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RESUMO

A doenca arterial coronaria em suas diversas manifestacfes cronicas ou agudas tem
se tornado a causa mais comum de mortalidade. E neste cenério, que a intervencéo
percutédnea coronaria ou angioplastia coronaria, combinada a terapéutica farmacoldégica, €
a modalidade terapéutica mais utilizada para o tratamento da doenca coronaria. O objetivo
deste trabalho foi obter e caracterizar hidrogéis de poli (N-vinil-2-pirrolidona) e poli (N-vinil-
2-pirrolidona—co—acido acrilico) os quais foram dopados com 1% (w/w) hidroxiapatita e
dopados com 26,5 mg heparina sédica, visando desenvolver novos stents eluidores de Cr-
Co eletropolidos com relativo baixo custo que permitam a liberacdo controlada de farmacos.
As formulacfes desenvolvidas foram caracterizadas pelas técnicas de Difracdo de Raios X,
Espectroscopia de infravermelho, Microscopia Eletronica de Varredura. Numa terceira
etapa experimental se realizaram testes de liberacdo de heparina sodica, assim como uma
avaliacado cinética dos perfiles obtidos e posteriormente se realizaram testes de hemolise in
vitro. Os hidrogéis obtidos com &cido acrilico apresentaram poros de menor tamanho,
menor teor de inchamento e, portanto liberam mais lentamente o farmaco, devido a
formacédo dos complexos inter-polimeros que aumentam o grau de reticulacdo. No estudo
de liberacdo do farmaco e de sua cinética, mostrou-se que o hidrogel compdésito com
hidroxiapatita foi o sistema mais adequado para a liberacdo da heparina sédica, pois se
obteve uma rapida liberacdo do farmaco nas primeiras horas sendo um fator importante na
escolha do material. Os modelos cinéticos que mais se ajustaram as formulacbes dos
hidrogéis foram Peppas-Shalin e Ritger-Peppas. O hidrogel compdsito com hidroxiapatita
mostrou que nao interferiu na hemostasia fisioldgica, sendo um resultado satisfatério para

sua futura aplicacéo.

Palavras-chave: Doenca coronéria, Stents, Hidrogel, Liberacdo de Farmacos
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ABSTRACT

Coronary artery disease in its various chronic or acute manifestations has become the most
common cause of mortality. It is in this scenario that percutaneous coronary intervention or
coronary angioplasty, combined with pharmacological therapy, is the most used therapeutic
modality for the treatment of coronary disease. The objective of this work was to obtain and
characterize poly (N-vinyl-2-pyrrolidone) and poly (N-vinyl-2-pyrrolidone — co — acrylic acid)
hydrogels which were doped with 1% (w/w) hydroxyapatite and doped with 26.5 mg sodium
heparin, aiming to develop new electropolished Cr-Co eluting stents with relatively low cost
that allow controlled drug release. The formulations developed were characterized by X-Ray
Diffraction, Infrared Spectroscopy and Scanning Electron Microscopy. In a third
experimental stage, tests for the release of sodium heparin were performed, as well as a
kinetic evaluation of the profiles obtained, and later in vitro hemolysis tests were performed.
The hydrogels obtained with acrylic acid showed smaller pores, less swelling content and,
therefore, release the drug more slowly, due to the formation of interpolymer complexes that
increase the degree of crosslinking. In the study of drug release and its kinetics, it was shown
that the composite hydrogel with hydroxyapatite was the most suitable system for the
release of sodium heparin, since a quick release of the drug was obtained in the first hours
and an important factor in the choice of material. The kinetic models that best fit the hydrogel
formulations were Peppas-Shalin and Ritger-Peppas. The hydroxyapatite composite
hydrogel showed that it did not interfere with physiological hemostasis, being a satisfactory

result for its future application.

Key words: Coronary disease, Stents, Hydrogel, Drug Release
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1. INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, a doenca arterial coronaria em suas diversas manifestacdes
cronicas ou agudas tem se tornado a causa mais comum de mortalidade . De acordo com
a Heart American Association ®, em 2006, 4 milhGes de mortes nos Estados Unidos foram
atribuidas a doenca arterial coronaria; sendo que o namero de pessoas portadoras da
doenca alcancou a cifra de 16,8 milhdes. E neste cenario, que a intervencéo percutanea
corondria ou angioplastia corondria, combinada a terapéutica farmacolégica, é a
modalidade terapéutica mais utilizada (estimativa para os Estados Unidos de mais de 1,3
milhGes de procedimentos/ano) para o tratamento da doenca coronaria.

A angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP) é uma pratica cardioldgica
ndo cirdrgica introduzida em 1977 @ que representou uma revolucdo no tratamento da
isquemia miocardica decorrente da obstrucdo dos vasos coronarios subepicardicos.
Baseada inicialmente na dilatacdo do vaso pela insuflacdo de um baldo introduzido por um
catéter no local da oclusdo, esta técnica € extensivamente utilizada por pacientes que
apresentam angina (dor no peito) ou infarto do miocardio. Um grande avanco na prética da
angioplastia resultou da concepcédo de um dispositivo mecanico destinado a "sustentar"
internamente a artéria coronaria: o "stent" ou endoprotese corondria, introduzido
clinicamente ha cerca de 20 anos *.

Os stents sdo malhas metalicas expansiveis implantadas por catéteres no interior
das artérias obstruidas por processos de aterosclerose. A eficAcia comprovada do uso de
endoproteses vasculares metélicas como instrumento redutor de complicacdes agudas e
tardias, tem motivado o uso predominante destes dispositivos na grande maioria dos
procedimentos corondrios percutaneos.

Embora a implantacdo de stents tenha conseguido resolver em grande parte a
reoclusdo aguda (retracdo elastica do vaso em resposta ao trauma causado pela expansao
do baldo), a reestenose intra-stent ® continua sendo o maior problema clinico apés a
angioplastia, ocorrendo ainda em cerca de 30% dos pacientes ). Assim, ainda que a
utilizacdo de stents se constitua em um método terapéutico bem estabelecido, ha um
grande interesse no desenvolvimento de alternativas clinicas que ampliem as aplicacdes

de stents.
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Recentemente, stents eluidores de agentes bioativos tém surgido como opgao
terapéutica para a prevencgao da reestenose (7891011 Nesta abordagem, drogas com acéo
antiproliferativas, antitrombdéticas, antiinflamatérias e pro-endoteliais sdo adicionadas a
superficie dos stents em suas formas puras ou incorporadas em matrizes poliméricas.
Dessa maneira, 0 proprio stent passa a ser utilizado como veiculo de liberacdo destes
farmacos (2,

O grande avango da utilizagdo de stents eluidores é a aplicacdo do farmaco no
momento da dilatacdo mecanica, no local da lesdo, com pouco ou henhum nivel sistémico
circulante. Calcula-se que aproximadamente 70% das intervencdes cirargicas realizadas
nos Estados Unidos tém sido levadas a cabo com o uso de stents eluidores de agentes
bioativos em oposicdo aos metalicos tradicionais (®. Portanto, existe um grande interesse
atual no desenvolvimento de materiais para recobrimento de stents que possam
proporcionar a eluicdo de drogas, bem como no desenvolvimento de novas matrizes
poliméricas que possam ser usadas para a incorporacao destas drogas.

A intervencdo percutdnea corondria ou angioplastia coronéria, combinada a
terapéutica farmacologica, é a modalidade terapéutica mais indicada para o tratamento da
doenca coronaria, porém a sua aplicacao é ainda muito restrita devido ao elevado custo do
material. Atualmente a maioria dos stents farmacoldgicos encontrados no mercado séao
importados, produzidos por empresas internacionais. Em 2012 foi aprovado pela ANVISA
o primeiro stent cardiovascular farmacolégico desenvolvido no Brasil, o Inspiron®, sendo

também o primeiro da América Latina.

Os desafios e a complexidade desta pesquisa requereram uma busca detalhada de
informagBes quanto ao tipo de revestimento, ao farmaco e sua cinética de liberagao,
técnicas utilizadas para o revestimento e caracterizacfes. Ja existem trabalhos e patentes
de stents farmacoldgicos utilizando revestimentos poliméricos como, por exemplo: poli
(alcool vinilico) (PVA), poli (vinilpirrolidona) (PVP), poli (etileno glicol) (PEG), blendas de
PVA/PVP/PEG, poliamidas, poli (6xido de etileno) (PEO), poli (&cido acrilico), poli (acido
latico) (PLA) e poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA).

Contudo, a inovacdo desta pesquisa estd na utilizacdo de hidroxiapatita para a
obtencado de hidrogéis de compdésitos. Essas particulas tem importancia primordial para o
campo biomédico, pois podem ser misturados em polimeros resultando em um material
com propriedades mecanicas superiores, além de ser um material bioativo, com elevada

biocompatibilidade. Apresentam também uma alta capacidade de diminuir a morte celular
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por apoptose e, consequentemente, melhorar a proliferagéo celular. Além disso, ndo ha até
o momento nenhum trabalho e/ou patente utilizando hidrogéis compdsitos para

recobrimento de stents com liberac&o de farmaco.

Assim, este trabalho prop8e obter hidrogéis compdsitos para revestimento em stents
metdlicos a partir do PVP em sistemas de liberacdo controlada da heparina sodica. A

escolha do PVP com HA se deve as suas principais caracteristicas de apresentar elevada

biocompatibilidade.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a obtencéo e caracterizacdo de recobrimentos de
hidrogéis compdsitos em stents metalicos, visando desenvolver novos stents que permitam

a liberagéo controlada de farmacos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1BIOMATERIAIS PARA APLICACOES CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCV) lideram os indices de morbidade e mortalidade
no Brasil e no mundo ¥, sendo a doenca arterial coronariana (DAC) a causa de um grande
nimero de mortes e de gastos em assisténcia médica (1. As DCV foram responsaveis pela
morte de 17,3 milhdes de pessoas em 2013 (31,5%) em relacdo as 12,3 milhdes em 1990
(25,8%) 4. No Brasil, segundo a Sintese de Indicadores Sociais de 2002, realizado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), as DCV se destacam como a principal
causa de mortes no pais (28,8% para homens e 36,9% para mulheres), em todas as regides

e estados (6),

O uso de biomateriais na area cardiovascular de uso permanente inclui as proteses
vasculares como: aorta, coronarias e artérias cerebrais devido ao processo de
arteriosclerose; pequenos vasos, proteses vasculares (mecanicas e bioldgicas) para
correcdo de defeitos congénitos ou processos patoldgicos, tais como a calcificacao natural,
doencas reumaticas ou infeccbes bacterianas. Os implantes temporarios incluem os
oxigenadores, marcapassos, etc. Tais proteses incluem materiais de natureza biolégica
(pericardio bovino) ou sintéticos como os polimeros, metais ou ligas metalicas, podendo ou

nao, serem recobertos com materiais ceramicos (7,

A importancia da introducdo destes tipos de implante foi a reducao significativa no
indice de mortalidade provocado por doengas cardiovasculares que, em 1968, era de 54%,
contra apenas 20% em 1990 @), porém ndo foram suficientes devido ao aumento
expressivo nos ultimos anos. Os efeitos da permanéncia em longo prazo de um corpo
estranho na parede coronaria ainda nao foram totalmente definidos. Grande parte das
lesbBes coronarias obstrutivas sdo passiveis de tratamento percutaneo, com um indice de
sucesso primario — lesdo residual <50% e auséncia de complicacdes maiores >90%.

Entretanto, a reestenose ou recorréncia da leséo persiste (18),
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3.1.1 Doenca arterial coronariana ou cardiopatia isquémica

A insuficiéncia cardiaca (IC) é o estado em que ocorre o desequilibrio entre a oferta
e 0 consumo de oxigénio para o funcionamento pleno das necessidades metabdlicas do
miocérdio, resultando na isquemia em diversos graus de intensidade. Varias sdo as causas
da insuficiéncia cardiaca coronaria, porém a de maior importancia devido a sua frequéncia
de mortalidade é a IC obstrutiva aterosclerética 1%, O sintoma mais comum e mais
caracteristico da doenca isquémica € a angina ou dor anginosa, levando a sensac¢éao de dor

e desconforto toracico (2021,

A placa aterosclerdtica dentro das artérias coronarias (Figura 1) leva a uma reducao
progressiva do lumen arterial (estenose), privando o musculo cardiaco de oxigénio e
nutrientes (?223), Os principais fatores de risco para aterosclerose coronariana s&o:
hipertensédo arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, obesidade, sedentarismo,
idade (homens acima de 55 anos e mulheres acima de 65 anos), histéria familiar de

coronariopatia precoce, dentre outros (24:25.26.27.28),

Secgio Transversal de uma Artéria
Coronaria Parcialmente Bloqueada

Depdsitos
de gordura

Figura 1 - Artéria coronéria parcialmente bloqueada 9

Sabemos que os fatores de risco para a doencga coronariana (mesmos fatores de

risco para aterosclerose) promovem disfuncdo endotelial em consequéncia do estresse
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oxidativo na parede do vaso (Figura 2). Além disso, outro efeito da disfuncéo endotelial € o
aumento na trombogenicidade do vaso, favorecendo a ativacao plaquetaria, reduzindo a

fibrindlise e aumentando a sintese do inibidor do ativador do plasminogénio 9,

Lamina elastica interna

Fibreblasto
“p  TOnica Intima

Tdnica méda
Lamina ¢lslica extema
TOnica advoniicia

Figura 2 - Estrutura da parede arterial

A formacdo da placa aterosclerdtica (Figura 3) ocorre gradualmente e,
principalmente, devido ao depdsito de gordura, colesterol, calcio e colageno sobre a parede
da artéria. O sangue passa pelo limen através de um fluxo laminar onde a velocidade no
centro € maior que nas extremidades (proxima a camada intima) carregando as particulas
de gordura. Essas, por sua vez, se chocam no endotélio ocasionando uma lesao vascular
gue em resposta se contrai formando alguns espacos (rompimento da camada). Sendo
assim, as particulas de gordura acabam passando para a camada intima desencadeando

0 processo inflamatdrio (15,

Posteriormente, ocorre a rotura da lamina elastica interna e a lesdo das células
musculares lisas da camada média provocando a fratura e compressao da placa. Apos
ocorre a ativagao e replicacdo das células musculares lisas e sua migracdo da camada
média para a intima, resultando na modulacdo da matriz extracelular e remodelacdo do
vaso @9, Porém, os macréfagos presentes na camada tentam eliminar as particulas de

gordura (corpo estranho) aumentando o processo inflamatério 9,
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Formacao da placa de
aterosclerose

Progressiio da placa Ruptura da placa

Cutamas view of
ARTERY AFFLICTED WY
AINEROSCLINONS

Nascimento da placa

Figura 3 - Formacéao da placa de aterosclerose G

3.1.2 Angioplastia coronéaria transluminal percutanea (ACTP)

Com a finalidade de devolver a irrigacdo arterial para um determinado territério
miocardico isquémico a cirurgia de revascularizacdo € utilizada. Este procedimento pode
ser cirargico (retirada e implantacdo de um vaso sanguineo) ou por angioplastia percutanea
através do cateterismo coronariano ¥2), com o objetivo de prolongar a vida, promover alivio

da dor de angina e melhorar a qualidade de vida dos pacientes ©3).

A ACTP é utilizada para desobstruir uma coronaria estenosada ou ocluida, através
de um cateter especial em seu limen ©9, O método mais utilizado e que deu inicio ao
procedimento é a angioplastia por baldo (Figura 4), no qual, depois de posicionar a
extremidade do cateter no segmento estenosado, um balonete € inflado, de modo a dilatar,
pela forgca mecanica, o segmento estenosado. A forga mecéanica do balonete “abre” o
segmento estenosado (empurrando a placa aterosclerética), “fraturando” a placa, que, em

seguida segue um processo de remodelamento (34,
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Artéria
coronaria

cateter

Ateroma

Figura 4 — ACTP com balao 20

Embora o tratamento mecéanico de lesdes coronérias por meio de inflagdes do baldo
simples foi certamente um grande avanco em 1977, rapidamente tornou-se 6bvio que esta
técnica s6 pode fornecer uma solucdo temporaria na maioria dos casos. Taxas de
reestenose apos angioplastia com baldo eram muito elevadas (40-60%) devido a um "efeito
rebote" do recuo do vaso e remodelamento constritivo (reobstru¢cdo quantificada em 50%

ou mais da luz coronariana) ©%).

Os mecanismos da reestenose humana tém sido estudados a partir de modelos
experimentais. Um dos elementos mais importantes é a formacao de uma camada de neo-

intima no local da leséo pelo baldo. A lesédo reestendtica é tipicamente fribroproliferativa,
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com abundancia de elementos celulares e matriz extracelular ?230, resultando em um tipo

de resposta inflamatéria desencadeada pela lesdo mecéanica da dilatagdo (3620

A insercdo percutanea de suportes metalicos, nomeadamente, stents, durante a
angioplastia teve um impacto dramatico obliterando qualquer fenbmeno de retracao aguda

e cronica, mas a inevitavel lesdo do vaso resultou na hiperplasia neointimal ¢7:38),

Na ACTP com stents (Figura 5), a dilatacdo da lesao obstrutiva arterial € provocada
pelo baldo. Neste procedimento, o stent é colocado em torno do baldo, e quando este é

insuflado a endoprétese se expande fixando-se na parede da artéria 9.

Figura 5 - llustracdo da aplicacdo de um stent 9

A reestenose costuma ocorrer nos primeiros 6 meses ap6s o procedimento. O uso

de stents coronarianos revolucionou o sucesso da angioplastia principalmente por reduzir
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pela metade a incidéncia em 6 meses apds o procedimento 9, Uma nova era no tratamento
percutaneo da doenca arterial coronariana comegou quando stents baseados em sistemas

de distribuicdo de drogas foram introduzidos na pratica clinica 7,

3.2 STENTS

Apos a introducdo da angioplastia com baldo, em 1977, o stent intracoronario foi a
mais importante evolugdo no campo da revascularizacéo coronaria percutanea. No entanto,
o problema da reestenose continuou sendo um desafio aos cardiologistas intervencionistas
(404142 Em 2003, foi estimada a realizacdo de mais de dois milhGes de angioplastias em
todo o mundo, resultando em cerca de 250 mil casos de reestenose clinica, dos quais
aproximadamente 50% correspondem a reestenose recorrente, conforme a Tabela 1. A

reestenose apos o implante do stent envolve uma complexa relacéo de eventos biologicos

(40,41)

Tabela 1 - Reestenose: extens&o do problema “9)

Intervencoes coronadrias 2,0 milhdes (~ 50%
no mundo (2003) nos Estados Unidos)

Reestenose angiografica:

ATC 40%-45%

Stents 15%-25% — 350.000 por ano
Eventos clinicos 240.000 por ano
Reestenose recorrente 120.000 por ano

ATC = angioplastia transluminal coronaria.

O material implantado ndo deve produzir nenhuma resposta biolégica adversa, local
ou sistémica, e também ndo pode sofrer degradacdo quando em contato com os tecidos
adjacentes. Os fluidos corporais sdo corrosivos e durante procedimento cirdrgico podem
sofrer acentuada queda de pH, podendo atacar o metal apds sua inser¢do no corpo

humano. Produtos oriundos da corroséo de alguns metais podem induzir efeitos bioldgicos
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indesejaveis como citotoxicidade, histotoxicidade, hipersensibilidade e imunogenicidade
43),

As caracteristicas de um stent ideal tém sido descritas em diferentes estudos. De
maneira geral, os metais tém sido os materiais mais utilizados na producdo de stents,

embora polimeros, biodegradaveis ou nédo, vem sendo estudados nos Ultimos anos (4445),

3.2.1 Stents metalicos (BMS)

Os BMS podem ser fabricados de aco inoxidavel 316L, ligas Platina-Iridio (Pt-Ir),
ligas de Tantalo (Ta), ligas de Titanio (Ni-Ti), Cromo- Cobalto (Cr-Co), Ferro puro (Fe) e
ligas de Magnésio (Mg), sendo que 0s stents coronarianos sdo geralmente de aco
inoxidavel, nitinol (ligas Ni-Ti) e ligas de Cr-Co, por serem materiais biocompativeis 647,
Os BMS séao divididos em: baldo expansivel ou auto-expansivel. O tipo de metal escolhido
é determinado pela habilidade do material, satisfazendo os requerimentos funcionais
desejados “9).

O stent auto-expansivel pode ser trancado ou com memoria térmica e por
apresentarem maior flexibilidade, sdo utilizados em locais onde o vaso seja tortuoso ou
angulado. Stents trancados tém o desenho de uma mola, que permite ao stent readquirir
seu tamanho original quando liberado. Ja os stents de meméria térmica sao normalmente
feitos de nitinol e tem uma forma predeterminada depois de expostos a temperatura do
corpo (>30 graus) “8). Stents expansiveis por baldo dependem unicamente do baldo sobre
o qual sdo montados para alcancar sua configuracdo pretendida. Stents expansiveis por
baldo séo utilizados em lesdes calcificadas ou centrais, onde uma grande forca radial €

necessaria (49:50),

Os stents de aco inoxidavel sao conhecidos por sua biocompatibilidade e por serem
menos resistente a formacgdo de trombos do que outros metais. Porém preocupacdes em
relacdo aos ions soltos na corrente sanguinea devido ao processo de degradacdo podem

estimular uma resposta imunoldgica e contribuir para a reestenose b,

hY

A liga niguel-titanio (nitinol) é altamente biocompativel e resistente a corroséo.
Adicionalmente a sua flexibilidade e durabilidade, apresentam memoéria de forma, sendo o

material ideal para o design dos stents auto-expansiveis “®. Ja as ligas de cobalto e cromo
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apresentam maior resisténcia sendo mais dificeis de modelar. Também séo biocompativeis

e resistentes a corrosdo 2.

Com relacédo a sua geometria (Figura 6), os stents podem ser classificados em:
espiral, helicoidal, anéis individuais e estruturas em malha, que incluem uma variedade de
desenhos construidos com um ou mais tipos de malhas. A geometria influencia no local da

implantacdo do stent (53:50),

Figura 6 - Geometria dos stents (¢4

O stent metdlico ideal deve possuir as seguintes caracteristicas: alta opacidade para
melhor visualizacdo, o que facilita o implante; elevada for¢ca radial para resistir ao
remodelamento elastico; minima variacdo de formato depois de implantado; sistema de
implante simples e de facil manuseio; flexibilidade longitudinal para cruzar vasos tortuosos
e bifurcacao aortica; elasticidade radial para resistir a compresséo externa sem deformacao
permanente; pequeno perfil com grande expansao para passar por pequenos introdutores
e estenoses criticas; minimo encurtamento apos liberagéo; facil resgate para o caso de
falha na implantacéo; monitoravel, resistente a trombose e a corrosédo; sua expansao deve
ocorrer com seguranca; compatibilidade hidrodindmica; minima indugdo de hiperplasia

intima; pequena area de contato; boa durabilidade e baixo preco (50:53.55),

Vale ressaltar que apesar dos BMS terem demonstrado, desde o inicio de sua

utilizacdo, uma reducao das taxas de reestenose quando comparados a ACTP apenas com
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baldo 18, as taxas de reestenose na ACTP com stents metéalicos se mantiveram até o inicio

deste século em valores de até 25% (nos casos mais complexos) 6,

3.2.2 Stents poliméricos

Os polimeros mais utilizados para o desenvolvimento de stents poliméricos sao: o
poli (L-acido latico) (PLLA), o poli (acido-glicol) (PGA) e seus copolimeros (poli (acido L-
glicélico) (PLGA)), pois apresentam biodegradabilidade, biocompatibilidade e facilidade de
processamento, sendo também, utilizados em sistemas de liberagdo de farmacos 7).

O primeiro stent absorvivel implantado em seres humanos foi 0 stent Igaki-Tamai
(Igaki Medical Planning Company, Kyoto, Japan), construido a partir do PLLA (Figura 7). O

processo de absorgéo ocorre por erosdo em massa através da hidrdlise das ligagdes 9.

Figura 7 - Stent Igaki-Tamai bioabsorvivel ©8)

Ja o stent REVA (Reva Medical Inc, San Diego, Calif) foi construido a partir de um
polimero absorvivel derivado do policarbonato, a tirosina. O tempo de absor¢do pode ser
modificado e o design do stent permite que o baldo seja expandido sem deformacgéo do

material (Figura 8) ©9),

Figura 8 - Stent REVA bioabsorvivel 8
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A partir dos stents poliméricos surgiram o0s stents bioabsorviveis terapéuticos
(Bioabsorbable Therapeutics Inc, Menlo Park, Califérnia) nos quais possuem a presenca do
farmaco (rapamicina e acido salicilico). Esses stents apresentam dois polimeros
bioabsorviveis, sendo um utilizado como suporte principal (estrutura fisica) e 0 outro como

revestimento sendo um veiculo na liberacdo do agente antiproliferativo (Figura 9) ©8),

Figura 9 - Stent bioabsorvivel terapéutico 8

O BVS (Abbott Vascular, Santa Clara, Califérnia) € um stent com liberacdo de
everolimus, sendo o primeiro stent absorvivel com resultados clinicos e imagem semelhante
aos stents farmacoldgicos metalicos (DES), implantados por dois anos, mas com a
vantagem de serem totalmente absorvidos. Esses stents séo constituidos de PLLA como
suporte principal e de poli-D,L-latico como revestimento que contem e controlam a liberacéo

do farmaco antiproliferativo everolimus ©8).

O PLLA foi aprovado para ser utilizado em diversas situagfes clinicas como suturas
absorviveis, placas e parafusos ortopédicos, sendo o polimero que mostrou ser seguro em
artérias coronarias humanas conforme apresentou os ensaios do stent Igaki-Tamai 8. Ja
o PLGA foi extensivamente utilizado como veiculo na liberacdo controlada de farmaco,

devido a sua boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e resisténcia mecanica ©9,

3.2.3 Stents farmacologicos

Nos ultimos anos, a Food and Drug Administration (FDA) fornece orientacfes para
as industrias de stents, com o intuito de avaliar a seguranca e a eficacia dos revestidos e a
eluicdo de drogas. Esta claramente mencionado que as empresas que procuram a
comercializagdo de seus recém-desenvolvidos stents revestidos devem fornecer dados
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especificos sobre a adesdo, eficacia da barreira, durabilidade e estabilidade do

revestimento (60.61.62),

Para garantir o desempenho ideal do dispositivo, essas propriedades devem ser
respeitadas mesmo apdés a implantacdo do stent. No entanto, varios exemplos
apresentados na literatura mostram a falha do revestimento (por exemplo: delaminagao
e/lou fendas), especialmente apdés a expansdo do stent, mesmo no caso de stents
comercializados. Estas falhas poderiam ser associadas as alteracdes topograficas e

estruturais do substrato durante o processo de expanséo (6061,

Inicialmente, os revestimentos de stents metdlicos foram utilizados para aumentar a
biocompatibilidade e hemocompatibilidade desses materiais. Depois esta técnica tornou-
se uma “plataforma” para a liberacao controlada de drogas visando a inibicdo da hiperplasia

neointimal e os processos trombaticos que influenciam diretamente na reestenose (63,64

Os materiais de revestimento de stents podem ser classificados em quatro tipos:
materiais porosos, polimeros, materiais inorganicos e células endoteliais, esses dois Ultimos
exclusivamente utilizados como materiais de revestimento. O uso de células endoteliais
como tratamento superficial permite a re-endotelizagdo mediante proliferagéo,
diferenciacdo e a liberacdo de fatores de crescimento, sendo que o uso destes
recobrimentos encontra-se limitado devido a rapida perda das células semeadas, ao dano
endotelial apds a expansao do dispositivo e a incapacidade de manter a aderéncia durante

o fluxo sanguineo (%),

As propriedades de superficie como hidrofilicidade, lubricidade, uniformidade e
energia de superficie determinam a biocompatibilidade com tecidos e sangue, além das
propriedades fisicas influentes como durabilidade, permeabilidade e degradabilidade. As
propriedades de superficie também determinam a capacidade de sorcdo de agua em
polimeros, que sofrem degradacéao hidrolitica e intumescimento (hidrogéis). Propriedades
de superficie podem ser melhoradas por meios quimicos, fisicos e bioldgicos para aumentar
sua biocompatibilidade (©9).

As técnicas para carregamento de drogas nos stents convencionais incluem: fixacao
da droga diretamente sobre a superficie do metal; carregamento da droga nos poros, no
caso de stents metalicos porosos e a incorporacao da droga em um polimero que € usado
posteriormente como material de revestimento do stent, sendo que a liberacdo da droga

depende da forma como esta é aplicada no stent ©3),
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No entanto, estas novas tecnologias de carregamento de droga estao associadas a
problemas, tais como a variabilidade da concentragdo do medicamento de dispositivo para
dispositivo, a incapacidade de controlar e manter a concentracao da droga, a incapacidade
para variar a distribuicdo da droga de maneira controlada para um perfil de liberacdo mais

adequado, além do custo relativamente elevado comparado a um stent convencional ©4),

A Tabela 2 apresenta os stents farmacologicos disponiveis atualmente no mercado
e registrados pela ANVISA, sendo que os primeiros registrados no Brasil e aprovados pela
ANVISA, em 2003, foram o Cypher® e o Taxus® %), Em 2012 foi aprovado pela ANVISA o
primeiro stent cardiovascular farmacolégico desenvolvido no Brasil, o Inspiron®, sendo

também o primeiro da América Latina (67.:68),

Tabela 2 - Principais stents farmacoldgicos registrados no Brasil (ANVISA) ¢7)

Farmaco Stents Fabricante Distribuidor
Paclitaxel Taxus® Liberté Boston Scientific (Irlanda /EUA) Boston Scientific do Brasil
Axxion® Occam International (Holanda) Medstar
Tacrolimo Janus® CID S.r.l. (Itlia) VR Medical
Cypher® Cordis (Holanda/Irlanda) Johnson&Johnson do Brasil
Sirolimo Pronova® Vacular concepts (india) Artmedica
Inspiron® Scitech (Brasil) Scitech
Biomine® Meril Life Sciences (india) VR Medical
Everolimo Xience® Abbott Vascular (EUA) Abbott Laboratérios do Brasil
Promus® Boston Scientific (Irlanda /EUA) Boston Scientific do Brasil
Zotarolimo Endeavor® Medtroniclreland (Irlanda) Medtronic Comercial
Biolimo Norobi® Medtronic Comercial (Bélgica) Terumo Medical
Biomatrix® BiosensorsEurope (Suica) VR Medical

Tavares et al %9, investigaram a evolucgéo clinica tardia de pacientes portadores de
doenca coronaria estavel tratados com stent farmacologico. Os seguintes stents
farmacoldgicos de primeira e segunda geracdo foram utilizados: Cypher® (Sirolimus);
Taxus® (Paclitaxel); Endeavor® e Resolute® (Zotarolimus); Xience V® e Promus®
(Everolimus); e BioMatrix® (Biolimus A9). O controle antitrombético consistiu na

administracéo de dois agentes antiplaquetarios: acido acetilsalicilico e clopidogrel.

Foi observado que os pacientes portadores da doenca coronaria estavel tratados
inicialmente com stent farmacolégico apresentaram excelente evolugdo clinica no

seguimento em longo prazo, incluindo baixa mortalidade cardiaca. Os stents
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farmacoldgicos ainda demonstraram efetividade clinica sustentada, incluindo incidéncia de
revascularizacdo da leséo-alvo <5% no seguimento médio de 3 anos e 9 meses, e
sobrevida livre de revascularizacdo da lesdo-alvo >90% no acompanhamento até 8 anos.
Portanto, os stents farmacoldgicos demonstraram superioridade em relacdo aos stents ndo
farmacoldgicos principalmente pela marcante reducéo das taxas de revascularizacdo da

lesdo-alvo ©9),

As drogas que mais tém sido pesquisadas para liberacao e tratamento da reestenose
sdo a Heparina, o Sirulimos e o Paclitaxel. A primeira delas efetiva na terapéutica de
trombose e proliferagdo neointimal, enquanto as outras duas s&o principalmente

empregadas devido ao efeito anti-proliferativo no bloqueio da hiperplasia ©4),

3.3 HEPARINA

A heparina (HP) é o anticoagulante e agente antitrombdtico mais utilizado
mundialmente no tratamento da trombose (venosa, pulmonar e cerebral), do infarto do
miocéardio e na prevencao da obstrucdo dos vasos cerebrais em pacientes com fibrilacdo

atrial (um tipo de arritmia cardiaca) (70.7%.72.73),

E caracterizada como um anticoagulante indireto, pois depende de outros fatores
e/ou cofatores plasmaticos para expressar sua atividade. Também induz a secrecao de um
fator tecidual inibidor da coagulacao através das células endoteliais contribuindo para a sua

acdo antitrombotica (7274,

A HP é um polissacarideo polianiénico sulfatado da familia das glicosaminoglicanas,
composta de cadeias alternadas de residuos de D-glicosaminoglicana e acido urénico (707,
Sua macromolécula é sulfatada, acida e carregada negativamente conforme ilustrado na
Figura 10. S&o extraidas da mucosa intestinal de suinos ou bovinos, por degradagéo
guimica ou enzimatica, resultando em tamanhos de moléculas (cadeias) bastante
heterogéneos (tamanhos variados). Por este motivo, podem interferir na sua atividade

anticoagulante e nas suas propriedades farmacocinéticas (9.
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Figura 10 — Estrutura quimica da Heparina (/>

Além disso, a HP apresenta algumas desvantagens tais como: a administracao
somente de forma endovenosa ou subcutanea; desconforto e hematomas locais (7%.73.76);
dose-resposta variavel e possibilidade de desenvolvimento da trombocitopenia (redu¢do no

nimero de plaquetas no sangue) em pacientes com tratamento prolongado (77:76.78),

Para minimizar principalmente o desconforto e hematomas locais, uma alternativa é
a utilizacdo da HP em sistemas de liberacdo controlada. Esses sistemas melhoram a
estabilidade, a absorcdo e a concentracdo terapéutica por um periodo pré-estabelecido,

reduzindo a frequéncia das dosagens e o conforto do paciente (479,

3.3.1 Coagulagao sanguinea

A coagulacdo sanguinea envolve uma sequencia complexa de rea¢des quimicas que
resulta na formacdo de um coagulo de fibrina onde o seu descontrole pode levar aos
fendbmenos hemorragicos (sangramento) ou a formacéo de trombos (trombose), que é a
maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados por efeitos pés-
operatorios (€0,

Em condicdes normais, o sistema de coagulagdo predomina no sentido da
coagulacdo. Nos casos de trombose, ou seja, quando ha um desequilibrio da hemostasia
(equilibrio do fluxo sanguineo), é indispensavel o tratamento com um anticoagulante, sendo
a heparina a mais utilizada. No sistema hemostatico estdo presentes as plaquetas, as
proteinas da coagulacdo sanguinea, 0s vasos, 0s anticoagulantes naturais (proteinas

inibitérias) e o sistema de fibrindlise (€081,
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A antitrombina (uma glicoproteina) € produzida no figado sendo o inibidor mais
eficiente da coagulacdo. No processo de anticoagulagdo, ocorre uma reagdo entre a
antitrombina e a trombina, formando um complexo bimolecular, sendo um processo
relativamente lento na auséncia da heparina. Porém a presenca da heparina acelera a
formacao deste complexo inibidor enzimético, considerando que, pequenas quantidades de
agentes pré-coagulantes podem ativar grande quantidade dos seus substratos. Vale
também ressaltar que sdo necessarios mecanismos eficientes que limitem o tampao
hemostatico formado ao tamanho necesséario. Portanto os inibidores da coagulacdo
neutralizam os pro-coagulantes ativos evitando assim, uma disseminacao descontrolada da
coagulacio, o que levaria ao estado de hipercoagulabilidade, predispondo a trombose ©2).

Atualmente se sabe que 0 endotélio € a camada de células que delimitam a parede
dos vasos sanguineos e que além de uma barreira estatica também € capaz de sintetizar,
secretar e regular uma variedade de substancias. Logo apds uma lesao vascular, causando
o dano as células endoteliais, as plaguetas sdo ativadas e se aderem as fibras colagenas
formando um tamp&o no local da leséo @Y.

As células endoteliais lesionadas, por sua vez, expdem seus fosfolipidios e seu fator
tecidual (FT, também conhecido como Fator Ill, que é uma glicoproteina), 0s quais servirdo
como um substrato. O FT e os fosfolipidios, na presenca de ions calcio dao inicio a ativacao
do fator VII, tornando-o ativado (Vlla). O fator Vlla promove a ativacéo do fator X em Xa e
gue na presencga do fator Va forma o complexo protrombinase, que ira clivar a molécula de
protrombina, formando a trombina (Fator Il). Assim, a trombina ira clivar o fibrinogénio (uma
proteina soltuvel) formando monémeros de fibrina (proteina insoltvel), que por sua vez,
forma o coagulo no local da lesdo vascular. Portanto, essa sequencia de reacdes
enzimaticas, nas quais, o produto de uma reagdo servira como enzima para a proxima
reacdo, tem como finalidade converter fibrinogénio em fibrina para formar a rede proteica,

0 coagulo (83.81),

3.3.2 Hemodlise

O contato do sangue com 0s biomateriais empregados nos dispositivos (superficies
estranhas) pode desencadear um aumento da resposta inflamatoria sistémica, ja ativada
pela condicdo hemodinamica dos pacientes, por meio da ativacao de sistemas de resposta

celular e de proteinas plasmaticas 4.
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O trauma mecanico sofrido nas células pela passagem do sangue implica na
diminuicdo dos seus elementos, principalmente as hemacias e plaquetas provocando a
hemdlise 4, Portanto a hemdlise é a lise (destruicdo prematura) das hemacias (glébulos
vermelhos) por rompimento da membrana plasmatica, resultando na liberacdo da

hemoglobina livre ©9).

Quando a destruicdo de hemacias nos vasos sanguineos se da em quantidades
anormais pode-se resultar na formacao de um trombo ou no desenvolvimento da chamada
anemia hemolitica (intravascular ou extravascular). Também pode ocorrer hemolise quando
o sistema imunoldgico, patologicamente, passa a combater e destruir as hemacias do

préprio organismo, desencadeando, assim, a anemia hemolitica auto-imune ©9),

A hemolise pode ocorrer de trés formas distintas: por sele¢cdo natural do baco, por
desequilibrio fisico-quimico (geralmente patolégico) ou pela exposicdo das células a
condicBes nao-fisiolégicas de solicitagcdo mecanica 7. Portanto a realizacdo do ensaio de
hemolise em biomateriais implantaveis, principalmente para os stents, é de extrema

importancia, pois se pode evitar ou reduzir complicacdes ao paciente pos-implante.

3.4 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

O sistema de liberacdo de farmacos refere-se a tecnologia utilizada para otimizar a

liberacdo de um farmaco melhorando sua resposta terapéutica 9.

Nos sistemas convencionais, a concentragdo do farmaco no sangue segue o perfil

ilustrado na Figura 11, onde a concentracdo do farmaco na corrente sanguinea é oscilante,

aumentando até atingir um pico maximo e logo apés declina. Portanto, os niveis plasméaticos

séo dependentes das doses administradas, sendo que cada farmaco possui uma faixa de acao

terapéutica onde acima é toxico (super dosagem) e abaixo é ineficaz (sub dosagem) (€8,

Na liberacdo controlada se busca o desenvolvimento de um sistema que mantenha a

concentracdo do medicamento na corrente sanguinea dentro da faixa terapéutica, por um

tempo prolongado e com uma cinética bem estabelecida (8,
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Figura 11 - Modelo simplificado da liberacéo de farmaco (€8

O sistema de liberacdo controlada oferece algumas vantagens em relacdo aos
métodos convencionais tais como: a liberacdo do farmaco se mantém em niveis constantes,
resultando em uma maior eficiéncia na sua utilizagéo, pois é aplicado diretamente do sitio
de acdo. Sendo assim, altas concentracdes podem ser utilizadas evitando efeitos colaterais
sistémicos, aumentando o conforto do paciente e a eficacia do tratamento (9, No entanto,
ainda apresentam algumas dificuldades relacionadas, como por exemplo, a impossibilidade
de interrupcgédo da agdo do farmaco em caso de irritacdo e/ou intolerancia pelo paciente (0,

A inovacao em sistemas e formulacdes para farmacos ja existentes requer estudos
mais detalhados devido a complexidade de interacdes entre o farmaco, o veiculo e 0 meio

de liberagdo ©b.

Quanto as tecnologias disponiveis para sustentar a liberacéo prolongada do farmaco
a partir de formas farmacéuticas, destacam-se 0s sistemas matriciais, reservatérios ou
osmoticos que servem de veiculos para sua liberacdo. Independentemente do sistema ou
do tipo da forma farmacéutica, a utilizacao de excipientes se faz necessaria, sendo que 0s
polimeros com caracteristicas e propriedades especificas, tais como, capacidade de formar

estruturas (matrizes ou membranas) microporosas/semipermeaveis, capacidade de
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intumescimento em contato com a agua e, principalmente, capacidade de complexacao

com farmacos, sdo os mais utilizados ©2.

3.4.1 Sistemas matriciais

A incorporacdo de farmacos em sistemas matriciais hidrofilicos é atualmente o
método mais utilizado para prolongar a liberacdo de farmacos em formas farmacéuticas,
sendo que o perfil de liberacdo através desse sistema é diretamente influenciado pelas
caracteristicas fisico-quimicas do veiculo e do farmaco ©1.93),

Nos sistemas matriciais, o farmaco pode estar homogeneamente disperso na matriz
polimérica, dentro de um reservatério ou adsorvido em sua superficie, e na sua liberacéo
estdo envolvidos processos fisicos e quimicos, incluindo a entrada de agua na matriz
(inchamento/relaxamento das cadeias), a difusdo do farmaco pelos poros da matriz e/ou

por degradacdo do polimero ©892),

3.4.2 Mecanismos de liberacéo

Os mecanismos para a liberagdo controlada de farmacos envolvem: difuséo,

ativacao do solvente, degradacao/eroséao e dissolucao.

3.4.2.1 Difusao

O mecanismo de difuséo € o processo pelo qual a matéria é transportada de um local
para o outro situado no interior do préprio sistema resultando em movimentos moleculares
aleatorios que ocorrem em pequenas distancias. Esse processo pode ser quantificado pela
lei de Fick através de uma expressdo que traduz a velocidade de transferéncia, por unidade
de superficie, da substancia a difundir em um meio isotropico através de uma barreira
polimérica. Portanto, o coeficiente de difusdo do farmaco em um polimero pode ser
influenciado por diversos fatores tais como, densidade de reticulacdo, grau de ramificacao

e de cristalinidade e o tamanho das regides cristalinas ©4.

Para muitos polimeros a difusdo ndo é adequadamente descrita pela lei de Fick,

principalmente quando a substancia penetrante provoca mudancas configuracionais
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significativas (grande aumento de volume). Neste caso, a medida que o solvente penetra,
a matriz polimérica passa de um estado configuracional emaranhado para um estado em
gue as cadeias se dispdem helicoidalmente e este € um processo de relaxamento no qual,
as vezes, pode ser mais lento que o processo de difusdo. Sendo assim, 0 processo passa

a ser controlado/limitado pela cinética de relaxamento (ndo Fickiana) e ndo pela lei de Fick
(94).

Portanto, considera-se que os desvios ao comportamento Fickiano estdo associados
a taxas finitas de mudanca na estrutura polimérica provocados pela entrada e saida de
moléculas circundantes. Ja os efeitos andmalos estédo relacionados diretamente com a
influéncia da mudanca estrutural, da solubilidade e na mobilidade difusional ou com
pressoes internas exercidas por uma parte do sistema sobre as demais regides na medida

em que a difusdo progride ©4),

Nos sistemas controlados por difusdo, o farmaco pode estar revestido por uma
membrana polimérica (sistema reservatorio) ou dissolvido/disperso uniformemente atraves
de uma matriz polimérica (sistema monolitico), conforme ilustrado na Figura 12. Portanto,
a difusdo é impulsionada pelo gradiente de concentracdo entre o nucleo e a parte externa

do invélucro ou revestimento de barreira ©3),

“5

Membrana °

:
5 o

Tempo

Tempo

Figura 12 - Liberacdo do farmaco de um sistema reservatorio (a) e matricial (b) ¢
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3.4.2.2 Ativacgao do solvente

O sistema de ativacao do solvente pode ser feito osmoticamente ou por inchamento.
A Figura 13 mostra o mecanismo osmatico (agentes solUveis em agua) de uma membrana
semipermeavel com um orificio, circundando o centro osmotico do farmaco. Quando o
sistema € introduzido em um meio aquoso, a 4gua é absorvida com uma taxa controlada e
um volume saturado de solugdo do farmaco € liberado (igual a quantidade de &agua
absorvida) devido ao aumento da pressédo osmética. A taxa do farmaco liberado é constante

dependendo do excesso do farmaco presente no centro osmotico (63:94),

Orificio de liberagéo
liberacéao farmaco

osmotica \

- .
.
e . "s »
L]

Membrana Entrada
semipemeavel de agua

Figura 13 - Liberac&o do farmaco do sistema osmoticamente controlado ¢

No sistema de inchamento, o material com o farmaco é compacto no estado seco e
dilata-se (incha) em contato com o liquido. Este sistema de inchamento é, muitas vezes,
misturado com o processo de difusdo e podem ser diferenciados novamente entre sistemas
de matriz e reservatdrio. A maioria dos materiais utilizados neste sistema sao hidrogéis.
Para alguns polimeros a capacidade de inchamento pode ser desencadeada por alterages

do ambiente circundante do implante, como mudanca de pH e temperatura (63.95.96.97),

3.4.2.3 Degradacé&o/eroséao

Os sistemas controlados quimicamente podem liberar farmacos via

degradacgéo/erosdo do polimero (erosdo superficial ou volumétrica) (Figura 14) ou por
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clivagem do farmaco de uma cadeia polimérica 3. O farmaco € incorporado em polimeros
hidrossolluveis (membrana) ou em uma matriz polimérica e a sua liberacdo envolve dois
processos sequenciais, dependentes do tempo, que séo a dilatacéo (difusdo do meio para
o interior da matriz) e formacdo de um gel e a degradacéo/erosdo, que podem ou nao
ocorrer simultaneamente até a completa desagregacado das cadeias poliméricas. Portanto,
o controle deste processo de liberacdo esta diretamente relacionado com a solubilidade do
farmaco e da matriz com o meio, ou seja, para farmacos muito solluveis a liberagédo é
determinada principalmente pela difusdo do farmaco através da camada gelificada. Ja para

farmacos pouco ou muito pouco soluveis a liberacao € controlada pelo processo de erosao
(94)

Figura 14 - Degradacéo do polimero (a) erosao superficial, (b) erosédo volumétrica ©3)

3.4.2.4 Dissolucéao

A dissolucdo pode ser definida como o processo pelo qual uma substancia solida
entra no solvente para formar uma solugdo. Basicamente é mais do que uma simples
medida da taxa de solubilidade, sendo descrita como um ensaio fisico que tem a
capacidade de prever a liberacdo de uma determinada area numa determinada quantidade

€ no tempo correto, ou seja, este processo € controlado pela afinidade entre farmaco e
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solvente e pelo modo como o sistema farmacéutico o libera. No entanto, a solubilidade de
um farmaco é parametro importante nos estudos de pré-formulacdo, podendo ser
modificada pela incorporacdo de outras substancias. Ja a interpretacdo quantitativa dos
valores obtidos nos ensaios de dissolucao € feita através da utilizacdo de uma equacéao
genérica (modelos mateméticos), que traduz matematicamente a curva de dissolugdo em

funcéo de alguns parametros relacionados com a forma farmacéutica (+9),

3.4.3 Cinética de liberacdo controlada

Devido a complexidade dos sistemas de liberagcdo, modelos matematicos tém sido
desenvolvidos com a finalidade de descrever a liberacdo do farmaco em funcéo de alguns
parametros relacionados com a sua forma farmacéutica (o tipo de farmaco, sua forma

polimorfica, a cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e quantidade incorporada)
(94).

Os modelos que se fundamentam em estudos da cinética de liberacdo (dissolugéo)
possibilitam conclusbes quanto ao processo de dissolucdo de uma determinada
formulacdo, pois € possivel conhecer a velocidade do processo, a quantidade maxima
dissolvida e os pontos nos quais podem ocorrer alteragdes significativas ©%. Em funcéo
disso, existem diversos modelos descritos na literatura, porém neste trabalho foram
utilizados e avaliados os modelos propostos por Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas-

Shalin, Ritger-Peppas e Linder-Lippold.

O modelo de Higuchi (199 ¢é utilizado para descrever o processo empirico de liberacéo
de farmacos, no qual obedece a lei de Fick e também demonstra que a fracdo de
medicamento liberado é uma funcdo da raiz quadrada do tempo e se representa da seguinte
forma:

My

L= Kt'/? equacdo 1

onde M¢/M-.. € a fragéo de farmaco liberado em um tempo t e K corresponde a constante de
velocidade de liberacgao.

Porém, o uso desta relacdo em sistemas que intumescem pode tornar-se

insuficiente, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis, devendo-se atender ao atributo
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do relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte do farmaco. Portanto, a equacao
de Higuchi apresenta algumas limitacdes na interpretacdo dos mecanismos de liberagao

controlada.

Sendo assim, Korsmeyer-Peppas (191102 propuseram um modelo para tentar explicar
0os mecanismos de liberagdo de farmacos onde ocorre eroséo e/ou dissolugdo da matriz

sendo uma forma generalizada da equacéo de Higuchi expressa como:
— = Kt" equacéo 2

onde K é uma constante de velocidade que incorpora caracteristicas estruturais e
geométricas do sistema de liberacdo e n é o expoente que indica o mecanismo diante do

gual ocorre a liberagéo (Tabela 3).

Tabela 3 - Interpretacdo dos mecanismos de liberacéo através do valor do expoente de

liberacéo

Expoente de liberacdo (n) Mecanismo de liberacéo

0,5>n difusdo pseudo-Fickiana
0,5 difusédo Fickiana
0,5<n<1,0 difusdo anébmala
1,0 transporte Caso Il

Quando o valor de n € 0,5 a liberagédo do farmaco segue o mecanismo de difusao do
tipo Fickiana. Uma difusdo anémala ocorre quando os valores de n sdo maiores que 0,5 e
menores que 1,0. Nos casos onde o sistema de liberacdo é um material poroso, a constante
n pode resultar em valores menores que 0,5 observando um mecanismo de difuséo pseudo-

Fickiana. Quando o processo de liberacdo € controlado pela relaxagcdo das cadeias

poliméricas, o valor de n é 1,0 e 0 mecanismo é transporte Caso Il 19,

Em 1987 Ritger e Peppas (199 propuseram uma expressdo semi empirica para
estudar a cinética de liberacdo de principios ativos a partir de sistemas planos em que
ocorre uma mistura dos mecanismos Fickiano e Caso Il, conforme a equagao:

% = K, t'/? + K,t equacéo 3

<]
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onde K representa a contribuicdo do mecanismo Fickiano e K; representa a contribuicao

do mecanismo de relaxacdo das cadeias poliméricas.

Em 1989, Peppas e Shalin (19519) modificaram a equacdo proposta por Ritger e
Peppas (1987) com o objetivo de generaliza-la para determinar a contribuicdo do processo
de difusdo Fickiana, assim como a contribuicdo do processo de relaxacdo das cadeias
poliméricas, resultando na equacdo biexponencial que é independente da geometria do

sistema de liberacao.
=Lt = K t" + K, t*" equacéo 4

onde n é o expoente de liberacdo para um sistema de qualquer forma geométrica.

Ja Linder e Lippold em 1995 (197.100)  descreveram o processo de liberacdo de
farmacos modificando a equagéo através do acréscimo de um termo “b”, com o objetivo de
descrever o efeito “burst”, que € a liberacdo do farmaco que se encontra na superficie do

sistema de liberacao, no qual é liberado imediatamente apds estar em contato com o meio.

— =Kit"+ b equagéo 5

3.5 Hidrogéis

Os hidrogéis sao materiais poliméricos reticulados que retém uma significante fracéo
de &gua em sua estrutura, sem se dissolver e sédo constituidos de uma rede tridimensional
formada por ligacbes cruzadas de homopolimeros ou copolimeros. Estes polimeros

intumescem e retém agua, e tém sido muito usados em aplicacées biomédicas (108.109.95),

Em geral, a estrutura reticulada dos hidrogéis é caracterizada por ligacfes cruzadas
que podem ser formadas por ligacdes covalentes, idnicas ou por interagdes mais fracas
como van der Waals e ligacGes de hidrogénio (9611010895 Devido a natureza dessas
ligacdes os hidrogéis podem ser classificados em fisicos ou quimicos. Os hidrogéis do tipo
fisico, conhecidos também como hidrogéis temporarios, sao formados através de

interacdes fisicas, obtidas a partir da interagcdo de forcas eletrostaticas, formacdo de
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ligacdes de hidrogénio e cristalitos, interacdes hidrofébicas. Ja os hidrogéis do tipo quimico,
conhecidos também como hidrogéis permanentes, sdo formados por reacdes quimicas

entre mondémeros vinilicos e mondémeros bifuncionais (96:111.97)

Os polimeros utilizados para sintetizar os hidrogéis podem ser de origem natural
(quitosana, agar, acido hialurénico, alginato, agarose, colageno) ou sintética (poli (6xido de
etileno), poli (acrilamida), poli (alcool vinilico), poli (N-vinil-2-pirrolidona), poli (4cido
acrilico)), biodegradaveis ou ndo (19911165 334 os mondmeros podem ser classificados em

neutros ou idnicos, dependendo da natureza dos grupos laterais ligados a cadeia principal
(96),

Uma das principais caracteristicas dos hidrogéis é o carater hidrofilico, devido a
presenca de grupos soluveis em agua, como —OH, -COOH, -CONHz, - CONR, -SOsH, na
matriz polimérica com baixa densidade de entrecruzamento (112959) Qs hidrogéis s&o
materiais biocompativeis apresentando uma consisténcia eléstica devido a quantidade de
agua que podem reter em sua estrutura com uma baixa tenséao superficial, reduzindo assim

a irritacdo produzida pela friccdo dos tecidos com os quais entram em contato (59),

Porém os hidrogéis ainda apresentam limitagBes devido a distribuigéo irregular das
reticulacbes em sua estrutura tridimensional resultando em materiais com baixa resisténcia
e estabilidade principalmente no estado inchado. Para solucionar esses problemas,
métodos de reticulacdo quimica e fisica séo utilizados, porém, ao aumentar a quantidade

de reticulacéo, ha uma reducdo na capacidade de inchamento (113.114),

Sendo assim, a presenca de particulas ou nanoparticulas na estrutura do hidrogel
podem atuar como pontos de reticulacdo fisica melhorando as propriedades finais (113.114),
Constituintes inorganicos bioativos tais como hidroxiapatita e/ou nano-hidroxiapatita ou
oxidos metalicos magnéticos bioativos tem sido intencionalmente utilizado em compadsitos

de hidrogéis para melhorar sua funcionalidade biolégica e suas propriedades mecanicas

(115)

3.5.1 Aplicacdes terapéuticas dos hidrogéis

A importancia dos hidrogéis como biomateriais se deve a semelhan¢a de suas

propriedades fisicas com os tecidos vivos, tais como elevado conteudo de &agua,
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consisténcia macia e elastica %), Nos (ltimos anos, os hidrogéis tornaram-se candidatos
promissores em scaffolds para engenharia de tecidos, pois possuem estruturas porosas
hidrofilicas e apresentam vantagens para adesao celular, na entrega de nutrientes, na

liberacdo de farmaco e ainda na regeneragéo do tecido (19,

Nos sistemas de liberacao controlada, hidrogéis tém sido propostos, para uma série
de agentes bioativos, tais como contraceptivos, oftdlmicos, antibidticos, antiarritmicos,

anticancer, anticoagulantes, enzimas e anticorpos (11,97

Os hidrogéis também séo considerados “sistemas inteligentes” principalmente em
sistemas de liberacéo de farmacos, pois apresentam uma resposta de inchamento seletiva
dependendo das condi¢bes do meio (pH, temperatura, forcas ibnicas, etc) e dos diferentes
homopolimeros e copolimeros dos quais sdo sintetizados ©>97), O poli (N-vinil-2-pirrolidona)
forma complexos poliméricos com o poli (acido acrilico) através de pontes de hidrogénio e
interacdes eletrostaticas e dependendo da composicdo do &cido acrilico estes hidrogéis

podem responder a estimulos de pH (116.117),

Na area de hidrogéis sensiveis a estimulos de pH, EI-Rehim et al 18, estudaram a
irradiacéo de poli (N-vinilpirrolidona) na presenca de acido acrilico como gel carregador de
drogas. Ja Ravichandran et al 119, estudaram a sintese de hidrogéis copolimeros de &cido
acrilico e N-vinil-2-pirrolidona polimerizados na presenga de polietilenoglicol e N.N’-
metileno bisacrilamida (MBA), como gel liberador de droga em fluidos gastricos. Sohalil, et
al 192 prepararam hidrogéis de polivinilpirrolidona/acido acrilico com variagdes no

contetudo de monémero, polimero e agente de ligacédo cruzada para liberacdo do tramadol.

O copolimero poli (acrilamida-co-acido acrilico) — (PAAmM-co-AA), além de vérias
aplicactes, tem sido utilizado principalmente na formacao de hidrogéis para liberacéo de
farmacos 29, Bromberg et al 1?1 estudaram as propriedades reoldgicas e mucoadesivas
de hidrogéis copolimeros em bloco (PEO-PPO-PEO) e poli (acido acrilico). O poli (acido
acrilico) € o principal gelificante empregado em medicamentos e cosméticos, por exemplo,
os anti-inflamatérios de uso tépico Cataflan® Emulgel e Feldene® Gel; produtos para o
tratamento da acne e reducdo das linhas de expresséo, como o Isotrex® e o Differin®; e, o

gel Nené Dent® N, para o alivio dos efeitos decorrentes da primeira denticdo (122,
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3.5.2 Hidroxiapatita

Os primeiros estudos sobre a utilizacdo de materiais ceramicos como biomateriais
comecaram com Albee, em 1930, utilizando uma ceramica de fosfato tricélcico para
regenerar um defeito 6sseo e para a formacao de osso novo. Entretanto, somente 50 anos
depois comecaram a aparecer diferentes tipos de ceramicas de fosfato de calcio como

materiais implantaveis para aplicacdo em medicina e odontologia 23,

A grande aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de calcio deve-se,
principalmente, ao seu alto grau de biocompatibilidade, que esta relacionada com a sua
similaridade quimica a dos materiais normalmente encontrados no tecido 0sseo. Entre
ceramicas com melhor desempenho, estéo os biovidros, a alumina, o beta-fosfato tricalcico
(B-TCP) e a hidroxiapatita (HA). Desta forma o grande interesse pela HA como biomaterial,
esté relacionado com o fato de esta ser a principal fase mineral encontrada no tecido 6sseo

e por apresentar alta biocompatibilidade (23,

A hidroxiapatita € o constituinte mineral natural encontrada no 0sso representando
de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes. O 0sso e outros tecidos calcificados podem ser
considerados como compdsitos naturais anisotropicos que consistem de biominerais
“‘mergulhados” em uma matriz de proteina, outros materiais organicos e agua, como pode

ser observado na Figura 15 (124,
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A fase biomineral, que € um ou mais tipos de fosfatos de calcio, compreende 65-70%
de 0sso, a agua representa 5-8% e a fase organica, a qual €, principalmente, na forma de
colageno 129, O colageno atua como uma matriz para a deposi¢do e crescimento de
minerais, sendo que esta fase da ao 0sso a sua resisténcia elastica. Entre os sais de fosfato
de célcio (CaP), a hidroxiapatita tem a fase cristalina termodinamicamente mais estavel que
os CaP no fluido corpéreo e possui a maior semelhanca com a parte mineral do osso 124,

A hidroxiapatita sintética possui propriedades de biocompatibilidade e
osteointegracdo, 0 que a torna substituta do osso humano em implantes e préteses, dai o
grande interesse em sua producdo (26129 Como material de implante a hidroxiapatita pode
ser obtida por desproteinizacdo de tecido ésseo ou por tratamento hidrotérmico de corais.
Pode ser obtida também por processos sintéticos tais como, precipitacdo de solucdes

aquosas ou reacdes no estado soélido 123,

Um grande namero de técnicas esta sendo desenvolvida para a sintese do pé de
hidroxiapatita devido as crescentes aplicacbes. Atualmente, um dos métodos mais
utilizados € a técnica de precipitacdo, que envolve reagdes via Umida entre precursores de
fésforo e célcio com controle de temperatura e pH da solucao. O p6 precipitado é calcinado
em 400-600°C ou até mesmo a temperaturas mais elevadas, a fim de obter uma estrutura
de apatita estequiométrica. A titulacdo lenta e as solucdes diluidas devem ser utilizadas

para melhorar a homogeneidade e a estequiometria da hidroxiapatita resultante (128,

Hidroxiapatita deficiente em calcio pode ser preparada por precipitacdo sob
condicdes basicas com posterior tratamento térmico (temperaturas proximas de 1000°C)
(126)  Landi et al (129 obtiveram hidroxiapatita carbonatada mediante a reacdo de
neutralizacdo de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) e acido fosférico (HsPO4). Compostos de
apatita também podem ser encontrados em minerais naturais como rochas ou esqueletos

de algumas espécies marinhas (126:123),

Assim, este trabalho prop8e obter hidrogéis compdésitos para revestimento em stents
metalicos a partir do PVP em sistemas de liberacdo controlada da heparina sodica. A
escolha do PVP com HA se deve as suas principais caracteristicas de apresentar elevada

biocompatibilidade.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este trabalho foi desenvolvido em quatro etapas principais (Figura 16).
Primeiramente foram determinadas as formulacdes, para a obtencdo dos hidrogéis e
hidrogéis compdésitos, que melhor se adequavam a aplicacdo desejada. Apds, foi avaliada
a adicéo e liberacdo do farmaco nos hidrogéis. Em seguida, realizou-se a avalia¢ao in vitro
dos hidrogéis obtidos através do teste de hemocompatibilidade. E na etapa final, avaliou-

se o recobrimento dos stents.

ETAPA 1 > ETAPA 2 > ETAPA3 [—> ETAPA4
]
v v \ 2 A 4 v
Sintese Obtencao dos Liberacao do Revestimento Avaliagao
hidroxiapatita hidrogéis farmaco in vitro
l |
v \ 2 A 2 v
Caracterizagdes Cinetica de Stents Cr-C ibili
c liberacao ents Cr-Co Hemocompatibilidade
DRX Higuchi Caracterizagdes
FTIR Korsmeyer-
MEV Peppas v
TGA Peppas-Shalin
DMA Ritger-Peppas Perfilometria
Granulométrica Linder-Lippold AFM
Inchamento MEV

Figura 16 — Fluxograma das etapas desenvolvidas
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4.1 ETAPA 1: Hidroxiapatita e Hidrogéis

Sintese da hidroxiapatita e obtenc&o dos hidrogéis.

Sintese da hidroxiapatita por reacdo via umida

A hidroxiapatita (HA) foi sintetizada pelo processo de reagdo via Umida utilizando
hidréxido de célcio e acido fosforico, ambos com concentracdo de 0,5 M e com a relacao

de Ca/P=1,67, conforme a seguinte reacao:

10 Ca(OH)2 + 6H3PO4 —Ca10(POa4)s(OH)2 + 18H20

O é&cido fosforico foi gotejado lentamente sobre o hidroxido de calcio numa
temperatura de 90°C, com agitacdo magnética, por 24 horas para a precipitacdo da
hidroxiapatita. Apos esse periodo o material foi seco em estufa e depois foi submetido a
calcinacdo em uma mufla (SANCHIS N-1110), numa temperatura de 800°C em atmosfera
de ar, durante 1 hora. O material obtido, apds resfriamento, foi desagregado manualmente
com almofariz e pistilo para obter um tamanho de particula suficientemente pequeno,

passante em malha de nailon especificacdo 20 ABNT (abertura de 850um).

Obtencéao dos hidrogéis

Os hidrogeéis de poli (N-vinil-2-pirrolidona) (VP) e poli (N-vinil-2-pirrolidona—co—acido
acrilico) (VPAA) foram preparados por polimerizacao via radicais livres usando radiacao
UV. Como iniciador foi utilizado Azo-bis-isobutironitrila (AIBN). O composto bifuncional N,N’-
metilenobisacrilamida (MBAM) foi utilizado como agente de reticulagdo e N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) foi utilizado como catalisador da reacéo, conforme
informacdes descritas na Tabela 4. As solu¢cdes aquosas foram preparadas em 70% em
peso de agua destilada, por conseguinte, a concentracdo de monémero foi de 30% em
peso. A composicdo (em percentual) dos hidrogéis estad listada na Tabela 5. Os
componentes foram misturados e agitados durante 24 horas, apds esse periodo a

polimerizacdo foi realizada por irradiacdo com lampada UV, durante 6 minutos a
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temperatura ambiente. Os hidrogéis foram lavados com agua destilada para remover os

mondmeros residuais.

Tabela 4 - Reagentes utilizados na sintese dos hidrogéis

Reagente Abreviacdo Pureza (%) Fabricante, Pais

N-vinil-2-pirrolidona VP 99 Aldrich, Alemanha

Acido Acrilico AA 98,5 Aldrich, Alemanha

N,N’-metilenobisacrilamida MBAM 99 Aldrich, Alemanha
N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina TEMED 99 Acros, Bélgica

Azo-bis-isobutironitrila AIBN 99 Aldrich, Alemanha

Tabela 5 - Composicao dos hidrogéis (%)

Codificacédo das amostras VP AA HA MBAM TEMED AIBN

VP 30,0 - - 2,0 0,025 3,0
VPAA 300 055 @~ 2,0 0,025 3,0
VPHA 30,0 - 1,0 2,0 0,025 3,0

VPAAHA 30,0 055 1,0 2,0 0,025 3,0

*Hidroxiapatita sintetizada (conforme método descrito anteriormente)

Obtencéao dos hidrogéis dopados com farmaco

Para obtencdo dos hidrogéis dopados com farmaco foram utilizados os hidrogéis
VPHA e VPAAHA onde foram preparados conforme metodologia descrita anteriormente e
a Hepamax-S 5.000 Ul/mL (Blausiegel) foi o farmaco utilizado. A quantidade de heparina
sbdica presente em cada amostra foi de 26,5 mg (1 mL da solucdo de Hepamax-S) em 1,5
mL de solucdo do hidrogel. As solugdes permaneceram sob agitacdo por 1 hora, em
temperatura ambiente, e apGs esse periodo foram colocadas em um molde de silicone com
formato retangular para a obtencdo dos corpos-de-prova. O tempo de irradiacdo com
lampada UV para a polimerizagéo dos hidrogéis foi de 7 minutos. Em seguida os hidrogéis

foram lavados com agua destilada para remover os mondmeros residuais.
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4.2 ETAPA 2: Farmaco
Os hidrogéis obtidos na etapa anterior foram avaliados quanto a adi¢céao e liberagéo

do farmaco.

Liberacdo do farmaco

No teste para verificar a liberacdo do farmaco foram utilizados tubos de ensaio,
contendo a amostra de hidrogel (corpo-de-prova preparado anteriormente) e a solugcao
tampé&o, colocados dentro de erlenmeyers sob agitacdo e aquecimento (temperatura
aproximadamente de 37°C) com o objetivo de simular o sistema sanguineo do nosso corpo.
Apoés 24 horas foram coletadas com uma seringa aliquotas para analise. O restante das
solucbes de cada frasco foi descartado e 10 mL de solugdo tampéao foram adicionados
novamente, repetindo esse procedimento nas primeiras 8 horas e depois em tempos
determinados por um periodo de 30 dias. As aliquotas coletas foram analisadas por
espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/VIS) pelo método de turbidimetria. O teste foi

realizado em triplicata para cada tipo de hidrogel.

Avaliacao da cinética de liberacéo

Os dados obtidos nos perfis de liberagdo foram submetidos a tratamentos
matematicos para a determinacgao da cinética de liberacéo, para isso foram aplicados cinco
modelos matematicos: Higuchi; Korsmeyer-Peppas; Ritger-Peppas; Peppas-Shalin e
Linder-Lippold.

4.3 ETAPA 3: Avaliacéo in vitro
O hidrogel compdsito poli (N-vinil-2-pirrolidona) foi avaliado quanto a

hemocompatibilidade.
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Ensaio de Hemodlise

O sangue humano (10 mL) foi centrifugado a 1500 X g por 20 min e o plasma obtido
foi descartado. O concentrado de hemacias foi lavado por 3 vezes e apoés a ultima lavagem
uma suspensdo de hemacias a 10 % foi preparada em NaCl 0,9%. Para o ensaio de
hemdlise a suspensédo de hemacias foi adicionada diretamente em uma placa de 24 pocos
(2 mL/poco) recoberta ou ndo com os hidrogéis (VPHA ou VPHA+HEPARINA). Os stents
recobertos ou ndo com os hidrogéis (VPHA ou VPHA+HEPARINA) foram incubados com a
suspensao de hemacias (2 mL) diretamente em um tubo de polipropileno. Tanto as placas
guanto os tubos foram mantidos sob agitacdo leve durante todo o periodo do ensaio em
temperatura ambiente. Apos diferentes tempos de incubacéo (60, 120, 240, 360 e 1440
min), 0,1 mL da suspensdo de hemacias foram coletados, centrifugados (1500 X g por 20
min) e o conteudo de hemoglobina livre foi dosado no sobrenadante pela leitura da
absorbancia a 540 nm. A concentragao (ug/mL) de hemoglobina liberada durante o ensaio

foi calculada com o auxilio de uma curva padrao de hemoglobina humana purificada.

4.4 ETAPA 4: Revestimento dos stents metélicos

Primeiramente foi realizado o estudo da rugosidade dos substratos metalicos
utilizando placas de Cr-Co com a finalidade de se obter a rugosidade adequada e melhorar
a adesao do revestimento na superficie metalica. Em seguida o hidrogel compésito (VPHA

e VPHAHP) foi utilizado como revestimento dos stents metalicos (Cr-Co eletropolidos).

Tratamento eletroquimico

Para avaliar o tratamento eletroquimico discos metélicos (diametro 11 mm) foram
utilizados como substratos. Os discos foram lixados manualmente com lixa 320 de
carboneto de silicio. Em seguida, foram colocados em uma solucdo 3% desengordurante
sob aquecimento (temperatura de aproximadamente 65°C) durante 10 minutos e apés

foram lavados com 4gua. Depois desse processo de limpeza os discos foram eletropolidos.

Para o polimento eletroquimico foi utilizado uma solucéo de etilenoglicol e acido

sulfurico e ago inoxidavel como eletrodo. Os parametros operacionais foram: voltagem de
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50 volts, temperatura de 40°C e tempo de 1 minuto. Apds as amostras foram lavadas com

agua destilada e alcool etilico.

Revestimento dos stents

O revestimento foi realizado através da imersao dos stents (eletropolidos) na solugéo
do polimero por 30 segundos e em seguida foram expostos a irradiagdo da lampada UV

durante 5 minutos, em temperatura ambiente, para a polimerizacao do hidrogel.

4.5 METODOS DE CARACTERIZACAO

As seguintes técnicas foram utilizadas para caracterizar o p6 de hidroxiapatita obtido
por reacao via Umida e os hidrogéis obtidos por polimerizacao via radiacdo UV, bem como

a liberacdo do farmaco e a caracterizacao da superficie metélica.

Difragcdo de Raios X

Por meio desta técnica foi possivel analisar as fases cristalinas obtidas. Foi utilizado
para esta andlise o Difratdmetro Phillips X"Pert MPD com tubo de cobre (radiacdo Ka =
1,5418 A). A tenséo e a corrente utilizadas no tubo foram 40 KV e 40 mA, respectivamente,
para a obtengao do difratograma. A velocidade de varredura do goniémetro foi de 0,05%s,
sendo o intervalo de varredura de 10° a 75°. Para a realizacdo deste ensaio o po foi

compactado num porta-amostra.

Espectroscopia de Infravermelho

Esta técnica foi utilizada como complemento a técnica de difracdo de raios X para o
pé da hidroxiapatita e também para detectar as frequéncias de vibracdo das ligacbes
guimicas dos hidrogéis. Nesta técnica, as amostras foram caracterizadas num intervalo de
400 a 4000 cm™ em um espectrometro PerkinElmer Spectrum 1000. Para tanto, fez-se

necessaria a confecgédo de uma pastilha de KBr envolvendo o p6 em questao.
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Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise por microscopia teve como objetivo analisar a microestrutura dos hidrogéis
obtidos, verificar a incorporacdo da hidroxiapatita e avaliar o revestimento dos stents. O
equipamento utilizado foi um microscopio eletrénico de varredura Jeol modelo JSN 6060,
com as seguintes condicdes de analise: para o pé de hidroxiapatita e hidrogéis foi 15 keV
com aumentos de 3000, 7000, 400 e 800 vezes e para os stents foi 10 keV com aumentos
de 450, 1500, 2500 e 4500 vezes.

Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica permite acompanhar a perda de massa que ocorre em
uma amostra devido a elevacdo da temperatura ou do tempo de andlise. Variacbes na
massa ocorrem devido a transformacdes quimicas ou fisicas, como perda de material por
volatilizacdo, decomposi¢cdo ou vaporizacdo. As analises de TGA foram feitas em um
aparelho da TA Instruments modelo 2050, sob atmosfera de N2. As analises foram
realizadas no intervalo de temperatura de 25°C a 800°C com taxa de aquecimento de

20°C/min. A guantidade de amostra utilizada foi de aproximadamente 10 mg.

Andélise dindmico-mecéanica (DMA)

A andlise de DMA € uma técnica que estuda propriedades de materiais em fungéo
da temperatura, do tempo ou da frequéncia, de uma deformacéo e/ou a combinacao destes
parametros. Através desta técnica € possivel relacionar as propriedades macroscoépicas,
como as propriedades termomecanicas, com relaxa¢cdes moleculares as quais podem ser
ocasionadas por mudancas conformacionais e/ou deformac¢fes microscopicas geradas

pela movimentacdo molecular (130,

As propriedades dindmico-mecéanicas dos hidrogéis foram obtidas usando um
equipamento TA Instruments model DMA 2980. O ensaio foi realizado a uma temperatura
(constante) de 37°C, variando a frequéncia de 1 a 10 Hz. O modulo de armazenamento (E’)

e 0 modulo de perda (E”) foram obtidas em fungao da frequéncia .
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Teste de inchamento

A cinética de inchamento foi realizada através de medi¢des da absorcédo de agua do
hidrogel em funcéo do tempo. Amostras de hidrogel foram colocadas em agua destilada, a
temperatura ambiente. A massa de gel inchado foi medida a diferentes intervalos de tempo
até que o equilibrio fosse atingido. A absorcado de agua foi calculada de acordo com a

equacao:
Wat = (Wst - WO)/WO

onde Wat € 0 peso da agua absorvida pelo hidrogel no tempo t, Wst € 0 peso do hidrogel

inchado no tempo t, Wo € o peso inicial da amostra de hidrogel.

Andlise de Perfilometria

A técnica de perfilometria € empregada para quantificar a topografia superficial de
um material. As microrugosidades das superficies foram avaliadas pelo perfilbmetro
(PRO500 3D), que consiste em uma sonda de contato que se move sobre a superficie do
material com 500um de comprimento e (até) 500um de profundidade (graus de liberdade).

A topografia foi analisada e a rugosidade Ra foi obtida.

Microscopia de Forgca Atomica (AFM)

A microscopia de forca atbmica € uma importante ferramenta para a investigacao de
estruturas nanométricas permitindo imagens em trés dimensdes. Essa técnica foi
empregada para a observacdo da morfologia e da rugosidade das superficies obtidas.
Usou-se um microscopio de varredura por ponta de prova (SPM — scanning probe
microscope) da marca SHIMADZU, modelo SPM — 9500J3. As imagens foram obtidas com
0 microscopio de forca atdmica operando em modo de contato, com sondas de nitreto de
silicio (NANOSENSORS) e scanner com area de varredura de 3 um x 3 um. A avaliacao da
rugosidade da superficie através do AFM foi realizada através das medidas de Ra (média

entre a rugosidade da superficie em nanémetros).
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Analise turbidimétrica

As determinacdes turbidimétricas foram realizadas adicionando-se 0,5 mL da
amostra contendo heparina, 0,5 mL de solugcéo tampéo e 2 mL de solucdo de cloreto de
cetilpiridinio 0,1% (m/v) e NaCl 0,94% (m/v). O branco foi preparado da mesma forma
utilizando 0,5 mL do veiculo excetuando a adi¢do do farmaco. Os frascos foram agitados a
37°C por 1 hora. Todas as analises foram realizadas em espectrofotdmetro UV — visivel
Varian Cary 100 utilizando células de quartzo com caminho Optico de 1cm e comprimento

de onda de leitura 290 nm (79,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ETAPA 1: Caracterizacdo da hidroxiapatita e hidrogéis

O ensaio de difracdo de raios X (DRX) mostrou que houve a formacéo de
hidroxiapatita pura e os picos correspondem a ficha padrao de difracdo de nimero 09-0432
do Joint Committee on Powder Difraction Standards — JCPDS. A Figura 17 apresenta o
difratograma do p6 da hidroxiapatita e pode ser observado que todos 0s picos estao
associados somente a fase HA, ndo havendo a formacao de outros compostos baseados
no sistema Ca-P, como por exemplo B-TCP (cimento fosfato tricalcico) e CaO (6xido de
célcio). Esse resultado esta de acordo com os difratogramas apresentados por Volkmer et

al 13D e Netz et al (132),
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Figura 17 - Difratograma de raios X do p6 da hidroxiapatita

Na caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho da hidroxiapatita mostrou
que o0s principais picos sdo atribuidos aos grupos funcionais de ortofosfato (PO4%) e
hidroxilas (OH"). No espectro da Figura 18 estao presentes as bandas que caracterizam a
fase HA onde em 470 cm™, 565 cm™, 603 cm™ correspondem ao modo de estiramento do

grupamento PO4*, ja em 1037 cm™ e 1091 cm™ tem-se os picos referentes a vibracéo de
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deformacdo do grupo PO4%. O grupo -OH estrutural refere-se ao pico em 3442 cm™ e em

1634 cm corresponde a 4gua absorvida.

De acordo com Volkmer et al ®3D a principal caracteristica (determinante) da HA é
um pico bem definido em torno de 630 cm™ que corresponde a um triplete no qual esta
relacionado as ligacdes PO4* em 601 e 570 cm™* com a ligacdo -OH do grupo apatita em

630 cm. Outro pico correspondente ao grupo -OH estrutural € em torno de 3570 cm™.

Rigo et al (33 também apresentam os picos, caracteristicos da fase HA,
correspondentes ao grupamento PO4*em 491 cm?, 563 cm?, 603 cm™, 1043 cm™ e 1088
cm? e referentes ao grupamento -OH os picos em 636 cm™ e 3574 cm. J4 a banda em
871 cm representa as vibragGes moleculares do grupo CO3%, no qual indica a presenca
da hidroxiapatita carbonatada. As bandas encontradas em 962 cm™* e 2970 cm? séo
caracteristicas da hidroxiapatita deficiente em calcio ou também denominada de fosfato de
calcio amorfo (Volkmer). Sendo assim, a auséncia dessas bandas no espectro da Figura
18 ressalta a presenca da hidroxiapatita pura, confirmando o resultado encontrado na

andlise de difracdo de raios X.
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Figura 18 - Espectro de infravermelho da hidroxiapatita.
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A morfologia do pé obtido apés a calcinacdo € observada através das micrografias
(diferentes aumentos) apresentadas na figura 19. Observa-se que o p6 apresenta particulas
levemente esféricas que estdo aglomeradas. I1sso pode estar relacionado com a preparacao
do po antes de ser analisado, no qual mostra que o método utilizado ndo foi adequado, pois
as particulas ainda estdo muito aglomeradas. De acordo com Rigo et al 3% e Santos et al
(134 as particulas menores (escalas micro e nanométricas) tendem a formar aglomerados,
conduzindo a formacdo de poros entre si, que por sua vez, se tornam benéficos pois
permitem a circulacdo do fluido fisioldgico quando sdo utilizados na superficie de um

biomaterial.

Figura 19 — Micrografias MEV do p6 da hidroxiapatita em aumentos (a) 600x, (b) 1000x,
(c) 3000x e (d) 7000x.

A determinacdo da distribuicdo e tamanho das particulas do pé de hidroxiapatita foi
realizada através do método de difracdo a laser. Para se obter uma melhor disperséao das
particulas a solucdo (HA + &lcool) foi submetida ao ultrassom por 60 segundos. Os
resultados da analise granulométrica do p6 de HA encontram-se descritos na Tabela 6 e

representados na Figura 20.
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Analisando os resultados obtidos para o p6 de HA apés a etapa de calcinacao, tem-
se que 10% das particulas possuem didametro de até 1,12 um, 50% das particulas possuem
didmetro de até 6,88 ym e 90% das particulas possuem didametro de até 33,01 pum.

Resultando em um didmetro médio de 12,98 pm.

Comparando os tamanhos de particulas obtidos pela granulometria com as
micrografias, pode-se observar que mesmo as particulas estando aglomeradas apresentam
tamanhos inferiores dos valores encontrados na distribuicdo de tamanho, pois o

equipamento utilizado nao possibilita a total desaglomeracéo do pé.

Tabela 6 - Distribuicdo e tamanho médio das particulas do p6 de HA

Menor que Diametro (um)
10% 1,12
50% 6,88
90% 33,01
diametro médio 12,98
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Figura 20 - Granulometria do p6 HA
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A Figura 21 apresenta as principais bandas dos hidrogéis e da heparina sodica. No
espectro da poli (N-vinil-2-pirrolidona) estdo presentes as bandas de absorgao
caracteristicas a 3448 cm! associadas com a frequéncia do estiramento CN e OH, em 2954
cm! ao estiramento CH2 e 1666 cm referente ao estiramento C=0. Para o espectro do
acido acrilico as bandas de absorcédo caracteristicas sdo em 3435 cm, 2958 cm™ e 1729
cm?! dos estiramentos OH, CH2 e C=0 respectivamente. As bandas em 1462 cm™ e 1420
cm* a deformacdo CH. A hidroxiapatita pode ser observada pela presenca dos picos 1091
cm?, 1032 cm?, 601 cm™ e 564 cm referentes ao agrupamento PO43. Os valores dos

picos encontrados estdo de acordo com a literatura (135136),

Os picos entre 1666 cm™ e 1729 cm? referem-se ao grupamento C=0 dos dois
polimeros, que segundo Jin et al %) indica a presenca das ligacGes intermoleculares de
pontes de hidrogénio devido aos grupos carbonila. De acordo com Sohail et al 192, as
bandas do complexo carbonila sdo mais amplas do que nos monémeros puros de PVP e
AA, evidenciando as ligacdes de hidrogénio intermoleculares. O estiramento N-H que se
estende entre 3330 e 3060 cm™* e o estiramento C-N em 1650 cm™ indicam a presenca do

agente de reticulacdo (MBA).

Segundo Jovanovic et al (138 a principal caracteristica do espectro de PVP, cujo
mondmero, N-vinil-2-pirrolidona, contendo o grupo carbonila amida se refere ao pico em
1666 cm? e os picos em 3441 cmt e 2953 cm? correspondem respectivamente ao
estiramento OH e CH». Ja para Bajpai et al 13% e Jankaew et al 149, o pico caracteristico
para o acido acrilico é em 1759 cm™ referente ao C=0 do grupo carboxilico (COO") e a
presenca de uma banda larga em 3220-3600 cm™ que é caracteristico dos dois polimeros
devido as hidroxilas ligadas ao H. Seman et al **Videntificaram o aparecimento de um novo
pico em 1637-1640 cm™ que representa o grupo C=C-N, enquanto que o pico 1670-1678
cm! é referente ao estiramento da banda amida | do grupo carbonila do PVP.

No espectro da heparina verifica-se a presenca dos picos referentes aos grupos
funcionais existentes na sua cadeia polimérica, tais como, OH, CH, NH e C=0 @42, Os
principais picos sédo: em 3459 cm™ o pico de estiramento da ligagdo OH do COOH, em 2937
cm! o pico de estiramento C-H, em 1630 cm™ o pico caracteristico da ligacdo C=0, em
1434 cm o pico referente a deformagéo axial do grupo C-O, em 1256 cm™ a deformacéo
assimétrica do grupo C-O-C e em 1054 cm a deformacéo axial simétrica do grupo C-O-C,
0s picos em 827 cm?, 720 cm™ e 608 cm! referentes ao estiramento do grupo N-H fora do

plano.
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A andlise termogravimétrica envolve a medida da variagdo da massa de uma
amostra sob a forma de produtos volateis, como uma fungéo da temperatura ou do tempo.
A Figura 22 mostra as curvas de perda de massa em funcdo da temperatura e podem ser
verificados dois eventos pronunciados de perda massica. Inicialmente, em torno de 120°C,
ocorre uma perda gradual da massa dos hidrogéis com 0 aumento da temperatura e isso
pode estar atribuido a perda de 4gua adsorvida ou agua ligada. O estagio principal de perda
de massa dos hidrogéis ocorre em torno de 400°C que corresponde a decomposicado do
polimero VP. Ja para os hidrogéis com a presenca de AA, além desse estagio principal,
ocorre em torno de 270°C outro evento, que esta relacionado a degradacdo do acido
acrilico. Sendo assim, devido ao aumento da temperatura ocorre a degradacdo dos

polimeros (materiais) restantes.

Ortega et al @*3 e Ferro et al 1*4, também relataram que a degradacéo do polimero

PVP ocorre em torno 400°C e do acido acrilico em 280°C.

A heparina comercial (sélida) apresenta trés etapas de perda massica, mostrando-
se resistente a degradacédo térmica, sendo que a primeira etapa ocorre em torno de 100°C
esta associada a eliminacdo de moléculas de agua. Em 250°C ocorre a segunda etapa de
perda massica (em torno de 40%), apresentando certa resisténcia até aproximadamente
700°C quando ocorre novamente a degradacdo (mas ndo total) do material

(aproximadamente 30% de residuo) 4%,

Comparando os percentuais de perda massica dos hidrogéis com a heparina sodica,
pode-se observar uma variacdo significativa com relacdo aos demais hidrogéis (sem HP),
verificando um deslocamento nas curvas de degradacéo. Portanto o VPHAHP apresenta o
menor percentual de perda massica (degrada menos) ja o VPAAHAHP apresenta um
percentual de perda maior (degrada mais). Isto pode estar atribuido, devido a proximidade

das temperaturas de degradacéo do acido acrilico e da heparina.
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Figura 22 - Termograma TGA dos hidrogéis

A caracterizacdo viscoelastica de um hidrogel constituido de cadeias reticuladas
(rede tridimensional) foi realizada a partir de um experimento de varredura de frequéncia
avaliando o comportamento dos médulos de armazenando (resposta elastica) e de perda

(resposta viscosa).

A Figura 23 mostra os moédulos de armazenamento e de perda em funcdo da
frequéncia, com temperatura constante em 37°C. Pode ser observado que aumentando a
frequéncia ocorre um aumento nos médulos, ou seja, diminuindo o tempo de relaxacao,
ocorre uma reducéo na flexibilidade das amostras tornando-as mais rigidas. Também pode
ser verificado que as particulas de hidroxiapatita ndo atuaram como material de reforco
nestas composi¢cdes de hidrogéis. O ndo acoplamento das particulas de HA ao hidrogel
pode ser benéfico para a aplicagdo pretendida, mantendo os valores de médulo elastico
mais préximos aos tecidos moles, e auxiliando na biocopatibilidade do material em virtude

da elevada biocompatibilidade da HA.

Mesmo apresentando valores relativamente baixos (em comparagao aos polimeros),
o0 médulo de armazenamento dos hidrogéis é maior que o modulo de perda em toda a faixa

de frequéncia de viscoelasticidade, sendo assim, o comportamento elastico dos hidrogéis

Eredomina sobre o comEortamento Viscoso. Isto reforga uma de suas Erincieais
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caracteristicas, que € de apresentar consisténcia elastica devido a quantidade de agua que

podem reter em sua estrutura ©%),
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Figura 23 - Diagramas DMA dos hidrogéis - modulos de armazenamento e de perda em

funcéo da variacdo da frequéncia

O comportamento de inchamento dos hidrogéis exerce um papel importante no
controle da liberagédo do farmaco. Além das caracteristicas peculiares dos hidrogéis, alguns
fatores podem alterar o seu comportamento (pH, temperatura, tempo de irradiacéo, adicao

de outros componentes, etc), portanto requerem uma certa atengao (102,

A figura 24 apresenta o comportamento de inchamento dos hidrogéis em fung¢éo do
tempo de imerséo e é possivel observar diferentes percentuais de inchamento, sendo este,
influenciado pela composicdo dos hidrogéis. Verifica-se que o inchamento dos hidrogéis
aumenta com o aumento do tempo de imersdo, porém os hidrogéis sem a presenca do
acido acrilico apresentam um percentual de absorcdo de agua mais elevado

(aproximadamente o dobro).
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Isto pode ser atribuido ao complexo inter-polimero formado entre o PVP e AA,
através de ligacdes intermoleculares de pontes de hidrogénio, conforme foi anteriormente
descrito e apresentado nos espectros de FTIR. Essas ligacdes, ou seja, a rede
tridimensional formada resulta em uma restricdo na mobilidade das cadeias poliméricas
influenciando diretamente no comportamento de inchamento dos hidrogéis. Sendo assim,
a difusdo da 4gua de fora para dentro nesses hidrogéis de torna mais dificil resultando em
um percentual de inchamento menor. Esse comportamento também foi reportado (relatado)
por outros autores (118),

Jin et al 48), relataram que nestes complexos formados por PVP/AA também existe
uma interacdo hidrofébica significativa devido a inerente hidrofobicidade da estrutura
carbono-carbono. Portanto, isto pode contribuir para 0s menores percentuais de

inchamento nos hidrogéis com &cido acrilico.

Também pode ser observado que a presenca das particulas de hidroxiapatita tenha
interferido no comportamento de inchamento dos hidrogéis, ou seja, as pequenas particulas
podem ter dificultado o processo de absorcdo de agua, pelo travamento da estrutura

polimérica, o que de certa forma € benéfico quando se trata de sistemas de liberacéo
controlada de farmacos.

140
120 -

__100-

Q

o 80

[ o

£

§ 60

S —— VP

= 40+ —VPAA

——VPHA

20 1 — VPAAHA
0 T T T T T

T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min)

Figura 24 - Absor¢cdo de agua dos hidrogéis

Analisar a estrutura morfoldgica dos hidrogéis também é um parametro importante

para os sistemas de liberacdo controlada de farmaco. A figura 25 apresenta as micrografias
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dos hidrogéis (VP e VPAA), dos hidrogéis compésitos (VPHA e VPAAHA) e dos hidrogéis
compositos com a incorporacao da heparina sodica (VPHAHA e VPAAHAHP).

Pode-se perceber que o hidrogel com acido acrilico, figura 25 (b), apresenta uma
superficie rugosa e segundo Abu Seman et al 4" essa rugosidade superficial pode
influenciar na incorporagao (agregacao) de outros materiais, por exemplo, na incrustagéo
de moléculas quando o seu tamanho apresenta escala de rugosidade semelhante. As
figuras 25 (c), (d), (e) e (f) apresentam as microscopias eletrbnicas de varredura das
amostras, onde observamos porosidade na sua superficie das composi¢ces, sendo mais
perceptivel nas figuras 25 (d) e (f). Pode-se perceber também que a hidroxiapatita, nas
figuras 25 (c) e (e), esta distribuida mais uniformemente, apresentando uma superficie mais
homogénea. A porosidade pode estar diretamente relacionada com trés fatores: peso
molecular e tamanho de cadeia; formacédo do complexo inter-polimero (reticulacéo) e a

interacao do farmaco com esses polimeros.

O PVP forma poros maiores, porém em menor quantidade devido ao seu elevado
peso molecular e ao comprimento da cadeia %2, Conforme ja constatado na andlise de
FTIR, os hidrogéis com &cido acrilico formam o complexo inter-polimero, através das
ligacOes intermoleculares de pontes de hidrogénio (aumento da reticulacdo). Isto resulta na
aproximacao das cadeias e consequentemente na reducao dos espacos livres aumentando

a quantidade de poros (poros menores).

Com relagéo a interacdo do farmaco com os polimeros, dependendo da natureza
dos grupos funcionais de ambos essas interacdes podem de fato existir. Conforme ja
descrito na literatura, a heparina pode ser conjugada (ligada) com compostos organicos
visando tornar o farmaco mais hidrofébico (142, Portanto para estas composicdes de
hidrogéis, a heparina sodica tem uma forte tendéncia a formar interagcbes com 0s grupos

carboxilicos do acido acrilico.
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Figura 25 - Micrografias MEV dos hidrogéis: (a) VP, (b) VPAA, (c) VPHA,
(d) VPAAHA, (e) VPHAHP e (f) VPAAHAHP

5.2 ETAPA 2: Liberacéo do farmaco e cinética de liberagao
Os hidrogéis compasitos obtidos na etapa anterior foram avaliados quanto a adicédo
e liberacdo do farmaco, bem como as cinéticas para andlise de liberacdo através de

modelos matematicos.
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Liberacdo do farmaco

Os perfis de liberagdo dos hidrogéis compdésitos em estudo foram obtidos através de
coletas seriadas em intervalos de tempo pré-definidos. A figura 26 apresenta o gréafico do
percentual liberado em relacdo ao tempo, bem como, os valores meédios de liberacdo com
0s respectivos desvios-padréo, apresentados na tabela 7. Observa-se que os perfis obtidos
apresentam perfil de liberacdo controlada do farmaco e este comportamento oferece
vantagens sobre os métodos convencionais, tais como, a manutengdo de niveis constantes
de droga no organismo por um determinado periodo de tempo, aumentando o conforto do
paciente e a eficacia do tratamento.

Pode ser observado que nas primeiras 8 horas o hidrogel VPHAHP apresentou
liberacdo do farmaco mais elevada, aproximadamente 80% da massa total. Ja o hidrogel
contendo o 4cido acrilico apresentou inicialmente uma liberagdo mais lenta e apds 48 horas
se aproximou da quantidade liberada pelo outro hidrogel. Isto pode ser explicado através
dos trés fatores (ja descritos anteriormente): porosidade; formacdo do complexo inter-
polimero (reticulacdo) e a interagdo do farmaco com esses polimeros. O hidrogel VPHA
apresenta menor grau de reticulagdo e poros maiores facilitando assim a liberacdo da
heparina, sendo que esta ocorre mais rapidamente nas primeiras horas por se encontrar
mais proximo da superficie. Ja para o hidrogel com acido acrilico (VPAAHA) a presenca
das ligacOes inter-polimeros aumenta a reticulacdo das cadeias, diminui o tamanho dos
poros dificultando o processo de liberacdo do farmaco. Vale ressaltar também que a
interacdo da heparina com os grupos carboxilicos do acido acrilico retarda a sua liberacéo
(118,102) @ que a adigdo de HA também contribui para a reducéo da absorgdo de agua e do

inchamento, como visto anteriormente na figura 24.

A guantidade de farmaco liberado nos dois sistemas de hidrogéis diminui com tempo,
chegando a um valor constante em cerca de 50 horas. Esta rapida taxa de liberacdo da
heparina pode ser vantajosa, visto que garantiria uma alta concentracdo de medicamento
no inicio da implantagéo. Os hidrogéis funcionam como sistemas matriciais onde o farmaco
pode ou ndo estar homogeneamente disperso na matriz polimérica e a sua liberacdo
envolve processos fisicos e quimicos, incluindo a entrada de agua na matriz
(inchamento/relaxamento das cadeias), a dissolu¢do do farmaco e a sua difusdo através

dos poros da matriz. Sendo assim, os perfis de liberagdo destes sistemas sao
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caracterizados por uma diminuicdo da taxa de liberacdo com o tempo, devido a maior

distancia que o farmaco deve percorrer no interior até a superficie da matriz.
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Figura 26 - Taxa de liberacdo da heparina sodica
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Tabela 7 - Valores médios do percentual de liberagdo com os respectivos desvios-padréo

Tempo VPHAHP (%) VPAAHAHP (%)
0,5 hrs 28,50 + 0,03 27,96 + 0,03

1hr 45,26 + 0,03 34,33 £ 0,01

4 hrs 71,37 0,03 41,73 + 0,02

8 hrs 80,75 + 0,04 56,21 + 0,05

1 dia 83,68 + 0,05 78,73 + 0,08
15 dias 91,15 + 0,03 95,16 + 0,08
21 dias 92,46 + 0,03 96,47 + 0,07
30 dias 94,50 + 0,02 98,50 + 0,08
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A partir dos perfis de dissolugédo obtidos, que relacionam porcentagem dissolvida
versus tempo, determinaram-se parametros cinéticos, os quais possibilitaram uma anélise
comparativa com relacdo ao comportamento in vitro desses materiais. A avaliacdo da
cinética permite conclusdes a respeito do processo de dissolucdo de determinada

formulacao.

Cinéticas para analise de liberacao

A etapa da liberagdo da substancia ativa a partir de sistemas de matrizes hidrofilicas
resulta da interacdo complexa entre inchamento, dissolugéo, difusdo e mecanismos de
erosdo. Esta complexidade deve-se ao fato das moléculas do hidrogel, quando em contato
com a agua adquirirem micro e macro estruturas em consequéncia do processo de
transicdo do estado “seco” para o estado maleavel, dependendo do tempo de exposicéo a
agua. Conseguentemente, o tratamento matematico, abrangendo todos estes mecanismos,

torna-se muito mais complexo.

Os dados obtidos nos perfis de liberagdo foram submetidos a tratamentos
matematicos com a finalidade de determinar sua cinética de liberagdo sendo, neste estudo,
aplicados cinco modelos matematicos: Higuchi; Korsmeyer-Peppas; Ritger-Peppas;
Peppas-Shalin e Linder-Lippold. A Tabela 8 apresenta os ajustes dos modelos matematicos
descritos, segundo o coeficiente de correlacdo obtido (r), através do qual se pode afirmar o
modelo mais adequado para descrever a liberagdo da heparina sédica. Os modelos
cinéticos que mais se ajustaram as formulacdes dos hidrogéis foram Peppas-Shalin para
VPHAHP e Ritger-Peppas para VPAAHAHP.

Tabela 8 - Coeficiente de correlagdo (r) dos modelos matematico-avaliadas avaliadas até

as primeiras 8 horas

Ritger Peppas Korsmeyer Linder

Modelos Peppas Shalin Peppas Lippold

Higuchi

Composito r
VPHAHP 0,92674  0,99509* 0,97304 0,97878 0,58933

VPAAHAHP 0,99261* 0,96880 0,97074 0,96666 0,68968

O modelo Peppas-Shalin é utilizado numa tentativa de quantificar as contribuicdes
relativas dos dois fenébmenos responsaveis pela liberagdo do farmaco, difusdo (transporte
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Fickiano) e relaxamento das cadeias poliméricas (transporte Caso Il). A tabela 9 apresenta
0s parametros cinéticos calculados para os sistemas envolvidos e pode ser observado que
a contribuicdo do mecanismo de difusdo Fickiana (K1) prevalece sobre a contribuicdo do
mecanismo de relaxacdo das cadeias poliméricas (Kz), portanto Ki>Kz. Isto também se
justifica através do valor do coeficiente de difuséo obtido para o hidrogel VPHAHP, n = 0,54,
confirmando entdo que o processo de difusdo da heparina sodica nas primeiras 8h € do tipo
Fickiana.

Ja para o hidrogel VPAAHAHP o modelo de Ritger-Peppas apresentou um melhor
ajuste matematico. Neste caso, a cinética de liberacéo do farmaco foi mais lenta, resultando
em uma sobreposicao (somatéria) de ambos o0s processos, tipo Fickiana e de transporte
Caso Il. Porém o valor do coeficiente de difuséo obtido foi de 0,26 indicando a existéncia
de outros fenbmenos envolvidos como a presencga de poros que resulta em valores de “n”
inferiores a 0,5, devido a um processo de difusdo parcial através da matriz polimérica

inchada e através dos poros formados no biomaterial.

Tabela 9 - Ajustes das equacdes de Peppas-Shalin e Ritger-Peppas ao término das

primeiras 8 horas

Compadsito VPHAHP VPAAHAHP
Modelos Peppas-Shalin Ritger-Peppas
K1 (min?t) Kz (min?) n Ki(min?t) Kz (min?) n

499+09 -76%+05 054+0,03 279+09 35+x0,2 0,26+0,03

Segundo Lopes et al (148, nos sistemas com liberacédo controlada, a velocidade de
liberagdo do farmaco resulta da combinacdo da difusdo com o transporte Caso Il das
moléculas de farmaco através das cadeias poliméricas. Nestes casos, a difusdo obedece
as leis de Fick, enquanto que o transporte Caso Il reflete na influéncia do relaxamento do

polimero no movimento das moléculas da matriz.

Apbs o estudo do perfil de liberacdo do farmaco e de sua cinética, pode ser definido
gue o hidrogel compésito VPHA foi o sistema mais adequado para a liberacéo da heparina
sbdica, pois além de apresentar o perfil de liberagdo controlada, se obteve uma rapida
liberacdo do farmaco nas primeiras horas sendo um fator importante e decisivo evitando
assim maiores complicacdes ao paciente pos-implante, bem como sua liberacédo de forma

constante ao longo do periodo de 30 dias.
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5.3 ETAPA 3: Avaliacéao in vitro

O hidrogel compaosito (VPHA) foi avaliado quanto a sua hemocompatibilidade através
do ensaio de hemdlise.

Ensaio de hemodlise

O contato do sangue com o0s biomateriais empregados nos dispositivos pode
desencadear um aumento da resposta inflamatéria sistémica, ja ativada pela condicdo
hemodinamica dos pacientes ®%, ou seja, os biomateriais podem causar hemodlise,

principalmente os stents por serem introduzidos diretamente nos vasos sanguineos onde
permanecem.

A figura 27 apresenta os gréaficos da concentragdo da hemoglobina liberada (ug/mL)
em funcdo do tempo para os hidrogéis e stents revestidos, com e sem heparina. A analise
estatistica foi realizada com ANOVA de duas vias com p0Os-teste de Bonferroni. Pode ser
observado que néo houve diferenca significativa (p>0,05) comparando os controles (CTRL)
com os grupos contendo os hidrogéis dentro de cada tempo analisado. Portanto a partir
deste teste foi constatado que o biomaterial ndo causa hemdlise (ndo interferiu na

hemostasia fisiol6gica) estando de acordo para sua aplicagéo.
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Figura 27 — Concentracdo da hemoglobina liberada em funcdo do tempo: hidrogéis e

stents (CTRL = poc¢o sem hidrogel; CTRL-STENT = stent sem hidrogel)
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5.4 ETAPA 4: Revestimento dos stents metalicos
Primeiramente foi realizado o estudo da rugosidade dos substratos metalicos (placas
de Cr-Co) a partir da andlise por perfilometria e AFM, e, posteriormente, o hidrogel
composito (VPHA e VPHAHP), j4 aprovado no ensaio de hemdlise, foi utilizado como

revestimento dos stents metalicos (Cr-Co).

Andlise da rugosidade

A tabela 10 apresenta os valores da medida Ra (rugosidade média) das placas, ndo
eletropolidas e eletropolidas, através da analise por perfilometria (microrugosidade) e AFM
(nanorugosidade). Podem ser verificados que os valores de Ra para a medida de
microrugosidade sao proximos (praticamente iguais). Ja para a medida de nanorugosidade
houve uma variagéo significativa dos valores de Ra antes e apds o eletropolimento, sendo
claramente visualizado nas imagens topogréficas (figura 28 e 29). Portanto, o tratamento
eletroquimico realizado foi eficaz e os valores encontrados estdo proximos a rugosidade

(Ra = 2nm) de um stent comercial (149),

Tabela 10 - Medida da micro e nanorugosidade das placas néo eletropolidas e

eletropolidas

Ra (um) Ra(nm)
Amostras NE* E* NE* E*
P1 0,04 0,05 7,17 0,54
P2 0,06 0,05 9,21 0,53
P3 0,05 0,05 4,75 1,29
P4 0,07 0,08 3,87 1,14

*NE: néo eletropolidas *E: eletropolidas

A figura 28 mostra visualmente a diferenca de rugosidade apresentada nas

superficies das placas de Cr-Co sem e com o polimento eletroguimico. Sem o
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eletropolimento se observa marcas produzidas pela lixa. A medida que o eletropolimento
vai se tornando efetivo, as marcas da lixa desaparecem na superficie, resultando em uma
maior regularidade, confirmando os resultados obtidos pela tabela 10. O tratamento
eletroquimico reduziu a rugosidade das amostras, sendo um indicativo de que foi efetivo,

proporcionando um bom acabamento superficial.

Figura 28 - Topografias das superficies das placas de Cr-Co: antes (a, b, c, d) e apos (e, f,

g, h) o eletropolimento

A Figura 29 mostra a topografia em 3D das superficies das placas de Cr-Co antes e
apos o eletropolimento, verificando o padrdo de cores, pode ser observado uma maior
regularidade nas superficies submetidas ao eletropolimento, reforcando que o polimento
eletroquimico, com os parametros utilizados, foi adequado e esta de acordo com o0 que se

encontra na literatura.
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Figura 29 - Topografias em 3D das superficies das placas de Cr-Co: antes (a, b, c, d) e

apos (e, f, g, h) o eletropolimento

Ja a figura 30 apresenta as micrografias da superficie de um stent eletropolido e um
stent comercial. Pode ser visualizado que o stent eletropolido apresenta uma quantidade
significativa de precipitados claros. Ja o stent comercial apresenta alguns defeitos
(ranhuras) na estrutura metalica que podem ser decorrentes do processo de fabricacao
e/ou tratamento térmico ndo adequado.

"\uzﬂ:; U o A5 o g 18ky

Figura 30 — Micrografias da superficie dos stents: (a) stent eletropolido (b) stent comercial
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A figura 31 apresenta as micrografias das superficies dos stents eletropolidos com e
sem revestimento. Pode-se perceber que os hidrogéis compdsitos estdo aderidos
(grudados) na superficie do stent, indicando que a rugosidade superficial foi adequada e o

tratamento eletroquimico foi efetivo.

!
1

18kU  X1,588  18mm B Bk T8nm 89z SEI
\

Figura 31 — Micrografias dos stents eletropolidos: (a) sem revestimento; (b) VPHA e (c)

VPHAHP em diferentes aumentos

Esta ultima etapa referente ao revestimento dos stents metalicos ainda estéa na fase
inicial devido aos desafios e a complexidade deste estudo. Porém percebe-se que o0s

resultados encontrados foram satisfatorios.
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6. CONCLUSOES

A obtencdo da hidroxiapatita através do método de sintese por via iUmida mostrou
ser um processo rapido e eficiente. A obtenc&o dos hidrogéis através da polimerizacao via
radical livre por radiacdo UV, também mostrou ser um método eficiente. Através da
caracterizagdo dos hidrogéis foi possivel conectar e relacionar os resultados obtidos.
Portanto, pode-se concluir que os hidrogéis sem a presenca do acido acrilico, apresentam
menor grau de reticulagdo, possuem poros maiores, incham mais, liberando o farmaco mais
rapidamente. Ja os hidrogéis com acido acrilico, possuem poros menores, incham menos,
portanto liberam mais lentamente o farmaco, devido a formacdo dos complexos inter-

polimeros que aumentam o grau de reticulacao.

No estudo de liberacdo do farmaco e de sua cinética, mostrou que o hidrogel
composito VPHA foi o sistema mais adequado para a liberacdo da heparina sddica, pois
além de apresentar o perfil de liberacdo controlada, se obteve uma répida liberacdo do
farmaco nas primeiras horas sendo um fator importante e decisivo evitando assim maiores
complicacBes ao paciente pds-implante, bem como sua liberacdo de forma constante ao
longo do periodo de 30 dias. Os modelos cinéticos que mais se ajustaram as formulacdes
dos hidrogéis foram Peppas-Shalin para VPHAHP e Ritger-Peppas para VPAAHAHP.

O hidrogel compésito VPHA mostrou que ndo causa hemolise (ndo interferiu na
hemostasia fisioldgica) estando de acordo para sua aplicacao.

A Ultima etapa referente ao revestimento dos stents metalicos ainda esta na fase
inicial devido aos desafios e a complexidade deste estudo. Porém percebe-se que 0s

resultados encontrados foram satisfatorios.
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7. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

v' Obtencao de hidrogéis com polimeros condutores
v Estudar e avaliar outros parametros de tratamento eletroquimico
v Testar este sistema de liberagado controlada para outros farmacos

v Estudo da avaliacéo in vivo dos stents farmacol6gicos
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