UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

" SECRETARIA
DE

POS-GRADUAGAQ
L. B.

CLAUDIA DE LOURDES SORAGGI

“ATIVIDADE BIOLOGICA E CITOTOXICIDADE DE MATRIZ

POLIMERICA COM DOADOR DE OXIDO NiTRICO”

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia para obteng¢do do Titulo

Este exemplar corresponde 2 redago final de Doutor em Biologia Funcional
da tese defendida pelo(a) candidato (a) e Moltacular, na 4rea de
Bioquimica .

e aprovada pela Comissé&o Julgadora.

et

/

Orientadora: Profa. Dra. Maria Edwiges Hoffmann
Co-Orientadora: Profa. Dra. Marta Helena Krieger

Campinas, 2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Soraggi, Claudia de Lourdes

So68a Atividade biolégica e citotoxicidade de matriz polimérica
com doador de 6xido nitrico / Claudia de Lourdes Soraggi. —
Campinas, SP: [s.n.], 2006.

Orientadora: Maria Edwiges Hoffmann.

Co-orientadora: Marta Helena Krieger.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Célula muscular lisa. 2. Citotoxicidade. 3. Oxido
nitrico. 4. GSNO. 5. Matriz polimérica. |. Hoffmann,
Maria Edwiges. Il. Krieger, Marta Helena. lll. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. VI. Titulo.

(scslib)

Titulo em inglés: Biological activity and cytotoxicity of polymeric matrix with nitric oxide donor.
Palavras-chave em inglés: Smooth muscle cell; Cytotoxicity, Nitric oxide; GSNO; Polymeric
matrix.

Area de concentragéo: Bioquimica.

Titulagdo: Doutora em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Maria Edwiges Hoffmann, Giselle Zenker Justo, José Mauro Granjeiro,
Maria Regina Calil, Rodrigo Cardoso de Oliveira.

Data da defesa: 23/11/2006.

Programa de Pés-Graduagdo: Biologia Funcional e Molecular.



Campinas, 23 de novembro de 2006

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Edwiges Hoffmann

Profa. Dra. Edi Licia Sartorato

Prof. Dr. José Mauro Granjeiro

Profa. Dra. Maria Regina Calil

Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira

Profa. Dra. Giselle Zenker Justo

Prof. Dr. Hiroshi Aoyama

Profa. Dra. Fernanda Ramos Gadelha

il

Assinatura

(Orientadora) Mﬁﬁb::
/

Assinatura

\

) e )

Drascion Py Govord
AsSinatura

Assinatura

J A _ : n;‘:fM\Z’Lf\' i LU;t, !
Assinatura

Assinatura

Assinatura



v

“Feliz aquele que transfere o que sabe,
e aprende o que ensina’.

Cora Coralina






vi

acs meus y/m/'('(/oo/ /é(m v meesertirre )

Cormetia WMeria efad&f

//M}jﬂ(m’ cvemplares com as 7/((1/'0’ aprendi a viver e a amar,

nem ambiente de bons /éﬂ'nﬂ’ il valores e que z)’eﬂ;é/fe acreditaram em mim:

acs meus 7/66/6'(/("()’ (rmacd,
m %m @Zw, @M@, %& %@e/@

weentS (z///ym/ Vi J/////// /}éﬂ/// JENYIE,

Ccom o8 quais convive neste ambiente (Kf/ﬁ’((/ﬂ/ﬂ/;i(/ﬂ(/(f e amaor,;

acd 7/6@//(’(/04’ cunhadeos e cunbiadas.

% W c%; % %aw % 00 NI I I ¢
acs meus 7{{(‘/7/['(/&)' dcbrintics e sobrinlias.

as a/g s dea minkia vida:

eas y/m/f/'c/m)' dabrinkias nelas,

M&@;’%



vil

me (M//{( ¢ e (mﬁy)m%(e//"c«;,

/ﬁ/& (}éﬁ(b e compreensic durante estes mma’/'/m/ﬁo’;

/)(’/(l convivéncia czéf(vm e saudavel deste f€7/}é(/ /’10/#(@’ a voeds;
ac faémw e WMichete,

/)f*/(// (7/«’(1(/6&/(/ o/////{/)/"(eda/ (’///)/ff,"o"(’//l(?(// e nessal vidas:

a % % e as 7/(@((’(/@’ cunladas e mﬁédf/(//,
% % c@, %W %W 700 eIt s ,'/é()/(// (enﬁ}bmz/ud
dﬂ/)}él’@ 1}11(1'/0//@7 oS e a/g)[ e,

e acd sobrinlicd e sobrinkas,

%.@gyﬁ, ﬂ%ﬁ%% %%a%

/ﬁ(’/((/ /«’(’(’(/){‘[Z(ﬁ dempre calorasa.



%KWIWJ



X

A Profa. Dra. Maria Edwiges Lemos,

“O professor se liga a eternidade;

ele nunca sabe onde cessa a sua influéncia”

Henry Adams

Professora Edu, agradeco pela oportunidade de realizar este trabalho
sob a sua orientacdo, através da qual os conceitos de ensino e pesquisa
foram realmente bem aplicados. Agradeco ainda pelo apoio irrestrito e
pela amizade compartilhada, durante toda a execugdo deste projeto.

A minha querida Mestre, meu eterno respeito e carinho.

A Profa. Dra. Marta Helena Krieger,
pela valiosa colaboragdo com a co-orientacdo, procurando sempre desempenhar
esta fun¢ao da melhor forma possivel, “segurando sempre a barra”,

a qual ndo foi pequena.

A Profa. Dra. Silvia Mika Shishido,

pela maravilhosa colaboracdo e parceria estabelecidas dentro e fora deste estudo,
pela convivéncia saudavel do dia-a-dia, pelo companheirismo nas adversidades,
pelo suporte técnico em inimeras situagdes como na area de informatica e
principalmente nos estudos com o NO.

Valeu!!!! Vocé foi e é demais!!!!

A Profa. Dra. Carmen Verissima Ferreira,

pela possibilidade de finalizar este projeto com total apoio e colaboragao,
pelas relevantes consideragdes como membro da banca examinadora
durante o exame de qualificacdo e pela constante preocupagao

com a manutencao do laboratério, um lugar harmonioso e sauddvel para se trabalhar.



A Profa. Dra. Dora Maria Grassi Kassisse, pela gentileza em aceitar participar das bancas
examinadoras e pelas corregdes e consideragdes de extrema relevancia feitas durante o
exame de qualificagdo, além da presenga sempre muito educada, dedicada e alegre na
disciplina de semindrios durante a gestdo Edu e Dora.

A Profa. Dra. Edi Lucia Sartorato, pela gentileza em aceitar participar das bancas
examinadoras, pelos comentarios e sugestdes dadas durante o exame de qualificacdo, pela
sua participagdo na banca examinadora da defesa e pela pessoa admiravel que é.

A Profa. Dra. Maria Regina Calil, membro integrante da banca examinadora, pela pronta
aceitacdo em prestigiar o nosso trabalho e também pela pessoa alegre e exemplar que é.

Ao Prof. Dr. José Mauro Granjeiro, pela sua importante participagdo neste processo,
desde o inicio at¢é o momento e pela pronta aceitacdo em prestigiar este trabalho, como
membro da banca examinadora. Um colaborador nato.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira, pela 6tima receptividade em participar como
membro integrante das bancas examinadoras, além da atencdo dispensada em todas as
solicitagdes. Uma pessoa muito cordial e atenciosa.

Aos Profs. Dr. Hiroshi Aoyama, Dra. Giselle Z. Justo e Dra. Fernanda R. Gadelha, pela
pronta aceitacdo em participar da banca examinadora, além da constante colaboragdo
sempre que necessario.

Aos Profs. Dr. Edson Antunes, Dra. Sissi Marcondes e ao Rafael, pela colaboracdo e
fornecimento dos reagentes especificos para os ensaios de agregacdo e de adesdo
plaquetaria.

Aos Profs. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira e a Dra. Amedea Seabra, pelo fornecimento
do doador de NO sintetizado no Instituto de Quimica e dos polimeros utilizados neste
trabalho.

Aos Profs. do Depto de Bioquimica, pelo apoio recebido durante este projeto de doutorado.
Aos Profs. membros da SCPG-BFM (2001-2006), pelas colaboragdes, orientagdes, apoio e
incentivo durante este trabalho.

A secretaria da SCPG-BFM, Sra. Andréia Vigilato, pela orientagdo e suporte profissional
durante todo o curso. Sempre muito prestativa e eficiente.

Aos funcionarios da CPG-IB, pelas orientagdes € encaminhamentos.



X1

N

A secretaria do depto de Bioquimica, Sra. Marina Andressa , pela colaboragao, atencao e
considera¢ao durante todos esses anos. Pessoa muito colaboradora e atenciosa .

Ao Sr. Ferreira, pela colaboragao durante estes anos, na manuten¢ao do nosso laboratdrio.
A Denise Balduino Ciampi, pelo acompanhamento de todo este projeto, sempre tio
colaboradora e pelas horas de trabalho juntas no nosso laboratorio. Tao importante e
especial para nos.

Aos queridos Jean-Luc, Nadja, Marlene, Paola, Karina, Luciana, Daniel, Aline, Ana
Paula, Tarcisio, Ana Liicia, Neusinha, Simone, Maria Silvia, Stela, Ana Mijares, Terezinha
e especialmente a Dna Maria Alice, pelos anos dourados que trabalhamos juntos.

Ao Luiz Henrique (Kyko) pela colaboracao sempre que necessaria ¢ pelo companheirismo
destes anos.

Ao Willian Fernando Zambuzzi pela colaboragdo em varios aspectos deste trabalho, além
da alegria que o acompanha e que é sempre tdo presente no nosso dia a dia.

A Daisy Machado, pela colaboragdo muito especial neste trabalho, boa vontade, alegria e
desprendimento que sdo suas caracteristicas proprias, além de muita competéncia.

Ao Rodrigo Augusto da Silva, pela presenca marcante, séria, profissional, além do
equilibrio e seguranga que transmite.

A Ana Carolina Santos de Souza, sempre tio séria e muito responsavel, pela colaboragio
em momentos dificeis na preparagdo desta tese.

Ao Anténio Hernandes Chaves Neto, pelas dicas em andlise estatistica.

A Marilena, Karla, Maria Augusta, Marylia, Paula Anastdcia e ao Gilberto, pessoas
especiais do nosso convivio.

As colegas do Laboratério de Enzimologia, Roberta, Erika, Camila e Luciana, pela
presenca alegre em varios momentos deste trabalho.

Aos colegas ¢ amigos do LabCard: Leandro, José Antonio, Amarylis, Viviane, Daniel,
Thais e Rodrigo, pela amizade e pela colaboragdo, além de momentos divertidos durante as
conversas, almogos e principalmente nos Congressos Cientificos. Amarylis, obrigada pelo
auxilio nos programas de estatistica e Zé Antonio, pelo apoio recebido e pela companhia
nos variados almogos comigo e com a Mika, onde muita conversa rolou....Valeu!!!

A querida Marlene Fortunato Mendes, sempre tio amiga e presente, companheira de todas

as horas.



xii

A Norma Pivetta, tio fiel e companheira, pelos lagos de profunda amizade que nos unem.

A Beth Ficher, colega, amiga e companheira durante muitos anos. Sempre muito alegre e
presente. Vocé fez falta nestes ultimos anos.

Aos queridos amigos Ronaldo e Gisele, pela forca, pelos momentos compartilhados e pela
familia alegre que sempre dividem comigo: Jodo Victor, Isabela, Tomaz, Priscila e
Tayrine. Além de ambas as familias de origem.

Aos amigos Hélio e Marcia, pela amizade, torcida e apoio em varios momentos deste
trabalho. Além de todo o suporte técnico na area da beleza.

A Luciana Ansante, pela amizade e pelo apoio durante estes anos.

Ao Rocco Ansante, pela forga espiritual que transmite e pelas orientagdes especiais.

Ao Luis Carlos Pires, pela atengdo e excelente atendimento na Barraca do Sr. Albino, em
Souzas.

A Fapesp e ao FAEP/UNICAMP, pela aprovagdo deste trabalho como parte integrante do
projeto tematico (594 /03).

A UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas, pela oportunidade de desenvolver
este trabalho sob seus dominios.

A todas as pessoas que de uma forma ou de outra, material ou espiritualmente colaboraram
com este “projeto” e

A Deus, acima de tudo, pois sem a Sua energia nada disso seria possivel.



xiil

SUMARIO
Lista de ADTEVIAGOES. ... eevuieuiiriieiieieeiteettete ettt sttt ettt s XV
RESUIMO. ..ttt ettt sttt et sb et st enaeenees Xviil
ADSETACT. ..ttt ettt ettt et e st ebeenae XX
Lo INErOAUGAO. ... eeiieiiecee et ettt e et e e e e e e ebe e e aneeeeanae s 1
[.1. Laboratorio de BiO€nSaios i72 VITF0.........cvueeuereesieeiieniesieeieeeeeeee e 2
L.2. ENSAIOS 171 VITFO.c...coneeieiiie ettt 3
1.2.1. Proliferacao Celular e Reestenose...........ccccoueeeeeeiiieieeciiiiee e 7
[.2.2. Plaquetas € TTOmMDOSE........coouieuiiiiieiieeie et 11
[.3. Ambiente VasCular.........cocooieriiiiiiinieieeiceeeeeee e 16
1.4. Doadores de OXido NItHHCO...........o..oveveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
[.5. Matrizes Poliméricas € suas ApliCagOES ......cccueeevuveerivieeeiiieeeiieeeiieeeiee e 25
IT- ODJEIVOS ..euvieiiieiieeiiieiie ettt ettt e ettt e et estteebeeesaeesaeessbeenseesnbeeseesnseensnesnseans 28
II1- Materiais € MELOAOS ......eeruiieiieiiiiiie ettt 30
II1.1. Linhagens Celulares e Manutengao das Culturas...........ccccceceevercveneenennnens 31
IILT.T. CRIUIAS B3T3 .ot st st 31
II.1.2. CElulas RASM .....ooiiiiiiiiiiieieeeee et 31
II1.2. SOIUGOES ESTOQUE ...cevvieeviieeiiieeeiie ettt s 32
II1.2.1. Sintese de GSNO por via Umida .........ccceeveriireriiniieneenienieseeneeieneene 33
II1.3. Avaliacao da CitotoXicidade ..........cceeevveieiiiiiiiieeiieeeee e 35
II1.3.1. Viabilidade Celular através de Redug¢do do MTT ..........ccccvviieviiennennn. 35
II1.3.2. Viabilidade Celular através da Captacao de Vermelho Neutro ............. 36
II1.4. Avaliacao da Atividade Antiproliferativa ...........cccocceeviieniiniiniieniieenne 34
[11.4.1. Ensaio da Inibi¢ao da Proliferacdo Celular ...........ccccoevvvieviieniinninennnnnnn 37
II1.5. Avaliac¢do do Potencial Hemolitico € Anti-Trombogénico ........................ 39
II1.5.1. Ensaio da HEMOIISE .......coceeiiiiiiiiiiiiiiiieceee e 39

I11.5.2. Ensaio da Agregag@o Plaquetaria ...........ccoeoeeeiieniiniiinieeiieieeieee 40



I11.5.3. Ensaio da Adesao Plaquetaria .........cccccveeeevieeciiieeciieeeieeeee e 42
IT1.6. Analise EStatiStICA .....eeeeuiiiciieeeiiecciiee ettt e e e e 44
IV= RESUITAAOS ..t s 45
IV. 1. Avaliagao da CitotoXicidade ..........ccceeeeeiiiiieeiiiiie e 46

IV. 1.1. Viabilidade Celular através da Reducao de MTT ........ccceeeeuveeennnennn. 55

IV. 1.2. Viabilidade Celular através da Captagdo de NR ........cccccoeevieiineee 59

IV. 2 Avaliagdo da Atividade Anti-Proliferativa .........ccccoeevevieeiienieniieene, 59

IV. 2.1. Ensaio da Inibigdo da Proliferacdo Celular ..........c...ccooeeevieeennennnen. 59

IV. 3. Avaliagdo do Potencial Hemolitico € Trombog€nico ...........ccceeerunnennnee. 61

IV. 3.1. Ensaio da HEMOIISE ......cc.ceeviiieciiiiiiecieeeeeee et 61

IV. 3.2. Ensaio da Agregacao Plaquetaria ...........ccccceevieeiiienieeniienieeieeieeee, 65

IV. 3.3. Ensaio da Adesao Plaquetaria ..........ccceocveeeiieniieeiienieeieecie e 72

V= DISCUSSAO .eeeeuvieeeuiiieeitiieeiteeeitteesteeesseeessseeessseeessseeessseeassseeassseessseessseesseesssseeans 77
V= CONCIUSAO ..ttt ettt ettt et st e sttt enaeenees 91
VII- Referéncias BiblioGraficas .........cccoeoiieiiiiiiiiiiieieeee e 94

VIIIm ADIEXOS ettt ettt e e e e et eee e e e e e e e aaa e aeseeeeeeaaaneaeseeeeeneannnaaes 115

Xiv



XV

LISTA DE ABREVIACOES

ambPrra — receptor da glicoproteina GP I1b/I11a

ACDC - tampao citrato de sodio, &cido citrico e glicose
Ach - acetilcolina

ADP - adenosina difosfato

AMPc - adenosina monofosfato ciclica

Angll - angiotensina II

ANOVA - andlise de variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
APC- angioplastia percutdnea coronariana

ATP- adenosina trifosfato

BSA- albumina de soro bovino

CacCl, - cloreto de calcio

CENIC - Central Nacional de Intervengdes Cardiovasculares
CiSH - cisteina

CMLs — (Smooth muscle cell) células musculares lisas
CT — Controle

DEX- dextrana

DICOP - Departamento de Cosméticos

DIMED - Departamento de Medicamentos

ECs - concentragdo que inibe 50% do efeito

EPM - Erro padrao da média

ET-1- Endotelina 1

F-12 - meio de cultura F-12

FDA-USA - Federal Drug Administration - United States of America
GC - guanilato ciclase

GMPc - Guanosina monofosfato ciclica

GP IIb/IlIa - glicoproteina

GSH - Glutationa

GSNO - S-nitrosoglutationa



GTP — Guanosina trifosfato

h - horas

HCI - 4cido cloridrico

KCI - cloreto de potassio

KH,POy, - fosfato de potassio

M- molaridade

MgSO; - sulfato de magnésio
MTT - brometo de metil tetrazolio
NaCl - Cloreto de sodio

NaHCO:; - bicarbonato de sédio
NaOH - hidréxido de sodio

NG - nitroglicerina

NIH - National Institut of Health
nm - nandmetro

NO (nitric oxide) - Oxido nitrico
NOS - 6xido nitrico sintase
NOSc- 6xido nitrico sintase constitutiva
NOSe 6xido nitrico sintase endotelial
NPS - nitroprussiato de sodio

NR - neutral red

NRU- neutral red uptake

O, - Anion superoxido

°C - graus centigrados

ONOO " - Peroxinitrito

PBS-A- (phosphate-buffered saline) - Tampao fosfato
PBS-Ca" - (phosphate-buffered saline) - Tampao fosfato com célcio

PEG - poli etileno glicol

PEI - poli (etileno imina)

PEO-PPO-PEO - poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(éxido de etileno)

PKA - proteina quinase A
PKG - proteina quinase G.

XVi



PL- poli-L-lisina

PPP - plasma pobre em plaquetas

PR - proliferagao relativa

PRP - plasma rico em plaquetas

PVA - poli (vinil alcool)

PVP - poli (vinil pirrolidona)

RASM - rabit arterial smooth muscle cells
RBC- (red blood cells) células sangiiineas vermelhas
rpm - rotacdes por minuto

RSH - tidis

RSNOs (S-nitrosothiols) - S-nitrosotiois
SDS - dodecil sulfato de sodio

SFB- soro fetal bovino

SNAP - S-nitroso-N-acetilpenicilamina
SNP - nitroprussiato de sodio

t12 - meia vida

v/v - volume/volume

A= comprimento de onda

%= porcentagem

3T3- linhagem celular de fibroblastos

Xvil



XViii

RESUMO

O 6xido nitrico ¢ uma molécula multifuncional, a qual estd envolvida numa extensa
variedade de fungdes fisiologicas, estendendo-se da neurotransmissdo, citotoxicidade de
macrofagos e modulagdo das fungdes fisioldgicas do sistema cardiovascular. Devido as
acoes benéficas do NO nas diversas disfungdes vasculares, hd um grande interesse no
desenvolvimento em dispositivos que possam liberar NO de maneira controlada no sistema
cardiovascular e tecido-especifica. Por exemplo, ‘stents’ intracoronarianos recobertos por
materiais com liberagdo de NO, podem reduzir a incidéncia da reestenose e inibir a
formacao da neointima apds angioplastia percutanea coronariana. O objetivo deste estudo
foi o de estabelecer protocolos para avaliacdo da citotoxicidade e do potencial anti-
reestenodtico e anti-trombogénico de formulagdes eluidoras de NO para aplicagdes em
dispositivos intravasculares. As formulagdes eluidoras de NO foram avaliadas por meio de:
A) citotoxicidade através dos ensaios da redu¢do do MTT e da captagdo do vermelho neutro
(NR) com as linhagens celulares: 3T3 ¢ RASM, B) potencial anti-reestendtico utilizando-
se o ensaio de inibi¢do da proliferacdo celular com células de musculatura lisa de coelho
(RASM) e C) potencial anti-trombogénico, utilizando-se plaquetas humanas em ensaios de
agregacdo e adesdo plaquetdria. Foram testadas S-nitrosoglutationa (GSNO), solugdo
polimérica contendo poli (vinil 4lcool) PVA e poli (vinil pirrolidona) (PVP), e formulacao
contendo PVA, PVP, GSNO. O ensaio da captagdo do vermelho neutro mostrou que a
GSNO e GSNO/PVA/PVP ndo apresentaram citotoxicidade em concentragdes até 30
mg/mL de GSNO, em ambas as linhagens celulares. Enquanto que o ensaio de redugdo do
MTT mostrou que apenas a solugdo contendo GSNO apresentou citotoxicidade com

ECs50=2,7510,05 mg/mL em células 3T3. A sensibilidade da linhagem 3T3 foi maior do que
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para cé¢lulas RASM, enquanto que células RASM foram mais sensiveis a alteracdo de
permeabilidade de membrana. A GSNO per se promoveu inibi¢ao da proliferagao celular
no ensaio da proliferagdo celular e este efeito foi potencializado em presencga dos polimeros
PVA/PVP em concentragdes superiores a 22,7 mg/mL. Foi verificada inibi¢ao da
agregacao plaquetaria para ambas as solu¢des, GSNO/PVA/PVP (ECsp=2,310,4 ug/mL), e
GSNO (ECsp = 2,5+0,3 pg/mL). O ensaio da adesdo plaquetaria mostrou que a inibi¢ao
superior a 50% causada pela GSNO s¢6 foi obtida em concentragdo acima 6,72 mg/mL, mas
nesta concentracdo ndo foram encontradas plaquetas viaveis. Os resultados mostraram que
a metodologia adotada foi apropriada para a avaliagdo do potencial anti-reestendtico e anti-
trombogénico e também para estabelecer a margem de seguranga de novas formulagdes

envolvendo S-nitrosoglutationa e solu¢des poliméricas.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a multifunctional molecule which is involved in a wide variety
of physiological functions, ranging from neurotransmission, macrophage cytotoxicity, and
modulation of physiological functions of the cardiovascular system. Due to NO beneficial
action in various vascular pathological conditions, there is a great interest on development
in devices that can release NO by a controlled manner and tissue-specific. For example,
intracoronary stents coated with NO releasing materials, may reduce the incidence of
restenosis and inhibit neo-intima formation after following percutaneous angioplasty. The
aim of this study was to establish protocols for evaluation of NO eluting formulations
cytotoxicity and antirestenotic and antithrombotic activities which have potential for
application in intravascular devices. NO releasing formulations were evaluated regarding to
following aspects: A) cytotoxicity measured by MTT reduction and Neutral Red uptake
assays with 3T3 and RASM cell lines, B) antirestenotic potential by using cell proliferation
assay, with rabbit smooth muscle cells (RASM), and C) antithrombogenic potential, by
using a human platelet aggregation and adhesion assays. S-nitrosoglutathione (GSNO),
polymer solutions containing poly(vinyl alcohol) (PVA) and poly(vinyl pyrrolidone)
(PVP), and formulation containing GSNO, PVA and PVP were tested. Neutral Red uptake
assays showed that GSNO and GSNO/PVA/PVP solutions presented no cytotoxicity up to
30 mg /mL GSNO, in both cell lines. While MTT reduction assays showed that only the
solution of GSNO alone presented cytotoxicity with ECsy=2.75+£0.05 mg/mL, in 3T3 cell
line. The sensitivity of 3T3 cells to cytotoxicity was higher than that of RASM cells, while
RASM cells were more sensitivity to membrane permeation alterations. GSNO per se

presented inhibition in a cell proliferation assay and this effect was potentialized with
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PVA/PVP in concentrations up to 22.7 mg/mL. Concentration-dependent inhibition of
platelet aggregation was verified for both GSNO/PVA/PVP (ECs of 2.3+0.4 pug/mL), and
GSNO alone (ECsg of 2.5+0.3 pg/mL) solutions. Platelet adhesion assay showed that the
inhibition above 50% caused by GSNO only in concentration up to 6.72 mg/mL was found,
but in this concentration range, decrease of viable platelets was presented. The results
showed that the methodology adopted was suitable to evaluate antirestenotic and
antithrombotic potential, and to establish security margins for the development of new

formulations involving GSNO and polymers in solution.
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I. INTRODUCAO

1.1. LABORATORIO DE BIOENSAIOS IN VITRO

A interacdo com a comunidade externa, estendendo a sociedade os conhecimentos
resultantes da pesquisa e do ensino, ¢ uma funcao social da Universidade. O Laboratorio de
Bioensaios in vitro, do Departamento de Bioquimica, vem contribuindo com a inser¢ao da
UNICAMP na comunidade externa, através da divulgagdo e transferéncia de
conhecimentos cientificos e tecnologicos na area de Bioquimica e da realizacdo de
prestacao de servigos especializados junto as empresas e 6rgaos publicos e privados. Para
isso, varias atividades vem sendo desenvolvidas, compreendendo a realizagdo de projetos
em cooperacdo com empresas, o desenvolvimento de novos métodos in vitro, a prestagao
de servigos de consultoria e de analises bioquimicas in vitro, além do treinamento de

pessoal abrangendo uma ampla gama de profissionais.

As técnicas in vitro, utilizando culturas de células e sistemas biologicos modelo,
constituem-se de ferramenta de grande relevancia atual em pesquisa e desenvolvimento.
Tais técnicas sdo de grande valor e utilidade pratica como alternativas aos testes in vivo,
tendo em vista a minimizag¢ao do uso de animais de experimentagdo. Nos ultimos anos, tais
técnicas vem sendo desenvolvidas por meio de ensaios bioldgicos in vitro, com isso,
visando sua aplicagdo tecnologica. Uma das principais linhas desse laboratorio consiste na
aplicagdo de testes in vitro em avaliagdes toxicoldgicas de compostos e produtos quimicos,
farmacoldgicos, materiais dentarios, cosméticos, entre outros. Torna-se importante ressaltar

a experiéncia desse laboratério, pioneira nessa area em nosso Pais, tanto no



desenvolvimento como na aplicacdo de ensaios toxicoldgicos in vitro, com o apoio de
grandes empresas, como a Johnson & Johnson, a Natura Ind. Com. de Cosméticos e outras.
Diferentes 6rgaos e setores da comunidade tem sido beneficiados através dessas parcerias,
como Orgdos de controle sanitario (ANVISA), 6rgdos de controle de medicamentos

(DIMED) e cosméticos (DICOP), além das empresas cosméticas, farmacéuticas e outras.

Ressalta-se ainda, a escassez de laboratorios especializados no pais para a realizagdo
destes tipos de servicos e testes in vitro, o que tem levado o meio empresarial a procurar a
assessoria de pesquisadores e de laboratorios do exterior na busca de respostas e solugdes
de problemas técnico-cientificos. Nesse sentido, o Laboratério de Bioensaios in vitro, vem
colaborando para o cumprimento das fungdes sociais da UNICAMP, suprindo uma
demanda nao atendida da nossa sociedade, acompanhando uma tendéncia dominante nos
paises mais desenvolvidos nestas ultimas duas décadas, de investir no desenvolvimento,
validagdo e aplicacdo de testes alternativos in vitro em substitui¢do aos testes com animais

de laboratorio.

1.2. ENSAIOS IN VITRO

A identificacdo dos riscos na utilizagdo de substancias quimicas pelo homem levou
a um consumo massivo de animais experimentais. Isso por sua vez, propiciou o
desenvolvimento de modelos in vitro para avaliagdes toxicoldgicas. A disponibilidade de
varias metodologias para a avaliacdo da toxicidade in vitro, como alternativas a utilizacao
ao uso de animais (Benavides et al, 2004), tem estimulado a sua procura a fim de se

predizer a toxicidade de novas substancias (Dierickx, 2000).



Progressos impressionantes estdo sendo realizados nas ciéncias biomédicas no
ultimo século, gracas aos modelos experimentais in vitro. Entretanto, em toxicologia,
somente nas Ultimas duas décadas os métodos in vitro foram desenvolvidos e aplicados
(Zucco et al, 1998; Carere et al, 2002, Zucco et al, 2004). Adicionalmente aos interesses
cientificos envolvidos no desenvolvimento de métodos alternativos nos programas de
avaliacdo de toxicidade, ha também as questdes €ticas, as quais justificam a necessidade da
reducdo do uso de modelos animais de experimentacdo (Worth e Balls, 2002; Boo e

Hendriksen, 2005).

Diferentes ensaios para a avaliacdo da toxicidade celular tem sido desenvolvidos,
baseados em uma variedade de parametros de susceptibilidade em relacdo a agdo de
diferentes toxinas ( Fotakis e Timbrell, 2006). Assim, tem sido demonstrado que estudos de
toxicidade com o objetivo de verificacdo dos efeitos nas funcgdes celulares basicas e/ou
estruturas celulares tem uma boa correlagdo com os estudos in vivo, em relagdo a toxicidade

letal em humanos (Fentem et al, 2001).

A maioria dos modelos celulares utilizados sdo as linhagens celulares, assim sendo,
sd0 na sua grande maioria linhagens estabelecidas ou imortalizadas e freqlientemente

derivadas de tumor.

Atualmente, uma série de métodos in vitro sdo utilizados numa fase preliminar
para acompanhar a performance de um composto de interesse farmacologico ou para
avaliacdo da margem de seguranga. Em outros casos, eles representam ferramentas
suplementares para a reunido de maiores informacdes nos mecanismos especificos

envolvidos num efeito toxico (Carere, 2002).



As alternativas in vitro tem muitas vantagens sobre os testes in vivo, tais como:
simplicidade, rapidez, diminui¢ao dos custos efetivos e redu¢ao do nimero ¢ da implicagao
¢tica enfrentada com a utilizacdo dos animais de experimentagdo. Os métodos in vitro
podem fornecer maior controle sobre as condi¢des experimentais, permitindo assim, uma
melhor reprodutibilidade experimental (Chu, 1995). Um consideravel nimero de técnicas in
vitro utilizando-se células de mamiferos em cultura, foram desenvolvidas para avaliagdes

de citotoxicidade de drogas (Clemedson et al, 1996; Dierickx, 2000, Benavides et al, 2004).

A atual disponibilidade de uma grande variabilidade de linhagens celulares em
bancos de células nacionais, na Universidade Federal do Rio de Janeiro e internacionais
como a American Type Cell Collection-ATCC, tornou possivel a vasta utilizagdo de
modelos in vitro, levando a um avango rapido da padronizacdo de métodos alternativos para
avaliagdes toxicoldgicas. Baterias de ensaios foram propostos e programas inter-
laboratoriais foram estabelecidos para se aferir a reprodutibilidade e validade dos ensaios

(Balls et al, 1995; Zuang et al, 2002; Strickland ef al, 2003).

Além das avaliagdes do potencial de risco, os modelos in vitro com culturas de
células sdo particularmente adequados para o estudo do mecanismo de a¢ao de drogas, de

grande importancia para as areas farmacologica e médica.

Alguns programas de metodologias in vitro tem a finalidade do desenvolvimento e
posterior validacao dos ensaios que, provavelmente poderdo ser utilizados para a obtengao
de informagdes nas avaliagdes quimicas individuais (ingredientes) ou combinagdes de

substancias quimicas (formulagdes) (Gettings et al, 1996).

Esfor¢os considerados vem sendo feitos nos ultimos anos no sentido da validagdo

dos métodos alternativos in vitro, visando sua aceitagdo no campo cientifico e a regulacao



dos procedimentos, para que possam ser aceitos pelos 6rgaos de controle e saneamento. Isto

possibilitaria uma redugdo consideravel do nimeros de animais de experimentagao e uma

excelente reprodutibilidade, refor¢ando assim a relevancia (Clemedson et al, 2000; Fentem

e Botham, 2002; Benavides et al, 2004).

Os métodos in vitro que foram utilizados nesse trabalho para as avaliagdes de

citotoxicidade e de atividade biolégica de matriz polimérica com doador de 6xido nitrico

(NO), estao descritos a seguir na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos in vitro

Ensaio Parametro Aplicacio
Reducido de Metil-Tetrazolio Viabilidade Celular de Avaliagdo de citotoxicidade
(MTT) fibroblastos 3T3 e células de matriz polimerica com
RASM doador de Oxido Nitrico
Captagao do corante vital Viabilidade Celular de Avaliacdo de citotoxicidade
Vermelho Neutro fibroblastos 3T3 e células de matriz polimérica com
(NR) RASM doador de Oxido Nitrico
Proliferagdo Inibicdo da taxa de Atividade antiproliferativa de
Celular (PR) crescimento de células matriz polimérica com

RASM

doador de Oxido Nitrico

Libera¢ao de Hemoglobina

Hemolise de eritrocitos

humanos

Avaliacao de toxicidade de
matriz polimérica com
doador de Oxido Nitrico

Agregacdo plaquetaria

Inibicdo da agregagdo
plaquetaria induzida
por ADP

Avaliagao da atividade anti-
trombogénica de matriz
polimérica com doador de
Oxido Nitrico

Adesao de plaquetas

Inibi¢do da adesao de
plaquetas induzida por
fibrinogénio

Avaliagdo da atividade anti-
trombogénica de matriz
polimérica com doador de
Oxido Nitrico




I.2.1. PROLIFERACAO CELULAR E REESTENOSE

Dentre as numerosas possibilidades de linhagens celulares para o desenvolvimento
de ensaios in vitro, a linhagem 3T3 constitue-se de fibroblastos de embrido de camundongo
e tem sido largamente utilizada em ensaios de citotoxicidade (Spielmann et al, 1998, Carere
et al, 2002). Dentre as caracteristicas desta linhagem destacam-se a alta velocidade de
proliferacao, alta eficiéncia de clonagem, a estabilidade do cariotipo € a manutengdo das

caracteristicas ap0s a criopreservagao.

A linhagem 3T3 tem sido largamente utilizada nesse laboratorio para o
desenvolvimento de estudos de citotoxicidade de diferentes compostos de interesse
(Takamori, 2004; Convénio Unicamp/Natura S.A., 2000) e especificamente para o presente
estudo, foi utilizada para avaliagao da citotoxicidade e como referencial a ser comparado
com os ensaios realizados em células musculares. Assim, a outra linhagem utilizada foi a
linhagem estabelecida RASM (rabbit arterial smooth muscle cells), oriunda de célula
muscular lisa arterial de coelhos (Buonassisi e Venter, 1976). Esta linhagem tem sido muito
utilizada em estudos da biologia vascular (Young et al, 2000; Chen e Gardner, 2004;

Janiszewiski et al, 2005).

No presente estudo, a utilizacdo da linhagem de células de musculatura lisa (RASM)
foi devido ao objetivo de investigar a resposta de inibi¢ao na proliferacdao destas células,
promovida pela formulacao de matriz polimérica com doador de 6xido nitrico (NO). Tal
resposta visa a possibilidade de impedir ou diminuir o processo de reestenose, o qual ¢
ocasionado por injaria vascular e constitui-se um dos principais inconvenientes pos

implantacao de ‘stent’ coronariano.



A angioplastia coronariana percutanea (APC) envolve um procedimento que visa a
desobstru¢ao de uma artéria do coracao, por meio de um catéter que possui um baldo
inflavel na sua extremidade terminal (Kiemeneij et al, 2001).

O ‘stent’ ¢ uma protese metalica que ¢ introduzida até o local da obstrugcdo da
coronaria. Quando o baldo revestido com o ‘stent’ atinge a obstrucao ele esta vazio e tem o
diametro reduzido; ao ser insuflado, o pequeno baldo dilata a lesdo e implanta a prétese na
parede da artéria. Em seguida, o baldo ¢ removido, mas o ‘stent’ fica no local para manter a
desobstrucdo e impedir o recolhimento elastico do vaso (Figura 1). Assim, a angioplastia
coronariana percutdnea com a instalagdo de ‘stent’ tem sido empregada em larga escala,
pois pode evitar que se facam as cirurgias cardiacas para reperfusdes miocardicas.

Coronary Artery Stent

Stent Plathue Balloon catheter

Catheter is removed. Stent remains to
hold open artery.

Copyright © 2002 McKessan Health Schutions LLC. Al righls resened

Figura 1. Processo de implante de ‘stent’ na artéria coronaria por meio do

procedimento de angioplastia coronaria percutinea (APC)



Nos Estados Unidos da América, 32 ‘stents’ sdo implantados a cada 10 mil
habitantes, na Alemanha sdo 15 ‘stents’ para cada 10 mil habitantes, ja no Brasil 3,4
‘stents’ para cada 10 mil habitantes. Implantamos 10 vezes menos ‘stents’ que os EUA e 5
vezes menos que a Alemanha. A ampliacdo do mercado depende de um firme incremento
do acesso da populacao ao sistema de saude (http://www.inovacao.unicamp.br/report/news-
inovavigor.shtml) (2006) .

Os  stents’ metalicos podem ser de dois tipos:

e sem recobrimento: elimina a retragdo eldstica e o remodelamento negativo do
vaso, porém nao elimina a hiperplasia neointimal e diminui, mas ndo elimina a reestenose.

e com recobrimento: sdo liberadores de agentes bioativos, mantém as caracteristicas
mecanicas do ‘stent’ e o complexo ‘stent-farmaco’ permite que o agente ativo seja aplicado
concomitantemente a dilatagdo mecanica precisamente no local do tratamento, com altas
concentragdes teciduais. Espera-se que isto ocorra com pouco ou nenhum nivel sistémico
circulante.

Atualmente, tem sido verificada grande eficacia de ‘stents’ recobertos com drogas
como o sirolimus, um potente inibidor de inflamagao, migracao e proliferagdo de CMLs ou
0 paclitaxel, um agente antiproliferativo utilizado nos tratamentos contra o cancer.
Entretanto, estes dispositivos ainda apresentam elevados indices de reestenose (van der
Hoeven et al, 2005). E, ainda, a utilizacdo de drogas antiproliferativas tem ocasionado o
retardo no processo de re-endotelizagdo, sendo que alguns estudos recentes mostram maior
predisposi¢do a complicagdes trombdticas (Kuchulakanti et al, 2006). Assim, as principais
complicagdes pos-‘stenting’, tanto sem revestimento com drogas, como com recobrimento,

constituem-se da reestenose e eventos tromboéticos agudos ou tardios.
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A reestenose estd associada a uma série de interacdOes entre mecanismos
inflamatérios e tromboticos (Voestsch er al, 2004). Esta resposta patogénica a injuria
vascular envolve o remodelamento arterial, a formag¢dao de matriz extracelular ¢ a
hiperplasia do tecido intima devido a migragdo, proliferagdo e diferenciacao das células
musculares lisas ‘CMLs’ (Bult, 2002; Burt e¢ Hunter, 2006). A reestenose pode
desenvolver-se nos primeiros meses apds a angioplastia, tendo o pico de incidéncia entre o

3% ¢ 6° més apds a realizagio deste procedimento (Caramori ef al, 1997).

A angioplastia percutdnea coronariana (APC), desde a sua introducdo por Andreas
Gruntzig et al (1979), adquiriu um papel destacado no manejo das cardiopatias isquémicas,
revolucionando o tratamento de pacientes com doencgas de artéria coronariana. Atualmente,
a angioplastia percutdnea coronaria ¢ a modalidade de revascularizacdo miocardica mais
empregada (Alves e Souza, 2002). Segundo dados da Central Nacional de Intervengdes
Cardiovasculares do Brasil (CENIC) (2005), no inicio desta década a utilizacdo de ‘stents’
jé atingia carca de 60 a 70% dos casos.

Atualmente, grande parte das lesdes coronarias obstrutivas sdo passiveis de
tratamento percutaneo, com alto indice de sucesso primario, caracterizado pela reducao de
50% na les3o residual e auséncia de complicacdes superiores a 90%. Embora tenha
ocorrido um grande avango tecnologico nessa area, a reestenose ou reincidéncia da lesdo
persiste como a principal limitacdo dos procedimentos intervencionistas. Tem sido
verificado que estas ainda ocorrem de 15 a 20% em pacientes que apresentam uma lesio
coronariana mais simples, enquanto que em pacientes, cujas lesdes corondrias sdo mais

complexas estes indices variam de 30 a 60% (Fattori e Piva, 2003).
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Diversas op¢des de tratamento vém sendo pesquisadas € empregadas, tanto para
tratar esse tipo de reestenose, como para prevenir seu aparecimento. Tais opgdes incluem a
co-administragdo de farmacos, como por exemplo: agentes inibidores de agregacao e de
adesdo plaquetaria, anticoagulantes, doadores de oOxido nitrico (NO), antioxidantes,
bloqueadores-f. Outras estratégias também foram desenvolvidas, como a braquioterapia
(irradiagdo intracoronariana) (Colombo et al, 2003) e mais recentemente, ‘stents’ eluidores
de drogas (Garas et al, 2001). Sendo que os ‘stents’ eluidores de drogas antiproliferativas
representam um dos desenvolvimentos mais inovadores dessa area (Burt e Hunter, 2006). A
utilizacdo desse tipo de dispositivo tem apresentado uma redugdo significativa da
reestenose e na revascularizacdo no periodo de 6 a 12 meses, ap6s a sua implantacio
(Greenberg et al, 2004). Atualmente, além de drogas antiproliferativas como o sirolimus e o
paclitaxel, muitos pesquisadores tem sugerido que os materiais eluidores de NO encontram
enorme potencial para o recobrimento de ‘stents’, pois podem previnir a proliferacao

celular e simular as fun¢des do endotélio apds a implantacdo deste dispositivo intravascular

(Seabra e de Oliveira, 2004; Reynolds, 2004).

1.2.2 . PLAQUETAS E TROMBOSE

Dentre as complicacdes advindas da APC , encontram-se os fendmenos trombaticos
que podem ocorrer apds um prazo breve (menor que 30 dias) ou mais tardio (1-18 meses)
(Fleser et al, 2005).

A trombose corondria ocorre quando ha formagdo de um trombo, representado pelo

coagulo numa das artérias corondrias e conseqiiente interrup¢ao do fornecimento de sangue
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para o musculo cardiaco. Geralmente, a trombose corondria ocorre no local da aterosclerose
existente e um de seus maiores efeitos deletérios ¢ o risco de ocasionar um ‘“‘ataque
cardiaco”.

A trombose aguda pode ser ocasionada durante a realizacdo da angioplastia, uma
vez que os catéteres e fios-guia podem traumatizar a parede arterial, que somadas ao
processo aterosclerdtico pode promover hemorragias, disseccdo e trombose (Voestsch et al,
2004). Enquanto que a trombose mais tardia pode ocorrer apds a ruptura aguda de placas
instaveis, reestenose pos-angioplastia, lesdo de reperfusdo miocardica e na vasculopatia do

enxerto em transplantados cardiacos (Serrano Junior ef al , 2003).

No presente estudo, a utilizacdo de ensaios com plaquetas isoladas, foi em
decorréncia do objetivo de se investigar a atividade anti-trombogénica promovida pela
formulagdo de matriz polimérica com doador de 6xido nitrico, uma vez que o controle de

tal resposta ¢ de fundamental importancia pds implantagdo de ‘stent’ intracoronario.

Nas ultimas duas décadas o grande desenvolvimento tecnologico do equipamento
utilizado na angioplastia (baldes, fios-guia, etc) associada a introducao de ‘stents’ e drogas
anti-plaquetarias potentes, ampliou a indicacdo desta intervencdo para situagdes

inicialmente consideradas desfavoraveis.

As plaquetas sdao fragmentos de células gigantes, os megacariocitos, formados na
medula 6ssea. As plaquetas t€ém a forma de discos diminutos, sendo consideradas, na
verdade, corpusculos celulares e ndo células propriamente ditas. Esses elementos estdo
presentes no sangue em nimero aproximado de 180-350 x 10°/uL, e possuem meia-vida na
circulagdo de 8 a 10 dias, quando entdo sdo retirados da mesma, principalmente pelo bago,

e figado (Harker, 1978).
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A funcdo primordial das plaquetas ¢ manter a hemostasia, formando tampdes
hemostaticos que ocluem sitios danificados do sistema vascular. Apds a transec¢dao de
vasos sangiiineos, as plaquetas aderem ao tecido conectivo as margens da lesao, e depois de
alguns minutos, forma-se um tampao hemostatico plaquetario que oclui a lesdao e detém a

perda de sangue.

As plaquetas s3o anucleadas e o citoplasma contém numerosas organelas como
mitocondrias, sistema de Golgi, ribossomos e microtubulos. Contém ainda trés tipos de
granulos, classificados como densos, alfa e lisossomais. Os granulos densos contém a
serotonina, ATP, ADP, célcio e pirofosfato. Os granulos alfa contém o fator 4 plaquetario,
a B-tromboglobulina, o fator de crescimento derivado de plaqueta, proteinas catidnicas,
fator bactericida e fatores que participam da cascata da coagulag¢do, como fibrinogénio, o
fator V e o fator VII (von Willebrand). Nos granulos lisossomais encontram-se algumas
hidrolases 4cidas, como a B-glucosidase e a [-galactosidase (Holmsen e Weiss, 1979),

assim como a fosfatase acida (Bentfeld e Bainton, 1975).

As interacdes adesivas sdo mediadas pelos receptores expressos na membrana
plasmatica das plaquetas (Shattil, 1994). Estes receptores de adesdo sdo estruturalmente
diversos, compreendem a familia das integrinas (GP IIb/Illa), a leucina, as imunoglobulinas
e P-selectina. As integrinas formam a maior familia de receptores heterodiméricos af3-
transmembranicos que regulam a adesdo plaquetéria (Clark e Brugge, 1995). Este receptor,
¢ o principal receptor plaquetdrio para fibrinogénio e ainda participa da agregagdo, adesao

firme e do espalhamento plaquetério (Calvette, 1999).
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Quando ativadas, as plaquetas secretam varias proteinas que facilitam sua interacao
com outras plaquetas, células endoteliais e leucocitos, através de proteinas como as

P-selectinas, trombospondina, fibrinogénio, fibronectina e vibronectina (Ofosu, 2002).

A adesao plaquetaria ¢ um evento complexo, envolvendo uma série de componentes
sub-endoteliais e plasmaticos que se ligam especificamente a diferentes glicoproteinas de
membrana. Assim, a semelhanca da agregacdo, constitui-se de uma etapa crucial na

hemostasia e na preven¢ao da trombose (Belisario et al, 2000).

A ativagdo plaquetaria, observada apés danos da parede vascular, resulta no

aparecimento de quatro fenomenos distintos (Ross, 1999):

(1) ‘sharpe change’: que designa a mudan¢a da forma discéide da plaqueta para a

forma esférica acompanhada de pseuddpodes;

(2) adesdo: designa o processo no qual as plaquetas se ligam a superficies que nao a

de outras plaquetas;

(3) agregacdo: designa o processo no qual as plaquetas se ligam apenas a superficie

de outras plaquetas;

(4) secregdo: designa a extrusdo dos contedos dos granulos o e densos das

plaquetas.

A ativacdo das plaquetas pode ocorrer na presenca ou na auséncia de ativadores
exodgenos, dependendo das condi¢cdes hemodindmicas locais e da natureza da lesdo

vascular.

Quando as plaquetas estdio em repouso, o receptor de membrana plaquetaria

(glicoproteina GPIIb/IIla) , esta em estado de baixa ativagdo e ndo se liga ao fibrinogénio
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soluvel. Entretanto, na vigéncia de lesdo vascular, o fibrinogénio intacto ¢ encontrado no
local danificado. Este fibrinogénio insoltivel interage com a glicoproteina GPIIb/Illa

expressa nas plaquetas ndo ativadas, promovendo a adesdao das mesmas ao local danificado

(Shattil, 1999).

A adesao observada em plaquetas ndo ativadas ¢ menor do que aquela vista em
plaquetas ativadas; apesar disso, ¢ um fendmeno de grande relevancia, tanto na hemostasia
fisioloégica, quanto em oclusdes vasculares patogénicas, uma vez que o fibrinogénio
imobilizado estd exposto no local do dano vascular, sendo este o primeiro evento para
cessar o sangramento (Belisario er al, 1997). A ativagdo plaquetaria pode aumentar o
numero ou a afinidade do ligante aos receptores especificos de adesdo, quando expostas a

seus agonistas: ADP, colageno e trombina (Bellavite, 1994).

Dentre os agonistas plaquetarios encontram-se os capazes de estimular a secregdo
de granulos plaquetdrios na auséncia (forte) ou na presenca (fraco) de agregacdo
plaquetaria. O ADP, por exemplo, é considerado um agonista fraco, e tem um importante
papel na potencializagdo da ativagdo mediada por outros estimulos (Fitzgerald, 2001). A
trombina ¢ um dos mais potentes ativadores plaquetarios, sendo capaz de estimular a

secrecdo plaquetaria em condigdes nas quais ndo ha agregacdo (Holmsen e Weiss, 1979).

A ativagdo plaquetaria pode ser inibida em varios niveis, como na liga¢ao do
agonista @ membrana plaquetaria, na liberagdo de tromboxano ou na translocagao de calcio.
Entretanto, de um modo geral, as respostas plaquetdrias sdo inibidas pela eleva¢dao dos
niveis intracelulares de nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc). Drogas que promovem
inibi¢do plaquetaria como a prostaciclina e o NO, sdo capazes de elevar os niveis intra-

plaquetarios de AMPc e GMPc, respectivamente, ativando proteinas quinases dependentes
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de AMPc (PKA) ou GMPc (PKG), levando a reducdo na concentracdo de calcio

intracelular (Nolte et al, 1994).

O NO derivado de plaquetas tem um papel crucial na fungdo plaquetaria, regulando
a atividade excessiva de plaquetas, ou seja, o NO inibe a adesdo destas ao endotélio,

prevenindo a formagao de trombos plaquetarios (Low et al, 2002; Cardoso, 2006).

1.3. AMBIENTE VASCULAR

O endotélio saudéavel constituido por uma monocamada de epitélio pavimentoso
localizada entre o sangue circulante e a camada média de musculo liso vascular,
desempenha papel protetor do vaso sangiiineo. O papel do endotélio ndo esta restrito apenas
a controlar o tonus e a funcdo vasomotora, mas se estende a regulagdo da proliferacdo e
migracao das células do musculo liso vascular e adesdo de leucdcitos (Carvalho et al,
2003). Esta proliferacdo das CMLs exercem um papel deletério no ambiente vascular,
ocasionando o estreitamento do limen das artérias e arteriolas. Nesse processo, as CMLs
apresentam mudangas substanciais de suas fungdes, preponderando o aumento dos
mecanismos contrateis (Carvalho er al, 2003). Dentre os principais fatores endoteliais
responsaveis pelo controle da proliferagdo da parede muscular, encontram-se o 6xido
nitrico (NO), endotelina 1 (ET-1) e a angiotensina II (Ang II). O NO apresenta acao
inibitoria na proliferacdo do musculo liso vascular, e isso ¢ valido tanto para o NO
secretado pelo endotélio (Sessa, 1994), quanto para o gerado pelos doadores de NO

(Nakashima et al, 1993).
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A integridade do endotélio ¢ importante na manutencdo do ambiente vascular,
enquanto que a disfuncdo endotelial encontra-se presente no tabagismo, dislipidemia,
senilidade, doengas cardiovasculares, como hipertensao arterial, aterosclerose, inflamagao,

hipoxia e diabetes (Fachini et al, 2000)

A perda da integridade celular esta associada a disfun¢do da célula endotelial e
expoe as CMLs a acdo direta dos fatores endoteliais que provocam a proliferagdo das
CMLs, as quais sao responsaveis pela formacao da neointima. Assim, as células musculares
que compdem este tecido e encontram-se nas obstrugdes reestenoticas apresentam um
aumento de duas a trés vezes na atividade proliferativa e migratoria, quando comparadas a

células das lesdes aterosclerodticas primarias (Caramori et al, 1997).

A célula muscular lisa desempenha um papel central na formagdo do tecido da
neointima. Dependendo do estimulo que recebe, a CML pode assumir dois diferentes
fenotipos. O fendtipo contratil, ¢ o aspecto normal da CML da camada média arterial.
Caracteriza-se pela presenca de proteinas contrateis com filamentos bem desenvolvidos,
contragdo em resposta a estimulos quimicos ou mecanicos e baixa capacidade de
multiplicagdo. O fendtipo ativado ou proliferativo-sintético ¢ a forma predominantemente
encontrada em obstrugdes reestenoticas (Caramori et al, 1997). Caracteriza-se pelo aspecto
poliédrico, com grandes nucleos , abundante citoplasma e pela capacidade grandemente
aumentada de migracdo, proliferacio e sintese protéica, associada a perda da
contractilidade (Cambpell er al, 1988). Importante estudo foi realizado por Ohara et al
(1991), o qual verificou que apds varios meses apds a angioplastia, as células musculares

sdo capazes de reverter do fendtipo proliferativo-sintético para o contratil . A proliferagao

celular continuada das CMLs e o aparecimento da reestenose por meio do remodelamento



18

arterial e formagao da neointima, pode ser evitado por meio de drogas que atuam na génese
desta cascata de respostas, a qual constitui-se de um dos principais problemas ‘pos-

stenting’.

1.4. DOADORES DE OXIDO NiTRICO

A reducdo na biodisponibilidade da molécula de o6xido nitrico (NO) tem sido
considerada um importante componente na iniciacdo e/ou progressdo das patologias
vasculares e estas podem ser minimizadas pela administracio de doadores de NO. A
maioria das doengas cardiovasculares apresentam como denominador comum um “estado
de insuficiéncia de NO” caracterizado pelo decréscimo de sua sintese, de sua
biodisponibilidade ¢ um aumento dos processos de sua inativacdo. A utilizacdo de
nitrovasodilatadores ou doadores de NO respalda-se na relocagdo exdgena ou no aumento
do ‘pool’ de NO endoégeno — responsavel pela modulacdo de uma série de sinais que
modulam os processos normais ou desencadeiam as disfungoes.

O NO ¢ um produto endoégeno do endotélio normal que exerce papel protetor na
reparacdo da injuria local apoés angioplastia. O NO regula a fungdo plaquetaria e
leucocitaria, modula a migracdo, proliferacio e sintese de proteinas para as células
musculares lisas do vaso (Nisoli ez al, 2003). O conjunto destas agdes faz do NO um agente
promissor para o recobrimento de ‘stents’ corondrios, com potencial tanto para reduzir o
risco de trombose ‘pos-stenting’, quanto para inibir a proliferagdo neointimal e a
reestenose. A natureza difusiva do NO, um radical livre em estado gasoso, permite que ele

tenha uma capacidade tnica de participagdo na comunicagdo transcelular. A meia vida do
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NO em meio biolégico ¢ de aproximadamente 1 s. Mesmo durante este curto tempo, o NO
pode se difundir a distancias que correspondem a varios didmetros celulares, assim, ele
exerce fungdes paracrinas e autocrinas de mensageiro (Koppenol, 1998). O NO liberado
localmente no endotélio vascular pode se difundir rapidamente com as células adjacentes
que contenham guanilato ciclase, levando-as atuar em conjunto em respostas fisioldgicas. O
NO difunde-se para as células da musculatura lisa onde ativa a guanilato ciclase (GC), que
produz guanosina mono-fosfato ciclica (GMPc) a partir de guanosina tri-fosfato (GTP),

promovendo a vasodilatagdo (Fricker, 1995; Butler e Rhodes, 1997; Mateo e Artifiano,

2000) (Figura 2).
Células endoteliais Células musculares
(0)) NO —3» NO
+ +
L-Arginina  L-Citrulina l
| |
- =
— T GTP GMPc
Ca¥" ——=»Ca" A/l \
ACh |
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Figura 2. Representacio esquematica da vasodilatacio causada pelo NO enddogeno

(Shishido, 2003)
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Deste classico mecanismo que envolve a ativagdo da NOSe sabe-se que,
importantes reacdes de nitracdo e nitrosilagdo de receptores e proteinas regulatorios
ocorrem para os diferentes efeitos promovidos pelo NO sintetizado pela NOSe (Sessa,

2004).

As pesquisas dos ultimos 20 anos mostraram que o NO esta envolvido em muitos
processos fisiologicos importantes além da vasodilatagdo, como a modulagdo de
neurotransmissdo, a toxicidade mediada pelos macréfagos, a inibicdo da agregacgdo
plaquetaria, a neurodegeneragdo (Marin, 1997; Janero, 2000; Ford e Lorkovic, 2002;

Stewart e Heales, 2003).

O NO ¢ sintetizado pela NOS induzivel nos macrofagos ativados e neutrofilos e
parece ser responsavel pelas acdes citotoxicas destas células. Neste caso, a citotoxicidade se
deve a uma concentracdo alta e localizada de NO (2 a 3 ordens de magnitude mais alta que
a concentragdo gerada pelas células endoteliais) (Koppenol, 1998). Em concentragdes altas,
o NO também pode reagir com o anion superoxido levando a formag¢do do anion

peroxinitrito (OONO-) e de outras espécies radicalares citotoxicas (Hensley et al, 1997).

As reagdes do NO e, consequentemente, seus efeitos estdo relacionados com a sua
concentragdo, localizacdo e o meio no qual ele ¢ produzido. O NO ou os produtos de sua
reagdo com O, ¢ O, podem modificar diferentes macromoléculas, incluindo proteinas,
lipidios e acidos nucléicos, que podem constituir-se de efeitos deletérios e que caracterizam

a citotoxicidade (Miranda et al, 2000; Davis et al, 2001).

As agdes bioquimicas de NO sdo muitas, a vasodilatacio ¢ talvez a sua agao melhor
estudada. Este mecanismo de agdo mediada pelo NO permitiu compreender em parte a acao

de drogas vasodilatadoras ja utilizadas ha muito tempo, como os nitratos, a nitroglicerina
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(NG) e o nitroprussiato de sodio (SNP). Estes compostos sdo utilizados em larga escala no
tratamento de pacientes que sofrem de angina e hipertensdo. A ac¢do dos nitratos e
nitrocompostos se baseia na sua redu¢ao com producao de NO, que atua entdo diretamente
na musculatura dos vasos sangiiineos (Willians, 1996; Ignarro et al, 2002; Chen et al,

2002).

Os doadores de NO, largamente utilizados na clinica ha um século, tem sido
continuamente remodelados na procura de se obter efeitos seletivos, meia-vida prolongada
e baixa inducdo de tolerancia. Recentemente, o mecanismo de agdo envolvido em tais

inconveniéncias inerentes ao uso de nitratos organicos, foi elucidado (Chen et al, 2002).

As drogas mais utilizadas como doadores de NO em sistemas bioldgicos sdo a
nitroglicerina (NG), o nitroprussiato de sodio (NPS) e a S-nitroso-N-acetil-penicilamina
(SNAP) (Shaffer,1992). Além destes compostos, existem muitos outros doadores de NO
como os nitritos organicos, derivados de floxanos, complexos NO-amino (NOCs),
S-nitrosotidis (RSNOs), complexos ferro-nitosila e ruténio-nitrosila (Katayama, 1995). Os
floxanos, nitratos e nitritos organicos reagem com tidis endogenos para formar
intermediarios RSNOs que sdo responsaveis pela liberagdo de NO. A acgdo desta classes de
doadores de NO depende da presenca de tidis (RSH). Quando estes sdo consumidos em
grandes quantidades, sua disponibilidade diminui, causando tolerancia a estes

medicamentos.

A modelagem destas moléculas tem sido desenvolvida com o enfoque na
reatividade quimica ou na cinética de liberagdo do NO. Estas moléculas no sistema
cardiovascular liberam formas redox, conhecidas como NO", NO ou NO". Segundo Napoli

e Ignarro (2003), os doadores podem ser classificados como diretos ou indiretos e ainda, os
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primeiros como os de liberacdo espontanea (RSNO), ou metabolizados a NO (SNP) ou aos

seus congéneres redox (nitratos organicos).

Os estudos com os doadores de NO para o sistema cardiovascular tem se
direcionado para atingir a modulagao cinética de liberacao do radical e para a especificacao,
ou seja, o alvo de ag¢do da droga. Neste sentido, alguns ‘stents’ associados ao NO e ativados
por fibrina, heparina ou confeccionados com polimeros multiplos tem sido desenvolvidos
(Napoli e Ignarro, 2002). Microesferas de poli(etileno imina), contendo NO, tem sido
propostas para implantes vasculares. Enquanto que a incorporagdo de NO em matrizes
poliméricas tem sido propostas para a utilizagdo de enxertos e baldes vasculares. Neste
sentido, doadores incorporados em veiculos de liberagdo controlada, tais como matrizes de
polimeros e de géis, tem sido desenvolvidos com a finalidade de administragdo direta ou de

recobrimento de dispositivos de uso biomédico (Keffer, 2003).

O alvo primario de acdo dos doadores de NO ¢ a via de aumento de GMPc, a qual
desencadeara a inibi¢ao da proliferagdo de CML, migragdo de CML, a sintese de colageno
e sobretudo, sua propriedade de inibir a agrega¢do e adesdo plaquetaria (Channon et al,
2000). Essencialmente, na inibi¢do das respostas trombogénicas e de remodelamento

vascular.

Sabe-se que no meio celular e no plasma existem muitas espécies que podem
desativar o NO, como o oxigénio, anion superdxido e o ferro de grupos heme. Assim o NO
in vivo apresenta uma meia vida (t;,) de aproximadamente 1s. O NO pode ser estabilizado
por uma molécula carregadora que prolongue seu tempo de vida mantendo sua atividade
bioldgica (Stamler er al, 1992) (a). Uma classe de moléculas bioldgicas importantes que

pode exercer esta funcdo sdo os tidis de baixo peso molecular, que sdo abundantes no
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plasma humano (Gaston, 1999). Estes compostos sdo facilmente nitrosados, gerando os S-
nitrosotiois (RSNOs) que sdo signitificamente mais estaveis que o0 NO. Os RSNOs também
apresentam propriedades vasodilatadoras e sdo capazes de inibir a agregacao plaquetaria
(Stamler et al, 1992 (b); Ricardo et al, 2002). Assim, os RSNOs além do seu potencial de
uso como drogas liberadoras de NO, podem também atuar no armazenamento e transporte

de NO in vivo.

Os RSNOs sao espécies endogenas e tém sido detectados em fluidos do revestimento
das vias aéreas, nas plaquetas e em neutrofilos. Eles podem assim, atuar como carregadores
de NO na forma de tidis livres ou proteinas contendo cisteina em sistemas biologicos
(Stammler et al, 1992 (b), Zhang e Hogg, 2005). Os RSNOs podem ser ento, utilizados no
tratamento de doencas que envolvem disfung¢des na disponibilidade de NO (Eiserich et al,
1998). Tiodis de baixo peso molecular como a cisteina (CiSH) e a glutationa (GSH) estao
envolvidos em varios processos bioquimicos. A CiSH ¢ o tiol de baixo peso molecular
mais abundante no plasma humano. A N-acetil cisteina ¢ um produto enddgeno do
metabolismo da CiSH e ¢ precursor e estimulador da sintese endogena de glutationa (GSH),
um potente agente anti-oxidante. A GSH é um tripeptideo contendo cisteina e participa de
varias reagdes enzimaticas como o transporte de aminoacidos, defesa contra radicais livres
e outras espécies reativas de oxigénio e algumas substancias quimicas toxicas. A estrutura

da GSNO (S-nitrosoglutationa), utilizadas neste trabalho esta apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura da GSNO (S-nitrosoglutationa)

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa conduzidos por Krieger e Shishido
(Shishido, 2003) demonstraram que os S-nitrosotidis (RSNOs), apresentam importante acao
vasodilatadora (Ricardo et al, 2002) e anti-aterogénica (Krieger et al, 2006), demonstrando
claramente o efeito antiproliferativo que este especifico doador de NO pode desempenhar
in vivo. Porém, os RSNOs sdo termicamente instaveis e uma alternativa para aumentar a

sua estabilidade ¢ sua incorpora¢do em matrizes poliméricas.

Nesse trabalho foi utilizada a S-nitrosoglutationa (GSNO), como doador de NO,
incorporada em matriz polimérica (PVA/PVP). Tal incorporagdo se deve a necessidade de
revestimento do ‘stent’ e, ainda, ao papel que estas matrizes podem desempenhar na taxa de
liberagao do NO.

Os doadores de NO tem mostrado grande eficacia na inibicdo da migragdo e
proliferacdo de células da musculatura lisa (Villalobo, 2006), bem como na producdo de
colageno in vitro. Estes estudos suportam a hipdtese de que o aumento da
biodisponibilidade de NO in vivo inibe a formag¢do da neointima apods a lesdo vascular
(Wang et al, 2003). Assim, um ‘stent’ eluidor de NO poderia reduzir a probabilidade de
ocorrer a reestenose, devido a inibigdo da proliferagdo de CML e da adesdo/agregacao de

plaquetas (Groves et al, 1995; Channon et al, 2000).
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I.5. MATRIZES POLIMERICAS E SUAS APLICACOES

A utilizagao terapéutica do NO torna-se limitada devido a sua baixa meia-vida e a
sua alta reatividade e instabilidade quimica. A incorporacdo em compostos capazes de
controlar a liberacdo de NO, seja em matrizes poliméricas ou aderidas a superficie metéalica
do ‘stent’, constitui-se de uma estratégia bastante promissora para contornar essas
limitagdes. A grande dificuldade no desenvolvimento de novos dispositivos contendo
doadores de NO ¢ a modulagao da estabilidade e da liberagdo de NO. Essa modulagdo pode

ser obtida através da incorporacao desses doadores em matrizes poliméricas.

A liberacao local de NO através de reagdes térmicas ou fotoquimicas em células
alvo ou 6rgaos, possui um grande potencial em vérias aplicagcdes biomédicas, em particular
se os doadores de NO estiverem incorporados em matrizes poliméricas atdxicas (Shishido
et al, 2003). Matrizes poliméricas utilizadas como veiculos em medicamentos podem
causar um efeito estabilizador da droga. Isto ¢, podem levar a um aumento da meia-vida,
da eficiéncia e do tempo de permanéncia da droga no organismo mantendo sua atividade
biologica (Shishido e de Oliveira, 2000; Shishido et al, 2003).

Estudos mostraram que as matrizes poliméricas atoxicas como as de poli(etileno
glicol) (PEG) e de hidrogéis de copolimero em bloco de poli(6xido de etileno)-poli(6xido
de propileno)-poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-PEQO) apresentaram propriedades
estabilizadoras dos RSNOs conduzidos por Shishido e de Oliveira, (2000), Shishido et al
(2003) e Seabra et al (2004). E, ainda, matrizes poliméricas também tém sido utilizadas no
revestimento de ‘stents’, possibilitando a incorporacao de drogas inibidoras da reestenose

(Souza et al, 2001, Reynolds et al, 2004).
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Recentemente, as pesquisas envolvendo sistemas de liberacao controlada de drogas
e outros agentes bioativos a partir de sistemas contendo polimeros, tem atraido a atencao de
pesquisadores do mundo inteiro. As aplicagdes de sistemas de liberagdo controlada de
drogas incluem liberagdo continua durante dias/semanas/meses/anos e liberagdo localizada,
como as utilizadas no tratamento de tumores (Huang e Brazel, 2001). Os veiculos que
prolongam a liberagdo de drogas sdo de grande interesse, pois eles possibilitam uma maior
seletividade farmacologica (Kim e Fassihi, 1997) e podem aumentar a absor¢do da

substancia ativa, permitindo a redu¢do de sua concentragao.

Na area farmacéutica os polimeros podem ser utilizados em um grande nimero de
aplicagdes terapéuticas, como: evitar a adsor¢do de proteinas, proteger proteinas e células,
estabilizar particulas coloidais, prolongar seu tempo de circulagdo in vivo, transportar
drogas na forma de micelas, géis e emulsdes conjugando moléculas biologicamente ativas.
Por exemplo, sabe-se que o NO apresenta grande potencial como agente antimicrobial,
atuando na defesa do organismo frente a infecgdes causadas por protozoarios, como a
Leishmania (Brunet, 2001; Arevalo et al, 2002). Doadores de NO ja vem sendo
incorporados em matrizes poliméricas e utilizados no tratamento da Leishmaniose cutanea

em humanos (de Souza et al, 2006).

Os polimeros sintéticos como o poli-vinil alcool (PVA) e poli-vinil pirrolidone
(PVP), utilizados neste trabalho, tem sido utilizados numa enorme variedade de aplicacdes,
tais como: nas areas industriais, comerciais, médicas e de alimentacdo (DeMerlis e
Schoneker, 2003). Essas matrizes foram escolhidas por proporcionarem excelente
estabilizacdo na decomposic¢do térmica da S-nitrosoglutationa (GSNO). A formulacao de

matriz polimérica contendo PVA/PVP + GSNO, libera 90% do estoque de NO, durante um
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periodo de 24 minutos. Com estas propriedades, aliada a boa compatibilidade conhecida
entre PVA e PVP, faz da mistura PVA/PVP/GSNO uma boa candidata a liberagao

controlada de NO nas areas de interesse (Seabra e de Oliveira, 2004).

Assim, segundo recomendacdes de Orgdos nacionais (ANVISA) e internacionais
(FDA-USA), os testes in vitro de biocompatibilidade devem ser os primeiros testes a serem

feitos no desenvolvimento de materiais de uso biomédico (ISO 10993-1, 1993).

Portanto, ¢ de grande importancia verificar os efeitos in vitro das matrizes
poliméricas com doadores de NO, devido a possibilidade de propiciar uma liberagdo
controlada de NO e pelo seu potencial em aplicagdes na area de dispositivos intra-

vasculares.
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I . OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi o de estabelecer bioensaios in vitro com a finalidade de
determinar a biocompatibilidade e as atividades anti-reestendtica e anti-trombogénica de
biomateriais constituidos de matriz polimérica com doador de 6xido nitrico (NO) para
utilizagOes intravasculares.

Os objetivos especificos constituiram-se da analise da formulagdao de poli(vinil
alcool) e poli(vinil pirrolidona) (PVA/PVP), associada a S-nitrosoglutationa (GSNO) nos
seguintes aspectos:

e Avaliar a citotoxicidade por meio de ensaios de reducdo do MTT e captagdo de
vermelho neutro em células da linhagem 3T3 e RASM em cultura;

e Avaliar a potencial reestenotico por meio da inibi¢ao da proliferacao de células da
linhagem RASM em cultura;

e Avaliar o potencial hemolitico por meio de ensaios com células vermelhas
sangiiineas humanas (RBC) e

e Avaliar o potencial trombogénico por meio de ensaios na agregacdo ¢ adesdo de

plaquetas humanas isoladas.
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III. MATERIAIS E METODOS

II1.1. LINHAGENS CELULARES E MANUTENCAO DAS CULTURAS

Foram utilizadas neste trabalho as seguintes linhagens celulares:

II1.1.1. CELULAS 3T3

Foram utilizadas células BALB/c 3T3, uma linhagem estabelecida de fibroblastos
de embrido de camundongo, oriundas do ‘National Institute of Health Baltimore’ - USA
(NIH). Essas células foram cultivadas em garrafas de vidro estéreis, em meio de cultura de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 15% de soro fetal bovino e antibioticos
(100 UI mL™" de penicilina e 100 ug mL™ de estreptomicina). As células foram cultivadas
em estufa a 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de CO,. A manutengio da linhagem
foi realizada através de repiques periodicos e a semeadura foi feita em garrafas estoque ou
placas experimentais. As culturas experimentais foram preparadas por inoculagdo das
células em placas descartaveis de 96 cavidades da Corning (10.000 células/cavidade),

seguido de cultivo em estufa de CO, a 37 °C por 44 horas.

I11.1.2. CELULAS RASM
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As células RASM (cé¢lulas de musculatura lisa vascular - Rabbit Artery Smooth
Muscle), foram adquiridas do Laboratério da Profa. Helena Nader da USP/SP, as quais
foram mantidas em meio de cultura F-12 modificado por Coon (Sigma) contendo 10% soro
fetal bovino (SFB) e antibidticos (100 UI mL™' de penicilina ¢ 100 pg mL™' de
estreptomicina), a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. A manutengio da
linhagem foi realizada através de repiques periddicos e a semeadura foi feita em garrafas
estoque ou placas experimentais. As culturas experimentais foram preparadas por
inoculacdo das células em placas descartaveis de 96 cavidades da Corning (10.000
células/cavidade), seguido de cultivo em estufa de CO, a 37°C por 44 horas. As células

foram utilizadas durante as passagens 5 a 20.

I11.2. SOLUCOES ESTOQUE

Os ensaios foram padronizados com poli-L-lisina (MM=30.000-70.000 g mol™ -
Sigma) e dextrana (MM=15.000 g mol" - Sigma) para os ensaios de NR ¢ MTT e com
poli(etileno imina) (MM=750.000 g mol™ - Sigma) e dextrana para o ensaio de hemolise.
Todas as solucdes foram preparadas através da dissolucao dos polimeros em tampao fosfato
contendo CaCl, (PBS-Ca’") ou somente tampado fosfato (PBS-A). A partir de solucdes
estoque foram feitas dilui¢des sucessivas em PBS (com ou sem Ca”") para as concentragdes
finais especificadas nos experimentos. As concentracdes das solucdes das amostras de
GSNO, GSNO/PVA/PVP e PVA/PVP foram calculadas mantendo-se a proporcao de 9,3%
de GSNO, 69.8% de PVA e 20,9% de PVP. Assim, foi possivel manter a mesma
porcentagem (%) em massa tanto para as solugdes aquosas como para a blenda PVA/PVP

contendo GSNO. Foi utilizado também, SDS (dodecil-sulfato de sodio - Sigma) a 1 mg
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mL", em PBS estéril. A solugio de Vermelho Neutro (5 mg mL™) utilizada nos
experimentos foi preparada na véspera, diluindo-se a solugdo estoque 1/100 em meio

completo (concentragdo final de 50 pg mL™) e incubada por 18-24 horas, no escuro a 37°C.

II1.2.1. SINTESE DE GSNO POR VIA UMIDA

A GSNO, que pode ser precipitada e armazenada na forma soélida, foi sintetizada por
via umida, de acordo com o procedimento descrito por Hart (1985), no Laboratorio I -114 ,
do Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica, UNICAMP (Shishido, 2003).

Cerca de 1,5 g de glutationa (GSH) foram dissolvidas em 8 mL de HCI 0,9 N.
Foram adicionados 0,3 g NaNO; e a solugéo foi colocada em banho de gelo (T ~ 4° C) sob
agitacdo magnética durante 40 min. Ainda sob agitacdo e em banho de gelo, foram
adicionados 10 mL de acetona mantendo-se a agitagdo por mais 10 min, onde ocorre a
precipitacdo da GSNO. O soélido foi filtrado e lavado 5 vezes com H,O resfriada, 5 vezes
com 5 mL de acetona e 3 vezes com 1 mL de éter etilico. Finalmente, o sélido foi seco
utilizando-se um liofilizador (FTS Systems, modelo VP 50R) por um periodo de 24 horas.
A GSNO obtida foi guardada em um frasco protegido da luz, colocado dentro de outro
recipiente hermeticamente fechado contendo agente secante, num refrigerador (Shishido,
2003). Na Figura 4 podemos observar a cinética de liberagdo da GSNO do filme de

PVA/PVP.
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Figura 4: Dissolucao do filme sélido de PVA/PVP/GSNO em solucio e a difusiao da
GSNO do filme para a solucao (PBS)

A Figura 4A mostra a imersdao do filme solido de PVA/PVP-GSNO (na mesma

proporg¢do de PVA/PVP e 9,3% em massa de GSNO) em um solugio de PBS a 37° C.
(i) absorbancia medida em 336 nm do filme (portanto a saida da GSNO do filme)
(i1) absorbancia medida em 336 nm da solucdo de PBS. A GSNO apresenta uma banda
caracteristica em 336 nm o que permite o acompanhamento espectroscopico de sua
liberagcdao em solugdes.

A Figura 4B mostra o revestimento de placas retangulares metéalicas com a blenda
de PVA/PVP contendo GSNO, quando mergulhadas em solug¢do de PBS a 37°C. A Figura
4 mostra a perda de massa em fun¢do do tempo da placa revestida com a blenda contendo
GSNO. Pode-se observar que em 6 h a dissolug¢do do filme torna-se praticamente constante

havendo apenas a liberacao de 20 % em massa do filme para a solucao.
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II1.3. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Para a avaliagdo da citotoxicidade, foram padronizados os seguintes ensaios:

II1.3.1. VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DE REDUCAO DO MTT

Esse ensaio inicialmente, foi padronizado para dodecil sulfato de sodio (SDS) e
isopropanol em células BALB/c 3T3, no Laboratério de Bioensaios in vitro, baseado no
método descrito por Mosmann (1983). O pardmetro indicador da poténcia citotoxica do
composto ¢ o ECsg, que ¢ a concentragdo do composto que causa uma inibi¢cao de 50% da
reducdo de MTT pelas células em relacdo as culturas controle (ndo expostas as substincias
testes). Neste projeto, esse ensaio foi padronizado para a avaliacdo da citotoxicidade,
utilizando-se as duas linhagens celulares: 3T3 e RASM, para a avaliagdo de materiais
poliméricos associados a drogas doadoras de NO. Para tanto, foi utilizado a poli-L-lisina
como padrdo positivo e a dextrana como padrao negativo.

Nesse ensaio, a viabilidade celular ¢ avaliada por meio da medida da capacidade das
células de reduzir o MTT (3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio -
Sigma) a formazan azul. O formazan azul ¢ um pigmento insoluvel que ¢ extraido das
células e quantificado espectrofotometricamente. A reducdo do MTT ¢ catalisada pela
enzima desidrogenase succinica, presente na membrana mitocondrial. Entdo, a atividade
dessa enzima reflete a funcionalidade metabdlica das mitocondrias e a viabilidade celular.
Assim, a inibi¢ao da atividade enzimatica causada pela substancia a ser analisada leva a

uma diminuic¢ao da quantidade de formazan azul formado, de forma dependente da dose.
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ApoOs 44 horas de cultivo das células nas placas descartaveis, as células foram
incubadas com os padrdoes ou amostras em 8§ replicatas por dose durante 30 minutos a
37 °C. Ao final do tratamento, a solu¢do contendo os reagentes foi removida e as células
foram incubadas com 100 pL de solugdo de MTT (1 mg mL™"), em meio de cultura
completo (DMEM + 15% SFB) por 4 horas a 37 °C. Apos a remogdo do corante, o
pigmento reduzido intracelularmente foi extraido com 100 pL de isopropanol em meio
acido (30 mL de isopropanol - EM Science ¢ 100 pL. de HCI concentrado - Ecibra) sob
agitacdo suave por 20 min. A quantificacdo foi feita utilizando-se um leitor de microplaca
modelo Versa Max (Molecular Devices Co.) com leitura em A = 570 nm. Os ensaios foram

feitos no minimo em triplicatas.

II1.3.2. VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DA CAPTACAO DE

VERMELHO NEUTRO

Esta metodologia ¢ baseada na habilidade das células viaveis em incorporarem o
corante  vermelho neutro (neutral red - NR), nos lisossomos. O ensaio, segundo
Borenfreund e Puerner (1985), consiste na determinacao da perda da viabilidade celular por

meio da medida da inibi¢ao da captac¢ao do corante.

Nesse ensaio, foram utilizadas as duas linhagens celulares descritas anteriormente
(células 3T3 e RASM) para que pudéssemos avaliar a viabilidade celular. As células foram
semeadas (10.000 cels/cavidade) em microplacas de cultura com 96 cavidades em DMEM
+ 15% SFB. A microplaca foi incubada em estufa de CO, a 37°C por 44 horas. Apos este

periodo retirou-se o meio de cultura das cavidades e adicionou-se a solugdo de tratamento
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(com os padrdes e as amostras diluidas em PBS-Ca™) em estufa de CO,, a 37°C, por
30 min. Ao final do tratamento, a solugcdo de tratamento contendo os reagentes foi
removida, e as células foram incubadas com o corante vermelho neutro em meio de cultura
completo em estufa de CO,, a 37°C, por 3 horas. Ap6s a remogao do corante as células
foram fixadas (formol 4% + CaCl,, 2 min a temperatura ambiente). O pigmento intracelular
foi extraido em 100 pL de solucdo de extracdo (1% de acido acético em etanol 50%), sob
agitacao suave em agitador orbital por 15 minutos. A viabilidade celular foi expressa pela
porcentagem de corante vermelho neutro captado pelas células viaveis, quantificado pela
medida da absorbancia dos extratos em A=540 nm em leitor de microplaca modelo Versa
Max (Molecular Devices Co.). Calculou-se a média dos valores de absorbancia a 540nm
para cada condi¢dao do ensaio. As porcentagens de captacdo do corante foram calculadas,
considerando o valor médio obtido para o controle negativo como 100 % de viabilidade

celular.

I11.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Para a avaliagdo da atividade antiproliferativa de Células de Musculatura Lisa, foi

padronizado o seguinte método:

I11.4.1. ENSAIO DA INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Neste ensaio foram utilizadas células RASM na fase de crescimento exponencial,

baseado na metodologia desenvolvida no laboratorio de Bioensaios in vitro (Souza-Pinto et
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al, 1996; Souza-Pinto, 1997; Soraggi, 1997). A taxa de proliferacao das células foi medida
pelo aumento da populagdo celular em um periodo de 24 h apds sua exposicdo aos agentes
teste. As células foram semeadas na concentracio de 3,0 x 10* céls/cavidade em placas de
cultura com 24 cavidades em F-12 + 10% SFB. A placa foi incubada em estufa de CO,
(5%) a 37°C por 44 horas. Apods este periodo retirou-se o meio de cultura das cavidades, as
células foram lavadas com PBS-A. Entdo, as células foram expostas as solucdes de
tratamento, tanto padrdes como amostras diluidas em PBS-Ca™ e incubadas em estufa de
CO,, a 37°C, por 30 minutos. Ao final do tratamento, a solugdo teste foi removida ¢ as
células foram cultivadas novamente em meio completo, nas mesmas condi¢des anteriores
por 24 h. Ao final, as células foram lavadas com tampdo PBS-Ca”*" gelado, fixadas em
acido tricloroacético 5% e lisadas com NaOH 0,5 N. A massa celular foi estimada através
da leitura da absorbancia (espectrofotdmetro Beckman - DU 70) dos lisados em A=260 nm.
Esse pardmetro ¢ um indicador da populacdo celular, uma vez que a relag@o entre os valores
de Aj¢o € 0 numero de células em um lisado discrevem uma fungao linear (Gesztesi, 1990).
A proliferacdo relativa da populacdo celular no periodo de 24 h , foi calculada em funcao
da diferenca entre os valores de absorbancia dos lisados celulares ao inicio e ao final do
periodo de crescimento. A variagdo obtida para as células controle foi considerada 100 %
de proliferacdo no periodo. A proliferacdo relativa as células tratadas foi expressa como

percentual de proliferacdo em relacdo as células controle.
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II1.5. AVALIACAO DO POTENCIAL HEMOLITICO E

ANTI-TROMBOGENICO

O presente trabalho, apresentado a seguir, foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisas da Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP (Parecer n° 116/2006).

II1.5.1. ENSATIO DA HEMOLISE

Esse ensaio foi padronizado para tensoativos utilizando-se hemaceas humanas, no
Laboratorio de Bioensaios in vitro, baseado no método descrito por Pape et al (1987). O
protocolo desse ensaio foi modificado com base na metodologia descrita por Tomlinson et
al (2002). O pardmetro indicador de potencial hemolitico do composto ¢ o ECsy que ¢ a
concentragdo do efeito que causa uma inibi¢do de 50% de lise da membrana das heméceas
em relacdo ao controle (hemaceas ndo expostas as substancias testes). Neste projeto, esse
ensaio foi padronizado para a avaliacdo do potencial hemolitico de materiais poliméricos
associados a drogas doadoras de NO. Para tanto, foi utilizada a poli(etileno imina) como
padrdo positivo e a dextrana como padrdo negativo.

Nesse ensaio, a atividade hemolitica de um composto ¢ determinada através da
quantifica¢do espectrofotométrica da hemoglobina liberada das hemaceas. Assim, a lise de
membrana causada pela substancia a ser analisada leva a um aumento da quantidade de
hemoglobina, de forma dependente da dose.

O sangue humano de voluntarios sadios que ndo receberam qualquer medicagao

durante 10 dias anteriores ao experimento foi coletado em citrato trisédico 3,8 % (9:1 v/v).
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As hemaceas foram separadas por centrifugacdo a 4°C (em centrifuga refrigerada Sorval
RT6000B — Du Pont) com rotacao de 3500 rpm durante 3 minutos e o plasma foi removido
por succdo. As hemaceas foram ressuspendidas em PBS-A e entdo, novamente
centrifugadas, sendo o sobrenadante descartado. Esse processo foi repetido por trés vezes.
Ao final, foram preparadas solu¢des de PBS-A contendo 50 % v/v do concentrado de
hemaéceas. Essas solu¢des foram utilizadas no periodo méximo de uma semana.

Os ensaios foram feitos em tubos de microcentrifuga (eppendorfs) de 1,5 mL, em
triplicatas. As solu¢des de heméceas foram incubadas com os controles de 0% (PBS-A) e
100% (condi¢do hipotonica, em H,O) de hemolise e amostras (PEI, dextrana e
GSNO/PVA/PVP) durante 24 horas a 37°C. Ao final os tubos foram centrifugados
(Bioanalytical Scientific Instruments — mod. SPIN I) durante 2 min. a temperatura
ambiente. O sobrenadante (200 uL) de cada tubo foi transferido para uma cavidade de uma
placa de 96 cavidades e a leitura foi feita no leitor de microplaca modelo Versa Max
(Molecular Devices Co.) com A = 540 nm.

O valor da porcentagem (%) de hemoglobina liberada foi calculado considerando-se

o valor de absorbancia obtido para o controle de 100% de hemolise na condi¢ao hipotdnica.

IT1.5.2. ENSAIO DA AGREGACAO PLAQUETARIA

Os ensaios de agregagdo e de adesdo plaquetdria foram padronizados para as
plaquetas humanas no Laboratorio de Farmacologia da Inflamagdo, Departamento de
Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP. O pardmetro porcentagem de

agregacao ¢ medido no agregdmetro através da transmissdo da luz comparando-se a
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amostra (plasma rico em plaquetas, substancia a ser analisada ¢ ADP) e o branco (plasma
pobre em plaquetas). O parametro indicador do potencial de inibi¢do da agregacao
plaquetaria do composto ¢ o ECsp, que € a concentragdo da substancia que leva a uma
inibigdo de 50% da agregagdo causada pelo ADP. Neste projeto, essa metodologia foi
utilizada para a avaliacdo do potencial trombogénico de materiais poliméricos associados a
drogas doadoras de NO. Para tanto, foi feita uma comparagao entre os efeitos de inibig¢ao da
agregacao plaquetaria promovida pelo doador de NO, a S-nitrosoglutationa (GSNO), a
blenda de poli(alcool vinilico)/poli(vinil pirrolidona) e a blenda contendo GSNO
(GSNO/PVA/PVP).

Nesse ensaio, a atividade anti-trombogénica de uma substancia ¢ avaliada através da
reducdo da agregacdo induzida por adenosina di-fosfato (ADP).

O sangue humano de voluntarios sadios que ndo receberam qualquer medicacio
durante 10 dias anteriores ao experimento foi coletado em citrato trisédico 3,8 % (9:1 v/v).
O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido através de centrifugacdo do sangue total a
200 g, a 23 °C durante 12 min. O sobrenadante (PRP) foi removido por sucgéo ¢ utilizado
em seguida. A por¢do com as células vermelhas foi centrifugada a 2000 g, a 23°C durante
15 min para a obten¢do do plasma pobre em plaquetas (PPP). As medidas de agregacdo de
plaquetas foram feitas utilizando-se o agregdmetro (Chrono-log Corp. modelo 560 CA).
Nesse equipamento, a passagem de luz pela solugdo ¢ medida em termos de %
considerando-se 100 % de agregacdo o PPP e 0 % o PRP (calibracdo do equipamento). As
amostras foram incubadas no PRP durante 3 min. e em seguida foi adicionado ADP (5 ou

10 uM) para induzir a agregacdo. O padrao utilizado foi o nitroprussiato de s6dio (NPS)

onde foi obtido um valor de ECsonps = 2,0 uM baseado na literatura (Sogo et al, 2000).
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Para o calculo das porcentagens de agregagao, mostrados nos graficos dos resultados, foi
considerado 100 % de agregacao o valor obtido para o PRP na presenca de 5 uM e 10 uM

de ADP.

II1.5.3. ENSAIO DA ADESAO PLAQUETARIA

Neste ensaio, a atividade anti-trombogénica de uma substincia ¢ avaliada por meio
da inibicdo da adesdo plaquetdria que ocorre naturalmente sobre a placa recoberta por
fibrinogénio. Essa metodologia foi descrita por Bellavite et al (1994) e se baseia na
determinagdo da atividade da fosfatase acida de plaquetas.

As plaquetas lavadas foram obtidas coletando-se o sangue na presenca de tampao
ACDC (citrato de sodio 12,4 mM, 4cido citrico 13 mM e glicose 11 mM) na proporcdo
9:1 v/v. Inicialmente foi preparado o plasma rico em plaquetas (PRP) através da
centrifuga¢do do sangue total a 1100 rpm, a 23 °C durante 12 min. O PRP foi diluido em
tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCl 0,5 mM, citrato trisddico 12 mM, glicose 10 mM
e sacarose 12,5 mM, pH 6) e centrifugado por 10 min. a 2300 rpm. Apds esse
procedimento, o sobrenadante foi descartado e as plaquetas foram ressuspensas em solugdo
de Krebs-Ringer desprovida de Ca** (NaCl 118 mM, NaHCO; 25 mM, KH;PO4 1,2 mM,
MgSO4 1,7 mM e glicose 5,6 mM, PH 7,4). O namero de plaquetas foi ajustado para uma
solugio estoque de 2 x 10° plaquetas/mL, através da contagem manual, utilizando-se
solucdo de oxalato de amonio 1% m/v e a camara de Neubauer espelhada. A essa suspensao
de plaquetas foi adicionado CaCl, com concentragdo final de 1 mM. As placas de 96

cavidades foram previamente incubadas com solugdo de fibrinogénio 50 pg/mL a 4 °C
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durante 24 hs. Esse revestimento tem por finalidade criar uma camada de fibrina no fundo
da placa onde deverd ocorrer a adesdo especifica ao fibrinogénio. As placas foram lavadas
2 vezes com solugdo de Krebs-Ringer para a remoc¢do do excesso de fibrinogénio e
incubadas por 1 h com solugdo de BSA (albumina de soro bovino). O BSA se liga a sitios
ndo especificos como por exemplo partes da placa onde o revestimento nao foi efetivo,
assim, toda a adesdo deve ocorrer de modo especifico. Apds a remog¢ao do BSA, as placas
foram lavadas com Krebs-Ringer novamente e entdo, as plaquetas com as amostras foram
incubadas na propria placa durante 30 ou 60 min. dependendo do experimento. Apos o
tempo de incubacdo, as placas foram lavadas com Krebs-Ringer para a remog¢do das
plaquetas nao aderidas. As plaquetas aderidas as cavidades foram quantificadas através da
determinagdo da atividade da fosfatase acida. As cavidades contendo as plaquetas foram
incubadas por 1 h em estufa a 37°C com solugdo de p-nitrofenil fosfato (5 mM) em tampéo
citrato 0,1 M, pH 5,4, contendo 0,1 % m/v de Triton X-100. Apds o periodo de incubacao
foi adicionado NaOH 2 N, que tem por finalidade interromper a reagdo de producdo da
fosfatase acida. A quantificagdo da fosfatase acida foi feita utilizando-se um leitor de
microplaca modelo Spectra Max (Molecular Devices Co.) com leitura em A = 405 nm. A
porcentagem de plaquetas aderidas foi calculada com relagdo a curva padrdo, a qual foi
obtida através da adicdo de concentragdes conhecidas de plaquetas 0-10 x 10°
plaquetas/cavidade) a pogos ndo revestidos com fibrinogénio. Os ensaios foram feitos no
minimo em duplicatas. O plasma pobre em plaquetas (PPP) utilizado nos experimentos foi
obtido através da centrifuga¢do da por¢do com as células vermelhas a 11.000 rpm, a 23 °C

durante 15 min.
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I11.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo das médias de n
experimentos. Diferengas estatisticas significativas foram determinadas pela analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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IV. RESULTADOS

IV.1. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

IV.1.1. A) VIABILIDADE CELULAR POR MEIO DA REDUCAO DO MTT

coM CELULAS 3T3

Em vista da praticidade e precisdo deste método, o teste do MTT tem sido
amplamente utilizado na determinacdo da citotoxicidade de uma variedade de agentes,
como linfotoxinas, quimioterapicos, pesticidas, radiagdo, cosméticos e drogas de interesse
farmacolégico (Eisenbrand et al, 2002). O ensaio se baseia na determinagdo da viabilidade
celular através da medida da capacidade das células de reduzir o MTT a formazan azul, um
pigmento insolivel, que ¢ extraido das células e quantificado espectrofotometricamente em
A=570 nm. A reducdo do MTT ¢ catalizada pela enzima desidrogenase succinica, presente
na membrana mitocondrial, cuja atividade reflete a funcionalidade metabdlica das
mitocondrias e viabilidade celular. Assim, a inibi¢do da atividade enzimatica pela toxina

acarreta uma diminui¢do da quantidade de MTT reduzido pelas células.

O ensaio foi padronizado no laboratdrio de Bioensaios in vitro com fibroblastos 3T3,
de acordo com Mosmann (1983) e foi realizado também com as células RASM, utilizando-
se os controles positivo e negativo a saber, poli-L-lisina e dextrana e a matriz polimérica

PVA/PVP na presencga e na auséncia do doador de NO (GSNO).
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A Figura 5A mostra uma curva representativa de inibicao da redugcdo do MTT
promovida pela poli-L-lisina. Nesse grafico pode-se observar que a poli-L-lisina promoveu
a inibicdo da reducdo do MTT de forma dependente da concentracdo e que ocorreu uma
queda brusca da viabilidade celular na faixa de concentra¢do : 0,06 mg mL™" a 0,6 mg mL",
toxicidade apresentada na faixa de téxicos severos como o SDS, conforme estudos
anteriores de padronizacdo de nosso laboratdrio. O valor de ECsy encontra-se na Tabela 2.
Tais resultados evidenciaram que o polimero poli-L-lisina apresentou citotoxicidade
semelhante ao do surfactante SDS. Tal surfactante ¢ considerado um padrao de toxicidade
severa (Shopsis et al, 1985; Harbel et al (1997). Assim, a poli-L-lisina pode ser utilizada
como padrao positivo na avaliacdo da citotoxicidade de materiais poliméricos por meio do

ensaio de redu¢do de MTT.

A Figura 5B mostra uma curva representativa do efeito da dextrana na reducdo do
MTT. Nesse grafico observa-se que em toda a faixa de concentragao analisada de 0,1 a 30
mg mL", a dextrana ndo promoveu uma redugdo significativa da viabilidade celular.
Considerando que a faixa de concentracdo testada ¢ adequada para a detec¢ao de efeitos
toxicos de baixa a alta intensidade, esse polimero se configura como um agente atoxico.
Tais resultados mostraram que a dextrana pode ser utilizada como padrdo negativo na
avaliacdao da citotoxicidade de materiais poliméricos, por meio do ensaio de reducdo de

MTT.
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Figura 5. Avaliacio da citotoxicidade de Poli-L-lisina e Dextrana por meio da
reduciio de MTT em células 3T3

Fibroblastos 3T3 em fase exponencial de crescimento foram expostos aos padrdes: poli-L-
lisina (A) e dextrana (B), durante 30 min, em PBS-Ca’" ¢ ao final, incubados com MTT. O
corante foi extraido das células e quantificado em A = 570 nm. Os valores foram expressos
em porcentagens de reducdo de MTT em relacdo ao ensaio controle (100 %). Os dados

representam os valores médios de 8 ensaios.

A Figura 6 mostra as curvas representativas do efeito da GSNO na presenga ou na
auséncia dos polimeros PVA/PVP, no ensaio da reducdo do MTT. Nesse grafico pode-se
observar que a GSNO induz um decrécimo da viabilidade celular, de maneira dependente
de concentragio na condi¢io em PBS-Ca®’, onde observa-se a inibi¢do da redugio do MTT

abaixo de 50% acima de 2,75 mg mL"'. No detalhe est4 apresentada a curva dose-resposta,
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cujo o valor de ECsy corresponde a 2,75 + 0,05 mg/mL ou 8,18 £0,13 mM. A GSNO em

presenca dos polimeros ndo promoveu perda da viabilidade celular.
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Figura 6. Avaliacio da citotoxicidade de GSNO na presenca ou auséncia da matriz de
PVA/PVP por meio da reducio do MTT.

A redugdo do MTT pelas células 3T3, em fase exponencial de crescimento, tratadas com:
GSNO/PVA/PVP (©) e GSNO (m), na faixa de concentragao de 0,1 a 3,0 mg mL", foi
determinada ap6s 30 min em PBS-Ca®" com posterior periodo incubacio com MTT (4 hs).
O corante foi extraido e quantificado em A = 570 nm. Os valores foram expressos em
porcentagens de reducdo de MTT em relacdo ao ensaio controle (100 %). Os dados
representam os valores médios de 8 replicatas de 4 ensaios independentes. * P < 0,001

comparado ao controle, ** P < 0,001 relacionado ao controle e GSNO 0,9 mg mL!
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Tabela 2. Avaliaciao da citotoxicidade de padrées, PVA/PVP, GSNO pela reduc¢io do

MTT em células 3T3

substancia

ECso +£ EPM* (mg mL™)

n° de experimentos

poli-L-lisina 0,06 + 0,01 6
dextrana - 2
GSNO/PVA/PVP - 3
blenda PVA/PVP - 2
GSNO 2,75 £ 0,05 3
SDS** 0,10 £ 0,02 3

* Os valores de ECsj correspondem a concentragdo do agente que inibiu 50 % a reducdo de

MTT. Estdo apresentados valores médios e o desvio padrdo da média de experimentos

independentes.

** Padrao positivo para citotoxicidade estabelecido em trabalhos anteriores no laboratério

de Bioensaios in vitro.
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IV.1.1. B) AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE POR MEIO DA REDUCAO

pOo MTT com CML

A Figura 7A mostra a curva de inibi¢cao da redu¢do do MTT promovida pela poli-
L-lisina em células RASM. Nesse grafico pode-se observar que a poli-L-lisina promoveu a
inibi¢do da redu¢do do MTT de maneira dependente da concentragdo e que ocorreu uma
queda brusca da viabilidade celular em concentragdes de poli-L-lisina superiores a 0,06
mg mL". Tais resultados evidenciaram que o polimero poli-L-lisina pode ser utilizado
como padrao positivo na avaliagdo da citotoxicidade de materiais poliméricos por meio do

ensaio de reducao de MTT.

Comparando-se os valores de ECsy para as células 3T3 e para RASM, os quais
foram 0,06+0,01 mg mL™" e 0,08+0,02 mg mL™' respectivamente, podemos observar que as

células 3T3 apresentam resposta maxima a citotoxicidade causada pela poli-L-lisina.

A Figura 7B mostra a curva do efeito da dextrana na redugdo do MTT. Nesse
grafico observa-se que em toda a faixa de concentragio analisada de 0,1 a 30 mg mL™, a
dextrana ndao promoveu a reducdo da viabilidade celular. Tais resultados mostraram que a
dextrana pode ser utilizada como padrdo negativo na avaliacdo da citotoxicidade de
materiais poliméricos, por meio do ensaio de reducdo de MTT, também em células de

musculatura lisa.
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Figura 7. Avaliacio da citotoxicidade de células RASM por meio da reducio de MTT

Células RASM foram expostas aos padrdes poli-L-lisina (A) e dextrana (B), (30 min, em
PBS-Ca®", 37°C). O corante foi extraido das células e quantificado em A = 570 nm . Os
valores foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT em relacdio ao ensaio
controle (100 %). Os dados representam os valores médios de 4 ensaios independentes com

pelo menos 6 replicatas por experimento. O simbolo [] representa o controle.

A Figura 8 mostra o efeito da solugdo contendo a matriz polimérica com o doador
de NO (GSNO/PVA/PVP) em comparacdo com a solugdo contendo apenas a matriz
polimérica (PVA/PVP), na redugcdo do MTT em células RASM. Nesse grafico pode-se
observar que em toda a faixa de concentracdo analisada, de 0,1 a 30 mg mL, estas

solugdes ndo promoveram a reducdo da viabilidade celular.
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Figura 8. Avaliacdo da citotoxicidade células RASM por meio da reducio de MTT
Cé¢lulas RASM foram expostas a: solugdo contendo GSNO/PVA/PVP ([J), solugdo
contendo PVA/PVP (m) ( 0,1 a 30 mg mL™) e aos padrdes PL (0,06 mg mL™") e Dextrana
(30 mg mL™"), (30 min, em PBS-Ca®", 37°C). O corante foi extraido das células e
quantificado A = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens de redugao de MTT,
em relagdo a resposta obtida no ensaio controle (100 %) . Os dados representam os valores
médios de 4 experimentos independentes com pelo menos 6 replicatas em cada

experimento.

A Figura 9 mostra o efeito da solugdo de GSNO na redugdo do MTT, comparando-
se as cé¢lulas 3T3 com as células RASM. Nesse grafico pode-se observar que a GSNO
promoveu a inibicdo na reducio de MTT em concentracdes a partir de 0,9 mg mL™ no caso
da linhagem 3T3 (ECs5=2,75 mg mL™), enquanto nas células RASM o valor de 50% de

redu¢do na viabilidade celular nao foi atingida.
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Figura 9. Avaliacio da citotoxicidade de fibroblastos 3T3 e células RASM por meio da
reduciao do MTT
Fibroblastos 3T3 (=) e células RASM (1) foram expostos a: GSNO (9,3 ng mL"' a 2,8
mg mL™" ) e aos padrdes PL (0,06 mg mL™), dextrana (DEX) (30 mg mL™), (30 min, em
PBS-Ca®", 37°C). O corante foi extraido das células e quantificado A = 570 nm. Os valores
foram expressos em porcentagens de redu¢cdo de MTT em relagdo ao ensaio controle (100
%). Os dados representam os valores médios de 4 experimentos independentes com pelo
menos 6 ensaios cada e as barras de erros correspondem ao EPM. *P < 0,05 comparado ao

controle, **P < 0,001 relacionado ao controle e a GSNO 0,9 mg mL™".
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IV.1.2. VIABILIDADE CELULAR POR MEIO DA CAPTACAO DO

VERMELHO NEUTRO

O ensaio NRU (neutral red uptake) foi inicialmente padronizado de acordo com o
procedimento descrito por Borenfreund e Puerner (1984, 1985). Esse procedimento mede a
captacao do corante vital vermelho neutro pelos lisossomos das células viaveis. Esta técnica
tem sido atualmente muito utilizada para anélise de citotoxidade de toxinas diversas, como
indicador da integridade da membrana celular e da atividade funcional de organelas
(Spielmann, 1998). A citotoxicidade foi avaliada pela medida da quantidade de vermelho
neutro captado pelas células, detectada pela medida da absorbancia no comprimento de

onda de 540 nm (As4o).

O ensaio que ja havia sido padronizado no laboratorio de Bioensaios in vitro com as
células 3T3, foi realizado também com as células RASM, utilizando-se os mesmos
controles positivo e negativo usados nos experimentos com MTT, a saber, poli-L-lisina e
dextrana (resultados ndo mostrados). A analise dos efeitos da matriz polimérica na presenca

de GSNO em fibroblastos 3T3, ¢ apresentada na Figura 10.

Nas concentragdes mais baixas de GSNO/PVA/PVP observou-se que ndo houve
inibicao da captagdo de vermelho neutro; ja na concentracdo de 30 mg GSNO/PVA/PVP
foi observado uma diminui¢do na taxa de incorporagdo de vermelho neutro em torno de

30 %.
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Figura 10. Avalia¢ao da citotoxicidade da matriz polimérica (PVA/PVP) + GSNO por
meio da captacao do vermelho neutro

A captagao de vermelho neutro pelos lisossomos de células 3T3 tratadas com: Poli-L-lisina
(PL: 60 mg mL™") (m) e a blenda contendo GSNO (GSNO/PVA/PVP) (0,1 a 30 mg mL"
() foi determinada ap6s 30 min de tratamento em PBS-Ca’” a 37°C, com posterior
periodo de exposicdo ao corante (3 hs). O corante foi extraido das células e quantificado em
A=540 nm. O grafico representa valores médios de 3 experimentos de 8 ensaios cada, em

porcentagens de captacdo, em relagdo ao ensaio controle (100%).

A Figura 11 mostra a exposicao das células RASM aos compostos de interesse: a
matriz polimérica na presenga de GSNO. A poli-L-lisina causou um efeito inibitério sobre a

captacdo de vermelho neutro, como esperado, porém as células 3T3 (Figura 9) mostraram-
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se mais sensiveis a esta toxina do que as células RASM. Nao foi detectada qualquer
redugdo da viabilidade celular nas células RASM expostas a blenda contendo GSNO. Ao
contrario, verificamos um aumento de 10 a 20% mostrando que o tratamento promoveu

estimulo da incorporacao de vermelho neutro nesta linhagem celular.
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Figura 11. Avaliacio da citotoxicidade de PVA/PVP/GSNO por meio da captacio de
vermelho neutro

Células RASM em fase exponencial de crescimento foram tratadas com: PL (0,06
mg mL™" ) (), ¢ a blenda PVA/PVP + GSNO (0,01 a 30 mg mL™" ) (+), por 30 min em
PBS-Ca’", 37°C, e ao final incubadas com vermelho neutro (3 hs). O corante foi extraido e
quantificado em A = 540 nm. O gréfico representa os valores médios de 3 experimentos de

8 ensaios cada, em porcentagens de captagdo, em relagdo ao ensaio controle (100%).
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A fim de analisar as duas linhagens celulares, a Figura 12 apresenta a comparagao

da captacdo do vermelho neutro obtida pelas células 3T3 (Figura 10) e pelas células

RASM (Figura 11).
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Figura 12. Avaliacao da citotoxicidade de GSNO/PVA/PVP por meio da captacio de

vermelho neutro em células 3T3 e em células RASM

Células 3T3 () e células RASM (O) foram expostas a (GSNO/PVP/PVA), como descrito

nas figuras 11 e 12 respectivamente. O grafico representa os valores médios de 3

experimentos de 8 ensaios cada, em porcentagens de captacdo, em relacdo ao ensaio

controle (100%). *P < 0,001 comparado ao controle.
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IV. 2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-PROLIFERATIVA

IV.2.1. ENSAIO DA INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR EM CML

A medida da taxa de inibi¢do da proliferacao celular tem sido utilizada como um
indicador eficiente de citotoxicidade por este grupo de pesquisa coordenado por Hoffmann
M.E. e também por outros pesquisadores (Shaw, 1994; Growth et al, 1995; Arévalo et al,
1996; Souza-Pinto et al, 1996; Souza-Pinto, 1997; Chen e Gardner, 2004).

Inicialmente, analisou-se a taxa da proliferacdo celular de células RASM submetidas
a diferentes concentragdes dos controles, a saber: poli-L-lisina e dextrana (resultados nao
mostrados). O efeito inibitdrio da matriz polimérica PVA/PVP na presenca e na auséncia do
doador de NO (GSNO) sobre a proliferagao de células RASM foi medido 24 horas apés a
exposicao (30 min), como a variagdo da populagdo celular neste periodo. O aumento da
populacdo nesse periodo foi medido através do aumento da absorbancia dos lisados
celulares a 260 nm, uma funcdo do conteido de acidos nucleicos, diretamente
correlacionada com o nimero de células (Gesztesi, 1990; Souza-Pinto et al, 1996; Souza-

Pinto, 1997; Soraggi, 1997).

A Figura 13 mostra a inibi¢do da proliferacio relativa, que foi quantificada em
termos de porcentagem (%) do controle, condi¢dao na qual as células ndo foram expostas as
amostras teste. Foi possivel observar que o tratamento com a matriz PVA/PVP causou um
efeito bifasico: uma pequena estimulagio da proliferagio na dose mais baixa (9,1 mg mL™)
e uma inibi¢do expressiva da proliferagdao nas doses mais elevadas. A exposi¢do das células

a GSNO causou uma pequena inibi¢ao da proliferagdo celular (da ordem de 20 a 30 %) nas
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doses mais elevadas. A adicdo de GSNO a matriz de PVA/PVP intensificou o efeito

inibitorio verificado na concentragao mais alta da matriz.
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Figura 13. Efeito de GSNO/PVA/PVP sobre a proliferacao celular

Cé¢lulas RASM em fase exponencial de crescimento foram expostas as solu¢des contendo:

(1) poli-L-lisina 0,06 mg mL™", (m) dextrana 30 mg mL™, () os polimeros PVA e PVP,

(=) GSNO e (0O) os polimeros PVA, PVP + GSNO (10 a 30 mg mL™") (30 min, PBS-Ca*",
37°C). Ao final do tratamento as células foram reincubadas em DMEM+SFB (10%) por 24

hs e em seguida fixadas e lisadas em NaOH 0,5N, para medida da Ay dos lisados. A
proliferagdo relativa foi expressa como percentuais da variacdo da Aye em relagdo as
placas controle. O grafico representa valores médios de 5 experimentos em triplicatas e as

barras de erros correspondem ao EPM. *P < 0,05 comparado ao controle.
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IV. 3. AVALIACAO DO POTENCIAL HEMOLITICO E TROMBOGENICO

1V.3.1. ENSAIO DA HEMOLISE

O ensaio de determinagdo da atividade hemolitica de uma substancia pela
quantificagdo da hemoglobina liberada das células vermelhas do sangue foi padronizado no
laboratério de Bioensaios in vitro, segundo o método de Pape et al (1987), com as
modificacdes descritas em Materiais ¢ Métodos. A utilizacdo das hemdceas humanas se
justifica pela disponibilidade de amostras de sangue de doadores voluntarios e saudaveis,

evitando o sacrificio de animais de experimentagao.

O ensaio de hemolise ¢ um indicador da extensdo de danos causados na membrana
das células vermelhas do sangue (eritrocitos) também conhecido como teste do RBC: Red
Bood Cells, pelo tensoativo, ao nivel dos lipideos ou das proteinas de membrana. O
potencial hemolitico do produto é expresso pela dose que causa a liberagdo de 50% do
conteudo de hemoglobina das hemaceas. A aplicagdo dos ensaios com RBC ¢ recomendada
pelos orgdos internacionais como os melhores indicadores de avaliacio do potencial
hemolitico de determinadas substancias. O interesse neste ensaio, foi o de analisar o
possivel potencial hemolitico da matriz polimérica PVA/PVP na presenga e na auséncia do

doador de NO (GSNO) em eritdcitos humanos.
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Foram utilizadas nesse ensaio as substancias: poli(etileno imina) (PEI) e a dextrana,

a fim de se obter comparagdes com os produtos de interesse.

A Figura 14 A mostra a curva concentragdo-efeito que representa a hemolise
promovida pela substancia poli(etileno imina) (PEI). Pode-se observar que a atividade
hemolitica da poli(etileno imina) variou de forma dependente da concentragao utilizada e
apresentou potencial hemolitico maximo ao redor de 70% em relacdo ao controle. Tal
resultado mostrou que o polimero poli(etileno imina) pode ser utilizado como padrao
positivo na avaliagdo do potencial hemolitico de materiais poliméricos por meio do ensaio

da hemdlise em sangue humano e foi obtido o valor de ECsy = 0,96 + 0,28 mg mL™".

A Figura 14 B mostra a curva concentragdo-efeito que representa a atividade
hemolitica promovida pela dextrana. Pode-se observar, que em toda a faixa de concentracao
analisada, de 1 ng mL™" a 100 mg mL™, a dextrana nio promoveu hemolise. Assim, este
polimero ndo apresenta potencial hemolitico. Tal resultado mostrou que a dextrana pode ser
utilizada como padrdo negativo na avaliacdo da atividade hemolitica de materiais

poliméricos, por meio do ensaio da hemolise em sangue humano.
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Figura 14. Efeitos dos padroes poli(etileno imina) (A) e da dextrana (B) sobre a
hemolise de eritrécitos humanos.

Os dados representam os valores médios de 3 ensaios e as barras de erros correspondem ao
EPM. Os valores foram expressos em porcentagens de hemolise em relagdo ao ensaio
controle ([1) (100 % de hemodlise), no qual as hemaceas foram submetidas a condicao

hipotdnica (em agua destilada).

A Figura 15 mostra a curva do efeito da GSNO/PVA/PVP na hemolise. Pode-se
observar que esse material ndo apresentou atividade hemolitica em toda a faixa de

concentragio analisada (de 1 ug mL™" a 100 mg mL™).
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Figura 15. Efeito da GSNO/PVA/PVP sobre a hemolise de eritrécitos humanos.

Os dados representam os valores médios de 3 ensaios e as barras de erros correspondem ao
EPM. Os valores foram expressos em porcentagens de hemolise em relagdo ao ensaio
controle (L) (100 % de hemodlise), no qual as hemdceas foram submetidas a condicao

hipotonica (em agua destilada).

Para as avaliagdes do potencial anti-trombogénico da formulacdo contendo a
matriz polimérica (PVA/PVP) com o doador de NO, a GSNO, foram desenvolvidos os
ensaios de agregagdo e adesdo plaquetaria. Estes ensaios tém sido utilizados para a
avalia¢dao do potencial anti-trombogénico de novos materiais (Radomski, 1992; Marcondes

et al, 2006).
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IV.3.2. ENSAIO DA AGREGACAO DE PLAQUETAS

Inicialmente foi quantificada a inibicao da agregacdo plaquetaria humana induzida
por duas concentragcdes de ADP, promovida pela GSNO. A Figura 16 mostra as curvas de
inibi¢do na porcentagem de agregacdo induzida por ADP (5uM e 10 uM), em fungdo da

concentragdo de GSNO.
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Figura 16. Inibicdo da agregacio plaquetaria promovida pela GSNO

A agregacdo foi induzida por ADP nas concentragdes de (A) 5 uM e (B) 10 uM. Os dados
representam os valores médios de 3 ensaios para ADP=5 uM, 4 ensaios para ADP=10 uM
e as barras de erros correspondem ao EPM. Os valores foram expressos em porcentagens de
agregacao, onde foram aferidos 100% de agregacao, na qual as plaquetas foram incubadas

apenas com ADP.
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Na Figura 16 pode-se observar que a agregagdo foi inibida de maneira dependente
da concentra¢io e que os valores obtidos de ECs foram: 1,0 + 0,4 pg mL" € 2,5 £ 0,5 pg
mL" respectivamente para concentragdes de ADP de 5 pM e 10 uM (Tabela 3). Assim,
foi verificado que o aumento na concentragao do agonista (ADP) leva a um aumento do
valor de ECsy (correlagdo positiva), mostrando que a resposta das plaquetas frente ao

agonista ocorreu como o previsto.

A Figura 17 mostra as curvas de inibi¢do na porcentagem de agregacio de plaquetas
induzidas por ADP e promovidas pelas diferentes concentracdes de GSNO/PVA/PVP.
Pode-se observar que a agregagdo foi inibida pela GSNO/PVA/PVP de forma dependente
da concentracdo e os valores obtidos de ECsy foram: 1,3 £ 0,4 ¢ 2,5 £ 0,6 pug mL™!
respectivamente para concentracdes de ADP 5:M e 10 uM (Tabela 3). De forma analoga a
Figura 16, foi verificado que o aumento na concentragdo do agonista (ADP) leva a um
aumento do valor de ECsy (correlagdo positiva). Assim, pode-se observar que nao houve

diferencga nas respostas obtidas na presenga ou auséncia das solugdes poliméricas.

O comportamento observado na Figura 17 foi similar ao obtido para a GSNO,
evidenciando que o efeito de inibicdo da agregagcdo plaquetaria promovida pela

GSNO/PVA/PVP, pode ser atribuido a GSNO per se.
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Figura 17. Inibicdo da agregacao plaquetaria promovida pela GSNO/PVA/PVP

A agregacao foi induzida por ADP nas concentragdes de 5 uM (A) e 10 uM (B). Os dados
representam os valores médios de 7 ensaios para ADP 5 uM, 5 ensaios para 10 uM e as
barras de erros correspondem ao EPM. Os valores foram expressos em porcentagens de

agregacdo, em relacdo a 100% de agregacdo, onde as plaquetas foram incubadas apenas
com ADP.

Foram realizados experimentos apenas com a presenca da matriz polimérica de
PVA/PVP para verificar a participagao destes compostos nos efeitos relacionados a inibigao

da agregacao observada na presenca da solugao de GSNO/PVA/PVP.

A Figura 18 mostra as curvas de porcentagem de agregacdo em fungdao da
concentracdo de blenda PVA/PVP, para a agregagao induzida por ADP, respectivamente 5

e 10 uM. Pode-se observar que a blenda ndo promoveu efeito na inibi¢do da agregacao



68

plaquetaria. Assim, tais resultados mostram que o efeito de inibicdo da agregacao
plaquetaria foi exclusivamente devido a presenca da GSNO (Figura 17). A associagao da
GSNO com a blenda de PVA/PVP nao modificou o perfil das curvas e nem os valores de
ECso. Mais uma vez, observamos que a variacao da concentracao do agonista (ADP) leva a

um aumento dos valores de ECsy.
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Figura 18. Inibicao da agregacio plaquetaria promovida pela blenda de PVA/PVP

A agregacdo foi induzida por ADP nas concentragdes de (A) 5:M e (B) 10 uM. Os dados
representam os valores médios de 4 ensaios para ADP=5 uM, 5 ensaios para ADP=10 uM
e as barras de erros correspondem ao EPM. Os valores foram expressos em porcentagens de
agregacao, em relacdo a 100% de agregacdo, na qual as plaquetas foram incubadas apenas

com ADP.

A Tabela 3 mostra a comparagdo dos valores de ECsy obtidos nos ensaios de

inibi¢do da agregacdo plaquetaria. Pode-se observar que os valores de ECsy para a
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GSNO/PVA/PVP e GSNO nao apresentam diferenca significativa. Tais indices foram

comparados aos obtidos ao doador de NO cléssico, nitroprussiato de sodio (NPS) em

concentragdes de 2 :M a5 uM (Zamora et al, 1997) .

Tabela 3. Valores de ECs para a inibi¢ao da agregagao de plaquetas induzida por ADP.

substancia ECso + SEM* (ng mL™) n® de ensaios
ADP=5 uM ADP=10 uM ADP= ADP=
5 uM 10 uM
GSNO/PVA/PVP 1,3+04 2,5+0,6 5
PVA/PVP - - 5
GSNO 1,0+£0,4 2,5+0,5 4
NPS 4,4+1,6 uM 3,4+£0,1 uM 3

* Os valores de ECs correspondem a concentracdo do agente que inibiu 50% a agregagao

induzida por ADP. Estdo apresentados valores médios e o erro padrao da média de

experimentos independentes.
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A representacdo em molaridade (M) de GSNO utilizada e os seus respectivos valores

de ECsy encontram-se apresentados na Tabela 4. Pode-se verificar que os valores obtidos

foram proximos aos descritos na literatura (Zamora et al, 1997), confirmando a validade ¢ a

qualidade dos dados obtidos experimentalmente.

Tabela 4. Comparacio dos valores de ECso em mol L™

Substancia experimental (Zamora et al, 1997)
ADP =5 uM ADP = 10 pM ADP =8 uM
GSNO 3,1 uM 74 uM 5,25 uM
NPS 4,4 uM 3,4 uM 2,18 uM

Com o intuito de confirmar que a resposta encontrada nestes ensaios ocorreu devido

a inibicdo da agregacdo e ndo da reducdo da viabilidade plaquetaria, foi realizada a

avaliacdo da viabilidade das plaquetas por meio da redugdo do MTT (Figura 19).




71

Redugao de MTT (%)
3

)
<

0
Controles 01 05 09 19 37 56 93 11,2139|0,1 0,5 09 1,9 37 56 93 11,2 13,9 GSNO
- - 109 45 91181363 54490,7108,8 1360 PVA/PVP

Condigdes (ugmL")

Figura 19: Avaliaciao da citotoxicidade de GSNO/PVA/PVP por meio da reducio do
MTT em plaquetas

Suspensao de plaquetas: foram expostas a GSNO e GSNO/PVA/PVP durante 1 h, em
tampao Krebs-Ringer e ao final, incubados com MTT (3 h). O corante foi extraido das
plaquetas (SDS 10% em HCI 0,01M) e quantificado em A = 570 nm. Os valores foram
expressos em porcentagens de redu¢do de MTT em relacdo ao ensaio controle (100%). Os

dados representam os valores médios de 3 ensaios e as barras de erros correspondem ao

EPM.

A Figura 19 mostra que ndo houve reducgao na viabilidade das plaquetas, mostrando
que a GSNO ndo ¢ toxica para as plaquetas humanas isoladas em nenhuma das
concentragdes utilizadas. A GSNO na presenga da matriz de PVA/PVP também nao

apresentou nenhuma alteragdo na viabilidade das plaquetas.
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IV.3.3. ENSAIO DA ADESAO DE PLAQUETAS

No primeiro grupo de ensaios foram utilizadas concentragdes de GSNO iguais as
utilizadas nos testes de agregacdo plaquetaria, ou seja, na faixa de 3 pM a 41 pM.

Contudo, nao obtivemos inibi¢ao da adesao neste intervalo de concentragao.

Assim, foram utilizadas concentracoes de GSNO da ordem de 1 mM a 20 mM.
Nestas condi¢des, a inibicdo foi verificada, como podemos observar na Figura 20.
Contudo, uma inibi¢do menor que 50% em relagdo ao controle ndo foram detectadas em

nenhuma das concentragdes utilizadas.

Apos varias adaptagdes metodologicas, como a alteragdo no tempo de incubagao de
15 min para 30 min, foi verificada a necessidade da presenca de algum componente do

plasma para que ocorresse a inibigao.

A Figura 20 mostra a comparacdo da inibicdo da adesdo plaquetdria em
porcentagem do controle, induzida pela GSNO na presenga e na auséncia de plasma pobre
em plaquetas. O controle foi obtido através da adesdo espontinea das plaquetas ao
revestimento de fibrinogénio. Como pode ser observada nesta figura, a presenca do plasma
produz um aumento significativo na inibi¢ao da adesdo plaquetaria, obtendo-se desta forma

um indice maior que 50%.
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Figura 20. Inibicao da adesido de plaquetas humanas induzida pela GSNO

Inibicdo da adesdo de plaquetas ao fibrinogénio: na auséncia (O0) e na presenca (m) de
plasma pobre em plaquetas. Os valores foram expressos em porcentagens de adesdo em
relacdo ao ensaio controle, que corresponde a adesdo espontanea das plaquetas. Os dados

representam os valores médios de triplicatas e as barras de erros correspondem ao EPM.

A Figura 21 mostra a comparacdo da inibicdo da adesdo plaquetiria em
porcentagem do controle, induzida pela GSNO/PVA/PVP na presenca ou auséncia de
plasma pobre em plaquetas. O controle foi obtido apor meio da adesdo espontanea das

plaquetas ao revestimento de fibrinogénio.



74

v/} GSNO ¢/ PPP

Bl GSNO s/ PPP

B2 GSNO/PVA/PVP ¢/ PPP

[ ] GSNO/PVA/PVP s/ PPP

PRI IR XK KX R R K TR T KK I KK TKIIKTIKS
PRORIRIKIKAKIIKIARIERRIRIIKIIRIKIKS
RROEIIKIRKIKKIKIRKIRIRIRIKKKKKKIKKKK,
vQO00‘0’0.0‘000‘000‘0Q"‘Q‘.“Q‘0‘0’0‘0’0‘0’0‘0’0‘0‘0’0‘0’0‘0’0‘0‘0‘0‘0‘0‘0’0
L0000 0.0 0000 0.0.0.0.00.0.0.0.0.0.0.0.00.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0,

mM  GSNO

IR
e s et satete e totesatedesatess!
POROIRIKKKAKAKANKANKIES]
RRI0RIIIAREEIIRK
BRRRRRRRERRRRRRRRR

A\

20
735

10
3,67
7,68

RIS IR
“‘"‘“’"‘“’"’“.N.“.N."‘N."‘N.“0“'".“’“.“‘"."‘"0“‘“’".“0"‘“‘“
DRI
RI0RRRIERILIRURIIRIIIRIKRRARIAKS
R RRRRRRRRRRERRIERRRERRRRARRRK

s
1496900.9.0.0,0,0.90.0.90.0.0.0.0.0.0.9.0.9.0.0.0.0.0.9,

0,0.0,9.9.9.9.0.0.0.0.0.9.9.9.9.0.0.0.0.0.0.9.0.9.0.0
PG00 0000000 0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.4.4

160+

T
S
N

—

T
S
¥
—

T 1
e O
S 0

—

(9%,) seyonberd op oesopy

PVA

1,83
3,84

0,37
0,77

uM  PVP

15,37

duzida por PVA/PVP + GSNO

4

aria in

Figura 21. Inibicdo da adesao plaquet

Inibicdo da adesdo de plaquetas lavadas na presenca e na auséncia de plasma pobre em

plaquetas (PPP). Os valores foram expressos em porcentagens de adesdo em relagdo ao

anea das plaquetas na cavidade revestida
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verificou-se que tanto a
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GSNO como a sua associagdo com a blenda GSNO/PVA/PVP promovem inibi¢do na
ndo in

adesdo plaquetéria nas duas maiores doses utilizadas. Sendo que a presenca de PPP parece

erros correspondem ao EPM.
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Apesar da inibicao da adesao verificada nas condi¢des acima descritas, foi necessario
verificar a viabilidade das plaquetas nas concentragdes da GSNO utilizadas para obtengao
de uma inibicdo da adesdo plaquetaria significativa. A avaliagdo da citotoxicidade foi

realizada por meio do ensaio da reducao do MTT (Figura 22).
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Figura 22. Avaliacio da citotoxicidade GSNO/PVA/PVP por meio da reducio do
MTT em plaquetas

Suspensao de plaquetas: foram expostas a GSNO/PVA/PVP durante 30 min, em tampao
Krebs-Ringer e ao final, incubados com MTT (3 h) . O corante foi extraido das plaquetas
(SDS 10% em HCI 0,01M) e quantificado em A=570 nm. Os valores foram expressos em
porcentagens de reducdo de MTT em relacdo ao ensaio controle (100%). Os dados

representam os valores médios de 3 ensaios e as barras de erros correspondem ao EPM.

A Figura 22 mostra a reducao da viabilidade das plaquetas de maneira dependente

da concentragdo, mostrando que a GSNO foi téxica para as plaquetas nas concentracdes
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acima de 1 mM e, ainda, que a presenca da blenda PVA/PVP nao interferiu nesta resposta.
Assim, nesta faixa de concentracao, as substancias apresentaram citotoxicidade maxima em

torno de 90% nos ensaios de redugao do MTT.
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VI1. DISCUSSAO

Um numero crescente de doadores de 6xido nitrico (NO) incorporados ou nao em
matrizes poliméricas tem sido desenvolvido nos ultimos anos (Gasco et al, 2005, Seabra et
al, 2005), e isto demanda que protocolos para avaliagdo da margem de seguranga sejam
realizados antes das utilizagdes clinicas destes produtos. Ha varios estudos enfocados na
citotoxicidade dos doadores de NO e uma grande escala de valores de ECsy pode ser
encontrada na literatura (Babich e Zuckerbraun, 1998; Hou et al, 2001). Estes valores
parecem ser dependentes do tipo de matriz, estrutura e reatividade dos doadores de NO,

tipo celular e os métodos adotados para os testes de citotoxicidade.

Neste trabalho realizamos estudos de citotoxicidade e de avaliagdo dos potenciais
reestendtico, hemolitico e trombogénico de matriz polimérica (PVA/PVP) com doador de
oxido nitrico (GSNO), utilizando como ferramenta basica de trabalho, linhagens celulares

estabelecidas, células vermelhas sangiiineas humanas e plaquetas humanas.

Foram adotados dois métodos para as avaliagcdes de citotoxicidade na intengdo de
investigar possiveis efeitos toxicos da matriz polimérica (PVA/PVP) com doador de 6xido

nitrico (GSNO).

REDUCAO DO MTT

O primeiro ensaio utilizado para avaliagcdo de citotoxidade, foi o teste de reducao do

brometo de tetrazolio (MTT), onde a citotoxicidade apresentada pela GSNO pode ser
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considerada moderada, uma vez que o valor médio da ECsy estd situado na faixa de
toxicidade moderada conforme a padronizacao feita no laboratorio, sendo mais de 100
vezes maior que o da poli-L-lisina. Esse efeito deve estar relacionado a agdo citotoxica do
NO em altas concentragdes (da ordem de mM) (Wink e Mitchel, 1998). Como a GSNO ¢
uma molécula doadora de NO, em altas concentragdes, ou seja, valores da ordem da ECs
estimado (2,75 mg mL-' ~ 8,17 mM de GSNO), tal molécula pode também apresentar
efeitos citotoxicos. Porém, essa citotoxicidade ndo foi observada na mistura
GSNO/PVA/PVP em toda a faixa de concentragio de 0,1 a 30 mg mL™ que corresponde

respectivamente a seguinte faixa de concentragdo de 27,7 uM a 8,3 mM de GSNO.

Alguns autores como Briine et al (1995), Zamora et al (1997), Hou et al (2001),
Babich e Zuckerbraun (2001) e Stewart (2003) estudaram a citotoxicidade de S-nitrosotidis
e alguns adutos baseados nessas moléculas, em diferentes linhagens celulares e tempos de
exposicdo. Todos esses autores atribuiram a citotoxicidade de tais compostos ao NO

liberado no meio celular.

Considerando-se que a citotoxicidade da GSNO estd relacionada a velocidade de
liberagdo de NO, possivelmente no caso da GSNO/PVA/PVP, a toxicidade ¢ reduzida
devido ao aumento de estabilidade da GSNO (reducgdo da velocidade de liberagdo de NO)
em matrizes poliméricas, como ja foi observado em trabalhos anteriores (Shishido e de

Oliveira, 2000; Shishido et al, 2003).

Uma vez definida as concentragdes dos padrdes (PL e Dextrana), para todos os
experimentos foram utilizados além dos respectivos controles, os padrdes. Para efeito de
comparagio entre as células foi estipulada apenas a concentragdo de 0,06 mg mL™" de PL e

de 30 mg mL"' para a Dextrana. O uso dos padrdes permite o monitoramento do
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comportamento das células em cada experimento, onde a PL deve reduzir
aproximadamente em 50 % a viabilidade celular, enquanto a dextrana ndo deve apresentar

citotoxicidade.

Comparando-se com os resultados obtidos pelas células 3T3, foi possivel concluir
que a poli-L-lisina apresentou citotoxicidade semelhante ao do surfactante SDS (ECsy=0,1

mg mL™), considerado padrio de toxicidade severa (Harbel ez al, 1997).

Ressalta-se aqui, que em dados da literatura, os valores de ECsy em relagdo a
citotoxicidade de solugdes contendo doadores de NO sdo bastante variaveis, mostrando-se
dependente da matriz, do doador de NO e da linhagem celular (Briine et al, 1995; Zamora
et al, 1997; Babich e Zuckerbraun, 2001; Hou et al, 2001), sendo que foram observadas
variagoes de até 10 vezes nos valores de ECsy dependendo das condi¢des dos experimentos.
Estas variagoes também foram observadas nesse estudo. As solugdes contendo GSNO nao
causaram reducdo da viabilidade celular superior a 20% nas células RASM, enquanto para
as células 3T3 foi calculado ECs5y=2,6 mg mL™! de GSNO. Este resultado indica que as
células 3T3 sdo mais sensiveis frente aos agentes toxicos, fazendo com que essa linhagem

celular seja a mais indicada para tais testes de viabilidade celular.

CAPTACAO DE VERMELHO NEUTRO

Como segundo método de avaliagdo de citotoxicidade da matriz polimérica
(PVA/PVP) com doador de 6xido nitrico (GSNO), foi utilizado o ensaio da captagdo do

corante vital vermelho neutro, um método muito empregado pela sua simplicidade,
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sensibilidade, reprodutibilidade e baixo custo. Além disso, apresenta correlacdo positiva

com alguns dados in vivo (Strickland et al, 2003) .

A captagao relativa de vermelho neutro ¢ um método conveniente para a detecgao
de alteragcdes especificas dos lisossomos. Este corante ¢ fracamente cationico, difundindo-
se rapidamente através da membrana plasmatica e concentrando-se nos lisossomos das
células viaveis, ligando-se com os sitios anionicos da matriz lisossomal. Alteracdes da
superficie celular ou da membrana lisossomal ocasionadas pela agdo de xenobidticos
resultam na diminui¢do da captagdo e ligagdo do corante, tornando possivel distinguir

células lesadas ou mortas (Borenfreund e Puerner, 1985).

Neste trabalho analisou-se a resposta das duas linhagens celulares: 3T3 ¢ RASM,
em relagdo a avaliacdo de citotoxicidade utilizando-se o ensaio da captagdo de vermelho
neutro. Foi possivel observar a nitida diferenca entre as linhagens. A linhagem 3T3
apresentou citotoxicidade de maneira dependente da concentracdo em relagdo a GSNO,
resultando na diminui¢do da captagdo do corante. De outra forma, as células RASM
apresentaram um aumento significativo da captagdo do corante, indicando algumas
alteracdes de permeabilidade de membrana desta linhagem. Nenhum dos dois tipos
celulares estudados neste trabalho apresentou reducdo da viabilidade celular acima de 50%,
assim como, ndo foi possivel detectar os respectivos ECsy. Além disso, ndo foi observado
efeito citotoxico da formulagdo GSNO/PVA/PVP, por meio da avaliacdo da citotoxicidade
pelo método da captagdao do vermelho neutro na faixa de concentragdo de 0,1 a 30 mg/mL.
Este ¢ um importante resultado, pois significa que concentragdes maiores da formulacao

aqui estudada (PVA/PVP/GSNO) poderia ser administradas em aplicagdes
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cardiovasculares, como por exemplo, em °‘stents’ intracorondrios, os quais estardo em

contato com as células do vaso lesado.

Entretanto, o estimulo da captacdo de NR observado pelas células RASM, apods
exposicao a matriz polimérica em presenca do doador de NO, acima de 100% indica que a
GSNO pode ter induzido este aumento da incorporagdo do corante, provavelmente
relacionada a altera¢do na permeabilidade da membrana das células RASM, mostrando com
isso que as células RASM sdo mais susceptiveis as alteragdes de membrana, quando
comparadas as células 3T3, enquanto que esta linhagem apresentou-se mais adequada para
se predizer a toxicidade de compostos pela maior sensibilidade verificada na avaliagdo da
citotoxicidade através do ensaio da captacdo de NR. Os testes efetuados em células 3T3 e
validados na literatura (Babich e Borenfreund, 1992; Clemedson et al, 2000) tem a
finalidade de avaliar a toxicidade promovida por uma série de produtos, mediada pela

integridade celular.

O aumento observado na taxa de incorporacao do corante pelas células RASM pode
ser atribuido a presenca de NO na solucdo. O efeito do NO em membranas celulares foi
descrito por Liang e Knox (1999) em células renais de gamba ¢ em células Caco-2 (Jia et

al, 2003), embora seu mecanismo de agdo ainda nao esteja esclarecido.

A comparagdo entre os dois métodos para avaliagdes de citotoxicidade usados neste
trabalho, mostra-nos que o ensaio da redugcdo de MTT pode ser o mais indicado para a
avaliacdo de citotoxicidade envolvendo os doadores de NO, do que o ensaio da captagdo de
vermelho neutro. Ambos os métodos permitem investigar se a interferéncia detectada ¢ com
a funcdo lisosomal ou mitocondrial, a qual se constitui do primeiro ataque nas células

(Dierickx, 2000). Isto pode ser atribuido ao fato de que o metabolismo das mitocondrias foi
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afetado, o que ndo aconteceu ao dos lisossomos, o que pode ser atribuido ao fato da
mitocOndria se apresentar como o primeiro alvo da lesdo mediada pelo NO (Bell et al,

2003).

PROLIFERACAO CELULAR

Um dos objetivos do presente estudo foi o de avaliar a resposta da linhagem celular
RASM, especifica para estudos de biologia vascular, devido principalmente a inexisténcia
de tais testes cardiovasculares in vitro, uma vez que, os poucos trabalhos na literatura
relacionam-se as vias intracelulares mediadas por um receptor especifico, como por
exemplo, AT para angiotensinas ou ET (endotelinas) na resposta proliferativa (Chen e

Gardner, 2004; Mukhin et al, 2004).

O efeito observado no ensaio da proliferacao celular indica que a GSNO foi capaz de
inibir a proliferacdo celular, contudo, tal inibicdo foi potencializada pela presenca dos
polimeros. O uso de polimeros para aumento de permeabilidade de vérios tipos de drogas ja
vem sendo estudada por varios pesquisadores (Thanou et al, 2001; Yaraslov et al, 2003).
Rapoport et al (1999) observaram um aumento na captacdo de doxorubincina (um agente
quimioterapéutico) com a presenga de um copolimero (Pluronic P105) em concentragdes
relativamente baixas (<0,1% m/m). Além disso, Jagannath er al (2000) verificaram que o
copolimero em bloco CRL-1072 aumenta a quantidade de droga enviada para dentro das
células causando assim, um maior efeito do antibidtico contra o complexo Mycobacterium
avium-intracellulare, comuns em infec¢des e que sdo naturalmente resistentes a maior parte

dos antibioticos.
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De forma andloga, nossos resultados indicam que a presenga dos polimeros na
solucao aumenta a permeabilidade da GSNO para o meio intracelular, potencializando seu
efeito de inibi¢ao da proliferagdo celular. Estes resultados corroboram com os dados de
captacdo de vermelho neutro, onde foi observado que as células RASM s3o de fato mais
sensiveis as alteragdes de permeabilidade de membrana induzida pela presenca dos

polimeros.

O efeito de inibicao da proliferagdo celular causado pela GSNO pode ser atribuido a
liberagdo do NO. Entretanto, o0 mecanismo de acdo do NO para este efeito ainda ndo foi
totalmente esclarecido. Tal efeito tem sido atribuido ao aumento da guanosina-3’-5’-
monfosfato ciclica (GMPc) causada pela ativagdo da guanilato ciclase (Sudano et al, 2006).
A GMPc ativa a proteina quinase dependente de GMPc que leva entdo, a inibi¢do da
proliferacdo celular (Garg e Hassid, 1993). Recentemente, Costa e Assreuy (2005)
mostraram que o mecanismo pelo qual o NO atua na inibicdo da proliferacdo celular de
cé¢lulas de musculatura lisa vascular, envolve a GMPc e alguns sub-tipos de canais de
potéssio. O NO pode também, inibir o crescimento de células de musculatura lisa, através
da alteragdo na expressdo ¢ atividade de proteinas regulatorias do ciclo celular, ou via
inibi¢do da ornitina descarboxilase, que ¢ uma enzima envolvida na sintese de poliaminas,
moléculas que sdo necessarias no crescimento de células de mamiferos (Wedgwood e

Black, 2003).

Sabe-se que o NO pode induzir apoptose , que poderia resultar na redugdo da
proliferacdo celular, porém no presente estudo foi observado que tanto a avaliagdo da
funcdo mitocondrial (através da redu¢do do MTT), como da fungdo do lisossomo (através

da captagdo de NR), ndo foram alteradas de forma significativa (reducdo da viabilidade
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superior a 50%) nas amostras de solugdo contendo GSNO/PVA/PVP. Assim, podemos
descartar a hipdtese de inducao de apoptose, confirmando que de fato esse doador de NO,

atua através de inibicao da proliferacdo e ndo da morte celular.

HEMOLISE

A determinagdo da atividade hemolitica de um agente pela medida de liberagdo da
hemoglobina das células vermelhas sanguineas ¢ um método pratico e sensivel para a

avaliacdao do potencial hemolitico de uma substancia. O método previamente padronizado

no laboratorio de Bioensaios in vitro apresentou boa reprodutibilidade experimental.

O ensaio de RBC ‘red blood cells’ foi utilizado neste estudo por ser considerado um
ensaio que apresenta correlacdo positiva entre a escala de toxicidade in vitro e a escala do
teste de irritacdo ocular (in vivo), segundo Draize et al (1944) e Pape et al (1999). O
mecanismo pelos quais os agentes hemoliticos danificam as células (eritrdcitos) in vitro
envolve a ruptura da membrana, resultando no influxo de ions e 4gua. As células reagem a
esse desequilibrio por meio do incremento no transporte ativo de ions. Porém, com o
aumento da concentragdo do agente hemolitico, a capacidade da célula de manter o balango
ionico e a integridade da membrana ¢ superada, resultando na ruptura da membrana. Assim,
a lise de membrana ¢ dependente da concentragdo do agente hemolitico. O mecanismo da
irritacdo ocular também estd baseado na perturbagdo da membrana, assim, o ensaio de
hemolise (in vitro) pode ser correlacionado com o teste de irritagdo ocular (in vivo) (Harbell

etal, 1997).



86

Fischer et al (2003) mostraram o potencial hemolitico de polications soliiveis em
agua, incluindo a poli(etileno imina) (PEI). Tais autores obtiveram 100% de lise em
concentragdo de PEI > 1 mg mL™', ap6s 60 min de incubacdo dos eritrocitos com PEL Tem
sido demonstrado que o potencial hemolitico se relaciona com o grau de interacdo entre o
agente hemolitico e a membrana celular, sendo que a interacdo inicial entre a
macromolécula catidnica e a membrana celular que ¢ carregada negativamente, ¢ mediada
por interacdes eletrostaticas. Tais interacdes parecem perturbar a estrutura e as funcdes da

membrana.

O PEI ¢ um polimero catidnico que possui um grande nimero de cargas e apresenta
um grande volume molecular devido ao seu alto grau de ramificacdo. Portanto o seu

elevado potencial hemolitico se deve a sua grande intera¢gdo com a membrana celular.
A biocompatibilidade de polimeros ¢ influenciada pela:
(1) Densidade de carga,
(i1) Massa molar,
(iii))  Estrutura e ramificagdo da cadeia polimérica e
(iv)  Da flexibilidade conformacional (Fischer et al, 2003).

Caracteristicas como densidade de carga positiva, massa molar grande, estrutura
ramificada e alta flexibilidade conformacional favorecem a intera¢do polimero-membrana
celular. Tais caracteristicas promovem a hemolise, uma vez que ha uma correlagdo positiva

entre o grau de interagdo entre o agente hemolitico e a membrana celular.

Em nosso trabalho, os polimeros presentes na solugdo GSNO/PVA/PVP nio

apresentam densidade de carga positiva e consequentemente reduzem a possibilidade de
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interacdo entre os polimeros € a membrana celular e isto pode ter sido o responsavel pelo

seu reduzido potencial hemolitico.

AGREGACAO PLAQUETARIA

A inibi¢do da agregacdo plaquetaria tem tornado um passo critico na prevencao de
eventos tromboticos associados a insuficéncia cardiaca, trombose cerebral e trombose
arterial periférica (Kalinowski et al, 2002). Assim, o controle dessa complicagdo ¢ a
verificagdo do potencial anti-trombogénico de doadores de NO tem sido estudado por
varios pesquisadores por meio de ensaios de inibi¢do da agregacdo (Gordge et al, 1998;

Vilahur, 2004).

O efeito de inibicdo da agregacao plaquetaria promovida pelo NO tem sido verificada
com a utilizagdo de diferentes classes de doadores. Varias evidéncias sugerem que o
principal mecanismo pelo qual o NO inibe a ativa¢do da plaqueta ¢ por meio da ativacao da
guanilato ciclase plaquetaria, a qual resulta no aumento intracelular nos niveis de guanosina
mono fosfato ciclica (GMPc) e reducdo do fluxo de célcio intracelular o que resultard na
inibicdo da expressdo de P-selectina e da conformacdo ativa de GP IIb/Illa. Entretanto,
outros mecanismos de acdo do NO tem sido descritos, os quais podem ser independentes da
produ¢do de GMPc. Tais mecanismos mediados pelo NO, que ainda se encontram em
estudo, incluem a ribosilagdo do ADP (adenosina difostato) e a inibicdo da desidrogenase

gliceraldeido-3-fosfato (Ridden e Owen, 1999).
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Segundo Vilahur et al (2004) a GSNO parece induzir um efeito maior na agregacao e

adesdo plaquetaria do que no tonus muscular.

Os resultados obtidos nesses ensaios se mostraram coerentes aos dados da literatura
(vide valores da tabela 4). E, ainda, foi observado que a inibicdo da agregacdo induzida
pela GSNO ndo ¢ alterada pela presenca dos polimeros PVA/PVP. Sobretudo, foi
observado que a redug@o na porcentagem de agregacdo foi devida exclusivamente ao seu

efeito inibitdrio, uma vez que a viabilidade das plaquetas nao se mostrou alterada.

Os ensaios padronizados ¢ os indices de inibicdo demonstrados neste trabalho se
mostraram reprodutiveis e eficientes para a avaliagao do efeito trombogénico promovido

pela formulacdo estudada.

ADESAO PLAQUETARIA

Apesar da inibicdo da agregacao plaquetaria promovida por doadores de NO ter sido
estudada por varios grupos de pesquisa, 0 mesmo ndo tem sido verificado em relagdo a

inibi¢do da adesdo plaquetaria.

Nesse estudo, foi efetuada uma série de testes, tanto no tempo como na faixa de
concentragdo da GSNO nos ensaios de inibicdo da adesdo plaquetaria. Contudo, nao foi
possivel verificar um efeito na inibi¢do da adesdo plaquetaria, pois a redugdo na
porcentagem de adesdo ocorreu somente em condigdes associadas a toxicidade promovida
por altas concentragdes da GSNO, a qual foi comprovada pela redug¢do da viabilidade das

plaquetas (Figura 22). Dentre as hipoteses levantadas para a perda de tal efeito, pode se
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destacar o possivel efeito potencializador dos componentes plasmaticos tanto na produgao
de efeito como na redugdo da viabilidade das plaquetas. Entretanto, estudos adicionais

necessitam ser realizados para que esta participagdo possa ser considerada.

Embora Radomski et al (1992) e Kalinowski et al (2002) tenham observado reducao
na adesdo plaquetaria induzida pela GSNO, este efeito nao foi observado neste modelo de
ensaio. Essa discrepancia nos resultados pode ser devido a diferenca metodoldgica em
relacdo ao recobrimento das placas utilizadas de substrato, uma vez que neste estudo
recobrimos as mesmas com fibrinogénio, com objetivo de mimetizar uma situagdo de lesao

vascular, enquanto que os demais estudos utilizaram colageno.

Nas plaquetas em repouso, a GP IIb/Illa encontra-se em estado de baixa ativacdo e
nao se liga ao fibrinogénio soluvel. Entretanto, na vigéncia da lesdo vascular, o fibrinogénio
intacto ¢ encontrado no local danificado. Este fibrinogénio insolivel interage com a
glicoproteina GP IIb/Illa expressa nas plaquetas ndo ativadas, promovendo a adesdo das

mesmas ao local danificado (Shattil, 1999).

Assim, a adesdo observada em plaquetas ndo ativadas é menor do que aquela vista
em plaquetas ativadas. A ativacdo plaquetaria produz o aumento do niumero ou da afinidade
do ligante aos receptores especificos da adesdo, uma vez que plaquetas expostas aos seus
agonistas (ADP, colageno, trombina) apresentam rapidamente o aumento da
afinidade/atividade do aypP;. Mediante tais consideragdes, o mecanismo de ativacao
reveste-se de grande relevancia, tanto na hemostasia fisiolégica, quanto em oclusdes
vasculares patogénicas, uma vez que o fibrinogénio encontra-se imobilizado no local do
dano vascular, sendo este o primeiro evento para cessar o sangramento (Savage et al, 1992;

Belisario et al, 1997).
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Estes estudos mostraram que a GSNO nao promoveu inibi¢do na adesdo ao
fibrinogénio. Porém, esse resultado ainda poderia ser verificado em funcao do recobrimento
de colageno, conforme Radomski et al (1992). Assim, protocolos alternativos na avaliagao
da inibicao da adesdo deverdo ser conduzidos para que tenhamos uma melhor adequagao

aos doadores de NO, como no caso da GSNO.
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VII. CONCLUSAO

O presente estudo determinou a padronizacdo de bioensaios para avaliagdo de
biocompatibilidade de formulagdo com matrizes poliméricas e doador de 6xido nitrico, por
meio de ensaios de MTT, NR, proliferacio celular, hemolise, adesdo e agregacdo

plaquetaria. As conclusdes obtidas foram as seguintes:

e Os padroes selecionados, Poli-L-lisina e Dextrana, demonstraram que foram

adequados para os ensaios de citotoxicidade.

e A linhagem celular 3T3 apresentou maior sensibilidade em relacdo a

citotoxicidade.

e GSNO/PVP/PVP ndo apresentou citotoxidade em nenhuma das linhagens
utilizadas e nem atividade hemolitica em eritrécitos humanos: comprovando a

biocompatibilidade da formulagao.

e GSNO e PVA/PVP per se apresentaram inibicdo da proliferagdo das células
musculares lisas. A formulagdo potencializou este efeito (> ECsp): comprovando o seu

potencial anti-reestenotico.

e GSNO/PVA/PVP ndo mostrou efeito inibitério da adesdo plaquetaria em

concentragdes nao toxicas.
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e GSNO/PVP/PVA promoveu inibicao da agregagao plaquetaria: comprovando o

potencial anti-trombogénico

Os ensaios desenvolvidos e padronizados permitirdo a analise rotineira da eficacia e
da citotoxicidade de formulagdes contendo matrizes poliméricas e doadores de NO para
utilizagdes intravasculares, com objetivo de se obter efeitos anti-reestenoticos e anti-

trombogénicos.
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PARECER PROJETO: N° 116/2006 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0079.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ATIVIDADE BIOLOGICA E CITOTOXICIDADE DE MATRIZ
POLIMERICA COM DOADOR DE OXIDO NiTRICO”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Silvia Mika Shishido

INSTITUICAO: UNICAMP/ Faculdade de Ciéncias Médicas

APRESENTACAO AO CEP: 10/03/2006

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/03/07 (O formulério encontra-se no sife acima)

I - OBJETIVOS

O desenvolvimento e a padronizagdo de métodos para avaliagdo da citotoxicidade e das
atividades trombogénica e hemolitica de materiais eluidores de oxido nitrico.

111 - SUMARIO

Os resultados obtidos serdo utilizados para a selegdo de melhores formulagdes para o
desenvolvimento de dispositivos intravasculares carregados com estes materiais. A avaliagio da
citotoxicidade in vitro sera feita utilizando-se cultura de células de linhagem estabelecida de
fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c 3T3, oriundas do National Institute of Health
Baltimore - USA (NIH). Tais experimentos serdo desenvolvidos no Departamento de
Bioquimica do Instituto de Biologia da Unicamp. A viabilidade celular sera avaliada através de
ensaios de captagdo de vermelho neutro e de redugdo de MTT. A avaliagdo dos potenciais
hemolitico e trombogénico sera feita utilizando-se plaquetas e células vermelhas (hemacias)
humanas. O sangue venoso seréa coletado de voluntarios saudaveis de ambos os sexos. O sangue
serd colhido na presenga de anticoagulante, citrato de sodio (0,109 M) para os experimentos de
agregagdo ou solugdo de glicose e citrato (ACD-C) para os experimentos de adesdo plaquetaria.
O sangue sera centrifugado, (20 mm; 200xg; 20°C) e separado em plasma rico em plaquetas
(PRP) (sobrenadante) e o concentrado de hemaceas. O PRP sera utilizado para os experimentos
com plaquetas, enquanto as hemacias serdo utilizadas para o teste de hemolise. O ensaio de
hemolise é um indicador da extensdo dos possiveis danos causados na membrana dos eritrocitos.
A adesio de plaquetas sera medida em placas de cultura recobertas com fibrinogénio. As
plaquetas aderidas serdo medidas através do ensaio de fosfatase acida. A porcentagem de células
aderidas sera calculada utilizando-se uma curva padréo obtida por um numero de conhecido de
plaquetas. A agregacio sera induzida por adenosina difosfato (ADP) e sera quantificada atraves
da medida de luz transmitida. Antes da adigio do ADP, a suspensdo de plaquetas serd exposta as
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solugdes das amostras. Os resultados serdo expressos como meédia £ erro padrdo das médias
(EPM) de n experimentos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto cumpre as determinagdes €ticas , atualmente,em vigor no pais

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contendo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I1I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de margo de 2006.

Profa. Dra.ﬁﬁék‘kﬂ;en?via Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Rua: Tessalia Vielra de Camargo, 126 FONE (019) 37R8-8936
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