativacao

e destruicdo de componentes do sangue durante a utilizacdo (WEBER et al., 2018).

A hemocompatibilidade de equipamentos médicos que possuem contato com
sangue deve ser avaliada conforme a norma ISO 10993 — 4 (2017), que trata da selecdo
de testes que devem ser executados em equipamentos médicos e dentarios cuja
aplicagcdo envolve o contato com o sangue. Esta norma contém cinco parametros de

avaliacdo da hemocompatibilidade do material: adesao plaquetaria, trombogenicidade,
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avaliacdo hematoldgica, coagulacdo e sistema complemento. Nesta tese, foram
realizadas analises relacionadas a esses parametros, todas in vitro, através de testes
de tempo de protrombina e de tromboplastina parcial ativada (parametro de
coagulacéo), hemdlise (parametro de avaliacdo hematoldgica), adesédo de plaguetas
(parametro adesdo plaguetéria e trombogenicidade) e sistema complemento C3 e C4

(sistema complemento).

Para a realizacao dessas andlises, foi necessaria a submissdo de um projeto
para apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa (CEP), nos termos da
Resolucdo n. 466, do Conselho Nacional de Satde de 12/12/2012 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013), segundo a qual todo e qualquer projeto de pesquisa relativo a seres
humanos, seja direta ou indiretamente, deve ser submetido a apreciacdo de um CEP. O
projeto foi aprovado para realizacdo das analises em 02/09/2018 e o parecer aprovando

a realizacdo dos testes é apresentado no ANEXO C.2.

As andlises de hemocompatibilidade foram realizadas no Laboratério de
Diagnosticos de Doencas Complexas e Terapia Celular/Hematologia Clinica
(LADITEC), da Escola de Enfermagem e Farmécia da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). O LADITEC é um dos laboratérios que compdem o Centro de Diagnésticos
Complexos — CDC da UFAL, responsavel por fornecer servigcos de diagndsticos de alta
complexidade em biologia molecular para todo o estado de Alagoas e regido préxima,
sendo o LADITEC responsavel pelos diagndsticos citogenéticos e moleculares na area

de oncohematologia.

Todas as andlises de hemocompatibilidade foram realizadas com membranas
planas sintetizadas a partir de solucdo polimérica de mesma composi¢ao utilizada na
sintese das fibras ocas utilizadas nesse estudo (solu¢ao polimérica composta por 12%
de PEI, 05% de PVP e banho de coagulacdo composto por agua desmineralizada e
NMP na proporgao de 1:1).

5.5.6.1. Tempo de protrombina (TP)

A coagulacao sanguinea pode ser definida como a conversao de uma proteina
soluvel do plasma, conhecida como fibrinogénio, em um polimero insoltvel, chamado
de fibrina. Esse processo ocorre pela acdo de uma enzima, a trombina. Envolve uma
série de reacOes de conversdo de pré-enzimas em enzimas, ambas denominadas

fatores de coagulacdo (as enzimas sdo os fatores de coagulacdo ativados e as pro-
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enzimas, os fatores antes de ativacdo) (CAGNOLATI et al., 2017). Esses fatores sdo
representados por algarismos romanos e a forma ativada respectiva, pelo numero

romano seguido da letra a.

A formacéo de fibrina pode ocorrer por dois principios, a via intrinseca ou a via
extrinseca, que se encontram em certo ponto, formando a via comum. O TP avalia o
funcionamento adequado da via extrinseca de coagulacdo, que envolve os fatores VII,
X, V, Il e | (fibrinogénio).

A andlise do tempo de protrombina foi realizada utilizando o kit TP, da Bioclin, o
qual consiste na medida do tempo de coagulacdo apo6s a adi¢do do fator Il (fonte de
tromboplastina) e célcio (reagente 1 do kit). H4, entdo, a ativacdo do fator VII, com
formacédo de um complexo chamado FT — FVlla, o qual ativa os fatores IX e X. O fator
Xa, junto com os fosfolipideos do fator tissular, fator Va e Calcio formam o complexo
ativador de protrombina, o que faz a protrombina (fator Il) se transformar em trombina
(fator lla). A trombina atua sobre o fibrinogénio, transformando-o em fibrina, formando o

coagulo.

Quando ha ativacao do fator X em Xa, acaba a via extrinseca da coagulacéo e

inicia-se a via comum, que leva a formacgéo da rede de fibrina.

Para a realizacao do teste, foram coletados 5 mL de sangue, em citrato de sédio,
de seis doadores voluntarios, maiores de 18 anos, aparentemente saudaveis e sem
historia prévia de qualquer tipo de doenga hemorrdgica ou trombdtica. Todos os
doadores assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo
com as normas da Resolucéo n° 466, do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). O TCLE ¢ a fonte de esclarecimento sobre a pesquisa
e que garante os direitos aos participantes da pesquisa. O modelo de TCLE utilizado

neste estudo é apresentado no Anexo C.3.

O sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, na centrifuga refrigerada da Cientec, modelo CT — 5000 R. Em
seguida, o plasma (conteudo sobrenadante) foi retirado, preparando-se um pool de
plasma (mistura dos plasmas coletados). Os pools foram acondicionados em
eppendorfs de 2 mL e a quantidade néo utilizada imediatamente no teste foi mantida

sob refrigeracéo a -20°C.

O reagente 1, foi, entdo, pré-aquecido a 37°C, em banho maria da Fanem,
modelo 1100, durante 4 a 5 minutos. Em um tubo de ensaio de vidro limpo, foram
pipetados 100 pL do plasma a ser medido, o qual foi incubado a 37°C, durante 2 a 3

minutos, no mesmo banho maria. Apdés esse tempo, 200 uyL do reagente 1,
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homogeneizado, foi adicionado ao tubo contendo o plasma e, nesse instante, foi
disparado o crondmetro. O tubo foi recolocado no aquecimento, sendo agitado
vagarosamente. Apos 9 segundos, o tubo foi retirado do banho e observou-se a
formacao do coagulo. O crondbmetro foi parado imediatamente ao se observar formacao
do coagulo, registrando-se o tempo de coagulacdo. Através dessa metodologia, obtém-
se 0 tempo de protombina do controle negativo.

Para avaliar a influéncia das membranas no tempo de protrombina, 0 mesmo
procedimento descrito anteriormente foi realizado com uma modificacdo na etapa de
incubacao do plasma a 37°C. Neste caso, 0 plasma foi incubado junto com um pedaco
de membrana circular de 0,5 cm de didmetro. Um esquema da montagem dos tubos,

conforme utilizado nos testes, é apresentado na Figura 5.13.

L @
e e e

(a) (b) (©)

Figura 5.13. Esquema da realizacdo dos testes de tempo de protrombina (a) Controle
negativo (b) Plasma + Membrana antes da funcionalizagédo (c) Plasma + Membrana

apos a funcionalizagéo.

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

5.5.6.2. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

Conforme descrito no item 5.5.6.1, a coagulagéo (ou formacéo de fibrina) pode
ocorrer por dois principios: a via intrinseca ou a via extrinseca. O TTPA avalia o
funcionamento da via intrinseca da coagulagéo, que envolve os fatores Xl, IX, VIII, X, V,

Il e I. Por essa via, que ocorre pelo sistema de contato, h4 ativacao do fator XIlI, que faz
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com que o fator XI seja ativado em Xla. Este, por sua vez, transforma o fator IX em IXa,
que ativa o X em Xa. Neste ponto, a via intrinseca € finalizada e inicia-se a via comum,
quando o fator Xa, juntamente com o calcio, o fosfolipideo e fator Va transformam a
protrombina em trombina. O fibrinogénio é transformado em monémeros de fibrina, os

quais se unem formando a rede de fibrina (coagulo).

A andlise do tempo de tromboplastina parcial ativada foi realizada utilizando o kit
TTPA, da Bioclin, o qual consiste na determina¢cédo do tempo de coagulacdo do plasma
citratado, ap6s adicdo de dois reagentes: um contendo um ativador plasmatico e
fosfolipides (reagente 1), que atuam como substitutos das plaguetas; e outro contendo
o formador de coagulo (cloreto de calcio — reagente 2) para recalcificacdo,

desencadeando o mecanismo de coagulagéo da via intrinseca.

Para a realizacéo do teste, foi utilizado o pool de plasma obtido conforme descrito
no item 5.5.6.1.

100 pL do pool de plasma foi adicionado a um tubo de ensaio de vidro limpo e
levado para preaquecimento a 37°C em banho-maria, no mesmo banho utilizado na
andlise de TP, durante 2 a 3 minutos. Apds esse tempo de incubacao, 100 uL do
reagente 1 foi pipetado ao plasma pré-aquecido, mantendo-se essa mistura incubada a
37°C por mais 2 a 3 minutos. Entdo, 100 uL do reagente 2, pré-aquecido a 37°C, foi
adicionado ao conjunto anterior e, nesse instante, foi disparado o cronémetro. O tubo
foi recolocado no aquecimento, sendo agitado vagarosamente. Apds aproximadamente
20 segundos, o tubo foi retirado do banho e observou-se a formagéo do coagulo. O
crondmetro foi parado imediatamente ao se observar formacgé&o do coagulo, registrando-
se o tempo de coagulacédo. Assim, obtém-se o tempo de tromboplastina parcial ativada

do controle negativo.

Para avaliar a influéncia das membranas no TTPA, o mesmo procedimento
descrito anteriormente foi realizado, porém o plasma foi incubado a 37°C juntamente
com um pedaco de membrana circular de 0,5 cm de didmetro, conforme esquematizado

na Figura 5.13.

Para o caso do TTPA, também foi realizado o seguinte desenho experimental: o
plasma foi incubado com amostras das membranas durante 2 a 3 min, a 37°C e, antes
de adicionar o reagente 1, a membrana foi retirada do tubo contendo o plasma,
seguindo-se 0 mesmo passo a passo descrito anteriormente. Esse experimento foi
realizado com o objetivo de avaliar a possibilidade de liberagcdo de heparina pela
membrana funcionalizada. Na Figura 5.14 séo apresentados 0s passos executados nas
analises de TTPA.
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Incubagao do Adicdo do Contagem do

reagente 1 e Adicéo do tempo de
@ plzs;pg a incubacéo a reagente 2 formacéo do
37°C coagulo
Incubacéo do Adicdo do Contagem do
(b) plasma + reagente 1 e Adicao do tempo de
membrana a incubacéo a reagente 2 formacédo do
37°C 37°C coagulo
Incubacao Adicao do Contagem
(c) do plasma + Retirada da reagente 1 e Adicao do do tempo de
membrana a membrana incubacéo a reagente 2 formacéo do
37°C 37°C coagulo

Figura 5.14. Passo a passo nas analises de TTPA (a) Controle negativo (b) Amostras
das membranas antes e ap6s a funcionalizacéo e (c) Avaliacao da liberagcéo de heparina

pela membrana.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.5.6.3. Hemdlise

A hemdlise é a ruptura dos eritrocitos, acompanhada da liberacdo de
hemoglobinas por ruptura da membrana plasmatica. Um aumento na concentracdo de
hemoglobina livre no plasma € um indicador direto da destruigdo dos eritrocitos, fato
associado a reducao do transporte de oxigénio aos tecidos e 6rgdos; o aumento dos
niveis de hemoglobina livre também pode induzir toxicidade ou alterar a funcao renal
(QIAN et al., 2010; WEBER et al., 2018). Por isso a importancia de avaliar se um material
cuja aplicacao é o contato com sangue tem potencial para causar hemalise. A hemdlise
pode ocorrer, por exemplo, quando o0 sangue entra em contato com a agua, que € uma
solucdo hipotbnica, pelo fato de ter maior atividade na solugdo externa e,
consequentemente, difundir-se pelo interior da hemacia. Isso provocara seu inchamento
e, posteriormente, sua ruptura. Também ha probabilidade de ocorrer hemolise caso o
sangue seja estocado em temperaturas muito altas ou muito baixas, bem como nos

casos de coleta inadequada do sangue.

Para avaliar a ocorréncia de hemdlise, foram coletados 5 mL de sangue, em

citrato de sédio, de um doador voluntario, maior de 18 anos, aparentemente saudavel e
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sem historia prévia de qualquer tipo de doenca hemorragica ou trombdética. Foi
preparada uma solugdo de cloreto de sodio (0,9%) e sangue total a 5% a partir da
mistura de 9,5 mL de soro fisioldgico e 0,5 mL do sangue total. Essa mistura foi adotada
como o controle negativo do teste de hemalise.

Amostras circulares de 1 cm de didmetro das membranas, antes e apds a
imobilizacdo de heparina, foram colocadas em um tubo de vidro limpo, ao qual
adicionou-se 750 pL da mistura do sangue total com soro fisiolégico preparado conforme
descrito anteriormente. As membranas foram previamente imersas em solugcdo de
cloreto de sodio (0,9%). Para o controle positivo do teste, foi adotada uma solugcéo
preparada com agua estéril e sangue total, a uma concentracdo 5%. Na Figura 5.15 é

apresentado um esquema da montagem do teste de hemolise.

(a) (b) (€) (@)

Figura 5.15. Esquema de montagem do teste de hemdlise (a) Controle negativo: Soro
fisiol6gico + Sangue total a 5% (b) Soro fisiolégico + Sangue total a 5% + Membrana
antes da funcionalizacéo (c) (b) Soro fisiol6gico + Sangue total a 5% + Membrana apos
a funcionalizac&o (d) Controle positivo: Agua Estéril + Sangue total a 5%

Ap6s homogeneizacdo dos contetudos, os mesmos foram mantidos em banho
maria a 37°C durante 1 hora e, ap6s incubacdo, os tubos foram levados para

centrifugacao a 1000 giros durante 10 minutos.

Entdo, foram lidas as absorbancias do sobrenadante de cada tubo, a 540 nm,
em um leitor de microplacas de modo multiplo FlexStation, da Molecular Devices. A

percentagem de hemodlise é dada pela Equacao 5.7:

106



absgmostra—abSnegativo
g x100

%Hemolise = (Equagéo 5.7)

absyositivo

absamostra € @ absorbancia do sobrenadante do tubo contendo a membrana
absnegaivo € @ absorbéncia do controle negativo

absposiivo € @ absorbancia do controle positivo

Amostras com percentagem de hemolise inferiores a 5% foram consideradas nao
hemoliticas. A metodologia experimental utilizada foi adaptada de Almeida (2000) e de
Valadares et al. (2012).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.5.6.4. Adeséao de Plaquetas

Plaguetas sanguineas (ou trombdcitos) sdo elementos do sangue néo-
nucleados, com formato de disco e com uma membrana muito fragil, presentes em
grande quantidade no sangue em condicdes fisiologicas. A funcdo das plaquetas esta
relacionada a coagulacdo do sangue e sua adesdo a uma superficie exposta a um fluxo

sanguineo é a primeira e critica reacdo de formagéo de trombo in vivo.

O contato do sangue com superficies estranhas leva a adsorg&o de proteinas do
plasma, como fibrinogénio, imunoglobulinas, fator XI e Xll, que induzem a adesao de
plaguetas (WEBER et al., 2018). A adesado de plaquetas durante a hemodialise pode
causar trombose no dialisador. O fibrinogénio do plasma, ao ligar-se & membrana e
causar adesédo de plaquetas e ativacdo, enquanto 0 sangue escoa no dialisador, pode
impactar a coagulacédo independentemente da composi¢cdo quimica da membrana
utilizada (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2013).

Para as analises de adesdo de plaquetas, foram coletados 5 mL de sangue
humano em citrato de sédio, de um doador voluntario, maior de 18 anos, aparentemente
saudavel e sem histéria prévia de qualquer tipo de doenca hemorragica ou trombética.
O sangue coletado foi levado para centrifugacdo a 1000 rpm durante 15 minutos, a

temperatura ambiente, na centrifuga refrigerada da Cientec, modelo CT — 5000 R.
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Assim, as células vermelhas foram separadas e foi obtido um plasma rico em plaquetas
(PRP).

Amostras circulares de 0,5 cm de didmetro das membranas antes e ap6s a
funcionalizagdo foram aderidas em laminulas de vidro com o auxilio de uma fita dupla
face. As laminulas contendo as membranas foram acondicionadas em vidros de rel6gio
e colocadas em uma placa de Petri contendo agua, conforme montagem apresentada
na Figura 5.16.

Figura 5.16. Esquema da montagem das membranas para a analise de adesao de
plaquetas. Na imagem, M1 refere-se a membrana antes da modificacdo superficial,

enquanto M2 refere-se a membrana apds a funcionaliza¢cdo com heparina.

O conjunto contendo laminulas, vidro de rel6gio e placa de Petri foi levado a
estufa a 37°C durante 15 minutos para umidificacdo das membranas. Em seguida, as
amostras das membranas foram totalmente recobertas com o PRP e novamente
levadas a estufa a 37°C, durante 1 hora. Em seguida, as membranas foram lavadas
com solucéo salina 0,2 M e imersas em solu¢ao de glutaraldeido 2,5% durante 15 horas
em temperatura ambiente, para a fixacdo das plaquetas aderidas. Por fim, as
membranas foram desidratadas em solug&o etanol em concentragdes crescentes: 50%

durante 5 minutos, 75% durante 10 minutos e 95% durante 15 minutos.

ApoOs a secagem das membranas, as plaquetas aderidas foram observadas
através da analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), no microscépio de

transmissdo e varredura Jeol 200FX, localizado no Laboratério Multiusuario de
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Microscopia Eletronica e Microandlise, do Programa de Engenharia Metallrgica e de
Materiais (PEMM). Para isso, foi necessaria a metalizagdo das amostras, através do
recobrimento com uma camada de ouro de aproximadamente 300 A, em um metalizador
do tipo sputtering (Quorum Q150RES).

5.5.6.5. Sistema Complemento

O sistema complemento constitui um importante medidor da resposta
inflamatdria quando do contato do sangue com materiais e sua ativagdo serve como um
indice da biocompatibilidade do material avaliado (HAKIM, 1993). O sistema
complemento é composto por proteinas normalmente presente em sua forma inativa e
que podem ser ativadas rapidamente apos a influéncia de um estimulo especifico, como
a presenca de agentes infecciosos ou materiais estranhos.

O nivel de ativagdo do complemento produzido por uma membrana pode ser
guantificado pela producdo de anafilatoxinas C5a, C4a e C3a. Nesta tese, foram
avaliados os niveis de ativacdo do complemento C3 e C4 pelas membranas antes e
apo6s a funcionalizacdo com heparina, comparando-se os valores obtidos com valores
de referéncia.

Para a analise, foram coletados 5 mL de sangue humano de um doador
voluntario, maior de 18 anos, aparentemente saudavel e sem histdria prévia de qualquer
tipo de doenga hemorrégica ou trombaética. O sangue foi coletado sem anticoagulante,
incubado a 37°C durante 1 hora e, em seguida, foi centrifugado a 2000 giros durante 20
minutos para separar o soro, seguindo a metodologia proposta por Liu et al (2005).

Amostras circulares das membranas, com 0,5 cm de diametro, foram entéo
imersas em 2 mL do soro obtido e o conjunto foi incubado a 37°C durante 1 hora. As
concentracdes dos componentes do complemento C3 e C4 no soro foram determinadas
utilizando kits especificos da Abbott Architect, os quais medem o aumento da turbidez
da amostra causado pela formacgédo de complexos imunes insollveis quando o anticorpo
C3/C4 é adicionado a amostra (método imunoturbidimétrico).

As andlises foram realizadas em triplicata.
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CAPITULO 6 - SINTESE E
CARACTERIZACAO DE FIBRAS OCAS DE
POLI(ETER IMIDA) PARA HEMODIALISE

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussdes referentes a sintese e
caracterizacdo de membranas do tipo fibras ocas, em relacdo a morfologia e
propriedades de transporte (permeabilidade hidraulica, rejeicdo de solutos urémicos,
lisozima e albumina e Remocdao de ureia). Além disso, serdo apresentados os resultados
de adsorcéo de proteinas (albumina) na superficie das fibras sintetizadas, bem como

das membranas de uso clinico atual na hemodialise.

6.1. ANALISE MORFOLOGICA

As membranas sintetizadas foram caracterizadas em relacdo a morfologia,
através de microscopia eletrbnica de varredura, observando as se¢des transversais (ST)
e as superficies externas (SE) e internas (Sl) das fibras ocas.

Foram avaliados os efeitos da composi¢ao de solugéo polimérica em relacdo a
quantidade do polimero PEI e do aditivo PVP e da composi¢éo do liquido interno nas
caracteristicas morfolégicas das fibras ocas sintetizadas. Foram realizadas oito
condi¢bes de fiacdo, mantendo-se fixos 0 banho externo de precipitacdo e a distancia
extrusora-banho, adaptando-se as demais variadveis (vazdo de solucdo polimérica,
velocidade de fiacdo) para obtencéo da fibra sem deformacgé&o do seu canal interno. Em
trabalhos anteriores deste laboratério, jA foi demonstrado que, para o sistema
PEI/PVP/NMP/agua, a vazdo da solugdo polimérica na fiagdo apresenta pouca
influéncia na determinagdo da morfologia e das propriedades de transporte, havendo

apenas alteragdo nas dimensdes das mesmas (CARVALHO, 2005).

As diferentes condi¢des de sintese das fibras ocas, bem como a nomenclatura

adotada para cada condicdo sdo apresentadas na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1. Nomenclatura e respectivas variaveis de sintese das fibras ocas.

Nomenclatura PEI (%) PVP (%) Liguido interno

F1205A 12 05 Agua
F1205AN 12 05 Agua:NMP (1:1)
F1210A 12 10 Agua
F1210N 12 10 Agua:NMP (1:1)
F1505A 15 05 Agua
F1505AN 15 05 Agua:NMP (1:1)
F1510A 15 10 Agua
F1510AN 15 10 Agua:NMP (1:1)

A Figura 6.1 apresenta as fotomicrografias das fibras ocas sintetizadas utilizando
agua desmineralizada como liquido interno, enquanto a Figura 6.2 apresenta as
fotomicrografias das fibras ocas sintetizadas utilizando uma mistura de agua e NMP
(1:1) como liquido interno, apdés secagem através do procedimento de imersao em

banho de agua:glicerol (10:1).

Conforme podemos observar na Figura 6.1, 0 aumento na concentracdo de PVP
na solugcdo polimérica resultou em fibras com morfologias sem macrovazios (poros
gigantes). O mesmo fenémeno foi observado quando o liquido interno foi uma mistura
de solvente (dgua) e nao solvente (NMP), como pode ser visualizado na Figura 6.2.
Carvalho (2005) observou o mesmo efeito também em membranas de poli(éter imida),
o qual pode ser explicado pelo fato de o aumento da concentracdo de PVP diminuir a
regido de miscibilidade do sistema. Com essa reducéo da regido de miscibilidade, a fibra
extrusada torna-se mais sensivel a perturbacdes proporcionadas pela entrada de agua,
impedindo o crescimento dos nucleos da fase diluida em polimero e, como
consequéncia, ha o desfavorecimento da formagao de macrovazios. Zhang et al. (2017)
também observaram a supressao de formacgédo de macrovazios em membranas de PEI
com o aumento da concentracdo de PVP na solucao polimérica. Os autores justificaram
que isso ocorreu devido a diminuicdo do tempo de separacdo liquido-liquido,

ocasionada pelo aumento da viscosidade da solugdo polimérica.

111



Secéo transversal Superficie interna Superficie externa
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Figura 6.1. Fotomicrografias das membranas do tipo fibras ocas sintetizadas com
diferentes solugcdes poliméricas, utilizando agua desmineralizada como liquido interno:
(a) F1205A (b) F1210A (c) F1505A (d) F1510A.
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Secéo transversal Superficie interna Superficie externa
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Figura 6.2. Fotomicrografias das membranas do tipo fibras ocas sintetizadas com
diferentes solugdes poliméricas, utilizando dgua desmineralizada e NMP (1:1 v/v) como
liquido interno: (a) F1205AN (b) F1210AN (c) F1505AN (d) F1510AN.

Além disso, o aumento da concentracdo do PVP parece aumentar a formagéo

de poros interconectados, indicando o favorecimento de separacao espinodal, quando
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h& separacao liquido-liquido rapida, espontanea em pequenas regides interconectadas
de alta e baixa concentracdo de polimero. Em geral, a morfologia de membranas
formadas pelo mecanismo de separacdo espinodal é caracterizada pela presenca de
poros com alto grau de interconectividade, o que estd de acordo com o observado nas
Figuras 6.1 e 6.2. O aumento da concentracdo de polimero na solugdo polimérica
resultou no favorecimento da formacao de poros, provavelmente por permitir a solugéo
uma composicao inicialmente estavel, que pode ser levada diretamente a regido de
instabilidade, sem que haja formacao de nucleos, o que é tipico da separacao espinodal
(CARVALHO, 2005). Além disso, suprimiu a ocorréncia de expansao viscoeslastica da
solucdo polimérica na saida da extrusora, fendmeno conhecido como die-swell. A
ocorréncia de die-swell é influenciada pelas vazfes de solu¢do polimérica e de liquido
interno, pela distancia da extrusora ao banho de precipitagéo, viscosidade do liquido

interno e pela velocidade de fiag&o.

Neste caso, conforme observado também por Pereira et al. (2000), o0 aumento
da viscosidade da solucdo polimérica, devido ao aumento da concentragdo de polimero,
foi responséavel por minimizar os efeitos da expanséo viscoelastica, levando a reducao
da transferéncia de massa entre a solucao polimérica e o banho de coagulacdo. Dessa
forma, ocorre a precipitacdo com atraso, 0 que proporciona tempo suficiente para
acomodar as tensdes devido a expansdo viscoelastica e, portanto, a deformacgédo

perimetral interna é inibida.

Em relacdo a composicdo do liquido interno, observou-se que as fibras
preparadas a partir da solugéo utilizando agua desmineralizada como liquido interno
(Figura 6.1) apresentaram uma superficie interna composta por uma pele densificada e
superficie externa porosa, indicando uma estrutura anisotrépica. Quando o liquido
interno € o coagulante puro (agua), a diferenca de potencial quimico entre 0os meios
extrusados simultaneamente é maxima e, portanto, ha uma perda rapida de solvente
quando a fibra entra em contato com o liquido interno na saida da extrusora. Dessa
forma, a precipitagdo do lado interno do filme inicia-se instantaneamente, devido ao
rapido processo de transferéncia de massa, formando uma camada interfacial
concentrada em polimero. Essa camada mais densa gera uma resisténcia a
transferéncia de massa entre banho de ndo solvente e solucéo polimérica, resultando

em subcamadas porosas, devido a precipitacdo mais lenta.

Com a adi¢&o do solvente NMP no liquido interno, esperava-se que a superficie
interna das fibras se tornasse mais porosa, porque o fluxo de solvente da fase da
solucao polimérica para a fase coagulante é reduzido na presenca de solvente (NMP)

no coagulante. Como consequéncia, uma grande quantidade de NMP permanece na
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interface polimero/coagulante, evitando a formacé&o de camada de pele densa, conforme
observado por Othman et al. (2017). Entretanto, mesmo em concentracdo significativa
(1:1 v/v), a pele densa continua sendo formada, porém com menor espessura, 0 que
ainda esta de acordo com o proposto por Othman e colaboradores. A superficie externa
porosa forma-se em fungcdo da entrada de agua da atmosfera durante o tempo de
exposicao. Na Figura 6.3 observa-se em detalhe a pele densa interna de todas as fibras

sintetizadas.

x2500 40 pum

(9) _ - (h)

x2500 40 pm x2500 40 um

Figura 6.3. Detalhe da pele interna densa de todas as fibras sintetizadas (a) F1205A (b)
F1205AN (c) F1210A (d) F1210AN (e) F1505A (f) F1505AN (g) F1510A (h) F1510AN.
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(b)

Em geral, a morfologia final das fibras sintetizadas, composta por uma superficie
interna densificada e uma superficie externa porosa € similar a morfologia de
membranas de uso clinico de hemodialise, conforme anteriormente discutido no
Capitulo 2. Na Figura 6.4 sdo apresentadas fotomicrografias de duas fibras ocas de
hemodialise comerciais, uma de polissulfona (PSf) e outra de poli(éter sulfona) (PES),

as quais foram utilizadas para comparacéo de propriedades com as membranas de PEI

propostas neste trabalho.
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Figura 6.4. Fotomicrografias de fibras ocas de uso clinico de hemodialise (a) PSf (b)
PES.

Apesar da similaridade na morfologia, as fibras comerciais de hemodialise
apresentam menores didmetros externos que os didmetros das fibras sintetizadas neste
trabalho, bem como quanto aos valores de espessura da pele densa interna e de
tamanho de poros na superficie externa, conforme podemos verificar pelos dados
apresentados na Tabela 6.2. Essa diferenca nos didmetros das fibras resultaria em
dialisadores de maior volume para uma mesma area de transferéncia de massa. Além

disso, como os didmetros internos das fibras sintetizadas também sdo maiores que os
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diametros internos das fibras comerciais (aproximadamente 3 a 5 vezes maiores), 0
volume inicial de sangue (priming) necessario para o preenchimento do dialisador seria
mais elevado. A retirada de um grande volume de sangue do paciente de hemodilise
pode levar a hipovolemia, principalmente em criancas e adultos de pequena estatura
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2013). O volume de priming de um dialisador
comercial varia em torno de 75 a 200 mL (PAL, 2014) e, supondo um dialisador de 1 m?,
o didmetro interno maximo para que o priming esteja dentro dessa faixa é de 0,8 mm.
Dessa forma, entre as membranas sintetizadas, apenas a F1205A, F1205AN e
F1510AN estariam adequadas para utilizacdo. Para a obtencao de fibras com menores
didametros, modificagcdes nas condi¢cdes de sintese poderiam ser realizadas, como a
confecgéo de extrusora com dimensdes menores e aumento da distancia entre banho e

extrusora.

Os valores apresentados na Tabela 6.2 foram obtidos a partir da analise por
microscopia eletrénica de varredura e podem embutir erros inerentes ao processo de
preparo das amostras (ruptura em nitrogénio liquido) e da medicao efetuada no proprio
equipamento, porém sdo importantes para mostrar a ordem de grandeza das

caracteristicas das fibras.

Tabela 6.2. Comparacéo entre as dimensdes das fibras sintetizadas e comerciais.

Membrana  Dexierno (MM) Espessura de parede (um) Diametro do poro (um)*

F1205A 1,13 + 0,07 253,3 £59,82 4,60 + 4,00
F1205AN 0,99 £ 0,07 215,40 + 36,61 2,72+0,76
F1210A 1,40 + 0,04 223,2+ 47,76 1,78 +0,84
F1210AN 1,29 £ 0,07 174+ 20,91 1,24+ 0,49
F1505A 1,32 £ 0,06 252 + 38,89 4,01+1,17
F1505AN 1,35+0,03 100 + 18,84 3,57+1,21
F1510A 1,44 + 0,06 277,30 + 34,44 2,40 + 1,07
F1510AN 1,13+ 0,05 231,92 + 22,74 1,19+0,49
Clinica PES 0,26 + 0,01 28,43 +1,16 0,50 + 0,07
ClinicaPSf 0,28 +0,01 49,77 £ 3,70 0,88 £ 0,20

*Refere-se ao diametro do poro observado na superficie externa das fibras.
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6.2. PROPRIEDADES DE TRANSPORTE

As fibras sintetizadas foram caracterizadas quanto as suas propriedades de
transporte em relacdo a permeabilidade hidraulica, rejeicdo aos solutos urémicos,
atraveés de testes de ultrafiltracao e testes de dialise para determinacdo da Remocéao de

ureia.

6.2.1. Permeabilidade hidraulica

A permeabilidade hidraulica das membranas foi medida utilizando-se agua
destilada, acoplando-se os mddulos de permeacao confeccionados ao sistema
esquematizado na Figura 5.8. Os testes foram realizados a temperatura ambiente, apos
compactacdo na presséo de 1 bar. Os resultados obtidos séo apresentados na Tabela
6.3, a qual contém, além das permeabilidades hidraulicas das fibras sintetizadas, as
permeabilidades das fibras de uso clinico de polissulfona e poli(éter sulfona), medidas
utilizando o mesmo procedimento, através da confec¢do de um modulo de permeagéo

de area de superficie similar aos demais, conforme descrito no Capitulo 6.

Tabela 6.3. Permeabilidades hidraulicas das fibras ocas sintetizadas e de fibras

comerciais de hemodialise.

Membrana Permeabilidade hidraulica (L/h.m2.bar)

F1205A 56,9+ 2,7
F1205AN 1044+ 2,5
F1210A 6,1+2,3
F1210AN 71+15
F1505A 43,0+ 1,8
F1505AN 67,4+21
F1510A 188+1,4
F1510AN 426+ 1,6
Clinica de PSf 82+1,2
Clinica de PES 137,5+0,8
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Avaliando os dados apresentados na Tabela 6.3, observamos que a mudanca
do liquido interno para a mistura dgua:NMP (1:1 v/v) resultou em um aumento da
permeabilidade hidraulica, o que pode estar associado a reducdo da espessura da
parede das fibras, bem como da camada densificada interna, a qual € responséavel pela
resisténcia ao transporte. Tais valores de espessura podem ser consultados na Tabela
6.2.

O aumento na concentracdo do PVP na composi¢cdo da solucdo polimérica
resultou em uma reducdo da permeabilidade hidraulica, fato que é associado a sua
retencdo na matriz polimérica da fibra formada. Neste caso, em presenca de agua, o
PVP residual levaria a um inchamento da fibra e consequente reducdo da
interconectividade dos poros da mesma, aumentando a resisténcia ao transporte
(SANTOS, 2014; CARVALHO, 2005). Este resultado vai de encontro ao observado por
Kanagaraji et al. (2015), que sintetizaram membranas de poli(éter imida) e avaliaram a
influéncia da concentragdo de PVP na solug&o polimérica. Os autores verificaram que,
com o0 aumento da concentragcdo de PVP, houve aumento progressivo da
permeabilidade hidraulica das membranas, o que eles atribuiram ao aumento da
hidrofilicidade e da porosidade e tamanho dos poros de suas membranas.

De modo geral, a adigdo de PVP na solucdo polimérica resulta em aumento do
tamanho do poro e da porosidade da membrana e um aumento adicional do contetdo
de PVP pode suprimir a formacdo de macrovazios e promover uma transicdo de
estrutura para a morfologia porosa do tipo esponjosa. Entretanto, com altos teores de
PVP, a camada de pele da membrana torna-se mais densa, levando a diminuicao do
fluxo, ou da permeabilidade hidraulica. Esta explicacdo parece ser valida para o
presente estudo e foi observada em outros trabalhos reportados na literatura, como
Zhang et al. (2017), Saljoughi et al. (2009) e Cranford et al. (1999).

O efeito da diminuicdo da composic¢éo de poli(éter imida) na solugéo polimérica
nao aparece muito claro quando avaliado isoladamente. O conjunto como um todo
(concentracdo de aditivo, composicdo do liquido interno e dados da morfologia obtida,
como espessura da parede e da pele) parece favorecer certas condicdes para a
obtencdo de permeabilidades hidraulicas menores ou maiores. E possivel, ent&o, obter
membranas com caracteristicas distintas, de alto ou baixo fluxo, manipulando-se as

condi¢cBes de sintese das membranas.

Em hemodialise, raramente sdo reportados dados de permeabilidade hidraulica,
porque a exposicdo das membranas ao sangue afeta o valor deste parametro. O

coeficiente de ultrafiltracao (Kug), definido através da Equacédo 2.15, € mais utilizado,
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sendo obtido de modo similar & permeabilidade hidraulica, porém utilizando sangue
bovino em experimentos in vitro e medindo-se a taxa de filtracdo em funcéo da presséao.
O coeficiente de ultrafiltragdo é uma propriedade do dialisador e ndo da membrana e é
utilizado para classificar as membranas como sendo de baixo fluxo ou de alto fluxo (Kur
> 11,3 L/h bar) (OFSTHUN et al., 2008). Em trabalho de 2005, Ward classificou
membranas de alto fluxo como aquelas que possuem permeabilidade hidraulica entre
15 e 30 L/h.m2.bar.

Nestes testes, foram verificadas as permeabilidades das membranas comerciais
de baixo fluxo (PSf) e de alto fluxo (PES) para comparacao com as fibras sintetizadas.
Observa-se da Tabela 6.3 que apenas as membranas F1210A e F1210AN séo de baixo
fluxo, com valores de permeabilidade hidraulica bem préximos aos da membrana clinica
de PSf. As membranas de alto fluxo sdo as mais utilizadas nos tratamentos de
hemodialise, pois em geral elas apresentam maiores clearances de solutos de baixa
massa molar, como a ureia, melhores remoc¢des de moléculas de tamanho médio, e séo
associadas a reducgdo potencial da morbidade e ao aumento das taxas de sobrevida
(TAN et al, 2018; OSHVANDI et al., 2014, BOURE e VANHOLDER, 2004;
AMBALAVANAN et al., 1999). Além disso, membranas de alta permeabilidade séo
indicadas para os tratamentos de hemcofiltracdo e hemodiafiltragdo, modificagbes da
hemodiélise que tém ganhado espaco em clinicas de dialise, conforme comentado
anteriormente.

Segundo dados de uma pesquisa de mercado realizada pela Fresenius Medical
Care, em 2014, aproximadamente 70% das membranas utilizadas em filtros dialisadores

sdo de alto fluxo.

6.2.2. Rejeicdo de solutos urémicos, lisozima e albumina

Foram analisadas as rejeicbes dos solutos urémicos creatinina, fosfato e
vitamina B2, pois séo produtos residuais eliminados do sangue durante a filtragéo renal
e, consequentemente, durante a hemodialise. De modo geral, 0 acumulo de creatinina,
produto da decomposicao do metabolismo muscular, n&o esté associado a efeito toxico,
entretanto o acumulo de fosfato pode levar a osteodistrofia e a doencas

cardiovasculares.

O fosfato é um soluto pequeno, com massa molecular em torno de 97 Da, mas
comporta-se como um grande soluto, pois forma grandes agregados que ndo passam

facilmente pela membrana porque ligam-se as proteinas. A vitamina B, ndo € uma
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substancia téxica, mas € utilizada como marcador de moléculas com 1,7 nm de

diametro.

Como resultado de rejeicdo de solutos urémicos, ndo foi identificada retencéo de
nenhum dos trés solutos (creatinina, fosfato e vitamina Bi2), de modo que a rejeicdo
observada foi de 0% (a concentracdo do permeado foi a mesma concentragdo da
alimentacgéo), calculada utilizando a Equagéo 5.3. N&o foram realizados testes de didlise
com esses solutos, os resultados obtidos indicam que apenas 0 processo convectivo

(ultrafiltracdo) é capaz de remover seu contetdo do sangue, conforme desejado.

O teste de rejeicdo de solutos de média e alta massa molar foi realizado para
verificar a adequabilidade das fibras sintetizadas ao processo de hemodidlise. Neste
teste, a B2 — microglobulina foi representada pela lisozima, devido a proximidade entre
suas massas molares, e as proteinas de alta massa molar foram representadas pela

albumina.

A B2 — microglobulina deve ser removida durante a hemodidlise porque seu
acumulo no organismo esta associado a ocorréncia de amiloidose secundaria, uma
complicacdo que contribui para a dor articular, a deformidade e a imobilidade e pode
exacerbar a doenca éssea.

Os resultados obtidos de rejeicdo sdo apresentados na Figura 6.5, a qual
também contempla testes realizados nas membranas comerciais de hemodialise. Os

valores de rejeigéo foram calculados utilizando a Equagéo 5.3.

Conforme se observa da Figura 6.5, a maioria das fibras sintetizadas apresentou
uma boa combinacéo entre a remocao de lisozima e a retencéo de albumina, mesmo
as membranas classificadas como de baixo fluxo (F1210A e F1210AN). Apenas as
fiboras F1205A e F1505A apresentaram alta rejeicdo a lisozima, resultado que nao é
adequado para a hemodialise. Observa-se que a membrana clinica de PSf, de baixo
fluxo, apresenta a limitacdo mencionada em capitulos anteriores, que é a desejavel alta
rejeicdo de albumina, mas exibe a indesejavel alta rejei¢cdo de lisozima. J& a membrana
de PES, de alto fluxo, apresentou o resultado oposto, com baixa rejeicdo de lisozima,
mas ao mesmo tempo, grande perda de albumina. As fibras sintetizadas nesta pesquisa
apresentaram um melhor desempenho em relacéo a exclusdo de solutos urémicos, o

que pode indicar um bom potencial para seu uso no tratamento por hemodidlise.

De acordo com classificacdo de Ward (2005), dialisadores de alto fluxo devem
ter permeabilidade hidraulica entre 15 e 30 L/h.m?.bar, e rejeicao de B—microglobulina
entre 20% e 30%, com perda de albumina menor que 0,5 g por sessédo de hemodialise

de 4 horas. As membranas sintetizadas F1505AN e F1510AN apresentam alta rejeicdo
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de albumina (aproximadamente 95%) e rejei¢éo de lisozima na faixa de 45% a 52%,
sendo promissoras para esta aplicacdo. Testes com [B.—microglobulina revelariam com

melhor seguranca se estas membranas poderiam ser classificadas com alto fluxo.
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Figura 6.5. Rejeicdo aos solutos de média e alta massa molar das fibras sintetizadas e

das fibras comerciais.

A titulo de comparacé@o com dados da literatura, vale mencionar que Zhang et al.
(2015) sintetizaram fibras ocas de PVDF para aplicacdo em didlise e avaliaram seu
desempenho em termos de permeabilidade hidraulica, rejeicdo de albumina e de
lisozima. Os autores conseguiram sintetizar membranas com fluxo de 108,2 L/hm?
apresentando uma rejeicdo de albumina de 82,3% e de lisozima de 33,2%, obtendo
melhores propriedades de separacdo que membranas de alto fluxo comerciais de
polissulfona. Os autores conseguiram o resultado desejado avaliando mudangas nas

condi¢des de sintese e a morfologia obtida das membranas sintetizadas.

Nessa mesma linha de pesquisa, Gao et al (2014) produziram membranas de
poli(acido latico) (PLA) com superficie modificada com heparina, visando seu uso em
hemodialise. Os autores testaram as membranas em relagéo a rejei¢cdo de lisozima e
de albumina. Foram obtidas rejeicdes a lisozima de 86,3% para a membrana sem
modificagéo e de 81,5% para a membrana com heparina em sua superficie, e de 93,7%
e 90,8% de rejeicdo de albumina para as membranas sem modificacdo e com

modificacdo, respectivamente. Esses valores de rejeicdo sdo elevados, comparaveis
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com os valores das comerciais de baixo fluxo (80,1% de rejeicdo de lisozima e 94,3%
de rejeicdo de albumina), e menos adequados do que os resultados obtidos com as
fibras sintetizadas nesta tese.

Ahrenholz et al (2004) investigaram oito dialisadores considerados de alto fluxo,
0s quais utiizavam membranas de diferentes permeabilidades, com o objetivo de
comparar a capacidade dos mesmos em eliminar solutos urémicos maiores, utilizando
a B2 — microglobulina como representante dos solutos de média massa molar. Os
autores avaliaram a capacidade dos dialisadores de remover a (32 — microglobulina sem
causar perdas significativas de importantes proteinas do sangue, como a albumina e
observaram um aumento exponencial da perda de albumina com o aumento das taxas
de ultrafiltracdo e da diferenca de presséo através da membrana. Em relacdo a remocao
de B2 — microglobulina, os dialisadores analisados foram classificados em baixos,
médios e altos removedores de moléculas de média massa molar, caso as taxas de
remocao fossem menores que 50%, entre 50% e 70% ou maiores que 70%,
respectivamente. A maioria das membranas analisadas mostrou baixa perda de
albumina combinada a baixa remoc¢ao de > — microglobulina, ou alta remogéo de B, —
microglobulina, porém perdas de albumina relativamente altas, observando apenas dois
dialisadores que foram completamente eficazes em manter o balanco desejado de alta
remocado de moléculas de média massa molar e baixa perda de importantes proteinas
do sangue. Os resultados de Ahrenholz e colaboradores estdo condizentes com os
resultados obtidos para a membrana de alto fluxo de uso clinico caracterizada neste
trabalho. Além disso, uma comparacdo com os resultados de rejeicdo a lisozima
apresentados pelas fibras aqui sintetizadas indica que héa trés membranas classificadas
como baixas removedoras de moléculas de média massa molar (F1205A, F1505A,
F1505AN), trés membranas classificadas como médias removedoras (F1210AN,
F1510A e F1510AN) e duas classificadas como altas removedoras (F1205AN e
F1210A).

6.2.3. Remoc¢éao de ureia

Tendo em vista os resultados anteriores em relacdo a permeabilidade hidraulica
e rejeicdo a lisozima e a albumina, foram escolhidas cinco das fibras sintetizadas para
continuar a caracterizacdo em testes de dialise. Uma das fibras de baixo fluxo com
melhor resultado de rejeicdo a lisozima e quatro fibras de alto fluxo com valores

adequados para remocao de lisozima e retencéo de albumina foram escolhidas. Apenas
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uma fibra de baixo fluxo foi escolhida porque este tipo de fibra € o menos utilizado em

hemodidlise atualmente, conforme discutido anteriormente no item 6.2.1.

Na Figura 6.6 sdo apresentadas as remocdes de ureia (% RU) para as cinco
fibras escolhidas e as duas fibras comerciais, calculadas utilizando a Equacgéo 5.4.

16 -

12

6 -
4 -
2
0 - . . . . . .

F1205AN F1210A F1505AN F1510A F1510AN Clinica Clinica
PES PSf

RU (%)
[0 0]

Figura 6.6. Resultados de Remocdao de ureia para fibras sintetizadas e comerciais.

Conforme se pode observar, a passagem de ureia para a solucdo de dialise
durante os testes apresentou valores comparaveis aos das membranas clinicas. A
duracdo dos testes foi de quatro horas com recirculagdo da solugédo de ureia e o0s
mobdulos de permeacdo foram confeccionados com areas de permeacdo na mesma

ordem de grandeza (60 cm?), para uma comparacao mais adequada.

Deve-se notar que os valores de remocg&o de ureia foram relativamente baixos
devido aos testes terem sido realizados a partir de moédulos de permeagdo com pequena
area. Além disso, na metodologia utilizada, a diferenca de concentracdo de ureia entre
as solucdes de alimentacao e do dialisato diminui ao longo do tempo, reduzindo a forca
motriz para a difusdo da ureia, diferentemente do que ocorre na hemodialise. Porém,
como as membranas comerciais apresentaram a mesma ordem de grandeza nas
reducdes percentuais, pode-se inferir que tais valores estdo na faixa adequada para o
tratamento. A remocado de ureia para uma hemodialise adequada deve ser de, no

minimo, 60%.
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Zhang et al. (2015) avaliaram a remocéo de ureia (razdo de reducéo de ureia) e
lisozima em fibras ocas de PVDF, modificando a area atil do modulo e avaliando a
influéncia da mesma nos resultados de clearance. Os autores observaram que
dialisadores com diferentes areas apresentam diferentes resultados de remocgéo de
solutos em testes de didlise realizadas nas mesmas condi¢des. Os autores variaram as
areas dos dialisadores em 0,49 m2, 0,69 m2 e 0,95 m2 e obtiveram a maior remocao de
ureia e lisozima, 87,7% e 66,8%, respectivamente, quando a dialisador tinha 0,69 mz.
Segundo os autores, isso ocorreu porque a taxa de difusdo dos solutos na dialise
aumenta com o aumento da &rea, porém esse aumento pode ser limitado devido a
limitacdo da area da carcaca do moédulo do dialisador. Comparando os resultados de
Zhang e colaboradores com os resultados obtidos nesse trabalho, observa-se que as
areas de membranas nos moédulos sdo muito diferentes e as dessa tese sdo muito
menores, na ordem de 0,006 m2, justificando os baixos valores de reducgédo de ureia, que

poderiam ser proporcionalmente elevados caso as areas fossem maiores.

Além dos valores de remoc¢éo de ureia, os testes de dialise permitiram calcular
os valores de clearance de ureia, através da Equacdo 5.5. Os resultados séo
apresentados na Tabela 6.4, a qual contém também os resultados de permeabilidade

hidraulica das respectivas membranas.

Dos resultados da Tabela 6.4, observa-se que a membrana F1510AN
apresentou 0s melhores resultados, com alto clearance associado a elevada
permeabilidade hidraulica. Observa-se também que uma elevada permeabilidade
hidraulica nem sempre esta associada a um elevado clearance de ureia. Isso pode estar
associado a distribuicao de poros nas membranas. Uma distribuicdo de poros uniforme
permite a difusdo das moléculas de ureia, desde que o tamanho do poro seja superior
ao tamanho da molécula. Entretanto, membranas que possuem poros muito grandes e
muito pequenos pode dificultar a difusdo das moléculas, ainda que sua permeabilidade
hidraulica seja elevada. Alguns autores apresentam estudos que ndo mostram diferenca
de resultados entre a utilizagdo de membranas de baixo ou alto fluxo (EKNOYAN et al.,
2002; CHEUNG et al., 2003), enquanto outros relatam que as membranas de alto fluxo
sao realmente mais eficientes (MUNSHI e AHMAD, 2013; WOODS e NANDAKUMAR,
2000). De modo geral, as membranas de alto fluxo elevam o clearance de moléculas de
tamanho médio e grande, mas ndo possuem a mesma correlacdo para moléculas

pequenas.
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Tabela 6.4. Clearances de ureia das membranas sintetizadas e clinicas e respectivas

permeabilidades hidraulicas.

Membrana  Clearance (mL/min) Permeabilidade hidraulica (L/h.m2.bar)

F1205AN 35,4 104,4 +2,5
F1210A 43,5 6,1+23

F1505AN 26,6 67,4+21
F1510A 32,2 188+1,4
F1510AN 63,0 426 +1,6
Clinica PSf 55,8 82+1,.2

Clinica PES 18,0 137,5+0,8

Zhu et al. (2015) sintetizaram membranas planas de poli(acido latico) para
aplicacdo em hemodialise e analisaram o clearance de ureia apresentado pelas
membranas sintetizadas. Os autores obtiveram valores préximos a 0,8 mL/min,
utilizando em seus testes de diadlise uma area de membrana de 0,29 cm2. Os resultados
apresentados pelos autores sado inferiores aos obtidos nessa tese, bem como a area de

membrana utilizada no teste.

Entretanto, os valores de clearance de ureia dos dialisadores comerciais sao
bem maiores que os apresentados na Tabela 6.4. Como exemplo, um dialisador de alto
fluxo da Fresenius apresenta um clearance de ureia de 178 mL/min, em um dialisador

de 1 m2 de area.

6.3. CARACTERIZACAO SUPERFICIAL

6.3.1. Adsorcdo de proteina

Os testes de adsorcdo de proteinas sdo importantes para identificar provaveis
perdas dessas substancias durante o tratamento de hemodialise. Como pacientes de
hemodialise muitas vezes apresentam déficit nutricional, a perda de proteinas do plasma
ndo é aceitavel clinicamente. Além disso, mesmo pequenas quantidades de proteina
nos fluxos de dialisato criam um problema de formacéo de espuma gerada nas linhas

de drenagem (OFSTHUN et al, 2008). O controle da perda de albumina geralmente é

126



realizado através da medicdo de sua concentracdo no dialisato, porém se a membrana

tiver a tendéncia a adsorver esta proteina, a perda real serd maior que a perda medida.

A deposicao de proteinas na superficie e nos poros das membranas também
pode causar a queda do fluxo e afetar a biocompatibilidade, podendo ser seguida da
ativacdo de diferentes sistemas de defesa no sangue, como coagulagcédo, complemento
e fibrindlise, bem como de adeséo e ativacdo de células sanguineas (SUN et al, 2003).

Desta forma, testes de adsorcao de proteinas foram realizados com as cinco
fibras selecionadas e com as duas fibras comerciais, e os resultados obtidos sao

apresentados na Figura 6.7, calculados de acordo com a Equacéo 5.7.
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Figura 6.7. Quantidade de albumina adsorvida na superficie das fibras.

Através da Figura 6.7, podemos observar uma adsorcdo maxima de albumina de
aproximadamente 0,5 mg/mg de membrana. Os resultados observados para as
membranas sintetizadas foram comparaveis com os das membranas comerciais de
poli(éter sulfona), indicando que as membranas de poli(éter imida), a principio, estariam
aptas para a aplicacdo pretendida, com um efeito de hemocompatibilidade similiar aos
de membranas utilizadas clinicamente no tratamento. A adsor¢do de proteinas €&

considerada a primeira etapa do fenébmeno de coagulacdo do sangue.

Os resultados de adsor¢éo de proteinas em membranas de poli(éter imida) esta
de acordo com trabalhos reportados na literatura, como apresentado por Roesink et al.

(1991). Neste trabalho, foram sintetizadas membranas de poli(éter imida) e poli(vinil

127



pirrolidona), avaliando-se a adsorcao de albumina sérica bovina em sua superficie. Os
autores observaram uma adsorgéo de aproximadamente 0,35 mg de albumina por mg
de membrana, partindo de uma solugéo de albumina de concentragéo inicial de 40 g/L.
Shi et al. (2014) também avaliaram a adsorc¢ao de albumina em membranas de poli(éter
imida) e observaram que aproximadamente 0,033 mg de albumina foram adsorvidos
para cada mg de membrana. Entretanto, os autores utilizaram uma solucéo inicial de
albumina com concentracdo de 2,0 g/L. A solucéo inicial de adsorcdo utilizada nos
demais trabalhos era cerca de vinte vezes mais concentrada que a utilizada por Shi e
colaboradores, o que pode explicar a menor adsorcdo de albumina observada por estes

autores.

A posterior modificagdo da superficie das fibras sintetizadas visa promover a
elevagcdo da compatibilidade sanguinea, de modo a reduzir/eliminar o uso de heparina
durante a hemodidlise, evitando as reagfes que 0 uso intravenoso dessa substancia
pode causar em alguns pacientes. Espera-se, entdo, que a adsor¢cdo de proteinas na

superficie das membranas seja reduzida.

6.4. CONCLUSOES PRELIMINARES

A avaliacdo das condicbes de sintese de fibras ocas a partir do sistema
PEI/PVP/NMP permitiu concluir que o aumento da concentracdo de PVP na solugéo
polimérica resulta na supresséo da formacao de macrovazios, efeito similar ao da adigao
de solvente ao liquido interno. As dimensdes das fibras obtidas foram bastante
superiores as membranas comerciais de hemodialise, chegando a apresentar diametros
externos cinco vezes maiores, como esperado pela metodologia adotada no seu
preparo. A morfologia geral, por sua vez, foi similar a das membranas clinicas, que em
geral apresentam uma fina pele densa na superficie interna, suportada por uma camada

porosa.

Foram obtidas fibras classificadas tanto como de baixo fluxo quanto de alto fluxo,
com permeabilidades hidraulicas variando de 6,1 a 102,0 L/hm2bar. Observou-se uma
eficiente remocéao de lisozima e concomitante retencéo de albumina, conforme desejado
no tratamento. As membranas comerciais de hemodialise testadas apresentaram altas
remocdes de lisozima combinadas com alta perda de albumina ou alta retencdo de
albumina com acumulo de lisozima, indicando um desempenho inadequado para o
tratamento. As fibras sintetizadas apresentaram melhores resultados em relagéo a estas

andlises, indicando potencial para uso em hemodidlise.
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As razdes de reducéo de ureia e de clearance apresentaram valores bastante
proximos aos das membranas comerciais de mesma area, podendo-se também inferir

que elas apresentam potencial para uso em hemodialise.

Os testes de adsorcao de proteinas mostraram que as fibras de poli(éter imida)
podem ser adequadas a aplicacdo em hemodidlise, pois a adsor¢cao de albumina na
superficie das mesmas foi similar aos de membranas de uso clinico testadas. A posterior

modificacao superficial visa a reducdo da quantidade de albumina adsorvida.

Em resumo, as membranas de poli(éter imida) apresentaram boas propriedades
de transporte em relacdo a purificacdo de toxinas urémicas, com resultados superiores
aos das membranas clinicas testadas, associadas a tendéncia de boa compatibilidade
sanguinea, isto ainda avaliado antes da modificacdo superficial, podendo portanto

constituir-se como material alternativo para uso em hemodialise.
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CAPITULO 7 — MODIFICACAO SUPERFICIAL
DAS FIBRAS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados referentes a modificacao superficial
das membranas através da imobilizacdo de heparina. Foram avaliadas a eficiéncia da
imobilizacado, através da quantificacéo e confirmacao da presenca de heparina, por meio
de andlises de espectroscopia de infravermelho. As propriedades de transporte foram
novamente analisadas, bem como foi realizada a caracterizacdo superficial e da

hemocompatibilidade.

7.1. AVALIACAO DAS METODOLOGIAS PROPOSTAS

Conforme descrito no Capitulo 5, foram avaliadas trés metodologias de
modificagdo da superficie das membranas e essa avaliagdo preliminar foi realizada
utilizando membranas planas e com a imobilizagdo de albumina sérica bovina (BSA).
Isso foi feito porque a andlise realizada com membranas planas é mais rapida e pratica,
bem como uso de BSA em vez de heparina facilitava a quantificagdo da imobilizagédo
nesses testes de selecdo de metodologia.

Nesta avaliacdo preliminar para determinacdo da metodologia mais adequada,
foi levada em consideracdo a manutencdo das propriedades de transporte
(permeabilidade hidraulica e rejeicdo de lisozima e albumina), pois o interesse da tese
€ o0 desenvolvimento de uma membrana compativel com o sangue e que seja de alto

fluxo.

Na Tabela 7.1 sdo apresentados os resultados em relagdo a permeabilidade das
membranas planas antes e apés a modificacéo superficial, bem como da quantificacéo

de albumina imobilizada. A nomenclatura das metodologias foi definida no Capitulo 5.

Observa-se dos resultados apresentados que a metodologia proposta utilizando
a poli(etileno imina) como doador de grupos amino ndo se mostrou adequada por reduzir
a permeabilidade hidraulica de modo que n&o foi possivel medi-la nas condi¢cdes
operacionais utilizadas. Essa metodologia € composta de trés etapas (ativacdo dos
grupos amino, estabilizac&do da ativacdo e imobilizacdo de albumina) e, avaliando-se a
reducdo da permeabilidade em cada uma das etapas observou-se que h& reducéo da
permeabilidade quando da reacdo com Pei, e que a etapa de estabilizacdo com

PEGDGE foi determinante para essa reducao.
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A utilizacdo do PEGDGE, proposta por Albrecht et al. (2006b), objetiva promover
a estabilidade da camada de Pei em temperaturas superiores a 60°C. Dessa forma, foi
proposta a ndo utilizacdo dessa estabilizacdo, bem como a reducdo do tempo de
aminacao, pois 0s mesmos autores afirmam que a reacéo se processa em tempo inferior

a cinco minutos, resultando na metodologia designada por Pei_1.

Tabela 7.1. Dados de permeabilidade hidraulica e quantidade de albumina imobilizada

pelas trés metodologias de modificacdo superficial propostas em membranas planas.

Metodologia Permeabilidade Hidraulica (L/h.m2.bar) Quantidade imobilizada
Antes Depois (mg/em?)
Pei_30_PEDGE 4.4 * 0,14
Pei_1 4,9 24 0,18
EDA_24 4.4 9,1 0,30

*N&o foi observado nenhum fluxo no diferencial de presséo aplicado.

Tanto a metodologia sem o uso de PEGDGE (método Pei_1) quanto a
etilenodiamina (método EDA_24) mostraram-se adequadas para a proposta dessa tese.
A utilizacéo da etilenodiamina ainda apresenta a vantagem de elevar a permeabilidade
hidraulica das membranas modificadas superficialmente, pois possui baixa massa
molecular e hidrofilicidade. A Pei € um modificador de alta massa molecular, capaz de
preencher pequenos poros presentes na membrana (ALBRECHT et al., 2006b) e, por

isso, observa-se a reducdo da permeabilidade hidraulica.

Dessa forma, prosseguiu-se com a utilizagdo da metodologia EDA_24, a qual foi
aplicada as membranas do tipo fibra oca. Foi escolhido o médulo F1510AN, de alto fluxo,
com rejeicdo de lisozima de 45,5% e de albumina de 95,1% e Remocé&o de ureia de
14%. Na Tabela 7.2 sédo apresentados os resultados de permeabilidade hidraulica,
rejeicdo de lisozima e de albumina das fibras ocas antes e ap6s a modificacdo
superficial, tanto pela imobilizacdo de albumina quanto de heparina, bem como a

guantidade de substéncia imobilizada.
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Tabela 7.2. Propriedades de transporte das fibras ocas antes e apds a modificacdo
superficial utilizando a metodologia EDA_24.

Membrana Permeabilidade Rejeicdo de  Rejeicao de Quantidade
Hidraulica Lisozima Albumina imobilizada
(L/h.m2.bar) (%) (%) (mg/cm?2)

F1510AN 42,7 45,5 95,1 -

F1510AN + 67,0 25,6 76,0 0,38

EDA_24 +

Albumina

F1510AN + 51,7 41,5 91,0 0,12

EDA_24 +

Heparina

Pelos dados da Tabela 7.2, pode-se inferir que a modificagdo com EDA resulta,
nas caracterizagdes realizadas, em membranas com caracteristicas compativeis para
utilizacdo em hemodidlise, conforme discutido no Capitulo 6 e, a modificacdo com
heparina praticamente ndo influencia nessas propriedades. Entretanto, foi observado

que, com o tempo, as membranas modificadas se tornaram quebradicas e frageis,
conforme mostra a Figura 7.1.

Figura 7.1. Fibras ocas quebradicas apés modificacdo com a metodolodia EDA_24.

Dessa forma, a modificacdo com EDA torna-se inadequada e, analisando os

resultados das trés metodologias propostas, optou-se pela continuacéo da tese com a
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metodologia Pei_1. Portanto, os resultados apresentados a partir desse topico referem-
se a utilizacdo dessa metodologia, a qual foi aplicada ao médulo F1205AN, o qual
apresentava a maior permeabilidade hidraulica dentre as membranas sintetizadas,
rejeicao de lisozima de 9,1%, de albumina de 65,2% e Remocgao de ureia de 7,8%. Essa
membrana foi escolhida visto que sua permeabilidade hidraulica inicial era elevada e se
esperava uma reduc¢do destas ap0s a imobilizacdo da heparina.

Pela metodologia escolhida, segundo Albrecht et al. (2006b), o grupo imida da
poli(éter imida) reage com um grupo de aminas nucleofilicas da poli(etileno imina),
levando a formacdo de dois grupos amida: um fazendo uma ligagdo com a cadeia
macromolecular principal da PEI e um outro conectando a molécula de PEI com a
poli(etileno imina), conforme esquematizado na Figura 7.2. A Pei covalentemente ligada
a molécula da poli(éter imida) forma uma fina canada na superficie superior da

membrana, a qual contém grupos amino disponiveis para reac¢des adicionais.
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Figura 7.2. Esquema da reacdo da poli(éter imida) com poliaminas. Fonte: Albrecht et
al (2006).

Os grupos amino disponiveis na superficie da membrana de PEI ligam-se aos
grupos carboxilicos da heparina, e supde-se que a estrutura formada fica de acordo com

0 esquematizado na Figura 7.3.
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Figura 7.3. Esquema da imobilizacdo de heparina na superficie da membrana de Poli(éter
imida). Fonte: Adaptado de Ren et al. (2013).

7.2. ANALISE MORFOLOGICA

Apos a modificagdo superficial, as fibras ocas foram caracterizadas em relagéo
a estrutura morfoldgica, fazendo-se a observagdo microscopica da se¢éo transversal
(ST). Os resultados obtidos séo apresentados na Figura 7.4, a qual também apresenta

as fotomicrografias das fibras sem modificacao.

Figura 7.4. Fotomicrografias das membranas do tipo fibras ocas F1205AN antes e

depois da modificacao superficial: (a) Antes da modificacdo (b) Apés a modificacéo.
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Observa-se que a estrutura morfolégica da fibra oca néo foi alterada apos a
modificagdo superficial, mantendo-se uma superficie interna densificada suportada por
uma camada porosa. A secao transversal apresenta macrovazios, conforme discutido

no Capitulo 6.

Percebe-se, entretanto, um aumento consideravel da espessura da pele densa
guando da fibra modificada. Essa alteracdo pode, entéo, influenciar as propriedades de
transporte das membranas, conforme sera discutido posteriormente. O aumento da
espessura da pele densificada pode ser explicado pela camada de polietilenimina

formada, a qual pode preencher pequenos poros presentes da estrutura da membrana.

8.3. QUANTIFICAGCAO DE HEPARINA IMOBILIZADA

A heparina imobilizada na superficie da membrana foi quantificada através da
diferenca de concentracdo na solucdo de imobilizacdo, antes e apds a reacdo. Foi
observada uma imobilizagdo de 176 + 52 pg/cm?2 de membrana.

Na literatura, alguns trabalhos que modificam a superficie de um material com
heparina reportam quantidades imobilizadas, de modo geral inferiores aos valores
encontrados nessa tese. A Tabela 7.3 apresenta alguns valores de imobilizagéo de

heparina reportados na literatura.

Tabela 7.3. Resultados de imobilizacdo de heparina em superficies reportados na

literatura.
Autor (ano) Heparina imobilizada (ug/cm?) Material
Sailynoja et al. (1999) 98 Poliacrilamida
Kang et al. (2001) 11-1.3 Poliuretano
Michanetzi et al. (2003) 9,76 PVC
Chen et al. (2005) 0,68 Silicone
Huang et al. (2010) 0,86 Polissulfona
Wang et al. (2017) 2,69 Polissulfona
Santos et al. (2017) 272 Poli(éter imida)
Esse estudo 176 Poli(éter imida)
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Observa-se que ha uma variacao grande de densidade de heparina imobilizada
reportada na literatura e, nessa tese foi obtido um dos maiores valores de heparina por
cm2 de membrana. Isso pode ser explicado pela diferenca de metodologia de
imobilizacdo utilizada em cada trabalho, bem como pela quantidade de heparina
disponibilizada para a imobilizagdo. O célculo da &rea de membrana também pode
influenciar nos resultados reportados na Tabela 7.3. Nessa tese, foi utilizada a area util
de membrana, calculada conforme a Equacéo 5.2. Entretanto, pela metodologia de
imobilizacdo utilizada, a area disponivel para a imobilizacdo de heparina € maior que o
calculado por essa Equacao, pois durante 0 bombeamento da solucao de imobilizacédo
por dentro das fibras pode ocorrer a permeacdo através da parede das mesmas,
havendo imobilizagdo ao longo da espessura da fibra, podendo chegar a superficie
externa da mesma. Com isso, a area de imobilizagéo é de fato maior e, neste caso, a

gquantidade imobilizada por unidade de area seria bem menor que o valor apresentado.

Segundo Ren et al. (2013), durante uma sesséo de hemodidlise séo utilizados
aproximadamente 20 a 40 mg de heparina. Supondo um dialisador de 1 m2 de area, a
imobilizacdo de heparina proposta nessa tese (176 pg/cm?) proveria uma quantidade
suficiente de coagulante para uma hemodialise livre de heparina ou, ao menos, com
reducdo da dose necessaria, o que poderia evitar problemas de trombocitopenia,
condicdo na qual ha uma deficiéncia de plaquetas (trombdcitos) no sangue, células
fundamentais para a coagulacdo, e hemorragias, devido a elevadas quantidades de

heparina intravenosa.

7.4. PERMEABILIDADE HIDRAULICA

A permeabilidade hidraulica foi avaliada antes e depois da modificacdo
superficial das fibras. Antes da modificagdo, conforme discutido no Capitulo 6, item
6.2.1, as fibras utilizadas no procedimento de modificagdo foram as que apresentaram
maiores valores de permeabilidade, aproximando-se das fibras de alto fluxo comerciais
de Poli(éter sulfona). Na Tabela 7.4 apresentam-se os resultados de permeabilidade

ap6s a modificagdo com heparina.
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Tabela 7.4. Permeabilidade hidraulica antes e apds a modificacdo superficial com

heparina.
Membrana Permeabilidade hidraulica (L/h.m2.bar)
PEI/PVP sem modificagdo 104,4+ 25
PEI/PVP modificada com heparina 63,8+2,3

Observa-se dos resultados da Tabela 7.4 que h& uma reducdo da
permeabilidade hidraulica apds a funcionalizacdo com heparina, porém 0S novos
valores continuam caracterizando os modulos confeccionados com essas fibras como

sendo de alto fluxo, ideal para a aplicacéo pretendida.

A reducéo da permeabilidade estéd associada com a fina camada de poli(etileno
imina) formada na etapa de introducdo dos grupos amino, a qual acaba por preencher
pequenos poros que estejam presentes, resultando em uma maior resisténcia ao
transporte, conforme discutido anteriormente. Essa camada foi confirmada através da
analise morfol6gica, que demonstrou um aumento da espessura da pele densificada na

superficie interna da fibra apresentada no item 7.2.

7.5. REJEICAO DE SOLUTOS UREMICOS E DE LISOZIMA E ALBUMINA

Assim como verificado com as membranas antes da modificacdo, as membranas
modificadas superficialmente também apresentaram rejeicdo nula de solutos urémicos

creatinina, fosfato e vitamina B».

Em relacéo arejeicdo de lisozima e de albumina, os resultados séo apresentados

na Figura 7.5.
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Figura 7.5. Rejeicéo de lisozima e de albumina antes e apos a modificagéo superficial.

Observa-se, dos dados apresentados na Figura 7.5, que a rejeicdo tanto de
lisozima quanto de albumina foram maiores ap6s a modificacao, o que esta relacionado
ao mesmo fato da reducdo da permeabilidade hidraulica: formacdo da camada
superficial de Pei, com preenchimento de poros pequenos. Antes da modificagdo, a
membrana selecionada possuia uma rejeicdo muito baixa de albumina, indicando que
haveria uma elevada perda dessa proteina durante o tratamento por hemodialise. Ao
mesmo tempo, a rejei¢cdo de lisozima era praticamente irrelevante, indicando uma boa
remocdo dessa toxina urémica. Com a modificagdo superficial, a rejeicdo de lisozima
aumentou, mas ainda indicando uma boa remoc¢éo dessa substancia, enquanto a de
albumina aumentou consideravelmente, com valores superiores a 90% de retencao
dessa proteina. Esses resultados indicam que a modificagédo superficial permitiu que a
membrana adquirisse propriedades satisfatérias em relacdo a remocao de lisozima e

retencdo de proteinas, avaliada por meio da albumina.

Nos trabalhos reportados na literatura, sobre membranas para hemodidlise,
valores de rejei¢cdo caracteristicos sdo similares aos reportados nessa tese, conforme

podemos observar nos dados apresentados na Tabela 7.5.
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Tabela 7.5. Rejeicao de lisozima (ou B2-microglobulina) e de albumina reportadas na

literatura.

Autor (ano) Material membrana Rejeicdo de Rejeicdo de
lisozima (%) albumina (%)

Huang et al. Polissulfona + heparina - 90,9

(2011)

Gao et al. Poli(acido latico) + heparina 18 90

(2014)

Zhang et al. Poli(fluoreto de vinilideno) 33,2 82,3

(2015)

Abidin et al.  Poli(éter sulfona) + poli(acido citrico) - 97,7

(2017) + nanotubos de carbono

Santos et al. Poli(éter imida) + heparina 89 99

(2017)

Yu et al. Poli(alcool vinilico) e poliacrilonitrila 45,8 98,8

(2017)

Esse estudo Poli(éter imida) + Poli(vinil pirrolidona) 33,6 90,9

funcionalizada com heparina

7.6. REMOCAO DE UREIA e CLEARANCE
Experimentos de didlise foram realizados com os modulos confeccionados com

as fibras ap6s a modificacdo superficial e os resultados de remocédo de ureia séo

apresentados na Figura 7.6.
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Figura 7.6. Remocao de ureia antes e ap6s a modificagcao superficial.

Observa-se que houve uma leve reducdo da Remocao de ureia, fato associado
ao aumento da camada de resisténcia ao transporte na membrana. Com isso, clearance

difusivo foi reduzido de 35,4 mL/min para 29,2 mL/min.

Entretanto, os valores tanto de remocao de ureia quanto de clearance estédo de
acordo com os valores comparados na literatura anteriormente no item 6.2.3. Espera-
se que o aumento da area de superficie Gtil do médulo para a ordem de m? levara a
valores de RU superiores a 60% e de clearance de ureia, superiores a 150 mL/min.

7.7. CARACTERIZACAO SUPERFICIAL

7.7.1. Espectroscopia de Infravermelho (ATR-FTIR)

Para confirmar a imobilizacdo de heparina na superficie das membranas, foi
realizada a analise de espectroscopia de infravermelho a fim de detectar a presenca de

grupos funcionais que néo existiam antes da modificacao.

A Figura 7.7 apresenta o espectro obtido para as membranas de poli(éter imida)
antes da funcionalizacdo com heparina. O espectro da membrana de PEI antes da
modificacéo exibe absor¢des caracteristicas do grupo imida a 1780 cm* e a 1720 cm™?,
tipico do alongamento simétrico e assimétrico dos grupos carbonila presentes no

grupamento imida; a 1355 cm™ e 743 cm™, referente ao alongamento e flexdo C-N; e a
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1234 cm?, tipico do éter aromatico C-O-C, assim como reportado por Chen et al. (2006)
e Garcia et al. (2017).

1780 cm'lf
1720 cm'lf / T /
1

] 743 cm™
1355 cm
1234 cm™
4000 3500 3000 2500 oy 2000 1500 1000 500

Figura 7.7. Espectro da membrana antes da modificacdo superficial com heparina.

Apo6s a modificacdo pela imobilizacdo de heparina, observam-se alguns picos
caracteristicos de grupos funcionais da heparina: em 1630 cm™, banda caracteristica da
ligacdo C = O; 1234 cm™, caracteristico da deformagéo axial assimétrica do grupo C —
O - C; 1560 cm™, o qual pode ser atribuido a ligacdo N - H, de amina primaria, presente
na estrutura da heparina; 892 cm, do grupo N — H fora do plano (COELHO, 2004). O
pico de absorc¢édo caracteristica do grupo SOs da heparina, em 1230 cm™ e 796 cm™,
nao esta bem evidenciado, o que pode ser explicado por sobreposicao de outras bandas
nessa regido (PANZARINI e GUEDES, 2005). A Figura 7.8 apresenta o espectro obtido

para a andlise com a membrana ap6s a modificagao superficial.
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Figura 7.8. Espectro da membrana apds a modificacdo superficial com heparina.

Aksoy et al. (2008) modificaram a superficie de membranas de poliuretano
através da imobilizagdo covalente de heparina e caracterizaram as superficies antes e
ap6s a modificagdo por meio de analises de espectroscopia de infravermelho. Os
autores identificaram picos de absorgdo, apos a introducdo da heparina, na faixa de
1000-1100 cm?, os quais foram atribuidos ao estiramento assimétricodoS=0eC -0
— C no grupo sacarideo da heparina. Do mesmo modo, Huang et al. (2010) imobilizaram
heparina na superficie de membranas de polissulfona e verificaram que, ap6s a
imobilizacdo, surgiram picos de absorcdo em 1725 cm™, o qual foi atribuido ao grupo
carbonila (C = O) da heparina imobilizada e em 1050 cm?, o qual foi atribuido ao
estiramento assimétrico do grupo —SOsz. Além disso, assim como observado nos
resultados apresentados nesta tese, os demais picos de absor¢cdo apresentados na
membrana antes da modificacdo também podem ser visualizados apés a introducéo da

heparina.

Com estes resultados, pode-se sugerir que a imobilizacdo de heparina na
superficie da membrana foi realizada, confirmando-se o sucesso do procedimento com
a quantificacdo de heparina imobilizada e com as analises das demais propriedades

superficiais da membrana, apresentadas nos itens seguintes.
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7.7.2. Hidrofilicidade

Os resultados das medidas de &ngulo de contato das membranas planas séo
apresentados na Tabela 7.6. Observa-se que antes da modificacdo, as membranas de
poli(éter imida) com poli(vinil pirrolidona) como aditivo apresentaram os maior valores
de angulo de contato. Ainda assim, como foram obtidos valores menores que 90°, as
membranas podem ser classificadas como hidrofilicas, quando a molhagem da
superficie é favoravel. Essa hidrofilicidade pode ser atribuida ao PVP, um aditivo
hidrofilico (YUAN e DAN-LI, 2008; SU et al., 2011; SON et al., 2017).

Tabela 7.6. Angulo de contato das membranas antes e ap6s a modificacéo superficial.

Membrana Angulo de contato (°)
Antes da modificagéo 76,52 + 4,96
Ativada com grupos amino 61,90 £ 7,07
Apds aintroducéo de heparina 58,53 £ 2,03

A reducdo do angulo de contato para a superficie ativada ocorre devido a
presenca dos grupos amino hidrofilicos. Resultados similares foram reportados por Li et
al. (2011), Ren et al. (2013) e Wang et al. (2017). A introdug&o da heparina resultou em
angulos de contato um pouco menores que aqueles da membrana ativada, mas
considerando o erro associado, pode-se considerar que os angulos séo iguais. Esse
pequeno aumento da hidrofilicidade com a introdugdo da heparina na superficie da
membrana esta associado com a presenca de grupos funcionais hidrofilicos na estrutura
da heparina, como hidroxilas, grupos carboxilicos e grupos de acido sulfarico (GAO et
al., 2014).

Resultados similares séo reportados na literatura. Lin et al. (2005) modificaram
a superficie de membranas de poliuretano com quitosana e heparina, com o objetivo de
elevar a hemocompatibilidade. A hidrofilicidade das membranas foi avaliada por meio
de andlises de angulo de contato e observou-se que a membrana sem modificagcdo
apresentou menor hidrofilicidade, com um &ngulo de contato de 68° + 3° e, com as
modificacBes com quitosana e heparina, os angulos reduziram para 52° + 4° e 51° + 3°,
respectivamente, apresentando tendéncias similares as encontradas nessa tese. Do

mesmo modo, Gao et al. (2014) imobilizaram heparina na superficie de membranas de
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poli(acido latico), apds seu recobrimento com polidopamina. Os autores observaram um
reducdo no angulo de contato das membranas de poli(acido latico) de 84° para 75°
devido ao recobrimento com a polidopamina e, consequentemente, introducdo de
grupos funcionais hidrofilicos, como o grupo hidréxibenzeno. Com a introducdo da
heparina, o angulo de contato reduziu para 51°, resultado da adicdo de mais grupos

funcionais hidrofilicos.

A Figura 7.9 apresenta imagens das gotas de 4gua formadas quando em contato

com cada uma das membranas indicadas na Tabela 7.6.

Figura 7.9. Gotas de agua formadas na andlise do angulo de contato das membranas
antes e apos a modificacao superficial (a) Antes da modificacédo (b) Ativada com grupos

amino e (c) Apos a introducédo de heparina.

As andlises de angulo de contato foram realizadas com membranas planas e,
por isso, representam o efeito qualitativo da modificacdo superficial realizadas nas

membranas na geometria fibra oca.

Para avaliar a hidrofilicidade das membranas na geometria fibra oca, foram
realizadas analises de absorcdo de dgua. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 7.10.
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Figura 7.10. Absorcdo de agua nas membranas do tipo fibra oca antes e apés a
modificagdo com heparina.

A maior absorcdo de agua apresentada pelas membranas ap6s a modificacédo
confirma que ha um aumento da hidrofilicidade também das fibras ocas, resultado da
introducéo de heparina em sua superficie. Essa observagédo esta de acordo com as

analises de angulo de contato das membranas planas, discutida anteriormente.

7.7.3. Adsorcéo de proteinas

Os testes de adsorcdo de proteinas foram realizados ap0s a modificacdo
superficial a fim de verificar o efeito da introducéo de heparina em reduzir a ocorréncia
deste fendbmeno. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 7.11, a qual

compara a adsorcao de albumina nas fibras antes e apods a introducédo de heparina.
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Figura 7.11. Adsorcdo de albumina na superficie das fibras antes e apds a introducéo

de heparina em sua superficie.

Observa-se da Figura 7.11 que a introducdo de heparina resultou em reducéo
consideravel da adsorcdo de albumina (menos da metade da quantidade adsorvida
antes da modificagdo). Essa menor adsorcédo pode indicar melhor compatibilidade
sanguinea da membrana, o que foi confirmado através das andlises de

hemocompatibilidade que serado discutidas nos proximos tépicos.

As moléculas de albumina possuem ponto isoelétrico de 4,9 e, portanto, a
albumina bovina sérica exibe carga negativa em uma solucéo neutra. A superficie da
membrana, apos a introducdo de heparina, também esta negativamente carregada,
conforme sera discutido no item 7.7.4, o que resulta em forte repulséo eletrostatica entre
as moléculas de albumina e a superficie da membrana e, consequentemente, ha menor
adsorcdo dessa substancia. Resultados similares séo reportados por Hebbar et al.
(2015). Além disso, conforme confirmado através das analises de angulo de contato e
absorcdo de agua, a hidrofilicidade das membranas modificadas € maior e superficies

hidrofilicas s&o menos propensas a adsorverem proteinas.

Xie et al. (2016) imobilizaram heparina na superficie de membranas de
polissulfona e avaliaram a adsorcao de albumina antes e apds a modificacdo superficial.
Os autores observaram que houve adsor¢cdo de uma quantidade muito maior de
albumina na membrana de polissulfona sem heparina, o que foi atribuido ao fato das
membranas com heparina serem mais hidrofilicas. Do mesmo modo, Yang e Lin (2003)
observaram a supressao da adsorcao de proteinas em membranas de polissulfona

modificadas com heparina, o que foi explicado com base na repulséo eletrostatica entre
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as proteinas negativamente carregadas e 0s grupos SOz e COO" presentes na

heparina.

7.7.4. Potencial zeta

A determinacdo dos valores de potencial zeta em solucdo de KClI 1 mM das
membranas antes e ap6s a modificacdo superficial com heparina foram realizadas a
partir de medi¢cdes baseadas no potencial de escoamento. Cada medicao foi realizada
no intervalo aproximado de pH de 2 a 6, iniciando do pH mais basico para o pH mais
acido, e os resultados sdo apresentados na Figura 7.12. Observa-se que a membrana
original de poli(éter imida) apresenta carga negativa em toda faixa de pH investigada.
Na literatura, o ponto isoelétrico reportado para a PEIl encontra-se em torno de 3,5
(HEBBAR et al., 2017). A diferenga entre o resultado aqui obtido e o da literatura decorre

da metodologia experimental utilizada neste trabalho.

;

Potencial zeta (mV)
|

-100 - u

-120 -
pH

¢ Membrana funcionalizada B Membrana antes da funcionaliza¢éo

Figura 7.12. Variagéo do potencial zeta em funcéo do pH da solucdo de KCI 1 mM das

membranas de PEI/PVP antes e apés a funcionalizagcdo com heparina.

Ap6s a modificacdo, a membrana contendo heparina apresentou um ponto
isoelétrico de aproximadamente 4,25. Esse deslocamento do ponto isoelétrico para
valores mais basicos é consequéncia da introdu¢do de grupos amino encontrados na

heparina, o que é mais uma evidéncia de que a funcionalizagdo ocorreu com sucesso.
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Comportamento semelhante do potencial zeta em funcdo do pH também foi
observado na literatura para membranas de PEI. Seifert et al. (2002) avaliaram o
potencial zeta de membranas de PEI, na faixa de pH de aproximadamente 4 a 9 e
verificaram que em toda essa faixa, 0 potencial zeta apresenta carga negativa, que
diminui & medida que o pH aumenta, assim como os resultados obtidos nesse estudo.
Além disso, os autores também avaliaram o potencial zeta de membranas de PEI
modificadas com poli(etileno imina) (introducdo de grupos amino) e observaram que
neste caso, o potencial zeta é maior na mesma faixa de pH, apresentando ponto

isoelétrico em pH 9 e carga negativa apenas a partir desse valor de pH.

Esse comportamento das membranas analisadas, de apresentar carga negativa
na maior faixa analisada, pode ser relacionado a propriedades antitrombogénicas no

material.

7.8. HEMOCOMPATIBILIDADE

7.8.1. Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA)

As analises de TP e de TTPA foram realizadas para avaliar o parametro de
coagulagéo, recomendado pela ISO 10993-4. Conforme descrito anteriormente, o TP
descreve o tempo para formacgéo de coagulo ativada pela via extrinseca de coagulacgéo,
enquanto o TTPA descreve o funcionamento da via intrinseca de coagulacéo e, por isso,

os resultados das andlises desses parametros serdo discutidos numa mesma secéo.

Na Figura 7.13 sédo apresentados os resultados das andlises do TP, enquanto a

Figura 7.14 apresenta os resultados do TTPA.
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Figura 7.13. Resultados das analises do tempo de protrombina. Membrana 1: antes da

funcionalizagdo e Membrana 2: ap0s a funcionalizacdo com heparina.
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Figura 7.14. Resultados das andlises do tempo de tromboplastina parcial ativada.
Membrana 1: antes da funcionalizagcdo e Membrana 2: apés a funcionalizacdo com
heparina.

Conforme podemos observar da Figura 7.13, o TP nao foi alterado na presenca
das membranas, enquanto da Figura 7.14 observamos que a presenca da membrana
funcionalizada levou a um aumento do TTPA. Ou seja, houve influéncia no

funcionamento apenas da via intrinseca da coagulacgéo.
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De fato, o TTPA ¢é utilizado para controlar o tratamento com heparina, a qual
costuma elevéa-lo de 1,5 a 2 vezes em relagdo ao valor controle (EBY, 1997). A heparina
promove a inibicdo da trombina e do fator Xa pela antitrombina Il (AT Ill). Conforme
discutido nos itens 5.5.6.1 e 5.5.6.2, esses fatores estdo envolvidos na via comum de
coagulagéo, ponto a partir do qual as vias intrinseca e extrinseca se encontram e
finalizam. Dessa forma, seria esperado que a heparina néo influenciasse os tempos de

protrombina e de tromboplastina parcial ativada.

Porém, conforme os resultados obtidos, a presenca da heparina na superficie da
membrana levou a um aumento do TTPA, o que pode ser explicado pelo fato de que,
além de inibir a trombina e o fator Xa, a heparina também atua sobre outros fatores,
como fator Xla e 1Xa, que fazem parte da via intrinseca de coagulacdo, mas ndo estéo
presentes na via extrinseca. Dessa forma, a heparina possui um efeito sinérgico
envolvendo multiplos fatores no TTPA, porém néo altera o TP (FRITAMA, 2010) e, por

esse motivo, é utilizada também clinicamente para acompanhar o tratamento de

pacientes com heparina.

Os resultados de TTPA estdo de acordo com alguns resultados reportados na
literatura, como o de Jee et al. (2004), que avaliou o tempo de tromboplastina parcial
ativada de membranas de poli(acido latico) e heparina. Os autores observaram aumento
no tempo de coagulagao pela via intrinseca de 31,8 + 0,2 s (para a membrana de PLA
sem heparina) para 49,9 = 0,2 s (para a membrana com heparina) e explicaram esse
resultado baseado no fato da heparina ligar-se a antitrombina Il do plasma e ser apta a
neutralizar os fatores de coagulacdo gerados na interface material-sangue. De forma
similar, Ji et al. (2017) avaliaram o TTPA de membranas de poli(éter sulfona)
modificadas com microgéis semelhantes a heparina. Os autores observaram aumento
do TTPA com o aumento do contetdo de microgel adicionado a membrana, obtendo-se

um TTPA superior a 60 s.

Em relagédo ao TP, também sé&o reportados resultados similares ao observado
nesse estudo. Wang et al. (2017) avaliaram o TP de membranas de polissulfona
modificadas com heparina e néo foi observada mudanca no TP quando comparadas as
analises das membranas antes e apés a modificacdo superficial. Os autores concluiram

gue as superficies das membranas nédo exibiram coagulacéo pela via extrinseca.

Na analise do TTPA, também foi proposto um desenho experimental em que a
membrana (apenas a heparinizada) fosse retirada do tubo contendo o plasma apés o
tempo de incubacéo inicial e antes de iniciar a indu¢do da coagulacdo. Nesse caso,

apenas a membrana modificada superficialmente foi utilizada porque foi a Unica que
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alterou o valor do TTPA e esse mesmo teste nédo foi realizado com o TP porque ndo
houve influéncia nesse parametro com nenhuma das membranas analisadas. Os

resultados obtidos séo apresentados na Figura 7.15.

Conforme se pode observar da Figura 7.15, mesmo com a retirada da membrana
funcionalizada com heparina antes da indu¢éo da coagulacéo, o TTPA é aumentado em
relacdo ao controle negativo, porém levemente inferior ao TTPA do sistema contendo a
membrana em todo o procedimento. Esses resultados indicam que ha liberagdo de
alguma quantidade de heparina pela membrana, de forma que a metodologia proposta
de modificacdo superficial ndo prové uma ligacdo muito estavel entre a membrana e a
heparina. A extensédo da liberacdo poderia ser melhor avaliada a fim de determinar por
guanto tempo a membrana permanece funcionalizada. Entretanto, cabe ressaltar que
os dialisadores idealmente nao deveriam ser reutilizados e, se o forem, o nimero de
vezes deve ser muito reduzido. Desta forma, uma pequena liberacdo de heparina ao
longo da sessao de dialise nao inviabiliza seu uso, especialmente quando se tem em

mente que na pratica clinica heparina ja € administrada na forma livre.
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Figura 7.15. Resultados de TTPA no desenho experimental em que a membrana é

retirada do plasma antes de induzir & coagulacao.

Outra observacdo que podemos inferir a partir dos resultados de TTPA com a
membrana apds a funcionalizacdo (membrana 2) é que o erro experimental obtido € o
mais elevado de todos. Isso pode indicar que a funcionalizacdo de heparina na

superficie da membrana ndo ocorreu de maneira uniforme e diferentes amostras de
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membrana possuem diferentes quantidades de heparina. No caso da retirada da
membrana funcionalizada antes da inducéo da coagulacao, o erro experimental obtido
foi muito pequeno, indicando que a liberacdo de heparina é praticamente a mesma em
todas as repeticoes.

7.8.2. Atividade hemolitica

A andlise da atividade hemolitica das membranas foi realizada para avaliar o
parametro de avaliacdo hematoldgica da 1SO 10993-4. Este objetivou avaliar se as
membranas induziam a ocorréncia de hemolise quando do seu contato com o sangue.
Em geral, este teste é utilizado para detectar danos aos eritrcitos causados pelos
materiais. Na Tabela 7.7 sdo apresentados os valores médios observados de

absorbancia, a partir dos quais se infere a ocorréncia da hemalise.

Tabela 7.7. Valores médios de absorbancia observados no teste de hemolise.

Amostra Absorbancia (a 540 nm)
Controle negativo 0,559
Controle positivo 2,849
Membrana 1 0,640
Membrana 2 0,610

A partir dos valores apresentados na Tabela 7.7, calculou-se o percentual de
hemdlise através da Equacéo 5.8. Os resultados obtidos séo apresentados na Figura
7.16.
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Figura 7.16. Percentual de hemdlise calculado para as membranas. Membrana 1: Antes

da modificacé@o superficial e Membrana 2: apos a modificagéo superficial.

Amostras com percentual de hemdlise inferiores a 5% sao consideradas néo
hemoliticas e, pelos resultados apresentados na Figura 7.16, podemos afirmar que nem
a membrana de PEI/PVP antes da funcionalizacdo com heparina nem a membrana

heparinizada causam danos aos eritrocitos quando do seu contato com o sangue.

Resultados similares foram obtidos por Santos et al. (2017), que observaram a
ndo ocorréncia de hemdlise em membranas de poli(éter imida) funcionalizadas com
heparina; por Gao et al. (2014), em membranas de poli(acido latico) também
funcionalizadas com heparina; e por Verma et al. (2017), em membranas de poli(éter
sulfona) com elevada hemocompatibilidade por modificacdo superficial, que obtiveram

percentagens de hemdlise dentro do percentual limite de 5%.

O teste de hemdlise ndo garante que as membranas sdo néo trombogénicas,

apenas indica que as mesmas nao sao capazes de causar danos aos eritricitos.

7.8.3. Adeséo de Plaquetas

A adesao de plaguetas a uma superficie estranha € o estagio inicial na formagéo
de trombo e um importante teste na avaliacdo da trombogenicidade de um material. Em
condicdes fisiolégicas normais, as plaquetas possuem o formato de um disco, porém,

guando ativadas (por estimulos externos, como a presenca de uma superficie
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trombogénica, por exemplo), podem sofrer transformagfes conformacionais (GARCIA,
1995).

Na Figura 7.17 sao apresentados os resultados obtidos do teste de adeséo de
plaquetas, apds visualizagdo por microscopia eletrdnica de varredura (MEV), das
membranas antes da funcionalizacdo com heparina, enquanto na Figura 7.18 séo

apresentados os resultados do teste realizado com as membranas funcionalizadas.

Observa-se das Figuras 7.17 e 7.18 que a imobilizacao de heparina na superficie
das membranas resultou em reducdo da ocorréncia de adesao de plaquetas, o que da
indicios de que propriedades antitrombogénicas foram adquiridas pelas membranas
com a modificacdo superficial. Resultados similares séo reportados na literatura, e
indicam a redugdo ou até mesmo a supressdo da ocorréncia de plaquetas aderidas
guando da imobilizacdo de heparina em superficies de materiais diversos (MOLLNES
et al, 1999; WEBER et al, 2000; WEBER et al, 2002; GAO et al, 2014).

Segundo Wendel e Zimer (1999), a redugédo da adesdo plaquetaria em uma
superficie é atribuida a reducéo da deposicao de fibrinogénio, produzida a partir de uma
superficie de heparina funcionalmente ativa, e a extensdo da reducdo esta

correlacionada com a extensédo da captacao de antitrombina.
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Figura 7.17. Fotomicrografias da superficie de amostras das membranas antes da

funcionalizacéo, mostrando que ha adeséo de plaquetas.
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Figura 7.18. Fotomicrografias da superficie de amostras das membranas apés a

funcionalizacéo, mostrando que adesao de plaguetas é muito reduzida.

Conforme discutido no item 7.7.3, as membranas de PEI apds a funcionalizacédo

com heparina também apresentaram reduzida adsor¢éo de proteinas (albumina), em

comparacdo com as membranas ndo modificadas superficialmente. O aumento da
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hidrofilicidade da superficie da membrana apds a introducéo da heparina pode justificar

a reducao na adeséo.

7.8.4. Sistema Complemento

Durante o procedimento de hemodidlise, a ativacdo do complemento pode ser
causada principalmente pela interacdo do sangue com o material de confec¢do dos
filtros dos dialisadores. Por esse motivo, as membranas a serem utilizadas no
tratamento devem possuir biocompatibilidade suficiente para evitar ou reduzir a

ocorréncia desse fendmeno.

Na Tabela 7.8 sdo apresentados os resultados da analise do sistema
complemento, avaliado através da concentragcdo dos complementos C3 e C4 apos
contato do soro humano com as membranas antes e ap0s a funcionalizagdo com
heparina. Na Tabela, a amostra controle refere-se a medi¢cdo da concentracdo dos

complementos no soro que néo foi colocado em contato com membrana.

Tabela 7.8. Resultados da andlise de ativagédo do sistema complemento.

Amostra C3 (mg/dL) C4 (mg/dL)
Referéncia (adulto saudavel)* 58 - 170 7-49
Controle 102 16,1

Membrana antes da funcionalizagdo 104,7 +1,53 16,7 £ 0,06

Membrana ap6s a funcionalizagao 108,0+1,73 17,1+0,10

*Referéncia fornecida pelo kit utilizado na andlise.

Observa-se pelos dados da Tabela 7.8 que nenhuma das membranas (antes e
ap6s a modificacdo superficial) ativou o sistema complemento, em relacdo aos
complementos C3 e C4. Apesar de ter ocorrido um leve aumento das concentracdes em
relagdo ao controle, os valores continuam bem abaixo da referéncia utilizada para um
adulto saudavel. Esse resultado indica que a membrana de poli(éter imida) possui
caracteristicas de ser biocompativel, sem a necessidade de modificacdo superficial, o
que esta de acordo com alguns trabalhos encontrados na literatura (BRAUNE et al,
2013; TZONEVA et al, 2008a).
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Além de ser utilizada como indice de medi¢@o da biocompatibilidade do material,
a avaliacdo da ativagdo do sistema complemento em hemodiélise é importante porque
esta associada a inflamac¢des e ao aumento do risco de doengas cardiovasculares,
principal causa de morte de pacientes com doencas renais em estagio terminal (DE
BORST, 2016). Particularmente, um elevado nivel circulante de C3 tem sido associado
a resisténcia a insulina e a incidéncia de diabetes (WLAZLO et al, 2014), metabolismo
lipidico alterado (BARBU et al, 2015) e a incidéncia de doenca coronariana (ONAT et al,
2010). Além disso, niveis circulantes mais elevados de C4 foram associados ao

desenvolvimento de acidente vascular cerebral (CAVISOGLU et al, 2007).

Portanto, o desenvolvimento e utilizagdo de membranas que possuam como
caracteristica a ndo ativagdo do sistema complemento pode levar a uma melhoria na
sobrevida e qualidade de vida dos pacientes dialisados, com menor incidéncia das

principais doencas causadoras de 6bito.

7.9. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste capitulo indicam a potencialidade da
utilizacdo da poli(éter imida) modificada através da funcionalizag&o pela imobilizagao de
heparina em sua superficie como em filtros de hemodialise, pois foram obtidas
propriedades de transporte compardveis com as membranas clinicas utilizadas
atualmente no tratamento. Além disso, com a modificagdo superficial, houve aumento
da hidrofilicidade e reducdo da adsorcdo de proteinas. Nos testes de
hemocompatibilidade, as membranas modificadas apresentaram aumento do tempo de
coagulacéo, reducdo da ocorréncia da adesdo de plaquetas e ndo causaram ativacao
do sistema complemento, apresentando propriedades antitrombogénicas e de
biocompatibilidade muito importantes para a aplicacdo pretendida. Além disso, quando
do contato com o0 sangue, ndo causaram hemdlise, apresentando-se seguras nesse

sentido.
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CAPITULO 8 — CONCLUSOES E SUGESTOES
PARA TRABALHOS FUTUROS

8.1. CONCLUSOES

Membranas na forma de fibras ocas baseadas em poli(éter imida) (PEI) e
destinadas a uso em hemodialise foram obtidas nesta tese, utilizando a técnica de
inverséo de fases na extruséo de solugdo polimérica em presenca de liquido coagulante.
A avaliacdo das condi¢bes de fabricacdo de fibras ocas a partir de solugdes de
PEI/PVP/NMP permitiu concluir que o aumento da concentracdo de PVP na solugéo
resulta na supressao da formacédo de macrovazios na morfologia da membrana, efeito

similar ao da adi¢céo de solvente ao liquido interno.

A morfologia das membranas obtidas, por sua vez, foi similar & das membranas
clinicas, que em geral apresentam uma fina pele densa na superficie interna da fibra,
adjacente a uma camada porosa que caracteriza a maior parte da espessura da fibra.
As dimens®es das fibras obtidas foram bastante superiores as membranas comerciais
de uso clinico, chegando a apresentar diametros externos até cinco vezes maiores, 0
gue pode implicar eventualmente na sua adequacdo de uso, pois o volume de sangue
necessario para enchimento inicial do médulo de hemodialise pode ser superior ao

recomendado (ocorréncia de hipovolemia).

Foi possivel obter fibras classificadas tanto como de baixo fluxo quanto de alto
fluxo, com permeabilidades hidraulicas variando de 6,1 a 102,0 L/hm2bar. Observou-se
uma eficiente remocdo de lisozima e concomitante retencdo de albumina, conforme
desejado no tratamento. As membranas comerciais de uso clinico testadas
apresentaram altas remoc¢0es de lisozima combinadas com alta perda de albumina ou
alta retencdo de albumina com acumulo de lisozima, indicando um desempenho
inadequado para o tratamento. As fibras sintetizadas apresentaram melhores resultados

em relacdo a estas analises, indicando excelente potencial para uso em hemodialise.

As razfes de reducdo de ureia e o clearance de ureia apresentaram valores
bastante proximos aos das membranas comerciais, considerando as mesmas areas,
podendo-se também inferir que elas apresentam bom potencial para uso em

hemodidlise.
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A imobilizacdo de heparina na superficie da membrana foi alcancada com
sucesso com a utilizacéo da poli(etileno imina) como doador de grupos amino, através
de reacdo desta com a PEI durante exposi¢do de 1 minuto. Confirmada através da
presenca de bandas de absorcdo caracteristica de grupos funcionais presentes na
estrutura da heparina, a modificagédo superficial ndo alterou a morfologia da membrana,
conforme esperado, porém resultou em aumento da camada seletiva densificada na
superficie interna da membrana. Como consequéncia, as propriedades de transporte
das fibras foram alteradas: a permeabilidade hidraulica diminuiu (de 104 L/h.m2.bar para
63 L/h.m2.bar), as rejeicBes de lisozima e albumina aumentaram (a de lisozima, de 9%
para 34% e a de albumina, de 65% para 91%), bem como a Remoc¢ao de ureia e o
clearance de ureia foram reduzidos, porém em menor propor¢do. Esses resultados
podem ser explicados pelo fato da poli(etilieno imina) preencher pequenos poros

presentes na membrana.

A imobilizacdo de 0,176 mg/cm? de heparina na superficie da fibra oca também
resultou em uma reducdo do angulo de contato (de 76,4° para 58,5°), o que confirma
um aumento da hidrofilicidade da membrana. Este fato, aliado a carga negativa que
proporciona a heparina resultaram em um efeito benéfico, jA que as membranas
apresentaram adsor¢ao reduzida de proteina, bem como reduzida adesédo de plaguetas
em relacdo a membrana de PEI sem modifica¢éo superficial.

A andlise do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) demonstrou o
carater anticoagulante das membranas funcionalizadas, pois foi observado aumento no
tempo de formagéo de trombo de aproximadamente 35%. Quando em contato com a
membrana antes da funcionalizacdo, houve coagulacdo do plasma em um tempo muito
proximo ao tempo da referéncia, indicando que a coagula¢cdo do sangue na presenca

destas membranas nao foi afetada.

A avaliacdo do sistema complemento demonstrou que as membranas de PEI,
com e sem modificagdo superficial, ndo causam ativacdo do complemento, resultado
que indica que as membranas possuem caracteristicas biocompativeis importantes para

0 aumento da expectativa de vida dos pacientes em tratamento dialitico.

Portanto, as membranas do tipo fibras ocas de PEI/PVP fabricadas por extrusdo
umida e submetidas a modificacdo de sua superficie apresentam caracteristicas
antitrombogénicas e de biocompatibilidade, altamente desejaveis para a utilizacdo em

cartuchos de hemodialise.
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8.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Modificar condi¢6es de sintese das fibras ocas, incluindo as dimensfes da extrusora,

a fim de obter fibras com menores diametros interno e externo;

- Configurar médulos de maior &area para realizacdo dos testes na maquina de

hemodialise, em termos de clearance e coeficiente de ultrafiltracao;

- Determinacgéo experimental do volume de priming de médulos de hemodialise de area

compativel com os modulos clinicos atuais;

- Fazer um estudo da estabilidade da ligacdo da heparina com a superficie da membrana

e explorar o efeito da heparina imobilizada no TTPA;

- Avaliar se o procedimento de esterilizacdo das membranas causara efeitos em suas

propriedades mecénicas e de transporte;

- Realizag&o de testes de hemodialise com sangue, com modulos de pequeno tamanho,

para avaliagdo da ocorréncia de reagdes adversas em processo.

- Fazer uma analise econémica para avaliar a viabilidade de utilizacdo das membranas

sintetizadas na fabricacdo de modulos de hemodialise nacionais.
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ANEXO A - CONDICOES EXPERIMENTAIS
DE SINTESE DAS FIBRAS OCAS

Fiacdo 1
Sistema polimérico PEI/PVP/NMP (12%/10%/78%)
Composicao do liquido interno  Agua
Agua : NMP (1:1)
Pressao da solucao polimérica 3 bar
Vazéo de liquido interno 2,5 mL/min
3,41 mL/min

Vazédo da solugdo polimérica 2,2 g/min

Condicdo DEB (cm) Velocidade de fiacdo (cm/s) Tempo de exposi¢ao (S)

1 35 3,38 10,36
2 46 3,38 13,61
Fiacéo 2
Sistema polimérico PEI/PVP/NMP (15%/05%/80%)

Composicéo do liquido interno  Agua
Agua : NMP (1:1)
Pressao da solucao polimérica 2 bar
1 bar
Vazéo de liquido interno 8,48 mL/min
7,32 mL/min
Vazéao da solucdo polimérica 7,94 g/min

4,06 g/min
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Condicdo DEB (cm) Velocidade de fiagdo (cm/s) Tempo de exposi¢ao (S)

1 40 6,43 6,22
2 40 6,43 6,22
Fiacdo 3
Sistema polimérico PEI/PVP/NMP (15%/10%/75%)

Composicao do liquido interno  Agua
Agua : NMP (1:1)
Presséo da solucao polimérica 4 bar
Vazao de liquido interno 4,08 mL/min
1,93 mL/min

Vazédo da solucdo polimérica 2,97 g/min

Condicdo DEB (cm) Velocidade de fiacdo (cm/s) Tempo de exposi¢ao (s)

1 40 3,06 13,07
2 40 3,06 13,07
Fiacéo 4
Sistema polimérico PEI/PVP/NMP (12%/05%/83%)

Composicéo do liquido interno  Agua

Agua : NMP (1:1)
Presséo da solucéo polimérica 1 bar
Vazéo de liquido interno 4,12 mL/min

2,61 (2,93)mL/min

Vazédo da solucdo polimérica 7,02 g/min
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Condicdo DEB (cm) Velocidade de fiagdo (cm/s) Tempo de exposi¢ao (S)
1 40 12,5 3,20

2 40 12,8 3,12

185



ANEXO B - CURVAS DE CALIBRACAO
UTILIZADAS NAS CARACTERIZACOES DAS
MEMBRANAS

B.1. CURVA DE CALIBRAGCAO DA UREIA
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B.3. CURVA DE CALIBRAGCAO DO FOSFATO
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B.4. CURVA DE CALIBRACAO DA VITAMINA B12

Concentracéo (ppm)
= N w H a (2] ~
o o o o o o o

o

y = 218,63x - 1,2556
R2 = 0,9998

0,05

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Absorvancia

187



B.5. CURVA DE CALIBRAGAO DA LISOZIMA
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B.6. CURVA DE CALIBRACAO DA ALBUMINA

1,6 -
1,4 - y =1,5911x - 0,008
= 2 =
S12 - R?=0,9999
o 1
O
< 0,8
G 0,6
=
5 0,4
0,2
0 )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Abs

188



B.7. CURVA DE CALIBRACAO DA HEPARINA
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C.3. MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UTILIZADO

\ Programa de Engenharia Quimica
PEQ" Instituto Alberto Luis Coimbra de Pés-Graduacio e Pesquisa de Engenharia
Universidade Federal do Rio de Janeiro

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

THule do Estwde: Deservoivimenio de Membranas de Poljéter ImkdayPolivinliPirmlidona Fundonalizadas
para Aglicagdo em Hemodalss
Pesquizador Responsdvel: Alana Melo Bos Santos

Vocs estd sendo convidado (3) a participar de uma pesquisa porque Tol alendido (3] ou estd sendo alenddo
(@) nesta Institulgdo. Para gue voof possa dedddir s& quer participar ou nda, precisa conhecsr os beneficios,
05 MSCOS B 35 COnsaquéncias pela sua particlpacin. Este documenin @ chamado de Tesmo de
Consentimento Livie @ Esclarecido (TCLE) 2 tem esse nome porgue woce 50 deve acelar paticipar desta
pesquisa depals de ter ldo e entendido este documento. Lela a5 Infoomagdes com atengdo @ converss com
0 pesquisador responsavel & com a equipe da pesgulsa sobre qualsquer dividas que vood tenha. Caso haja
alguma palawa ou frase gue vood ndo enienda, CONVEMSE COM 3 PRSS03 responsavel por obler esie
consantimento, para malires escarecimenios. CONVErse com 0f seus familares, amigos & com a equipe
medica anies de tomar uma gecisd0. Se vood fiver ddvidas depols de ler ou escutar estas Infomagdes,
entrs em comaln com o pesquisador responsavel. Apds receber todas as informacdes, @ todas as ddvidas
forem esciarecidas, vood poderd fumecer s2u consentimenio por escii, £aso quelra participar.

Em frasalho anterior desenvolvido por esta pesquisadora, OESenvOiVeU-S2 Uma membrana de pollgber
Imida) & pollvinipimoldona, que 530 cOMposios quimicoes conhecldos como polimerns. OF pollmercs 30
mulip uillzados no cotidlano & esi3o presenies em embalagens plasticas, roupas, calgados, lsopor, 2nire
oUunoE. A memorana desenvolida apreseniou caracteristicas que possibiliam s2u U0 em fiiros e
hemodialiss, com resuiados comparavels com as memboranas clinicas aluaimente utilzadas no tratamenio.
Fortanio, para werificar 3 viablidade de uilizagdo dessa membsana em hemodidlise, faz-se necessano
avallar sua compatiblidade sanguinea araves dos testes gue serdo realizados nessa pesquisa.

ettt e e et et et £ e ot £ e e e e tendo sdo

comidado(a) a parkipar como volunianoda) oo estudo DESENVOLVIMENTO DE MEMBRAMAS DE

POLWETER IMIDAYPOLIVINILPIRROLIDONEZ FUNCIONALIZADAS PARA APLICAGED EM

HEMODIALISE receti doia) Srja)

— da  Insttugdo

., TEEpONEAVE] por U3 e:tem.rg‘.&u as saguintes InTurrna;'.ﬂ-es que me flzeram entender sem

diffcuidades e sem davidas 05 seguintes aspecios:

1. Qe 0 esfudo 58 desting 3 avallagdo da compatipildade sanguinea de matenal para seu potenclal uso no

tratamento por hemodalse.

2. Que 3 Importincia geste estudo & o desenvoivimento de uma membrana para fiinos de hemodialise de

producio naclonal e com melhores propredates de compatilidade com o sangus.

3. Qe os resultados que se deselam akangar s30 os seguinies:

a) Cotengdo de material compativel para utlizacio no fraEmento por hemodialise.

Frograma de Emgenbania Quimica/C0FPESUFRD
Emadedegoc M. Horachs Maceds, 2000 - Cenbro de Teomologia - Blocs G « Sale G115 « CEF 15941514
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b} Avallar 3 compatibiidade sanguinea s matertal produzids.
4, Qus esse £51Md0 COMECATE &M agostaisstemibn.

5. Quwe 0 estudo sera felto da sequints maneka:

a) Triagem & sei2pa0 dos voluntaros;

b} Coled & processamento d3 amostra;
c} Andlise 035 aMOST3s & DIOCEEEAMENtD 008 dados;
dj Liberagio dos [3udos para os respectivos voluntanos.

6. Em aceitando particlpar, eu autorizo 3 coleta de 5 mL (equivalents 3 aproximadamente uma colher de
cha) de sangue pela wela do antsbrago & uso 23 amosTa coletada nas analsss. O rsco & minimo 2 esta
refacionado com @ dor ou IncOmodo cawsado pela plicada da aguiha. Apos a colets, serd aplicado um band
aid com antisséptico. O sangue colstado sera colocado em contato com a membrana, com o objetivo de
avallar 52 peomerd alguma reacio gue Indigue que o materal ndo s=ia Indicado para o 00|elive proposto. O
tempa de cobeta do sangue ndo s&r3 supsrior 3 30 min.

7. Qwe ndo & necessano fazer |ejum para a coeta do s3angue para 2sta pesquisa.

8. Qwe caso seja necessano, também awonzo A pesquisa dos dados clinkcos & complementares nos
pronfunios fisices 2 ou eletrinicos ou nas ichas de soliciapdn o2 examses.

9. Autorize também gque 35 amostras coletadas elou ndo uillzadas ssjam ammazenadas & ncluidas no
Reposibono de Bloamosiras do LADITEC. . O seu materal toligico sera ldentficado em codgos, sem a
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Abstract The present study aimed to synthesize mem-  Graphical abstract
branes for hemodialysis based on polyetherimide (PEI) and
polyvinylpyrrolidone (PVP), with chemical immobilization
of heparin on its surface to increase blood compatibility.
The synthesized PEI/PVP membranes were characterized
by morphological analysis and transport properties. as well
by infrared spectroscopy (FT-IR), protein adsorption, con-
tact angle, activated partial thromboplastin time (aPTT), and
platelet adhesion. Hydraulic permeability of the synthesized

PEI membranes were comparable to those of

current high flux clinical membranes; values of diffusive WD FHCVE Aaalma st
permeability and rejection for typical solutes were similar to $  Comleatbond

those reported in literature. The immobilization of heparin, {  Heparinmolecule

in turn, resulted in moere hydrophilic membranes, with B Active heparin sequence

insignificant protein adsorption and platelet adhesion (as
opposed to actual clinical membranes), indicating anti-
thrombogenic characteristics as confirmed by increased
aPTT.
1 Introduction

Chronic kidney disease, defined as the occurrence of any
abnormality of the kidney, such as decreased kidney func-
tion for a period of 3 months or more, has been recognized
as a serious global public health problem [1, 2]. About 10%
of the worldwide population is affected, while a small
fraction is able to receive adequate treatment. In this small
fraction, 70% of the patients (more than three million in
2013) survive through hemodialysis; other possible
forms of treatment are peritoneal dialysis and renal trans-
pl ion [3].

< Alana Melo dos Santos Although hemodialysis is a consolidated treatment, it still
alana.melo0205@ gmail.com presents important limitations to be overcome, including the
Chemical Engincering Program-COPPE/UFRYJ, Federal University low removal of middle molecules (|32-m1c1‘0globuln.1. molar
of Rio de Janeiro, P.O. Box 68502. CEP 21941-972 Rio de mass 11.8 kDa, for example) and the occurrence of immune
Janeiro, R], Brazil responses due to low biocompatibility of the dialyzers [4].
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To improve the performance of hemodialysis. the
development of new dialyzer membranes is a permanent
challenge. Changes in composition, structure and, hence, in
membrane transport properties, can have positive effect on
the removal of uremic solutes, with the desirable balance
between rejection of middle molecules and retention of
important blood proteins [5].

Improved blood compatibility is another goal [6], since
the use of low biocompatible membranes results in adverse
reactions: blood clotting due to proteins adsorption, which
causes the activation of enzymes from different systems;
platelets aggregation and adhesion, leading to their activa-
tion and degranulation; neutrophils and monocytes activa-
tion which in tum activates the altermative complement
pathway, leading to the dysfunction of these cells. Alto-
gether, these events result in higher incidence of infections
and increased mortality in hemodialysis patients.

To improve membranes blood compatibility, one can use
two main approaches: 10 create surfaces that prevent or
suppresses undesirable reactions, such as coagulation acti-
vation; or to synthesize polymers that do not react with
blood. A suitable modification of the material surface is the
most common strategy used, because the properties of
material surface dominate the interactions between the
biological environment and artificial materials. Further,
surface  modification may enhance hemocompatibility,
without changing physical properties of the material [7].
Heparin is the most commonly used anticoagulant to pre-
vent thrombus formation during hemodialysis treatment. Its
intravenous use, however, has been associated with several
side effects, as bleeding, osteoporosis, skin reactions and
abnormal liver function [8]. Many studies have been carried
out on heparin attachment on the membrane surface, aiming
its use in hemodialysis [9-15].

Heparinization may be carried out by different techni-
ques, such as blending with the membrane polymer, surface
grafting and surface coating. The most used method is to
introduce amino groups on the surface to be modified,
followed by covalent attachment of functional groups of
heparin. Li et al (2011) [9] undertook heparin immobiliza-
tion using an atmospheric pressure glow discharge (APGD)
generator for introduction of the amino groups in poly-
sulfone membrane, followed by chemical attachment of
heparin. Huang et al (2011) [10], in turn, modified poly-
sulfone membrane surfaces by introduction of amino groups
by immersing the membrane in a solution of chlorodimethyl
cther, SnCl4 and hexane, followed by incubation in ethy-
lene diamine and finally covalent binding of heparin.
Another reagents used to attach amino groups are dopamine
[11], polyethyleneimine [12] and 1,6—hexanediamine [13].
The heparin immobilized membrane surface lead to some
improvements in surface properties such as increased blood
compatibility and biocompatibility, reduced the adhesion

@ Springer

platelets and loss of blood cells and increased the plasma
recalcification time and activated partial thromboplastin
time [9-11, 14, 15].

As for the morphology of the membranes used in
hemodialysis, it is known that thin microporous ultrafiltra-
tion membranes are desirable [16], in general, with a skin
layer in contact with the blood, providing selectivity
through a solute sieving mechanism.

This work aimed at the synthesis and characterization of
polyetherimide/polyvinylpyrroline membranes for use in
hemodialysis, with blood compatibility improved by surface
modification through heparin attachment. Polyetherimide
was the polymer of choice due to convenient properties
such as mechanical and chemical resistance, thermal stabi-
lity, good cell compatibility and its potential functionali-
zation through chemical conversion of its imide groups to
amine groups. Polyvinylpyrrolidone was used as a hydro-
philization and a pore promoting agent.

2 Materials and methods
2.1 Materials

Polyetherimide (PEI Ultem 1000, General Eletric), n-
methyl-2-pyrrolidone (NMP.  Vetec) and  poly-
vinylpyrrolidone (PVP Ky, Fluka Chemica Co) were used
for membranes synthesis. Reagents for surface functionali-
zation were polyethyleneimine 50 wt.% (Fluka analytical),
isopropyl alcohol (Vetec), polyethylene glycol diglycidyl
ether (PEGDGE, Sigma-Aldrich), (l-ethyl-3-(3-dimethyl
amidopropyl) carbodiimide) (EDC, Sigma-Aldrich), Triton
X-100 (Sigma-Aldrich), ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA, Vetec), glutaradheyde 25 wt.% (Vetec) and heparin
sodium salt (Tocris Bioscience, minimal biological activity
of 150 LU./mg). Membranes rejection to the following
compounds was evaluated: urea (Reag Quimibris). creati-
nine (Merk), monobasic sodium phosphate (Vetec), dibasic
sodium phosphate (Vetec), vitamin B, (Merk), lysozyme
(Sigma-Aldrich) and bovine serum albumin (BSA, Sigma-
Aldrich).

2.2 Synthesis of polyetherimide membranes

Polyetherimide (PEI)/Polvinylpyrrolidone (PVP) flat sheet
membranes were produced by phase inversion by pre-
cipitation in a coagulating media. The casting solution was
PEI (15% w/w), PVP as additive (0 and 5% w/w) and NMP
as the solvent. PEI and PVP were dissolved in NMP under
stirring at 70 °C for 24 h. The resulting solution was cast on
glass plates and immersed in water as a non-solvent. Pre-
pared membranes were dried by the solvent exchange
method, which consisted in immersing the membranes in
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Fig. 1 Experimental set-ups for
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ethanol for 2 h and subsequently in hexane for two more
hours. Membranes were then dried in air at room
lemperature.

2.3 Morphological analysis

Morphological analysis was performed using scanning
electron microscope (FEI Quanta 200). Before analysis,
membranes samples were coated with gold under vaccum in
a sputtering system (Emitech sputter). To analyze the cross-
sections of membrane, samples were immersed in liquid
nitrogen and carefully fractured.

2.4 Transport properties

The permeability of low molecular weight solutes (urea,
creatinine and phosphate) was determined in a dialysis cell
(Fig. la), running in batch mode, at room temperature and
evaluated through Eqg. 1. In this equation, the subscript “S”
refers to the side of the solute in the test solution (more
concentrated) and the subscript “D" refers to the side of the
dialysate (which was distilled water in the beginning of all
runs).

Cs(Vs +Vp) —m Bl Vs + Vi

in VsVo (1)

Voicw - Cm)

where C is the concentration.

V is the volume, and

m = VsCs+ VpCp (mass balance of total solute present
in the system)

The choice of the initial concentration of the solutes was
based on their concentration in blood. according to inter-
national standards requirements for hemodialysers (ISO
8637:2010). Accordingly. concentrations of urea, creatinine
and phosphate were set in 30.0 mmol/L, 0.94 mmmol/L and
1.7mmol/L (pH 7.4), respectively. Phosphate solution
consisted of monobasic sodium phosphate and dibasic
sodium phosphate. Concentrations of selutes were deter-
mined by assay kits provided by Katal (Brazil) to determine

Concentiatr

Manorter

Graduated cvindor

Pressene Control Valve

Perrseste

(b)

urea and creatinine concentration; and by Doles Reagents
(Brazil), to determine phosphate concentration.

The hydraulic permeability and solute rejection coeffi-
cient of higher molar weight compounds (vitamin B12,
lysozyme and albumin) were determined through ultra-
filration tests (Fig. 1b) at room temperature and with
pressure ranging from 0.25 to 1.8 bar. Lysozyme is a protein
with a molar mass of 14.3 kDa, used in experiments as a
similar substitute for beta-2-microglobulin, a 11.8kDa
macromolecule, associated with a number of inflammatory
processes in body. The permeability was obtained through
the correlation of the permeate flux with pressure (Eq. 2).
The rejection coefficient was obtained using Eq. 3. Solutes
concentration was assayed by spectrophotometry.

J =LsAP (2)

where J is the water flux

Lp 1s the hydraulic permeability

AP is the pressure difference between feed solution and
the permeate

Cy -G
R(%) = =100 (3)
Ca
where C, is the feed concentration

Cp is the permeate concentration

2.5 Attachment of heparin onto the membrane surface

Heparin has several active functional groups such as amine,
hydroxyl and carboxyl, which can be explored for immo-
bilization in different materials. The methodology used in
this work is based on heparin binding to the amino groups
present in polyethyleneimine.

The immobilization of heparin was performed in three
steps, as described elsewhere [12. 17]: surface activation by
the introduction of amino groups; stabilization of the acti-
vated surface; and finally heparin binding. The first step was
performed by immersing the membrane (sample area 6.3
c¢m?) in a 2wt.% polyethylencimine solution in water and
isopropyl alecohol 1:1 at 70°C for 30min with mild
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magnetic stirring. Then, to stabilize the activated surface,
the membrane was washed with demineralized water and
immersed in a 2wt.% aqueous solution of PEGDGE at
room temperature for 24h under mild magnetic stirring.
After stabilization, the membrane was washed with demi-
neralized water and dried at 60 °C for 16 h in an oven.

Heparin immobilization on the surface was performed by
immersing the dry membrane in 40mL of citrate buffer
solution (pH 5) containing 20mg of EDC and 7.5mg of
heparin sodium, for 6 h, under constant stirring at 4 °C. The
membranes were washed twice with phosphate buffered
saline (PBS) 20 mM solution, at pH 7.2 for 5 min and once
with a 0.1 wt.% Triton X-100 solution for 10 min. Then, the
membranes were rinsed with demineralized water in ultra-
sound bath for 10min. Functionalized membranes were
stored in aqueous solution of 20 mM sodium acetate and 20
wit.% of ethanol at 4°C.

The attachment of amino groups to the polyetherimide
membrane occurs via reaction of the imide groups of the
membrane material with one nucleophilic amino group of
the polyethyleneimine, leaving other amino group available
for coupling of heparin [12]. Two amide groups are formed:
one generating a link in the main macromolecular chain of
former PEI and the other connecting former PEI macro-
molecular and polyethyleneimine. The later has amino
groups available for the attachment of heparin.

2.6 Quantification of immobilized heparin

Quantification of immobilized heparin was performed using
the colorimetric assay proposed by Farndale et al (1986)
[18]. A standard solution was prepared by dissolving 16 mg
of methylene blue in 1 L of distilled water containing 3.04 g
of glycine, 2.37 g of NaCl and 95 mL of HCI 0.1 M. This
solution is stable for 3 months at room temperature.

Samples of 100 pL of heparin solutions drawn before and
after the immobilization reaction were added to 2.5 mL of
the standard solution in an amber tube, and the absorbance
was read at 550 nm in a Jenway UV/Vis spectrophotometer.
Samples of washing solutions were also analyzed by the
same procedure.

The concentration of heparin was determined using a
previously obtained calibrating correlation. The amount of
immobilized heparin was calculated by mass balance. con-
sidering the initial and final amount of heparin in solution
and the amount of heparin in the washing solutions.

2.7 Surfaces characterization
2.7.1 Surface chemistry

Fourier transform infrared spectra with attenuated total
reflectance (ATR-FTIR, PerkinElmer Spectrum 100) was

@ Springer

carried out to detect the presence of functional groups at
membranes surfaces before and after modification. Spectra
were recorded between 500 and 4000 ¢cm ', using 16 scans
for each sample. To infer the effect of surface modification
on the hydrophilicity of membranes, contact angle of water
on membrane surface before and after modification with
heparin was measured (goniometer OCA 15EC, software 20
SCA, Dataphysics).

2.7.2 Protein adsorption

Adsorption assays were carried out in a static mode (finite
bath method), at 25 °C. Samples (10 mg of the membrane)
were immersed in 5 mL of a 50 g/LL bovine serum albumin
aqueous solution, under stirring at 130 rpm for 6 h (a time
previously determined as sufficient to reach equilibrium).
The amount of adsorbed protein was calculated from mass
balance, considering the initial and final protein con-
centration in solution, as assayed by spectrophotometry.
The adsorption capacity of membranes before and after
functionalization was obtained, and, for comparison, the
same procedure was performed for polysulfone and poly-
ethersulfone clinical membranes.

2.7.3 Platelet adhesion

Chicken blood collected with 5 wt.% EDTA solution was
centrifuged twice at 1000 rpm for 10 min to separate the
platelet poor plasma (PPP) from the platelet rich plasma
(PRP). Membrane samples (before and after modification
and clinical polysulfone membrane) were washed with PBS
buffer solution (pH 7.4) before being placed in contact with
0.5mL PRP, covering all membrane surface, and then
maintained ate 37 °C for 1 h. After incubation, membrane
samples were first rinsed in PBS and then maintained for 18
hin a 2.5 wt.% glutaraldchyde solution, in order to stabi-
lized the adsorbed platelets. The samples were then pro-
gressively dehydrated with 50%, 75%, 85%, 95% e 100%
(v/v) ethanol/water for 10 min in each solution. Platelet
adhesion on membranes surfaces was observed by SEM
after freeze drying with liquid nitrogen [11].

2.7.4 Activated partial thromboplastin time (aPTT)

The aPTT assay was used to evaluate the effect of the
immobilized heparin on blood clotting. Membranes samples
of PEI membranes before and after modification and also of
a polysulfone commercial membrane were cut in small
pieces of about 7.5mg and placed in specific cuvettes, to
which 40 uL deionized water was added.

After Smin, the water was transferred to another
cuvette containing 40ul. of unicalibrator plasma with
all clotting factors and 40pL of cefalin and maintained
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Fig. 2 SEM images of the surface and cross-section of
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ized from casting

of PEI/PVP/NMP. TS—itop surface: BS—bottom surface; CS—cross-section

at 37 °C for 120s in a coagulometer (BFT 11, Dade Behr-
ing). After incubation, 40 pl of CaCl, were added to the
cuvette, kept under magnetic stirrer, and the clotting time
was recorded.

3 Results

SEM observations of the synthesized membranes are shown
in Fig. 2. Tt can be seen that the membranes have a typical
asymmetric structure, with a less porous top surface and a
highly porous sublayer, where one can also observe the
presence of macrovoids.

The hydraulic permeability for membranes synthesized
from casting solutions containing 5 wt.% PVP was 44.3 L/h.
m’bar. Membranes synthesized without PVP  were
impermeable in the pressure range tested. The diffusive
permeabilities of small molecules in dialysis tests, as deter-
mined from Eg. 1, are 2.46 x 10~ covs, 1.60 x 10~ em/s
and 145 x 10 *cm/s corresponding to urea (0.06 kDa),
creatinine  (0.113kDa) and phosphate  (0.134 kDa),
respectively. The rejection coefficients of larger solutes
are 5.9, 89.0 and 99.0% corresponding (o vitamin By
(1.4KkDa), lysozyme (14.3kDa) and albumin (66 kDa),
respectively.

3.1 Immobilization of heparin at the membrane surface

The amount of immobilized heparin was 272 + 5 ugfcm® as
determined by the colorimetric assay. ATR-FTIR surface
characterization of PEL/PVP membranes before and after
functionalization was performed and results are shown in
Fig. 3, which also presents the spectrum of the heparin
sodium salt used in this work.

It was observed characteristics peaks at 1720, 1780, 1360
and 1240cm™" in the spectrum of the PEI/PVP membrane,
After functionalization, the main difference is the weak
peak at 891 cm ', as pointed out at Fig. 3. The peaks
observed for the membrane before functionalization are
maintained.

3.2 Contact angle

The hydrophilicity of membranes was evaluated by mea-
suring the water contact angle at their surface. It was
observed that the value of contact angle before functiona-
lization was close to 90°. After activation of the membrane
surface with amino groups, the contact angle dropped to 38"
and when functionalization was completed, the contact
angle increased to 66°.
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Fig. 3 FTIR spectra of heparin salt and PEIPVP membranes surface,
before and after functionalization

3.3 Protein adsorption

Figure 4 shows the percentage of albumin adsorbed on PEI/
PVP membrane before and after functionalization as com-
pared to the adsorption on polyethersulfone (PES) and
polysulfone (PS) membranes of clinical dialyzers.

It is noteworthy the low adsorption capacity of PEI/PVP
membrane, and even more remarkable is the complete
absence of BSA adsorption on the heparin-functionalized
membrane.

3.4 Platelet adhesion

Figure 5 shows the SEM images of membranes surfaces
before and after functionalization and also the surface of
chinical polysulfone membrane, submitted to the same pla-
telet adhesion test. Tt can be seen that, before functionali-
zation (Fig. 5a), membrane tends to adhere platelets to its
surface. The same result was observed for the clinical
polysulfone membrane, (Fig. 5b), showing a more notice-
able aggregation of adhered platelets. However, the adhe-
sion of platelets is greatly reduced for the modified
membranes, (Fig. 5c). Other studies also reported reduction
or suppression of platelet adhesion after material mod-
ification through heparin immobilization [11, 19-22].

3.5 Activated partial thromboplastin time

To evaluate the effect of the heparin on the anticlotting
property of the membranes, activated partial thromboplastin
time (aPTT) was evaluated. The time elapsed for coagula-
tion of blood in the presence of water which was previously
contacted with different membranes. In absence of mem-
brane (deionized water without contact with any membrane,
the coagulation time was 35.25 +0.25s; in contact with
clinical polysulfone membrane, coagulation time was 39.68
+4.07 s: in contact with PEI/PVP, before functionalization,
coagulation time was 38.78 +3.15; and contact with PEI/
PVP, after functionalization, coagulation time was greater
than 500s.
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4 Discussion

Membranes show a less porous top surface and a highly
porous sublayer. The addition of PVP in the casting solution
resulted in more porous structures, as expected, since PVP
increases the hydrophilicity of the polymer matrix, leading
to the formation of a more interconnected porous network
[5].

In hemodialysis, the hydraulic permeability (L) of the
membrane dialyzer is rarely reported since the exposure to
blood affects this value [23]. Instead, the ultrafiltration
coefficient (K,g) is the parameter used to evaluate the
volumetric filtration rate (ml/h) per each mmHg of pressure
difference across the membrane filtering the blood.
According to the current characterization of flux in hemo-
dialysis membranes, dialyzers can be classified as low flux
(Kyr < 7.5 L/h bar) or high flux (Kye> 15 L/h bar) [24]. An
approximate comparison between K and Ly, is possible, as
observed by Kee and Idris (2010), who evaluated the
hydraulic permeability of cellulose acetate membranes,
obtaining values in the range 0.09 +0.02 L/h m? bar (clas-
sified as low flux) to 44.86 4 2.14 L/h m® bar (classified as
high flux) [25]. Accordingly, the membranes synthesized in
this work are classified as high flux membranes. Membranes
synthesized without PVP were impermeable, which is in
agreement with the presence of a dense surface layer,

The diffusive permeabilities of small decreases when the
molecular weight of the solute increases e it is in agreement
with values reported in the literature [24, 26]. As expected,
there is an increase in the rejection when size of solute
increases. This membrane retains very well albumin and the
retention of lysozyme (and hence, much probably, of beta-
2-microblobulin) is comparable to the one observed in most
commercial clinical dialyzers. However, this latter value of
rejection must decrease, as the removal of middle molar
mass molecules from blood is highly desirable.

In relation to ATR-FTIR surface characterization, peaks
at 1720 and 1780 cm ' in the spectrum of the PEVPVP
membrane were attributed to carbonyl groups of imide and
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Fig. 5 SEM images of platelet adhesion 1o membranes a before functionalization b clinical polysulfone ¢ after functionalization

to stretching of carbonyl groups of imide, respectively; the
absorbance at 1360 cm ! was caused by the stretching of
C-N(C-N-C); and the absorbance at 1240em™" was
attributed to asymmetric stretching of C—O-C bind [27].

After functionalization, the main difference is the weak
peak at 891 cm !, which could be attributed to coupling of
C—0-S, a characteristic of heparin ring structure C-0-C
[28]. The weak peak at 1580 ¢cm ' could be atributed o
N-H (primary amine) present in heparin structure. There-
fore, ATR-FTIR analysis suggests the occurrence of heparin
immobilization. The confirmation of successful hepar-
inization is furthermore brought out by the quantification of
heparin immobilized onto the membrane surface as shown
above by the colorimetric assay.

The amount of heparin immobilized in this work was
higher than the one reported in other publications [22, 29,
30]. but this may be related to the immobilization

methodology and to the membrane area, since in this work
the porosity was not taken into account.

This increased hydrophilicity after activation with
amino groups can be reasoned in terms of the exposure of
aliphatic imine groups of polyethyleneimine, capable of
making hydrogen bonds with water [31]. The consumption
of these groups to bind heparin lead to a decrease of the
hydrophilicity and hence, in an increase in the contact
angle, as compared to the activated membrane. Yet, the
heparinized membrane is more hydrophilic than the ori-
ginal PEI/PVP membrane, which is quite beneficial as it
can result in reduced protein adsorption and platelet
adhesion.

Clearance of proteins is an undesired effect in hemo-
dialysis. The quantification of this phenomenon is usually
done by measuring the albumin concentration in the dialy-
sate stream. However, if the membrane tends to adsorb
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proteins, the actual loss is greater than the measured in the
dialysate thus it is also important to investigate the mem-
brane affinity towards protein adsorption.

Several factors can affect the adsorption of proteins, such
as membrane composition, morphology, hydrophilicity and
operating conditions. For the membranes synthesized in this
work, this effect can be attributed to the greater hydro-
philicity in comparison 10 membranes before modification.
Furthermore, an effect of electrostatic repulsion may be
occurring: albumin solution has a pH above the albumin
isoelectric point in water (pl =4.7 [32]). Then, albumin
solution has a negative net charge. The surface of the
functionalized membrane is also negative, due to the pre-
sence of heparin, which has negatively charged structure.
This results in electrostatic repulsion, preventing albumin
adsorption at the membrane surface.

Platelet adhesion to a foreign surface is the initial stage in
the formation of thrombus. In this process, platelets diffuse
to the surface, bind to it and these events continue until
platelets saturation is reached [33]. So, platelet adhesion
tests are important to evaluate the blood compatibility of a
material.

The reduced platelets adhesion observed for the modified
membranes as compared to membranes before functionali-
zation and clinical polysulfone membrane can be attributed
to the increased hydrophilicity of the membranes, as pre-
viously discussed, and also to the anticoagulant activity of
heparin, which was confirmed by the aPTT test.

Platelet adhesion also depends on the charge distribution
and structure of the surface. Platelets have a net negative
charge as well heparin, due to negatively charged SO*~
groups. Therefore, electrostatic repulsion plays a significant
role in reducing the adhesion of platelets to the functiona-
lized membrane surface.

Heparin acts as a catalyst promoting the inhibition of
thrombin, the clotting enzyme (and similar proteases, such
as the Xa, IXa, Xla. and XIla factors) by antithrombin I11
(AT TI) [10]. The inhibition of thrombin occurs because
heparin has the ability to bind to plasma protein antith-
rombin, promoting conformational changes that allow a
stable and efficient binding with thrombin. This mechanism
is responsible to enhance the inhibitory activity of antith-
rombin and it is the molecular basis for the anticoagulant
action of heparin. Furthermore, there is another mechanism
to enhance inhibitory activity of antithrombin in which both
antithrombin and thrombin bind to same heparin molecule
[34].

For the clinical polysulfone and PEI/PVP membranes
before functionalization, aPTT values were similar, in other
words, there is no evidence that the contact of the blood
with these membranes during hemodialysis would not affect
the coagulation process. In tum, aPTT was significantly
increased for the functionalized membranes, indicating the

@ Springer

anticlotting property of these membranes, which is attrib-
uted to the presence of the heparin.

5 Conclusions

High flux PEI/PVP membranes with modified surface were
successfully synthesized and characterized aiming at alter-
native materials for hemodialysis membranes. Diffusive
permeabilities of small solutes and rejections to middle and
large molecules were similar to currently used clinical
membranes. Heparin immobilization improved membrane
properties, resulting in increased hydrophilicity and reduc-
tion of both protein adsorption and platelet adhesion. Fur-
thermore, the presence of heparin on membrane surface
delayed activated partial thromboplastin time, indicating the
existence of antithrombogenic properties, which is highly
desirable for hemodialysis membranes.
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