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RESUMO

Filmes de poli(alcool vinilico) reticulados liberadores de NO para
aumento da vasodilatacao dérmica

Condigdes fisioloégicas associadas a diminuicdo do nivel de 6xido nitrico
(NO) na vasculatura, como na sindrome de Raynaud e na angiopatia diabética,
tém estimulado o desenvolvimento de novos biomateriais capazes de liberar NO
topicamente. Neste trabalho efetuamos a modificagdo do poli(alcool vinilico), PVA,
pela sua reticulagdo quimica através da esterificagdo com o 4acido
mercaptosuccinico. Esta reagdo permitiu a moldagem de fiimes de PVA
sulfidrilados (PVA-SH). A calorimetria diferencial de varredura e a difratometria de
raios X mostraram que a reacao de reticulacdo suprimiu a cristalizacédo do PVA,
levando a um material sem poros, com uma distribuicdo homogénea de grupos
sulfidrila(-SH). Os grupos hidroxila remanescentes na rede de PVA-SH conferiram
hidrofilicidade parcial ao material, associada a um grau de intumescimento de 80
a 120 % em meio aquoso. Os filmes de PVA-SH, foram submetidos a uma reacéo
de S-nitrosagdo dos grupos —SH produzindo um PVA contendo grupos S-
nitrosotiois (PVA-SNO). Medidas amperométricas e por quimiluminescéncia
mostraram que os filmes de PVA-SNO contém ca. 6 nmols de NO/mg de filme e
sdo capazes de liberar NO espontaneamente apds imersao em meio fisiolégico. A
fluxometria por laser Doppler, usada para medir o fluxo sanguineo na
microcirculacdo dérmica, permite verificar que a aplicacéo tépica dos filmes de
PVA-SNO hidratados sobre a pele saudavel leva a um aumento dependente da
dose e do tempo de mais de 5 vezes no fluxo sanguineo basal em menos de 10
min de aplicagcdo com uma agao prolongada de mais de 4 h durante a aplicagéo
continua. Estes resultados mostram que os fiimes de PVA-SNO podem
representar um novo material com potencial para o tratamento tépico no

tratamento de desordens microvasculares da pele.



ABSTRACT

Nitric oxide releasing crosslinked poly(vinyl alcohol) films for the
increase of dermal vasodilation

Pathological conditions associated with the impairment of nitric oxide (NO)
production in the vasculature, like Raynaud’s syndrome and diabetic angiopathy,
have stimulated the development of new biomaterials capable of delivering NO
topically. In this work, we have modified poly(vinyl-alcohol) (PVA) by chemically
crosslinking it via esterification with mercaptosuccinic acid. This reaction allowed the
casting of sulfhydrylated PVA (PVA-SH) films. Differential scanning calorimetry and
X-ray diffractometry showed that the crosslinking reaction suppressed the
crystallization of PVA, leading to a non-porous material with a homogeneous
distribution of -SH groups. The remaining hydroxyl groups in the PVA-SH network
confered partial hydrophylicity to the material, associated with a swelling degree of
80 to 120 % in aqueous medium. The PVA-SH films were subjected to an S-
nitrosation reaction of the SH groups yielding a PVA containing S-nitrosothiol groups
(PVA-SNO). Amperometric and chemiluminescence measurements showed that the
PVA-SNO films contain ca. 6 nmol NO/mg of film and are capable of releasing NO
spontaneously after immersion in physiological medium. Laser Doppler-flowmetry,
used to assess the blood flow in the dermal microcirculation, showed that the topical
application of hydrated PVA-SNO films on the health skin leads to a dose and time
dependent increase of more than 5-fold in the dermal baseline blood flow in less
than 10 min with a prolonged action of more than 4 h during continuous application.
These results show that the PVA-SNO films may represent a new material with

potential for the topical treatment of microvascular skin disorders.
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1 — Introdugao

1.1 - Oxido nitrico e vasodilatagdo

O oxido nitrico (NO) é um radical livre diatémico, que constitui um dos mais
importantes sinalizadores no sistema fisioldgico dos mamiferos. A molécula de NO
estd envolvida em um extenso numero de processos bioldégicos, como
vasodilatagdo, processos de neurotransmissédo, inibicdo da agregacéo plaquetaria

e cicatrizacgéao [1,2].

O NO é produzido endogenamente nas células endoteliais dos mamiferos e
tem sua sintese ativada pela liberagdo de neurotransmissores na corrente
sanguinea. A liberagdo de neurotransmissores como a acetilcolina e/ou bradicinina
sinalizam a receptores especificos presentes na membrana das células
endoteliais. Esta sinalizacdo torna a membrana permeavel aos ions calcio (Ca?*),
aumentando a concentragdo deste ion no interior da célula. Os ions Ca** ativam a
enzima NO-sintase endotelial (eNOS), esta enzima converte L-arginina, na
presenca de O,, em L-citrulina mais NO. O NO é uma molécula anfifilica, pequena
e que se difunde facilmente pela membrana da célula endotelial e também das
células musculares lisas [3—6]. A presenga do NO no interior das células
musculares lisas ativa a enzima guanilato ciclase soluvel (sGC). A sGC converte
guanosina trifosfato (GTP) em gaunosina monofosfato ciclica (GMPc) e o aumento

da concentracao de GMPc promove o relaxamento das células musculares lisas

[1].

Os vasos sanguineos tém seu diametro controlado pela camada celular mais
externa composta por células musculares lisas. O relaxamento destas células
promove um aumento no didmetro dos vasos sanguineos; este fendmeno é
denominado vasodilatagdo. O mecanismo da vasodilatacéo estda demonstrado na

Figura 1.
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Figura 1. Mecanismo de producdo endégena de NO e de sua acédo

vasodilatadora.

Disfuncdes endoteliais cutdneas geralmente estdo associadas a doengas
cardiovasculares e podem ser sintoma de disfungbes endoteliais mais
generalizadas, que podem afetar o funcionamento normal do sistema circulatério e
agravar quadros de lesdes, como as decorrentes de diabetes e infeccdes
cutaneas [7,8]. Quadro de vasoconstricdo cutanea pode ser provocado por
resfriamento parcial ou total do corpo ou podem ser resultado de uma condigéo
patolégica, como os sintomas causados pela sindrome de Raynaud (Figura 2),
que causam prolongados espasmos vasculares (contracéo involuntaria dos vasos)
nas maos, pés, nariz, orelhas e mamilos. Estes espasmos estdo associados a
reducao da sintese endogena de NO ou a uma insuficiente sensibilidade ao NO.
Estes espasmos levam a diminuigdo do didmetro do vaso ou até mesmo a sua

completa obstrugao.
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Figura 2. Imagens ilustrativas do estreitamento ou obstrugdo dos vasos
sanguineos por conseqiéncia da sindrome de Raynaud.
(Ref.:http://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/raynaud/)

Nestes casos, observa-se uma melhora dos pacientes quando ha uma
suplementagdo com L-arginina, um precursor na sintese de NO [3,4,9]. Este efeito
€ observado também com a aplicagao topica de sistemas ou dispositivos doadores
de NO, capazes de estimular e aumentar o fluxo e o volume da microcirculagédo
[10]. O efeito do NO se reflete de forma generalizada nas fun¢des vasculares, uma
vez que o NO também media a vasodilatagéo da pele e muitos outros processos
fisioloégicos e patofisiologicos. Mais recentemente, foi mostrado que a liberagao
tépica de NO exdgeno pode também acelerar o processo de cicatrizagdo de

feridas, tanto na fase inflamatéria, quanto na fase proliferativa [11].

Os potenciais beneficios associados a liberagéo topica de NO no tratamento
de disturbios vasculares cutaneos e em feridas tém estimulado o desenvolvimento
de novos biomateriais liberadores de NO, bem como o desenvolvimento de

inumeros trabalhos nesta area de pesquisa.



1.2 — Grupos doadores de NO

A literatura relata muitos trabalhos envolvendo algumas classes de
moléculas capazes de liberar NO de forma espontanea. Como exemplo, podemos
citar os nitritos e nitratos organicos e o nitroprussiato de sddio. Outras duas
classes de moléculas organicas doadoras de NO que tém se destacado sdo os
diazeniodiolatos e os S-nitrosotidis (RSNOs) (Figura 3). Os diazeniodiolatos
apresentam, entretanto, um inconveniente para aplicagées in vivo, pois 0 processo
de liberacdo de NO resulta paralelamente na formagdo de subprodutos

carcinogénicos como as nitrosaminas [12].
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Figura 3. Estruturas do nitroprussiato de s6dio, S-nitrosotiois e diazeniodiolatos.

Os RSNOs s&o moléculas capazes de liberar ou transferir o NO pela quebra
homolitica ou heterolitica (transnitrosacdo) da ligagdo S-NO. A energia para

quebra homolitica da ligagdo S-NO é relativamente fraca (~30 Kcal/mol) facilitando



a liberacdo do grupo NO [13]. Essa quebra ocorre de forma espontédnea e é

desencadeada por via térmica e fotoquimica [14,15].

A area de pesquisa na qual, estd inserido, tém desenvolvido diversos
trabalhos com aplicacbes de RSNOs como doadores de NO. Moléculas como S-
nitroglutationa (GSNO) [16], S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) [17] e S-
nitrosocisteina (Cis-SNO) [15] foram utilizadas em estudos anteriores como
moléculas doadoras de NO (Figura 4). Estes RSNOs foram incorporadas a
matrizes poliméricas biocompativeis [15] e em blendas de PVA com
polivinilpirrolidona (PVP), aplicadas no revestimento de telas de niquel [18] (Figura
5).

S-nitrosocisteina
{Cis-SNO)

S-nitrosoglutationa
(GSNOQ)

S-nitroso-N-acetilcisteina
{SNAC)

Figura 4. Estruturas dos RSNOs, GSNO, SNAC e Cis-SNO com destaque para o
grupo SNO. (Estruturas fornecidas pelo Prof. Nelson Morgon — DFQ/IQ/Unicamp).



Figura 5. Micrografias de uma tela de niquel, (A) sem recobrimento, (B) recoberta

com a blenda PVA/PVP com GSNO incorporada. (Reproduzida da ref. [19] com

autorizagéo da Elsevier).

1.3 - Matrizes poliméricas para liberacao de NO

Uma classe de materiais que tem se destacado como matriz polimérica em
aplicacdes médicas sao os hidrogéis. Estes materiais exibem grande capacidade
em absorver agua e alguns hidrogéis ainda tém como caracteristica a baixa
toxicidade, viabilizando sua aplicagdo em sistemas biolégicos. Os hidrogéis sao
amplamente aplicados como matriz polimérica em dispositivos para aplicagbes
médicas. Um grande atrativo desta classe de materiais sdo as suas propriedades
especificas, tais como, lubrificagcdo e habilidade para hidratar feridas [20]. Como
exemplo, podemos citar as aplicagbes tépicas do hidrogel Pluronic F127,
poli(éxido de etileno)ge-(6xido de propileno)ss-poli(dxido de etileno)yy, modificado
com a incorporagédo de SNAC e GSNO, que demonstraram produzir vasodilatagdo
local em voluntarios sadios e em modelos animais com diabetes induzida por
estreptozotocina [8,21]. Outra aplicagdo desejavel inclui o efeito de aceleracao do
processo de cicatrizacdo de feridas [11,22,23] e um efeito antinociceptivo em
modelos animais [24]. Embora hidrogéis fluidos, como o Pluronic F127, oferegcam
algumas vantagens para aplicacdo topica, a possibilidade da aplicagcdo de um
filme flexivel hidrofilico capaz de liberar NO é também muito interessante. Esta

caracteristica viabiliza, por exemplo, a sua aplicagdo como bandagem, o que é
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mais apropriado nos casos onde a absor¢do de exsudato também é desejada
[16,25,26].

Os hidrogéis de PVA tém sido amplamente empregados na industria
alimenticia e farmacéutica [27-29]. O PVA é um polimero hidrofilico, de baixa
toxicidade e que também apresenta boa biocompatibilidade e grande habilidade
em absorver agua. Filmes hidrofilicos de PVA contendo GSNO também ja foram
usados no recobrimento de telas de polipropileno. Este recobrimento produziu um
aumento da molhabilidade das telas de polipropileno e também resultou na
liberagéo local de NO [28] (Figura 6).

Plain PP mesh (55X) PVA-impregnated PF"\;A;?SE{F%“S;?;]

\ !

\

PP mesh (55X)

PVA/GSNO-impregnated PVA/GSNO PP mesh
PP mesh (100X) stretched (130X)

g

>

Figura 6. Micrografias de telas de polipropileno recobertas com PVA com GSNO

incorporada. (Ref. [28], reproduzida com autorizagéo da Elsevier).

Matrizes poliméricas hidrofébicas também tém sido amplamente usadas na
incorporagdo de moléculas doadoras de NO para prevencao de adesédo

plaquetaria. Matrizes como poli(cloreto de vinila) (PVC) [30,31], poliuretana (PU)



[32], polimetacrilatos (PM) [31] e poli(dimetoxosilano) com diazeniodiolatos
(DACA-6N20,-SR) ou borracha de silicona incorporada com diazeniodiolatos (SR)
[31-33] (Figura 7) foram relatados por MEYERHOFF et al. como materiais
poliméricos para incorporagao de doadores de NO em sistemas de contato direto
com sangue. Em um dos trabalhos, fiimes de PVC incorporados com
diazeniodiolatos foram utilizados para o revestimento de catéteres endovasculares
de poliuretano e tubos de Tygon® para prevencdo da adesao plaquetaria na

superficie destes dispositivos.

1

1
- — | -
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A NO-Release
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Figura 7. Imagens de sensores de O, revestidos com borracha de silicone
reticulada com diazeniodiolatos doadores de NO incorporados, para prevengao de
adeséo plaquetaria. (A) sensor revestido liberador de NO e controle nao revestido.
(B) micrografias da superficie revestida com liberador de NO e sem revestimento

(superficie controle). (Ref. [31], reproduzida com autorizagdo da Elsevier).



Poliésteres capazes de liberar NO por meio da S-nitrosagédo de grupos
sulfidrila covalentemente ligados a cadeia principal, também foram desenvolvidos
em trabalhos anteriores do grupo [34,35]. Estes materiais, quando aplicados
topicamente, promoveram vasodilatacdo dérmica, como é possivel observar na
Figura 8, que correspondente a aplicagdo tépica do polietilenoglicol esterificado
com o acido mercaptosuccinico (AMS), produzindo um poliéster polisulfidrilado,
que posteriormente foi S-nitrosado [34]. Outro polimero, citado na literatura, ao
qual grupos doadores de NO foram ligados covalentemente a cadeia principal € a
polietilenoimina (PEI). Por meio da formag¢ao de um grupo (N-NO) ligado a cadeia
polimérica principal, este polimero foi capaz de liberar NO e prevenir a adeséo
plaquetaria na superficie do material [25].

© ‘ ®)

Figura 8. Aplicagdo tépica de poliésteres polinitrosados e n&o nitrosados no
antebrago de voluntéarios, (A) poliéster nao nitrosado como controle, (B) poliéster
ndo nitrosado (transparente) e nitrosado (avermelhado) (C) efeito hiperémico
(formacdo de uma area avermelhada) produzido pela liberagdo topica do NO, (D)
desaparecimento do eritema apds 7 min. (Ref: [34], reproduzido com autorizagdo

da American Chemical Society).

1.4 - Reticulagcao do PVA

Como citado anteriormente, é desejavel que o material para aplicagbes
médicas exiba boa hidrofilicidade e capacidade de absorver agua, estas
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caracteristicas podem ser observadas no PVA. Entretanto, as vantagens
associadas a hidrofilicidade trazem também efeitos indesejados, associados a
suas propriedades mecanicas devido ao seu intumescimento. A alta hidrofilicidade
do PVA leva a sua completa solubilizagao, quando em contato com ambiente onde
ha presenca de agua por tempo prolongado. Estas limitagdes tém incentivado o
desenvolvimento de diversas estratégias para tornar o polimero insoluvel por meio
da reticulagdo das cadeias poliméricas, permitindo assim, a obtenc&o de filmes

insoluveis de PVA.

Trabalhos anteriores apresentam variados métodos de reticulagdo do PVA,
como por exemplo, o método por reticulagéao fisica utilizando a técnica de ciclos de
congelamento e descongelamento (freezing thawing) [16]. Também sao
apresentados métodos por reticulacdo quimica, com formacédo de ligacdes
covalentes inter e entre cadeias de PVA. Algumas técnicas utilizadas para
promover a reticulacdo quimica s&o: irradiacdo com raios y [36], auto-reticulagcéo
por via térmica [37], que pode ocorrer como subproduto da reag&o por raios y , e
também reacgdes quimicas com o emprego de um agente reticulantes como o
glutaraldeido [38], o acido propibénico [39] e o acido sulfénico [40]. Estes agentes
produzem pontos de ligagdo inter e entre as cadeias, impedindo assim, a
dissolugcdo completa deste polimero no processo de absorgédo de agua, conferindo

outras propriedades especiais ao material reticulado.

O maior inconveniente da maioria dos agentes de reticulacdo quimica é a
alta toxicidade intrinseca dos reagentes e a grande necessidade da eliminagao
dos subprodutos téxicos da reacdo, uma vez que se deseja aplicagcdo em
dispositivos médicos. Entretanto, atualmente existe um grande esfor¢co na busca
de agentes reticulantes que apresentem baixa toxicidade na obtencgao de filmes de
PVA reticulado para aplicagdes médicas.

Neste trabalho, foi desenvolvida uma estratégia para evitar reagentes
téxicos no processo de reticulagdo quimica do PVA. Para isto, foi empregado um

agente reticulante de baixa toxicidade, que ao promover a reticulacdo também
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funcionaliza o filme de PVA com grupos S-nitrosaveis. Esta estratégia foi baseada

na esterificagado dos grupos hidroxila (OH) do PVA com o AMS.

O AMS é um acido dicarboxilico que contém um grupo sulfidrila (SH) vinilica
a sua cadeia principal. Este diacido é capaz de estabelecer ligacbes éster intra e
intermoleculares com as hidroxilas (OH) vinilicas do PVA. O AMS apresenta
também baixa toxicidade e € amplamente utilizado em aplicagcbes médicas nos
casos de intoxicagcdo por metais, atuando como agente quelante e eliminando os
metais por excrecdo na urina [41-43]. A reacdo de esterificagdo com AMS tem
como produtos a formagédo do PVA reticulado (PVA-SH) e a liberagdo de agua. O
acido cloridrico (HCI) pode ser usado como agente catalisador da reacédo de

esterificacéo e pode ser facilmente removido ao fim da reagao.

1.5 — Métodos de S-nitrosagao de tidis

Dois processos de S-nitrosacéo tém sido reportados na literatura, a S-
nitrosagédo por via gasosa e a S-nitrosagdo por via umida. No processo de S-
nitrosagao por via gasosa, o agente nitrosante é o trioxido de dinitrogénio (N2O3)
[18,34]. A S-nitrosacdo por via umida é feita por meio da preparacédo de uma
solugdo com a adicéo de nitrito em meio acido, produzindo uma solu¢ao de acido
nitroso (HONO). Amostras contendo grupos tiois (SH) sdo imersas ou adicionadas
a esta solucdo, produzindo a reagcdo de S-nitrosacdo destes grupos. O acido
nitroso reage com os grupos SH por meio da reagdo mostrada na Figura 9,
produzindo grupos SNO e agua. Esta reacéo ja foi reportada na literatura [44] e foi
utilizada como método de S-nitrosacdo para os fiimes de PVA-SH produzidos
neste trabalho.
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Figura 9. Representacdo esquematica da reacdo de S-nitrosacéo de tidis por via
umida através da formagao do acido nitroso produzindo um grupo SNO.

1.6 — S-nitrosacao do PVA reticulado

Os grupos SH presentes no agente reticulante (AMS) podem ser
posteriormente S-nitrosados por meio da reacdo com solugcdo de acido nitroso
(HONO), produzindo um PVA reticulado e funcionalizado com grupos SNO (PVA-
SNO). Esta reacdo em condi¢des estequiométricas (reagao entre um mol de SH e
um mol de HONO) também produz como subproduto agua como citado
anteriormente. Adicionalmente, devido a fatores estéricos, espera-se que a
reticulacdo com AMS preserve grandes segmentos de PVA que ndo sofreram
reacdo, mantendo assim parte da hidrofilicidade do PVA inicia. Como é
caracteristico dos S-nitrosotiois, os filmes de PVA-SNO sao capazes de liberar NO
espontaneamente por reagcao térmica, abrindo assim uma nova perspectiva para
aplicacdes dos filmes de PVA-SNO como biomateriais doadores de NO em

aplicagdes topicas, promovendo o aumento da vasodilatagéo dérmica.

Diferentemente da maior parte dos trabalhos desenvolvidos anteriormente
neste grupo, o material produzido, PVA-SNO, ndo atua como matriz polimérica
para a incorporacéo de grupos doadores de NO. Neste caso, a reticulagdo produz
um material com grupos sulfidrila (SH) nitrosaveis, covalentemente, ligados a
estrutura do polimero. Esta caracteristica € fundamental, pois permite uma
distribuicdo homogénea dos grupos SNO tanto na superficie quanto no bulk
(interior) do polimero e € fruto da incorporagdo de grupos SH no processo de

reticulacdo do PVA. O processo de liberacdo espontdnea de NO, para o PVA-
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SNO, produz ainda um segundo processo de reticulacdo do material (formacéo de
ligagdes S-S), levando a um material ainda mais insoluvel e com caracteristicas

desejaveis para aplicagao topica.

2 — Objetivos

Objetivos gerais:

Obtencdo de filmes de PVA quimicamente reticulados com acido
mercaptosuccinico e insoluveis em meio aquoso, com capacidade de
funcionalizagéo com grupos SNO e de liberacédo espontédnea de NO em aplicagbes

tépicas.

Objetivos especificos:
- Caracterizar o PVA reticulado com acido mercaptosuccinico.

- Caracterizar as cinéticas de liberacdo de NO a partir dos filmes de PVA-

SNO em condigdes fisiologicas.

- Caracterizar a agao vasodilatadora tépica dos filmes de PVA-SNO na pele

integra.

3 - Materiais e métodos

3.1 — Materiais

Poli(alcool vinilico) (PVA), (99 % hidrolisado, massa molar nominal 85.000-
146.000); acido mercaptosuccinico (acido 2-sulfidrilbutanodioico) (AMS), 97 %;

13



acido cloridrico (HCl) 37 %; tampéao fosfato salino (PBS), pH 7.4; 2-amino-2
(hidroximetil)-1,3 propanodiol (TRIS); 5,5'-ditiolbis-(2-acido nitrobenzdéico) (DTNB);
glutationa (GSH) (Aldrich Chemical Company, Co. Milwaukee, WI, USA); Nitrito de
sédio (NaNO,) (Fisher Chemicals, Fair Lawn, New Jersey, USA); acido ascorbico
99 %; cloreto de cobre(l) (CuCl) e bicarbonato de so6dio (NaHCO3) (Synth LTDA,
Sao Paulo, Brasil), sdo de grau analitico e foram usados como recebidos. A S-
nitrosoglutationa (GSNO) foi sintetizada de acordo com o método apresentado por
PRUDENTE et al. [28].

3.2 - Sintese do poli(alcool vinilico) reticulado com acido
mercaptosuccinico

Como forma de facilitar a compreensao da etapa de sintese e obtencéo dos
filmes de PVA-SH, a Figura 10 apresenta um fluxograma esquematico mostrando
as etapas da obtencao do material reticulado, as quais sdo detalhadas nos toépicos

seguintes.

Reticulacgo

Fluxograma das etapas de
obtencao dos filmes reticulados PVA-SH

Moldagem
“Casting”

Purificagéo Armazenamento

em dissecador

+
Secagem

Figura 10. Fluxograma representativo das etapas de obtengdo do material

reticulado.
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A esterificacdo do PVA foi realizada pela adicdo de AMS (concentracéo final
10 % em massa) em uma solugdo 5 % em massa de PVA. A solugdo de PVA foi
previamente preparada pela dissolu¢do do PVA em agua deionizada sob agitagéo
e aquecimento a 100 °C por 1 h. Como catalisador da reacéo, foi adicionado HCI

até que a concentracgdo de 0,15 mol L™ (pH 0,8) fosse atingida.

A reacao foi conduzida sob refluxo, em atmosfera de N, a 100 °C e sob
agitacéo, durante 3 h em baldo de fundo redondo de duas bocas. O aquecimento
foi realizado em manta de aquecimento com controle de temperatura (IKA, modelo
C-MAG HS 7) (Figura 11 A). Ao termino do tempo de reagdo, a temperatura foi
reduzida a 70 °C e um sistema a vacuo foi utilizado para remover cerca de 2/3 do
volume de agua do frasco de reacdo. O sistema para redugédo do volume de agua

esta representado na Figura 11 B.

Figura 11. (A) sistema reacional para reacéo de reticulagdo do poli(alcool vinilico);
(B) sistema de aquecimento com sistema de vacuo acoplado para retirada de

agua do sistema.

15



3.3 — Moldagem (casting) dos filmes de PVA reticulados

Apds a etapa de redugdo de volume, o aquecimento foi desligado e o
sistema foi resfriado ao ar até atingir a temperatura ambiente (~25 °C). Na etapa
seguinte, toda a solugéo resultante foi transferida para um molde quadrado de
acrilico (15 cm x 15 cm) e colocado em estufa a 70 °C por 72 h para secagem.
Apés este tempo, o filme foi removido do molde por imersdo em agua deionizada
até o completo intumescimento do filme, que apo6s ser hidratado soltou-se
completamente do molde e apresentou espessura média de 500 um. Apds retirar o
filme do molde o mesmo foi imerso em agua deionizada (cerca 100 cm? em 1L
agua deionizada) por 72 h com troca total da agua a cada 24 h. Este procedimento
teve por objetivo, a remocao dos residuos de reacao por extragao.

Apés este procedimento de “lavagem”, os filmes de PVA-SH foram secos
novamente em estufa a 70 °C por 72 h e posteriormente armazenados em

dessecador com silica ativada, para uso posterior.

3.4 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Filmes secos, de PVA ndo modificado e PVA-SH, foram mergulhados em N>
liquido e em seguida transferidos a um almofariz e triturados. O po resultante foi
prensado na forma de pastilhas com KBr anidro (1 % em massa) para analise por
espectrometria no infravermelho. O espectro de FTIR foi obtido a temperatura de
25 °C em um espectrOmetro de FTIR (Bomen modelo MB102) na faixa espectral
de 4000 a 400 cm™ com resolugdo de 4 cm™ e acumulacéo de 30 varreduras.

3.4 - Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e Analise
termogravimétrica (TGA)

Andlises por calorimetria diferencial de varredura (DSC) de amostras de

PVA ndo modificado e PVA-SH foram realizadas em um calorimetro (TA
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Instrument modelo Q100) sob fluxo de argdénio (50 mL min”) na faixa de
temperatura de -30 a 240 °C a uma taxa de aquecimento de 15 °C min™". Somente
o termograma do segundo ciclo de aquecimento foi usado na analise dos dados,
pois, os perfis do terceiro e quarto ciclos obtidos s&o idénticos ao segundo. O
primeiro ciclo de aquecimento apresenta um perfil que reflete um material com
histérico térmico proveniente das etapas anteriores de produgédo dos filmes.
Portanto, as informagdes do primeiro ciclo foram desconsideradas, pois, poderiam
introduzir artefatos as medidas levando a uma interpretacdo que néo reflete o

comportamento térmico real do material.

Analises termogravimétricas dos filmes de PVA n&do modificado e PVA-SH
foram realizadas em um calorimetro (TA Instrument modelo 2025) sob atmosfera
de argdnio (100 mL min™") na faixa entre 25 e 690 °C a uma taxa de aquecimento
de 10 °C min™.

3.5 - Medidas de angulo de contato

Medidas do &ngulo de contato entre a interface ar/agua foram obtidas em
um tensiébmetro o6tico (Theta Attension, KSV Instruments, Finland) para filmes de
PVA nao modificado e PVA-SH. Os experimentos foram realizados a 25 °C em
uma sala termostatizada, para todas as medidas foram utilizadas gotas de agua
deionizada com volume de 3 pL. As imagens das gotas de agua na superficie do
filmes foram obtidas por uma camera digital acoplada ao tensiémetro. Estas
imagens, posteriormente, foram analisadas com o software desenvolvido pelo
fabricante, e forneceram os valores de angulo de contato ar/agua. Nove
experimentos independentes foram realizados para cada amostra, sendo que, 0s
angulos do lado direito e esquerdo foram obtidos e a média entre os angulos de
contato foi calculada. Os angulos obtidos foram apresentados na forma de valor

meédio * desvio padrao.
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Medidas de angulo de contato comparativas entre quatro tipos de superficie
foram realizadas conforme descrito anteriormente, utilizando-se amostras de PVA
ndo modificado, PVA-SH, vidro e Teflon® (PTFE).

3.6 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e energia
dispersiva de raios-X (EDS)

Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram
utilizadas para analise da superficie e da secédo transversal, produzida por quebra
criogénica dos filmes secos de PVA n&o modificado e PVA-SH. Amostras dos
filmes de PVA ndo modificado e PVA-SH foram montadas em porta amostras
(cilindrico) de 10 mm de didmetro. Em seguida, as amostras foram cobertas com
ouro em p6 em uma camara de alto vacuo em um sistema modular de
recobrimento a alto vacuo (Bal-Tec MED 020). Na seqiéncia, foram examinadas
com um microscopio eletrénico (Jeol JSM 6360 LV - Tokyo, Japan) operando a 20
keV. Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS), também foi usada
para analise elementar dos filmes de PVA-SH, o equipamento utilizado foi o

mesmo que na obteng¢do das micrografias.

3.7 - Difratometria de raios-X (DRX)

Difratogramas de raios-X dos filmes de PVA ndo modificado e PVA-SH,
foram obtidos em um difratdbmetro (XRD7000 Shimadzu) operando a 40 kV com
radiacdo Cu ka (A = 0,154 nm) com angulo 26 variando de 1.5 a 90 ° usando um

modo de tempo fixo com intervalo de passo de 0,02°.

3.8 - Medidas de grau de intumescimento

O grau de intumescimento para os filmes de PVA-SH foi medido, por meio
da pesagem de pedacos de filmes de PVA-SH, apds a sua imersdo em agua
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deionizada. As amostras foram pesadas em um intervalo de 2 min entre 0 e 20
min de medida e em um intervalo de 5 min entre 20 e 30 min. A variacdo da
massa foi expressa em % de massa de agua absorvida a 37 °C. Para este
experimento foram utilizados amostras de filme com ca. 1cm? de area superficial e

500um de espessura.

A fim de avaliar o grau de intumescimento em meio biolégico simulado, foi
repetido o processo descrito anteriormente, porém neste ensaio as amostras
foram imersas em solugcéo de tampdo PBS. As amostras foram pesadas em um
intervalo de 2 min entre 0 e 20 min de medida e em um intervalo de 5 min entre 20
e 30 min. A variagdo da massa foi expressa em % de massa de tampdo PBS

absorvida a 37 °C.

3.9 - Teste de solubilidade

A solubilidade dos filmes de PVA nao modificado e de PVA-SH, secos nas
mesmas condigdes experimentais, foi caracterizada colocando-se trés amostras (1
cm x 1 cm, 500 ym de espessura) de cada material (PVA-SH e PVA néao
modificado) em 2 baldes de fundo redondo. Os balées de fundo redondo
continham agua deionizada e foram mantidos a uma temperatura de 100 °C com a
finalidade de acelerar o ensaio de dissolugéo, o sistema foi mantido sob agitacéo
magnética e refluxo. As amostras permaneceram neste sistema por 1 h nas
condi¢des descritas. O efeito de dissolugao, para o PVA ndo modificado e para o
PVA-SH, foi determinado por meio da medida da variagdo da massa dos filmes
secos, antes e apos o teste. Os testes foram repetidos, nas mesmas condi¢des
descritas acima, utilizando fragmentos de filmes de PVA ndo modificado e PVA-
SH em béqueres de 20 ml com agua deionizada, com acompanhamento
fotografico durante 3600 s em intervalos variados de tempo. Os filmes foram
tingidos com tinta vermelha insoluvel em agua, com a finalidade de facilitar a

visualizagao do efeito de dissolugéo.
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3.10 - Quantificagao da concentragao de sulfidrilas pelo
método de Ellman

Inicialmente foi preparada uma solug¢édo 2 mM de DTNB, em solugdo 50 mM
NaHCO3;. Preparou-se também uma solugédo TRIS 1 M em agua deionizada e o pH

da solugao foi ajustado para 8 com HCI.

Curvas de calibragdo foram obtidas a partir de uma solugdo de GSH com
concentragdo conhecida (1M). Cinco aliquotas variaveis da solugédo de GSH foram
colocadas em 5 tubos descartaveis de centrifuga (eppendorf) com volume de 2
mL. A cada tubo foi adicionado 100 uL da soluc¢do de TRIS e 50 uL da solugao de
DTNB, o volume foi entdo completado para 2 mL com agua deionizada. O
conteudo de cada tubo foi transferido a uma cubeta de quartzo (2 mL de volume 1
cm de caminho 6tico) e analisado individualmente em um espectrofotdmetro com
arranjo linear de diodo (Hewllet-Pakard UV-VIS modelo: 8453) na regiao do UV-
VIS, no comprimento de onda de maior absor¢éo de radiagdo caracteristico para o
TNB (412 nm).

Trés amostras de PVA-SH, previamente pesadas, foram colocadas
individualmente em tubos descartaveis para centrifuga e a cada tubo foi
adicionado 1850 pL agua deionizada, 100 pyL da solugcdo de TRIS e 50 uL da
solucdo de DTNB. As amostras foram mantidas sob agitacao por 5 min ao abrigo
da luz, a fim de evitar a foto decomposi¢cdo do DTNB. O conteudo de cada um dos
tubos foi transferido a uma cubeta de quartzo e analisada individualmente em
espectrofotbmetro na regido do UV-VIS, no comprimento de onda de maior
absorcao de radiacédo caracteristico para o TNB (412 nm). Os dados espectrais
das amostras foram tratados por interpolacdo de dados em uma curva de
calibragao obtida previamente. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e

foram expressas na forma de média = DP.
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3.11 - Otimizagao do tempo S-nitrosacao

Amostras de 1 cm? do filme de PVA-SH foram fixadas em um suporte para
filmes (janela 6tica 0,7x1,5) projetado para obtencédo de espectros de UV-VIS no
espectrofotometro. Os suportes foram produzidos em Teflon® (PTFE), a fim de
permitir a imerséo do filme na solugéo nitrosante, sem que o mesmo fosse retirado
do suporte. A solugdo nitrosante foi preparada a partir do nitrito de soédio
produzindo HONO in situ pela reagao demonstrada na Figura 9 (NaNO; 40 mmol
L™ em HCI 1,2 mol L™). Os filmes foram imersos nesta solucado nitrosante por um
periodo compreendido entre 0 e 60 min (o experimento foi realizado por 60 min
porém apos 12 min atinge o equilibirio). Apds a imersao, os filmes foram retirados
com o auxilio de uma pinca, lavados com agua deionizada (20 mL cm™) e secos
com um jato continuo de N, por cerca de 5 s. Logo em seguida foi obtido o
espectro na regido do UV-VIS. Os espectros foram obtidos a cada 0,5 min no
intervalo de 0 a 6 min de S-nitrosacéo e a cada 3 min no intervalo entre 6 € 12 min
de S-nitrosagdo. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e foram
expressas na forma de média + DP.

3.12 - S-nitrosacao dos filmes de PVA sulfidrilados, em
diferentes tempos de S-nitrosagao

A etapa de S-nitrosagéo dos filmes de PVA-SH foi realizada por imersao em
solugdo nitrosante, preparada como descrito acima, em periodos de S-nitrosagao
de 5, 7 e 10 min, produzindo filmes com crescente grau de S-nitrosacao. Apéds a
S-nitrosacao, os filmes S-nitrosados (PVA-SNO) foram extensivamente “lavados”
com agua deionizada (20 mL por cm?) e mergulhados em nitrogénio liquido. Os
filmes, previamente congelados, foram secos por liofilizagdo a -80 °C e 70 mtorr
por 24 h e armazenados em um dissecador com silica ativada, sob atmosfera de
N,. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e foram expressas na forma

de média = DP.

21



3.13 - Confirmacgao da reagao de S-nitrosacao

Uma amostra de filme de PVA-SH foi fixada em um suporte para filmes em
Teflon® e o espectro na regido do UV-VIS do filme n&o nitrosado foi obtido, em
seguida o filme foi imerso em solugao nitrosante por 10 min e um novo espectro foi
obtido. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e foram expressas na

forma de média + DP.

3.14 - Quantificacao e cinéticas de liberacao de NO

A carga total de NO dos filmes de PVA-SNO foi quantificada por
quimiluminescéncia usando um analisador de NO (Sievers 280i Nitric Oxide
Analyzer, NOA, Boulder, Col. USA). Uma solugao de ascorbato (150 mM), pH 11
(ajustado com solugcdo 1 M de NaOH) a 40 °C, foi utilizada como agente redutor
nas medidas quantitativas de liberacdo de NO dos grupos SNO dos fiimes de
PVA-SNO, estas medidas foram realizadas seguindo o método descrito por
NAGABABU and RIFKIND [45] and YANG et al. [46]. Uma curva de calibracéo foi
obtida em triplicata com uma solugcéo padrdao de GSNO 70 uM, pela injecdo de
aliquotas de 10 a 50 pL da solugéo padrao, nas mesmas condi¢des utilizadas para

obtencgao da carga de NO por quimiluminescéncia.

Na determinacdo do perfil cinético de liberaggo de NO por
quimiluminescéncia, uma amostra do filme de PVA-SNO é imersa em solugao de
PBS a 37 °C e todo o NO presente na superficie e no bulk do filme, difunde para a
solugdo. Por meio de um fluxo constante de N, todo NO liberado em solugéo é
arrastado até uma cadmara de mistura. Nesta cadmara o NO reage com O3
produzindo “luz” (quimiluminescéncia), a intensidade luminosa é entdo medida por
um fotodetector e o sinal é registrado. Analogamente, as medidas para
determinacdo da carga de NO proveniente dos filmes de PVA-SNO por
quimiluminescéncia, seguem o mesmo procedimento descrito para determinagao

da cinética, porém neste caso a liberagcdo do NO é catalisada pela presenca de
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ions ascorbato em solugcédo. O perfil caracteristico do sinal obtido mostra um

instantdneo aumento do sinal, seguida por um decaimento rapido.

A quantidade total de NO liberado é proporcional a area do pico e o tempo

de liberacdo permite determinar a cinética de liberagdo do NO, na etapa

envolvendo ascorbato. A carga de NO é calculada por interpolagdo do valor da

area com uma curva de calibragcdo previamente obtida. Um esquema do aparato

instrumental para medidas de quimiluminescéncia € demonstrado na Figura 12.

Em ambas as medidas por quimiluminescéncia, concentragdo e cinética de

liberacao de NO, o equipamento operou com pressao de O, a 6.0 psig e pressao

deNs>a7.4Torr.

NO + 0, ——NO,* + 0, — NO, + hv 30—

20,
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Figura 12. Representacdo esquematica do aparato instrumental para medidas de

determinacéo da carga de NO e perfil cinético de liberagdo de NO, por técnica de

quimiluminescéncia.
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A carga total de NO dos fiimes de PVA-SNO também foi medida por
amperometria com um eletrodo seletivo de NO (Apollo 4000 analisador de radicais
livres, World Precision Instrument, Sarasota, FL, USA). As medidas foram
realizadas em uma solucdo desaerada contendo ions Cu(l) 3 mM, como
catalisador para liberacdo de NO dos grupos —SNO dos filmes de PVA-SNO. As
medidas foram realizadas segundo o método descrito por ZHANG [47]. Uma curva
de calibracdo foi obtida em triplicata com uma solu¢do padrédo de GSNO 70 uM,
pela injecdo de aliquotas de 10 a 50 uyL da solugdo padrdo, nas mesmas

condigdes utilizadas para obtencéo da carga de NO por amperometria.

Na determinacéo da cinética de liberacdo pela técnica amperométrica, o
filme é imerso em solugdo PBS a 37 °C, todo o NO presente na superficie e no
bulk do filme difunde para a solugdo. Um eletrodo seletivo ao o6xido nitrico
monitora em tempo real a variagdo na concentracdo de NO. Analogamente, as
medidas para determinacdo da carga de NO proveniente dos filmes de PVA-SNO
por amperometria, seguem o mesmo procedimento descrito para determinagao da
cinética, porém neste caso a liberagdo do NO é catalisada pela presenca de ions
Cu(l) em solugao. Caracteristicamente o sinal obtido € expresso na forma de um
aumento rapido da concentracdo do NO em solugdo, seguido de um pequeno
patamar (ponto de maximo) e um decaimento lento. O decaimento € resultado da
difusdo do NO para fora do sistema e do consumo do NO por O, dissolvido no

meio.

A quantificagdo da carga de NO é calculada considerando-se a altura do
pico e o valor é interpolado em uma curva de calibracdo previamente obtida, na
etapa envolvendo Cu(l). Um esquema do aparato instrumental para medidas

amperométricas € demonstrado na Figura 13.
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Figura 13. Representagcéo esquematica do aparato instrumental para medidas de
determinacédo da carga de NO e perfil cinético de liberagdo de NO, por técnica

amperomeétrica.

Tanto na técnica de medida por amperometria, quanto na técnica de medida
por quimiluminescéncia, as medidas para determinacdo da carga de NO foram

realizadas em quadriplicata e foram expressas na forma de média + DP.

3.15 - Lavagem dos filmes S-nitrosados de PVA-SH

Apds o processo de S-nitrosacédo dos filmes, cada amostra (amostras de 1
cm?) foi lavada com 20 mL de agua deionizada para retirada do excesso de acido
nitroso. A fim de verificar a eficiéncia do processo de lavagem, aliquotas de 1 mL
de agua deionizada foram utilizadas para lavagem das duas faces da amostra,
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estas aliquotas foram entdo coletadas em tubos descartaveis para centrifuga
(eppendorf) individualmente. As aliquotas coletadas da lavagem de cada amostra
foram transferidas a uma cubeta de quartzo (1 mL de volume e 1 cm de caminho
6tico) e analisadas, individualmente, em espctrofotdmetro na regido do UV-VIS.
Todas as medidas foram realizadas em ftriplicatas e foram expressas na forma de
média £ DP.

3.16 - Medidas de vasodilatagao cutanea por laser Doppler

Medidas preliminares da vasodilatacdo dérmica local, provocada por
aplicacao topica dos filmes de PVA-SNO, foram realizadas na pele do antebracgo
de dois voluntarios (aluno e orientador), o efeito vasodilatador foi determinado

através de medidas de fluxo por laser Doppler (LDF).

Todas as medidas foram realizadas em sala termostatizada a 25 °C com os
voluntarios na posicédo de supino e com o bracgo testado no nivel do coragdo. Um
equipamento de duplo canal para monitoramento de perfusdo cuténea por laser
Doppler modelo BLF21D (Transonic Systems Inc., Ilthaca, NY, USA) com diodo de
luz infravermelha (comprimento de onda 780 nm, potencial ética de saida < 2 mW)
€ uma sonda de superficie tipo D1, amostrando uma area aproximada de 1 cm?e
1 mm de profundidade no tecido, foi utilizada para registrar em tempo real a

perfusdo sanguinea.

A sonda do laser Doppler foi fixada na superficie ventral do antebrago dos
voluntarios por fita adesiva hipoalergénica grau médico. O fluxo sanguineo foi
registrado em unidades de perfusdo do tecido (TPU), que equivale a um fluxo por
massa de tecido (1 mL x 1 min™ x 100g™"). Apos registrar o estado basal do fluxo
sanguineo da pele (SBF), em um local especifico do antebrago do voluntario, uma
gota de 10 pL de agua deionizada foi aplicada, exatamente no mesmo local onde
foi medido o fluxo basal. Em seguida, um pedaco de 1 cm x 1 cm do filme de PVA-
SNO foi fixado sobre a gota de agua com fita adesiva hipoalergénica grau médico.
O filme foi mantido no local por periodos de 2, 5 e 10 min e a medida que os
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tempos estabelecidos foram atingidos, a fita era entdo gentilmente levantada e o

fluxo sanguineo era medido nos locais de aplicagao durante 15 minutos.

A gota de agua foi utilizada a fim de assegurar um meio condensado para a
difusdo do NO do material para a pele, na interface filme/pele. Somente filmes de
PVA-SNO recém S-nitrosados (durante 5, 7 e 10 min) e lavados foram usados e
um novo filme foi usado a cada nova medida, para cada variavel estudada. Todas
as medidas foram realizadas em triplicatas e foram expressas na forma de média
+ DP.

Os dados adquiridos por LDF foram expressos na forma da razdo do
aumento do fluxo sanguineo, definido como a razdo (fluxo sanguineo pés-

filme/fluxo sanguineo basal), como demonstrado na Eq. 1.

Fluxo p6s aplicacdo do filme de PVA — SNO

Fluxo basal

Razdo de fluxo =

A pressdo sanguinea de cada voluntario foi medida antes e apods a
realizacdo dos experimentos. Para esta medida foi utilizado um monitor de
pressao arterial oscilométrico automatico (Omron M7 HEM-780-E, Hoofddorp, the
Netherlands), a fim de assegurar a auséncia de efeitos sistémicos decorrentes da
aplicacao dos filmes.
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3.17 - Teste de estabilidade do filme S-nitrosado

Amostras de 1 cm? do filme de PVA-SH foram fixadas em um suporte para
filmes e imersas em solugdo nitrosante por 10 min. Apés o processo de S-
nitrosacao os filmes foram liofilizados, durante os 7 primeiros dias em recipiente
protegido da luz. Nos dias seguintes as amostras foram armazenadas em
dissecador, com silica ativada, em frasco protegido da luz e em sala
termostatizada com temperatura em 25 °C. Foram realizadas medidas por
espectrofotometria na regido UV-VIS tomando-se o valor de absorbéancia em 336
nm. Os espectros foram obtidos em variados intervalos de tempo num total de 43

dias.

4 - Resultados e discussoes

4.1 - Caracterizagao da reticulagao do poli(alcool vinilico)
com acido mercaptosuccinico

A reacédo de esterificacdo do PVA, seguido da retirada do excesso de agua,
resultou em uma solucgdo viscosa que imediatamente foi vertida sobre um molde
de acrilico, produzindo apdés 72 h em estufa, o filme de PVA-SH. O filme obtido
apresentou aparéncia translucida na regiao central, enquanto que as extremidades
do filme eram opacas (presenca de bolhas). O fiime foi facilmente retirado do
molde, apds intumescimento em &agua deionizada por ca. 10 min. Para a
confec¢cado das amostras de PVA-SH somente a area translucida do filme (regido
excluindo as extremidades) foi utilizada para as analises subseqiientes, pois esta
€ a regido que apresenta maior homogeneidade, e representa de forma mais

precisa o produto da reagéo.

A reacao de esterificagdo, do PVA com o acido AMS, esta representada na
Figura 14. O AMS é representado como uma espécie neutra no pH 0,8 do meio

reacional, pois se apresenta majoritariamente (cerca de 90 %) como uma espécie
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nao carregada em pH abaixo de 3,0 [48]. Em meio acido, pode-se assumir a
protonacéo de dois oxigénios dos dois grupos carboxilicos do AMS, o qual sofre
um ataque nucleofilico do grupo hidroxila do PVA no seu carbono parcialmente
positivo SP?. O intermediario tetraédrico sofre uma eliminagdo de agua levando a

formacgao de duas ligacdes éster, como mostrado na ultima estrutura da Figura 14.
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Figura 14. Reticulagdo do poli(alcool vinilico), PVA, por reacédo de esterificacdo

com acido mercaptosuccinico produzindo PVA sulfidrilado (PVA-SH).
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Como resultado da reacao espera-se a formacéo de ligacdes intra e inter
molecular, produzindo um PVA reticulado (PVA-SH). E importante verificar que as
ligacdes éster formadas pela reagcdo com AMS, impedem as interagbes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila remanescentes do PVA nas vizinhancgas
proximas a esta ligacao éster. Desta forma, € esperado que a reticulagao do PVA
produza um material denso, caracteristica verificada também nos fiimes de PVA
nao modificado, o que estd de acordo com a aparéncia verificada nas imagens
superficiais de MEV para os fiimes de PVA-SH e PVA ndo modificado (Figura 15 A
e C). Estas micrografias mostram que os filmes de PVA-SH apresentam uma
textura homogénea com auséncia de poros tanto na superficie quanto na matriz
(bulk) (Figura 15 C, D, E, F).

A comparagdo das imagens das fraturas, do PVA-SH e do PVA nao
modificado, permitem verificar que a matriz do PVA ndao modificado e do PVA-SH
exibem um material denso. A Figura 15 B e D permitem comparar as superficies
do filme de PVA ndo modificado e do PVA-SH, aparentemente ndo ha diferencas
expressivas entre a superficie de ambos os materiais. Em ambas as superficies é
possivel observar, uma superficie homogénea, com auséncia de meso e macro

poros na escala apresentada.
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Figura 15. Micrografias representativas obtidas por MEV de fiimes de PVA néo
modificado e PVA-SH; (A) secgdo transversal e (B) superficie, do PVA né&o
modificado; (C) e (E) seccéo transversal do filme de PVA-SH e (D) e (F) superficie

do PVA-SH, em ampliagdes diferentes.

A incorporacao do AMS foi confirmada pelo espectro de EDS (Figura 16), o

qual permitiu identificar a presenca dos atomos de enxofre e adicionalmente, os
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atomos de carbono e oxigénio do PVA-SH. E possivel notar tragos de ions sédio,

considerado contaminante da amostra devido a baixa intensidade do sinal.

O mapeamento dos atomos de enxofre por medidas de energia dispersiva
de raios-x (Figura 17 A), permitiu observar, com uma ampliagdo de 500 x, que os
grupos sulfidrila (SH) estdo homogeneamente distribuidos na superficie do filme.
Este resultado é importante, pois, demonstra que a reticulagdo do polimero ocorre
de uma forma homogénea, o que implica também, na formagédo de grupos SNO,
durante a etapa de S-nitrosagao, de forma homogénea na superficie do filme.

Figura 16. Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) da superficie
do filme de PVA-SH.
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Figura 17. (A) mapeamento por EDS correspondente aos atomos de S (B)

imagem do filme correspondente area mapeada.

4.2 - Caracterizagao por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

A reagdo de esterificacdo dos filmes de PVA, foi confirmada por
espectroscopia de infravermelho (IV), comparando-se amostras do filme de PVA
ndo modificado e do PVA-SH. A Figura 18 mostra os dois espectros obtidos, onde

1 atribuido ao modo de

observa-se, para o PVA-SH, um pico em 2561 cm
vibragédo do grupo sulfidrila. Observam-se também um intenso pico em 1717 cm'e
um largo envelope em cerca de 1300-1000 cm™', ambos caracteristicos dos modos
vibragdo de estiramentos C=0 de ésteres. O pico e a banda, atribuidos a
estiramentos caracteristicos de grupos éster, confirmam a reac¢ado de esterificacao
do material. Podemos ainda notar que estas bandas estdo ausentes no espectro
de IV do PVA nao modificado, exceto pela presen¢a de uma banda fraca em cerca
de 1700 cm™ atribuida aos grupos acetato remanescente do PVA nao modificado

[50].
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Figura 18. Espectros de FTIR para amostras de filme de PVA ndo modificado e

PVA-SH com identificacdo dos picos caracteristicos dos grupos sulfidrila e éster.

4.3 - Caracterizagao por difratometria de raios-X (DRX)

O PVA nado modificado utilizado, com massa molar nominal na faixa de
85.000-146.000 g/mol, é sabidamente um polimero semicristalino e estrutura
cristalina compreendida por repeticdbes monoméricas, contendo duas hidroxilas
arranjadas por ligacédo de hidrogénio em células monoclinicas [51]. A temperatura
de fusao, relativamente alta 220 °C do PVA ndo modificado é resultado do alto
nivel de interagdes de hidrogénio, intra e intermolecular, nas regides cristalinas. A
cristalinidade dos filmes de PVA ndo modificado & claramente caracterizada no
difratograma da Figura 19, que mostra a presenca de quatro picos, sendo que o
principal pico € na verdade um dubleto indexado como (101) em 20 = 19.4° e 20 =

20.0° que nado podem ser resolvidos neste difratograma. O segundo pico mais
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intenso pode ser indexado como (200) em 20 = 22.7°, observa-se ainda outros
dois picos, menos intensos, que podem ser indexados como (001) em 20 = 16° e
20 = 42° [51,52].

Como resultado da reacédo de esterificacdo, observa-se que o pico de
difracdo em 20 = 16° foi totalmente suprimido. Observamos também, que a
19,4° , 20,0° e 22,7 ° foram
substancialmente diminuidas nas medidas para o fiime de PVA-SH. Por outro

R

intensidade do pico e do dubleto 26

lado, ainda podemos observar a presencga do pico 26 = 42° no material reticulado,

indicando a presenca de cristalitos de PVA remanescentes no material reticulado.

Podemos notar também, que todos os picos de difracdo remanescentes no
filme de PVA-SH s&o sobrepostos por um halo amorfo aumentado. Essas
mudancas indicam que a reagao de esterificacdo leva a uma grande reducéo na
cristalinidade do PVA, o que pode ser explicado por meio da formagao das
ligacdes com éster. As ligagdes produzem pontos de ligagéo, inter e entre cadeias,
que ndo permitem a ocorréncia de interagcdes de hidrogénio entre as hidroxilas
remanescentes, nos segmentos de cadeia “vizinhos” a ligacao éster. Entretanto, é
esperado que as ligagdes com o AMS sejam formadas de forma aleatéria. Como
resultado deste fendbmeno, varios segmentos de cadeia n&o esterificados estéo
presentes no PVA-SH, estes segmentos possuem um grande numero de grupos
hidroxila (OH) que podem se associar por ligacdo de hidrogénio intra e
intermolecular, formando cristalitos de PVA n&o modificado Figura 20. Estes
cristalitos sédo, provavelmente, os responsaveis pelo dubleto e o pico de baixa
intensidade em 20 = 19,4° | 20° e 22,7° e pelo pico remanescente em 20 =

42°observados na Figura 19.
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Figura 19. Difratogramas de raios-X para amostras dos filmes de PVA néo
modificado e PVA-SH, com indicagéo dos picos cristalinos caracteristicos do PVA
ndo modificado.
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Figura 20. Representacdo esquematica do PVA-SH mostrando as fases, amorfa e

cristalina, presentes no material reticulado.

4.4 — Analises térmicas por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA)

Analises de TGA mostram que os filmes de PVA ndo modificado e PVA-SH
sdo termicamente estaveis até 230 °C, esta informacdo fornece o parédmetro de
temperatura onde os dois materiais iniciam processos de degradacéo térmica
(Figura 21).
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Figura 21. Termogramas de TGA para analise dos fiimes de PVA ndao modificado
e PVA-SH.

Anadlises de DSC confirmaram o decréscimo substancial da cristalinidade no
material reticulado. O perfil cristalino que apresenta o PVA ndo modificado,
demonstrado na Figura 19, é resultado da formacé&o de cristalitos por interacéo de
hidrogénio entre as hidroxilas do polialcool, como descrito anteriormente. A
presenca dos cristalitos, no PVA ndao modificado, esta evidenciada no pico de
fusdo, com minimo em 220 °C, observado no termograma de aquecimento do
filme de PVA nédo modificado (Figura 22), este pico é resultado do fenébmeno de
fusdo destes cristalitos. Entretanto, o perfil térmico do filme de PVA-SH mostra a
completa auséncia destes processos de fusdo na faixa entre 0-230 °C,
confirmando o decréscimo substancial da porcéo cristalina no PVA-SH. Além

disso, a transicao vitrea (Tg) do PVA nao modificado pode ser vista claramente em
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73°C, nesta faixa de temperatura para o filme de PVA-SH a Tg sofre um
decréscimo para uma temperatura ca. 45°C e verifica-se também um alargamento

do processo de trasnsicdo, comportamento caracteristico de materiais que sofrem

reticulacéo.
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Figura 22. Curvas de DSC do processo de aquecimento para amostras dos filmes
de PVA ndo modificado e PVA-SH.

4.5 - Teste de dissolugao do filme de PVA reticulado (PVA-
SH)
Como resultado dos testes de solubilidade, observa-se que o PVA nao

modificado inicia processos de solubilizagdo ap6s ca. de 50 s e se dissolve

completamente ap6s 10 min em agua deionizada a 100 °C. Porém, os filmes de
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PVA-SH ndo mostram nenhuma solubilizagdo ou desintegragdo mesmo apés 1 h
nas mesmas condi¢cdes, apresentando apenas o intumescimento do filme. Apos a
secagem total do filme de PVA-SH verificou-se ainda, que nenhuma perda de
massa significativa foi detectada, mesmo apds 1 h do teste de solubilizagéo. Isto
evidencia que o grau de reticulacéo € suficiente para tornar o filme insoluvel, esta
caracteristica representa uma importante modificacdo do PVA para aplicagdo em
dispositivos biomédicos. Pois, espera-se que o dispositivo, ao desempenhar sua
funcdo como biomaterial, permaneca integro, mantendo suas caracteristicas,

inclusive a sua estrutura.

As Figura 23 e Figura 24 mostram de forma representativa o teste de
dissolugdo de amostras de PVA ndo modificado e PVA-SH em agua deionizada a
100 °C. Nestas imagens os filmes de PVA ndo modificado e PVA-SH foram
tingidos com corante vermelho, insolivel em agua, a fim de fornecer um melhor
contraste entre o filme e a agua, facilitando assim a observacéo do fenébmeno de
dissolugédo. Pode-se notar também que o corante adere de forma muito mais
efetiva nos fiimes de PVA-SH se comparado com os filmes de PVA néo
modificado, este fendmeno é resultado da interacdo do corante hidrofébico com a
superficie dos filmes. A superficie do PVA-SH é mais hidrofébica devido ao

consumo dos grupos —OH desta forma a sua adsorcéo é facilitada neste filme.
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Figura 23. Mosaico de imagens do teste de dissolu¢gdo do PVA ndo modificado e
do PVA-SH em agua a 100 °C durante 1 h.
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Figura 24. Ampliacédo do mosaico de imagens do teste de dissolu¢cdo do PVA néo

modificado e do PVA-SH em agua a 100 °C durante 1 h.
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4.6 — Medida do grau de intumescimento para o PVA-SH

Outra caracteristica importante, em materiais para aplica¢des biologicas, é a
capacidade deste material em absorver agua. Esta caracteristica & analisada em
termos do grau de intumescimento. Esta medida é geralmente expressa na forma
de quantidade de agua absorvida em relacdo a massa inicial do material. A fim de
determinar o grau de intumescimento do PVA-SH foram realizadas medidas em
agua e complementarmente em tampao PBS, que fornece uma estimativa do
comportamento do material em meio analogo ao fisioldégico. Estas medidas
demonstraram que o PVA-SH preserva sua hidrofilicidade e um grau de
intumescimento de mais de 80 %, em ambos os meios (Figura 25). Este fator é
extremamente importante e permite boa integragcdo tecidual, no caso de
dispositivos de uso médico [28]. Materiais com capacidade de absorc¢ao de fluidos

podem ser aplicados no recobrimento de les6es exsudativas.

E possivel notar que o filme de PVA-SH atinge o equilibrio apés 10 min,
absorvendo cerca de 120 % de sua massa em agua. Este comportamento
demonstra uma rapida difusdo da agua para a matriz (bulk) do filme de PVA-SH,
indicando que parte da hidrofilicidade do PVA & preservada, apesar do decréscimo
da molhabilidade inicial que é vista no PVA ndo modificado (Figura 25). O filme
apresenta um perfil de intumescimento diferente em meio de tampao PBS, como
demonstrado na Figura 25. Nestas condi¢cdes o filme atinge o equilibrio apds 10
min absorvendo cerca de 80 % de sua massa em solugao de PBS.
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Figura 25. Perfis de aumento de massa (%) para amostras do filme de PVA-SH

devido a absorgéo de agua e tampéao PBS apds 30 min, a temperatura de 37° C.

O PVA-SH é um hidrogel neutro, reticulado e n&o apresenta poros, como
demonstrado anteriormente (Figura 15). O modelo de intumescimento para
materiais que exibem essas caracteristicas foi amplamente descrito por FLORY
[53], PEPPAS et al. [54] e GANJI et al. [55] e pode ser explicado pela difusdo das
moléculas de agua através dos espacgos vazios entre cadeias do polimero. A
entrada das moléculas de agua provoca uma expansao dos espagos vazios entre
as cadeias poliméricas (intumescimento), porém, ao intumescer as cadeias
exercem uma for¢ca que se opbe a esta expansdo (expansédo elastica retrativa),
isto ocorre devido as restricbes impostas pela reticulacéo. Este fendmeno tende a
um equilibrio, entre a expansdo e a restricdo imposta pela cadeia a entrada de
agua devido a pressao osmotica. O maximo de intumescimento € atingido quando

o equilibrio estes dois fenbmenos é estabelecido [56].
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A diferengca observada entre o intumescimento em agua e em solugdo de
PBS pode ser explicada pelo aumento da forga i6nica na solugdo de PBS. Como
resultado da presenca de ions em solugao, as moléculas de agua estdo dispostas
em camadas de solvatagcdo ao redor dos ions, desta forma o raio dos ions
hidratados pode assumir dimensdes da ordem dos volumes livres entre as cadeias
poliméricas dificultando a sua difusao para o interior do polimero. Entretanto, parte
das moléculas de agua esta livre para penetrar nestes volumes livres da cadeia
polimérica, desta forma, é estabelecido um gradiente de concentragdo dentro e
fora da estrutura polimérica [57-59]. Este fenbmeno pode explicar a diferenca de
absorcao de agua nos filmes de PVA-SH, em meio de agua deionizada e em meio
contendo de ions (PBS). Neste segundo caso a diferengca de pressdo osmobtica,
dentro e fora da estrutura polimérica, resulta na difusdo de menor quantidade de
agua para o interior do polimero, a fim de manter o equilibrio das pressdes
osmoticas, da agua, dentro e fora do material (Figura 26), este comportamento ja
foi descrito por GEISE et al. [57] em outros meios ibnicos analogos aos deste

trabalho.
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Figura 26. Representacdo esquematica do intumescimento em meio de agua

deionizada e em meio de tampao PBS.
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4.7 — Medidas de angulo de contato

A molhabilidade dos fiimes de PVA-SH foi confirmada por medidas de
angulo de contato, estas medidas estao representadas na imagem da Figura 27.
Esta imagem mostra que o angulo de contato da agua decresce de um valor inicial
médio de 75° para 60°, devido a um intumescimento local, apdés 9 minutos sem
nenhuma evidéncia de solubilizacdo para o PVA-SH. O decréscimo do angulo de
contato é resultado da absor¢cdo de agua pelo filme. O fiime de PVA nao
modificado mostra um menor angulo de contato inicial médio (40°), devido ao
maior niumero de hidroxilas disponiveis na superficie do filme resultando em uma
superficie mais hidrofilica. Este filme, entretanto, sofre deformacéo ao longo do
tempo, devido a grande capacidade de absor¢do de agua, sendo impossivel
determinar seu angulo de contato apds 4 min, como pode ser observado na Figura
27.

Podemos ainda perceber uma notavel diferenca entre o angulo de contato
inicial médio do PVA ndo modificado (40°) e o angulo inicial médio do PVA-SH
(75°). O aumento do angulo de contato para o fiime de PVA-SH é consequéncia
do consumo de hidroxilas do PVA pela reacéo de esterificagdo, como resultado, o

PVA-SH apresenta uma menor hidrofilicidade em comparagcéo com o PVA.

PVA-SH

Figura 27. Variagdo do angulo de contato devido a absor¢do de agua para

amostras de PVA nao modificado e PVA-SH apés 9 min.
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Um ensaio comparativo foi realizado e demonstrou a diferenga na
hidrofilicidade das superficies do PVA, PVA-SH em comparagdo com uma
superficie de vidro, que exibe alta hidrofilicidade e uma superficie de Teflon®
(PTFE), que €& sabidamente hidrofébica. Os valores de angulo de contato
comparativo entre as superficies estdo demonstrados na Figura 28. Podemos
notar que a hidrofilicidade do PVA-SH em comparag¢ao ao PVA nao modificado é
reduzida. Porém, o filme de PVA-SH apresenta ainda um carater hidrofilico,
quando comparado a um material hidrofébico como o Teflon®. Esta hidrofilicidade
€ resultado da interagdo dos grupos hidroxila remanescentes (n&o esterificados)

presentes no PVA-SH.

120

[e}]
o
]

Angulo de contato (graus)

Vidro PVA PVA-SH PTFE

Figura 28. Analise dos angulos de contato da superficie de amostras dos filmes
de PVA e PVA-SH em comparag¢ao com vidro e Teflon® (PTFE).
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4.8 - Quantificagao de grupos sulfidrila pelo método de

Ellman

O método de quantificagdo de sulfidrilas (SH) proposto por Ellman permitiu
determinar a concentragdo de grupos SH, por meio da reagcdao com DTNB. Esta
reacao resultou na formagéo de uma ligagéo S-S entre um grupo R-SH e o DTNB.
A reacdo também produziu o 5-tiol-(acido nitrobenzoico), (TNB), que foi
quantificado por sua banda de absorg¢do caracteristica em 412 nm [60,61]. Esta

reacédo & demonstrada na Figura 29.

R—S—H
0N S—S NO, —
CHOO — COOH
O,N S—S—R  + HS NO,
CHOO COOH

TNB

Figura 29. Representacdo da reacdao do DTNB com uma espécie R-sulfidrila

produzindo o TNB.

Foram realizadas medidas espectrofotométricas tomando-se os valores de
absorbancia em 412 nm, pico caracteristico de absor¢cdo do TNB. A concentracéo
molar do TNB corresponde diretamente a concentragéo de sulfidrilas presentes no
filme de PVA-SH. Os valores obtidos foram interpolados em uma curva de
calibragdo previamente obtida com uma solucdo de GSH (Figura 30). A
concentracdo média de grupos SH presentes nas amostras de fiime de PVA-SH

determinada foi de 10,8 + 2,9 nmol de sulfidrila por mg de filme. A fim de garantir
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que todos os grupos R-SH fossem dimerizados, o DTNB foi colocado em excesso,
assim nos espectro para determinagédo da concentragdo de SH foram observados
dois picos sobrepostos, um referente ao TNB formado pela dimerizagcdo em 412 e

outro pico referente ao excesso de DTNB (340 nm) em solucéo Figura 31.

0,8
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.

Absorbancia em 412 nm

0,0 T T T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

[SH] (mmol)

Figura 30. Curva de calibragdo obtida por medidas espectrofotométrica para uma
solugcdo de GSH de concentragcédo conhecida, para determinagdo da concentragéo

de grupos SH pelo método de Eliman.
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Figura 31. Espectro de absor¢cdo na regido do UV-VIS representativo para
amostras do filme de PVA-SH para quantificagcdo de grupos SH pelo método de

Ellman.

Por meio da concentracéo determinada para os grupos sulfidrila &€ possivel
estimar o numero de grupos OH consumidos por unidade de massa de PVA,
sendo que para cada grupo SH ligado a cadeia ocorre concomitantemente o
consumo de um par de hidroxilas, assim ca. 21,6 nmol de OH por mg de filme é

consumido na reacéao de esterificagcdo do PVA.
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4.9 - Confirmacgao da reagao de S-nitrosacao por
espectroscopia UV-vis

A reacédo de S-nitrosacédo através da imersdo dos filmes de PVA-SH em
solugédo de acido nitroso produz um filme S-nitrosado de PVA (PVA-SNO). Este
processo pode ser acompanhado visualmente pelo desenvolvimento de uma
coloragdo alaranjada no filme. Este fenébmeno é caracteristico da transi¢ao
eletrénica do tipo N-11 do grupo SNO em 545 nm (Figura 32). A reacdo de S-
nitrosacdo é demonstrada na Figura 33, considerando-se uma S-nitrosacéo
quantitativa onde o unico subproduto da reagdo é agua e PVA-SNO. A intensa
banda UV-VIS em 336 nm no espectro do filme de PVA-SNO (Figura 32) também
corresponde caracteristicamente ao grupo SNO [11,29], confirmando assim, a

ligacdo S-NO nos filmes S-nitrosados.

1,5 ﬁ?
| PVA-SNO
;‘E 1,0 -+ ﬁ
: PVA-SH

300 400 500 600 700
Comprimento de onda {(nm)

Figura 32. Espectros UV-VIS de amostras de filmes de PVA ndo modificado e

PVA-SH correspondentes as imagens no inserto da figura.
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Figura 33. Representacdo da reacao de S-nitrosacdo do PVA-SH na presencga de

acido nitroso.

4.10 — Cinética da reagao de S-nitrosacao

Com a finalidade de analisar a extensdo da reacdo de S-nitrosagao, foi
realizado o acompanhamento da banda mais intensa, caracteristica da ligagao S-
NO (336 nm), ao longo de 60 min, porém apo6s 10 minutos é atingido o equilibrio
da reacdo de S-nitrosagao e o sinal se mantém constante até 60 min. Por isso a
curva da Figura 34 mostra apenas o periodo entre 0 e 12 min da reagdo de S-
nitrosacdo. As amostras dos filmes de PVA-SH mostraram um aumento
exponencial da concentragdo de NO, atingindo uma extensédo de S-nitrosacéo de
100 % em um tempo médio de 10 min. Este fenbmeno esta representado na
Figura 34, que demonstra o aumento da concentragcdo de grupos S-NO ao longo
do tempo de S-nitrosagao. Este resultado permite ainda, estabelecer uma relagéo
entre o tempo de S-nitrosacao e a carga de NO que se deseja obter, por massa de
filme. Este resultado, juntamente com o tempo de aplicagdo, permite modular a

dose de NO que sera liberado topicamente na aplicagcéo do filme.
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Figura 34. (A) Curva representativa da extensao de S-nitrosacdo em funcéo do
tempo, para amostras do filme de PVA-SH; (B) Acompanhamento espectral, do
aumento da concentragao de grupos S-NO em fungado do tempo de S-nitrosacgao,

por meio da banda caracteristica em 336 nm.
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A literatura relata que S-nitrosotiois primarios sofrem decomposi¢ao térmica
esponténea, liberando NO, através da quebra homolitica da ligagdo S-N com a
formagdo concomitante de pontes de enxofre (S-S) [14,18]. Esta reacéao,
representada na Figura 35, promove uma segunda etapa de reticulacdo ao
material por meio de formacéo das ligagbes S-S, tornando assim o material (PVA)

ainda mais insoluvel, como proposto inicialmente por este trabalho.

PVA-SNO
n
n S 0
O‘/
@)
g B 0
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OH n

O PVAS-S-PVA

+ 2 NO-

n

Figura 35. Decomposi¢cao térmica espontdnea do fiime de PVA-SNO com a
formacgao da ligagcédo S-S e liberagdo do NO.
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4.11 - Calculo da carga de NO por amperometria e por
quimiluminescéncia.

A cinética e a carga de NO, proveniente do filme de PVA-SNO, foram
medidas pelas técnicas de amperometria e quimiluminescéncia. As medidas por
estas duas técnicas, permitiram quantificar uma carga de NO de 6,2 + 1,3 nmol
por mg de filme pela técnica de quimiluminescéncia e 5,8 + 1,2 nmol por mg de
filme pela técnica amperométrica. Estes valores sédo estatisticamente iguais e
permitem verificar a consisténcia do teor de NO por meio das duas técnicas. Estes
valores ainda permitem verificar que a concentracédo de grupos NO é diferente da
concentragédo de grupos SH determinado previamente pelo método proposto por
ELLmAN [60] (10,8 + 2,8) e que esta demonstrado na Figura 36. Esta diferenca
ocorre provavelmente pelo consumo dos grupos SH por reacdo de oxidagao
formando grupos sulfato e sulfito que ndo sofrem a reacédo de S-nitrosagao, desta
forma somente ca. 60% dos grupos SH iniciais sdo convertidos a grupos SNO.

* Método de Ellman
** Quimiluminescéncia

*** Amperometria

Figura 36. Grafico comparativo entre a concentragcdo de grupos SH presentes no
filme de PVA-SH, determinado pelo método proposto por Ellman (barra vermelha)
e a concentracao de grupos NO presente no filme de PVA-SNO, determinado por

técnica de quimiluminescéncia (barra laranja) e amperometria (barra roxa).
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Os valores de carga de NO, proveniente dos filmes de PVA-SNO
quantificados por ambas as técnicas, foram obtidos por interpolacédo dos valores
correspondente as amostras, com curvas de calibragao obtidas previamente com

solugéo padrao de GSNO.

A Figura 37 mostra uma curva representativa do sinal obtido pela injecao da
solugdo padrdao de GSNO para obtencdo de uma curva de calibragao Figura 37 (A)
e a medida de uma amostra do filme de PVA-SNO Figura 37 (C), por
amperometria. Este sinal pode ser quantificado em funcdo da altura do pico,
fornecendo assim, uma correlagdo entre a altura de pico e concentracédo de NO.
Desta forma, € possivel medir a altura de pico, sinal produzido pelo filme de PVA-

SNO, e determinar a concentragédo de NO liberado.

De forma analoga, a Figura 38 também mostra uma curva representativa do
sinal obtido pela injecdo da solugéo padrédo de GSNO para obtengcdo de uma curva
de calibragdo Figura 38 (A) e a medida de uma amostra do filme de PVA-SNO
Figura 38 (C), por quimiluminescéncia. Este sinal pode ser quantificado em funcéo
da area do pico, fornecendo assim, uma correlacdo entre a area de pico e a
concentragdo de NO. Desta forma é possivel medir a area pico proveniente do
sinal produzido pelo filme de PVA-SNO e determinar a concentracdo de NO

liberado.

Em meios onde nenhum agente redutor estd presente, o NO é liberado
espontaneamente pela quebra da ligacdo S-NO dos filmes de PVA-SNO. Nesta
condicédo a liberagédo de NO ocorre, inicialmente na interface filme/solugédo (NO
superficial) e se difunde rapidamente para a solucdo, este efeito pode ser
observado no burst de liberagdo de NO apds o contato com do material com a
solucéo de PBS (Figura 39). Porém, uma parcela do NO liberado € proveniente da
matriz (bulk) do material, este NO deve se difundir por todo o ambiente polimérico
durante o processo de absorgéo de solugéo e por isso leva a uma liberagdo mais
lenta do NO proveniente da matriz (bulk).
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Figura 37. (A) perfil da medida de NO em solug&o padrao de GSNO 70 pyM (10-50
ML) obtido por técnica amperométrica; (B) curva de calibragdo obtida por medidas
em triplicata pela técnica amperomértica; (C) perfil representativo de liberagdo de
NO na presenca de catalisador, obtido por medida amperometrica em solucéo de
Cu(l).
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Quimiluminescéncia
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Figura 38. (A) perfil representativo da resposta amperométrica frente a dosagem
de NO em solugéo padrao de GSNO 70 pM (10-50 pL) obtido por técnica de
quimiluminescéncia; (B) curva de calibragdo obtida por meio de medidas em
triplicata pela técnica de quimiluminescéncia; (C) perfil representativo de liberacao

de NO medido por quimiluminescéncia em solugéo de ascorbato, pH 11.
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Estes dois fendbmenos sdo mostrados na Figura 39, onde podemos observar
as curvas de liberacdo obtidas pelas técnicas de quimiluminescéncia e
amperometria. Na medida feita por quimiluminescéncia o NO é constantemente
arrastado para o detector por um fluxo de N, impedindo o acumulo de NO liberado
na solucdo de PBS. Neste perfil de liberagdo observa-se um burst inicial em ca. 3
min, seguido por um decaimento que se estende até 40 min. Analogamente, nas
medidas por amperometria observa-se um burst inicial também em ca. 3 min,
porém, neste caso ndo ha um fluxo de N, arrastando o NO, o que resulta em um
acumulo continuo de NO. Apéds os 3 min iniciais, ocorre aumento da concentragao
de NO a uma taxa menor, este efeito se estende até ca. de 20 min (liberacao total
da carga de NO), esta secdo, da curva amperométrica, € equivalente ao
decaimento visto na curva obtida pelo método de quimiluminescéncia (Figura 39),
sendo que este sinal se extingue apés 40 min. A secéo final da curva obtida por
amperometria (apdés 20 min) reflete o consumo do NO pela presenga de O
dissolvido na solugao de PBS, sendo este sinal totalmente extinto apos 130 min.

Para uma amostra particular, cuja liberacdo de NO esta representada pela
curva obtida por quimiluminescéncia na Figura 39, a carga de NO calculada foi de
7,5 nM por mg de filme. A taxa de liberagdo de NO para esta amostra esta
representada pela linha azul na Figura 39, onde se observa a liberagao total apos
20 min.
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Figura 39. Curva cinética de liberacdo de NO em amostra de filme de poli(alcool
vinilico) S-nitrosado (PVA-SNO) ap6s imersdo em solugédo PBS pH 7.4 a 37 °C,
medidas por amperometria (linha preta) e quimiluminescéncia (linha vermelha), e
curva de taxa de liberacdo de NO em tempo real (linha azul) do perfil obtido por

técnica quimiluminescéncia.

4.12 - Lavagem dos fimes S-nitrosados de PVA-SH

Como forma de testar a eficiéncia do processo de lavagem dos filmes, apos
a etapa de S-nitrosacdo, amostras da agua de lavagem dos filmes foram
analisadas por espectroscopia UV-VIS. Esta analise permite afirmar que todo
acido nitroso (HONO) é removido das amostras de filme apdés a etapa de S-
nitrosacao. Permite também afirmar que o efeito observado na aplicagéo topica do

material se deve exclusivamente a liberacdo do NO proveniente do filme.

O éacido nitroso tem banda de absorcdo caracteristica que se apresenta
como uma larga banda com resolucéo vibracional (5 picos). O acompanhamento

do pico em 370 nm permite verificar que apés lavar o filme (1 cm? de area) com 5
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mL de agua deionizada (em aliquotas sucessivas de 1 mL), é suficiente para
remover a maior parte do HONO sendo apenas observado um pequeno sinal,

relativo a tragcos do HONO remanescentes, apds a lavagem dos filmes.

Os filmes produzidos e S-nitrosados, apds a etapa de S-nitrosacdo, sé&o
lavados com 20 mL de agua deionizada para cada cm? de filme (10 mL por face de
filme) antes dos testes de aplicacdo sobre a pele. Este resultado permite verificar
que 20 mL de agua deionizada por cm? de filme, equivalem a quatro vezes o
volume minimo necessario para remover de forma eficiente o HONO das
amostras. Este resultado confirmou que todo efeito decorrente da aplicacéo topica
do filme, é resultado da difusdo do NO liberado, exclusivamente, pelo fiime de
PVA-SNO. Os espectros caracteristicos e a curva do decaimento da concentracéo

de HONO est&o expressos na Figura 40.
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Figura 40. (A) Acompanhamento espectral, em 370 nm, do decaimento da
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processo de lavagem dos filmes.
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4.13 - Fluxometria por laser Doppler (LDF)

A medida de fluxometria por laser Doppler se baseia na emissao de um feixe
de laser que incide sobre a pele por meio de uma fibra ética da sonda de medida.
Este feixe, penetra até 1 mm na camada mais superficial da pele e atinge os
microvasos subcutdneos. As células vermelhas do sangue (eritrocitos), ao se
movimentarem, com o fluxo sanguineo, modificam o comprimento de onda do
feixe ao refleti-lo (efeito Doppler). O feixe refletido é espalhado pelas estruturas
internas da pele (Figura 41), sendo que uma parte deste feixe € entdo espalhado
em direcdo a superficie da pele. Este feixe que chega a superficie da pele é
captado por uma segunda fibra o6tica na sonda e em funcédo da variacdo do
comprimento de onda do laser, &€ possivel determinar uma variacdo no fluxo
sanguineo. A Figura 41 ilustra de forma esquematica a medida por fluxometria por

laser Doppler.

Fluxémetro Fibra dtica emissora Fibra ética coletora
por laser (luz visivel) da luz espalhada
Doppler pelo tecido

o Glandula

Por ;
i Corpusculo Pé
? elo
sudoriparo e Micarar

Camada cornea

Epiderme | (queratinizada)
Terminagao
nervosalivre
Derme—{ H88 ' Wy W | o Y'¥ Glandula
| gl - = sudoripara
Muasculo eretor
do pélo
Hipoderme

Tecido subcutaneo
{adiposa)

Veia Foliculo piloso

Figura 41. llustracdo esquematica da medida de fluxometria por laser Doppler
(Imagem adaptada de http://www.betaneamartins.com.br/procedures-
view/estrutura-da-pele/).
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A técnica de medida, por fluxometria por laser Doppler (LDF) é uma técnica
bem estabelecida e ndo invasiva para medidas da microcirculagao [16,24,62].
Neste trabalho a técnica permitiu uma estimativa no quadro de aumento do fluxo
sanguineo, associado a um eritema local de 1 cm x 1 cm, produzido pela

aplicacao tépica do filme de PVA-SNO.

Para as medidas com os filmes de PVA-SNO, as sondas foram fixadas
exatamente no local de aplicagao dos filmes e estes foram aplicados no antebracgo
dos voluntarios e retirados apds o tempo pré-estabelecido. As amostras de filme e
as sondas foram fixadas com fita adesiva hipoalergénica grau médico, garantindo
assim um efeito exclusivamente ligado a liberagdo local de NO proveniente do
filme. A Figura 42 ilustra as sondas fixadas na parte ventral do antebrago de um
voluntario. As imagens da Figura 42 imagens s&o ilustrativas, porém para a
medida da razdo de aumento, inicialmente fixou-se uma sonda no brago e depois
de medido o fluxo basal, a sonda foi retirada e o filme foi aplicado pelo periodo
determinado. Em seguida, o filme foi retirado e a sonda reposicionada exatamente

no local de aplicagao do filme, mediu-se entdo novamente o fluxo sanguineo.

Figura 42. Imagem ilustrativa da fixacdo das sondas para obtencao de dados pela

técnica de LDF obtida no laboratério onde foi desenvolvido o trabalho da tese.
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Nas medidas de LDF somente um volume local de aproximadamente 1 cm?
e uma profundidade de 1 mm dentro do tecido é amostrado, isto €, a medida do
efeito é restrita a area visual do eritema, o qual tem a mesma area do filme
aplicado (Inserto da Figura 43). Verificou-se que o eritema desaparece apés a
remocao do filme, em intervalos de tempo que variam de 10 min até algumas
horas, dependendo do tempo de contato anterior, da pele com o filme e do tempo
de S-nitrosacdo. A Figura 43 mostra a relacdo entre o aumento do fluxo
sanguineo, em funcao da aplicacao tdpica do filme sobre a pele do antebrago dos
voluntarios. Estes sdo resultados preliminares e outros voluntarios ndo foram

recrutados para este estudo.

Estudos anteriores, realizados no grupo onde esta inserido este trabalho,
envolvendo a aplicagcdo topica de géis liberadores de NO no antebraco de
voluntarios, foram aprovados por um comité de ética local da Universidade
Estadual de Campinas. Neste estudo anterior, os testes com materiais levaram a
aumentos no fluxo sanguineo da ordem de 2 a 4 vezes, em relagdo ao nivel basal
nos respectivos locais de aplicagao, sendo que o fluxo retornava ao estado basal

ap6s 10 min de aplicagédo do gel [16,24].

Neste presente estudo uma dose-resposta, quase linear para a razdo do
aumento do fluxo sanguineo, foi obtida com a aplicacéo dos filmes de PVA-SNO
nitrosados por imersédo em solugdo de &cido nitroso por periodos de 5,7 e 10
minutos. O aumento do fluxo sanguineo verificado, é similar apés tempos de
aplicacdo de 2 e 5 min, levando a um aumento de 2 a 4,5 vezes maior que o nivel
basal. Niveis mais altos de fluxo sanguineo sdo observados ap6s a aplicagao por
10 min, levando a um aumento da ordem de 3,5 a 5,5 vezes maior que o nivel

basal, como mostrado na Figura 43.
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Figura 43. Tempos e doses-respostas de aplicagdes topicas de filmes de PVA-
SNO liberador de oxido nitrico sobre tecido do antebrago de voluntarios. As
curvas mostram a razdo de aumento de fluxo sanguineo na regido exposta ao
filme de PVA-SNO aumentando a carga com o tempo de S-nitrosacédo (5,7 e 10
min) aplicados durante 2,5 e 10 min. As imagens nos insertos mostram a
aplicacao do filme sobre o antebrago do autor antes da aplicagao do filme e apds a

aplicacao por 10 min, que provoca uma resposta hiperémica (vermelhid&o) local.

Estes resultados mostram que o efeito de liberagdo local de NO para a
vasodilatacdo dérmica pode ser modulado pelo aumento no tempo de S-
nitrosagdo, o qual leva a maiores concentracdes de NO, limitado apenas pelo
numero de grupos SH disponiveis para ser S-nitrosado. Os resultados mostram

também que os filmes de PVA-SNO podem ser aplicados topicamente
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promovendo uma rapida, e duradoura vasodilatacdo dérmica. Testes adicionais
demonstram também que o efeito vasodilatador se mantém por pelo menos 4 h se
o filme for mantido no local de aplicacéo e que seu efeito cessa em menos de 10

min apos a retirada do filme.

Assim, podemos afirmar que este material apresenta grande potencial para
o tratamento de doengas microvasculares dérmicas tais como, as associadas a

sindrome de Raynaud e angiopatias decorrentes da diabetes.

4.14 - Teste de estabilidade do filme S-nitrosado

Medidas de absorbancia em 336 nm, banda caracteristica da ligacédo (S-
NO), demonstram um decaimento da concentracdo de NO para os fiimes de PVA-
SNO ao longo do tempo (Figura 44). A metade da carga inicial de NO (t12) é
atingida entre o dia 26 e o dia 34, nota-se também que o decaimento da carga de
NO apés 34 dias se mantém praticamente inalterada até o 43° dia de medida. Isto
permite dizer que os filmes de PVA-SNO, quando armazenados em embalagens
hermeticamente fechadas, livre de umidade e com involucro que os proteja da luz
(metalizado) a temperatura de 25 °C preserva, ao menos, uma concentragio ca.
50 % da carga inicial do filme de PVA-SNO (linha tracejada).

68



Carga de NO disponivel (%)

1 00 - [} 14 —— PVA-SH sem nitro
, —— PVA-SNO dia 1
| —— PVA-SNO dia 2
—— PVA-SNO dia 3
1,21 —— PVA-SNO dia 4
90 - n ® PVA-SNO dia 7
3 —— PVA-SNO dia 12
1 T 19 —— PVA-SNO dia 19
s PVA-SNO dia 26
80 - ] ® —— PVA-SNO dia 34
o —— PVA-SNO dia 43
4 0,8 1
|
70 -
= 0,6
i T % T 2 T L T i T * T )
60 ™ 300 325 350 375 400 425 450
™ Comprimento de onda (nm)
]
B0 A - — o ol
i | |
40 | - | - | y | T -
0 10 20 30 40 50
Tempo (dia)

Figura 44. Perfil caracteristico do decaimento da concentragédo de NO em filmes

de PVA-SNO ao longo do tempo. Inserto: espectros de absor¢ao na regido UV-VIS

com pico em 336 nm, demonstrando o decaimento da concentracdao de NO. A

linha tracejada representa 50% da carga inicial de NO.

69



5 — Conclusoes

A modificagdo do poli(alcool vinilico), PVA, pela sua reticulagdo quimica
através da esterificacdo com o acido mercaptosuccinico produziu um

material reticulado e insoluvel em meio aquoso.

Esta reticulagdo suprime a cristalizacdo do PVA, levando a um material sem

poros, com uma distribuicdo homogénea de grupos sulfidrila (-SH).

Os grupos hidroxila remanescentes na rede de PVA-SH conferiram uma
hidrofilicidade parcial ao material, associada a um grau de intumescimento

de 80 a 120 % em meio aquoso.

A S-nitrosacdo dos filmes de PVA-SH levou a sua funcionalizagdo com
grupos S-nitrosotidis (PVA-SNO) capazes de liberar NO espontaneamente

apo6s imersdo em meio fisioldgico.

A aplicacdo topica dos filmes de PVA-SNO hidratados sobre a pele
saudavel, levou a um aumento dependente da dose e do tempo de mais de 5
vezes no fluxo sanguineo basal em menos de 10 min de aplicagdo com uma

acao prolongada de mais de 4 h durante a aplicagcéo continua.

Estes resultados mostram que os filmes de PVA-SNO podem representar
uma alternativa no desenvolvimento de novos biomateriais e tem potencial

para o tratamento toépico de desordens microvasculares da pele.
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6 — Sugestoes para trabalhos futuros

e Realizag&o de ensaios mecénicos para verificar a resisténcia do

material.

e Investigar se é possivel aumentar o grau de reticulagéo e a

concentragdo de grupos SH disponiveis para S-nitrosacao.

e Desenvolver estratégias para evitar o consumo de grupos sulfidrila

por oxidacgao.

e Investigar qual o efeito da reagao de S-nitrosagéo por outras vias,

como a via por nitrosagao gasosa.
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