UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS

Instituto de Quimica
Departamento de Fisico-Quimica

Tese de Doutorado

Filmes solidos de PVA eluidores de GSNO
para aplicacoes topicas e para o revestimento
de stents

Candidata: Maira Martins de Souza Godoy Simoes

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira

Junho de 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE
QUIMICA DA UNICAMP

Simodes, Maira Martins de Souza Godoy.

Si51f Filmes sélidos de PVA eluidores de GSNO para
aplicacées tépicas e para revestimento de stents / Maira
Martins de Souza Godoy. -- Campinas, SP: [s.n], 2011.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.

Doutorado - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Quimica.

1. Poli (alcool vinilico). 2. S-nitrosoglutationa.
3. Reticulagao fisica. 4. Ciclos de congelamento/
descongelamento. I. Oliveira, Marcelo Ganzarolli de.
[I. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quimica. Ill. Titulo.

Titulo em inglés: GSNO-eluting PVA solid films for topical application and for stents
coatings

Palavras-chaves em inglés: Poly (vinyl alcohol), S-nitrosoglutathione, Physical
crosslinking, Freezing/thawing cycles

Area de concentracgdo: Fisico-Quimica

Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira (orientador), Prof. Dr.
Luis Henrique Catalani (IQ-USP), Prof. Dr. Celso Aparecido Bertran (IQ-UNICAMP),
Profa. Dra. Maria Helena Andrade Santa (FEQ-UNICAMP), Prof. Dr. Daniel Rettori
(Depto Ciéncias Exatas e da Terra/UNIFESP)

Data de defesa: 20/06/2011

il



A minha mae, Yara.

Aos meus irmaos Omar, Silmara e José Luiz.



Agradecimentos

- Ao Prof. Marcelo Ganzarolli de Oliveira, pela orientacao e incentivo.
- A Scitech Produtos Médicos Ltda., e a Inovatech, pelo fornecimento dos stents.
- Ao Daniel Razzo, pela obtencao das micrografias eletronicas.

- A Fabiane M. Favoretto, pela realizagdo dos ensaios de DSC e pelo suporte

durante o desenvolvimento desse trabalho.

- Ao Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron, pela utilizagao da linha de SAXS.

-Ao CNPq, pela bolsa de doutorado.

- Ao professor Marcelo Brocchi e ao seu aluno Dorival Martins; ao professor
Céssio e seu aluno Alessandro; e ao Dr. Fernando Ganzarolli de Oliveira pela

realizacao de trabalhos em colaboracao;

- As minhas gerentes Patricia Steinmetz e Simone Tiossi por compreenderem

minhas auséncias em funcéo da elaboracao da tese;

- Aos amigos do 1Q, pelas conversas, desafios, desabafos e companhia neste
longo periodo;

- Aos amigos da Theraskin, que me acolheram, incentivaram e deram forga para

continuar a jornada.



CURRICULUM VITAE

. DADOS PESSOAIS

Nome: Maira Martins de Souza Godoy Simdes
Data de nascimento: 02/11/1981

. FORMACAO
2.1. Doutorado
Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Area: Fisico — Quimica
Periodo: Agosto de 2006 — junho de 2011
Titulo do projeto: Filmes sélidos de PVA eluidores de GSNO para aplicagbes
tépicas e para o revestimento de stents.
2.2. MESTRADO
Instituicao: Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Area: Fisico — Quimica
Periodo: Agosto de 2004 — junho de 2006
Titulo do projeto: Revestimento de stents com filmes de PVA eluidores de S-
nitrosoglutationa
2.3. GRADUACAO
Curso: Bacharelado em Quimica com atribuigées tecnoldgicas e Licenciatura em
Quimica.
Instituicao: Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Periodo: 1999-2003

. ATUACAO PROFISSIONAL

Jan/2010-atual: Theraskin Laboratorios Ltda.

Cargo: Pesquisadora Quimica

Atribuigbes: Pesquisa Bibliografica para o desenvolvimento de novos produtos,
busca e avaliagcdo de patentes, auxilio ao desenvolvimento de formulagdes,
avaliacdo de estabilidade de emulsbes, acompanhamento de testes fisico-
quimicos, pesquisa de produtos de degradacado, realizacdo de testes de pré-
formulacéao, avaliacéo de “Drug Master Files”.

ESTAGIOS
Estagio de nivel superior
Rhodia Brasil S.A. - jan-dez/2003 - 40h/semana - Fisico-Quimica
Departamento: Centro de Pesquisas de Paulinia — CPP

PATENTES

5.1. Deposito de Patente Internacional
Stents coated with NO- and S-nitrosothiol-eluting hydrophilic polymeric
blends; Oliveira, M. G., Moreira, A. M., SIMOES, M. M. S. G., Seabra, A. B
Morato, S. P. Scitech produtos medicos Ltda. E Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) — US 11/997,087 (28.01.2008)

5.2. Depdsito de Patente Nacional
Stents revestidos com blendas poliméricas hidrofilicas eluidoras de NO e
S-nitrosotiois; Oliveira, M. G., Moreira, A. M., SIMOES M. M. S. G., Seabra, A.
B., Morato, S. P. — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 2005 — PI
0503201-6.

vi



6. ARTIGOS PUBLICADOS

6.1.

6.2.

Antibacterial Nitric Oxide-Releasing Polyester for the Coating of Blood-
Contacting Artificial Materials; Seabra, A.B., Martins, D., da Silva R.,
SIMOES, M.M.S.G., Brocchi, M., and de Oliveira, M. G. Artificial Organs, 34
(7): E204-E214 (2010).

Poly(vinyl alcohol) Films for Topical Delivery of S-Nitrosoglutathione: Effect of
Freezing—Thawing on the Diffusion Properties ; Simées, M. M. S. G. and
Oliveira M. G. Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials, 93B (2):416-424 (2010)

7. CONGRESSOS INTERNACIONAIS E NACIONAIS (MAIS RECENTES)

7.1. SIMOES, M. M. S. G. ; F. G. de Oliveira ; Barreto, G. ; Oliveira, M. G. Sodium
nitroprusside-eluting stents as a new alternative for reducing platelet adhesion
and smooth muscle cell proliferation. 6" International Conference on the
Chemistry, Biology and Therapeutic applications of Nitric Oxide — jun/2010 —
Kyoto — Japao.

7.2. M. M. S. G. Simoées, R. S. Vieira and M. G. de Oliveira. Anti-thrombogenic
properties of blended Poly (vinyl alcohol)/chitosan films. 11" International
Conference on Advanced Materials (ICAM 2009) — Rio de Janeiro, 2009 — Oral
presentation.

7.3. SIMOES, M. M. S. G.; F. G. de Oliveira; Barreto, G. ; Oliveira, M. G.
Translational Research Symposium - Society for Biomaterials, Atlanta, Georgia
— USA. 2008.- Oral presentation

7.4. SIMOES, M. M. S. G.; de Oliveira, M. G., | Encontro sobre Estruturas Auto-
Organizadas em SolugGes e Interfaces — | AutoOrg, Sao Pedro, SP.-2008

7.5. F. G. de Oliveira ; SIMOES, M. M. S. G.; Barreto, G. ; Oliveira, M. G., Sao
Paulo, SP. XXIX Congresso da Sociedade de Cardiologia do Estado de Sao
Paulo, 2008 — Apresentagéo Oral.

7.6. SIMOES M. M. S. G., da Silva R., and de Oliveira MG; Effect of freezing-
thawing and chemical crosslinking on the structure of poly (vinyl alcohol) films.
182 Reuniao Anual de Usuarios (RAU) do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) — Campinas, SP — 18 e 19 de fevereiro de 2008.

8. IDIOMAS

e Inglés (Avangado)

9. CURSOS EXTRACURRICULARES

9.1. Curso de procedimentos em dermatologia experimental
Associagao Brasileira de Cosmetologia
14 a 18 de fevereiro de 2011 — carga horaria 40h

9.2. Escola de Nanobiotechologia - Centro Brasileiro-Argentino de
Nanotecnologia
Universidad Nacional de La Plata — Buenos Aires - Argentina
03 a 12 de novembro de 2008 — carga horaria:64h

9.3.  Curso Intermediario de Capacitacao em Propriedade Intelectual
24 a 28 de maio de 2010 - USP - Sao Carlos / SP -

Carga horaria: 40h
9.4. Curso Base Derwent Il — Patentes

Instituto de Inovagao (INOVA/Universidade Estadual de Campinas)
28/06/2004 — carga horaria: 8h

Vii



1. Resumo

O Poli(alcool vinilico) (PVA) é polimero biocompativel que pode ser usado como
matriz para a incorporagao de S-nitrosoglutationa (GSNO), que é uma molécula
enddgena que exerce todas as fungdes bioquimicas do 6xido nitrico (NO). Os
principais objetivos deste trabalho foram a obtencao de filmes sélidos de PVA
capazes de eluir GSNO localmente, que pudessem ser utilizados para aplicacdes
tépicas e para o recobrimento de stents. Os filmes de PVA foram reticulados
fisicamente através de ciclos de congelamento/descongelamento (C/D). Verificou-
se que a aplicacdo de 1 a 5 ciclos C/D leva a um aumento da cristalinidade dos
filmes comparada aos filmes nao submetidos a C/D. Este efeito esta associado ao
aumento do raio de giro de estruturas espalhadoras de raios X e com a reducgao
do coeficiente de difusdo da GSNO. A liberagao tépica de GSNO a partir de filmes
de PVA na pele de voluntdrios levou a um aumento significativo do fluxo
sanguineo dérmico, medido por fluxometria com laser Doppler. Demonstrou-se
que a aplicacdo de ciclos C/D pode ser usada para controlar a velocidade e a
intensidade de aumento de fluxo sanguineo. Filmes de PVA/GSNO aplicados
como revestimentos de pocos de placas de cultura de células mostraram atividade
bactericida dose e tempo-dependentes contra cepas de S. aureus e P. aeruginosa,
sendo capazes de esterilizar completamente estas duas bactérias multi-resistentes
apdés 6 h de incubacdo. Filmes de PVA/GSNO permitram a obtengdo de
revestimentos aderentes sobre a superficie de stents intracoronarios de ago inox
levando a uma reducao significativa da adesao plaquetaria apds incubagao com
sangue total. Estes resultados permitem propor o uso de filmes de PVA/GSNO
fisicamente reticulados para aplicagdes tbépicas no tratamento de lesdes
infectadas, para promover a vasodilatacdo de tecidos isquémicos e para a
melhoria das propriedades hemocompativeis de dispositivos de contato

sanguineo.
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2. Abstract

Poly(vinyl alcohol) (PVA) is a biocompatible polymer that can be used as a matrix
for incorporation of S-nitrosoglutathione (GSNO), an endogenous molecule that
exerts all the biochemical functions of nitric oxide (NO). The main objectives of this
work were to obtain solid PVA films capable of releasing GSNO locally, which
could be used in topical applications and for the coating for stents. PVA films were
physically crosslinked through freezing-thawing cycles (F/T). It was observed that
films subjected to 1 to 5 cycles shows higher crystallinity than films not subjected to
F/T. This effect is associated with an increase in the gyration radius of the X-ray
scattering structures and with a decrease in the GSNO diffusion coefficient.
Topical GSNO release from PVA films on the skin of volunteers led to a significant
increase of dermal blood flow, measured by laser Doppler flowmetry. It was shown
that F/T cycles can be used to control the rate and intensity of blood flow increase.
PVA/GSNO films applied as coatings of cell-culture plate wells showed dose and
time-dependent bactericidal activities against S. aureus and P. aeruginosa, being
able of completely sterilizing these mult-resistant bacteria after 6 h of incubation.
PVA/GSNO films allowed the formation of adherent coatings on the surface of
intracoronary stainless steel stents, and lead to a significant reduction of platelet
adhesion after incubation with whole blood. These results allow suggesting the use
of physically crosslinked PVA/GSNO films in topical applications for the treatment
of infected lesions, for promoting the vasodilation of ischemic tissues and for

improving the hemocompatible properties of blood contact devices.
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1. INTRODUGAO

O controle da fisiologia celular nos organismos ocorre através de um
sistema de transducdo de sinais extremamente complexo e dependente de
mecanismos de estimulo-resposta (Matsumoto, et al., 2011). Um estimulo
extracelular transmite um sinal para a célula através da membrana plasmatica via
receptor. Em resposta ao estimulo, as células reagem e produzem sinais
secundarios que podem ser transferidos para as células adjacentes, resultando
em uma resposta tecidual. Entretanto, apds a descoberta do papel fisiologico do
oxido nitrico (NO) como fator de relaxagdo derivado do endotélio (EDRF)
observou-se que células contiguas podem transmitir sinais por rotas
independentes de receptores (Ignarro, et al.,, 2002). O NO pode atravessar as
membranas plasmaticas como um segundo mensageiro e dai transmitir estimulos
e iniciar respostas para as células adjacentes. A descoberta da transdugao de
sinal intercelular pelo NO evidenciou um novo modelo para a sinalizagdo em

sistemas biologicos.

1.1. Propriedades quimicas e bioquimicas do NO

Nos mamiferos, o endotélio normal libera 6xido nitrico (NO) como um
inibidor enddégeno da ativagdo e agregacgao plaquetarias, impedindo a trombose
intravascular (Frost, et al., 2005). O 6xido nitrico € uma espécie paramagnética
(Figura 1) e a presenca do elétron desemparelhado em sua estrutura aumenta sua

reatividade frente a outros radicais livres (Vural, et al., 2001).
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Figura 1. Diagrama de niveis de energia do oxido nitrico (Wilkinson, 1987).

Uma reacdo importante do NO é a conversdo de Fe** no grupo heme da
hemoglobina (Hb**) a Fe** formando Nitrato (NO3’) e metahemoglobina (Hb*"), que
evita a vasodilatagdo sistémica (Kim-Shapiro, et al., 2006). O NO também pode
reagir com o anion superédxido (0O;7), formando peroxinitrito que € um agente
oxidante potente capaz de nitrosar proteinas, acidos nucleicos e de causar a
peroxidacgao lipidica in vivo (Al-Sa'doni, et al., 2000). Em solugao, o NO reage com
oxigénio para formar nitrito (NO>) enquanto na fase gasosa forma dioxido de
nitrogénio (NO;) (Butler, et al., 1993). O NO ainda pode reagir com o NOy,
formando o intermediario trioxido de dinitrogénio, capaz de reagir com grupos tidis
livres (R-SH) formando os S-nitrosotiois (RSNO) in vivo, como a S-nitrosocisteina

e a S-nitrosoglutationa, embora n&o esteja claro o mecanismo de formagao de S-
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nitrosotiois in vivo. A Figura 2 apresenta um resumo das principais reagbes em

que o NO esta envolvido.

NO;™ | HbFe**
nitratOT metahemoglobina

HbFe-OO-NO
2+
NO, HbFe? 0,
dioxido de~ O 0" _
nitrogénio 2 . ONOO™
“peroxinitrito
1 1
N,O
RSH /277

NO, +H*

RS-NO + H' + NO, mitrito

nitrosotiois

Figura 2. Reacgbes quimicas em que o oxido nitrico esta envolvido.

A solubilidade do NO em agua a 1 atm e a 25°C é ~1,8 mmol L™ (Butler, e
cols., 1993) e a sua velocidade de difusdo através de membranas biolégicas é de
50 um s’ com uma constante de difusdo de 3300 um? s (Lancaster, 1997).

O NO é produzido endogenamente da oxidagcédo da L-arginina a L-Citrulina
catalisada pelas enzimas oxido nitrico sintase (NOS) (Voetsch, et al., 2004). A

Figura 3 apresenta o esquema da sintese endégena do NO.
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Figura 3. Esquema da sintese enddgena de NO.

As NOS existem em trés isoformas (Vural, et al., 2001): neuronal (nNNOS),
encontrada principalmente nos terminais nervosos nos sistema nervoso periférico
e central, responsavel por regular a liberagdo de norepinefrina; endotelial (eNOS),
encontrada nas células endoteliais das veias, artérias, capilares e nas plaquetas,
media a proliferacdo de células endoteliais e a vasodilatagdo, além de inibir a
proliferacdo das células musculares lisas e a adeséo e agregacao plaquetaria e de
mondcitos (Frost, et al., 2005; Mowery, et al., 2000); e a indutiva (INOS), cuja
expressado é induzida apos imunoativagdo dos macrofagos, monocitos e outros
componentes celulares. As duas primeiras NOS, nNOS e eNOS, também sao
conhecidas por 6xido nitrico sintetase constitutivas, cNOS.

A Figura 4 mostra o esquema representativo dos mecanismos de ativagao
das diferentes isoformas da NOS, com os efeitos gerados pelo NO.

Quando as células endoteliais s&o ativadas por agonistas como a
acetilcolina e a bradiquinina, ou mesmo pela pressdo de cisalhamento (shear
stress) nas paredes do vaso devido ao fluxo sanguineo, os canais de calcio sado
ativados, aumentando a concentracdo citosdlica de Ca®*. Assim, a formacdo do
complexo Ca**-calmodulina é favorecida, o que ativa a eNOS e resulta na sintese
do NO (Voetsch, et al., 2004). Nas células endoteliais 0 NO desempenha um papel
anti-apoptoético, e estimula o crescimento endotelial, especialmente durante a
angiogénese e cicatrizacao de feridas (Vural, et al., 2001). Apos a sintese, o NO

difunde para as células musculares lisas, onde estimula a Guanilato ciclase para
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produzir 3,5-guanosina monofosfato ciclica (cGMP) a

trifosfato (GTP) causando a relaxacdo dos vasos (Voetsch, et al., 2004). As
respostas biolégicas mediadas pela cGMP nas células musculares lisas estimulam
a vasodilatacdo, a inibicao de crescimento das células musculares lisas e diminui
a adeséao de leucaocitos (Vural, et al., 2001; Voetsch, et al., 2004). Dessa forma, a

geragdo basal de NO desempenha um papel importante na manutengdo da

circulacao arterial em um estado de vasodilatagao ténica.
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Figura 4. Mecanismo de ativagdo das diferentes isoformas de NOS, com os

subsequentes efeitos gerados pelo NO. (Baseado em Al-Sa’doni, e cols. 2000).




O NO apresenta um efeito inibitorio na ativagado plaquetaria (Vural, et al.,
2001). As plaquetas estdo envolvidas no primeiro mecanismo de defesa apods a
lesdo vascular, iniciando a formagao do coagulo. As plaguetas normalmente
circulam individualmente e no estado inativo devido a presenga de NO e outros
inibidores da fungéo plaquetaria produzidos pelo endotélio (Voetsch, et al., 2004).
O oxido nitrico difunde para as plaquetas e, da mesma maneira que nas células
musculares lisas, ativa a guanilato ciclase soluvel estimulando a produgdo de
cGMP. A concentracdo de Ca®" nas plaquetas inativas € mantida entre 50 e
100nM, podendo atingir niveis de 1 mM nas plaquetas ativadas, levando a
ativacdo de varias enzimas dependentes de Ca®" e a cascata de reacdes que
resultam em agregacdo plaquetaria, mudangas morfolégicas e liberagdo de
granuldcitos. O aumento dos niveis de Ca** também favorece a maior interagdo do
fibrinogénio com a superficie das plaquetas. Esse efeito € dose-dependente e esta
correlacionada com a ativagao da guanilato ciclase plaquetaria e com o acumulo
da cGMP dependente do NO (Mendelsohn, et al., 1990).

O NO endégeno também participa na regulacédo fisiolégica local de
migragéo, crescimento e proliferagcdo de células musculares vasculares lisas
(VSMC) (Eberhardt, et al., 2000). A proliferacéo excessiva das células musculares
lisas com alteragdes de fendtipo e aumento da fase de mitose € uma caracteristica
de aterosclerose (Voetsch, et al.,, 2004). O NO inibe a proliferacao das células
musculares vasculares lisas de modo dose-dependente e por mecanismos
dependentes e independentes da cGMP (Walford, et al., 2003).

Além da regulagdo do tbnus vascular, e das funcbes plaquetarias e das
VSMC o NO controla as respostas leucocitarias limitando sua adesao ao endotélio
(Voetsch, et al., 2004). O NO modula a quimiotaxia leucocitaria, dimiuindo o nivel
de expressdao das moléculas de adesdo e da secrecdo de proteinas
quimioatrativas.

Outra propriedade do 6xido nitrico bastante relevante para a sua utilizagao
em aplicagcbes médicas € a sua acgado antimicrobiana contra virus e bactérias
(Benz, et al., 2002), parasitas (Dondji, et al., 2008) e fungos (Lazar, et al., 2008).

Nosso grupo ja demonstrou o efeito citotoxico dose-dependente de doadores de
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NO, como S-nitroso-N-acetilcisteina e S-nitrosoglutationa, contra os patdégenos
Leishmania major and Leishmania amazonensis (de Souza, et al., 2006).

Em relagdo as aplicagcbes topicas, o NO tem um papel relevante na
cicatrizacao de feridas cutaneas. A cicatrizagdo € um processo bastante complexo
e dindmico de resposta ao trauma tecidual. Esse processo € basicamente
composto por trés fases — inflamatéria, formacéo tecidual e remodelagdo da ferida
— que tém o NO como regulador (Dadalti, 2008). O NO tem a capacidade de
modular a produgdo de citocinas quimioatraentes, e controlar a deposi¢cao de
colageno, angiogénese, proliferagao celular e apoptose.

Ainda, Generini e cols. (2005) relataram que o NO liberado pelo endotélio
resulta em diminuicdo dos sintomas do fendmeno de Raynaud, devido as suas
propriedades vasodilatadoras. O fendmeno de Raynaud decorre de problemas nos
tecidos dos vasos que irrigam as extremidades do corpo e inclui trés fases: a
isquemia (Figura 5 A), que torna as extremidades dos dedos palidas devido a
vasoconstricao das artérias, pré-capilares e arteriolas cutaneas; hiperemia (Figura

5 B), que torna a extremidade dos dedos vermelha; e o retorno a coloragao

normal.

Figura 5. Fases isquémica (A) e hiperémica (b) do fenbmeno de Raynaud
(Gayraud, 2007). (Reprodugéo autorizada por Elsevier sob licenga n°
2667760271591).



O conjunto de todas as agbes apresentadas indica que a liberagdo local de
NO tem grande potencial na cicatrizacdo e tratamento de feridas cutaneas com
possibilidade de diminuir a incidéncia de infecgdes e na aplicagao de dispositivos
médicos de contato sanguineo reduzindo a formacgédo de coagulos e inibindo a
proliferagdo neointimal (e da restenose) apds a angioplastia (Frost, et al., 2005).
Portanto, materiais capazes de liberar NO localmente a fluxos iguais ou maiores
do que o das células endoteliais normais, que é de 1 x 10'° mol cm™ min™ (Frost,
et al.,, 2005), e por periodos de tempo prolongados podem proporcionar
superficies cicatrizantes e bactericidas para curativos e antitrombogénicas e anti-
reestendticas para dispositivos médicos de contato sanguineo, com a
possibilidade de reduzir os efeitos adversos decorrentes do uso de materiais

sintéticos.

1.2. Doadores de NO

O plasma e o meio celular contém espécies reativas capazes de inativar o
NO livre, reduzindo a sua meia-vida para cerca de segundos (Frost, et al., 2005).
Para que possa realizar sua acgao in vivo, portanto, o NO é estabilizado por
moléculas carregadoras que preservam sua atividade biolégica (Oliveira, et al.,
2002). Os S-nitrosotidis (RSNOs) sdo compostos que contém um grupamento S-
NO ligado a sua estrutura (Figura 6) e protegem o NO das espécies reativas de
oxigénio, contribuindo para as respostas farmacoldgicas e fisiolégicas do sistema
vascular (Lipke, et al., 2005; Vural, et al., 2001). Ricardo e cols. (2002) ja

demonstraram o efeito hipotensor de RSNOs em ratos normais e hipertensos.
R—S——N—/0

Figura 6. Estrutura quimica geral dos S-nitrosotiois.



Alguns S-nitrosotidis como a S-nitrosoalbumina, a S-nitrosohemoglobina e a
S-nitrosoglutationa ocorrem endogenamente nos mamiferos enquanto outros
compostos como a S-nitroso-N-acetilpenicilamina, a S-nitrosocaptopril e a S-
nitrosomercaptoetilamina séo sintetizados quimicamente, ndo ocorrendo in vivo. A

Figura 7 apresenta as estruturas quimicas de alguns S-nitrosotidis.
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Figura 7. Estrutura quimica de alguns S-nitrosotiois.



A sintese exdgena desses compostos pode ser obtida pela reagdo de S-
nitrosagao dos tidis de baixo peso molecular ou pelo residuo de cisteina em
peptideos com espécies nitrosantes (Leopold, et al., 2000; Lipke, et al., 2005).

Os RSNOs sao susceptiveis a decomposigao por varios mecanismos, que
resultam na liberacdo do NO (Al-Sa'doni, et al., 2000). Uma breve descrigéo

desses mecanismos & dada abaixo:

Decomposicdo por quebra homolitica da ligacdo S-N

A absorcdo de radiacdo de comprimento de onda de 365 nm causa o
rompimento fotoquimico da ligacdo S-N e a liberacdo do NO (Eq. 1). O radical tiila
resultante dessa quebra pode reagir com outra molécula de S-nitrosotiol, gerando
um composto dissulfeto (o tiol oxidado) e outra molécula de NO (Eq. 2) ou pode se
combinar com outro radical tiila, formando um composto com ligacdo dissulfeto
(Eq. 3) (QOliveira, et al., 2002; Shishido, et al., 2003; Singh, et al., 1996).

O mecanismo de decomposicao térmica dos S-nitrosotiois € similar ao de
decomposigao fotoquimica, ocorrendo através da quebra homolitica da ligagdo S-
NO, liberando NO e formando o composto com ligacao dissulfeto. (Oliveira, et al.,
2002; Shishido, et al., 2000; Shishido, et al., 2003).

A ou hv
RSNO —— RS + NO Eq. 1
RS + RSNO - RSSR + NO Eqg. 2
2RS - RSSR Eq. 3
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Decomposicdo por ions Cobre

A perda de NO pelos S-nitrosotidis mediada por ions Cu®* requer a sua
redugdo a Cu”, pelos anions tiolatos (RS’) com formacéo de radicais tiila (Eq. 4),
seguida da reducdo do RSNO e oxidacdo do Cu* a Cu?®* (Eq. 5) (Al-Sa'doni, et al.,
2000; Zhang, et al., 2000). Essa reagédo produz Cu®* e RS, permitindo a
regeneracdo do Cu® (Eq. 4). Outro destino dos radicais tila é a formacédo do
dimero RSSR (Eq. 6) (Frost, et al., 2005; Oliveira, et al., 2002).

Cu?* + RS~ - Cu* + RS (Eq. 4)
Cu' + RSNO - Cu?*+ RS™ + NO (Eq.5)
2RS - RSSR (Eq. 6)

Decomposicédo por ions ascorbato

Outra rota de decomposicao dos RSNOs é a reagao direta com anions
ascorbato, liberando NO e produzindo um tiol livre e dehidroascorbato (Frost, et
al., 2005). A decomposigao dos S-nitrosotidis pelo ascorbato pode ocorrer por dois
mecanismos: a baixas concentragcdes, o ascorbato reduz o Cu? a Cu®, que
catalisa a liberagdo de NO, conforme descrito acima; e altas concentracgdes, o
ascorbato reage como um nucleéfilo, aumentando a liberacdo de NO (Eq. 7). A
principio, os racémicos L- e D-ascorbato deveriam exercer o mesmo efeito sobre
os S-nitrosotiois; entretanto apenas o efeito da forma L- foi estudada (Al-Sa'doni,
et al., 2000).

11



+2GSH +2NO

Acido Ascorbico Dehidroascorbato (Eq. 7 )

Decomposicdo enzimatica

A enzima y-glutamil transpeptidase que transfere os grupos funcionais
gamma-glutamil da glutationa e é encontrada em muitos tecidos, especialmente no
figado, pode causar também decomposi¢cao de GSNO. Apds a quebra enzimatica,
um S-nitrosotiol de menor estabilidade que o GSNO ¢ formado, que pode liberar
NO na presenca de ions Cu® (Figura 8) (Al-Sa'doni, et al., 2000).

12



SNO
(6] (0] (0]
H
éf N\)L
How N OH
H
NH, o)

S-nitroso-L-glutationa (GSNO)

v-glutamiltranspeptidase

SNO
O
N \)k
N
glutamato + H,N OH
O

l Cut

S

o
H\)L
N
Hy  HoN OH
o

Figura 8. Decomposicao enzimatica da S-nitrosoglutationa
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In vivo, apds o NO ser liberado dos RSNOs, ele é transferido a receptores
especificos como enzimas contendo ferro as quais o NO pode ser coordenado
como ligante (reagbes de nitrosilagdo). Outro mecanismo importante de agéo
biolégica dos RSNOs envolve as reagdes de transnitrosagdo onde ocorre a

transferéncia do NO do RSNO para outros tiois. Nesse caso, o NO pode ser
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transferido para anions tiolato de residuos de cisteina de outras proteinas como
ion nitrosénio (NO™) (Eqg. 8) (Zhang, et al., 2005; Oliveira, et al., 2002).

S SNO

+ 2RSNO ——> 2 + 2RS

H,N H,N

(Eq. 8)

A atividade antitrombogénica dos RSNOs e a sua eficiéncia na terapia
antiplaquetaria resultaram na sintese/preparagdo de novos materiais para
liberacdo de NO. Esses materiais incluem polimeros contendo compostos
doadores de NO dissolvidos ou contendo moléculas de NO covalentemente
ligadas a sua cadeia (Frost, et al., 2005). Os doadores de NO podem pertencer a
uma série de classes de compostos incluindo nitratos e nitritos organicos,
complexos nitro ferrosos, S-nitrosotidis, polimeros com NO covalentemente ligado
a cadeia carbdnica,’ entre outros (Bauer, et al., 1995).

Os nitratos organicos, como a nitroglicerina e os ésteres de nitrito, séo
utilizados ha mais de 100 anos no tratamento de isquemia cardiaca (Hyduke, et
al., 2005). Sua principal acédo é a vasorelaxagdo, mediada pela ativagdo da
guanilato ciclase (Ignarro, et al., 2002). O NO é produzido enzimaticamente da
nitroglicerina pela aldeido-desidrogenase mitocondrial (Chen, et al.,, 2002).
Entretanto o uso de nitroglicerina leva a problemas de tolerancia, além de falta de
seletividade e baixa biodisponibilidade (Ignarro, et al., 2002).

O nitroprussiato de sédio (SNP) é um complexo nitroferroso amplamente
utilizado em humanos em terapias antihipertensivas (Friederich, et al., 1995). No
SNP o NO esta coordenado ao ferro como um grupo nitrosila formando um
complexo bipiramidal de base quadrada (Figura 9). O SNP é um potente

vasodilatador, mas a liberacdo de NO a partir dele é bastante lenta, sendo
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necessaria a sua reducao parcial. In vivo, os tidis podem realizar esse papel, o
que é evidenciado pelo aumento da liberagdo de NO a partir do SNP pela reacéo
com proteinas ligadas a membrana (Hyduke, et al., 2005). A meia-vida do SNP in
vivo € de 1-2 min (Friederich, et al.,, 1995). Entretanto, o uso desse
nitrovasodilatador é limitado ja que no processo de producdo de NO, o SNP
também pode liberar anions cianeto, que sdo capazes de induzir efeitos toxicos
(Hyduke, et al., 2005).

0
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Figura 9. Estrutura do ion nitroprussiato.

Uma classe relativamente nova de compostos doadores de NO, conhecida
como nonoatos (N(O)NO) ou diazeniodiolatos, tem sido investigada como fonte de
NO. Nesses compostos o0 NO esta covalentemente ligado a grupos nucleofilicos
como dietilamina e dietilenotriamina, por exemplo (Hyduke, et al., 2005; Ignarro, et

al., 2002). Os nonoatos sdo doadores de NO formados pela reagcdo de aminas
15



secundarias com duas moléculas de NO sob alta presséo (Frost, et al., 2005). A
Figura 10 apresenta a estrutura genérica dos nonoatos eletricamente
neutralizados por contra-ios ou pela protonagdo de uma amina, formando um
composto zwiteridnico. Nonoatos de baixo peso molecular podem ser dispersos
em matrizes poliméricas ou podem estar covalentemente ligados as cadeias
poliméricas hidrofébicas. Polimeros contendo NONOatos em sua estrutura foram
testados em circuitos extracorporeos resultando em reducdo de adeséo
plaquetaria e menor trombogenicidade comparados aos controles nao liberadores
de NO (Schoenfisch, et al., 2000; Smith, et al., 1996). Embora esses estudos
demonstraram um grande potencial para liberacdo de NO a partir de dispositivos
biomédicos, Mowery e cols (2000) verificaram que grupos diamina e
polietilenoiminas dos compostos diazeniodiolatos desprendem-se das cadeias
poliméricas e podem formar nitrosaminas, que sdo compostos conhecidos como
carcinogénicos. A formagdo das nitrosaminas provavelmente ocorre devido a
oxidagdo local de NO a um intermediario NO* que pode reagir com aminas

formando espécies RN-NO.

+ "+
A .:T B| M ouR \.O
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Figura 10. Estrutura quimica dos nonoatos. (A) Nonoato estabilizado pela reagéo
com amina, formando composo zwiteribnico. (B) Nonoato estabilizado por

interacao com contra-ion.
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Os S-nitrosotidis, por serem produzidos endogenamente conforme discutido
anteriormente, apresentam vantagens em relagado aos outros doadores de NO, ja
gue nao oferecem risco de tolerancia e toxicidade, nem induzem o stress oxidativo
nas células vasculares (Jaworski, e cols., 2001). A S-nitrosoglutationa (GSNO),
formada da S-nitrosacdo da glutationa (GSH), € considerada um carregador
endégeno de NO (Vilahur, e cols., 2004) e € um dos S-nitrosotidis mais
abundantes no sangue, juntamente com a S-nitrosoalbumina. A GSNO foi
detectada no plasma em concentragdes de 0,1 pmol/L (Ignarro, 2000) e também é

encontrada no interior das células.

1.3. Materiais poliméricos liberadores de RSNOs e NO

Varios materiais poliméricos foram desenvolvidos com S-nitrosotidis
covalentemente ligados a estrutura do polimero. Bohl e West (2000) ligaram
cisteina ao PEG e reagiram o copolimero resultante com nitrito de sodio para
formar grupos S-nitrosocisteina. A proliferacdo de células musculares lisas foi
inibida em solugdes de culturas de células e a adesao plaquetaria foi diminuida em
ldaminas revestidas com colageno na presenca desses hidrogeéis liberadores de
NO.

Seabra e cols. (2005) prepararam um poliéster a partir do PEG e do acido
mercaptosuccinico, e nitrosaram-no a fim de obter um polimero polinitrosado. O
poliéster polinitrosado foi misturado com polimetacrilato de metila, produzindo
filmes soélidos capazes de liberar NO por mais de 20h a temperatura de 37°C e
inibir a adesao plaquetaria sobre placas de acrilico revestidas com o material
(Seabra, et al., 2008), além de apresentarem potencial bactericida contra cepas de
S. aureus e P. aeruginosa (Seabra, et al., 2010). Entretanto, a necessidade de
utilizacdo de solventes organicos na preparagao desses materiais pode ser
limitante a sua aplicacdo, uma vez que residuos dos solventes podem ser

liberados no meio fisiolégico apds o implante.
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Uma alternativa para evitar a utilizagdo de solventes organicos na
preparagcao de materiais para contato sanguineo € a utilizagado de hidrogéis, que
sao redes tridimensionais de polimeros capazes de absorverem grande
quantidade de agua ou fluidos biolégicos (Hassan, et al., 2000a). Essas redes
tridimensionais tornam-se insoluveis devido a presenga de ligagdes covalentes
cruzadas inter- e intra-cadeias ou devido a presenca de reticulacdes fisicas, como
cristalitos e entrelagcamento entre as cadeias. Como resultado, comparados a
outros materiais sintéticos, as propriedades mecanicas dos hidrogéis se
assemelham aos tecidos vivos naturais devido a alta quantidade de agua e
maciez, que contribuem para sua biocompatibilidade.

A fim de preparar hidrogéis liberadores de NO, S-nitrosoglutationa (GSNO)
e S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) foram incorporados em matrizes de hidrogéis
do copolimero tribloco de (Polioxido de etileno)gg-(Poliéxido de Propileno)ss-
(Poliéxido de etileno)gg (PEO-PPO-PEO), a partir dos quais o NO pode ser
liberado térmica ou fotoquimicamente (Shishido, et al., 2003). Os autores
observaram uma diminuicao das taxas de liberacdo de NO a partir dos hidrogeéis
comparados as solug¢des aquosas dos doadores de NO. Seabra e cols. (Seabra, et
al., 2007) utilizaram esses hidrogéis de PEO-PPO-PEO contendo GSNO para
investigar a capacidade de vasodilatacdo e os possiveis efeitos adversos da
aplicacao topica desses géis em ratos. Infelizmente, os hidrogéis estudados nao
tém a capacidade de formar filmes sélidos, o que torna a sua aplicagéo limitante

para o revestimento de dispositivos médicos de contato sanguineo.

1.4. Poli(alcool vinilico) como matriz para liberagdo de RSNOs

O poli (alcool vinilico) (PVA) € um polimero sintético que possui as
propriedades de hidrofilicidade desejaveis para materiais hemocompativeis e
biocompativeis (Hassan, et al., 2000a), além de boas propriedades mecanicas,

como boa elasticidade e capacidade de formacgao de filmes (Hassan, et al., 2000).
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O PVA é um polimero polihidroxilado que pode ser representado pela formula

estrutural apresentada na Figura 11.

OH n

Figura 11. Estrutura do poli(alcool vinilico).

O PVA é um polimero neutro em pH fisiolégico e tem sido amplamente
utilizado em aplicagdes biomédicas devido a sua baixa toxicidade (Del Guerra, et
al., 1994; Kelly, et al., 2003; DeMerlis, et al., 2003), boa biocompatibilidade
(Noguchi, et al., 1991; Anil, et al., 2005) e ndo-mutagenicidade (DeMerlis, et al.,
2003). O PVA é amplamente utilizado em comprimidos e em hidrogéis contendo
farmacos bioativos, inclusive doadores de NO, em sistemas de liberagao
controlada (Seabra, et al., 2004). A facilidade de preparagéo de filmes, géis e
membranas de PVA permitem a sua utilizacdo em lentes de contato (Winterton, et
al.,, 2007; Hyon, et al.,, 1994), em intestinos artificiais (Tamura, et al., 1988),
curativos para feridas (Masters, et al., 2002), pancreas artificiais (Young, et al.,
1998), dispositivos cardiovasculares (Wan, et al., 2002) e como matriz para
liberacao de farmacos (Peppas, 1987; Horike, et al., 2002). Além disso, os géis de
PVA exibem um alto grau de intumescimento em agua ou fluidos biolégicos,
tornando-os semelhantes aos tecidos naturais (Hassan, et al., 2000a).

Outra vantagem da utilizacdo de PVA em dispositivos médicos de contato
sanguineo é que sua estrutura polihidroxilada possui potencial de diminui¢cdo de
adesao plaquetaria. Sperling e cols. (Sperling, et al., 2005) verificaram que

superficies de monocamadas auto-organizadas de alcanotidis com grupos —OH
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terminais resultaram em menor adesdo plaquetaria em comparagao as
monocamadas com grupos —COOH e —-CHs; terminais, apesar da adeséo
leucocitarias  (os leucocitos sado conhecidos por atrairem substancias pro-
coagulantes e pro-inflamatdrias) ter sido maior naquelas superficies indicando a
possibilidade do PVA proporcionar um ambiente para a propagag¢ao de bactérias e
infecgcbes (Gorbet, et al., 2001; Yang, et al., 2007).

O PVA pode ser reticulado a fim de torna-lo insoluvel em agua e ampliar as
possibilidades de sua utilizagdo em aplicagdes biomédicas. Um dos meétodos de
reticulacdo do PVA é a aplicagcdo de ciclos de congelamento (a temperaturas
inferiores a 0°C) e descongelamento (a temperatura ambiente) (Stauffer, et al.,
1992; Hassan, et al., 2000b). Esse método resulta na formacédo de hidrogéis
fisicamente reticulados devido a densificacdo da fase amorfa e aumento do
numero de cristalitos dispersos na matriz (Willcox, et al., 1999). Além da
insolubilidade em meio aquoso, este tratamento evita a liberacdo de componentes
toéxicos, associada com a utilizagdo de agentes de reticulagdo convencionais
(Hassan, et al., 2000a). A possibilidade de preparacao de filmes de hidrogéis de
PVA também permite a utilizacdo desse material para a oclusdo de feridas
cuténeas.

As propriedades benéficas da utilizacdo dos S-nitrosotidis com o PVA
podem ser obtidas através da mistura de solugdes aquosas dos dois
componentes, resultando em matrizes de PVA contendo doadores de NO. Seabra
e cols (Seabra, et al., 2004) incorporaram S-nitrosoglutationa em filmes de PVA,
PVP e blendas de PVA/PVP e verificaram um efeito estabilizador da matriz sobre
a decomposicao térmica de GSNO além de uma redugado de 8 a 16 vezes nas
constantes de velocidade de liberacdo de NO, comparado a uma solugao aquosa
de GSNO.
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos deste trabalho foram a obtengao de filmes sélidos de
PVA capazes de eluir GSNO localmente, que pudessem ser utilizados para o
recobrimento de dispositivos médicos de contato sanguineo e para aplicagdes
topicas na pele. Estes objetivos envolveram:

- A preparacgao de filmes fisicamente reticulados, contendo GSNO.

- A caracterizagdo das propriedades térmicas, morfologicas e de difusédo
dos filmes de PVA/GSNO.

- A avaliacao das propriedades bioldgicas dos filmes de PVA/GSNO para o
aumento do fluxo sanguineo dérmico em aplicagdes tépicas e para a obtengao de
acao bactericida e inibicdo da adesdo plaquetaria, na superficie de dispositivos

médicos de contato sanguineo.
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3. AVALIAGAO DAS PROPRIEDADES DE DIFUSAO IN VITRO DE
FILMES DE POLI(ALCOOL VINILICO) PREPARADOS POR
CICLOS DE CONGELAMENTO/DESCONGELAMENTO.

3.1. Hidrogéis de PVA  produzidos por ciclos de

congelamento/descongelamento

Hidrogéis de PVA fisicamente reticulados, também chamados de criogéis,
sdo conhecidos desde 1970 (Hassan, et al., 2000a; Lozinsky, 1998) e sao
formados a partir do congelamento de solugbes poliméricas homogéneas, seu
armazenamento no estado vitreo e subsequente descongelamento (Finizia, et al.,
2006). A gelificacao criotropica das solucdes diluidas de PVA produz materiais
heterogéneos com morfologia bastante diferente dos géis de PVA obtidos por
técnicas mais convencionais (por exemplo, por reticulagdo com agentes quimicos
ou com raios gama) (Hassan, et al., 2000a; Lozinsky, 1998; Willcox, et al., 1999).
O tratamento criotopico das solugbes de PVA resulta em materiais cuja principal
caracteristica morfolégica é a formagcao de uma rede de micro e macroporos
interconectados (Finizia, et al., 2006; Lozinsky, 1998; Lozinsky, et al., 1998).

Solugbes concentradas de PVA envelhecidas a temperatura ambiente
também gelificam pela formacdo de uma rede tridimensional de ligagcbes
intermoleculares ndo covalentes, principalmente ligagcdes de hidrogénio entre
grupos OH de cadeias poliméricas vizinhas (Figura 12), formando nés de
reticulacdo fisica (termoreversiveis), mas com baixa resisténcia térmica e
mecanica (Lozinsky, et al., 1998). Por outro lado, quando solu¢des de PVA séo
congeladas, a mesma organizagdo supramolecular € obtida, mas a resisténcia
mecanica do gel obtido € muito maior (Willcox, et al., 1999). Finizzia e cols. (2006)
relatam que 0s géis de PVA preparados por  ciclos de
congelamento/descongelamento s&do mais fortes e capazes de absorver até 90%
de sua massa de agua. Os géis fisicamente reticulados por ciclos de
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congelamento/descongelamento também resultam em maior resisténcia mecanica
sob tensdo e sob variacdo da temperatura, além de maior elasticidade quando
comparados aos géis preparados por outros métodos (Hassan, et al., 1998;
Hassan, et al., 2000a; Lozinsky, et al.,, 1998). Isso ocorre porque o0os nés de
reticulacdo ficam distribuidos homogeneamente ao longo da estrutura
tridimensional do gel, o que permite a melhor distribuicdo da carga (Komatsu, et
al., 1986).

Figura 12. Ligagbes de hidrogénio entre cadeias de PVA.

A importancia da formacgao dos cristalitos na estrutura dos hidrogéis de PVA
fisicamente reticulados é bastante discutida na literatura. De acordo com Peppas
(1975), pioneiro na tentativa de descrever o0 processo de
congelamento/descongelamento em géis de PVA, a gelificacdo de solugbes de
PVA resulta do processo de cristalizagdo parcial dos segmentos de cadeia
polimérica (Hassan, et al., 2000a). Os cristalitos que se formam em polimeros
semi-cristalinos podem ser descritos como uma estrutura lamelar. Uma dupla
camada de moléculas mantém-se unida através de ligagdes de hidrogénio,

enquanto forcas de van der Waals operam sobre a dupla camada formando
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dobras nas cadeias poliméricas que levam a formagdo de pequenas regides
altamente organizadas, denominadas cristalitos, em um dominio de alta
concentracdo de polimero, a fase semicristalina, que se intercala com regides
desorganizadas da matriz, de menor concentragdo de polimero, denominada fase
amorfa (Flory, 1953). A Figura 13 apresenta a estrutura da rede tridimensional de
membranas semicristalinas (Chanda, 2000), mostrando a estrutura lamelar dos

cristalitos.

Figura 13. Esquema simplificado da estrutura do PVA reticulado fisicamente por

formacgao de cristalitos.

A estrutura porosa dos criogéis € formada durante a primeira etapa de
congelamento da solugdo homogénea de PVA. Durante o congelamento, a
cristalizagdo da agua nao é completa e o processo de gelificacado €, dessa forma,
favorecido pela formacdo de um sistema bifasico liquido-liquido: uma fase pobre
em PVA e uma fase rica em PVA, mais concentrada em polimero do que a
solugao inicial e conhecida por microfase liquida, que existe na fase liquida até
que temperaturas suficientemente baixas (menores que a temperatura de

cristalizagdo da agua) sejam atingidas (Lozinsky, 1998). O aumento da
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concentracdo de macromoléculas dissolvidas na microfase liquida ocorre devido a
expanséao do volume da agua ao cristalizar, formando os primeiros cristais de gelo.

As cadeias de PVA dissolvidas na microfase liquida formam estruturas
organizadas, os cristalitos, (Lozinsky, et al., 1998; Ricciardi, et al., 2005B), que
constituem os nds de reticulagdo da rede macroscopica de PVA conectados por
porcdes de cadeias intumescidas pelo solvente. Portanto, géis de PVA formados a
temperaturas menores que a temperatura de cristalizagao da agua séo formados
por poros grandes, devido a formagcao de cristais de gelo, mas também por
microporos entre as cadeias poliméricas intumescidas da fase amorfa (Auriemma,
et al., 2008). Assim, quando os cristais de gelo se fundem durante o
descongelamento, formam-se macroporos preenchidos por solvente (Finizia, et al.,
2006). A secagem dos filmes por sublimagao permite a preservagao do tamanho
dos poros (Hatakeyema, et al., 2005). Por outro lado, durante a secagem por
evaporagao, as cadeias que formam a fase amorfa apresentam pequena
mobilidade, que permite que os poros diminuam ou que a estrutura porosa
desaparega. Macroscopicamente, isso resulta em matrizes mais homogéneas e
translucidas.

Ricciardi e cols. (2005B), através da técnica de SANS, propuseram a
formagcao da estrutura bicontinua para hidrogéis de PVA obtidos por ciclos de
congelamento/descongelamento, apresentada na Figura 14. A estrutura de rede
pode ser interpretada em termos da conectividade das regides ocupadas pela fase
rica em PVA. Ha também uma organizagdo 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. A regido de alta concentragdo de cadeias poliméricas possui
dimensdo média da ordem de micrometros (Mangiapia, et al., 2007) e inclui
cristalitos de PVA com tamanhos da ordem de 3-4 nm (Ricciardi, et al., 2004) e
fase amorfa intumescida, sendo a distancia entre os cristalitos da ordem de 10-20
nm (Ricciardi, et al., 2005B). As regides com baixa concentragao polimérica, por

sua vez, permitem a difusdo livre de moléculas grandes ou pequenas e tem
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tamanho da ordem de centenas de nandmetros (Hassan, et al., 2000a; Lozinsky,
1998; Ricciardi, et al., 2005B).

Fase Rica em PVA
/
&
Fase pobre em
PVA

Q v

P
T f_lcr/-ﬂ Fase amorfa

Cristalitos |

Figura 14. Estrutura bicontinua de hidrogel de PVA obtido por ciclos de

congelamento/descongelamento (Baseado em Ricciardi e cols., 2005).

O numero e tipos de processos que ocorrem durante a gelificacao
criotropica das solugbes de PVA/agua ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Os cristalitos de PVA podem se formar a temperaturas negativas
durante o primeiro ciclo de congelamento ou durante o descongelamento a
temperatura ambiente. De acordo com Komatsu e cols. (1986), o diagrama de
fases do sistema PVA-agua, apresentado na Figura 15, mostra a curva de
transicao sol-gel e a curva espinodal, que dividem o diagrama em quatro regides:
em (i) a solugdo é homogénea; em (ii) ocorre a separacao de fases por
decomposigao espinodal, sem formagao de gel; em (iii) ocorre a gelificagéo e a
decomposicado espinodal, o que significa que a gelificacdo € acompanhada da
separagao de fases liquido-liquido; e em (iv) ocorre apenas a gelificagdo, sem
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separacao de fases. Como se observa, a gelificagdo ocorre acima e abaixo da
curva espinodal, indicando que os géis podem ser formados junto com o processo

de separacao de fases liquido-liquido ou sem a decomposigao espinodal.

60 -
solugao
homogénea
hidrogel
randdémico
© 40
:
2
g
o
£ 204
o
- . hidrogel
espinodal (fases separadas)
0
T T T " T

0 10 20 30

Concentragao polimérica / % (m/m)

Figura 15. Curva de transicdo sol-gel espinodal do sistema binario PVA-agua.
Adaptado de Auriemma e cols. (2008) e Komatsu, e cols. (1986).

Um fator limitante na definicdo dos eventos que ocorrem no processo de
gelificacao criotropica do PVA é o fato que, embora a temperatura de transicao
vitrea do PVA seco seja de cerca de 85°C e diminua significativamente na
presencga de agua, as temperaturas usadas na preparagao dos géis de PVA (< -10
°C) reduzem a mobilidade das cadeias de PVA.
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3.1.1. Influéncia da estrutura do PVA nas propriedades dos Criogéis

Industrialmente o PVA é produzido através da metandlise do poli(acetato de
vinila) (PVAc),de acordo com o esquema apresentado na Figura 16 (Ebewele,
1996). A alcodlise pode ser catalisada por acidos ou bases fortes, sendo que em
escala industrial a alcoodlise alcalina é geralmente empregada. O grau de hidrolise
do polimero resultante é dependente do tempo de reacéo, temperatura e aditivos.
Essencialmente, o PVA é sempre um copolimero de PVA e PVAc que pode ser
representado pela férmula estrutural apresentada na Figura 16, onde x e y s&o os
numeros das unidades de repeticdo de PVA e PVAc, respectivamente (Figura 16).
Comercialmente, é possivel encontrar PVA com graus de hidrdlise bastante altos
(98 - 99%).

O grau de hidrdlise ou o conteudo de grupos acetato no polimero influencia
a capacidade de gelificagdo de solugbes de PVA (Hassan, et al., 2000a) Os
grupos acetato residuais, de natureza hidrofdbica, enfraquecem as ligagbes de
hidrogénio intra e intermolecular dos grupos hidroxila adjacentes, necessarias para
a formacado dos cristalitos que agem como noés de reticulacédo dos géis de PVA.
Portanto, para a preparacao de géis rigidos de PVA é necessaria a utilizagao de
polimero com baixos graus de acetilacdo (ou altos graus de hidroélise) (Lozinsky, et
al., 1998).

alcoolise _
o . NaOCHj;, CH;0H OH o
)\ X y
o) CH;
H,C 0
Poli (acetato de vinila) Poli (alcool vinilico-co-acetato de vinila)

Figura 16. Esquema de reagdo de metandlise do poli(acetato de vinila) a
poli(alcool vinilico)-co-poli(acetato de vinila).
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A concentragdo da solugédo polimérica também é importante na definigcdo
das propriedades do gel resultante: Quanto maior a concentragdo de polimero,
maior a forga e a termoestabilidade do gel formado (Lozinsky, et al., 1998).

Geralmente, ha um comprimento minimo de cadeia do PVA para que ocorra
a cristalizagdo. Conforme a massa molar do PVA aumenta, o tamanho dos
cristalitos também aumenta (Hassan, et al., 2000a). Entretanto, solu¢des muito
concentradas de polimero com massa molar maior que 60000-70000 g/mol sao
muito viscosas, o que dificulta a formagao dos cristalitos devido a diminui¢cao da
mobilidade das cadeias (Lozinsky, et al., 1998). A esteroregularidade do PVA
também influencia a formacdo de géis de PVA. Cadeias de PVA ataticas
cristalizam mais que cadeias de PVA isotaticas, enquanto cadeias de PVA

sindiotaticas sdo menos cristalizaveis (Hassan, et al., 1998).

3.1.2. Influéncia da temperatura e velocidade de resfriamento nas

caracteristicas dos hidrogéis de PVA

O tratamento criogénico a que as cadeias de PVA s&do submetidas tem
influéncia nas propriedades dos hidrogéis de PVA. A temperatura de
congelamento das solugbes aquosas de PVA é pouco menor que 0 °C (~ -1 °C),
mas para que ocorra 0 congelamento do sistema, geralmente sdo utilizadas
temperaturas de congelamento de -10°C (Lozinsky, 1998). Com relacdo a
velocidade de congelamento, taxas elevadas de resfriamento (por exemplo, com a
utilizagcao de nitrogénio liquido) podem resultar em rachaduras no gel, devido ao
excessivo cisalhamento a que o gelo € submetido ao congelar rapidamente em um
meio viscoso. Entretanto, taxas de resfriamento entre 0,1 — 17 °C/min diminuem o
efeito do cisalhamento durante a formagdo do gelo em um meio viscoso,
resultando em géis sem rachaduras (Lozinsky, et al., 1998).

A temperatura de congelamento controla a composigdo das fases em
equilibrio de solvente congelado e nédo congelado, afetando a mobilidade dos

segmentos de cadeia de PVA (Lozinsky, et al., 1998). Quanto menor a
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temperatura de congelamentodo do sistema “PVA-agua”, menor a quantidade de
solvente n&o congelado na microfase liquida. Em temperaturas maiores (ainda
negativas), a quantidade de agua nao congelada na microfase liquida aumenta,
permitindo maior mobilidade dos segmentos de cadeia e, portanto, possibilitando
maior formacdo de interacdo polimero-polimero. Assim, solugbes de PVA
mantidas a -10°C resultam em géis mais rigidos do que géis preparados a -20°C
pelo mesmo periodo de tempo. Entretanto, o fator mais importante nas
caracteristicas dos géis de PVA ¢é a condigdo de descongelamento. Quanto mais
lento o processo de descongelamento, maior a for¢a do gel formado (Hassan, et
al., 2000b); isso porque baixas taxas de descongelamentos permitem que o
sistema PVA-agua mantenha-se por mais tempo nas temperaturas entre -5 e -1°C.
Nessa temperatura, a quantidade de agua na microfase liquida é suficiente para
permitir alta mobilidade das cadeias de PVA, resultando em emaranhados de
cadeias macromoleculares (Lozinsky, et al., 1998; Finizia, et al., 2006). Nessa
temperatura a concentragcao de PVA na microfase liquida ainda é suficientemente

alta para garantir a formagao de géis com alta resisténcia mecanica.

3.1.3. Efeito dos ciclos de congelamento/descongelamento nas propriedades
de difusao de géis de PVA

Os efeitos dos ciclos de C/D nas propriedades de difusao de filmes de PVA
dependem da compreensado das modificagdes microestruturais obtidas durante o
tratamento térmico. Varios trabalhos contribuiram para a elucidagédo desse
processo: Kanaya e cols. (1994) investigaram a estrutura de géis de PVA
formados em uma mistura de DMSO e D,0O usando espalhamento de néutron a
baixo angulo para caracterizar a estrutura do gel e confirmaram que os pontos de
reticulagdo sao cristalitos; Ricciardi e cols. (2004) obtiveram, através de técnicas
de espalhamento de néutron a baixo angulo (SANS) e espalhamento de raio-X
convencional, informagdes estruturais de hidrogéis de PVA obtidos por ciclos de

congelamento/descongelamento; Hatakeyema e cols. (2005) verificaram a
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transicdo sol-gel de hidrogéis de PVA usando DSC e mostraram a morfologia de
poros através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV); Miyazaki e cols.
(2006) mostraram as mudancgas estruturais a que filmes de PVA preparados por
ciclos de congelamento/descongelamento sdo submetidos durante estiramento
uniaxial em agua utilizando medidas simultdneas de SAXS e ensaios de tens&o-
deformagéo. Auriemma e cols. (2008) investigaram as transformacdes estruturais
que ocorrem em solugdes aquosas de PVA durante ciclos de C/D usando técnicas
de SANS e observaram a formacgao de estrutura de duas fases bicontinuas que
ocorre com processos em diferentes escalas de tempo e comprimento.

A correlacao entre as propriedades de difusdo das membranas de PVA e os
ciclos de C/D esta associada com o fenébmeno de exclusao de tamanho devido a
rede fisica de cristalitos formada durante os ciclos de C/D (Hickey, et al., 1995). A
variagdo nas taxas de congelamento durante os ciclos de C/D foi utilizada para
modular a liberagéo de ciprofloxacina a partir de filmes de PVA (Gutiérrez, et al.,
2007).

Nesta parte do trabalho, a influéncia dos ciclos de
congelamento/descongelamento  no comportamento de difusdo de S-
nitrosoglutationa (GSNO) in vitro de filmes de PVA liberadores de GSNO foi
analisada e correlacionada as mudancas na morfologia e cristalinidade dos filmes
para a modulagao da eluicdo de GSNO em aplicagdes biomédicas.

A influéncia do numero de ciclos sobre o comportamento de difusdo de
GSNO in vitro a partir de filmes de PVA foi avaliada anteriormente (Simdes, 2006).
Os resultados de difusdo foram agora correlacionados a caracteristicas
morfolégicas observadas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e

espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS).
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3.2. Parte experimental

3.2.1. Materiais e reagentes

Poli(alcool vinilico) (PVA 99% hidrolisado, Mw 85000-146000), glutationa
(GSH), nitrito de Sédio (NaNO3) e solugao tampao fosfato (pH 7,4) foram obtidos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA), acetona (Carlo Erba, Milao, Italia),
acido cloridrico (HCL, Synth, Diadema, SP, BR) foram utilizados sem purificagdo
prévia. Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua desionizada
obtida em um sistema de filtragem Milli-Q (Billerica, MA, EUA).

3.2.2. Sintese da S-nitrosoglutationa

A S-nitrosoglutationa (GSNO) foi sintetizada através da reacdo de S-
nitrosacao da GSH com NaNO,, em meio acido, de acordo com o procedimento
descrito em Oliveira e cols. (2002). A formagao da GSNO foi constatada pelo
desenvolvimento da coloragdo vermelho-alaranjada na solugdo. A GSNO foi
precipitada com acetona e lavada com agua gelada, antes de ser seca por
liofilizacdo. A GSNO recém-preparada foi armazenada-20 °C e protegida da luz

até a utilizagao.
3.2.3. Preparacgao das solugdes de PVA

Solugbes aquosas de PVA (5 ou 2,5 % ml/v) foram preparadas pela
dissolugcao de PVA em agua desionizada a 105 °C sob refluxo e agitagao por 3 h.

Apos a dissolugao, as solugdes foram resfriadas lentamente a 25 °C e usadas

imediatamente.
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3.2.4. Preparagao dos filmes de PVA e realizacao dos ciclos de

congelamento/descongelamento (C/D)

Filmes circulares de PVA foram obtidos por moldagem através da adigao
de 2,0 mL de solucao de PVA (2,5 %) em moldes de Nylon circulares com 2 cm de
diametro e 0,5 cm de profundidade.

Os filmes foram submetidos a 1, 3 e 5  vciclos de
congelamento/descongelamento (C/D) para aumento do grau de cristalinidade e
para promover a reticulagao fisica. Cada ciclo de C/D consistiu na manutencao
dos filmes em congelador a — 20°C durante 20 h seguido de uma etapa de
descongelamento a 25°C durante 4 h. Filmes n&o submetidos aos ciclos foram
removidos do freezer e liofilizados imediatamente. Estes filmes serdo
denominados como zero-C/D. Filmes submetidos a ciclos serao denominados por

1-C/D, 3-C/D e 5-C/D. Todos os filmes foram secos por liofilizagado durante 24h.

3.2.5. Calorimetria Diferencial por Varredura (Differential Scanning
Calorimetry — DSC)

As medidas de calorimetria diferencial de varredura foram realizadas em um
calorimetro (TA Instruments, modelo Q-100, New Castle, DE, USA) calibrado com
indio Metalico (Temperatura de fusdo, T; = 156,6 °C). Filmes secos de PVA com
massa entre 3,0 e 6,0 mg foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidos
dentro do forno do equipamento a uma taxa de 20 °C/min de -20 °C a 250 °C, sob
atmosfera de nitrogénio. O grau de cristalinidade, X; (%), dos filmes de PVA foi
determinado como a razdo entre a entalpia de fusdo (AH¢) da amostra de PVA
(normalizada pela massa do filme) e a entalpia de fusdo de uma amostra de PVA
100 % cristalina (AH100% crist) , calculada como 150 J/g, [23, 33, 34] de acordo com
a Eq.9:
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AH ’
X, (%)=—-L—x100
100%crist (Eq_ 9)

3.2.6. Espalhamento de Raio-X de baixo angulo (Small Angle X-ray scattering
— SAXS)

Os experimentos de SAXS foram realizados pelo nosso grupo no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Sao Paulo, Brasil) sob
proposta de numero D11A-SAXS # 5909/06. O comprimento de onda de raios-X
utilizado foi de 1,488 A e a distancia entre a amostra e o detector foi 1295 mm. Um
sistema de detecgdo por CCD com intensificador de imagens foi utilizado para
permitir o escaneamento bidimensional dos padrboes de SAXS das amostras. A
intensidade do raio-X espalhado, I(q) foi determinada experimentalmente em

funcao do vetor de espalhamento “q”, cujo modulo é dado por

g = (4n/A)sin(0) (Eq. 10),

onde A é comprimento de onda do raio-X espalhado e 6 é metade do angulo de
espalhamento. Todos os padrées de SAXS foram corrigidos pela variagdo da
sensibilidade do feixe de sincrotron em funcdo do tempo de analise. O
comprimento de correlagdo (d) das amostras com o pico de correlagdo foi

calculado pela equagéo de Bragg Eq. 11:

af=2”qmax (Eq. 11)

34



A intensidade dos espectros foi normalizada, de modo a permitir a utilizagao
de unidades arbitrarias e a comparacado direta dos padrdes de espalhamento

obtido para cada amostra.

3.2.7. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras de filmes de PVA ndo submetidos a ciclos de C/D e submetidos a
1, 3 e 5 ciclos de C/D foram colocadas em porta-amostras e revestidas com ouro
sob alto vacuo. As amostras foram examinadas com um microscoépio eletrénico de
varredura (Jeol JSM 6360 LV - Tokio, Jap&o), operando a 20 keV.

3.2.8. Grau de Intumescimento (Swelling Degree — SD)

A mudancga no grau de intumescimento dos filmes de PVA foi monitorada
durante 5 h, com intervalos entre as medidas variando de 20 a 120 min. Filmes
com massas entre 10 e 15 mg foram pesados (m1) e imersos em 10 mL de agua
desionizada, a 25 °C. Para a realizacdo das medidas, as amostras foram
removidas da agua, o excesso de agua foi removido com papel absorvente e a
massa final (my) foi medida. Os valores de SD foram calculados como
porcentagem de aumento da massa em relagdo a massa seca dos filmes, de

acordo com

SD=£m2_m‘Jx100 (Eq. 12)

m,

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.2.9. Difusao de GSNO

As medidas de difusdo de GSNO através de fiimes de PVA foram
realizadas com um modelo adaptado de cela de difusdo de Franz conforme
descrito em Simdes (2006). Resumidamente, filmes de PVA preparados a partir de
solugédo 2.5% (m/v) tratados por até 5 ciclos C/D, e secos por sublimagao foram
colocados entre as flanges dos compartimentos receptor e doador da cela de
difusdo. As flanges foram fixadas com parafusos e um anel de silicone foi utilizado
para evitar a passagem de solugao entre as flanges. A cubeta contendo a solugéo
receptora foi posicionada no compartimento de cubeta de um espectrofotometro
com arranjo de diodos (HP 8453, California, EUA). A concentracao de GSNO foi
monitorada pela obtencdo da mudancga na absorbancia em A = 336 nm, que ¢é a
posicdo da banda de absorcdo maxima caracteristica da GSNO (Seabra, et al.,
2004). Os espectros para acompanhamento da alteracdo na banda de absorgao

foram obtidos a cada 10 min, a 37 °C, sob agitacdo magnética (200 rpm).

3.2.10. Calculo do coeficiente de difusao

O modelo utilizado para descrever o perfil de liberacdo de farmacos
hidrofilicos em matrizes que intumescem quando em contato com a solugao

receptora é dado pela Eq. 13, derivada da lei de Fick:

yvdc, [DA(C, -C,)]
dt L

(Eq. 13)

onde Cq e C, sdo as concentragbes de farmaco nos compartimentos receptor e
doador, respectivamente, A é a area de difusdo da membrana, L é a espessura da
membrana e V é o volume total da cela (soma dos volumes dos compartimentos

receptor e doador). A Eq. 13 pode ser integrada, resultando em:
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DA
In Q = ztﬁjl‘

(Eq. 14)

onde Q é a quantidade de soluto que difunde durante o tempo t. A regressao linear
da Eq. 14 resulta no coeficiente linear 2DA/LV, de onde o coeficiente de Difuséo
(D) da GSNO através dos filmes de PVA foram calculados. A espessura dos filmes
de PVA usados nas medidas de difusdo foi obtida com um micrémetro antes da
realizacdo das medidas. Os valores de D foram calculados para os filmes zero-,1-,
3- e 5-C/D.

3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Propriedades Térmicas

A Figura 17 mostra os termogramas de DSC dos filmes de PVA nao
submetidas aos ciclos (curva a) e submetidos a 1, 3 e 5-C/D (curvas b, c e d,
respectivamente). Todos os termogramas apresentam um pico endotérmico
préximo a 220 °C, que pode ser atribuido a fusdo dos cristalitos (Hassan, et al.,
2000a; Hassan, et al., 2000b). As entalpias de fusdo (AH;) e os correspondentes
graus de cristalinidade (X.) dos filmes de PVA apresentados na Figura 17 estao
apresentados na Tabela 1 juntamente com outros parametros.

O grau de cristalinidade obtido pela analise do termograma de DSC do PVA
nao tratado por ciclos foi 28 %. Esse 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% e massa molar de 124000 g mol”. Observa-se
ainda que o grau de cristalinidade aumenta de 28 % no filme ndo submetido a

ciclos de C/D para 41, 39 e 42 % apos 1-, 3- 3 5-C/D, respectivamente. O aumento
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na cristalinidade dos filmes de PVA como resultado dos ciclos de
congelamento/descongelamento esta de acordo com outros trabalhos (Stauffer, et
al., 1992; Hatakeyema, et al., 2005; Hickey, et al., 1995).

Entretanto, os valores de grau de cristalinidade indicam que o tratamento
por ciclos de C/D aumentou a cristalinidade, mas o aumento do numero de ciclos,
de um para cinco, ndo aumentou o grau de cristalinidade de filmes preparados a
partir de solugéo de PVA (2,5 % m/v). Observa-se sob as condi¢gdes experimentais
testadas, que a maxima cristalinidade do PVA é atingida ap6s o primeiro C/D e
que os ciclos subsequentes ndo resultam em mudangas detectaveis na
cristalinidade. Isso é uma evidéncia que as mudangas mais significativas
produzidas na matriz polimérica sao atingidas durante a formagao dos primeiros
cristais de agua, que por expansao do volume, comprimem a matriz amorfa,

aumenta sua densidade e induz a cristalizagao das cadeias de PVA.
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Figura 17. Termogramas de DSC de filmes de PVA nao submetido a ciclos (a) e
submetidos a 1(b), 3 (C) e 5 (d) ciclos de C/D.

3.3.2. Perfis de SAXS

O espalhamento de raio-X a baixo angulo € uma técnica util para estudar as
caracteristicas estruturais de materiais com tamanho da ordem de grandeza
nanométrica (Glatter, et al., 1982).

O esquema de funcionamento do equipamento de Espalhamento de Raio-X
a baixo angulo esta representado na Figura 18. Inicialmente, um feixe de raio-X é
emitido pela fonte de raio-X. Ao atingir os colimadores, o feixe de raio-X é

direcionado. As variagcbes de densidade na amostra espalham os raios-X. A
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radiagdo nao espalhada € impedida de chegar ao detector pelo beamstop, a fim de

evitar danos ao detector. Finalmente, a radiagao espalhada atinge o detector.

feixe de
raio-X

fonte de Colimadores ’
raio-X Amoatra Beamstop

detector

Figura 18. Esquema de funcionamento do SAXS. Baseado em Pauw (2007).

Os processos de espalhamento sao caracterizados por uma lei de
reciprocidade que resulta em uma relacao inversa entre o tamanho da particula e
0 angulo de espalhamento (Glatter, et al., 1982). Estruturas com dimensdes entre
dezenas e milhares de angstroms (A) sdo muito maiores do que o comprimento de
onda dos raios-X, o que torna a faixa angular dos raios espalhados muito
pequena. O espalhamento de raios-X €& observado sempre que existem
heterogeneidades na densidade eletrobnica de materiais cuja estrutura
microscopica apresenta entidades com tamanhos da ordem de nanémetros.

Os polimeros semicristalinos sao, portanto, objetos ideais para serem
estudados pela técnica de SAXS, ja que apresentam variagdes de densidade
eletrbnica com comprimentos de correlagdo (ou seja, a distadncia entre
densidades) entre 1 e 10 nm (Vonk, 1982). Além disso, pode-se assumir que as
variagdes na densidade eletrénica ocorrem apenas em uma dire¢ao, o0 que permite
o calculo dos padrdes de difracao.

A intensidade de espalhameto do raio-X é determinada experimentalmente

em fungao do vetor Q, definido por

Q= (47'?/{1) sin @ (Eq. 15),
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onde A &€ o comprimento de onda do raio-X e 0 é metade do angulo de
espalhamento (angulo formado entre as diregbes dos feixes espalhado e
transmitido) (Craievich, 2002; Glatter, et al., 1982).

Em sistemas isotropicos compostos de particulas idénticas e isoladas
dispersas em uma matriz, a intensidade de espalhamento de SAXS pode ser
definida como (Craievich, 2002):

1(q) = N11(q)S(q) (Eq. 16)

onde N € o numero de particulas por unidade de volume, l1(q) é a fungéo

de espalhamento de uma particula isolada e é dada por

L(q) = [ anr?y(r) = dr

qr

(Eq. 17)

sendo r a distancia entre as particulas com densidade de flutuacdo e ¥ a

funcao de correlagéo entre elas. S(q) é a funcao de estrutura das particulas que
descreve a correlacao espacial entre elas. Se as particulas estdo suficientemente
distantes umas das outras, n&o ha correlagao espacial e S(q) = 1 ao longo de toda
a faixa de q. Também, nos limites superiores de q, S(q) = 1 para qualquer sistema.

Dai, a equacgao 1 se torna

1(q) = NL(q) (Eq. 18).

No caso de particulas homogéneas, a forma da curva I(q) corresponde a
funcao de estrutura S(q). Em um sistema anisotropico de N particulas idénticas

por unidade de volume e sem correlagéo entre si, o raio de giro (Rg) das particulas
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pode ser definido através da equacgdo de Guinier, valida apenas na regido de

baixos valores de q da curva de espalhamento (Craievich, 2002):

() = [(0)exp(<2E)  (Eq. 19)

Nessa equacgéo, 1(0) depende da densidade eletronica das particulas e da
matriz, além do volume das particulas.

Considerando as unidades espalhadoras de raio-X como particulas
homogéneas, a forma da curva I(q) corresponde a funcdo de estrutura S(q)
(Craievich, 2002)). Dessa forma, a informacgao obtida do difratograma produz uma
parametro estrutura ds correspondente a distancia meédia entre as particulas, dado

por

d=2r
Amax (Eq. 11)

onde gmax € 0 valor de q correspondente a maxima intensidade de espalhamento.

A Figura 19 mostra os perfis de SAXS e os graficos de Guinier obtidos para
os filmes de PVA ndo submetidos aos ciclos e submetidos a 1-, 3- e 5-C/D.
Observa-se que o perfil de espalhamento do filme ndo submetido a ciclos (Figura
19, curva a) mostra um pico alargado, um halo, com maximo em q ~ 0,06 A, que
corresponde a uma distancia média entre os cristalitos dispersos na fase amorfa
de 10,5 nm, dado por 21/q, valor que esta de acordo com resultados prévios
apresentados na literatura (Ricciardi, et al., 2005B; Miyazaki, et al., 2006).
Entretanto, para os filmes submetidos a 1-, 3- e 5-C/D ha a perda do pico de

correlagdo, como se pode observar na Figura 19 (curvas b a d).
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Figura 19. Perfis de SAXS de filmes de PVA ndo submetidos a ciclos (a) e
submetidos a 1- (b), 3- (c) e 5-C/D (d).

A Figura 20 apresenta os graficos de Guinier para os filmes de PVA zero-,
1-, 3- e 5-C/D (curvas a, b, c e d, respectivamente) na regido de menor angulo de
espalhamento. A elaboragéo desses graficos permitiu o calculo do raio de giro (Rg)
das entidades espalhadoras de raios-X em todas as amostras, através da
utilizacado da equacgao de Guinier apresentada anteriormente (Eq. 19). Os valores

de Ry obtidos para cada amostra estédo apresentadas na Tabela 1.
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Figura 20. Graficos de Guinier de filmes de PVA ndo submetidos a ciclos (a) e
submetidos a 1- (b), 3- (c) e 5-C/D (d).

Observa-se que o Ry das unidades espalhadoras de Raios-X no filme ndo
submetido a ciclos mede 155 nm e aumenta para 176-179 nm, para as amostras
submetidas a 1-, 3- e 5-C/D. A ordem de grandeza dos valores de Rqdas amostras
analisadas sugere que as unidades espalhadoras de raio-X sdo as regides de
baixas concentragdes poliméricas, ja que essa dimensdo esta de acordo com o

valor relatados por (Auriemma, et al., 2006).
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3.3.3. Morfologia da Superficie

A morfologia da superficie dos filmes de PVA foi avaliada por MEV. As
micrografias dos filmes ndo submetidos a ciclos e submetidos a 1-, 3- e 5-C/D e
liofilizados estdo apresentadas na Figura 21, em aumentos de 50, 500 e 5000
vezes.

Observa-se que todos os filmes apresentam uma superficie porosa, embora
a superficie do filme ndo submetido aos ciclos seja principalmente revestido por
uma membrana continua. O filme submetido a 5-C/D apresenta uma morfologia
com maior porosidade, com uma distribuicdo de tamanhos maior que os outros
filmes. A Figura 21 ainda sugere que os poros nesse filme sao interconectados

em uma estrutura esponjosa.
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| zero-C/D 1-C/D 3-C/D 5-C/D

500X

1000X

5000X

D3

Figura 21. Micrografias de filmes de PVA zero-C/D, 1-C/D, 3-C/D e 5-C/D. As barras vermelhas no inferior de cada figura

correspondem a 50, 10 e 5 ym nos aumento de 500, 1000 e 5000 vezes, respectivamente.
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A Figura 22 mostra um grafico de barras dos diametros médios dos poros
nos filmes zero-, 1-, 3- e 5-C/D.

300

280

260
240

220 &

200 B

1804

160+

140

1204

Diametro médio dos poros / um

Figura 22. Tamanho médio de poros de filmes de PVA ndo submetido a ciclos
(C/D) e submetidos a 1-, 3- e 5-C/D. Os ‘insets” mostram as dimensdes
consideradas em cada caso. Para o filme zero-C/D, 1- e 3-C/D os diametros D4 e
D, representam duas dimensdes de poros alongados. Para o filme 5-C/D Dp4, Dp;

e Dp3 representam dimensdes de diferentes populagdes de tamanhos de poros.

Ha uma diminui¢do em D4 para o filme 1-C/D (46,9 ym) comparado ao filme
zero-C/D (90 pm), enquanto ndo ha mudanga em D, para o filme submetido a 3-
C/D. O didmetro D, possui dimensdes semelhantes para os filmes zero-, 1- e 3-

C/D (entre 5-15 nm). O filme 5-C/D mostra trés populagdes principais de diametros
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de poros onde a populagdo de maior diametro de poro (Dp1) possui dimensdes
cerca de 2 vezes maior que os diametros maiores dos filmes zero-, 1- e 3-C/D. A
populagao de poros Dp; e Dps também tem dimensdes similares aos diametros D
dos filmes zero-, 1- e 3-C/D.

A forca diretora para a abertura dos poros com consequente compressao
da matriz amorfa € a expansdo da agua durante o congelamento. Hatakeyema e
cols. (2005) ja descreveram que o aumento na dimensao do poro das membranas
de PVA com os ciclos de C/D esta associado com a densificagdo da matriz
amorfa. Apos a remocgdo dos cristais de gelo por sublimagdo no processo de
liofilizacdo, os volumes que eles ocupam sdo mantidos abertos e o resultado € a
estrutura com poros parcialmente interconectados, observados principalmente nos
filmes 5-C/D nas Figura 21 e Figura 22. A analise da morfologia da superficie ndo
pode assegurar que a interconectividade dos poros ocorre ao longo de toda a
espessura dos filmes zero-, 1- e 3-C/D. Entretanto, para o filme 5-C/D a morfologia
da superficie sugere a formagao de uma estrutura com poros esféricos

interconectados, conforme as imagens apresentadas na Figura 22..

3.3.4. Grau de Intumescimento

A Figura 23 mostra a curva de grau de intumescimento (SD) (%) em fungao

do tempo para os filmes zero-, 1-, 3- e 5-C/D.
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Figura 23. (A) Grau de intumescimento (%) em fung¢do do tempo (min) para filmes
zero- (a), 1- (b), 3- (c) e 5-C/D (d). As barras de erros correspondem ao erro

padrao das médias (n = 5).

Observa-se que os filmes zero-, 1- e 5-C/D alcangam o maximo de
porcentagem em massa apos 50 min. Entretanto, os filmes 1- e 5-C/D atingem o
grau de intumescimento de 91-92 %, enquanto o filme zero-C/D atingiu o grau de
intumescimento de 89 %. O fiime 3-C/D apresentou uma taxa de aumento de
massa mais lenta e ndo atingiu o maximo de intumescimento até 300 min.

Como o PVA é um polimero hidrofilico, a absorgdo de agua pelos filmes
leva a troca de interagbes entre os grupos hidroxila de cadeias de PVA por
interagbes entre grupos hidroxila de PVA e agua. Portanto, altos graus de

intumescimento deveriam ser esperados para o filme zero-C/D uma vez que esse
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filme possui 0 menor grau de cristalinidade (28 %). Entretanto, o baixo grau de
intumescimento foi observado, que pode ser atribuido a perda de massa devido a
continua dissolugao desse filme durante o experimento. No caso do fiime 1-C/D o
grau de cristalinidade aumentou para 41%, reduzindo a dissolugédo do filme e
levando a um aumento na taxa de intumescimento. O filme 3-C/D resultou em
menor absorgdo de agua até 300 min enquanto para o filme 5-C/D a morfologia
com poros grandes e interconectados, conforme sugerido pela Figura 21 e 22,
resultou em um aumento do grau de intumescimento.

Os valores de grau de intumescimento encontrados s&o proximos aos
resultados apresentados na literatura por Ricciardi e cols (Ricciardi, et al., 2005;
Ricciardi, et al., 2004), em que a quantidade de agua deuterada (D,O) em géis de
PVA (atatico, M,, 115000; grau de hidrélise 98-99%) reidratados variou de 76,6 %
a 86,6 %. A diferenga no grau de intumescimento pode ser atribuida aos métodos
de secagem dos géis antes da realizagdo dos testes de intumescimento, ja que
nesse trabalho a secagem foi feita por liofilizacdo, durante 24h, enquanto Ricciardi
e cols. realizaram a secagem ao ar e a temperatura ambiente, até atingir massa

constante.

3.3.5. Medidas de difusao

A Figura 24 mostra as curvas de logaritimo da quantidade de GSNO
difundida por area (-InQ) versus tempo (em horas) para os filmes ndo submetidos
a ciclos (curva a) e submetidos a 1-, 3- e 5-C/D (curvas b, c e d, respectivamente).

Os coeficientes de linearidade para as curvas de difusao estdo proximos de
1,0. Isso confirma que o modelo de difusdo utilizado pode ser considerado nessa
faixa de tempo da analise. A tabela 1 mostra os valores de D obtidos a partir da

inclinagao das curvas da Figura 24.
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Figura 24. Curva de logaritmo da quantidade de GSNO (-InQ) difundida por
unidade de area em fung¢do do tempo para filmes de PVA zero- (a), 1- (b), 3- (c) e
5-C/D (d). [GSNO] = 12 mmol L. Meio receptor: Tampao Fosfato (pH = 7.4).
Temperatura = 37.0 °C. As barras de erros correspondem ao erro padrao das

meédias de triplicatas.

Observa-se que os valores de D diminuem cerca de trés vezes do filme
zero-C/D para o filme submetido a 1-C/D. Comparando-se os filmes 1-C/D e 3-C/D
ocorre um aumento em D. Para o fiime 5-C/D o valor de D é duplicado
comparando-se com o filme 1-C/D, atingindo o valor de 5 x 107 cm? s™. A maior
taxa de difusdo de GSNO para o filme zero-C/D comparado aos filmes 1- e 3-C/D
pode ser atribuida ao menor grau de cristalinidade, além da baixa densificagao da

fase amorfa no filme zero-C/D. Deve-se considerar que nos filmes hidratados a
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GSNO pode difundir através dos poros interconectados e através das paredes dos
poros da fase amorfa do polimero. A densificacdo da fase amorfa devido ao C/D
deve resultar em uma diminui¢gao da taxa de difusdo, conforme observado para os
filmes 1- e 3-C/D.

Para o filme 5-C/D, o aparecimento de uma populacdo de macroporos com
diametro médio de 160 ym, com interconectividade estendida entre as celas
esféricas abertas pode ser a causa do aumento da difusdo observada para esse
filme.

Os resultados observados estdo de acordo com o aumento do grau de
cristalinidade observado por DSC que resulta em aumento da tortuosidade do
caminho a ser percorrido pela GSNO, devido a presenga dos cristalitos,
diminuindo o coeficiente de difusdo. A densificacdo da fase amorfa da matriz inibe
a passagem da GSNO, contribuindo para a diminuicdo do coeficiente de difusdo.
Ainda, os valores de taxa de difusdo obtidos para os filmes zero-, 1-, 3 e 5-C/D
sao da mesma ordem de grandeza dos valores encontrados por Hickey e Peppas
(1995) para a difusdo de teofilina, um farmaco hidrofilico cujo volume
hidrodindmico é da mesma ordem de grandeza do volume relatado para a GSNO
(Oliveira, et al., 2002). Os autores usaram uma cela de difusdo monitorada
espectrofotometricamente e observaram que um aumento no numero de ciclos
C/D resultou na diminuicdo de 3 para 1 x 107 ¢cm? s na taxa de difusdo de
teofilina de uma solugdo aquosa para um meio receptor de agua desionizada,
através de filme PVA preparados com solucdes 15 % m/v e submetidos a C/D,

mantidos a 25 °C.
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Tabela 1. Entalpias de Fusé&o (AHs), grau de cristalinidade (Xc), raio de giro (Rg) e
coeficiente de difusdo (D) da S-nitrosoglutationa em filmes de PVA néo
submetidos a C/D e submetidos a 1, 3 e 5 C/D.

Numero  Entalpia de fuséo Grau de Cristalinidade  Raio de Giro Coeficiente de Difusao Grau de
de C/D (AHi? (Jg™) (Xe) (%) (Rg)® (nm) (D)*107 + Erro/107 (cm®s™)  intumescimento(%)°
0 43 28 155 57+05 89
1 61 41 179 2,0+05 92
3 58 39 178 25+05 -
5 63 42 176 5,0+0,5 91

®Calculado a partir dos termogramas de DSC;
®Calculado a partir das medidas de SAXS;
“Calculado usando um cela de difusao vertical baseada no modelo da cela de Franz;

dCalculada a partir de medidas gravimétricas.

3.4. Conclusoes

O aumento do grau de cristalinidade de filmes de PVA submetidos a C/D
em comparagao ao filme ndo submetido a C/D esta diretamente correlacionado a
perda do pico de correlagdo observada por SAXS. Os filmes submetidos a C/D
apresentam morfologia de poros interconectados.

As mudangas no grau de intumescimento e nas propriedades de difusao de
GSNO com a aplicagdo de 1 a 5 C/D nos filmes de PVA estdo associadas a um

compromisso entre a densificacdo da fase amorfa do PVA e a abertura de poros
interconectados.
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4. APLICAGAO TOPICA DE FILMES DE PVA/GSNO E AVALIAGAO
DE SUA AGAO VASODILATADORA IN VIVO

4.1. Cicatrizagcao de feridas e fenomeno de Raynaud

O objetivo principal no cuidado de feridas cutaneas é a promog¢ao da rapida
cicatrizacao da ferida. Esse € um processo bastante complexo, desencadeado por
células inflamatérias, mas também pela interagdo entre mediadores soluveis de
reparagao tecidual e a matriz extracelular (Dadalti, 2008). O trauma tecidual é
seguido por fases complementares e que se sobrepdem, que podem ser divididas
entre fases inflamatéria, fase proliferativa (de formacdo do tecido) e de
remodelagdo da ferida (Amadeu, et al., 2008).

Baseados nos tipos de feridas e nos modos de cicatrizagdo, varios
materiais foram desenvolvidos para uso como curativos para feridas. Entre esses
materiais, a utilizagdo de hidrogéis parece ser promissora devido as suas
caracteristicas de facil manuseio, prevencdo da perda de fluidos corporais,
barreira contra bactérias, permeabilidade a oxigénio, etc. (Kokabi, et al., 2007). Os
hidrogéis de PVA sao bastante utilizados como curativos para feridas devido a
variedade de métodos que podem ser utilizados para sua reticulacao (Stauffer, et
al., 1992), boa biocompatibilidade e possibilidade de incorporagdo de carga a fim
de melhorar sua propriedades mecanicas (Kokabi, et al.,, 2007). Ainda, os
materiais utilizados como curativos para feridas podem ser funcionalizados com
agentes que estimulem os estagios da cicatrizagcdo proporcionando melhores
condigbes para que a reparagao tecidual ocorra (Kokabi, et al., 2007). Nesse caso,
a GSNO, considerada um reservatorio de NO in vivo, pode ser incorporada em
matrizes de PVA de forma que as propriedades benéficas do NO na cicatrizagcao
de feridas sejam aproveitadas.

O NO é considerado um agente regulador de todas as fases de cicatrizagéao
de feridas (Amadeu, et al., 2008), sendo responsavel pelo controle da deposigao

de colageno, angiogenese e proliferacdo celular. Géis de PEO-PPO-PEO
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contendo GSNO foram aplicados em feridas na pele de ratos e mostraram
aceleragéo da contragao da ferida, melhora na reepitelizagdo e na organizagao do
tecido granular durante os primeiros 5 dias apds a lesdao (Amadeu, et al., 2007).
Em um trabalho posterior o grupo também observou que os hidrogéis contendo
GSNO resultaram em um aumento no fluxo sanguineo comparado ao hidrogel
sem GSNO aplicados sobre a pele de ratos diabéticos e sadios. Além disso, n&o
foi observado aumento de nitrotirosina, um possivel efeito colateral resultante da
aplicacao de GSNO, nem foi observado efeito sobre a pressao arterial dos ratos
submetidos aos testes com hidrogel contendo GSNO (Amadeu e cols. (2008). O
mesmo gel contendo GSNO foi aplicado na pele sadia do antebrago de humanos e
resultou em um aumento do fluxo sanguineo devido a liberagao de NO (Seabra, et
al., 2004).

Os resultados que relatam o aumento de fluxo sanguineo através da
administracdo de géis doadores de NO estimula o estudo da aplicagédo de
curativos baseados em filmes de hidrogéis de PVA contendo GSNO para o
tratamento da sindrome de Raynaud. O Fenbémeno de raynaud e as Ulceras
digitais sdo resultantes do aumento de producédo de vasoconstritores, diminuigdo
da producdo de vasodilatadores, ativacdo de plaquetas e proliferagdo da
neointima das artérias digitais que podem levar a lesdo isquémica nos dedos e
outras extremidades corporais (Wasserman, et al., 2010). A exposi¢cao ao frio
parece estar relacionada ao aparecimento dos sintomas, e a vasoconstricdo em
resposta ao frio € um mecanismo de protecédo do organismo para impedir a perda
de calor (Wigley, 2002). Atualmente, as opg¢des terapéuticas para o fenébmeno de
Raynaud e as ulceras digitais incluem a utilizacdo de géis contendo nitroglicerina,
bloqueadores de canais de calcio, inibidores da fosfodiesterase-5 (Pope, 2008;
Gayraud, 2007) e se nao tratada corretamente, pode progredir para gangrena e
amputacdo do membro (Wasserman, et al., 2010). Generini e cols. (2005)
relataram que a administragcao de L-arginina aumenta a produc¢ao de NO e resulta
em melhora do fendbmeno de Raynaud.

Nessa etapa, a agdo vasodilatadora de filmes de hidrogéis de PVA/GSNO

fisicamente reticulados foi avaliada in vivo e correlacionadas as mudangas
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morfolégicas de cristalinidade apresentadas anteriormente, a fim de verificar a
capacidade desse material ser utilizado como alternativa ao tratamento da

sindrome de Raynaud e para o tratamento de feridas cuténeas.

4.2. Procedimento Experimental

Os materiais e reagentes, a sintese da S-nitrosoglutationa, a preparagéo dos
filmes de PVA contendo GSNO e a realizagao dos ciclos de C/D estdo descritos

na secao 3.2 desse trabalho.

4.2.1. Medidas de perfusdao sanguinea microvascular por laser Doppler

Todas as medidas foram realizadas em uma sala termostatizada a 25°C.
Discos de filmes de PVA de 2,5 cm de didmetro, submetidos a 1 e 5 ciclos C/D
contendo GSNO foram aplicados sobre o antebrago de voluntarios e as sondas de
laser Doppler (Transonic systems Inc.) foram fixadas junto a borda do filme. O
fluxo sanguineo dérmico basal foi medido simultaneamente no mesmo antebracgo
do voluntario com o uso de uma segunda sonda posicionada ao lado da primeira
sonda a uma distancia de ca. 1 cm da borda do filme de PVA/GSNO. As sondas
foram fixadas a pele com adesivo. Os fluxos sanguineos dérmicos nas duas
sondas foram registrados em tempo real por ca. 95 min. Todos os valores
apresentados representam médias de sete repeti¢cdes + erro padrao da média.

A Figura 25 apresenta a infra-estrutura disponivel no 1Q/Unicamp, para a

execucao das medidas de vasodilatagao na pele de voluntarios.
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Figura 25. Foto ilustrativa da infra-estrutura disponivel no 1Q/Unicamp, para a
execugao das medidas de vasodilatacdo na pele de voluntarios. Sistema de
medicao “Transonic Systems Inc.” de dois canais, que permite o monitoramento
simultaneo da regido tratada (PVA com GSNO) e de uma regido controle (eletrodo

na pele do voluntario).

Filmes de PVA submetidos a 1 e 5-C/D foram cortados na forma de discos
de 2,5 cm de didametro externo. Solugcdes de GSNO 50 mM foram preparadas pela
dissolucdo de GSNO em tampéo fosfato pH 7,4, contendo 1 mM de EDTA. Os
discos de PVA foram imersos separadamente em 5 mL da solugdo de GSNO
contida em frascos de polipropileno por 30 min, a temperatura ambiente e
protegidos da luz. Apos o periodo de carregamento os filmes foram removidos do
frasco, o excesso de solugao foi delicadamente retirado por um lengo de papel, e
os filmes foram aplicados imediatamente na pele do antebrago dos voluntarios
para a realizagao das medidas de fluxo sanguineo. A quantidade média de GSNO
absorvida pelos filmes foi de 2,2 + 0,6 ug (6,3 + 0,8 umol) a partir de medidas
gravimétricas das quantidades de solugao de GSNO absorvidas.

Trés homens (20-26 anos) e quatro mulheres (24-41 anos) foram

recrutados para o estudo. O estudo foi aprovado pelo comité de ética da
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Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade Estadual de Campinas
(PARECER CEP: N° 73612007). Antes da realizagdo do teste, cada voluntario
assinou um termo de consentimento de participagdo no estudo conforme
estabelecido pela Declaracdo de Helsinki. Todos os participantes estavam
saudaveis, declararam-se nao fumantes, e ndo apresentaram histérico de diabetes

ou doengas cardiovascular ou de pele.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Fluxometria por Laser Doppler

A Fluxometria por Laser Doppler (FLD) € uma técnica ndo invasiva para a
avaliacao da perfusdo microvascular sanguinea de tecidos vivos em tempo real
(Fredrikson, et al., 2007). O efeito Doppler foi descrito pelo fisico austriaco J. C.
Doppler, em 1842 que observou a variagdo da frequéncia de ondas acusticas
quando a fonte se encontra em movimento em relagdo ao observador. Na técnica
de fluxometria por laser Doppler séo utilizadas duas fibras 6ticas. O desvio na
frequéncia da luz é detectado quando uma fibra optica transmite a radiagcao
monocromatica diretamente no tecido alvo. O feixe de luz penetra a derme e é
espalhado dentro do tecido. Os fétons incidem sobre células sanglineas em
movimento (principalmente as hemacias), que espalham a radiagdo com uma
frequéncia diferente do incidente (efeito Doppler), e esta diferenca é proporcional a
velocidade da hemacia. A luz refletida, com nova frequéncia, € registrada no
fotodetector da segunda fibra 6ptica. A Figura 26 mostra a representagao da
determinacao da perfusdo sanguinea por laser Doppler, através do corte
transversal da pele.

A perfusao é definida pelo produto da concentracédo pela velocidade média
das hemacias no volume avaliado pelo laser (Fredrikson, et al., 2007). Dessa

forma, quanto maior for a vasodilatagao sofrida por um vaso sanguineo, maior
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sera a concentragdo de células vermelhas do sangue percorrendo o volume
analisado pelo laser Doppler e maior sera a modificagdo na frequéncia da luz do
laser registrada no fotodetector do fibra optica. Esse ndo € um valor absoluto, pois
o volume analisado pelo laser Doppler depende de caracteristicas da fibra ética
emissora e coletora, da disténcia entre elas, da poténcia e comprimento de onda
do laser, das caracteristicas 6ticas do tecido, da sensibilidade do instrumento, etc
(Leite, 2007). Assim, o fluxo medido é calibrado em unidades arbitrarias (u.a.) e €

uma quantidade proporcional ao fluxo.

A fibra dtica transmite a I g A M
luz do laser para o tecido ‘ :'hﬁm ?;:,: spoll 1: 1::
fotodetector

capilares

velas € artéras

Figura 26. Representacdo do funcionamento do laser Doppler na pele de

humanos (Moor Instruments, Inc.).

A FLD normalmente usa radiacdo gerada por um laser de HeNe com
comprimento de onda em 632,8 nm (radiagao visivel) ou lasers de diodo, emitindo

entre 780 nm a 820 nm (infravermelho préximo), com poténcias entre 1 mW a 3
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mW (Moor Instruments, Inc.). Os fluxdmetros convencionais sdo sensiveis (em
tecidos moles) a uma distancia de aproximadamente 1 mm e volume de 1 mm?,
monitorando o fluxo sanguineo em vasos de pequeno calibre (capilares) na
superficie da pele e o fluxo das arteriolas e vénulas da camada inferior da pele.

As vantagens da utilizaggo da FLD incluem a possibilidade de
monitoramento do fluxo continuamente, em tempo real, e o registro instantaneo
das variagdes de fluxo (Seabra, 2006). Além disso, é ndo-invasiva e nao oferece
riscos aos tecidos biologicos, podendo ser seguramente usada em humanos. Por
outro lado, a fixacdo da sonda no tecido a ser avaliado € critica, uma vez que as
velocidades medidas pelo laser Doppler séo baixas (da ordem de 0,01 a 10 mm/s)
e portanto, pequenos movimentos perturbam a analise. Além disso, a variagao de
fluxo entre individuos causada, por exemplo, por diferengas na cor da pele, estado
emocional, caracteristicas o6ticas do tecido, volume e forma do tecido avaliado, etc.
também é um fator limitante da técnica.

A liberacao tépica de GSNO na pele de voluntarios saudaveis resultou no
aumento da perfusdo da microcirculagdo sanguinea local, medida por laser
Doppler, conforme apresentado na Figura 27.

Observa-se que a liberacao de GSNO a partir do filme 5-C/D resultou em
um aumento maior e mais rapido na perfusao sanguinea, com retorno aos niveis
basais apés 30 min, enquanto o filme 1-C/D resultou em aumento menor e mais
lento da perfusdo sanguinea, com uma agéao sustentada por mais de 110 min.

A maior perfusdo sanguinea observada para o filme 5-C/D comparado ao
filme 1-C/D esta correlacionada com o maior coeficiente de difusdo e a maior taxa
de intumescimento do filme 5-C/D devido a morfologia de poros interconectados
observada nas imagens de MEV. Nos experimento de perfusdo, os poros
interconectados estdo completamente preenchidos com solucdo de GSNO, que
pode, dessa forma, difundir através de um meio continuo, sem a necessidade de
atravessar as regidoes amorfas das paredes dos poros. No filme 1-C/D, a difusao
de GSNO ¢ limitada pela aparente auséncia de poros interconectados. Além disso,
deve-se observar que a maxima perfusao obtida para o filme 5-C/D esta associada

com um rapido retorno ao nivel basal, enquanto o filme 1-C/D promoveu um
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aumento sustentado da perfusdo sanguinea a niveis mais baixos por mais de 100

min.
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Figura 27. (A) Perfusdo sanguinea em funcdo do tempo apods a aplicagdo de
filmes de PVA contendo GSNO no antebrago de voluntarios saudaveis (a) controle
de perfusao sanguinea. (b) 1-C/D fiime de PVA/GSNO e (c) 5-C/D filme de
PVA/GSNO. (B) Maxima perfusdo obtida apds a aplicagao topica de filmes de
PVA/GSNO submetidos a 1- e 5-C/D. (C) Taxa de aumento de perfusdo
sanguinea apos a aplicagao topica de filmes de PVA/GSNO submetidos a 1- e 5-
C/D, obtido da inclinagdo das curvas em (A) no tempo de 42 min. As barras de
erros corresponde ao erro médio padrao das medidas (n=7, *=p<0,01).
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Os resultados encontrados s&o semelhantes aos de trabalhos previamente
publicados. Seabra e cols. (Seabra, et al., 2004) monitoraram por fluxometria por
laser Doppler o efeito vasodilatador de géis de PEO-PPO-PEO contendo GSNO
ou SNAC (0,3mol e 0,6 mol g™ de hidrogel, respectivamente) aplicados na pele do
antebrago de voluntarios saudaveis e observaram a perfusdo sanguinea média de
250 (u.a.), com agéo sustentada por mais de 3 h. Em outro trabalho, Seabra e
cols. (2007) aplicaram o mesmo gel contendo GSNO na sola do pé de ratos Wistar
e verificaram a perfusdo sanguinea através de laser Doppler. Foram testados
grupos de animais saudaveis e animais com diabetes mellitus induzida com
streptozotocina e agucar. Os autores relataram que géis contendo 0,23 mol g'1 de
GSNO resultaram em aumento na vasodilatagcdo com acao sustentada por mais
de 30 min. O efeito foi presente nos dois grupos de ratos avaliados. Ainda, os
autores verificaram que a aplicacao tépica de GSNO nao resultou em nitragao de
residuos de tirosina de proteinas da pele, nem alterou a taxa cardiaca ou os
valores de pressado arterial durante a aplicagdo dos géis na pele dos ratos
avaliados.

Os resultados encontrados para os géis de PVA contendo GSNO mostra
que as mudancas na morfologia de poros dos filmes ou membranas de PVA
podem ser usadas para modular suas propriedades de liberagdo em aplicagdes
tépicas. Essa propriedade, aliada ao fato de que o tratamento por C/D resulta em
flmes e membranas insoluveis, pode permitir o uso desses materiais como
curativos para feridas, a fim de utilizar as propriedades de cicatrizacdo do 6xido
nitrico (Amadeu, et al., 2007) ou para a promoc¢ao de vasodilatacdo local em

tecidos isquémicos.

4.4. Conclusoes

A liberagédo tépica de GSNO dos filmes de PVA na pele de voluntarios

saudaveis leva ao aumento da perfusao sanguinea.
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O numero de ciclos de congelamento/descongelamento pode ser usado
como uma ferramenta para controlar a difusdo de GSNO a partir de filmes de PVA,
permitindo a alteracdo dos perfis de perfusdo sanguinea obtidos em aplicagao

topica.
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5. ACAO BACTERICIDA DE FILMES DE PVA ELUIDORES DE
GSNO

5.1. Introducao

As infecgoes em feridas cutaneas estdo entre os tipos mais comuns no
ambiente hospitalar e freqientemente estdo associadas ao uso de dispositivos
meédicos contaminados, como por exemplo, cateteres intravasculares, utilizados
nos procedimentos de angioplastia (Hetrick, et al., 2007). As bactérias causadoras
desse tipo de infeccdo geralmente sao resistentes aos antibidticos sistémicos
convencionais € a persisténcia da infecgao frequentemente resulta na remogao do
dispositivo. Dois dos principais agentes de infecgdes hospitalares sdo as bactérias
Staphylococcus aureus (S. aureus) — gram positiva — e a Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) — gram negativa. A emergéncia de cepas multi-
resistentes dessas bactérias, como as S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
ou a vancomicina (VRSA) (World Health Organization (WHO)) e a P. aeruginosa
resistente ao antibiotico imipenen (Ong, et al., 2004) apontam a necessidade do
desenvolvimento de terapias alternativas capazes de conter essas bactérias multi-
resistentes.

A classificagdo das bactérias em gram-positivas e gram-negativas € feita
com base em uma técnica de coloracdo desenvolvida por Hans Christian Gram
(Tauro, et al., 1986). As bactérias gram-positivas sao bactérias que possuem
parede celular externa com uma unica e espessa camada de peptideoglicanos,
enquanto as bactérias gram-negativas possuem uma parede celular de
peptideoglicanos mais fina e uma segunda membrana, mais externa, composta de
lipopolissacarideos.

As infecgdes em dispositivos médicos sao resultado da adeséo bacteriana a
superficie do material. Inicialmente, a adesao bacteriana € mediada por interacdes

reversiveis, enquanto apds periodos mais longos, ocorrem interagdes irreversiveis
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entre as bactérias e a superficie dos dispositivos (Hetrick, et al., 2007; An, et al.,
1998).

ApOs a adesdo, algumas bactérias sao capazes de formar um biofilme
protetor através da secregcdo de uma matriz de exopolissacarideo que retém
nutrientes e protege a bactéria das respostas imunes naturais. Além disso, esses
biofilmes sao importantes mecanismos de defesa para a bactéria e proporciona
resisténcia as terapias com antibiéticos tradicionais (Smith, 2005). Como a
formacao de biofilmes é atribuida a adesao inicial de bactérias a superficie do
biomaterial, os estudos atuais que objetivam o desenvolvimento de superficies
antibacterianas visam o desenvolvimento de superficies com propriedades fisico-
quimicas que diminuam a adesao bacteriana ou que sejam liberadores de agentes
antibacterianos ativos (Hetrick, et al., 2006).

Uma das estratégias propostas para conter infeccbes causadas por
bactérias multi-resistentes é a utilizagao de terapias baseadas na liberacdo de NO
(Seabra, et al., 2010). O NO é uma molécula pequena, bastante lipofilica e muito
permeavel a membrana celular, podendo se difundir através de paredes celulares
de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Além disso, as infec¢cdes em
humanos geralmente estdo associadas com um aumento da produgdo de NO
(Ghaffari, et al.,, 2006) e sua habilidade em suprimir a proliferagdo microbiana e
conter a infeccdo. Entre os mecanismos possiveis de atividade antimicrobiana de
NO esta a reagédo desse radical livre com o anion superoxido (O2) formando o
peroxinitrito (OONO), que pode levar a desintegracdo da membrana celular
bacteriana (Wink, et al., 1998). Além disso, na presencga de oxigénio, o NO forma
espécies intermediarias reativas (como NO;, N,O3; e N2O4) que sdo capazes de
nitrosar residuos de aminoacidos, levando a alteracdo da fungao das proteinas e
danos oxidativos ao DNA (Miranda, et al., 2000).

O conjunto de todas as agbes apresentadas indica que a liberagao local de
NO pode ser util no tratamento de infecgdes cutdneas causadas por bactérias
multi-resistentes gram-positivas e gram-negativas.

O NO livre e doadores de NO ja foram usados como agentes bactericidas

em varias aplicagdes in vivo e in vitro. Alguns exemplos incluem a utilizagdo de
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nonoatos (Chen, et al., 2006), geracdo de NO através da redugdo de nitrito pelo
acido ascorbico (Ghaffari, et al., 2006), NO gasoso exogeno (Ghaffari, et al.,
2007), RSNOs (Cariello, et al., 2010) além de biomateriais liberadores de NO que
incluem materiais poliméricos (Seabra, et al., 2010), xerogéis (Hetrick, et al.,
2007), géis (Nablo, et al., 2005; Hetrick, et al., 2007) e nanoparticulas de silica
(Hetrick, et al., 2008).

No caso de lesdes cuténeas infectadas com bactérias multi-resistentes,
pode-se considerar o tratamento local das lesdes através da sua oclusdao com
biomaterias que liberem NO ou doadores de NO. A oclusédo de feridas é utilizada
para melhorar as condi¢cdes de cicatrizagdo, diminuindo o tempo de fechamento
da leséo (Kokabi, et al., 2007).

O PVA é um polimero com boas propriedades para utilizagdo como curativo
para feridas (Kokabi, et al., 2007), ja que pode ser utilizado na forma de filmes de
hidrogéis reticulados por diversos métodos, como irradiagéo por feixes de elétrons
ou irradiacao por raios gama (Alexander, et al., 1957; Peppas, et al., 1977) mistura
com agentes reticulantes quimicos como o glutaraldeido (Peppas, 1987), e ciclos
de congelamento/descongelamento (Peppas, et al., 1977; Hassan, et al., 2000a;
Lozinsky, 1998).

Géis de PVA em blendas com alginato de sédio preparados por ciclos de
congelamento/descongelamento ja foram utilizados como matrizes liberadoras de
nitrofurazona para a oclusdo de feridas e mostraram-se efetivos em aumentar a
velocidade de cicatrizagao de feridas no dorso de ratos (Kimb, et al., 2008). Filmes
de PVA/beta-glucano reticulados por ciclos de congelamento/descongelamento
também resultaram em menor tempo de cicatrizacdo de feridas na pele de ratos
comparados a curativos feitos com gaze de algodao (Huang, et al., 2008). Ainda,
Kokabi e cols. (2007) prepararam um nanocomposito para ser utilizado como
curativo de feridas baseado em hidrogéis de PVA fisicamente reticulados e
reforcados com argila e obtiveram um material com boa capacidade de
intumescimento, taxa de transmissao de vapor, boa propriedade de barreira contra

penetracdo microbiana e boas propriedades mecanicas.
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Portanto, a utilizacdo de filmes de hidrogéis de PVA liberadores de GSNO
no local de lesdes cutaneas tem potencial para ser usado na
prevencao/tratamento de infeccoes hospitalares com bactérias resistentes. Nessa
parte do trabalho, a atividade antibacteriana de filmes de PVA fisicamente
reticulados e liberadores de GSNO foi avaliada contra cepas de bactérias gram-

positivas — S. aureus — e gram-negativas — P. aeruginosa.

5.2. Parte experimental

5.2.1. Materiais e reagentes

Os materiais e reagentes, bem como preparacao das solugdes de PVA e a
sintese de GSNO ja foram descritos anteriormente (itens 3.2.2 e 3.2.3). Além
desses materiais, a atividade antibacteriana dos filmes foi determinada em meio
de Mueller-Hinton (MH) (Difco, Detroit, MI, USA), conforme descrito na ref. (CLSI,
2003) 2003). A solucao de cloreto de so6dio e o meio de Mueller Hinton foram

esterilizadas a 120 °C por 20 min antes da utilizagcao.

5.2.2. Incorporacao de GSNO na solugao de PVA

Solugdes de GSNO foram preparadas em agua desionizada, protegidas da
luz e foram adicionadas em seguida em solugdo de PVA, previamente preparada,
de forma a se obter solugdes com concentracdes finais de 2,5 % m/v de PVA. As
concentracoes finais de GSNO nas solugdes de PVA foram de 5, 10, 12,5, 15,
18,5, 22,5 e 25 mM.
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5.2.3. Revestimento dos pocos de placas de cultura com filmes de PVA e
PVA/GSNO

Os filmes de PVA e PVA/GSNO foram depositados no fundo de pogos de
placas de culturas de células de 24 pogos, de poliestireno livre de pirogénio
(Corning Costar, Cambridge, MA, EUA). Os fundos dos pogos (didmetro interno:
1,5 cm; area=1,8 cmz) foram cobertos completamente com 500 uL de solugao de
PVA ou solugdo de PVA/GSNO. As placas contendo as solug¢des foram mantidas
a -20 °C por 24h e submetidas a trés ciclos C/D’ (25 °C por 4h seguido de 24h a -
20 °C, cada ciclo), a fim de obter filmes de hidrogéis de PVA fisicamente
reticulados. A massa de PVA seco depositada no fundo dos pocgos individuais foi
calculada como 5 mg. Com base nesta massa e nas concentracbes de GSNO
utilizadas calculou-se que as concentragcbes finais de GSNO nos filmes de
hidrogéis submetidos a incubagdo com bactérias foram 0, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,74,
0,9 e 1,0 mmol g PVA.,

"Veja descrigdo dos ciclos C/D no item 3.2.4. acima.

5.2.4. Liberacao de GSNO a partir dos filmes de PVA/GSNO

As placas de cultura de células com pocgos revestidos com filmes de
hidrogéis de PVA foram preenchidas com 1 mL de solugéo tampé&o de fosfato (pH
7,4) e incubadas a 37 °C protegidas da luz. Em intervalos de tempo fixos,
aliquotas de 100 pL foram coletadas dos pocgos e inseridas em um béquer de 20
mL contendo um sensor eletroquimico de NO imerso em 1 mL de solugao
saturada de cloreto de cobre | em agua desaerada, mantida a 25 °C, sob agitagéo
constante.

A quantidade de GSNO liberada do hidrogel foi monitorada através de
medidas amperométricas realizadas com um eletrodo seletivo para NO (Apollo
4000 free radical analyser, World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA)

conectado a um computador convencional. O sensor de NO utilizado consistiu de
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um fio de platina de 2 mm (ISSO-NOP, WPI) como eletrodo de trabalho e um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCI (Michael, et al., 2007). Os dois eletrodos séo
mantidos dentro um cilindro de ago inoxidavel. A ponta do cilindro € coberta com
uma membrana permeavel a gas e seletiva a NO. O esquema abaixo (Figura 28)

apresenta os componentes do eletrodo utilizado.
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Figura 28. Componentes do eletrodo Seletivo para 6xido nitrico. Baseado em
(Zhang, 2004).

Para a deteccdo de NO pelo eletrodo, o sensor deve estar imerso em
solugdo e um potencial positivo € aplicado no eletrodo de trabalho (~860 mV em
relagéo ao eletrodo de referéncia). O NO dissolvido em solugéo se difunde através
da membrana permeavel a gas e seletiva a NO. O NO é, entdo oxidado na
superficie do eletrodo de trabalho, uma corrente é produzida e o sinal registrado.
Essa oxidagao ocorre via reagao eletroquimica, com a transferéncia de um elétron

da molécula de NO para o eletrodo, resultando na formacéo o cation nitrosénio:
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NO - NO* + &  (Eq. 20)

O cation nitrosbnio € um acido de Lewis e, na presenga de OH", é

convertido a nitrito (NOz’), de acordo com a reagao abaixo:

NO* + OH — HNO,— H* + NOy (Eq. 21)

O nitrito pode ser posteriormente oxidado a nitrato. A quantidade de NO

oxidado € proporcional a corrente entre os eletrodos de referéncia e de trabalho.

5.2.5. Linhagem de bactérias

S. aureus ATCC 25923 foi usada conforme descrito em Grare e cols.
(Grare, et al., 2007). P. aeruginosa foi obtida de uma linhagem multi-resistente
(amicacina, gentamicina, netilmicina, imipenem, cloranfenicol, ampicilina,
ciprofloxacina, cefotaxima). As cepas foram mantidas a -80 °C em suspenséo de

glicerol (2,5 M) até a utilizagéo.

5.2.6. Atividade bactericida de filmes de PVA/GSNO

Os experimentos envolvendo testes para avaliagao da atividade bactericida
dos filmes de PVA/GSNO foram realizados no Instituto de Biologia da Unicamp,
pelo aluno de mestrado Dorival Martins, orientando do professor Dr. Marcelo
Brocchi, docente do mesmo instituto.

Para os testes, a atividade bactericida foi avaliada contra trés grupos
diferentes: controle de crescimento positivo (pogos sem revestimento), placas com
pocos revestidos com PVA e placas com pogos revestidos com PVA/GSNO.
Cepas de S. aureus e de P. aeruginosa cresceram em meio de Mueller-Hinton e

col6nias individuais foram suspensas em solugao de NaCl 0,9%. A suspensao foi
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diluida com meio de Mueller Hinton até a densidade de 10° unidades formadoras
de colbnia (ufc) por mL. Em seguida, 1 mL da suspenséao foi adicionado a cada
poco das placas e a placa foi incubada a 37°C. Apds tempos de incubacgéao de 2, 4,
6 e 12 h, as suspensdes de bactérias de cada um dos pogos foram removidas,
transferidas para tubos eppendorf, vortexadas, diluidas em solugcédo salina estéril
0,85% e plaqueadas por espalhamento em placas de MH. A contagem de ufc foi
realizada, imediatamente apds o plaqueamento e apds 2, 4, 6 e 12 h de
incubacdo. Foram realizados ensaios de dose-resposta em fungcdo da
concentracdo de GSNO nos filmes hidrogeis de PVA/GSNO. Os experimentos

foram realizados em quadruplicata.

5.2.7. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando-se o teste de Student e p

< 0,05 foi considerado significativo.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Liberagao de GSNO a partir de filmes de hidrogéis de PVA/GSNO

A Figura 29 mostra as curvas de quantidade de GSNO acumulada na
solugao de PBS (pH 7,4, 37 °C) adicionada aos pogos das placas de cultura em
funcdo do tempo. A curva A refere-se a eluigdo de GSNO do hidrogel com
concentragdo de GSNO de 1 mmol g' PVA e a curva B ao hidrogel com
concentracdo de GSNO 0,4 mmol g”' PVA. A GSNO liberada foi quantificada pelo
meétodo eletroquimico.

O perfil de liberagao apresentado na figura 29 mostra um aumento linear na
quantidade de GSNO nas primeiras horas seguida da diminuicdo da quantidade

de GSNO apés 3,5 h para o hidrogel de concentracdo 1 mmol g”' PVA e apos 4,5
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h para o hidrogel de 0,4 mmol de GSNO g PVA. A taxa de liberacdo de GSNO
nas 3,5 h iniciais para o hidrogel mais concentrado (1 mmol g™ PVA) é de 0,82 +
0,04 umol h™'. Apos esse periodo, a quantidade de GSNO diminui a uma taxa de
0,32 + 0,03 umol h™'. Para o filme de hidrogel menos concentrado a taxa de
liberagcédo nas 4,5 h iniciais é de 0,42 + 0,02 umol hleeé seguida de um periodo de
diminuicdo de concentracdo de GSNO a uma taxa de 0,17 + 0,03 pmol h,
Aproximadamente 64 % do total de GSNO presente no hidrogel de maior
concentragéo, equivalente a 3,2 umol GSNO, foi detectado na solugao de PBS nas
3,5 h iniciais do experimento. Para o hidrogel de menor concentragéo, apds as 4,5
h de liberagdo aproximadamente 95 % do total de GSNO presente no gel foi
detectado, o equivalente a 1,9 uymol GSNO. Sabe-se que a GSNO decompde-se a
uma taxa cerca de 8 vezes maior em solugdo aquosa do que nos filmes de PVA
(Seabra, et al., 2004). Portanto, apos a liberagcao de GSNO da matriz polimérica
para a solugao tampao, a decomposicdo da GSNO ¢é acelerada. O eletrodo
seletivo para NO nao detecta a fragdo de NO, e NO3; formada na solugao. Assim,
nas primeiras horas de avaliacido, a liberacdo de NO a partir da GSNO é maior
que a taxa de decomposi¢do. Entretanto, apos 3,5 h para o hidrogel mais
concentrado e ap6s 4,5 h para o hidrogel menos concentrado, a taxa de
decomposicdo de NO é maior que a taxa de liberagdo de GSNO a partir do filme
de hidrogel de PVA, resultando na queda da curva de eluicdo, conforme

observado na Figura 29.
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Figura 29. Quantidade de GSNO acumulada na solugdo de PBS (pH 7,4, 37 °C)
adicionada aos pocgos das placas de cultura de célula contendo filmes de
PVA/GSNO em fungéo do tempo. Hidrogéis com concentragédo de GSNO de 1 (A)
e 0,4 mmol g' PVA (B). A barra de erros refere-se ao erro padrio de

quadruplicatas.

As taxas de liberagdo de GSNO calculadas podem ser normalizadas pela
area dos filmes depositados no fundo dos pocgos das placas de cultura de células,
a fim de se obter o valor de fluxo de GSNO liberado dos filmes. Nesse caso, o
fluxo de GSNO a partir do filme de hidrogel mais concentrado é de 450 nmol h™
cm? e para o filme de hidrogel de menor concentracdo é de 230 nmol h™' cm™.
Considerando-se que a GSNO dos hidrogéis testados libera NO livre, o fluxo de
NO gerado sera cerca de 100 vezes maior que o fluxo de NO relatado para
materiais liberadores de NO livre com acdo antibacteriana, que é da ordem de

nmol h™ em™ (Hetrick, et al., 2007; Seabra, et al., 2010; Nablo, et al., 2005).
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As concentragbes maximas de GSNO atingidas nos pogos das placas de
cultura de células foram de 3,2 mmol L™ para o hidrogel mais concentrado e de
1,9 mmol L™ para o filme de hidrogel menos concentrado. Essas concentragdes
sdo consideradas citotoxicas, justificando sua utilizagdo na avaliagao bactericida
de hidrogéis de PVA/GSNO fisicamente reticulados (de Souza, et al., 2006;
Barraud, et al., 2006).

5.3.2. Atividade bactericida

A Figura 30 (a e b) mostra a atividade bactericida de fiimes de PVA
eluidores de GSNO contra cepas de S. aureus (barras negras) e P. aeruginosa
(barras brancas) apds 2 e 4h de incubacdo. Pode-se observar uma resposta
dependente do tempo e da concentragdao de GSNO nos filmes, contra as duas
cepas avaliadas. Observa-se uma tendéncia de menor porcentagem de unidades
formadoras de col6nias (ufc) sobreviventes para P. aeruginosa em relagéo a S.
aureus em todas as concentragdes analisadas embora nao existam diferencas
estatisticamente significativas entre as susceptibilidades destas duas cepas a
GSNO. A Figura 30b mostra que apds 4 h de incubacao a suscetibilidade da P.
aeruginosa a GSNO é maior que a da S. aureus, a partir da concentragédo de 0,5
mmol de GSNO g™ de PVA.
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Figura 30. Porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus (barras negras) e P.

aeruginosa (barras brancas) apds incubagdo com filmes de hidrogeis de PVA
eluidores de GSNO nas concentragdes de 0,2; 0,4; 0,5; 0,6; 0,74; 0,9 e 1,0 mmol
GSNO g de PVA durante 2 h (a) e 4h (b).

A Figura 31 mostra as curvas de sobrevivéncia das ufc de S. aureus e P.

Aeruginosa incubadas por 12 h com filmes de PVA (usados como controle) e de
PVA/GSNO na concentragdo de 0,4 mmol g de PVA.
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Figura 31. Porcentagem de sobrevivéncia das unidades formadoras de colénia
(ufc) de S. aureus e P. aeruginosa incubadas por 12 h com filmes de PVA (usados

como controle) e de PVA/GSNO na concentragéo de 0,4 mmol g de PVA.

Observa-se que o fiime de PVA ndo reduziu a porcentagem de
sobrevivéncia de nenhuma das bactérias com que foi incubado. Por outro lado, a
presenga de GSNO dos filmes de PVA levou a redugéo significativa das unidades
formadoras de colbnia. No caso das cepas de P. aeruginosa, observa-se que apds
6h de incubacdo com filmes de PVA/GSNO na concentragdo de 0,4 mmol g™ de
filme o meio de cultura foi completamente esterilizado (Figura 31(a)). Entretanto,
para as cepas de S. aureus (Figura 31(b)), durante as 6h iniciais de incubacao
houve diminuicao da porcentagem de ufc até proximo de zero, mas nao houve a
eliminacao total das cepas, o0 que sugere que a quantidade remanescente de ufc
pode se proliferar nas horas subsequentes. Ainda que o aumento nas ufc de S.
aureus nao tenha sido significativo, a permanéncia de unidades formadoras de

colénias pode levar a reincidéncia de uma infec¢gdo in vivo. Para evitar a
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permanéncia dessas unidades formadoras de coldnias, realizou-se a incubagao de

filmes de PVA/GSNO na concentracdo de 1 mmol g~

PVA com cepas de S.
aureus. A porcentagem de sobrevivéncia de S. aureus neste caso esta
apresentada na Figura 32. Observa-se que, nessa concentragdo, apos 4h de

incubacéo, todas as ufc foram eliminadas.
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Figura 32. Porcentagem de sobrevivéncia das unidades formadoras de colbnia
(ufc) de S. aureus e P. aeruginosa incubadas por 12 h com filmes de hidrogéis
PVA (usados como controle) e de hidrogéis de PVA/GSNO na concentragao de
0,9 mmol g™ de PVA.

Sabe-se que a P. aeruginosa tem a habilidade de formar biofilmes capazes
de protegé-la de ataques externos, aumentando sua resisténcia a antiobidticos
(Indian River State College, 2010; Jones, et al., 2010). Barraud, e cols., (2006)
relataram que o doador de NO nitroprussiato de sédio (NPS) em concentracbes
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nao toxicas (25-500 nM) causou a dispersédo do biofilme e a redugdo da adesado
bacteriana na superficie de placas de cultura de células. Ainda, a incubacdo de
meio de cultura com GSNO (1uM) e SNAP (1uM), apesar de menos eficientes que
o NPS, também resultou na dispersdo dos biofilmes. Embora os mecanismos
envolvidos na agao microbicida mediada pelo NO ndo tenham sido investigados,
pode-se considerar que os alvos intracelulares podem estar envolvidos, uma vez
que o NO livre pode se difundir livremente através das membranas bacterianas.
Conforme apresentado anteriormente, sabe-se também que a GSNO é uma
molécula que pode realizar rea¢des de transnitrosacdo com proteinas contendo
grupos sulfidrila (Zhang, et al., 2005), ou pode sofrer a quebra homolitica da
ligacao S-NO, liberando o NO livremente (Oliveira, et al., 2002; Frost, et al., 2005;
Shishido, et al., 2003). O NO livre pode promover reagdes com anion superéxido
levando a formagédo de peroxinitrito (Al-Sa'doni, et al., 2000). O peroxinitrito é
bastante conhecido por promover danos as celulas, como a peroxidacdo dos
lipideos das membranas celulares, ataque ao DNA afetando o metabolismo e o
crescimento bacteriano (Seabra, et al., 2010; Barraud, et al., 2009). O aumento da
concentracdo de ONOO" em microcolonias de bactérias juntamente com um
aumento da sensibilidade das células expostas a produgcado enddégena de NO pode
levar a indugao da lise celular e morte bacteriana (Barraud, et al., 2006).

Desta forma, a acéo bactericida da GSNO contra S. aureus e P. aeruginosa
poderia envolver tanto a acao direta da GSNO através de mecanismos de
transnitrosacdo como a acao via liberacdo de NO e formacdao de ONOO". Em
qualquer um dos casos, as caracteristicas de permeabilidade de membrana dos
organismos gram-positivos e gram-negativos nao parecem ser fatores limitantes
da acao microbicida da GSNO. Portanto, filmes de hidrogéis de PVA/GSNO séao
de grande potencial para o tratamento de feridas cutaneas infeccionadas por

bactérias multi-resistentes.
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5.4. Conclusoes

Filmes de PVA eluidores de GSNO apresentaram acio bactericida contra
cepas de S. aureus e P. aeruginosa, podendo reduzir significativamente a
viabilidade destas bactérias.

A acao bactericida de filmes de PVA/GSNO sugere um potencial de
utilizagdo desse material para o revestimento de dispositivos de contato
sanguineo, para evitar a sua colonizagdo com bactérias gram-positivas e gram-

negativas.
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6. PROPRIEDADES ANTIPLAQUETARIAS DE FILMES DE PVA
ELUIDORES DE GSNO

6.1. Problemas associados ao uso de dispositivos médicos de

contato sanguineo

Atualmente uma enorme quantidade de materiais poliméricos € utilizada na
producdo de varios dispositivos médicos de contato sanguineo como stents,
cateteres, baldes de angioplastia, valvulas cardiacas artificiais, dispositivos de
suporte circulatoério, etc. A Figura 33 apresenta fotografias digitalizadas de um um

cateter, um stent sobre um baldo de angioplastia e de um stent expandido sobre o

cateter balao.

Figura 33. (A) Fotografia digital de catéter intravenoso periférico.(B) Fotografia
digital de stent montado sobre catéter baldo, utilizado em procedimentos de
angioplastia (Foto cedida por Vasquez, P. A. M.) (C) Micrografia obtida em

microscopio optico de stent expandido montado sobre cateter baléo.

ApOs varias décadas de pesquisa, esses materiais apresentam excelentes

propriedades mecanicas necessarias a sua aplicagédo; entretanto, a natureza
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trombogénica desses materiais pode causar ativagdo e agregacao plaquetaria,
formacéo de trombos, infeccbes e outras sérias complicagdes, responsaveis pelo
insucesso desses dispositivos médicos (Ratner, 2007; Baier, 2006; Wu, et al.,
2008).

Para evitar essas complicacbes, a administracdo sistémica de
anticoagulantes exogenos geralmente €& necessaria para reduzir o risco de
formacao de trombos (Frost, et al., 2005). Entretanto, em longo prazo o uso de
anticoagulantes pode causar outros efeitos adversos, especialmente a
possibilidade de hemorragia, trombocitopenia (redu¢do do numero de plaquetas
no sangue) e sangramentos.

As reacgdes na interface entre um material e o ambiente bioldgico tém um
papel importante para a biocompatibilidade do mesmo. No caso do implante de
stents podem ocorrer danos ao endotélio, causados pelo stress mecanico a que as
paredes dos vasos sanguineos sao submetidas durante a expansao da plataforma
do dispositivo médico, levando a formagao de trombos e a proliferacdo de células
musculares lisas, que resulta na reestenose causada pelo espessamento da
neointima (Frost, et al., 2005), conforme apresentado na Figura 34. A abordagem
mais tradicional para evitar esse problema € o revestimento dos dispositivos
meédicos com polimeros eluidores de farmacos capazes de inibir a proliferacao

celular.
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Figura 34. Representacdo de corte longitudinal de artéria submetida ao
procedimento de angioplastia com stent (fonte: http://www.sitechmed.com). (A)
Stent sobre catéter-balao insuflado, posicionado no local da lesdo com fio-guia. (B)
Stent implantado na artéria. (C) Microscopia éptica de corte longitudinal de artéria
femural de rato 7 dias apds insergao de stent. (Imagem cedida por de Oliveira, F.

Ganzarolli).

Entre os farmacos mais amplamente utilizados no revestimento de stents
podem ser citados a rapamicina e o paclitaxel. A rapamicina, também conhecido
por sirolimus, € uma lactona macrociclica natural (Figura 35 A) com potente acéo
imunossupressora (Pan, et al., 2007). Ao se ligar ao receptor citosolico, conhecido
como a proteina de ligagdo FK506, a rapamicina regula a citocina mTOR (alvo da
rapamicina dos mamiferos) dependente da quinase, que bloqueia a progressao do
ciclo celular na transicédo G1/S (Ghatta, et al., 2007; Pan, et al., 2007). O paclitaxel
(Figura 35 B) € um agente antineoplasico cujos mecanismos de agdo incluem
interrupcédo da mitose celular, retardo da migracéo celular e imunomodulagéo (Lin,
et al., 2004).
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Figura 35. Estruturas quimica da rapamicina (A) e do paclitaxel (B).

Através da redugao da hiperplasia da neointima apds a lesao vascular, os
stents coronarios eluidores de farmacos diminuem a incidéncia da reestenose
comparado ao stents ndo revestidos (bare-metal). Entretanto, outras respostas
adversas podem ocorrer como a demora na endotelizagdo, a sensibilidade ao
revestimento polimérico sobre o stent, a trombose tardia e uma reducédo na
revascularizacado no local da lesédo (Stone, et al., 2007). Por esses motivos, varios
estudos atuais tém por finalidade o desenvolvimento de materiais poliméricos com
maior compatibilidade com sangue. Portanto, o conhecimento dos eventos que
ocorrem na cascata de coagulagdo pode ajudar a direcionar o desenvolvimento

desses biomateriais.

6.1.1. Processos Fisiolégicos envolvidos na cascata de coagulagao

O primeiro evento que ocorre quando um material entra em contato com o

sangue € a adsorgao competitiva e seletiva de proteinas (Klee, et al., 1999). As
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proteinas podem se ligar a superficie através de interagbes eletrostaticas entre
grupos carregados na superficie da proteina e dominios de cargas opostas na
superficie do material, através de interagdes de hidrogénio e através de interagdes
hidrofébicas. O padrao de adsorcdo de proteinas € um evento extremamente
complexo, influenciado por processos de deslocamento em que proteinas
pequenas e mais abundantes no plasma sao mais rapidamente adsorvidas,
seguidas do deslocamento por proteinas maiores. Este efeito € conhecido por
efeito Vroman (Werner, et al., 2007; Huangfua, et al., 2009; Wu, et al., 2008).

As interagdes necessarias para a ocorréncia de adsorgcao de proteinas sio
determinadas, além do tamanho e quantidade das proteinas, por fatores
termodindmicos que orientam a adsor¢cdo na interface sangue-material como
carater de hidrofilicidade, polaridade, cargas na superficie e rugosidade do
material (Klee, et al., 1999).

A adsorcdo de proteinas é favorecida por interagcdes eletrostaticas e
hidrofébicas entre a superficie do material sintético e as proteinas nele adsorvidas
e pelo aumento na entropia resultante da liberacdo de moléculas de agua e
contra-ions das camadas mais superficiais do material (Jordan, et al., 2007). Além
disso, a diminuigdo da rugosidade da superficie do material aumenta a
hemocompatibilidade, pois diminui a perturbagao no fluxo laminar sanguineo que
influencia o efeito de adsor¢ao de proteinas, levando a formacao do coagulo (Klee,
et al., 1999; Werner, et al., 2007).

A auséncia de cargas na superficie dos materiais extracorpéreos
geralmente leva a diminui¢do da interagcdo com as proteinas e componentes do
sangue. Superficies carregadas negativamente ativam o sistema de coagulagao
plasmatica enquanto superficies carregadas positivamente estimulam a adesao e
ativagao plaquetaria (Klee, et al., 1999).

A hidrofilicidade da superficie também implica na diminuicdo da formacao
de trombos. Isso porque nas superficies hidrofilicas ocorre a solvatacdo de
moléculas de agua na superficie resultando na formacao de um filme liquido, com
alta mobilidade molecular que dificulta a adesédo celular e de proteinas na

superficie do material (Jordan, et al., 2007).
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Ap6s a adsor¢gdo da camada de proteinas, as mesmas passam por
mudancas estruturais que levam a alteracdo de sua funcdo e propriedades
imunoldgicas. Subsequentemente ocorre a adesdao de células do sangue na
superficie do material. Nessa etapa, as plaquetas desempenham o papel mais
importante na interagdo de um material com o sangue, uma vez que sua adesao
tem sido atribuida a formag¢ao de complexos entre componentes da membrana da
plaqueta e as proteinas. Sabe-se que a adesdo plaquetaria € menor quando
ocorre a adsorcdao predominante de albumina na superficie do material.
Entretanto, a adsorg¢ao de fibrinogénio, fibronectina e imunoglobulina causam um
aumento na adeséao plaquetaria (Werner, et al., 2007; Wu, et al., 2008; Huangfua,
et al.,, 2009). Apés a adesdo, as plaquetas ativadas iniciam a liberagdo de
granulocitos.

Durante a etapa de adeséo de células do sangue na superficie do material
ocorre também a adesdo de enzimas como a trombina, essencial para a sintese
de fibrina. A fibrina, por sua vez, inicia um processo de polimerizagdo e
reticulacdo, formando uma complexa rede com outras células do sangue, como as
hemacias, resultando na formac¢do do trombo (Werner, et al.,, 2007; Wu, et al.,
2008; Huangfua, et al., 2009).

6.1.2. Materiais hemocompativeis

Materiais hemocompativeis devem preservar as células e proteinas do
plasma que mantém contato com sua superficie (Klee, et al., 1999). As duas
abordagens mais comuns para o desenvolvimento de materiais com maior
compatibilidade com sangue consistem em: (a) materiais que imitam a superficie
nao trombogénica das células endoteliais que revestem a parede interna de todos
0s vasos sanguineos e (b): materiais que inibem etapas da cascata de coagulagéo
e respostas plaquetarias através da imobilizacdo ou liberagdo controlada de
agentes bioativos (Frost, et al., 2005).
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Materiais sintéticos e naturais tém sido estudados no desenvolvimento de
superficies capazes de reduzir ou eliminar a adesao celular de proteinas e células
do sangue através do controle entalpico e entropico que ocorre em nivel molecular
na interface sangue-material (Jordan, et al., 2007). A optimizacdo das
propriedades fisicas e quimicas da superficie dos materiais a serem desenvolvidos
representa o mecanismo passivo de hemocompatibilidade da superficie.

Um dos materiais mais estudados com o intuito de reduzir a ades&o de
plaquetas e trombina é o poli (6xido de etileno) (PEO). O PEO resulta em indices
muito baixos de adesao de proteinas e adesao celular o que pode ser atribuido ao
seu carater hidrofilico devido a presengca do oxigénio do grupo éter em sua
unidade de repeticao, conforme apresentado na Figura 36, capaz de ser solvatado
por moléculas de agua formando um filme que impede a interagcado das células e
proteinas do sangue a superficie do material (Gombotz, et al., 1991; Jordan, et al.,
2007). Devido a essas propriedades, PEO ou moléculas similares como o éter
dimetilico de tetraetilenoglicol (tetraglime) tém sido amplamente utilizados como
modificadores de superficies para melhorar a hemocompatibilidade (Chen, et al.,
2005; Gorbet, et al., 2001; Seabra, et al., 2005).

H\[\O/\/]gOH
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Figura 36. Estrutura quimica do Polidxido de etileno (A) e do éter dimetilico de

tetraetilenoglicol (tetraglime) (B).
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A utilizagdo de superficies revestidas com albumina tem sido estudadas
desde a descoberta de que a adsorcdo de albumina induz menor adesao
plaquetaria comparada a outras proteinas do plasma (Jordan, et al., 2007). O
revestimento de superficies com albumina mascara o dispositivo extracorpéreo do
sistema imune diminuindo o potencial de coagulacéo (Werner, et al., 2007).

Nas veias e artérias sadias de humanos o préprio endotélio proporciona
uma superficie tromboresistente pela liberacdo de compostos anticoagulantes e
inibidores de ativacdo plaquetaria (Werner, et al., 2007). Compostos que
contribuem para a atividade antiplaquetaria e antitrombogénica das células
endoteliais incluem a trombomodulina, as prostaciclinas, as heparinas e o 6xido
nitrico. Portanto, os materiais poliméricos podem ser preparados de maneira a
serem capazes de liberar essas moléculas ou podem conté-las imobilizadas em
suas cadeias, aumentando o potencial de antitrombogenicidade desses materiais
(Jordan, et al., 2007).

Conforme apresentado anteriormente, o NO sintetizado endogenamente em
mamiferos impede a adesdo e a ativacado plaquetarias, reduz a proliferacao de
células musculares lisas, estimula a proliferagado de células endoteliais e a génese
de novos vasos. Portanto, a liberacao local de NO a partir da superficie de stents
revestidos € promissora na prevencgao da trombose e pode reduzir a reestenose
pos-angioplastia (Mowery, et al., 2000).

Stents endovasculares com diferentes revestimentos capazes de liberar NO
foram investigados e demonstraram efeitos variaveis. Microesferas de
polietilenoimina contendo grupos [N(O)NO] foram incorporadas em poros de
plataformas de stents e liberaram NO com uma meia-vida de 51h (Pulffer, et al.,
1997). Grupos [N(O)NOJ foram incorporados em matrizes poliméricas para
modular a liberacdo de NO e mostraram atividade antiplaquetaria em stents
endovasculares (Smith, et al., 1996). Em outro estudo, Albumina bovina S-
nitrosada (S-nitrosoalbumiana) foi aplicada no local da lesédo vascular de artérias
coronarias de coelhos e mostrou redugdo do processo de reestenose (Marks, et
al., 1995).
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Yoon e cols (2002) avaliaram o efeito de um stent doador de NO no
espessamento da neointima em lesdes de artérias coronarias de porcos atraves
da incorporagao de nitroprussiato de sodio (NPS) em uma matriz de poliuretana
utilizada para revestir o stent. Os autores observaram que o stent revestido com o
polimero exerceu um efeito bioldgico local na parede da artéria com aumento
sustentado dos niveis de cGMP (Guanosina monofosfato ciclica). Embora a
liberacao local de NO a partir desse stent ndo reduziu a hiperplasia da neointima,
o stent revestido com polimero mostrou-se uma alternativa promissora para a
administracdo de outros agente capazes de reduzir a reestenose. Em outro
estudo, microesferas de um polimero biodegradavel (poli acido latico-co-acido
glicélico-poli etilenoglicol) contendo NO foram colocadas na plataforma de stents
(Do, et al.,, 2004). Os autores mostraram que a liberagdo controlada de NO
diminuiu significativamente a reestenose intra-stent (dentro do segmento aodrtico
contendo o stent) e foi associada com um aumento nos niveis de cGMP e com a
supressao da proliferagdo de células musculares lisas.

Nesse trabalho, stents metalicos foram revestidos com filmes de PVA
eluidores de S-nitrosoglutationa (GSNO). O objetivo foi a avaliagdo da morfologia
dos filmes depositados sobre os stents, o perfil de eluicdo e o comportamento de
adesao plaquetaria de sangue sobre esses filmes, a fim de verificar o potencial de
utilizacdo desse material como revestimento de dispositivos médicos de contato

sanguineo.

6.2. Procedimento Experimental

6.2.1. Materiais e reagentes

Os reagentes descritos na sessao Materiais e Reagentes do capitulo 3

também foram utilizados nessa sessao. Além desses reagentes, colageno bovino
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Tipo |, mepacrina, acido acético e nitrato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),

foram utilizados sem purificagdo prévia.

6.2.2. Preparacgao das solugoes de PVA contendo GSNO

A sintese da GSNO e a preparagao das solugbées de PVA foram realizadas
de acordo com os procedimentos descritos anteriormente (itens 3.3.2 e 3.3.3).

Volumes iguais de solugédo de PVA (5% m/m) e de GSNO foram misturados
a fim de obter solugbes com concentragao final de 2,5 % de PVA e 1 mM de
GSNO.

6.2.3. Revestimento de stents metalicos com solugées de PVA/GSNO

Os stents foram previamente lavados com agua quente e imersos em
hexano para remogéao de possiveis residuos de gordura e secos na estufa por 2h.
Apods a secagem, os stents metalicos foram fixados na extremidade de pingcas e
entdo imersos nas solugdes de PVA ou PVA-GSNO. O excesso de solucao foi
retirado delicadamente com o auxilio de um papel de filtro. O stent revestido foi
mantido a -20°C por 24h e entdo submetido a 3 C/D. Apds o ciclo C/D os stents

foram liofilizados e mantidos protegidos da luz até uso.

6.2.4. Eluicdo de NO dos stents revestidos com PVA-GSNO

Os stents revestidos com PVA-GSNO foram individualmente imersos em
frascos ambar contendo 5 mL de meio receptor e mantidos a 37°C. Em tempos
definidos, variando de 0 a 24 h, os stents foram removidos dos frascos e

transferidos para novos frascos contendo solugao de tampéo fosfato (pH 7,4).
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As quantidades de NO liberadas dos stents revestidos com PVA/GSNO em
cada frasco foram analisadas por quimiluminescéncia, utilizando-se um analisador
de NO Sievers 280i (Sievers Instruments, Boulder, CO). A detecgdo & baseada na
reacao de quimiluminescéncia entre o NO e ozbnio (O3), que forma o didxido de
nitrogénio em um estado excitado (NO,) e oxigénio molecular. O NO, decai
liberando radiagao infravermelha com comprimento de onda acima de 600 nm. A

Figura 37 apresenta um esquema resumido de funcionamento do NO Analyser.

amostra
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0;* + NO — O+ NO,* NO,* — NO,+ @ (» = 600-2800nm)

Figura 37. Esquema simplificado de funcionamento do NO Analyser (Adaptado de
MacArthur e cols. (2007)). (Imagem reproduzida com autorizagdo da Elsevier sob
n. 1982084).

O frasco de reacdo do equipamento foi preenchido com solugcdo saturada
de cloreto de Vanadio Il (VCI3) como solugdo redutora. A solugdo de VCl; foi
preparada pela dissolugdo do sal puro em HCI (1M) e mantida a 95 °C por uma
camisa de aquecimento. A fim de evitar a passagem de acido para a camara de

reagao do equipamento, foi utilizado um frasco contendo solugdo de NaOH (1M)
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antes da camara de reagao quimiluminescente e o frasco de reagéao foi acoplado a
um condensador mantido a 5 °C por um fluxo continuo de agua fria controlado por
um banho termostatizado. Gas nitrogénio foi usado como gas carregador de NO
para a camara de reacdo do equipamento. Foi utilizado um sistema de aquisicao
de dados do préprio equipamento para coletar as informacdes de area da curva
resposta referente a intensidade de radiagao detectada em cada analise.

O sinal gerado foi normalizado com uma curva de calibragdo (obtida pela
injecao de solucao de nitrato de sddio no frasco de reagdo nas mesmas condigdes
do experimento) e a quantidade de NO liberada em cada tempo foi calculada. Para
o calculo das velocidades de NO liberada, obteve-se o grafico de quantidade de
NO acumulada em funcdo do tempo. A quantidade de NO, e NO3; na agua
desionizada antes da imersao dos stents foi medida e utilizada como branco para
a analise.

No caso da eluigao a partir de recobrimento de PVA/GSNO o meio receptor
usado foi uma solugéo tampéao de fosfato, pH 7,4. Aliquotas 100 uL da solugéo

tampao receptora foram injetadas diretamente no analisador de NO.

6.2.5. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Stents ndo revestidos e revestidos com PVA ou PVA/GSNO foram
montados em porta-amostras e revestidos com ouro sob alto vacuo usando um
sistema de revestimento sob alto vacuo. As amostras foram analisadas com um
microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM 6330 LV — Tékio, Japao), operando
em 20 keV.

6.2.6. Testes de adesao plaquetaria

Filmes de PVA e PVA-GSNO foram preparados em laminas de microscopio

(2,0 x 5,0 cm?). Solugado de colageno bovino tipo | (2.5 mg/mL) foi preparada em
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acido acético glacial 3% e depositada sobre ldminas de microscopio para servir
como controle positivo. Sangue de um voluntario saudavel foi coletado em tubo
com citrato de sodio (BD Vacutainer® CPT™) e misturado com solucdo de
mepacrina (10 uM) para tornar as plaquetas fluorescentes. Apés a adicdo de
mepacrina o tubo foi mantido sob agitagédo rotatéria por 30 min. Os filmes foram
incubados com sangue marcado com mepacrina por 30 min a 37°C em um
ambiente umidificado e entdo lavados com PBS. O numero de plaquetas aderidas
por campo de visualizagcdo em aumentos de 400X foi determinado para quatro
campos randémicos de 65x50 um por lamina, utilizando-se um microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse 50i (Tokio, Japao). O comprimento de onda da fonte
de excitagao selecionado foi 488 nm. As imagens foram obtidas com resolug¢éao de
1280 X 1024 . Os resultados apresentados referem-se a trés experimentos

independentes (n = 12).

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Perfil de liberagao de NO

O perfil de liberacdo de NO a partir de stents revestidos com PVA/GSNO

esta apresentado na Figura 38.
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Figura 38. Quantidade total de GSNO liberada a partir de stents revestidos com
PVA/GSNO em funcao do tempo. As barras de erros referem-se ao erro padrao da

meédia de triplicatas.

A Figura 38 mostra uma rapida liberagdo de NO durante a primeira hora
avaliada. A liberacdo na 1° hora mostrou um comportamento linear, em que a taxa
de liberagéo de NO foi de 1.25 + 0.06 ymol g™ h™".

A taxa inicial de liberacao foi seguida por uma liberagcdo nao linear, cuja
taxa de liberagdo diminuiu com o tempo. Para as trés horas subsequentes (apds
as 4 primeiras horas de liberagdo) a taxa de liberagdo diminuiu para 0,0974 +
0,007 umol g h™'. Nas 20 h subseqiientes, a taxa de liberagdo caiu para valores
da ordem de poucos nmol g h™" (8,4 +2,2 nmol g" h™").
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Esse comportamento indica que as moléculas de GSNO localizadas
proximas a interface formada pelo filme de PVA e a solugdo tampao difundem
rapidamente, conforme o comportamento esperado para moléculas hidrofilicas.
Entretanto, os filmes de PVA fisicamente reticulados sdo muito menos soluveis em
agua do que os filmes né&o reticulados; assim, quanto maior o tempo de imerséo
do filme de PVA na solugdo tamp&o, maior sera o intumescimento do filme e
assim, as moléculas de GSNO localizadas em regidées mais profundas do filme
também difundirdo, mas em um processo mais lento, dentro do meio gelificado do
filme de PVA. Esse processo é responsavel pela cinética de liberagdo mais lenta
observada apés 1h.

A Figura 38 também mostra que a quantidade total de NO liberada apés 24
h a 37°C foi cerca de 3,3 umol mg™”' de GSNO. Se essa quantidade for diluida na
quantidade média total de sangue de uma pessoa adulta (cerca de 4,5 L de
sangue), a quantidade de NO sistémico liberado dos stents estara na faixa de 700
nanomolar, que € a quantidade de NO enddgena capaz de exercer uma agao
sinalizadora (Koesling, et al., 2000). Entédo, os stents revestidos com GSNO na
concentracdo usada neste trabalho possuem potencial para produzir uma agao
sinalizadora na inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas e agregagao

plaquetaria.

6.3.2. Morfologia da Superficie de stents revestidos

A Figura 39 mostra a micrografias obtidas por MEV de um stent nao
revestido e de um stent revestido com PVA e outro revestido com PVA/GSNO.
Comparando a morfologia do stent ndo revestido com a dos stents revestidos,
observa-se que o revestimento resultou em um bom recobrimento, sem quebras
ou dobras sobre as hastes do stent. Além disso, a formagéo de um filme liso entre
as hastes subjacentes é observada, o que ¢ indicativo da deposi¢ao do filme e da

existéncia de um reservatério de farmaco ao longo do corpo do stent.
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Figura 39. Micrografias obtidas por MEV de um stent ndo revestido e de um stent
revestido com PVA e outro revestido com PVA/GSNO. As barras brancas na parte
inferior das imagens referem-se a 500, 100 50 e 10 um para as imagens obtidas

em aumentos de 30, 100, 500 e 1000X de aumento, respectivamente.

Além do comportamento farmacocinético, o stent eluidor de farmaco deve
ter um revestimento polimérico capaz de se manter aderido e sem danos durante
o implante dos stents. Portanto, a topografia da superficie possui um papel
importante no desempenho dos stents. O revestimento da superficie com um filme
polimérico sem rugosidade e continuo reduz a tensdo de cisalhamento no fluxo

sanguineo na superficie do stent o que pode reduzir a adesao plaquetaria apds o
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procedimento de angioplastia (Seabra, et al., 2008). Além disso, a formagéo de
trombos e a proliferagdo de células musculares lisas pode ocorrer em locais de
dobras ou quebra do filme sobre o corpo do stent (Werner, et al., 2007).

A morfologia dos revestimentos de stents com filmes de PVA e PVA/GSNO,
observadas por MEV, associada com a capacidade de liberacdo local de NO a
partir dos revestimento podem reduzir o cisalhamento no fluxo sanguineo na
superficie do stent. Portanto, os stents revestidos com PVA/GSNO podem ser
capazes de inibir a adesao plaquetaria e evitar a trombose apos o implante de

stents, melhorando a eficacia clinica da angioplastia coronaria.

6.3.3. Avaliagao de adesao plaquetaria

A ativacdo e agregacdo plaquetarias no local do implante implica em
restenose e trombose tardia. O NO é um potente agente antitrombogénico,
servindo, entre outra fungdes, para prevenir a ativagao e agregacgao plaquetaria
(Frost, et al., 2005).

A Figura 40 apresenta imagens representativas de micrografias de
fluorescéncia obtidas apds a incubagao de filmes de colageno (controle positivo),
PVA e PVA-GSNO, apés a incubagcao com sangue contendo plaquetas marcadas

com mepacrina.

Figura 40. Imagens representativas de plaquetas aderidas na superficie de filmes
de colageno (A) (controle positivo), PVA (B) e PVA-GSNO (C) apés a incubagao
com sangue corado com mepacrina.
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As plaquetas aderidas estdo espalhadas sobre toda a superficie do filme de
colageno (Figura 40 A). Na superficie do filme de PVA (Figura 40 B), ha uma
diminuicdo da quantidade de plaquetas aderidas e sobre as superficies de PVA-
GSNO (Figura 40 C) a adesao plaquetaria € menor.

A Figura 41 mostra o grafico de barras referente a contagem de plaquetas

obtida para cada amostra analisada.

140

Contagem de Plaquetas

Controle PVA PVA/GSNO

Figura 41. Grafico de barras referente a contagem de plaquetas sobre filmes de
Colageno, PVA e PVA/GSNO (n=12, *=%= p <0,05).

A contagem de plaquetas nos filmes de colageno, o controle positivo, foi
115 + 8 plaquetas por campo. Para os filmes de PVA esse valor reduziu para 56 +
7 plaquetas por campo e para os filmes de PVA/GSNO para 12 + 2 plaquetas por
campo. Houve, portanto, uma reducgao significativa (p<0,05) de cerca de 50 % na
adesao plaquetaria nos filmes de PVA e de 90% para os fiimes de PVA/GSNO
comparados ao controle positivo de colageno. A contagem de plaquetas no filme
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de PVA/GSNO foi 80 % menor que a contagem de plaquetas no filme de PVA.
Essa reducdo também foi significativa com p<0,05.

Os valores de redugao na contagem de plaquetas devido a presenga de NO
foi previamente avaliada por Taite e cols (2008) em copolimeros de Poliuretana-
Poli Etilenoglicol (PEG) contendo grupos Nonoatos. Os autores verificaram a que
a adesao plaquetaria foi reduzida em 90 % na poliuretana-PEG sem doador de NO
e foi de 95 % na presenca do NONOato quando comparados ao controle positivo
de colageno tipo I. A diferenga na adeséao plaquetaria entre o polimero com e sem
NONOato foi de 50 %. Portanto, a redu¢cdo na contagem de plaquetas em relagao
ao controle positivo de colageno tipo | devido a liberagdo de GSNO é similar ao
resultado relatado para redugdo na contagem de plaquetas devido a presenca de
NONOato em copolimeros de Poliuretana-PEG. Vale ressaltar que os autores
relataram uma liberacdo de NO de aproximadamente 0,14 pymol de NO em 60
dias, menor do que a liberacdo de 3 umol de NO g'1 de filme liberada em 24 h
relatada nesse trabalho.

Esse resultado mostra que superficies revestidas com PVA/GSNO tém
potencial para inibir a adesao plaquetaria, e podem ser uma opc¢ao de biomaterial
antitrombogénico para o revestimento de dispositivos médicos de contato
sanguineo. Esse material pode ainda agir como fonte exégena de NO na interface
dispositivo-sangue, o que pode contribuir na limitagdo da trombose tardia
associada ao implante de stents.

O controle de processos como a ativagdo, a agregacdo e a adesao
plaquetarias, da proliferagcao e migracao de células musculares lisas e o estimulo
da reendotelizagcdo € um mecanismo importante para impedir a casacata de
eventos que resulta na reestenose (Lipke, et al., 2005). A GSNO tem a capacidade
de inibir a agregagdo plaquetaria, principalmente através de mecanismos
independentes da GMP-ciclica (Gordge, et al., 1998). Nesse caso, a liberacéo de
NO dentro das células ocorre via reagdes de transnitrosagdo, que envolvem a
transferéncia de NO™ de um nitrosotiol para um tiol (Zai, et al., 1999). Existem tidis
livres disponiveis na superficie das plaquetas (Essex, et al., 2000) e a S-

nitrosacao desses tidis pode resultar na atividade antiplaquetaria. Entretanto a
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velocidade de reacdo de transnitrosacao € lenta, sendo incompativel com o rapido
metabolismo de GSNO pelas plaquetas, observado por Shah e cols (Shah, et al.,
2003), o que sugere que o processo € mediado por enzimas, a fim de permitir que
os eventos de sinalizagdo ocorram suficientemente rapido. Para moléculas
impermeaveis a membranas como a GSNO, uma enzima na superficie da células,

como a y-glutamil transpeptidase (¥-GT) ou a proteina dissulfeto isomerase (PDI),

podem agir como receptor ou como um ponto de entrada para a transdugéo do
sinal do NO (Ramachandran, et al., 2001).

Os resultados encontrados para a atividade antiplaquetaria de filmes de
PVA eluidores de GSNO estdo de acordo com resultados previamente
apresentados por Shah e cols. (Shah, et al., 2007) que objetivaram a
compreensao dos mecanismos envolvidos na atividade antiplaquetaria de RSNOs.
Neste estudo, os autores relataram que os S-nitrosotidis apresentam atividade
anti-agregante plaquetaria tanto pela liberagdo de NO e estimulo da guanilato
ciclase quanto por mecanismos independentes da GMP-ciclica, sendo, portanto,
uteis como agentes antitrombogénicos. Em um trabalho anterior, os autores
também demonstraram a modificacdo de tidis de superficie das células e
identificaram a PDI como uma proteina-alvo, capaz de exercer uma atividade de
S-desnitrosagdo da GSNO, de acordo com o0 esquema apresentado na Figura 42
abaixo.

Nesse mecanismo, um dos tidis vicinais (Figura 42, 1) no sitio ativo do PDI
sofre a reacdo de transnitrosacdo com um substrato RSNO (Figura 42, 1l). O
segundo sitio ativo da cisteina da PDI ataca o nitrogénio do S-N=0 produzindo um
intermediario nitroxila dissulfeto (Figura 42, lll). A formagéo desse intermediario &
facilitada pela deslocalizagao de elétrons no N=0O para formar N-O", que pode ser
estabilizado pela cadeia lateral carregada positivamente, vizinha ao sitio ativo,
como um dominio His'®®. Uma oxidacéo de um elétron resulta na formacdo de um
radical nitroxila dissulfeto (Figura 42, IV), que pode se rearranjar para formar o
sitio ativo PDI oxidado (-S-S-) mais o radical NO" (Figura 42, V e VI).
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Figura 42. Mecanismo de Desnitrosacdo da GSNO pela PDI (adaptado de
Sliskovic, e cols.,(2005)).

Ramachandran e cols. (2001) também mostraram que o NO liberado de
RSNOs impermeaveis a membrana celular, podem atravessar a membrana via
PDI e reagir com oxigénio dentro da membrana lipidica para produzir NoO3, que
nitrosa outras moléculas intracelulares contendo tidis de acordo com as equagdes
22-24:
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Meio extra-celular:
RSNO — RSH +NO (Eq. 22)

Membrana:
NO+ 0, - N,0, (Eq.23)
Citosol:
R—SH + NO—NO, - R—S—NO + NO; + H* (Eq.24)

Esse pode ser o mecanismo envolvido na liberagdo de NO a partir da
GSNO para o grupo heme da guanilato ciclase soluvel, de forma a estimular a
producao de cGMP.

Outro trabalhos também mostraram que a utilizacdo de materiais
liberadores de NO é capaz de inibir a proliferacdo de células musculares lisas,
evitando o espessamento da neointima, que resulta no quadro de reestenose.
Lipke e cols. (2005) que utilizaram um hidrogel nitrosado do copolimero de
polietileno glicol e cisteina em vasos sanguineos de rato submetidos a lesdo com
cateter-baldo verificaram a diminuigdo significativa de formagdo da neointima,
além da reendotelizacdo da parede do vaso, diminui¢ao da proliferacdo de células
musculares lisas e da producdo de matriz extracelular. Outros materiais
poliméricos também foram avaliados para estudos de liberacdo local de NO.
Microesferas de polietilenoimina liberadoras de NO foram incorporadas em
dispositivos vasculares para liberagao local de NO (Pulffer, et al., 1997). Nonoatos
foram incorporados em poliuretana e poli (cloreto de vinila) a fim de diminuir sua
trombogenicidade para uso em aplicagdes biomédicas (Mowery, et al., 2000).
Stents coronarios revestidos com poliuretana e policaprolactona liberadores de NO
foram avaliados em modelo de lesdo coronaria em porcos e resultaram em
resposta inflamatéria por causa do material polimérico de revestimento do stent
(Yoon, et al., 2002); Seabra e cols. (2008) verificaram a diminuigdo da agregagao
plaquetaria em comparacdo a um controle positivo pela utilizacdo de um poliéster

S-nitrosado capaz de liberar NO por mais de 24 horas.
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A avaliacdo da diminuicdo do espessamento da neointima através da
utilizacdo de filmes de PVA/GSNO como revestimento de stents devera ser
avaliada. Entretanto, os filmes de PVA/GSNO utilizados nesse trabalho oferecem
vantagens em relacdo aos materiais previamente estudados. O PVA é um dos
polimeros de maior biocompatibilidade. A hidrofilicidade e a possibilidade de
formacdo de ligagbes de hidrogénio resultam em menor adesdo de proteinas,
células e adesado bacteriana. A preparacdo dos filmes é simples, nao utiliza
agentes reticulantes toéxicos que possam ser liberados ao longo da utilizagdo do
dispositivo e, apesar de hidrofilicos, tornam-se cineticamente insoluveis em agua
ou meio fisiolégico devido a reticulagcdo fisica, permitindo a obtencdo de

revestimentos estaveis e com boa compatibilidade com os tecidos humanos.

6.4. Conclusoes

Filmes de PVA/GSNO com 3 C/D proporcionam um revestimento aderente
e uniforme sobre a superficie de stents de aco inox e sdo capazes de promover
uma eluicdo continua de GSNO ao longo de até 6 h.

A eluigdo de GSNO leva a uma reducéo significativa da adesao plaquetaria
na superficie deste material.

Filmes de PVA eluidores de GSNO apresentam potencial de uso para o
revestimento de stents a fim de diminuir as chances de formacao de trombos apés

o implante.
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7. FILMES DE PVA ELUIDORES DE RAPAMICINA

7.1. Stents eluidores de Rapamicina e o risco de trombose tardia

Os stents eluidores de Rapamicina (ou Sirolimus) (Cypher®, Cordis,
Johnson & Johnson) ou de Paclitaxel (Taxus®, The Boston Scientific)
representaram um grande avango tecnologico no tratamento da doencga arterial
coronaria, resultando em diminuicdo expressiva da hiperplasia da neointima
(Maisel, 2007). Os stents Cypher® s&o revestidos com uma fina camada de
copolimero de poli-metacrilato de n-butila/ poli etileno-co-acetato de Vvinila,
(Virmani, et al., 2004). Ja os stents Taxus® sdo revestidos com um filme do
elastémero tribloco poli (estireno-isobutileno-estireno) (SIBS) (Deshpande, et al.,
2008).

Apesar dos beneficios, stents eluidores de drogas podem produzir
respostas arteriais adversas, incluindo retardo na reendotelizagcao, trombose tardia
como consequéncia da hipersensibilidade ao revestimento polimérico (Virmani, et
al., 2004; Maisel, 2007). Virmani e cols. (2004) consideraram que a
hipersensibilidade ao revestimento polimérico, observada 8 meses apds a
realizacdo do procedimento de angioplastia com stent Cypher, ndo pode ser
atribuida a presenca de Rapamicina no stent, uma vez que os estudos
farmacocinéticos realizados em cachorros mostraram que o farmaco nao é
detectavel nas paredes das artérias 60 dias apos o implante (Takeshi Suzuki, et
al.).

Por outro lado, polimeros similares aos utilizados em luvas vinilicas e de
latex resultam em reagdes de hipersensibilidade em muitos individuos. Em
estudos nao relacionados a stents, o polimetacrilato de n-butila promoveu dano do
tecido e fibrose acompanhada de aumento do numero de macréfagos quando
implantado subcutaneamente (Revel, et al., 1998). Ja o Poliacetato de vinila,
quando usado como matriz de liberagao antigénica, resultou em inflamagéo em

25% dos coelhos testados (Niemi SM, 1985). Ja a inflamagdo em stents nao
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revestidos € geralmente muito menos pronunciada do que nos stents revestidos
(Virmani, et al., 2004). A inflamacg&o nesses casos geralmente é acompanhada de
espessamento excessivo da neointima e a trombose é frequente.

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que o PVA é um
polimero hemocompativel, sendo capaz de reduzir a adesao plaquetaria quando
comparado ao stent ndo revestido. Ainda, quando carregados com GSNO, além
da acao antiplaquetaria, o polimero induziu a vasodilatagédo local quando aplicado
sobre a pele do antebraco de voluntarios saudaveis e mostrou atividade
bactericida contra P. aeruginosa e S. aureus. Assim, os efeitos adversos da
utilizacdo do copolimero poli-metacrilato de n-butila/poli etileno-co-acetato de vinila
nos stents eluidores de Rapamicina podem ser eliminadas caso um polimero mais
amigavel, como o PVA, seja utilizado como matriz para liberagao.

Nessa etapa do trabalho, stents foram revestidos com fiimes de PVA
contendo Rapamicina e a eluicdo de farmaco foi acompanhada por HPLC, a fim de
verificar o potencial de utilizagdo de PVA como matriz para liberacdo de um

farmaco de baixa hidrofilicidade.

7.2. Procedimento experimental

A solucédo de PVA foi preparada de acordo com o procedimento descrito no
item 3.2.3. A acetonitrila e o diclorometano utilizados nessa etapa do trabalho
eram de alta pureza (TEDIA Brasil S.A., grau HPLC).

7.2.1. Preparagao da solugao de PVA/Rapamicina

Preparou-se uma solugdo de Rapamicina em acetonitrila /agua (40:60 v:v).
Essa solugao foi adicionada ao mesmo volume de solugao aquosa de PVA 5,0 %

(m/v). A proporgdo final da mistura de acetonitrila/agua foi de 20:80 e a
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concentragéo final de Rapamicina no filme seco foi de 100 pg/mg de PVA. A

concentracgéo final de PVA na solugao foi 2,5% (m/v).

7.2.2. Revestimento de stents com filmes de PVA/Rapamicina

O revestimento de stents com filmes PVA/Rapamicina foi obtido através da
imersao dos stents na solugdo preparada de acordo com o procedimento descrito
acima. Os stents foram previamente lavados com agua quente e imersos em
hexano para remogao de possiveis residuos de gordura e secos na estufa por 2h.
ApOs a secagem, os stents foram fixados com uma pinga fina através de uma de
suas extremidades, mergulhados na solugdo polimérica na posicao vertical e
mantidos na solugdo por cerca de 1 min. Os stents foram removidos lentamente
da solucdo e o0 excesso de solugao escorrida para a extremidade inferior do stent
foi removido com papel absorvente. Em seguida, a pinga que prendia os stents foi
acoplada, na posicao horizontal, a um agitador mecanico rotatério, e os stents
foram mantidos durante 1h sob rotagdo a 200 rpm para secagem. Os stents foram
pesados antes e depois do recobrimento para a determinacdo da massa dos

filmes, com precisdo de + 1 x 10 g.

7.2.3. Acompanhamento da eluicdo de Rapamicina por Cromatografia liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC)

Stents revestidos com filmes de PVA contendo Rapamicina, com massa de
ca. 1,0 mg foram colocados em tubos de ensaio com tampa contendo 5 mL de
solugédo tampéo fosfato (PBS, pH 7,4). A quantidade total de PBS foi substituida a
cada 24 h e transferida para um funil de separacdo contendo 2 mL de
diclorometano. Extraiu-se o agente imunossupressor utilizando-se 2 mL de
diclorometano em cada etapa (4 vezes). Evaporou-se o diclorometano com gas

nitrogénio (ca. 10 min) e adicionou-se 1,5 mL de acetonitrila ao sdlido
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remanescente. A solugdo em acetonitrila foi filtrada e injetada na coluna de HPLC
(Waters 600). A vazao da coluna utilizada foi de 1,5 mL/min e a fase movel foi
acetonitrila:agua (70:30). A eluicdo de Rapamicina a partir de stents Cypher®
(comprimento: 28 mm, quantidade nominal de Rapamicina: 268 ug) foi
acompanhada e utilizada como referéncia. As analises foram realizadas em

duplicata.

7.2.4. Avaliagao morfolégica

A morfologia da superficie dos stents revestidos com PVA contendo
Rapamicina foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura (SEM). As
amostras foram montadas em suportes de aluminio, metalizadas com ouro por 2
min sob alto vacuo (Balt-Tec MED 020) e examinadas com um microscopio
eletrénico de varredura (Jeol JSM T-300).

7.3. Resultados e discussao

7.3.1. Acompanhamento da eluicido de agente imunossupressor para

solugao fisiolégica a partir de matriz de PVA por HPLC.

A Figura 43 mostra a curva de eluicdo de Rapamicina para solugao tampao
fosfato pH 7,4, a partir de stents comerciais (Cypher, Cordis Corporation —
Johnson & Johnson) e stents revestidos com filme de PVA/Rapamicina. Observa-
se que a liberagdo de Rapamicina € dependente do tempo e que a quantidade de
Rapamicina liberada a partir do stent Cypher € maior do que a quantidade liberada
a partir do stent revestido com PVA/Rapamicina.

Para o stent Cypher, apés 25 dias, ca. 215 ug de Rapamicina foi liberada, o

que representa aproximadamente 80% da quantidade total de Rapamicina
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relatada para stent. Este resultado esta de acordo com informacgdes obtidas no site
do stent Cypher® (http://www.cypherstent.com/cypher-
stent/specifications/pages/index.aspx), que relatam que apés 30 dias cerca de 80
% da quantidade total de Rapamicina foi eluida. Assim, o acompanhamento da
eluicdo de Rapamicina a partir do stent Cypher permitiu verificar que o método

utillizado responde de maneira similar aos resultados apresentados na literatura.

g
N
N
a
1

200—- A
175—-
150—-
125—-

100

(o)) ~
o (&)}
| |

Quantidade total de Rapamicina eluida (u
o
| -

o
| -

T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

Figura 43. Curva de eluicdo de Rapamicina a partir de stents Cypher (A) e
revestidos com PVA/Rapamicina (B). As barras de erros representam o erro

padrao da média de duplicatas.

Para comparar as taxas de liberagao de rapamicina a partir do stent Cypher
e do stent revestido com PVA, o grafico de liberagdo foi representado em
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porcentagem de Rapamicina liberada em relagdo a quantidade total nos stents em
funcdo do tempo (Figura 44 ).

Para o stent revestido com PVA, sabe-se que a concentragdo de
Rapamicina no filme é de aproximadamente 100 ug/mg de filme. A massa média
de filme de PVA/Rapamicina depositada sobre o stent foi de 0,8 mg, o que resulta
em cerca de 80 ug de Rapamicina no corpo do stent. Portanto, a partir do dia 10,

aproximadamente 100 % do total de Rapamicina depositada no filme foi liberada.

100
5 % /%XB /j}_,\
/)] 1 _— E [ ] ﬁ n
o © 80 - . TNA
- £ 1 v ﬁ
&8 70 /§
® 9
22 ] L
=3 604 i
g8 |
g = 50
g © T
o 3 40 .
®© (o
o | /
© 9 304
S I
X o
E 10{a™
0 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)

Figura 44. Curva de Porcentagem de rapamicina eluida em fung¢ao do tempo a
partir de stents Cypher (A) e revestidos com PVA/Rapamicina (B). As barras de

erros representam o erro padrdo da média de duplicatas.

A taxa de liberagdo de rapamicina a partir do stent Cypher nos 16 dias
iniciais foi de 3,78 % rapamicina /dia. Nos proximos 10 dias de liberacao, a taxa de
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eluicdo de rapamicina diminuiu para 1,88 %/dia e nos proximos 34 dias, a taxa de
eluicdo diminuiu para 0,14 %/dia. Para o stent revestido com PVA/Rapamicina a
taxa de liberacdo nos 13 dias iniciais foi de 5,33 %/dia. Nos 35 dias posteriores a
taxa de liberagdo de rapamicina a partir dos stents revestidos com PVA diminuiu
para 0,8%/dia. Observa-se, portanto, que a taxa de liberacdo de Rapamicina a
partir do stent revestido com PVA & maior do que a taxa de liberagdo a partir do
stent Cypher.

Deve-se considerar também que a carga de rapamicina do stent revestido
com PVA (comprimento: 23mm, didmetro interno: 2,5 mm) é menor do que a carga
de rapamicina do stent Cypher. Ainda assim, a taxa de liberagdo a partir do
revestimento de PVA foi maior que a do stent Cypher. Esse resultado sugere que
a liberagcdo de rapamicina a partir dos stents revestidos € determinada pela
solubilidade do farmaco na solugcdo tampao, mas também pela hidrofilicidade do
material polimérico utilizado no revestimento. No stent Cypher, os cristais de
rapamicina estdo menos disponiveis para o contato com o0 meio aquoso, enquanto
que no stent com PVA/Rapamicina a estrutura hidrofilica do PVA permite o maior
contato da superficie dos cristais de rapamicina com o0 meio aquoso, aumentando
as taxas de eluigdo. Essa caracteristica indica que os filmes de PVA podem ser
usados para o revestimento de stents eluidores de rapamicina com a vantagem de
permitir a diminuicdo da concentragdao de farmaco com a manutencao da sua
biodisponibilidade. Ainda, a possibilidade de reticulagao dos filmes de PVA pode
permitir a modulacao da liberagdo de rapamicina a partir da superficie dos stents.

A comparacao dos resultados de eluicio de GSNO a partir de stents
revestidos com PVA (Figura 38) com os resultados de eluicdo de rapamicina
mostra perfis bastante distintos ja que a eluicdo de praticamente toda a GSNO
ocorre nas 4 h iniciais enquanto a rapamicina demora ca. 13 dias para ser
liberada. Essa diferenca no comportamento de eluicdo pode ser atribuida a
diferenca de hidrofilicidade entre a rapamicina e a GSNO. A rapamicina € um
farmaco de baixa hidrofilicidade e, portanto, a sua solubilidade em tampao fosfato

€ menor do que a solubilidade da GSNO, de carater altamente hidrofilico. Assim, a
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taxa de liberacdo da Rapamicina a partir do filme de PVA para tampao fosfato
deve ser mais lenta do que a de GSNO.

Outro ponto importante a ser ressaltado € que os mecanismos de agao da
GSNO e da rapamicina sao diferentes. Conforme discutido anteriormente, a
GSNO transfere o NO para proteinas das membranas de plaquetas (processo
mediado por enzimas) (Zai, et al., 1999; Essex, et al., 2000; Shah, et al., 2003). A
nitrosagcdo dos tidis de superficie das plaquetas pode resultar na atividade
antiplaquetaria. Ja o mecanismo de agao da Rapamicina envolve o bloqueio do
ciclo celular, resultando em atividade imunossupressora. Portanto, a liberagédo de
GSNO é de maior importancia no inicio da leséo, logo apdés o procedimento de
angioplastia, enquanto a agcédo de rapamicina é importante em um estagio posterior

da leséo, apods a fase inflamatoria.

7.3.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

A Figura 45 apresenta as microscopias eletrénicas de varredura de stents
revestidos com filmes de PVA contendo rapamicina. A superficie texturizada
observada nas micrografias da Fig, 47, indicam a ocorréncia de separacdo de
fases a partir da secagem do solvente com formagao de cristais de rapamicina
expostos na superficie. Esse resultado era esperado devido ao carater de baixa
hidrofilicidade da rapamicina, que resulta em pouca miscibilidade com o PVA,
ocorrendo a separacdo de fases entre os cristais de rapamicina e o polimero
durante a secagem do solvente. As microscopias dos stents revestidos com filmes
de PVA contendo o Rapamicina ainda mostram a formag¢ao de um filme continuo

sobre todo o corpo do stent, sem dobras ou quebras no filme.
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Figura 45. Microscopia Eletronica de Varredura de stent revestido com PVA

contendo Rapamicina em ampliacdes de 100, 500 e 1000 vezes.

7.4. Conclusoes

Filmes de PVA permitem a incorporagao de cristais de rapamicina para sua
eluicdo em meio aquoso.

A matriz hidrofilica de PVA resulta em um contato mais extenso do meio
aquoso com os cristais de rapamicina, permitindo o uso de cargas menores de
farmaco com perfil de eluicdo similar ao da rapamicina incorporada em matriz de

menor hidrofilicidade.

111




8. PERSPECTIVAS FUTURAS

As potenciais aplicagdes dos filmes de PVA eluidores de GSNO permitem

sugerir a continuidade desses estudos com os seguintes objetivos:

- Avaliar a agdo microbicida dos filmes de PVA eluidores de GSNO contra outros
microorganismos in vitro.

- Avaliar a ag¢ao bactericida de filmes de PVA eluidores de GSNO no tratamento de
feridas infectadas com microorganismos multi-resistentes.

- Avaliar a acgao cicatrizante de filmes de PVA eluidores de GSNO no recobrimento
de lesbes.

- Caracterizar a capacidade de inibicdo da reestenose em stents revestidos com
filmes de PVA eluidores de GSNO em modelos animais.

- Caracterizar a capacidade de inibicdo da trombose tardia em stents revestidos

com filmes de PVA eluidores de GSNO em modelos animais.
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