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RESUMO
REVESTIMENTO DE STENTS COM FILMES DE POLI (ALCOOL
VINILICO) ELUIDORES DE S-NITROSOGLUTATIONA

Palavras chave: Stents, reestenose, poli(alcool vinilico), NO.

Stents sdo malhas metélicas expansiveis usadas em procedimentos de
angioplastia, para a desobstrucado das artérias coronarias. Atualmente ha um grande
interesse na obtencdo de stents revestidos com matrizes poliméricas eluidoras de
drogas que impegam a reoclusao da artéria (reestenose). S-nitrosotidis doadores de
oxido nitrico (NO) como a S-nitrosoglutationa (GSNO) possuem potencial para a
inibicdo da reestenose. Neste trabalho, placas metélicas e stents foram revestidos com
filmes de PVA contendo GSNO (107 umol/g) através da imersdo em solucoes de
PVA/GSNO com concentracées de PVA de 0,5 a 10,0% m/v. Filmes de PVA/GSNO
foram submetidos a ciclos de congelamento/descongelamento (C/D), e analisados em
relacdo ao seu grau de cristalinidade, dissolucdo, intumescimento, morfologia e
propriedades de difusédo e eluicdo da GSNO. Analises por DSC e difragdo de raios X,
mostraram que o grau de cristalinidade do PVA aumenta com o ndmero de ciclos de
C/D, e com a secagem por sublimacao do filme congelado. O aumento da cristalinidade
se reflete em uma diminui¢cdo da velocidade de eluicdo da GSNO para a fase aquosa e
da velocidade de dissolugao e grau de intumecimento da matriz. Os coeficientes de
difusdo (D) da GSNO através de filmes de PVA foram medidos utilizando-se uma cela
tipo Franz com monitoramento espectrofotométrico. Verificou-se que os valores de D
sdo menores nos filmes secos por sublimacdo e submetidos a um ciclo de C/D. Este
resultado foi atribuido ao aumento da densificacdo da fase amorfa, obtido na secagem
por sublimagdo. Os filmes secos por esta técnica, apresentaram uma estrutura
tridimensional esponjosa constituida por filamentos interligados, revelada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Estimou-se que stents revestidos com
PVA/GSNO, a partir de solucdes de PVA 0,5 % (m/v) esterilizados com 6xido de etileno
a 45-55°C podem liberar cerca de 30 umoles/g de PVA para a parede arterial e levaram

a obtencao de revestimentos sem filmes entre as hastes metdlicas.
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ABSTRACT
STENTS COATING WITH S-NITROSOGLUTATHIONE-ELUTING
POLY(VINYL ALCOHOL) FILMS

Palavras chave: Stents, restenosis, poly(vinyl alcohol), nitric oxide.

Stents are expansible wire mesh tubes used in angioplasty procedures in order to
widening the luminal diameter of the coronary arteries. There is currently a great
interest in the development of stents coated with drug-eluting polymeric matrices, which
are able to prevent future closure of artery (restenosis). S-nitrosothiols which are nitric
oxide (NO) donors, like S-nitrosoglutathione (GSNO) have potential to inhibit restenosis.
In the present work, metallic plates and stents were coated with GSNO (107 umol/g)-
containing PVA films through their immersion in PVA/GSNO solutions with PVA
concentration ranging from 0.5 to 10.0% wt/v. PVA/GSNO films were submitted to
freezing/thawing cycles (F/T) and analyzed concerning their crystallinity dissolution,
swelling, morphology and GSNO diffusion and elution properties. DSC and X Ray
diffraction analysis have shown that the PVA crystallinity degree increases with the
increase in the number of F/T cycles, and with the drying of the frozen film by
sublimation. The increase in cristallinity was reflected in a decrease of the rate of GSNO
elution to the aqueous phase, dissolution rate and swelling degree of the matrix. The
diffusion coefficients of GSNO through PVA films were measured using a Franz-like cell
with spectrophotometric monitoring. It was verified that D values are lower in the films
dried by sublimation and submitted to one FT cycle. This result was attributed to the
increase in the densification of the amorphous phase obtained in the drying by
sublimation. The films dried by this technique, displayed a spongelike three-dimensional
structure made by interconnecting filaments, revealed by scanning electron microscopy
(SEM). Stents coated with PVA/GSNO, from solution of PVA 0.5 % (wt/v) have avoided
the formation of films between the wires of the stent mesh. It was estimated that these
stents are able to release ca. 30 umols/g of PVA to the arterial wall after sterilization with
ethylene oxide at 45-55 °C.
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I. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1. Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca imuno-inflamatéria (Ross, e cols.1976) causada
pelo acumulo de lipidios (principalmente colesterol), no espag¢o sub-endotelial das
artérias. A figura 1 apresenta a formagdo e o desenvolvimento da placa
aterosclerética e pode ser acompanhada da explicagao que se segue (Libby, 2002).

A aterosclerose se inicia quando particulas de LDL (lipoproteina de baixa
densidade, em geral denominada colesterol ruim), responsaveis por transportar o
colesterol na corrente sanguinea, se acumulam no espago sub-endotelial e sofrem
oxidagdo. As LDL modificadas estimulam as células endoteliais a secretarem
moléculas de adesdo, que passam a atrair os mondcitos (células do sistema
imunologico). No interior do endotélio, moléculas atrativas fazem os mondcitos
migrarem através dos poros do endotélio até alcancarem a intima, onde se
transformam em macréfagos. Os macrofagos passam a fagocitar as particulas de
LDL modificadas. Porém, uma falha no processo faz os macréfagos ingerirem LDL
em excesso, e se transformarem em células espumosas. Estas células crescem até
se romperem, reiniciando o ciclo. Um processo de cicatrizagdo acompanha a
inflamagé&o que ocorre na aterosclerose. Entretanto, ao invés de restaurar a artéria
ao seu estado original, ocorre um remodelamento vascular, aumentando o tamanho
da placa. Esse remodelamento ocorre com a proliferacdo e migracao das células
musculares lisas, que passam a se replicar e sintetizar componentes da matriz
extracelular, levando a formacao de uma capa fibrosa sobre a placa. Se o processo
se encerrasse aqui a maior parte das placas nao traria conseqiéncias a ndo ser um
estreitamento da luz arterial. Porém, as células espumosas secretam enzimas que
passam a digerir a capa fibrosa. Isso leva ao enfraquecimento da placa e, em geral,
ao seu rompimento. O contato das substancias do interior da placa com o sangue
produz a imediata coagulagao do sangue e, como consequéncia, a obstrucao total e

subita do vaso, que leva ao infarto do miocérdio.
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Figura 1. Formagdo da placa de aterosclerose (Libby, P., 2002. Os direitos de reproducdo desta ﬁgurél fo 1




Sabe-se que os principais fatores de risco para a aterosclerose séo altos niveis
de colesterol no sangue, hipertensao arterial, diabetes, fumo, histérico familiar de
doenca coronaria e obesidade (Vogel, 1997 e Janero e Ewing, 2000).

No Brasil e no mundo, a doenca arterial coronaria em suas diversas
manifestacbes crénicas ou agudas tem se tornado a causa mais comum de
mortalidade (Garas e cols., 2001) De acordo com a Heart American Association
(2000), em 1997, 466101 mortes nos Estados Unidos foram atribuidas a doenca
arterial coronaria. Calcula-se que, mundialmente, mais de 19 milhdes de pessoas
apresentem um evento cardiaco agudo por ano (sindrome coronariana aguda ou
morte sUbita cardiaca). E neste cenario, que a intervengdo percutanea coronaria (ou
angioplastia corondria) combinada a terapéutica farmacolégica é a modalidade
terapéutica mais utilizada (estimativa mundial de mais de 1,5 milhdes de
procedimentos/ano) para o tratamento da doenga coronaria, bem como esta
associada a melhora da qualidade de vida, especialmente em pacientes de maior
risco.

2. Angioplastia

A angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA) € uma prética
cardiolégica nao cirargica introduzida em 1977 (Gruetzing e cols., 1979), que
representou uma revolucdo no tratamento da isquemia miocardica decorrente da
obstrucado dos vasos corondrios subepicardicos. Baseada inicialmente na dilatacdo
do vaso pela insuflagdo de um baldo introduzido por um catéter no local da ocluséo,
esta técnica é extensivamente utilizada por pacientes que apresentam angina (dor no
peito) ou infarto do miocardio.

Um grande avanco na pratica da angioplastia resultou da concepg¢dao de um
dispositivo mecéanico destinado a "sustentar" internamente a artéria coronaria: o
"stent" ou endoprétese coronaria, introduzido clinicamente ha cerca de 20 anos
(Sigwart, e cols., 1987). A figura 2 exemplifica a insercao do catéter pela artéria

femural e mostra artérias submetidas a angioplastia com catéter-balao e com stent.



Figura 2. Procedimento de angioplastia. (A) Insercao do catéter pela artéria femural
(fonte http:\\www.enfermedad-coronaria.com). (B) Angioplastia por catéter baldo e
(C) angioplastia com stent (fonte http://www.inova.unicamp.br/campinasinova/

apresentacoes/29_11/stents_eluidores.pdf).

3. Stents Coronarios

Os stents (figura 3) sdo malhas metdlicas expansiveis implantadas por
catéteres no interior das artérias obstruidas por processos de aterosclerose. A
eficdcia comprovada do uso de endoproteses vasculares metélicas como instrumento
redutor de complicacées agudas e tardias, tem motivado o uso predominante destes
dispositivos na grande maioria dos procedimentos coronarios percutaneos. Embora a
implantacao de stents tenha conseguido resolver em grande parte a reoclusao aguda
(retracao elastica do vaso em resposta ao trauma causado pela expansao do balao),
a reestenose intra-stent (Missel e cols., 2002) continua sendo o maior problema
clinico apds a angioplastia, ocorrendo ainda em cerca de 30% dos pacientes (Le

Breton, e cols., 1996). Assim, ainda que a utilizacdo de stents se constitua em um



método terapéutico bem estabelecido, ha um grande interesse no desenvolvimento

de alternativas clinicas que ampliem as aplicagdes de stents.

Figura 3. (A) Fotografia digital de stent sobre baldo (Vazquez, P. A. M.). (B)
Esquema da implantagdo de stent em uma artéria lesada (fonte
http://www.medartist.com/haney11.jpg)

3.1.Reestenose intra-stent

Durante a PTCA, as altas pressdes utilizadas para insuflar o baldo, e a
pressao mecanica imposta pelo stent, esticam as paredes do vaso acima dos limites
de sua circunferéncia, levando ao rompimento da placa, e uma superexpanséo do
vaso (Missel e cols., 2002). Os danos causados pelo procedimento de angioplastia
ao endotélio vascular expbéem a matriz extracelular a componentes do fluxo
sanglineo, resultando em adesdo, ativagcdo e agregacdo plaquetaria no local da
lesdo. As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento e citocinas que
estimulam a migracdo e proliferagdo de células musculares lisas e a sintese de
matriz extracelular. O trombo formado proporciona uma estrutura dentro das quais as
células musculares lisas das camadas média e intima da artéria podem migrar e
entdo proliferar resultando na formacao de neointima oclusiva (Allaire e Clowes,

1997; Lipke e West, 2005). A re-obstrucao do local tratado nos primeiros meses apds



a angioplastia esta quase que exclusivamente relacionada a formacao de tecido
neointimal dentro do stent e caracteriza o quadro de restenose intra-stent (Missel e
cols., 2002).

A figura 4 mostra o corte transversal de uma artéria sadia, indicando as
camadas intima, média e adventicia. A figura 5 apresenta os aspectos angiografico e
histolégico de uma artéria coronaria submetida a angiografia em que ocorreu a
reestenose intra-stent.

Adventicia

Intima
Média

Figura 4. Esquema do corte transversal de uma artéria coronaria sadia.

Figura 5. Estreitamento da luz da artéria resultante da reestenose intra-stent. (A)
Aspecto Angiografico e (B) Aspecto histoldgico.(fonte http://www.inova.unicamp.br/
campinasinova/apresentacoes/29_11/stents_eluidores.pdf)



3.2.Stents liberadores de agentes bioativos

Recentemente, stents eluidores de agentes bioativos tém surgido como opcao
terapéutica para a prevencédo da restenose (Lemos, e cols., 2004; Moses e cols.,
2003; Stone e cols., 2004; Stone e cols., 2005; Lemos e cols., 2003). Nesta
abordagem, drogas com agao antiproliferativas, antitromboticas, antiinflamatérias e
pré-endoteliais sdo adicionadas a superficie dos stents em suas formas puras ou
incorporadas em matrizes poliméricas. Dessa maneira, o proprio stent passa a ser
utilizado como veiculo de liberacao destes farmacos.

O grande avancgo da utilizagdo de stents eluidores é a aplicagcao do farmaco no
momento da dilatacdo mecénica, no local da lesdo, com pouco ou nenhum nivel
sistémico circulante. Portanto, existe um grande interesse atual no desenvolvimento
de materiais de recobrimento de stents que possam proporcionar a eluicdo de
drogas, bem como no desenvolvimento de novas matrizes poliméricas que possam
ser usadas para a incorporacéo destas drogas.

Atualmente, o stent recoberto com polimero-sirolimus (CypherR, Cordis
Corporation, uma Companhia Johnson & Johnson) e o stent recoberto com polimero-
paclitaxel (TAXUSR stent revestido com paclitaxel e polimero; Boston Scientific)
estdo disponiveis para uso clinico e tém demonstrado eficacia na reducdo da
reestenose, em comparagdo com stents n&o recobertos. Entretanto, estes
dispositivos ainda apresentam indices subétimos de restenose em alguns subgrupos.
Também, tém-se sugerido que a utilizagdo de drogas com efeito antiproliferativo
retarda o processo de re-endotelizagcdo, o que pode potencialmente levar a uma
maior predisposi¢éo a complicagdes trombdticas.

4. NO e seu papel na reducao da reestenose

O oxido nitrico (NO) sintetizado endogenamente nos mamiferos previne a
ativacado e a adesao de plaquetas, reduz a proliferacéo das células musculares lisas,

estimula a proliferacdo das células endoteliais e a génese de novos vasos e promove



a vasodilatacdo de vasos sangtineos (Mowery e cols., 2000). A figura 6 esquematiza

todas as ag¢des do NO, importantes para sua utilizacdo em implantes coronarios.

Camada de células Células
endoteliais musculares lisas

Colageno

/ \ Estimula o

crescimento de
células endoteliais

Inibe a adesao de
monacitos e
leucécitos na
parede do vaso

Inibe a proliferacao

Inibe a ativacao e a migracao de
e a agregacao de células musculares
plaquetas lisas

Figura 6. Acdes bioldgicas do NO enddgeno importantes para sua utilizacdo em

implantes coronarios.

O conjunto destas agdes indica que a liberagéo local de NO a partir de stents
revestidos tem grande potencial na reducdo da trombose, podendo também inibir a
proliferacdo neointimal (e a restenose) apds a angioplastia. Além disso, a utilizacdo
de drogas antiproliferativas potentes (p.e. sirolimus e paclitaxel) em altas
concentracdes teciduais pode, teoricamente, provocar efeitos toxicos locais. Desta
forma, agentes bioativos com acdo reparadora (ao invés de drogas com efeito
inibitério sobre o processo cicatricial) poderiam minimizar o potencial téxico dos

stents. Neste contexto, o NO se apresenta como candidato adequado para uso,



isolado ou em combinacdo com outro agente bioativo, em formulagdes de stent

farmacologico.

4.1.Doadores de NO

Devido ao curto tempo de meia-vida do NO in vivo (Ignarro, e cols., 2002),
compostos que tém a capacidade de liberar NO tem sido amplamente utilizados
como agentes terapéuticos e como ferramentas farmacoldgicas para investigar o
papel do NO na fisiologia e patofisiologia cardiovascular. Doadores de NO séao
substancias farmacologicamente ativas que liberam NO espontaneamente ou séo
metabolizados para liberar NO. Alguns doadores de NO ja tém sido utilizados
clinicamente ha varias décadas, como a nitroglicerina e o nitroprussiato de sodio.
Entretanto, o crescente interesse na fisiologia do NO desde a metade dos anos 80
levou ao desenvolvimento de uma série de novos doadores de NO que oferecem
vantagens sobre os doadores de NO convencionais.

Dentre os doadores de NO mais recentemente descoberto, estdo os S-
nitrosotiois. Eles sdo uma classe de compostos que contém um grupo funcional S-
NO a partir do qual o NO pode ser liberado ou transferido através da quebra
homolitica ou heterolitica da ligagédo S-N (Jaworski, e cols., 2001). Em contraste com
0s nitratos organicos que precisam ser metabolizados para se tornarem ativos, esses
agentes liberam NO espontaneamente (Parrat, 1979). Eles também tém facilidade de
acesso ao compartimento intracelular por acao catalitica das membranas celulares e
podem efetuar reagcbes de transnitrosacdo. Essa classe de compostos inclui a S-
nitrosoglutationa, a S-nitroso-N-acetilpenicilamina e a S-nitrosoalbumina. O doador
de NO utilizado nesse estudo é a S-nitrosoglutationa (GSNO) cujas acdes
bioguimicas ja foram comprovadas em estudos anteriores (Buttler e Rodhes, 1997).

A estrutura molecular da GSNO esté representada na figura 7.



Figura 7. Estrutura molecular da GSNO. Realce no grupamento S-NO.

4.2 Stents revestidos com polimeros contendo doadores de NO

Stents vasculares com uma série de recobrimentos contendo doadores de
NO tém sido testados, com efeitos variaveis ( Ettenson e Edelman, 2000; Pulfer e
cols., 1997; Smith e cols., 1996; Bertrand e cols., 1998). A albumina bovina S-
nitrosada aplicada no local danificado na artéria reduziu a reestenose em coelhos
(Marks e cols., 1995). A liberacdo de NO a partir da albumina bovina reduz a
agregacao plaquetaria em 50-70% e a formagdo da neointima em 40%, em
comparagao com o polimero ndo nitrosado (Maalej, e cols., 1999). Yoon e cols.
(2002), a fim de avaliar o efeito de NO eluido de um stent na reducdo da espessura
da neointima, incorporaram nitroprussiato de sédio, um doador de NO, em uma
matriz de poliuretano e recobriram stents metdlicos. Neste trabalho, embora a
liberacdo local de NO ndo tenha reduzido a hiperplasia da neointima, o stent
recoberto com polimero mostrou-se uma ferramenta promissora para a
administracdo de outros agentes que podem modificar as respostas dos tecidos que
levam a reestenose. Entre os doadores de NO ja utilizados em estudos de eluigéo a
partir de stents destacam-se o nitroprussiato de sédio, os diazeniodiolatos e a
nitrosoalbumina, que é uma proteina nitrosada.

Desta forma, pode-se propor que a liberagdo controlada de NO a partir da

superficie dos stents é uma opcao terapéutica atrativa para a prevencdo da
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reestenose, uma vez que ela inibe a ativacao e a agregacao plaquetarias bem como
a proliferacao de células musculares lisas, ao passo que estimula a proliferagao das
células endoteliais. A eluicado localizada de NO em periodos de tempo que possam
ser prolongados pelo efeito da matriz polimérica, podera assim ser efetiva durante o
periodo de resposta cicatricial que se segue a implantacao do stent, ampliando sua

acao na inibicdo da reestenose.

4.3. Polimeros liberadores de NO

Ja foi verificado que € possivel a incorporacdo de S-nitrosotidis em varias
matrizes poliméricas (Oliveira e cols., 2002), incluindo a preparacao de filmes sélidos
de poli (alcool vinilico) (PVA) e de misturas de poli (alcool vinilico) com poli (vinil
pirrolidona) (PVP) contendo S-nitrosotidis incorporados( Oliveira e cols. 2002). Essas
matrizes sélidas estabilizam os S-nitrosotidis € sao capazes de liberar NO
espontaneamente em meio aquoso. Possuem, portanto, um grande potencial de
aplicagao para o revestimento de stents uma vez que podem promover a liberagéao
de NO no local de implante do stent, reduzindo assim as chances de reestenose.
Outros trabalhos mostraram que a agregacgao plaquetaria e a proliferacéo de células
musculares lisas em superficies revestidas com colageno foram inibidas apos a
exposicdo do sangue a esses hidrogéis doadores de NO (Brieger e Topol, 1997). Os
principais polimeros utilizados como matrizes para a eluigdo de drogas em stents
sao: o poli-acido lactico, poliuretano, politretrafluoretileno, poli (acidolatico-co-acido
glicdlico) e polietileno glicol. Neste trabalho, o poli (alcool vinilico) foi utilizado como

matriz eluidora de farmaco.
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5. Poli (alcool vinilico)

5.1.Estrutura e propriedades do Poli (alcool vinilico)

O Poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero semicristalino (Cassu, 1995), que
apresenta uma estrutura relativamente simples com grupamentos hidroxila
pendentes, representada pela férmula estrutural [-CH>.CH(OH)-], onde n € o numero
de unidades de repeticao de -CH,CH(OH)- (Fig. 1A). Seu monbmero, o &lcool
vinilico, ndo existe em uma forma estavel, rearranjando-se ao seu tautdémero,
acetaldeido. Portanto, PVA é produzido a partir da polimerizagao radicalar do acetato
de vinila a poli (acetato de vinila) (PVAc) e subsequente hidrélise ou alcodlise, o que
resulta em uma extensa distribuicdo de massa molar (Hassan e Peppas, 2000). A
distribuicdo de massa molar do PVA influencia propriedades como cristalinidade,
adesao, for¢ga mecanica e mobilidade das cadeias poliméricas.

A alcodlise pode ser catalisada por acidos ou bases fortes, sendo que em
escala industrial a alcodlise alcalina € geralmente empregada (Marten, 1988). A
reacdo de alcodlise catalisada por base € extremamente rpida, e resulta em
polimeros com certos graus de hidrolise, dependendo do tempo de reacao,
concentracao de catalisador, temperatura e aditivos (Cassu, 1995). Essencialmente,
o PVA é sempre um copolimero de PVA e PVAc que pode ser representado pela
formula estrutural [-CH2CH(OH)-]x[-CH2.CH(O.CCHs-]y onde x e y sdo 0os numeros
das unidades de repeticao de PVA e PVAc, respectivamente. (Fig. 8B).

Comercialmente, é possivel encontrar PVA com graus de hidrdlise bastante
altos (98 - 99%). O grau de hidrélise ou o conteudo de grupos acetato no polimero
influencia as propriedades quimicas, a solubilidade e a cristalinidade do PVA (Tubbs,
1966). J& se demonstrou que o PVA com alto grau de hidrdlise apresenta baixa
solubilidade em agua (Finch, 1973). Os grupos acetato residuais, de natureza
hidrofébica, enfraquecem as ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular dos grupos
hidroxila adjacentes, sendo necessario que a temperatura esteja muito acima de

70°C para que ocorra a dissolugao.
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Figura 8. Estruturas do PVA (A) e do PVA-co-PVAc (B).

5.2.Cristalinidade do PVA

A estrutura semicristalina do PVA foi discutida em detalhes por Bunn.(Bunn,
1948). Os cristalitos de PVA podem ser descritos como uma estrutura lamelar. Uma
dupla camada de moléculas mantém-se unida através de ligagées de hidrogénio,
enquanto forcas de van der Waals operam sobre a dupla camada formando dobras
nas cadeias de PVA que levam a formacdo de pequenas regides altamente
organizadas (cristalitos) em um dominio de alta concentracdo de PVA, a fase
semicristalina, que se intercala com regides desorganizadas da matriz, de menor
concentracdo de PVA, denominada fase amorfa (Flory, 1953). A figura 9 apresenta a
estrutura da rede tridimensional de membranas semicristalinas de PVA e o modelo
de cadeias dobradas que descreve a formacao dos cristalitos lamelares, mostrando a

existéncia de imperfei¢cées no reticulo cristalino (Manas Chanda, 2000).
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Figura 9. (A) Representacdo de uma estrutura polimérica semi-cristalina. (B) Modelo
das cadeias dobradas que descreve a formacao dos cristalitos lamelares. (C) Modelo

das cadeias dobradas mostrando a existéncia de imperfei¢cdes no reticulo cristalino.

Normalmente, ha um comprimento de cadeia minimo necessario para
cristalizar o PVA. Mandelkern (2002) relatou que conforme a massa molar do
polimero aumenta o tamanho dos cristalitos formados também aumenta. A
estereoregularidade do PVA também influencia a sua cristalinidade (Harris e cols.,
1966). O aumento da estereoregularidade ndo aumenta a cristalinidade do PVA,
porém o PVA isotatico resulta em amostras menos cristalinas que o PVA sindiotatico,
devido ao aumento do numero de ligacbes de hidrogénio intramoleculares, e
consequente redugcdo das forcas intermoleculares. Fujii (1973) mostrou que
estruturas estereoregulares nao favorecem a cristalizagdo do PVA e relatou que
amostras de PVA atdtico sdo as formas mais cristalizaveis, enquanto PVA
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sindiotatico € menos cristalizavel e a forma isotatica apresenta-se pobre em
cristalinidade.

O grau de cristalinidade do PVA ¢ definido como a razdo entre o volume dos
cristalitos de PVA e volume total de PVA. Medidas de densidade, técnicas
calorimétricas, espectroscépicas, de difracado de raios X e de ressonancia magnética
nuclear de H' ja foram utilizadas para determinar graus de cristalinidade de PVA
(Tanigami, e cols., 1995). As técnicas calorimétricas para determinacédo de graus de
cristalinidade de filmes secos de PVA incluem a calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e a analise termogravimétrica (TGA). Valores de cristalinidade e propriedades
térmicas do PVA ja foram relatados (Peppas, 1987). A faixa de fusdo dos cristalitos
de PVA ¢ entre 220 e 240°C. A temperatura de transicao vitrea de filmes secos de
PVA foi observada a 85°C. Na presenca de agua (e outros solventes) a temperatura
de transigéao vitrea diminui significativamente ( Finch, 1973).

A difracao de raios X também pode ser usada para a analise da cristalinidade
de filmes e fibras de PVA. Métodos de difracdo de raios X sao utilizados para
determinar a porcentagem de PVA cristalino através da comparacdo do
espalhamento com uma amostra completamente amorfa (Campbell e cols., 2000).
Segundo Campbell e cols. o intumescimento de filmes de PVA néo altera ("melt out")
as regioes cristalinas do PVA. Entretanto, no caso de filmes intumescidos de PVA os
resultados sao dificeis de analisar devido a existéncia de um padréo de reflexdo da
agua.

5.3.Reticulacao do PVA

O PVA pode ser reticulado a fim de ampliar as possibilidades de aplicagdes
especialmente nas areas médica e de ciéncias farmacéuticas. Ao ser reticulado, o
PVA torna-se insoluvel em solucdo devido a presenca de pontos de reticulacéo e
passa a se comportar como um hidrogel, um polimero hidrofilico, reticulado, que

intumesce na presenca de agua ou fluidos biolégicos ( Hassan e Peppas, 2000).
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A reticulacdo do PVA pode ocorrer através da utilizacdo de agentes
reticulantes, que quando utilizados na presenca de &acido ou metanol formam
ligacbes acetato entre os grupos hidroxila pendentes e as cadeias de PVA. Para
aplicacées farmacéuticas ou biomédicas, especialmente no caso do PVA ser
utiizado como matriz carregadora de farmaco, a utilizagdo desses agentes
reticulantes pode ser prejudicial, devido a possibilidade da presenca de residuos
téxicos que ficam impregnados no hidrogel resultante, e que podem alterar a
atividade biologica ou degradar o agente biologicamente ativo a ser liberado.

A utilizacdo de um feixe de elétrons ou de radiagcao y como método alternativo
de reticulacdo quimica apresenta vantagens sobre o uso de reticulantes quimicos ja
que estas técnicas nao deixam residuos téxicos no gel. Porém, um problema
observado na utilizagdo desses métodos foi a formagdo de bolhas durante o

processo de reticulagédo (Bray e Merril, 1973).

5.3.1. Hidrogéis preparados por ciclos de congelamento/descongelamento
(C/D) de solucoes aquosas de PVA

Para evitar processos de reticulagdo que levam a liberagdo de agentes téxicos,
foi desenvolvido um método fisico de gelificagdo e solidificacdo de alguns polimeros,
particularmente do PVA. Esse processo envolve o congelamento e descongelamento
(“freezing/tawing”) de solugbes de polimero e ja foi discutido por varios autores
(Peppas e Stauffer, 1991) que abordaram o efeito de varias condi¢cdes de preparacao
nas propriedades desses materiais. Tais hidrogéis apresentam propriedades
mecanicas melhores do que os hidrogéis reticulados por técnicas quimicas ou
técnicas baseadas no uso de radiagdo ionizante, porque a carga mecanica pode ser
distribuida ao longo da estrutura tridimensional dos cristalitos. O numero e a
estabilidade desses cristalitos geralmente aumentam com o numero de ciclos.
Algumas caracteristicas desses géis de PVA incluem um alto grau de
intumescimento em agua, natureza elastica, e grande forca mecénica, sendo por isso

considerados fisicamente reticulados.
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A preparagdo de hidrogéis de PVA puro usando a técnica de
congelamento/descongelamento (C/D) foi inicialmente relatada por Peppas (1975).
Neste trabalho, solugdes aquosas de PVA com concentracdo variando entre 2.5 e
15% (m/v) foram congeladas a —20°C e descongeladas a temperatura ambiente,
resultando na formacdo dos cristalitos. Os cristalitos foram caracterizados por
medidas de mudanga na turbidez das amostras de PVA. A formagéo dos cristalitos
mostrou estar relacionada a concentracdo de PVA na solucdo, e aos tempos de
congelamento e de descongelamento.

Depois dessa descoberta, muitos estudos buscaram caracterizar os hidrogéis
obtidos por ciclos de C/D. Nambu (1984) introduziu o uso desses géis para
aplicacoes biomédicas e avaliou suas propriedades mecéanicas. Nambu também
analisou os mesmos geéis por difracdo de raios X, microscopia eletronica de
varredura, microscopia Optica e ensaios mecanicos de tensdo-estiramento. A
estrutura descrita consistia de trés fases: uma fase aquosa com concentracdo de
PVA baixa, uma fase amorfa, e uma fase cristalina que restringe a mobilidade das
cadeias de PVA da fase amorfa.

Watase e Nishinari (1985) caracterizaram estes hidrogéis por analise dos picos
endotérmicos obtidos por calorimetria diferencial por varredura (DSC) e difragdo de
raios X. Eles fizeram uma extensa analise relacionando o efeito do grau de hidrélise
a varias propriedades dos géis de PVA preparados por ciclos de C/D. Eles relataram
que a presenca de grupos acetato pode inibir a formacdo do gel e causar uma
diferenga significativa no comportamento térmico dos géis.

O aumento do grau de cristalinidade devido aos ciclos de C/D é bastante aceito
na literatura, mas ha divergéncias relacionadas aos eventos que ocorrem para que
os cristalitos se formem. Trés modelos basicos, que incluem a separacao de fases
liguida-liquida, a formacéo dos cristalitos em solu¢cdo e uma contribuicdo dos dois
modelos, ja foram descritos na literatura para explicar a formacao dos géis de PVA.
Alguns autores argumentam que inicialmente ocorre a separacao de fases liquida-
liquida, sendo uma fase rica em PVA (solugdo concentrada) e outra pobre em PVA
(solucao diluida), com a cristalizacdo na fase rica em polimero reforcando estes
dominios. Ricciardi e cols.(2005), através da técnica de SANS, propuseram uma
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estrutura bicontinua para hidrogéis de PVA obtidos por ciclos de
congelamento/descongelamento. A organizacao estrutural na escala microscépica se
origina da presenca de duas fases separadas, compostas de regides pobres em PVA
(fase amorfa) e regides ricas em PVA (fase semicristalina), onde ocorre a formagao
dos cristalitos, conforme mostra a Fig. 10. A estrutura de rede pode ser interpretada
em termos da conectividade das regides ocupadas pela fase rica em PVA. Ha
também uma organizacdo estrutural proporcionada pela presenca de cristalitos,
dentro da fase rica em PVA, que resultam do empacotamento das cadeias de
polimero em lamelas que também se interconectam.

Outros autores consideram que ha a formagdo de pontos de agregacao na
propria solugdo polimérica, e que a formacdo da rede pode ser entendida
independente da cinética de cristalizacdo. Segundo Willcox (1999), a segunda
hipétese € sustentada por observagdes anteriores na literatura. Sabe-se que,
proximo a temperatura ambiente, a agua é um bom solvente para o PVA, o que
explica parcialmente o fato da temperatura de fusdo do PVA diminuir drasticamente
quando na fase gel. Como néo existe separacao de fase liquido-liquido em um bom
solvente, a gelificagcdo de solucdes de PVA a temperatura ambiente, sugere que a
formacdo dos cristalitos ocorre na propria solucdo. Se a gelificacdo do PVA
ocorresse via separagao de fase liquido-liquido, trés fases coexistiriam: uma solugéao
pobre em polimero, uma solugéo rica em polimero e os cristalitos do polimero. Em
um sistema bifasico, trés fases podem existir apenas no ponto eutético. Entretanto, o
inicio da temperatura de gelificacdo é dependente da concentracdo de polimero,
descartando a possibilidade de ser um eutético. A avaliacdo por microscopia
eletrénica de transmissdo (TEM) confirmou essa hip6tese mostrando que solugdes
gelificadas a temperatura ambiente apresentam uma organizacdo microestrutural
com escala caracteristica de dezenas de nandmetros, muito menor do que as
estruturas formadas a partir de solugdes poliméricas com separacao de fase liquido-
liquido. Como uma alternativa, propbs-se que a gelificagdo do PVA ocorre via
ligacdes de hidrogénio e que as consideragoes termodindmicas ndo sao importantes,

ja que esses sistemas estao fora do equilibrio.
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Figura 10. Estrutura bicontinua de hidrogel de PVA obtido por ciclos de
congelamento/descongelamento (Baseado em Ricciardi e cols., 2005).

Em um trabalho mais recente, Hatakeyema (2005) esquematizou a
densificacao das cadeias de PVA durante 0s ciclos de
congelamento/descongelamento. A mobilidade dos segmentos de PVA cessa
quando a agua congela. Com o decréscimo da temperatura, o volume do gelo
aumenta em comparacao ao volume ocupado pela agua liquida e os grupos hidroxila
das moléculas de PVA se aproximam, possibilitando a formagcao de mais ligacoes de
hidrogénio. Redes frouxas sao formadas no primeiro ciclo de C/D. Uma vez formada
a rede, a mobilidade das cadeias poliméricas esta restrita a uma regido limitada a
elasticidade da estrutura formada. Assim, os segmentos exibem flutuacéo térmica ao
redor de determinados pontos fixos. Por conta disso, o nimero de pontos de
agregacao aumenta com a repeticdo dos ciclos. As mudangas macroscépicas foram
observadas por microscopia eletrénica de varredura, evidenciando a densificacao
das paredes dos hidrogéis de PVA e 0 aumento dos poros formados com o aumento

do ndmero de ciclos.
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5.4. Aplicacoes biomédicas e farmacéuticas

O PVA é um polimero hidrofilico, bio e hemocompativel, bastante conhecido
por suas propriedades mecanicas e ja foi utilizado em inimeras aplica¢des bioldgicas
e farmacéuticas (Peppas e cols., 2000). Entre as vantagens que esse polimero
apresenta, destacam-se as suas caracteristicas bioadesivas, ndo-carcinogénicas e
atoxicas. Além disso, o PVA apresenta um alto grau de intumescimento em agua ou
fluidos biolégicos. Devido a essas propriedades, o PVA foi um dos primeiros
polimeros sintéticos a serem testados em cartilagens artificiais (Seal e Otero, 2001).
Géis de PVA séao utilizados em lentes de contato e em aplicagcbes para liberagao
controlada de farmaco. O PVA também pode ser moldado como filme e aplicado
como material funcional incluindo-se materiais biomédicos tais como membranas de
didlise, membranas para a substituicdo de tecidos feridos, pele artificial, implantes
cardiovasculares e como veiculo para a liberagdo controlada de substancias ativas (
Brieger, 1997 e Cassu, 1995).

Peppas e Merril (1977) avaliaram a utilizacdo de PVA em aplicacbes em que a
principal questao era a hemocompatibilidade. As propriedades fisicas e de superficie
foram examinadas e sua importancia em varias aplicagdes biomédicas foi entdo

comprovada.

6. Coeficientes de Difusao

Uma das mais importantes questées concernentes a liberagdo controlada de
farmacos é a predicdo da taxa de liberacao do ativo em funcéo do tempo, utilizando
modelos matematicos. A grande maioria dos modelos teéricos é baseada nas
equacoes de difusao (Peppas e cols., 2000).

A liberacdo de um agente ativo a partir de um sistema matricial consiste do
movimento da droga através do interior da matriz. Este fenémeno, conhecido por
difusdo, é controlado principalmente por limitacées de transferéncia de massa na

fronteira entre a matriz polimérica e seus arredores.
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Na escala macroscopica, a difusdo das moléculas de um soluto através do
polimero pode ser descrita pela 1° lei de Fick da difusdo, matematicamente

representada pela equacao 1 para transporte em uma dimenséao (Crank, 1975).

, dc,
Jl=—Dfp(dx] (1)

onde Ji é o fluxo, definido como a quantidade de material que passa através de uma

seccdo de area unitaria por unidade de tempo t; c; a concentragéo de soluto /; Di; € 0
coeficiente de difusdo das espécies i na matriz polimérica e x, a variavel de posicao.
Uma outra maneira de representar a equacao da 1° Lei de Fick da difusédo

para transporte em uma dimensao é:

dQ B DCO
dt  h @)

onde, Q é a quantidade de soluto difundido por unidade de area no tempo t, dQ/dt é
a taxa de liberacao do soluto a partir da matriz, Cy € a concentragao inicial de soluto
na matriz, D é o coeficiente de difusdo e h a espessura da matriz.

A primeira lei de Fick estabelece que o fluxo de matéria é proporcional a
diminuicdo da concentracao (dc;) e inversamente proporcional a distancia (dx). Esta
lei descreve o processo de difusdo sob condi¢des de estado estaciondrio, ou seja, 0
gradiente de concentrac¢do, dC/dx, ndo varia com o tempo. No entanto, na maioria
dos métodos experimentais utilizados para estudar a difusdo, tem-se interesse na
variagao da concentragdo com o tempo e a distancia. Neste caso, a 12 lei pode ser

convertida em uma eq. diferencial parcial de 2% ordem, a 22 lei de Fick (eq. 3):

dc d’c.
C; D. C,
dt " dx? 3)

X
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A segunda Lei de Fick (equacao 3) representa a velocidade de alteracao da
concentragao de soluto em fungédo do tempo e o deslocamento, ou seja, dois fatores
importantes na determinacdo do coeficiente de difusdo de qualquer soluto em
diferente sistemas.

Apesar de bastante complexos, alguns modelos teéricos para os sistemas de
liberacdo de farmacos a partir de sistemas matriciais sdo bastante conhecidos e
amplamente utilizados para analisar a liberacdo de substancias ativas de tais
sistemas (Lopes e cols., 2005). Os modelos mais amplamente utilizados e que
descrevem melhor os fendmenos de liberagdo estdo brevemente descritos abaixo.

Um modelo bastante simples (Lopes e cols., 2005) é denominado de cinética
de ordem zero e baseia-se na liberagéo lenta da substéncia ativa a partir de matrizes
que nao sofrem desagregacao, e liberam a droga lentamente (assumindo que ndo ha
mudancga na &rea de liberacdo e que ndo sdo atingidas condigdes de equilibrio).
Pode-se expressar a taxa de difusao do farmaco segundo esse modelo pela seguinte
equacao:

Q, =0,+Kt (4)

onde Q; é a quantidade de droga acumulada no compartimento receptor no tempo t,
Qo é a quantidade inicial de droga no compartimento receptor (geralmente, Qo = 0)
Ko é a constante de liberagdo de ordem zero, ou taxa constante de difusdo aparente.

Essa relacdo pode ser usada para descrever liberacdo de formas
farmacéuticas que ndo intumescem nem degradam como sistemas transdérmicos,
comprimidos com farmacos pouco soluveis, sistemas osméticos, etc. As formas
farmacéuticas que seguem esse perfil liberam a mesma quantidade de farmaco por
unidade de tempo e sdo as formulagdes ideais de liberagdo quando se deseja atingir

uma acgao farmacolégica prolongada.

Outro modelo freqlientemente utilizado para descrever a velocidade de
liberacdo controlada de um farmaco foi desenvolvido Higuchi (1962). Ele descreveu
a liberacdo do farmaco como um processo de difusdo baseado na lei de Fick e
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dependente da raiz quadrada do tempo, segundo a equacdo 5 (Merclin, 2004 e
Papadokostaki e Petropoulos, 1998):

Dt
=2C,| —
0 o\ 7 (5)

onde Q é a quantidade de farmaco difundido por unidade de area no tempo t, Co € a
concentragdo inicial de farmaco na matriz, e D é o coeficiente de difuséo,
considerando-se uma difusdo constante e mantendo-se o sistema sob agitagao.
Higuchi desenvolveu esse modelo para descrever a liberagdo de drogas
hidrossoluveis, ou com baixa solubilidade em &gua, incorporadas em matrizes
sélidas ou semi-sélidas, como no caso de pomadas, mas o0 modelo se aplica para
outros tipos de formas farmacéuticas. Porém, esse modelo tem aplicagdes limitadas
no caso de membranas que intumescem, pois esses sistemas podem ser erodieis e
desconsideram o efeito do relaxamento das cadeias poliméricas para transporte do
farmaco.

A maioria dos estudos de transporte através de membrana publicados envolve
0 uso de uma célula de difusdo de Franz (1975). Essa cela consiste em dois
compartimentos com uma membrana fixada entre o compartimento doador e o
receptor. Essa cela de difusdo ou permeacao tem volume fixo de solu¢des de doador
e receptor, que sao mantidas sob agitacdo e podem ser usadas para avaliar o tempo
necessario para que ocorra a permeacao de um determinado composto através da
membrana. Para este tipo de célula, um terceiro modelo matematico, proposto
inicialmente por Gibaldi e Feldman (1967) e Wagner (1969) foi utilizado para
descrever o perfil de liberagdo a partir de matrizes contendo farmacos soluveis em
agua, e que liberam a droga proporcionalmente a quantidade remanescente em seu
interior, de maneira que a quantidade de droga liberada por unidade de tempo

diminui. A equacéao 6 abaixo pode ser utilizada para expressar esse modelo:
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vdC, [DA(C,-C,)]
dt L (6)

onde C; e C, sdo as concentracbes do farmaco nos compartimentos doador e
receptor, respectivamente, A é a drea da membrana através da qual o farmaco esta
difundindo, L é a espessura da membrana e V o volume total da cémara
(compartimento doador + compartimento receptor). A equagao 7 pode ser integrada

levando a:

InQ = 2(%} 7)
onde Q é a quantidade de soluto difundido no tempo t. A regressao linear da
equacao acima nos fornece como coeficiente linear 2DA/LV, de onde se pode
calcular o coeficiente de difusédo (D). A determinag¢ao dos coeficientes de difusdo com
0 uso da cela de Franz permite estabelecer uma correlagéo direta com a velocidade
de eluicdo de GSNO incorporada em filmes de PVA, usados para recobrimento de
stents, uma vez que o mecanismo de difusdo da GSNO através da matriz amorfa
hidratada € o mesmo nos dois casos.

Um namero significativo de trabalhos experimentais e teéricos foi publicado na
literatura com o objetivo de elucidar o modelo de transporte do farmaco e o
mecanismo de liberagcdo da matriz (Lopes e cols., 2005). Uma das primeiras
tentativas de estimar o coeficiente de difuséo através de uma matriz polimérica foi a
de Eyring (1936). Em sua teoria, a difusédo de um soluto através de um meio é
apresentada como um processo descontinuo, que ele denominou de saltos
difusionais (“diffusional jumps”). Fujita (1961) utilizou a idéia de volume livre nos
polimeros para estimar o coeficiente de difusdo de drogas e chegou a uma
dependéncia exponencial entre volume livre e o coeficiente de difusdo. Yasuda e
Lamaze (1971) refinaram a teoria de Fujita e apresentaram uma teoria molecular,

que prediz o coeficiente de difusdo de maneira bem mais precisa. Em seu
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tratamento, o coeficiente de difusao normalizado, dado pela razao entre o coeficiente
de difusdo do soluto no polimero pelo coeficiente de difusdo do soluto no solvente
puro, é relacionado ao grau de hidratacdo e ao volume livre ocupado pelo meio
intumescido. Siepmann e Peppas (2001) desenvolveram um modelo tedrico baseado
no volume livre da matriz polimérica. Eles relacionaram o coeficiente de difusdo
normalizado ao grau de intumescimento, ao raio do soluto e a massa molecular das
cadeias poliméricas. Siepmann e Peppas (2000) também compilaram varios tipos de
modelos matematicos desenvolvidos para sistemas de difusdo de soluto através de
matrizes poliméricas hidrofilicas intumescidas. Costa e Sousa Lobo (2001)
publicaram um artigo de revisdo bastante detalhado sobre perfis de dissolucdo de

farmacos liberados a partir de matrizes poliméricas hidrofilicas.

7. Método de Griess: deteccao colorimétrica de GSNO em solucao

O método de Griess é um método espectrofotométrico padrdao para detecgcao
de nitrito, amplamente utilizado para quantificar S-nitrosotidis (RSNOs) em sistemas
biolégicos. A técnica se baseia nas propriedades quimicas dos intermediarios
formados na reacdo entre NO (NO) e oxigénio (O2), que podem oxidar ou nitrosar o
substrato e sua sensibilidade é de cerca de 5uM.

Inicialmente, o deslocamento de NO dos S-nitrosotidis é catalisado por ions

mercurio presentes em solugéo, conforme observado por Saville (1958) (Eq. 8):

2+
Hg
2RSNO — 2NO + RSSR (8)

Solugcdées contendo sulfanilamida (SULF) e cloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (NEED) expostas a RSNOs ndo apresentam nenhuma variagdo
espectral na faixa de 400 a 800 nm. Entretanto, a adicao de cloreto de mercurio
(HgCl) muda a coloragdo da solugdo de incolor para rosa intenso, resultando no
aparecimento de uma banda de absor¢ao na faixa do visivel atribuida a formacéao de
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um composto azo (grupo funcional -N=N-) (Nims e cols., 1995 e Cook e cols.,1996).
A figura 11 apresenta o esquema da formagdo do composto azo, responsavel pela
coloracao rosa da solugao utilizada no método de Griess.

Quando a sulfanilamida esta dissolvida com NEED em meio sob condi¢des
aerdbicas, a adicao de solucao estoque de NO ou de um doador de NO na presenca
de ions mercurio, resulta na N-nitrosagdo da sulfanilamida pelos intermediarios
gerados na reacdo entre NO/O, gerando uma arilnitrosoamina primaria que
rapidamente se decompde para o correspondente ion diazénio. Estas espécies
reagem com NEDD para formar um composto azo, cuja banda de absorcao
caracteristica apresenta Amax €m 540 nm e coeficiente de absortividade molar (¢) de
58000 M cm™ (Nims e cols., 1995). A figura 12 apresenta a variagdo espectral na
faixa do visivel devido a formacdo do composto azo na reagcdo de NO/O, com
solucao de Griess em meio acido.

O método de Griess também pode ser realizado em meio neutro, preparando-
se o0s reagentes em tampao fosfato (pH 7.4). Neste caso, a formagdo do composto

do azo resulta num espectro de absorbancia com Ams em 496 nm e e = 13940 M
-1

cm .
NO + 0, Py
| o yor Ve
u, & nu; ! NH
N2O3 . ; 4
H +
—
SO;NH, SO;NHy WO SO;NHy $0;NH,
Sulfanilamida l

Composto Azo NII:UI_FQ,FN .\-/_\"‘H‘
Amix = 540 nm H

Figura 11. Esquema de formacdo do composto azo resultante da reacao de

sulfanilamida nitrosada através dos intermediarios da reagdo NO/O, com NEED.
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Figura 12. Variagdo espectral na faixa do visivel (Amax em 545 nm) devido a
formacao do composto azo na reacao de GSNO com solucado acida do reagente de

Griess na presenca de ions mercurio.
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Il. Parte Experimental

1. Materiais e reagentes

Poli (alcool vinilico) (PVA 99+% hidrolizado; M,, 85000-146000, Sulfanilamida,
N-(1-cloreto de naftil-etilenodiamina) (NEDD), glutationa (GSH), nitrito de sodio
(NaNO:,), solucao tampao salina de fosfato de sodio pH 7,4, acido cloridrico (HCI),
hexano, acetona, diclorometano, azul de metileno, foram obtidos da Sigma-Aldrich e
utilizados sem nenhuma purificagdo prévia. Os stents utilizados foram fornecidos
pela empresa INNOVATECH MEDICAL Ltda, IPEN/USP, Séao Paulo, SP.

2. Sintese da S-nitrosoglutationa (GSNO)

A GSNO foi sintetizada de acordo com procedimentos previamente descritos
na literatura (Oliveira, 2002). Resumidamente, 1,50 g de GSH foram adicionados a
uma solucao de HCI 0,5 M e esta solucao foi mantida sob agitacdo constante até a
completa dissolugdo da GSH. Em seguida, adicionou-se 0,35 g de nitrito de sédio, a
esta solugdo, mantendo-se a agitacdo constante por mais 40 min, em banho de gelo.
A formacdo da GSNO foi constatada pelo desenvolvimento de cor vermelha-
alaranjada na solugdao. A GSNO foi entao precipitada com a adicdo de 20 mL de
acetona, lavada com pequenas quantidades de agua gelada e acetona, filtrada a
vacuo e seca por liofilizacdo por 24h. A GSNO seca foi armazenada a -20 °C,

protegida da luz.

3. Preparacao de filmes isolados de PVA

3.1.Solucoes de PVA

Solugbes aquosas de PVA de concentragdes 0,5, 2,5, 5,0 e 10,0 % (m/v)

foram preparadas pela dissolu¢do do polimero seco em 20 mL de agua desionizada

28



a ca. 95°C, sob refluxo e agitacao, por 3 h. Apds a completa dissolugao do polimero,

as solucdes obtidas foram resfriadas até a temperatura ambiente e usadas

imediatamente.

3.2.Incorporacao da GSNO em solucoes de PVA

Solugbdes de PVA com concentragdes de 0,5, 2,5, 5,0 € 10,0 % (m/v) foram

preparadas conforme o item 3.1. Em todos os casos, adicionou-se quantidades

apropriadas de GSNO sdlida as solugbes de PVA, a temperatura ambiente, de modo

a se obter uma proporcdo em massa de PVA:GSNO constante, de 1:3,6 X 102 que

corresponde a uma concentracdo molar de GSNO de 107 umol/g de PVA. As

solugbes foram agitadas por cerca de 5 min com uma barra magnética para garantir

a completa dissolucao do soluto. As solugcdes obtidas dessa maneira estao listadas

na tabela 1.

Tabela 1. Concentracbes das solugcbes de PVA e GSNO utilizadas para a

preparacao de filmes.

[PVA] (g/L) na [GSNO] (g/L) na Designacao dos filmes | Designacao dos filmes de
solucao solucao de PVA puros PVA/GSNO
100 3,6 PVA 100 PVA/GSNO 100
50 1,8 PVA 50 PVA/GSNO 50
25 0,9 PVA 25 PVA/GSNO 25
5 0,18 PVA5 PVA/GSNO 5
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3.3.0btencao de filmes isolados, por moldagem a partir de solucao

Filmes circulares de PVA e PVA/GSNO hidratado, submetidos ou n&o a ciclos
de congelamento/descongelamento’ (veja abaixo), foram obtidos através da adicdo
de 2,0 mL de solugao de PVA ou PVA/GSNO em moldes circulares de nylon de 2.0
cm de diametro e 0.5 cm de altura. Apds o preenchimento dos moldes, os mesmos

foram colocados no freezer a -20°C e mantidos nesta temperatura por 20h.

3.4.Ciclos de congelamento/descongelamento* para aumento do grau de
cristalinidade

Os filmes submetidos ao tratamento térmico para aumento do grau de
cristalinidade foram retirados do freezer e mantidos a 25°C por 2h ou 4h com
repeticdo dos ciclos de C/D ("freezing/thawing") a —20 e 25 °C por até 5 vezes. Os
flmes ndo submetidos ao tratamento térmico para aumento do grau de

cristalinidade” foram retirados do freezer e secos imediatamente.

3.5.Secagem dos filmes de PVA

Os filmes obtidos por moldagem de acordo com o item acima, foram secos por
dois métodos distintos:

*

Filmes submetidos a ciclos de congelamento/descongelamento serao indicados pela sigla C/D.

kk

Filmes nao submetidos ao tratamento térmico para aumento do grau de reticulagdo serao
denominados neste trabalho por filmes “nao reticulados”. Deve-se observar que, a rigor, todas as
amostras de PVA sdo semicristalinas e, portanto apresentam algum grau de reticulagao atribuido a
presenca de cristalitos. A denominacdo “ndo reticulada” tem apenas o propésito de facilitar a
identificacdo das amostras.
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- Secagem por evaporacao: Apdés o ultimo ciclo C/D, os filmes
descongelados foram secos no liofilizador por 24 h, sem congelamento posterior.

- Secagem por sublimacao: Apos o ultimo ciclo C/D os filmes congelados
foram secos no liofilizador por 24h, mantendo-se o congelamento durante a

secagem.

4. Caracterizacao de filmes de PVA isolados
4.1.Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Medidas de DSC foram realizadas utilizando-se um calorimetro 2920
Modulated TA Instruments (EUA). O padrdo de calibracdo utilizado foi o indio
metalico (temperatura de fusao, Ti= 156,6 °C).

Amostras de filmes isolados de PVA com massas variando de 3,0 a 6,0 mg
foram colocadas em cadinhos de aluminio com tampa hermética e aquecidas a uma
taxa de 20°C/min na faixa de -20 a 250°C. Os termogramas foram os obtidos nas
primeiras corridas de aquecimento e, desta forma, permitem uma analise da histéria
térmica de preparacao da amostra. As temperaturas de fuséo (T;) foram obtidas nos
pontos maximos dos picos de fusdo. As entalpias dos picos de fusdo (AH;) foram
calculadas com base na calibragdo com indio, através do programa operacional do
instrumento.

O grau de cristalinidade dos filmes de PVA foi calculado através da razao
entre o AH; das amostras e 0 AH; de uma amostra de PVA 100% cristalina (AH100% crist
=150,0 J/g)* (Mark, 1996; Ricciardi e cols., 2004 e Willcox, 1999) (Eq. 9)

AH
X(%)=——2L—x100

100% crist
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*Obs.: Valores de AH1po% crist S€ encontram tabelados para uma série de polimeros e
sdo determinados indiretamente, através da caracterizagdo térmica de varias
amostras de um mesmo polimero com diferentes graus de cristalinidade. Estas
amostras tém a porcentagem de cristalinidade determinada por uma técnica direta
como a difragdo de raios X, e os valores de AH; determinados por DSC. Construindo-
se um gréfico de porcentagem de cristalinidade versus AH;, obtém-se uma estimativa

do AH;de uma amostra 100% cristalina por extrapolacéo.

4.2.Difratometria de raios X

Filmes isolados de PVA foram analisados por difratometria de raios X (DRX) a

temperatura ambiente, com um difratdmetro Shimadzu Modelo XRD 7000 (Japao)

utilizando-se uma lampada de cobre com radiacdo Ko (A = 1,5418 A) e velocidade

de varredura de 2%min, com 26 variando de 10°a 50°. Utilizou-se um porta amostras
de aluminio, especifico para filmes.

Analisou-se a influéncia do numero de ciclos de C/D, da concentracdo da
solucdo de partida e do tempo de descongelamento dos ciclos sobre os

termogramas de DSC e sobre os difratogramas de raios X.

5. Determinacao dos coeficientes de difusao da GSNO através de
filmes de PVA isolados

As medidas de difusdo foram realizadas utilizando-se uma cela de difuséo
vertical, construida com base no modelo da cela de Franz (Franz, 1975), conforme
esquematizado na figura 13. O sistema possui dois flanges de nylon, um superior e
outro inferior, fixados por quatro parafusos nos cantos dos flanges. O flange superior
possui um orificio de 1 cm x 1 cm x 1 cm, onde foi colado 1 mL de solu¢do 12 mM de

GSNO. O flange inferior possui um orificio de 1 cm x 1 cm x 4.5 cm acoplado a uma
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cubeta (figura 13(B)), que foi completamente preenchida com uma solugéo receptora
de tampao fosfato (PBS pH 7.,4).

= —— Parafuso

Fase doadora
>
de GSNO L .

% Flanges

Cubeta contendo
PBS (fase receptora)

(A)
| ‘I\A’O cm
Fase doadora 1,0 cm
de GSNO
+ 9] @
“O-ring”

= Filme

de PVA
i ; Cubeta
) contendo PBS
| o o
(B) ©)

Figura 13. Esquema da cela vertical utilizada para realizar as medidas de difusao.

(A) cela montada, (B) flange superior, (C) flange inferior.

Filmes de PVA preparados a partir de solugdo 2.5% (m/v) tratados por até 5
ciclos C/D, e secos por sublimag¢ao ou evaporacao da agua foram colocadas entre os
dois flanges e presos com o auxilio de um anel de borracha de silicone (“O —ring”). O
sistema foi colocado no espectrofotébmetro e foi observada a variagdo espectral em

funcdo do tempo (em A = 336 nm) na solugdo de PBS a 37°C sob agitacédo
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magnética de 200 rpm. Uma vez que os filmes de PVA utilizados intumescem
quando em contato com solugcdo aquosa, a cinética de liberacdo da GSNO foi
determinada plotando-se graficos de logaritmo da quantidade média liberada (-InQ)
versus tempo (t). As curvas obtidas apresentaram coeficiente de linearidade bastante
préoximo de 1, validando a escolha do modelo de difusdo. Os coeficientes de difusdo
foram obtidos a partir do coeficiente angular da reta, de acordo com a equacao ja

apresentada para modelos de difusdo utilizando-se cela de Franz (Eq. 7):

DA
InO=2 — |t
Q (ij @)

Analisou-se a influéncia do numero de ciclos de C/D, secagem por
evaporagao ou sublimacdo da agua e do tempo de descongelamento dos ciclos

sobre o coeficiente de difusdo da GSNO através dos filmes de PVA.

6. Analise colorimétrica da GSNO pelo método de Griess

Utilizou-se o método de Griess para a caracterizagao da cinética de difusao da
GSNO para a fase aquosa. O acompanhamento cinético da liberacdo de GSNO foi

realizado em um espectrofotometro UV-Vis com arranjo de diodos HP 8452A (EUA).

6.1.Preparacao das solucoes estoque de GSNO
Solugdes estoque de GSNO com concentragdes variando de 250 uM a 1 mM

foram preparadas pesando-se a quantidade apropriada de GSNO e adicionando-se a

mesma a um volume conhecido de agua desionizada. As concentragdes finais das
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solucbes obtidas foram corrigidas utilizando-se o valor de coeficiente de extincao
molar da GSNO (Nims e cols., 1995 e Cook e cols., 1996) (€335 = 900 M cm™). Em

seguida, essas solugdes foram diluidas de maneira que as concentragcdes de GSNO

na solucao do reagente de Griess variassem de 1.0 a 75.0 uM.

6.2. Preparacao do reagente de Griess

O reagente de Griess em meio acido foi preparado pela dissolucao de 5.7
mmoles sulfanilamida e e 0.12 mmoles de NEED em 100 mL de solugéao de HCI 4M.
Para a preparacao do reagente de Griess em meio neutro, dissolveu-se 1.7 mmoles
de sulfanilamida e 0.04 mmol de NEED em 100 ml de tampéo fosfato, pH 7.4 (PBS).
A solugao estoque de cloreto de mercurio (HgCl,) foi preparada pela dissolucao de
0.5 mmol de HgCl, em 50mL de dimetilsulféxido (DMSO).

6.3.0btencao das curvas de calibracao

Solucdes de GSNO foram adicionadas ao reagente de Griess em meio acido
ou neutro de modo que a concentracao final de GSNO variasse de 1.0 a 75 uM.
Essas solucdes foram mantidas sob agitacdo constante a 37°C por 180 minutos.
Passado este tempo, as solugdes foram transferidas para uma cubeta de quartzo de
caminho 6ptico 1.0 cm e analisadas espectrofotometricamente em A = 540 nm para o
reagente de Griess em meio acido e A = 496 nm para o reagente de Griess em meio
neutro. Curvas de concentracdo X absorbancia foram obtidas em cada caso e os
coeficientes de absorcdo molares (¢) foram obtidos a partir dos coeficientes
angulares de cada curva, de acordo com a lei de Beer (Eqg. 10):

A = &bc (10)
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onde A é a absorbancia, € é o coeficiente de absortividade molar, b o caminho 6ptico

e ¢ a concentragao do soluto na cubeta.

6.4.Cinética de eluicao de GSNO a partir de filmes isolados

Filmes de PVA/GSNO 25 com massa variando entre 1,5 e 2,0 x 10 g, néo
reticulados, submetidos a 3 ciclos de C/D e secos por evaporagao foram colocados
em uma cubeta de quartzo de caminho éptico de 2.0 cm. Em seguida, o volume da
cubeta foi preenchido com o reagente de Griess em meio &cido. Acompanhou-se
espectrofotometricamente em A = 540 nm a cinética de eluicdo da GSNO a partir dos
filmes de PVA/GSNO para a solugao de Griess. Foram obtidos espectros a cada 10

min.

7. Analise da degradacao da GSNO contida em filmes de PVA apés
sua esterilizacao com oxido de etileno

Filmes de PVA/GSNO 25, tratados por 3 ciclos de C/D e secos por
evaporacdo foram submetidos a esterilizagdo com 6éxido de etileno (ETO) nas
condi¢coes da tabela 2. A esterilizacdo das amostras foi efetuada pela empresa
Cebras Centro de Esterilizacao do Brasil Ltda, Goiania GO. Apéds estes tratamentos,
as quantidades restantes de GSNO nas amostras esterilizadas foram determinadas
pelo método de Griess e comparadas com a quantidade de GSNO restante em uma
amostra preparada nas mesmas condi¢gdes e mantida a 10 °C durante o mesmo

periodo (30 dias). As andlises foram realizadas em duplicata.
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Tabela 2. Condicoes de esterilizacao de filmes isolados de PVA/GSNO com éxido de

etileno.
CONDIGAO DE CONCENTRACAO DE TEMPERATURA PRESSAO DE
ESTERILIZACAO GAS (mg/L) (°C) VACUO (Kgf)
1 400 45 -0,70
2 500 50 -0,75
3 600 55 -0,80

Tempo de Esterilizagdo: 4h; Umidade intra-camara: 60%; Pressdo de trabalho: -0,15

kgf; Ciclo de aeracao intra-camara: 10 ciclos/10min; Aeragcdo extra camara: 48 h.

8. Preparacao de placas de aco inox revestidas com filmes de PVA

8.1.Deposicao dos filmes sobre placas de a¢o-inox

Cerca de 200 uL das solu¢des de PVA 25 ou 5 foram aplicados sobre a
superficie de placas de ago-inox com dimensdes de 3.0 X 0.5 X 0.2 cm e espalhados
uniformemente para a obtencao de um filme aderido, apds a secagem. Essas placas
foram submetidas ou ndo aos ciclos de C/D e, em seguida, secas por evaporagao ou
sublimagéo da agua.

As placas foram pesadas antes e apds a aplicagdo e secagem das solugdes
de PVA para a determinagdo da massa de filme depositada sobre cada placa,
utilizando-se uma balanga analitica Mettler AE200S, com cinco casas decimais apds
a virgula. A massa do filme de PVA seco, depositada sobre a placa, m;, foi

determinada gravimetricamente, de acordo com a Eq. 11.

m,=m, —m, (11)
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onde my é a massa da placa contendo o filme de PVA seco e my a massa da placa

metdlica limpa, sem o filme.

8.2.Determinacao da cinética de dissolucao dos filmes

As placas de ago-inox revestidas com filmes de PVA 25 nao reticulados ou
tratados por até 5 ciclos de C/D, com tempo de descongelamento de 4h, e secos por
sublimacao da agua, foram imersas durante 24h em agua desionizada a 37 °C. Em
seguida, as placas foram secas por sublimacdo por 24h e sua massa final foi
determinada. A massa de filme perdida por dissolucdo, m;, apdés a imersdo e
secagem, foi calculada como:

m, =m, —m; (12)

Onde m3 é a massa da placa mais a massa do filme obtida ap6s a imerséo e
secagem e my a massa da placa contendo o filme de PVA/GSNO seco.

A porcentagem de perda de massa do filme por dissolucao foi calculada como
(eq. 13):

m;
% = ——x100 (13)

8.3.Microscopia Optica

Placas de ago-inox revestidas com filmes de PVA 25 néo reticulado ou tratado
por trés ciclos de C/D com tempo de descongelamento de 4 h e secos por
evaporacdo foram imersas durante 24 h em agua desionizada a 37 °C. Foram

obtidas fotos antes e apds a imersao, utilizando-se uma lupa Micronal acoplada a
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uma camera CCD. Para a digitalizacdo das imagens, utilizou-se o programa Image-

pro Plus.

8.4.Microscopia eletrénica de Varredura

A morfologia de filmes de PVA 25, n&o reticulados ou tratados por trés ciclos
de C/D com tempo de descongelamento de 4 h, depositados sobre placas de aco-
inox, e secos por evaporacdo ou sublimagcdo da agua foi analisada em um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) Jeol JSM 6360 LV (Jap&o), com poténcia
de 20KV.

9. Revestimento de stents com filmes de PVA/GSNO

9.1.Revestimento por imersao

O revestimento de stents com filmes PVA e PVA/GSNO foi obtido através da
imersao dos stents em solucdes de PVA ou PVA/GSNO (preparadas de acordo com
o procedimento descrito acima). Os stents foram previamente lavados com hexano
para remocgao de possiveis residuos de gordura e secos na estufa por 2h. Apoés a
secagem, os stents foram fixados com uma pinca fina através de uma de suas
extremidades, mergulhados na solugao polimérica na posicao vertical e mantidos na
solugao por cerca de 1 min (figua 14). Apds este tempo os stents foram removidos
lentamente da solucdo. O excesso de solucdo escorrida para a extremidade inferior
do stent foi removido com papel absorvente. Este procedimento foi efetuado uma vez
para as solucdoes de PVA ou PVA/GSNO 100, 50 e 25 e repetido mais duas vezes
para as solucdes de PVA ou PVA/GSNO 5. Em seguida, a pinca que prendia os
stents foi acoplada, na posicao horizontal, a um agitador mecanico rotatério, e os

stents foram mantidos sob rotacao a 200 rpm para uma secagem prévia, protegidos
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da luz durante 1h. Apds esta secagem, os stents foram transferidos para um
recipiente seco, protegidos da luz e secos no liofilizador sem congelamento prévio.
Os stents foram pesados antes e depois do recobrimento para a determinacao

da massa dos filmes, com precisdo de + 1 x 10° g.

pinca ﬁ Agitador

mecanico

T

Solugdo de
PVA ou
PVA/GSNO

stent —p»

Figura 14. Esquema do recobrimento de stents a partir da imersdo em solugéo de
PVA ou PVA/GSNO seguida da secagem preliminar sob rotagcdo em agitador

mecanico.

9.2. Aplicacao de ciclos de C/D aos stents
Stents recobertos com filmes de PVA 25 foram submetidos a ciclos de C/D.

Imediatamente ap6s o processo de imersdo e retirada do excesso de solugao
polimérica, os stents foram suspensos por um fio de nylon fixado na borda de um
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béquer de 100 mL. O béquer com os stents foi coberto com papel aluminio e
transferido para o freezer a —20°C permanecendo nesta condigdo por 20 h. Em
seguida o béquer foi retirado do freezer e mantido a temperatura ambiente (sala
termostatizadoa a 25°C) por 4h. Este ciclo foi repetido um total de trés vezes. Por fim

os stents foram secos no liofilizador por evaporag¢ao durante 4h.

9.3.Caracterizacao Morfolégica

9.3.1. Microscopia 6ptica

Para facilitar a visualizagdo dos revestimentos poliméricos por microscopia
Optica, foram obtidos stents recobertos com PVA 50 contendo azul de metileno como
corante. O azul de metileno foi adicionado a solucdo polimérica em quantidade
suficiente para a obtencao de coloracado azul intensa. O revestimento foi obtido de
acordo com o item 9.1. Os stents secos foram examinados e fotografados com uma
lupa Micronal acoplada a uma camera CCD. Para o tratamento das imagens, utilizou-

se o programa Image-pro Plus.

9.3.2. Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia da superficie de stents recobertos com filmes de PVA 5, 25 e 50
foi analisada em um Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV) Jeol JSM 6360 LV,
com poténcia de 20KV. Os stents recobertos foram metalizados com ouro por 30
min. Para permitir a visualizacdo do filme depositado sobre os stents, foram
realizados riscos na superficie dos stents com um bisturi antes da metalizacdo com

ouro.
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9.4.Cinética de eluicao de GSNO a partir dos stents revestidos

Os stents revestidos com filmes de PVA/GSNO 5, 25 e 50, submetidos ou nao
a ciclos de C/D e secos por evaporacao da agua, foram imersos em uma cubeta de
quartzo contendo o reagente de Griess, em meios acido ou neutro a 37°C, sob
agitacdo magnética a 400 rpm. Foram obtidos espectros da solucdo a cada 10
minutos.

Para verificar a influéncia dos metais do stent na formacédo do composto azo
no meio acido reacional, acompanhou-se a cinética de reacao entre reagente de
Griess e uma solucao de GSNO de concentracao 7,5 uM na presenca de uma placa

de ago-inox néo revestida.

9.5.Estimativa da quantidade de GSNO eluida para a parede muscular de
uma artéria coronaria a partir de um stent revestido com PVA/GSNO

Foi estimada a quantidade de GSNO que se difundiria para a o interior da
camada muscular de uma artéria que recebesse um stent revestido com filme de
PVA/GSNO 5 nao submetido aos ciclos de C/D. Considerou-se a hipotese da GSNO
se difundir completamente do stent, com 50% da GSNO indo para a corrente
sanguinea e os outros 50% se acumulando na parede da artéria em contato com o
stent. A figura 21 apresenta o esquema dos cortes transversal e longitudinal de uma
artéria indicando os parametros utilizados para o calculo do volume da camada
arterial que receberia a GSNO eluida do stent.

O volume da camada arterial que recebe a GSNO é dado por:

Vol da camada arterial = n L (2r d + d?) (14)
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Figura 15. Esquema do corte transversal (A) e longitudinal (B) de uma artéria, com

stent implantado onde r € o raio interno da artéria, d a espessura da camada arterial
para a qual a GSNO se difunde e L o comprimento do stent. (Fonte:
http://www.mplsheart.com/Pages/NewsAtrticle.asp?1D=2)
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. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Filmes de PVA isolados

1.1.Efeito dos ciclos de congelamento/descongelamento sobre as
propriedades térmicas e a cristalinidade dos filmes de PVA.

Na anadlise por DSC, a diferenga no fluxo de calor entre uma amostra e uma
referéncia inerte € medida conforme ambas (amostra e referéncia) sdo submetidas
as mesmas mudancas de temperatura. O termograma de DSC de um filme de PVA
25 preparado por 5 ciclos de C/D é apresentado na figura 16 como exemplo. O
primeiro pico endotérmico (Hassan e cols. 1998; Bajpai e Saini, 2006 e Hassan e
Peppas, 2000), mais largo, que se inicia perto de 100°C, corresponde a evaporacao
de agua residual presente na amostra. O pico mais estreito e intenso perto de 230°C
representa a fusdo dos cristalitos de PVA. A fusdo do PVA ocorre numa faixa de
temperaturas por causa da distribuicdo de tamanhos dos cristalitos. As linhas
tracejadas representam linhas-base utilizadas para a determinacdo das areas dos
picos, a partir das quais se podem calcular as entalpias dos processos
correspondentes que estao indicadas em unidades de J/g. As temperaturas de 107 e
216 °C correspondem ao inicio dos processos que originam o0s picos (“onset
temperatures”). As temperaturas de 159 e 229 °C correspondem as temperaturas
Nnos maximos dos picos.

A figura 17 mostra os termogramas de DSC dos filmes de PVA 25 isolados,
nao tratado por ciclos C/D (néao reticulado) e tratados por 1, 3 e 5 ciclos de C/D, com
tempo de descongelamento de 4 h, e secos por evaporagao, a partir de solucoes
PVA 25.

Os termogramas de DSC obtidos na faixa de temperatura de 0 a 250 °C
apresentam dois picos endotérmicos; um localizado préoximo a 230 °C, que é
atribuido a fusdo da fase cristalina do PVA e um que ocorre em temperaturas mais
baixas, com pico em 135 °C nos filmes nao reticulado e submetido a 1 ciclo de C/D e
se desloca para temperaturas mais altas nos filmes submetidos a 3 e 5 ciclos: ca.
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175 e 159 °C, respectivamente, atribuido a evaporacado de agua residual presente
nas amostras (Bajpai e Saini, 2006 e Hassan e Peppas, 2000). Este pico diminui de
intensidade com o aumento do numero de ciclos, indicando perda de agua residual

durante o tratamento térmico.

107,41°C 216,01°C
E 54,53 J/g 62,95 J/g f-
3 S s
S
©
(&)
S
o 159.15°C
X
=
T
229,83
T T T T T T T T
0 5|0 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 16. Termograma de DSC de filme de PVA 25, tratado por 5 ciclos de C/D e

Seco por evaporagao.

O estado da agua em hidrogéis de PVA preparados por ciclos de C/D ja foi
investigado por vérias técnicas como DSC e espectrometria de ressonéncia
magnética nuclear (Hatakeyema e cols., 2005). Os autores sugerem a presenca de
dois tipos diferentes de agua: uma agua livre e uma agua ligada ("bound water"), que
evapora a uma temperatura maior do que a agua livre. No caso dos filmes
preparados por ciclos de C/D, a liofilizagdo (evaporacao ou sublimacao do solvente)
arrasta a agua livre do filme. Entretanto, a presenga do primeiro pico endotérmico
indica a presenca de grande quantidade de agua ligada a matriz polimérica.
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Figura 17. Termogramas de DSC de filmes de PVA 25 n&o reticulado e submetidos
a1, 3 e5ciclos de C/D.

As entalpias de fusdo das diferentes amostras de PVA estdo apresentadas na
tabela 3. As temperaturas de fusdo com picos em ca. 230 °C estdo de acordo com
dados da literatura (Hassan e Peppas, 2000 e Bajpai e Saini, 2006). O grau de
cristalinidade obtido pela andlise do termograma de DSC do PVA néao tratado por
ciclos foi 28,3%. Este valor esta de acordo com resultado prévio da literatura (Cassu,
1995) que relata um grau de cristalinidade de 30% para PVAs com grau de hidrélise
de 99%. Apoés o tratamento por ciclos de C/D, as amostras submetidas a 1, 3 e 5
ciclos apresentaram graus de cristalinidade bastante similares, de aproximadamente
40%. Esses resultados indicam que o tratamento por ciclos de C/D aumentou a
cristalinidade, mas o aumento do numero de ciclos, de um para cinco, ndao aumentou
significativamente o grau de cristalinidade de filmes preparados a partir de solugéo
PVA 25 (m/v) de polimero.
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Tabela 3. Entalpias (AH;) de fusdo obtidas por DSC e graus de cristalinidades (Xc)

para amostras de PVA submetidas a diferentes numeros de ciclos de C/D.

Amostra AHn, (J/9) | Xc (%)
Nao reticulado 42,5 28
1 ciclo 61,3 41
3 ciclos 58,1 39
5 ciclos 62,9 42

O perfil de difracdo de raios X de um filme seco de PVA 25 preparado por trés
ciclos de C/D e seco por evaporacao esta apresentado na figura 18, como um
exemplo. O difratograma apresenta um pico mais intenso e estreito em 26 = 20,
atribuido a difracao causada pelos cristalitos de PVA (Ricciardi e cols., 2005). Um
segundo pico, mais alargado, e de intensidade baixa em 26 = 41 ° est4 relacionado a
presenca de dgua residual na amostra. Ha ainda um terceiro componente de difracéo
que aparece como um ombro ou um alargamento da base do pico mais intenso,
atribuido ao espalhamento da fase amorfa no filme de PVA.

Os difratogramas de raios X dos filmes de PVA 25 isolados, nédo tratado por
ciclos C/D e tratados por 1 e 3 ciclos de C/D, com tempo de descongelamento de 4 h
estdo apresentados na figura 19. Os difratogramas sdo bastante semelhantes,
apresentando picos caracteristicos em 206=20° que podem ser atribuidos a
presenca da fase cristalina de PVA nos filmes (Ricciardi e cols., 2004). Também se
observa um pico proximo de 26 = 40°, atribuido a presenca de agua residual nos
filmes de PVA. O alargamento na base do pico principal de difracdo pode ser
atribuido a sobreposicédo do pico de difragdo dos cristalitos com o espalhamento de
raio-X da fase amorfa (halo amorfo). Percebe-se que este alargamento da base do
pico principal € maior na amostra ndo submetida aos ciclos, diminuindo conforme o

namero de ciclos aumenta. Esta diminuicao pode ser constatada pela comparacao
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das razdes entre a largura das bases e a altura dos picos de intensidade em
26 =20°, apresentadas na tabela 4. A intensidade do pico com 26 = 20°, também
aumenta em fungdo do numero de ciclos. Isso indica a formacédo de mais agregados
cristalinos e uma quantidade menor de PVA na fase amorfa quando se repetem os
ciclos. Estas caracteristicas indicam que a execucado de um e trés ciclos de C/D
aumenta o grau de cristalinidade dos filmes de PVA. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por DSC, indicando que o ciclo de C/D aumenta a
cristalinidade do PVA, além de permitir uma observagcdo mais precisa da

cristalinidade dos filmes de PVA submetidos a diferentes niumeros de ciclos.

19,7°

Intensidade (u.a.)

40,9°

T J T J T J T T
10 20 30 40 50

20

Figura 18. Difratograma de raios X de filme de PVA 25, tratado por trés ciclos de
C/D e seco por evaporagao. Os valores de 26 indicados correspondem aos picos de

difracao.
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Figura 19. Difratogramas de raios X de filmes de PVA 25 obtidos néo reticulados e

obtidos por 1, 3 e 5 ciclos de C/D, secos por evaporacao.

Tabela 4. Valores de largura (L) e altura (H) dos picos de difragdo de raios-X e as

razbes (L/H) para filmes de PVA 25 submetidos a diferentes numeros de ciclos de

C/D.

AMOSTRA |L(cm)|H(cm)| L/H
Nao reticulada | 6,5 1,85 3,5
1 ciclo 8,2 3,25 2,5

3 ciclos 5,3 3,8 1,4
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1.2.Efeito da concentracao da solucao polimérica de partida sobre as
propriedades térmicas e a cristalinidade dos filmes de PVA.

A figura 20 mostra os termogramas de DSC de filmes de PVAS5, 25 e 100
submetidos a 3 ciclos de C/D com tempo de descongelamento de 2 h e secos por
evaporagao.

De forma anédloga a figura 16, observa-se a presenca de dois picos
endotérmicos; um centrado em 230 °C em todos 0s casos, atribuido a fusdo da fase
cristalina do PVA e um que ocorre em temperaturas mais baixas, com maximo
préximo a 175 °C nos filmes de PVA 5 e 25. Estes picos devem estar associados a
evaporagao de agua residual nos filmes. No termograma da amostra PVA 100 néo &
possivel identificar a presenca deste pico. Além disso, a variagao da linha base neste
termograma impediu a estimativa da entalpia do pico de fusdo. O pico endotérmico
obtido para esta amostra apresenta-se bastante alargado em comparagao aos picos
das amostras PVA 5 e 25 indicando a presencga de cristais mais mal formados (com
defeitos) no filme PVA 100 (Lucas e cols., 2001).

As entalpias de fusdo e os correspondentes graus de cristalinidade obtidos
dos termogramas da figura 20 estdo apresentados na tabela 5. Observa-se que o
grau de cristalinidade aumentou de PVA 5 para 25.

Os difratogramas de raios-X correspondentes aos filmes de PVA 5, 25 e 100
estdo apresentados na figura 21. De forma andloga a figura 18, estes difratogramas
apresentam o principal pico de difragcdo em 26 = 20°, sendo que a intensidade dos
picos aumenta do filme PVA5 para PVA 25, o que corresponde a um aumento do
grau de cristalinidade. Esse aumento é refletido num estreitamento da base do pico,
correspondente a difracdo da fase amorfa, e representada na tabela 6 pela
diminuicdo da razado L/H. Porém, quando a concentracdo aumenta de 2.5% para
10.0% (PVA 25 para PVA 100), a intensidade do principal pico de difracao diminui,

indicando menor grau de cristalinidade.
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Flgura 20. Termogramas de DSC de fiimes de PVA 5, 25 e 100 secos por
evaporacao e preparados por 3 ciclos de C/D.

Tabela 5. Entalpias de fusao (AHs) e graus de cristalinidade (Xc) para flmes de PVA 5

e 25, submetidas a 3 ciclos de C/D, secos por evaporagao.

Amostra |AH;(J/g) | Xc (%)

5 41,8 28

25 58,1 39
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Figura 21. (A) Termogramas de DSC de filmes de PVA secos e liofilizados
preparados por 3 ciclos de C/D a partir de solugcbes de PVA 5, 25 e 100.

A reducao da cristalinidade a partir de certo limite de concentracao da solucao
polimérica esta de acordo com os resultados relatados por Hassan e Peppas (2000).
Estes autores consideraram que a formacao de regides cristalinas estaveis € mais
provavel quando se aumenta a concentracdo de PVA devido a maior sobreposicao
de cadeias e consequentes dobras nas cadeias poliméricas de acordo com o modelo
de cadeias dobradas (Figura 9). Entretanto, conforme a viscosidade da solucéo
aumenta, juntamente com o grau de enovelamento das cadeias poliméricas (que
limita a difusdo dos segmentos de PVA), espera-se que o grau de cristalinidade
estabilize ou mesmo diminua, evitando ou retardando a formacéao de cristalitos bem

formados.
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Tabela 6. Valores de largura (L) e altura (H) dos picos de difragdo de raios-X e as
razdes (L/H) para filmes de PVA 5, 25 e 100 submetidos a trés ciclos de C/D e secos

por evaporacao .

Filme de PVA | L(cm) |H(cm) | L/H

5 4,7 2,4 2.0
25 5,3 3,8 1,4
100 5,2 3,0 1,7

1.3.Efeito do tempo de descongelamento sobre as propriedades térmicas e
a cristalinidade dos filmes de PVA.

A figura 22 mostra os termogramas de DSC de filmes de PVA 25 submetidos a
3 ciclos de C/D para tempos de descongelamento de 2 e 4 h. A tabela 7 apresenta os
valores de entalpias de fusao e graus de cristalinidade obtidos por DSC.

Como observado nos termogramas anteriores, ha dois picos endotérmicos; um
com maximo em ca. 230°C, relativo a fusdo de cristalitos do PVA e outro préximo a
175°C, relativo a evaporacdo de agua de hidratagdo ou agua ligada a matriz
polimérica. Observa-se também que o0 aumento do tempo de descongelamento de 2h
para 4h ndo aumentou significativamente a entalpia de fusdo, bem como a
cristalinidade de filmes de PVA usados neste ensaio, como pode ser constatado
pelos valores destes parametros apresentados na tabela 7. Este resultado esta de
acordo com o relatado por Hassan e Peppas (2000) que observaram que durante o
tempo de descongelamento o tamanho dos cristalitos inicialmente aumenta, e entéo

diminui devido a dissolugéo da estrutura cristalina.
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Figura 22. Termogramas de DSC de filmes de PVA 25 secos e liofilizados,

submetidos a 3 ciclos de C/D, com tempos de descongelamento de 2 e 4 h.

Tabela 7. Entalpia de fusdo e grau de cristalinidade de filmes de PVA 25 submetidos

a 3 ciclos de C/D, com tempos de descongelamento variando entre 2 ou 4h.

Amostra | AH;(J/g) | Xc (%)

4h 58,1 39

2h 56,9 38

Os difratogramas de raios-X correspondentes aos filmes de PVA da figura 22

estdo apresentados na figura 23. Pelo difratograma de raios X, observa-se que a

amostra tratada por ciclos de C/D com tempo de descongelamento de 4h apresenta
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um pico mais estreito de difragcdo da fase cristalina e de maior intensidade, indicando
a presenca de uma quantidade maior de cristais. Este estreitamento se reflete na
diminuicao dos valores da razao L/H apresentados na tabela 8. Apesar de aumentar
0 numero de cristais na amostra, um tempo maior de descongelamento ndo garante
cristais mais bem formados. Desta forma, esta técnica permitiu uma avaliagdo mais
precisa da variacao do grau de cristalinidade, que nao pode ser obtida pela analise
dos termogramas de DSC.

4h

2h

1000

Intensidade (u.a.)

750
500

250

T T T T T T T T
10 20 30 40 50

20

Figura 23. Difratogramas de raios-X de filmes de PVA secos por sublimagao a partir

de solucbes de PVA 25 e submetidos a 3 ciclos de C/D, com tempos de

descongelamento de 2 e 4 h.
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Tabela 8. Valores de largura (L) e altura (H) dos picos de difracdo de raios-X e as
razoes (L/H) para filmes de PVA 5, 25 e 100 submetidos a trés ciclos de C/D e secos

por evaporacao .

Amostra | L (cm) | H (ecm) | L/H

2h 52 3.1 1,7

4h 5,3 3,8 1.4

1.4.Efeito dos ciclos de congelamento/descongelamento sobre a velocidade
de dissolucao de filmes imersos em agua depositados sobre placas de

aco-inox

A tabela 9 apresenta as massas de filmes depositados sobre placas de acgo-
inox, preparados a partir de solucdo de PVA 5, submetidos a diferentes numeros de
ciclos e secos por sublimacdo, antes e apds sua imersdo durante 24h em agua
desionizada a 37°C, e a porcentagem em massa de filme perdida por dissolugéo
nestas condicoes.

Quando imersas em agua a 37°C, todas as amostras de PVA intumesceram
em diferentes graus. Além disso, os resultados de gravimetria indicam que uma
fracdo significativa das cadeias de PVA dissolve em solugdo, mesmo nos filmes
submetidos aos ciclos.

A avaliacdo gravimétrica indicou um grau de dissolugdo menor para amostras
submetidas a mais ciclos de C/D. Por exemplo, aumentando-se o numero de ciclos
de um para cinco, ha uma redugédo de cerca de 10% no grau de dissolugdo dos
filmes de PVA depositados sobre as placas. Estes resultados confirmam o aumento
no grau de cristalinidade associado ao aumento do numero de ciclos de C/D
verificado por difracao de raios X e estdo de acordo com resultados ja relatados na
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literatura. Hassan e Peppas (2000), utilizando-se da técnica de complexacao de PVA
com &cido bdérico, estudaram o comportamento de dissolucdo de géis de PVA
preparados por técnicas de C/D. Eles observaram que ha uma dissolugdo inicial das
amostras devido a presenca de segmentos de PVA que nao participam dos
processos de formagao dos cristalitos e, portanto, ndo foram incorporados a estrutura
fisica dos géis. Um grau menor de dissolucao foi observado para amostras que foram
preparadas com nimeros maiores de ciclos de C/D.

Tabela 9. Valores de massa de filmes de PVA 5 depositados sobre placas de aco-
inox, antes (massa inicial) e ap6s (massa final) sua imersdo durante 24h em agua

desionizada a 37°C, sem agitacao.

Massa perdida
Filme Massa inicial (g)/10™* | Massa final (g)/10™
(@10 | (%)
Nao reticulado 2,7 1,0 1,7 63
Um 4,0 2,5 1,5 37
Trés 3,0 2,0 1,0 33
cinco 4,2 3,0 1,2 29

1.5.Efeito dos ciclos de C/D sobre o intumescimento de filmes de PVA
depositados sobre placas de aco-inox

As fotos obtidas por camera CCD de filmes de PVA 25 secos por evaporacao,
depositados sobre placas de acgo-inox e submetidos a 0 e 3 ciclos de C/D para
tempos de descongelamento de 2 h encontram-se na figura 24. Estas fotos foram
obtidas antes e depois das placas revestidas serem imersas durante 24h em agua
deionizada h a 37°C.
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Antes da imersao ApOs a imersao

Figura 24. Micrografias Opticas de filmes de PVA 25 secos por evaporacao,
depositados sobre placas de acgo-inox, ndo tratados por ciclos C/D (A e B) e
submetidos 3 ciclos de C/D (C e D) para tempos de descongelamento de 2 h, antes

e apds sua imersdo em agua desionizada a 37 °C, por 24 h.

Observou-se que os filmes de PVA depositados sobre placas de ago-inox
apresentam-se lisos, homogéneos e transparentes, quando secos. Apds imersao em
agua durante 24h a 37°C o PVA nado submetido aos ciclos se apresenta bastante
disforme. Pode-se notar o enrugamento e descolamento do filme da placa de aco-
inox, devido a expansao tridimensional das cadeias poliméricas causada pela
absorcdo de agua durante o intumescimento. No caso do filme tratado por 3 ciclos,
nao houve enrugamento ou descolamento do filme. Observa-se também que neste
caso o grau de intumescimento é muito menor. A redugdo do intumescimento do

filme submetido a 3 ciclos evitando o seu descolamento da superficie do ago-inox,
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pode ser atribuida ao maior grau de cristalinidade da fase rica em PVA. A quantidade
de agua absorvida pelo filme fica limitada ao espaco intersticial disponivel na fase
amorfa, diminuindo-se assim sua expansao tridimensional e conseqglientemente o

seu grau de intumescimento.

1.6. Efeito dos ciclos de C/D e da técnica de secagem sobre a morfologia de
filmes depositados sobre placas de aco-inox

As micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura apresentadas
na figura 26 sao representativas do tipo de superficie apresentado por filmes de PVA
25 depositados sobre placas de aco-inox, submetidos ou nao a ciclos de C/D e a
duas técnicas diferentes de secagem.

Comparando-se as fotos dos filmes néo reticulado e submetido e trés ciclos de
C/D e secos por evaporacao, observa-se que os ciclos afetam a textura da superficie
dos filmes de PVA, deixando a superficie mais rugosa. Comparando-se a segunda e
terceira colunas da figura 26, observa-se uma grande diferenca entre as morfologias
dos filmes secos por evaporacao ou sublimacao da agua. A secagem por sublimagéo
leva a formacao de poros na matriz polimérica que ndo séo observados no caso do
flme seco por evaporagdo da agua. Estes poros estdo associados ao
desenvolvimento de uma estrutura tridimensional esponjosa constituida por
filamentos interligados como se pode ver mais claramente na micrografia com
aumento de 500 X. A formagdo de poros em matrizes poliméricas de PVA
submetidas a ciclos de C/D ja foi observada por Hatakeyema (2005). De acordo com
esse trabalho, a mobilidade dos segmentos das cadeias de PVA na solucdo cessa
quando a agua congela. Quando a temperatura diminui, as cadeias da fase amorfa
dissolvidas na agua sado expelidas para que se formem os cristais de gelo. A
expansao da agua durante a formacao do gelo causa uma maior aproximagao das
cadeias poliméricas. Assim, as paredes que delimitam os poros na matriz de PVA
tornam-se mais densas com o aumento do numero de ciclos, e as dimensdes dos

poros aumentam. Quando os filmes sdo secos por sublimacédo, o tamanho desses
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poros é preservado. Por outro lado, durante a secagem por evaporacao, as cadeias
que formam a matriz apresentam pequena mobilidade, que permite que os poros
diminuam ou que a estrutura porosa desapareca. Macroscopicamente, isso resulta
em matrizes mais homogéneas e translucidas.

A figura 25 mostra um esquema da formagéao da estrutura do gel, comegando
pela distribuicdo das cadeias poliméricas em solugcao, o aparecimento dos primeiros
cristalitos ap6s o primeiro ciclo de C/D, e a formacao dos poros durante a secagem

por sublimag&o ou evaporagao.

Figura 25. Esquema da formagao da estrutura do gel. (A) Distribuicao das cadeias
poliméricas em solucdo aquosa. (B) Modelo da estrutura semicristalina do PVA
obtida por ciclos de congelamento/descongelamento na secagem por evaporacao.
(C) Estrutura semicristalina obtida através de secagem por sublimagédo, com criagao
de poros e densificagdo da fase amorfa. Baseado no trabalho de Willcox e cols.,
(1999).
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Figura 26. Micrografias obtidas por MEV de filmes de PVA 25 depositados sobre
placas de ago-inox (a) nao submetido a ciclos de C/D, seco por evaporagao (b)
submetidos a trés ciclos de C/D e seco por evaporagcao ou (c) submetidos a trés
ciclos de C/D e seco por sublimagao da agua.

*Obs: A micrografia do filme submetido a trés ciclos, seco por sublimagcido com aumento de 300x foi
obtida por reflexao de elétrons retroespalhados.
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1.7.Efeito do numero de ciclos de C/D sobre a velocidade de difusao da
GSNO a partir de solucao, através de filmes de PVA

A figura 27 mostra as curvas do logaritmo da quantidade de GSNO difundida
por unidade de area de filmes de PVA (-InQ) versus tempo (em segundos), para
filmes de PVA 25 nao reticulado e submetidos a 1, 3 e 5 ciclos de C/D, e secos por
sublimacado. Os coeficientes angulares das retas obtidas por regressao linear das
curvas correspondem aos coeficientes de difusao (D) de acordo com a equagéao 7.

Os valores de coeficiente de difusao obtidos estdo apresentados na tabela 10.
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Figura 27. Logaritmo da quantidade de GSNO (-InQ) difundida por unidade de area,
em funcao do tempo (t), em segundos, para filmes de PVA 25, secos por sublimacao

e nao reticulado (m) e submetidos a 1 (o), 3 (A) € 5 (¢) ciclos de C/D. [GSNQ]
utilizada: 12mM L. Meio receptor: tampéo fosfato (pH = 7,4). Temperatura = 37 °C.

As barras de erro correspondem ao desvio padrao da média (SE) de duplicatas.
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A avaliagdo dos coeficientes de difusdo, apresentados na tabela 10 e
calculados de acordo com a equagao 7 mostra uma diminuigdo de cerca de 3 vezes
na magnitude do coeficiente de difusdo da GSNO através da matriz de PVA
submetida a um ciclo de C/D em relagdo a matriz ndo tratada por ciclos. Entretanto,
conforme o0 nimero de ciclos aumenta para 3 € 5 ha um aumento gradual na taxa de

difusao.

Tabela 10. Coeficientes de difusdo (D) da GSNO a partir de solugcdo de GSNO 12.0
mM L para tampéo fosfato (pH = 7,4), através de membranas de PVA preparadas a
partir de solucdo 2.5% (m/v), secas por sublimacdo e submetidas a diferentes
numeros de ciclos de C/D. O Erro se refere ao erro padrao da média de duplicatas.

filme D /107 (cm?®s™) | Erro/107
Nao reticulado 5,68 +5
1 ciclo C/D 1,98 +5
3 ciclos C/D 2,46 +7
5 ciclos C/D 4,24 +6

A redugéo na taxa de difusdo da GSNO através da matriz de PVA submetida a
1 ciclo, comparada a matriz de PVA ndo submetida a ciclos pode ser atribuida ao
processo de densificagcdo que ocorre durante o ciclo de C/D, como discutido no item
anterior, e ja foi relatada em outros trabalhos (Peppas e Stauffer, 1991 e Hickey e
Peppas, 1995; Hatakeyema e cols., 2005). Com o aumento do numero de ciclos, o
processo de densificagdo que ocorre durante os ciclos de C/D leva ao aumento da
dimensdo dos poros, conforme observado por Hatakeyema e cols. (2005) e
exemplificado na figura 28. Assim, pode-se considerar que a repeticdo dos ciclos de
C/D leva a formacao de poros sobrepostos interconectados, que permitem a difuséo
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livre da GSNO pela matriz de PVA através de canais continuos preenchidos de
solucdo, levando ao aumento da velocidade de difusdo observado nos filmes

submetidos a 3 e 5 ciclos.

Figura 28. Micrografias eletronicas de varredura de hidrogéis de PVA preparados a
partir de solugdo com concentragao de 5% (m/v) tratados por 2 ciclos (a esquerda) e
5 ciclos (direita) de C/D. A barra de escala representa 10um. (Hatakeyema et al.,
2005)

1.8.Efeito da remocao da agua por sublimaciao ou evaporacdo sobre a
velocidade de difusdao da GSNO a partir de solucao, através de filmes de
PVA

A figura 29 apresenta as curvas de logaritmo da quantidade de GSNO
difundida por unidade de area (-InQ) em funcao do tempo em segundos para filmes
de PVA 25 submetidos a 3 ciclos de C/D e secos por evaporac¢ao ou sublimagéo da
agua. Os valores de coeficiente de difusdo de GSNO através destes filmes estdo
apresentados na tabela 11.

Pode-se observar que quando o filme de PVA é seco por sublimagédo ocorre
uma diminui¢do de cerca de 4 vezes no coeficiente de difusdo da GSNO. Isso indica
que o congelamento da agua da solucao polimérica leva a um aumento da densidade
da fase amorfa através da qual a GSNO deve se difundir. Este efeito é esperado,
uma vez que durante o congelamento da agua, ocorre a segregacdo do polimero
como soluto. A fase amorfa segregada deve assim se tornar mais densa do que a
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fase amorfa que se forma no filme seco por evaporacdo (onde nao ocorre
segregacao do polimero). Este resultado estd de acordo com os dados da Tabela 10
que mostram que a densificacdo da fase amorfa produzida por ciclos de C/D também
reduz os coeficientes de difusdo. A densificagdo da fase amorfa pode ser
interpretada de acordo com o modelo da figura 25, apresentada anteriormente.
Ressalta-se que a densificacdo da fase amorfa ndo implica em aumento do grau de
cristalinidade. Os cristalitos sdo formados durante o descongelamento, quando as
cadeias tém mobilidade para dobrar e se organizar na forma de lamelas. Durante o
congelamento, a segregacdo das cadeias de PVA as torna mais proximas,
permitindo a formagé&o de cristalitos em ciclos subsequientes. A diferenga entre o
filme seco por evaporacao e o seco por sublimacao, portanto, é o espaco intersticial
entre os cristalitos e a densidade da fase amorfa que sdo menores para os filmes
secos por evaporagao do que para 0s secos por sublimacgio.

Macroscopicamente, os filmes de PVA secos por sublimacdao sao brancos e
com aparéncia esponjosa, enquanto os filmes secos por evaporacao sao translicidos
e mais homogéneos, como foi observado pelas micrografias apresentadas na figura
26. Os filmes com aparéncia esponjosa apresentam um coeficiente de difusdo
menor, ja que a compacta¢do das cadeias reduz a velocidade de difusdo GSNO
através da fase amorfa no interior dos filmes até que ela alcance a solucéo

receptora.
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Figura 29. Curvas de Logaritmo da quantidade de GSNO difundida por unidade de
area (-InQ), para filmes de PVA 25 submetidos a 3 ciclos de C/D e (A) secos por

evaporagao ou (B) secos por sublimagéo.

Tabela 11. Coeficiente de difusdo (D) da GSNO a partir de solugdo de GSNO 12.0
mmol L' para 4gua desionizada, através de membranas de PVA 25, submetidas a 3
ciclos de C/D e secas por sublimagao ou evaporacado da agua. O erro se refere ao

desvio padrao associado ao coeficiente de fusao obtido.

Filme |D/107 (cm?s™)| Erro/10?®

sublimado 2,46 +7

evaporado 9,35 2
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1.9.Efeito da duracao do ciclo de descongelamento sobre a velocidade de
difusao da GSNO a partir de solucao, através de filmes de PVA

A figura 30 apresenta as curvas do logaritmo da quantidade de GSNO
difundida por unidade de area (-InQ) em fungéo do tempo, em segundos, de filmes de
PVA 25 secos por evaporagao, submetidos a 3 ciclos (C/D) com diferentes tempos
de descongelamento. A tabela 12 apresenta os correspondentes coeficientes de
difusao (D).

A andlise da figura 30, juntamente com os valores de D apresentados na
tabela 12, mostram que o coeficiente de difusdo da GSNO através de filmes de PVA
€ inversamente proporcional ao tempo de descongelamento nos ciclos, ou seja, o
coeficiente de difusdo diminui quando o tempo de descongelamento nos ciclos
aumenta. O mesmo resultado foi obtido por Hickey e Peppas (1995) ao avaliar as
caracteristicas de difusédo e a distancia entre os cristalitos formados em membranas
de PVA preparadas por técnicas de C/D. Utilizando uma cela de difusdo com
monitoramento espectrofotométrico, estes autores verificaram que o aumento do
nuamero de ciclos de C/D de membranas de PVA leva a uma reducao do coeficiente
de difusdo da teofilina de 3.07 para 1,33 (107) cm? s a partir de uma solucédo
aquosa para uma solucao receptora de agua desionizada a 25 °C. Estes autores
encontraram uma correlagdo entre o aumento do numero de pontos de reticulacao
(com aumento da cristalinidade) e a diminuicdo de D. Os valores de coeficiente de
difusdo (D) da GSNO (C;HsN4O7S; MM 336,3 g/mol) foram comparados com os
valores obtidos para a difusdo da teofilina (C;HgN4O, MM 180.2 g/mol) através de
filmes de PVA preparados por ciclos de C/D relatados no trabalho de Hickey e
Peppas (1995). As formulas estruturais da teofilina e da GSNO estao apresentadas
na figura 31.
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Figura 30. Curvas do logaritmo da quantidade de GSNO difundida por unidade de
area, em funcéo do tempo em segundos, para filmes de PVA 25 submetidos a 3

ciclos de C/D com diferentes tempos de descongelamento.

Tabela 12. Coeficiente de difusao (D) da GSNO a partir de solucao de concentragao
12.0 mmol L' para tampao fosfato, através de filmes de PVA 25 submetidos a 3
ciclos de C/D, com diferentes tempos de congelamento, secos por sublimacdo da

agua. O erro se refere ao desvio padrao associado ao coeficiente de fusédo obtido.

Amostra D/107 (cm?s™) Erro/10®
2h 5,13 4
4h 246 +7
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Figura 31. Férmulas estruturais da teofilina (A) e da GSNO (B).

O raio hidrodinamico da teofilina é de 3,7 A, ao qual corresponde um volume
hidrodinamico de 212 A. O volume molecular da GSNO foi calculado a partir da
estrutura de equilibrio de menor energia representada na figura 32 (Oliveira e cols.,
2002). Nesta estrutura foram considerados 0s espacos intersticiais entre os atomos
da molécula, resultando num volume de 328,1 A® e numa area molecular de 358.3 A%
O volume da molécula de GSNO, portanto, é da mesma ordem de grandeza do
volume da molécula de Teofilina.

A difusdo de teofilina e de GSNO através das membranas de PVA preparadas
por ciclos de C/D resulta em coeficientes de difusdo na faixa de 1 a5 (107) cm®s™.
As tendéncias observadas nos valores de coeficientes de difusdo em funcao do
namero de ciclos e do tempo de descongelamento sdo as mesmas em ambos 0s

casos.
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Figura 32. Estrutura de equilibrio utilizada no calculo do volume molecular da GSNO,
onde as esferas marrons representam os atomos de carbono, as azuis os de
nitrogénio, amarelas os de enxofre, as vermelhas os de oxigénio e as brancas os de

hidrogénio. (Oliveira e cols., 2002)

Os valores relatados de coeficientes de difusdo da teofilina através de filmes
de PVA sao um pouco menores do que os observados no caso da GSNO. Isso pode
ser atribuido as diferencas nas concentracées das solugcdes de PVA utilizadas para
preparar os filmes (15% (m/v) no caso dos filmes utilizados nos experimentos com
teofilina e 2,5% (m/v) nos experimentos com GSNO) e as concentragdes das
solugbes de teofilina e GSNO colocadas no compartimento doador das celas de
difusédo (0,1 g/L no caso da teofilina e 4,0 g/L no caso da GSNO). Além disso, os
experimentos de difusdo com a GSNO foram feitos a 37 °C enquanto os
experimentos com teofilina foram feitos a 25 °C.

Estes resultados estdao de acordo com o aumento do grau de cristalinidade
observados por DSC e difracdo de raios X. O aumento do grau de cristalinidade da
matriz aumenta a tortuosidade do caminho a ser percorrido pela GSNO, diminuindo o
coeficiente de difusdo. A densificacdo da fase amorfa da matriz inibe a passagem da
GSNO, contribuindo para a diminuicao do coeficiente de difusao.
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1.10.Cinéticas de eluicao da GSNO para solucao de Griess

1.10.1. Curvas de calibracao

A figura 33 mostra as curvas de calibracdo obtidas para a reacdo da GSNO
com solugdo de Griess em meios acido e neutro, com base nas medidas de
absorbancia em 540 e 496 nm, respectivamente. A Tabela 13 apresenta os

coeficientes de absorgdo molares obtidos através da regressao linear das curvas.

Absorbancia

0,00 T I T I T I T I T I T I T I T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracdo de GSNO / 10° mol L™

Figura 33. Curvas de calibragdo obtidas para a reacdo de GSNO com solucdo de

Griess em meios acido (A) e neutro (B).
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Tabela 13. Coeficientes de absorcdo molares obtidos a partir da regresséao linear das
curvas de calibracdo de GSNO em reagente de Griess em meios acido e neutro.

Meio |&/ 107 (M cm™) |Erro/ 107

Acido 59160 +20

Neutro 11455 +4

Os valores de ¢ obtidos para o reagente de Griess em meio acido € ca. 5X
maior que o € obtido em meio neutro. Portanto, em meio &cido, a sensibilidade do
método de Griess é maior, possibilitando a determinacdo de quantidades de GSNO
de concentracdo da ordem de poucos umol por litro, necessaria para a utilizacao do
método em stents. Entretanto, a presenca de metais na reagdo de GSNO com
Griess, interfere na determinacdo da quantidade de GSNO presente em solugcédo
acida. Assim, a detecgdo da GSNO presente nos stents pelo método de Griess deve
ser realizada em meio neutro. (Veja sessao 2.3.2).

1.10.2. Deteccao da GSNO eluida para Solucao de Griess em meio acido
a partir de filmes isolados.

Na Figura 34 estdo apresentadas as curvas de quantidade de GSNO versus
tempo a partir de filmes de PVA/GSNO 25, nao reticulado e submetido a trés ciclos
de C/D, secos por evaporagado de agua, € imersos em solucao acida de reagente de
Griess. A partir das regressodes lineares das curvas nos primeiros 45 min e nas duas
horas finais de imers&o dos filmes nas solugdes, foi possivel calcular as velocidades

de eluicdo de GSNO em cada caso, apresentadas na tabela 14.
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Figura 34. (A) Curvas cinéticas de eluicdo de GSNO a partir de filmes de PVA/GSNO
25 (A) nao reticulado e (B) submetido a trés ciclos de C/D, para solugdo acida do

reagente de Griess.

Tabela 14. Velocidades iniciais e finais de eluicao de GSNO a partir de filmes de
PVA/GSNO 25nao0 reticulados e submetidos a trés ciclos de C/D obtidas a partir das

regressoes lineares das curvas cinéticas nos primeiros 45 min e apés 2,5h.

Taxa de eluicao (nmol/h)

Tratamento
45 min iniciais 2,5 - 4h finais
Nao reticulado 160 4
3 ciclos C/D 94 0,8
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Na primeira hora, a velocidade de eluicdo da GSNO a partir do PVA nao
submetido a ciclos de C/D é cerca de duas vezes maior comparada a do PVA tratado
por trés ciclos de C/D. Essa diferenca pode ser atribuida a reducao da velocidade de
difusdo da GSNO na fase rica em PVA, devido a presenca dos cristalitos, que torna
mais tortuoso o caminho a ser percorrido pela GSNO dentro da matriz polimérica até
alcancar o reagente de Griess.

Os resultados de eluicao de GSNO, juntamente com os resultados de difusao
previamente apresentados indicam efeitos antag6nicos dos filmes de PVA, que
devem ser modulados para se obter as caracteristicas de liberacdo desejadas.
Observa-se que o aumento do numero de ciclos leva ao aumento do grau de
cristalinidade e, conseqlientemente, do niumero de cristalitos, aumentando o caminho
livre médio a ser percorrido pela GSNO até alcancar a solucado. Entretanto, a
repeticao dos ciclos leva a densificagdo da fase amorfa, aumentando a dimensé&o dos
poros formados, permitindo a difusao livre da GSNO através do filme de PVA.

A existéncia de uma quantidade menor de GSNO no polimero tratado por trés
ciclos de C/D (patamar mais baixo de difusdo na Fig. 3) pode ser atribuida a sua
degradacao térmica durante os ciclos. Observa-se que a quantidade de GSNO eluida
do filme de PVA nao submetido aos ciclos é de 10,4 x 10° mol de GSNO por grama
de filme, que corresponde ao numero de moles inicial presente no filme. O mesmo
nao ocorreu no caso do filme submetido aos ciclos de C/D, cuja quantidade de
GSNO eluida para solugido de Griess foi de 5,36 x 10° mol g filme, devido &
degradacao da GSNO durante os tempos de descongelamento dos ciclos. A reducao
da concentracdo de GSNO também contribui para a reducdo da velocidade de
eluigcéo.

Observa-se que ap0ds os periodos de eluicao rapida a velocidade de eluicao
de GSNO diminui cerca de 40 vezes para o polimero ndo submetido aos ciclos de
C/D e cerca de 100 vezes para o polimero tratado por 3 ciclos de C/D. Este resultado
esté de acordo com o efeito dos ciclos de C/D sobre a velocidade de difuséo relatado
no item 1.7, atribuido a densificacdo da fase amorfa e ao aumento do grau de

cristalinidade da matriz de PVA.
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1.11.Andlise de degradacao da GSNO em filmes submetidos a processos de
esterilizacao com 6xido de etileno (ETO)

A figura 35 apresenta as quantidades de GSNO restantes nos filmes apos as
esterilizagbes com ETO em trés condi¢des diferentes; ETO1, ETO2 e ETOS (veja
tabela 2 na parte experimental). A degradacdo do filme de PVA/GSNO néao
submetido a esterilizacao e estocado a 13°C como controle, foi de cerca de 3%, e

esta dentro da faixa de incerteza experimental.
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Figura 35. Gréafico de barras mostrando as quantidades de GSNO (x10° mol/g filme)
restantes em filmes de PVA nao submetidos a esterilizacado (Inicial) e submetidos a
esterilizacdo com Oxido de etileno em trés condicoes diferentes (ETO1, ETO2 e
ETOS).

A concentracdo de GSNO imediatamente apds a preparacdo e secagem do
filme medida pelo método de Griess foi de 10,9 x 10° mol por grama de filme. Este
valor esta de acordo com a concentragcdo esperada a partir da preparagdo da
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amostra. Apds 30 dias, mediu-se a concentragdo de GSNO do filme nao esterilizado
mantido a temperatura de 13°C e protegido da luz e obteve-se um valor de 10,2 x 10°
®> mol por grama de filme (inicial). Para as amostras esterilizadas, as quantidades de
GSNO medidas foram de 4.18; 2.60 e 2.62 (10™ mol de GSNO por grama de filme)
para as amostras ETO 1, ETO 2 e ETO 3, respectivamente. Estes resultados indicam
que a esterilizacao com 6xido de etileno pode levar a uma degradacao térmica de até
80% da GSNO presente inicialmente em filmes de PVA, dependendo das condicoes
de esterilizacdo utilizadas. Porém, a concentracdo de GSNO residual nos filmes,
apoés a esterilizacao por este método pode ser suficiente para a obtencao de efeitos
farmacologicos na inibicdo da reestenose (veja abaixo).

1.12. Implicacdes dos resultados obtidos com filmes isolados e com placas

revestidas para o revestimento de stents.

O sucesso dos stents farmacolégicos esta intrinsicamente relacionado a triade
stent, polimero e medicacao (Missel, e cols.; 2002) Dentre as caracteristicas ideais
que os polimeros devem ter para que os farmacos atinjam efeito étimo estéo: cinética
previsivel da medicacéo a ser adicionada; elasticidade, sem perder a integridade da
superficie, nao-interferéncia na integridade da medicacdo adicionada, nao
interferéncia nas caracteristicas estruturais e operacionais do stent, além de
possibilidade de esterilizacdo, estabilidade, longa-vida e custo efetividade. O PVA
utilizado neste estudo atende a todos estes pré-requisitos, podendo sua utilizagao
ser melhorada para aplicacdo desejada, de acordo com o tratamento a que €
submetido.

Através dos estudos desenvolvidos, observou-se que a realizacao de ciclos de
C/D aumenta o grau de cristalinidade, tornando-o menos soluveis em solugéo
fisiolégica, diminuindo sua taxa de intumescimento, e consequientemente evitando o
descolamento do polimero do substrato metalico. Esta € uma propriedade bastante
importante para sua utilizagdo como matriz carregadora de farmaco em stents, uma

vez que o dispositivo implantado estara submetido a um regime de fluxo sanglineo,
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em que o polimero devera manter-se fixo ao metal do stent, para garantir o efeito
local do farmaco e evitar o bloqueio da luz arterial devido ao descolamento do
polimero. A menor velocidade de dissolucao (obtida com o aumento do numero de
ciclos de C/D) e a diminuigcdo do coeficiente de difusdo da GSNO (conseguida
através do aumento do numero de cristalitos e com a densificacdo da fase amorfa
através do congelamento por sublimagdo) evitam um efeito citotdéxico no local
lesionado que poderia ser causado por uma concentragcdo excessiva de GSNO
acumulado no local da implantacao.

Mario C. e cols. (2005) estudaram a implantacdo de stents recobertos com
oxido de Iridio e relataram que a estrutura rugosa da superficie pode ajudar na
reducdo da rejeicdo do organismo devido a implantacdo dos stents. Assim, a
secagem por sublimacao, além de reduzir o coeficiente de difusao da GSNO, torna a
superficie mais rugosa, o que pode ser importante para a aplicagdo em stents.

De acordo com os resultados obtidos e as caracteristicas desejaveis para a
aplicacao de polimeros em recobrimento de stents, conclui-se que o melhor
revestimento obtido neste estudo foi o preparado a partir de solugdo de concentracao

de PVA 2.5% (m/v), tratado por trés ciclos de C/D e seco por sublimacao.

2. Stents recobertos com PVA e PVA/GSNO

2.1.Caracterizacao morfologica

2.1.1. Microscopia 6ptica

A Figura 36 apresenta as fotografias de stents fornecidos pela Inovatech
revestidos com filme de PVA 5 contendo azul de metileno e de dois stents
comerciais das marcas Taxus (Boston Scientific) e Cypher (Johnson&Johnson)
obtidas com uma camera digital. O azul de metileno foi utilizado para facilitar a

visualizagao do filme polimérico na fotografia optica.
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Figura 36. Fotos obtidas por microscopia éptica de stents revestido em laboratério
com solugdo de PVA 5% (m/v) e corante azul de metileno (A) fornecido pela
Inovatech, (B) stent comercial (C) stent Cypher (D) stent Taxus.

A foto 36A mostra o detalhe de uma algca com pequeno angulo de abertura no
stent Inovatech. Observa-se a formacdo de filme entre as hastes do stent,
evidenciada pela coloragdo azul do corante. Estes filmes s&o resultantes do
processo de remogao do stent da solugdo polimérica, devido ao escorrimento da
solugao por acao da gravidade. Esse acumulo de polimero na forma de filme entre
as hastes dos stents é indesejavel, pois ele pode bloguear pequenos vasos
sanguineos que afluem da artéria que recebera o stent. Na haste metalica, devido &
reflexdo da luz na superficie do stent, ndo € possivel perceber a presenga do filme. A
figura 36B apresenta uma das algas de um stent comercial, revestido com PVA
contendo azul de metileno. Ainda se observa, embora em menor quantidade, o

acumulo de polimero na parte interna da alga, porém nao é possivel perceber se o

78



restante da haste esta revestido com o filme polimérico. As figuras 36C e 36D
mostram os stents comerciais, Taxus, e Cypher revestidos com matrizes poliméricas
que contém as drogas anti-reestenose Paclitaxel e Sirolimus, respectivamente.
Nestes casos, ndo se observa acumulo de filme polimérico nas dobras das hastes,
mas também nado € possivel, através dessa técnica, observar a presenca dos
revestimentos poliméricos, devido a transparéncia dos filmes e a reflexao de luz pela
superficie metalica.

Embora a microscopia éptica ndo permita caracterizar a continuidade do
revestimento polimérico ela permite visualizar a existéncia de filmes entre as alcas

dos stents e assim é uma técnica rapida e barata para o controle deste problema.

2.1.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A figura 37 apresenta as micrografias obtidas por MEV de um stent nao
revestido e de stents revestidos com filmes de PVA 5, 25 e 50 e secos por
evaporacao. Conforme a concentracado da solugcao de PVA diminui, observa-se uma
quantidade menor de filme formado entre as algas do stent.

Apesar das micrografias de varredura eletrénica permitirem uma analise
detalhada da topografia da superficie dos stents, apds a metalizacdo com ouro ndo é
possivel constatar a existéncia do revestimento polimérico sobre as hastes do stent.
Para constatar a existéncia do recobrimento foram feitos riscos com um bisturi sobre
as hastes do stent antes da metalizagdo com ouro. A figura 38 mostra stents
revestidos com filmes de PVA 5 e 25 riscadas com bisturi. Pode-se observar a
remocao de parte do revestimento nas areas riscadas. Esse resultado confirma a

presenca de filme polimérico sobre as hastes metalicas do stent.
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Figura 37. Micrografias de varredura eletrbnica de stents (A) ndo revestido, com
aumento de 150X; e revestidos por imersdo em solucdes poliméricas de PVA com
concentracoes de (B) 5.0% (m/v) de polimero, com aumento de 65X (C) 2.5% (m/v)
de polimero, com aumento de 100X e (D) 0.5% (m/v) de polimero,com aumento de
55X. Obs: Os stents das fotos A e B foram imersos uma vez na solugdo polimérica
antes da secagem e o stent da foto C, trés vezes.
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Figura 38. Micrografias de varredura eletronica de stents revestidos com PVA: (A)
25 com aumento de 330X e (B) 5 com aumento de 700X, e riscados com bisturi,
antes da metalizacdo com ouro.

2.2.Caracterizacao gravimétrica

A tabela 15 apresenta os dados de caracterizagdo gravimétrica dos stents
revestidos com filmes de PVA/GSNO 5 a 50. A caracterizagao gravimétrica permitiu
determinar a massa de filme que fica aderida no corpo do stent apds o revestimento
e a secagem por evaporagao. Quanto mais concentrada a solugcao de PVA utilizada,
maior foi a quantidade de filme depositado sobre os stents, de acordo com o
esperado.

Os valores apresentados na tabela 15 indicam que a quantidade de filme
depositado sobre um stent INOVATECH de 1.0 cm de comprimento varia de 0.4 a
4,0 x 10* g, o que corresponde a porcentagens em massa de ca. 0,4 a 3,0 % em
relacdo a massa total dos stents revestidos. Deve-se salientar que os stents
revestidos com solu¢des de PVA 50 e 25 foram imersos uma vez enquanto o stent
revestido com solu¢cdo de PVA 5 foi imerso 3 vezes na solugédo, antes de serem
secos e liofilizados.
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Tabela 15. Dados gravimétricos de stents revestidos com filmes de PVA/GSNO 50,
25 e 5, por imersao e secos por evaporagao.

. Massa stent + Massa do Stent | Massa do filme de | % em massa de
Revestimento . 4 4 4
filme /10™ (g) 107 (g) PVA/GSNO/10™ (g) PVA/GSNO
50
néo 133,9 130,0 3,9 3
reticulado
25
néo 189,8 188,3 15 1
reticulado
25 1
reticulado 162,9 161,3 1,6
5
ndo 112,4 11,9 0,5 0,5
reticulado

2.3.Cinéticas de eluicao da GSNO a partir de stents recobertos para solucao
de Griess

2.3.1. Solucao de Griess em meio acido

As curvas cinéticas de eluicdo de GSNO para solucdo acida do reagente de
Griess a partir de stents revestidos com filmes de PVA/GSNO preparados com
solucbes de diferentes concentragdes estdo apresentadas na figura 39. A partir
destas curvas, foram calculadas as concentracées maximas de GSNO (moles de
GSNO por g de filme de PVA) presentes nos stents revestidos. A tabela 16 apresenta
esses valores.

O perfil das curvas cinéticas de eluicdo de GSNO a partir dos stents é
bastante diferente do apresentado na figura 34, referente as curvas cinéticas de
eluicdo de GSNO para solugédo acida de Griess a partir de filmes isolados. Nesta, a
reacdo da GSNO com os reagentes de Griess atinge um patamar num tempo de
reacao préximo a 1 hora, e se mantém estavel por pelo menos quatro horas depois
de iniciada a reagao. As curvas cinéticas de eluicdo de GSNO a partir dos stents

revestidos (Figura 39) atingem um valor maximo cerca de 30 minutos apos o inicio
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da reacdo. Em seguida, a concentracdo acumulada na solucdo comeca a cair,
indicando a degradacdo do composto azo formado. Além disso, a concentracao
maxima de GSNO eluida dos stents é bastante inferior a obtida para os filmes
isolados. O grafico de barras da figura 40 compara os valores maximos de

concentracdo de GSNO em solugédo &cida de Griess eluida dos stents e de filmes

isolados.
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Figura 39. Curvas cinéticas obtidas a partir da reacdo do reagente de Griess em
meio acido com a GSNO eluida de stents revestidos com filmes de PVA (A) 50 nao
reticulado, (B) 25 nao reticulado e (C) 25 reticulado. Todos os filmes foram secos por
evaporagao.
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Tabela 16. Valores experimentais de concentracdo maxima de GSNO (mol g de

filme) eluida para solugdo de Griess a partir de stents revestidos em diferentes

condicoes.

Condicao de preparacao do filme

Concentracao da

Concentracio* /10°
(Moles GSNO/ g filme)

Solugio de PVA/GSNO| tratamento
50 Nao reticulado 4,0
25 Nao reticulado 1,7
25 3 ciclos de C/D 1,3

*Valores obtidos através da variagdo espectroscopica de solucdo de Griess com o stent

revestido por imers&o, considerando-se € da solugédo de Griess como 59160 * 199, referente a Ay

= 545 nm, resultante de curva de calibragdo de GSNO em solugao acida de Griess.

A quantidade de GSNO eluida do filme isolado para a solugdo de Griess foi

10,41 x 10™° mol de GSNO g filme. Essa concentragéo caiu para 4,52 x 10 mol de

GSNO g™ filme no caso do stent revestido com PVA 50, o que equivale a 40% da

quantidade determinada para o filme solto. Nos stents revestidos com solugdo de

PVA 25 néo reticulado e submetido a trés ciclos de C/D obteve-se cerca de 20 % da

quantidade de GSNO obtida nos filmes isolados. Estes resultados indicam que a

formacao de azo composto é influenciada pela presenca de metais do ago-inox dos

stents no meio acido reacional.
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Figura 40. Comparacao dos valores maximos de concentracao de GSNO eluida para
solugdo de Griess a partir de filmes isolados e dos stents com diferentes
recobrimentos com filmes preparados a partir de solugdo PVA/GSNO 50 e 25.
Colunas azuis referentes aos filmes ndo submetidos aos ciclos e colunas vermelhas
referentes aos filmes submetidos a trés ciclos de C/D.

Para se verificar essa hip6tese, acompanhou-se a cinética de reagdo de
GSNO em solugéao aquosa com Griess em meio acido. Esta cinética foi comparada
com a cinética da mesma solucao de GSNO adicionando-se uma pequena placa de
aco-inox a solucdo acida de Griess. A figura 41 apresenta os graficos de
concentracdo de GSNO versus tempo de reagao nestes dois casos.
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Figura 41. Curvas cinéticas de reagcdo de GSNO com reagente de Griess (A) na

presenca e (B) auséncia de ago-inox no meio reacional.

As curvas apresentadas na figura 41 mostram que a reacdo da GSNO com
solucao acida de Griess resulta na formagao do azo composto cerca de 60 minutos
apods o inicio da reacao e que a concentracao deste composto se mantém estavel por
pelo menos 240 minutos. A concentragcdo de GSNO medida na auséncia da placa de
aco foi de 7,30 x 10°® mol L™". Essa concentracéo caiu para 4,33 x 10®mol L™ com a
presenca do aco no meio reacional. Essa concentragdo equivale a 60% da
quantidade esperada de GSNO. Portanto, a presenca da placa de aco na reagéao de
GSNO com Griess, interfere na determinacao da quantidade de GSNO presente em
solucdo. Da mesma maneira, a deteccao da GSNO presente nos stents pelo método
de Griess em meio 4cido foi dificultada devido a decomposicao do composto azo na

presenca de metais do aco dos stents no meio reacional. Desta forma, constatou-se
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no presente trabalho que o método de Griess em meio acido ndo pode ser usado
para a quantificacdo da eluicdo de S-nitrosotidis a partir de stents mergulhados

diretamente na solucao de Griess.

2.3.2. Solucao de Griess em meio neutro

A figura 42 mostra a curva cinética de eluicdo de GSNO para a solu¢do de
Griess em meio neutro, a partir de stents revestidos com filmes de PVA/GSNO 5, e o
grafico de barras da quantidade total da GSNO eluida para solucao de Griess a partir

de filmes soltos ou depositados em stents.
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Figura 42. (A) Curva cinética de eluicao de GSNO para solugao neutra de reagente
de Griess a partir de stent revestido com filme néo reticulado preparado a partir de
solucdo de PVA/GSNO 5. (B) Grafico de colunas comparativo da concentracao de
GSNO eluida para solugédo neutra de Griess a partir de filmes isolados e de stents
revestidos.

A curva cinética apresentada na figura 42 atingiu um patamar em um tempo

de reagao préximo de 30 minutos, e tem um perfil semelhante a curva de eluigéo de
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GSNO a partir de filmes soltos imersos em solugao acida de Griess (Figura 34). A
quantidade de GSNO medida em meio neutro é de 7.5 x 10™ mol/g filme, cerca de
70% da quantidade de GSNO presente no filme isolado. Portanto, a determinacao da
quantidade de GSNO eluida de stents pode ser realizada através de reagente de

Griess em meio neutro.

2.4.Estimativa da quantidade de GSNO liberada para a parede muscular de

uma artéria coronaria a partir de um stent implantado

Na hip6tese da GSNO se acumular em um espago correspondente a uma
camada de tecido arterial de espessura d = 0,1 mm, e considerando-se um stent de
comprimento L =2 cm e raio r = 0,2 cm, o volume da camada arterial calculado pela
equacdo 14 é de 1,3x 10° L.

De acordo com a tabela 15 da sesséo 2.2, um stent recoberto com filme nao
reticulado, preparado a partir de solucdo PVA/GSNO 5, seco por evaporacao, possui
4,0 x 10”° g de filme depositado. Pelo método de Griess em meio neutro, este stent
pode eluir 7.5 x 10”°> mol de GSNO por grama de filme, ou seja, um total de 3 x 10°
mol de GSNO. Considerando-se que 60% da GSNO presente no stent decomponha
termicamente devido a esterilizacao por 6xido de etileno a 45°C, de acordo com o0s
resultados obtidos na sessao 1.11, a quantidade de GSNO que pode eluir do stent é
de 3x 10° mol de GSNO por grama de filme.

Em geral, os stents implantados medem 2.0 cm de comprimento, o dobro do
tamanho dos stents utilizados nos experimentos de eluicdo de GSNO. Assim,
considerando-se um stent de 2,0 cm de comprimento, a quantidade maxima de
GSNO que pode eluir do stent de acordo com os resultados obtidos pelo método de
Griess é de 6 x 10 mol por grama de filme depositado sobre o stent. A massa de
filme depositada sobre um stent de 2,0 cm revestido com PVA 5 é ca. 8 x 10 ° g.
Assim, a quantidade maxima que pode eluir desse stent, apds a implantacao é de 4,8
x 10° mol.

Se 50% da quantidade de GSNO se difundir para o interior da camada arterial
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e a outra metade se difundir para o sangue, na luz do vaso, tem-se uma carga total
de GSNO acumulada nesta camada da parede arterial de 2.4 x 10 ° mol. Assim, a
concentracdo de GSNO na camada arterial € de cerca de 180umol GSNO/L de
camada arterial. Em outras palavras, a concentracdo de GSNO nesta camada de
tecido arterial poderia atingir um valor da ordem de 200 pM.

Dados da literatura indicam que concentracbes de NO acima de 100 uM
exercem acao toxica apoptoética (lipke e West, 2005). Este valor representa uma
concentracdo cerca de 1000 vezes maior que as concentragdes enddgenas de NO
que exercem acao sinalizadora, que se encontram na faixa nanomolar (Koesling,
2000). Portanto, mesmo considerando-se as perdas por decomposicao, esterilizagao
e eluicdo durante a angioplastia, a concentracdo de GSNO disponivel nos stents
pode ser considerada suficiente para produzir agcoes sinalizadoras do NO na inibicao
da proliferagdo de células musculares lisas e da agregacao plaquetaria. Além disso,
a possibilidade de reduzir a concentragdo de GSNO no filme polimérico pode levar a
um aumento da sua estabilidade, conforme ja se verificou em trabalhos anteriores
(Qliveira e cols., 2002).
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CONCLUSOES

Analises por DSC e difracdo de raios X, mostraram que o grau de
cristalinidade do PVA aumenta com o numero de ciclos de C/D, e com a
secagem por sublimagéo do filme congelado.

O aumento da concentracao da solucao de PVA de 0,5 para 2,5 % (m/v) leva
a um aumento da cristalinidade dos filmes secos por evaporacdo. A
cristalinidade de filmes obtidos a partir de solugdes 10% (m/v) é menor do que
a obtida com solugdes 2,5 % (m/v).

O aumento da cristalinidade se reflete em uma diminuigcdo da velocidade de
eluicdo da GSNO para a fase aquosa e da velocidade de dissolugéo e grau de
intumecimento da matriz.

A secagem por sublimagéo e a utilizagdo de apenas um ciclo de C/D, s&o as
estratégias que levam a uma maior reducado do coeficiente de difusdo da
GSNO. Este efeito pode ser atribuido ao aumento da densificagdo da fase
amorfa, obtido nestes processos.

Os filmes secos por sublimagdo apresentaram uma estrutura tridimensional
esponjosa constituida por filamentos interligados.

A utilizacdo da solugdo PVA/GSNO 0,5 % (m/v) permitiu a obtengcdo de
revestimentos sem a formacao de filmes entre as hastes metalicas dos stents.
Estimou-se que estes stents podem liberar cerca de 30 umoles/g de PVA para
a parede arterial, ap0s a esterilizagdo com éxido de etileno a 45-65 °C.

O filme de PVA/GSNO com maior potencial para o revestimento de stents,
com a finalidade de inibicdo da reestenose, é o filme preparado a partir de
solucédo de PVA 0,5 % (m/v), contendo 0.018% (m/v) de GSNO, submetido a

trés ciclos de C/D e seco por sublimagéo.
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