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RESUMO

Nesse trabalho, sintetizou-se um poliglicerol com estrutura de dendrimero via policondensagéo em
etapas do tipo divergente. Desprotonando o glicidol e utilizando um ndcleo oligomérico de
poliglicerol, uma estrutura arborescente com dispersdo na massa molecular (Mw/M,) igual a 1,05
foi obtida. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton (H) e carbono (**C)
indicaram um grau de ramificacdo de 0,85, caracteristica da estrutura de um dendrimero. A
temperatura de transigao vitrea (Tg) determinada pela calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
foi de -20,2 °C, indicando que a macromolécula possui as caracteristicas fisics adequadas para sua
aplicacdo como revestimento de superficies sintéticas de interesse da area cardiovascular. Através do
método da cianac&o, o polimero arborescente foi imobilizado na superficie de tubos de polietileno.
Os grupos -OH periféricos da superficie do dendrimero sofreram ativacdo para imobilizacdo da
estreptoquinase via reagdo com grupos isocianato e formacéo de ligacdo do tipo amida. O bioconjugado
obtido exibiu um comportamento fibrinolitico e propriedades hemocompativeis promissoras para
sua utilizacdo na area biomédica. Baseando-se nesses estudos, delinea-se possiveis aplicacdes
das estruturas arborescentes contendo estreptoquinase imobilizada na érea cardiovascular para 0s

proximos anos.
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INTRODUCAO GERAL

1.1- Introducéo

Ha pouco mais de meio século o ser humano vem utilizando, de modo sistematico,
macromoléculas sintéticas para a fabricacdo de biomateriais, elementos que visam substituir
um tecido ou 6rgdo biolégico com a finalidade dltima de favorecer a vida. Uma grande parte
dos biomateriais utilizados atualmente é composta por polimeros, especialmente projetados
para sua utilizagdo em contato com o organismo bioldgico. A Figura | ilustra os principais

campos de aplicacdo dos polimeros sintéticos na medicina.'

De origem petroquimica, 0s polimeros sintéticos afetaram profundamente ndo somente as
engenharias mas principalmente a medicina, biotecnologia e também a &area farmacéutica. Na
area médica, cabe ressaltar a fabricacdo de dispositivos como oxigenadores, valvulas
cardiacas, membranas para hemodidlise, cateteres e suturas cirirgicas.® E o surgimento de
novos materiais poliméricos que interagem favoravelmente com o organismo biologico
tornando possivel a substituicdo de 6rgdos lesados irreversivelmente promovendo, desta

maneira, a qualidade de vida do paciente.

A biotecnologia sofreu profundas modificagcGes no que se refere as areas de biocatéalise e
processos de separacdo. Nas Ultimas trés décadas uma grande énfase foi dada as técnicas de
imobilizacdo de enzimas em suportes poliméricos bem como a utilizagdo de polimeros na

purificagio de principios ativos naturais.”®

O desenvolvimento da técnica de imobilizacdo de enzimas em membranas poliméricas influiu
de maneira consideravel para a reducdo das etapas de operag¢fes unitarias dos processos
bioguimicos e, conseqgiientemente, no custo do produto final. Tais membranas com
biocatalisadores imobilizados também tiveram um papel muito importante para o
desenvolvimento dos biosensores de enzimas imobilizadas, amplamente utilizados nas areas

de controle e automagZo de processos fermentativos, bem como na bioquimica clinica.*”*



O impacto nas ciéncias farmacéuticas ndo foi menor relativamente a medicina e biotecnologia. A
sintese de polimeros sollveis em agua via polimerizagdo radicalar como a
poli(vinilpirrolidona), poli(etilenoglicol), poli(acido acrilico), poli(acido latico) entre tantos
outros tornou possivel a obtencéo de agentes expansores de plasma, géis para ultra-sonografia,
sistemas com propriedades antimicrobianas, cosméticos, membranas para o tratamento de
queimaduras ou simplesmente a adsor¢éo de exudados de feridas de pacientes com mobilidade

restringida, revestimentos de capsulas de comprimidos e outros materiais ja amplamente
19

difundidos pela industria farmacéutica.

Embora houvesse uma verdadeira explosdo com relacdo ao desenvolvimento de novas rotas de
sintese e uma grande evolucgdo nas técnicas de caracterizacdo de polimeros na década de 60, ha
somente trés décadas um controle preciso dos processos de polimerizacdo foi atingido de
modo a obter-se materiais microestruturalmente projetados para atingir-se 0s objetivos

altamente especificos das areas medica e farmacéutica.

No final do século XX surgem os polimeros de microestrutura digitalizada (imprinting
polymers) e macromoléculas altamente ramificadas denominadas dendrimeros. Tais sistemas
macromoleculares causaram uma verdadeira revolugdo nas areas médica e farmacéutica uma
vez que mimetizam proteinas, agem como receptores artificiais de anticorpos, promovem a
sintese quiral pois possuem capacidade para a separacdo de enantiomeros e varias outras

propriedades caracteristicas de materiais nanotecnologicamente projetados. >

Dendrimeros sdo considerados atualmente como os blocos fundamentais da quimica
nanoscopica. Tais compostos isomoleculares possuem elevado nivel de organizagdo estrutural e

marcam o inicio de uma nova era na ciéncia macromolecular: a era da quimica nanoscopica.

Com respeito a estrutura supramolecular, as estruturas dendriticas marcam uma evolucao

notavel quanto a capacidade humana de controlar a sintese molecular ao nivel nanométrico.

As macromoléculas dendriticas apresentam a extraordinaria capacidade mimetizante das
proteinas globulares. O carater inerte, quanto a sua imunogenicidade aliado a elevada

funcionalidade superficial e microestrutura composta essencialmente de nanocavidades



homogeneamente distribuidas pela macromolécula dendritica, tem atraido a atengdo de

inumeros pesquisadores da area biotecnoldgica.

A aplicagdo de macromoléculas dendriticas nas ciéncias farmacéuticas, particularmente na
area de sistemas de liberacdo controlada de farmacos tem evoluido significativamente na
ultima década. Neste sentido, a literatura tem destacado a aplicacdo de dendrimeros na
obtencdo de imunoconjugados,’® contrastes radioldgicos,'” farmacos para o tratamento de

cancer®® entre outros.

Hé& cerca de uma década nosso laboratdrio tem se dedicado a pesquisa para obtencdo de
superficies poliméricas biocompativeis, particularmente aquelas compativeis com o fluido

bioldgico vital; 0 sangue.”®

Inicialmente, nossa preocupagdo era minimizar as interagfes entre a superficie sintética e 0s
elementos sanguineos. Optamos neste sentido pela sintese de copolimeros de enxerto
hidrofilicos em uma superficie hidrofobica. O elevado contetido de &gua da superficie sintética
levava a uma minimizacdo na energia livre de superficie e consequentemente, a uma maior

hemocompatibilidade da macromolécula sintética.

Em uma etapa posterior, 1994, passamos a imobilizar compostos bioativos em superficies
sintéticas de modo a inibir a cascata de coagulacdo sanguinea. " Albumina e derivados do
acido salicilico foram imobilizados covalentemente nas superficies de polietileno (PE) e
poli(cloreto de vinila) (PVC), materiais reconhecidamente trombogénicos. Uma melhora
significativa nas propriedades hemocompativeis foi observada ap6s a modificagdo superficial
dos polimeros de base petroquimica (PE, PVC). Em ambos os processos (obtencdo de
copolimeros de enxerto de elevada hidrofilicidade e biofuncionalizagdo de superficie)

utilizamos essencialmente a radiagéo ionizante.

A sintese de polimeros através da radiagdo ionizante apresenta algumas vantagens em relacéo
as metodologias convencionais uma vez que envolve a formacdo de radicais livres ou reacoes
idnicas sem a necessidade de adicdo de catalisadores ou de aquecimento do sistema reacional.

Simultaneamente ao processo de sintese 0 material também € esterilizado, 0 que constitui uma



vantagem adicional quando o processo envolve a obtencdo de biomateriais. A Figura 2 ilustra as

fontes de radiacdo utilizadas em nosso trabalho para a sintese de copolimeros de enxerto.

Recentemente, os poliglicerdis tém despertado nossa atencéo devido as suas propriedades
biocompativeis. Tais polimeros sdo poliéteres de elevado peso molecular sollveis em agua,

obtidos a partir da reagdo de policondensagdo da glicerina.

As propriedades biocompativeis (baixa citotoxicidade) dos poliglicerdis levaram a aprovagao
pelo FDA (Food and Drug Administration) de sua utilizacdo na industria farmacéutica e
alimenticia como emulsionantes. 2" Tais propriedades tornam os poliglicerdis compostos
altamente promissores para 0 projeto de revestimentos de superficies com atividade
fibrinolitica. A aplicacdo de dendrimeros do tipo poliglicerois densamente ramificados com
atividade fibrinolitica € uma alternativa interessante para a obtencdo de revestimentos
hemocompativeis de aplicacdo imediata na area cardiovascular, ainda ndo devidamente

explorada pela literatura.

1.2- Objetivos da Tese

Este trabalho teve por objetivo investigar a obtencdo de dendrimeros com atividade
fibrinolitica baseados no sistema poliglicerol dendritico (PGLD)/estreptoguinase (Sk) com a
finalidade de imputar propriedade hemocompativel a superficie polimérica de poliolefinas. A

poliolefina utilizada neste trabalho foi o polietileno de baixa densidade (PE).

1.3- Estrutura da Tese

No capitulo 2 é apresentada uma reviséo geral da literatura com relagéo as técnicas de sintese de
polimeros compativeis com o sangue. A descricdo de superficies tipo hidrogeéis introduz a
técnica da copolimerizagdo por enxertia para a obtencéo de superficies poliméricas com baixa
energia livre de superficie. A biofuncionalizacéo de superficies com compostos bioativos para a
inibicdo da cascata de coagulacdo do sangue é apresentada como uma rota alternativa para a

obtengdo de materiais poliméricos compativeis com o sangue. Novos sistemas



macromoleculares baseados em dendrimeros s&o apresentados como uma alternativa promissora para

a obtencdo de polimeros compativeis com o sangue.

A sintese e a caracterizagdo de poliglicerol dendritico sdo apresentadas no capitulo 3. A
técnica de sintese tipo divergente é descrita e as caracterizagbes fisico-quimicas para a
determinagdo da dispersdo na massa molecular, tensdo superficial, difusdo de &gua e
microestrutura sdo estudadas pelas técnicas cromatografia de permeacdo em gel (GPC),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia vibracional (FTIR/ATR) e ressonancia

magnética nuclear (H-NMR, *C-NMR); respectivamente.

A obtencdo de superficies dendriticas com elevada atividade fibrinolitica é discutida no
capitulo 4. Tubos de polietileno sofreram amondlise apds serem submetidos a descarga de
plasma em atmosfera de NEfyg). Os grupos -NU2 superficiais foram utilizados para o
acoplamento do dendrimero PGLD, seguido de biofuncionalizagdo da superficie sintética com a

estreptoquinase (SK).

No capitulo 5 s8o descritas as propriedades bioguimicas in vitro relacionadas as propriedades
hemocompativeis da superficie de PE revestida com o conjugado PGLD estreptoquinase. Os
fendmenos de adesdo e ativacdo plaquetéaria, bem como a formagdo de trombos, foram
avaliados por microscopia eletronica de varredura (SEM). O estudo da bioatividade da

estreptoquinase foi realizado por técnicas ex-vivo € in vitro.

O capitulo 6 contém uma discussdo a respeito das conclusdes gerais dos resultados obtidos neste
trabalho.

O capitulo 7 apresenta as perspectivas futuras com relagdo as possiveis aplicacdes dos

resultados aqui apresentados.



1.4-

1.

Referéncias Bibliograficas

RATNER, B.D. New ideas in biomaterials science- a path to engineered biomaterials.
J.Biomed.Mater.Res. 27: 837-850, 1993.

PISKIN, E. Synthetic polymeric membranes: biologica! applications. In: PISKIN, E.;
HOFFMAN, A.S. Polymeric biomaterials. Dordrecht, Netherlands, Martinus
NijhoffPublishers, 1986. pp. 110-135.

RATNER, B.D. Biomedical applications of synthetic polymers. In: ALLEN, G,
BEVINGTON, J. (Eds.) Comprehensive polymer science. New York (EUA),
Pergamon Press, 1989. v.7, pp. 201-47.

VERT, M. Design and synthesis of bioresorbable polymers for the controlled release of
drugs. In: ILLUM, L.; DA VIS, S.S. (Eds). Polymers in controlled drug
delivery, 2003. pp. 117-30.

WISEMAN, A. Manual de biotecnologia de los enzimas. Zaragoza (Espana), Editorial
Acribia, 1991.

BAILEY, J.E.; OLLIS, D.F. Biochemical engineering fundamentais. New York,
McGraw-Hill, 1986. pp. 180-220.

DE QUEIROZ, AAA; VITOLO, M.; DE OLIVEIRA, R.C.; HIGA, O.Z. Invertase
immobilization onto radiation-induced graft copolymerized polyethylene pellets.
Radiat.Phys.Chem. 47(6): 873-80, 1996.

DE QUEIROZ, A A A;; VARGAS, RR.; HIGA, 0.Z.; BARRAK, E.R.;BECHARA,
E.J.H.; WLASDISLAW, B.; MARZORAT], L. Graft copolymers with immobilized
peroxidase for organic synthesis. Radiat.Phys.Chem. 55: 345-52, 1999.

DE QUEIROZ, A.AA.; VARGAS, HIGA, 0.Z.; RIBEIRO, R.R.; VITOLO, M.
Lactam-amide graft copolymers as novel support for enzyme immobilization.
J.Appl.Polym.Sci. 84: 767-77, 2002.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

SCHEPER, T.H.; REARDON, K.F. Sensors in biotechnology. In: GOPEL, W.; JONES,
T.A; KLEITZ, M., LUNDSTROM, L; SEIYAMA, T. Chemical and
biochemicalsensors.Wewheim(Gennany),VCII, 1992. v.3,pp. 1025-102.

LIU, Y.; YU, T. Polymers and enzyme biosensors. J.M.S.-Rev.Macromol.Chem.Phys.
C37(3): 459-500, 1997.

FALCAO M.L.C. Sintese e caracterizacdo de estruturas porosas de quitosana pela
técnica de separacdo de fase para aplicagbes biomedicas. Itajubd/MG, 2003.
Dissertacdo de mestrado, Departamento de Fisica e Quimica/Universidade Federal de
Itajuba.

MATHEW-KROTZ, J.; SHEA, KJ. Imprinted polymer membranes for me selective
transport oftargeted neutral molecules. J.Am.Chem.Soc. 118: 8154-57, 1996.

HART, B.R.; RUSH, D.J.; SHEA, J.K. Discrimination between enantiomers of
structurally related molecules: separation of benzodiazepines by molecularly
imprinted polymers. J.Am.Chem.Soc. 122: 460-, 2000.

HART, B.; SHEA, KJ. Synthetic peptide receptors. Molecularly imprinted polymers
(MIP's) for the recognition of peptides using peptide-metal interactions.
J.Am.Chem.Soc. 123: 2072-76, 2001.

BARTH R.F., ADAMS D.M., SOLOWAY AH., ALAM F., DARBY M.V. Boronated
starbust dendrimer-monoclonal antibody immunoconjugates: evaluation as a potential
delivery system for neutron capture therapy. Bioconjugate Chem. 5: 58-66, 1994.

WIENER E.C., BRECHBIEL M.W., BROTHERS H., MAGIN R.L., GANSOW O.A,
TOMALIA D.A., LANTERBUR P.C. Dendrimer-based metal-chelates: a new class
of magnetic resonance imaging contrast agents. Magn.Reson.Med. 31:1-8, 19%4.

BAKER J.RJr., QUINTANA A, PIEHLER L., BANAZAK-HOLL M., TOMALIA D. A,
RACZKA E. The synthesis and testing of anti-cancer therapeutic nanodevices.
Biomed.Microdevices 3: 61-69, 2001.



19. DE QUEIROZ A.A.A. Obtencdo de copolimeros de enxerto via radiacdo ionizante,
caracterizacdo e estudo de suas propriedades hemocompativeis. Sdo Paulo, 1993. Tese
de doutoramento, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da Universidade de S&o
Paulo.

20. DE QUEIROZ A.AA, BARRAK E.R,, GIL H.A.C., HIGA O.Z. Surface studies of
albumin immobilized onto PE and PVC films. J.Biomater.ScLPolym.Edn. 8 (9): 667-
81,1997.

21. DE QUEIROZ A.AA., GALLARDO A.; SAN ROMAN J., HIGA O. Hemocompatible
properties of polymeric derivative of paracetamol. J.Biomater.Sd.Polym.Edn. 7(6):
523-30, 1995.

22. MICHAEL W.R., COOTS R.H. Metabolism of polyglycerol and polyglycerol esters.
ToxicolAppLPharmacol 20: 334-45,1971.

23. WILSON R., van SCHIE B.J., HOWES D. Overview of the preparation, use and
biological studies on polyglycerol polyricmoleate (PGPR). FoodChem.Toxicol. 36: 711-
18,1998.



Cardiovascular

\
e 1 5,00%
moﬂsm!ﬂva]

e

Figura | - Uso anual por area da medicina de biomateriais poliméricos nos EUA no ano de
2002. Outros dispositivos incluem cateteres, membranas para oxigenadores e

dialisadores, suturas e drenos cirdrgicos.
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Figura 2- Fontes de radiacéo ionizante do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da
Universidade de S&o Paulo. Acelerador de elétrons (A), gamma cell (°Co) (B) e

fonte panoramica ®Co (C).



POLIMEROS HEMOCOMPATIVEIS: REVISAO DA LITERATURA

2.1 Introducéo

O ser humano alcangou nos dltimos dois séculos um notavel avango cientifico e tecnoldgico na
medicina, guiado pela interdisciplinaridade entre as ciéncias da natureza e a matematica. A evolugéo que
se destaca ndo se refere somente ao avango nos equipamentos de diagndstico mas também nos
procedimentos terapéuticos baseados no desenvolvimento de farmacos resultantes da biologia molecular

e da sintese dos polimeros biocompativeis,

Os polimeros biocompativeis séo caracterizados por ndo induzirem qualquer reagdo imunoldgica ou
toxica indesejaveis, ndo apresentam riscos de transmissdo de patologias infecto-contagiosas nem causam

a degradag?o proteica quando utilizados em contacto com o organismo biolégico. "

Diversos tipos de polimeros biocompativeis, especialmente os de caréter anfifilico continuam sendo
pesquisado e cada vez mais sdo utilizados em procedimentos para a reconstrugdo e recomposicao
tecidual atendendo o requisito de biofimcionabilidade para o qual foram projetados, melhorando

significativamente as condigdes de vida do ser humano.

A utilizacdo de polimeros hidrofilicos na fabricacdo de lentes de contacto para utilizagdo em
oftalmologia por Witcherle e Lim na década de 60 representou o primeiro grande passo para a utilizacéo
de macromoléculas denominadas hidrogéis na medicina. Os hidrogéis encontram numerosas
aplicagbes nas areas médicas e farmacéuticas no projeto de sistemas “inteligentes” para a

liberac&o controlada de farmacos ou naengenharia de tecidos biolgicos.**

O aperfeicoamento da técnica de circulacdo extracorpdrea e a criagao das primeiras proteses valvares
mitrais e adrticas no final da década de 50 e meados da década de 60 motivam o interesse da

comunidade cientifica para o desenvolvimento de polimeros



compativeis com o sangue dado as dificuldades na época de se obter materiais resistentes e

pouco trombogénicos para a confecgdo das valvulas cardiacas. ™"

Um mecanismo biolégico natural tem limitado grandemente o desenvolvimento de
polimeros compativeis com o sangue, também denominados de polimeros hemocompativeis

ou antitrombogénicos: a cascata da coagulacdo sanguinea.

2.2- A Cascata de Coagulacdo Sanguinea

O sangue € um fluido heterogéneo de elevada complexidade onde elementos celulares como as
hemacias, leucdcitos e plaquetas respondem pelo transporte de oxigénio, para os tecidos,

integridade do sistema imunolégico humano e a cascata da coagulacdo, respectivamente.’®

A coagulacdo sanguinea pode ocorrer através de duas vias basicas: Intrinseca (em que os
elementos necessarios a coagulagao ja estdo presentes no sangue) e a Extrinseca (na qual existe
a necessidade de um elemento externo ao sangue para que se processe). Ambas as vias,

intrinseca e extrinseca confluem para uma via final comum.

A via extrinseca € iniciada com a liberacdo de tromboplastina tecidual apés uma lesédo do
tecido bioldgico. Nesta via a formacdo do ativador extrinseco se d& quando o fator I1ll
(lipoproteina) é liberado pélos tecidos que estdo em torno do vaso sanguineo, de modo que a
funcdo proteica deste fator ativa o fator VIl na presenga de célcio e o fator X ativa o fator V que

vai agir com a fragéo lipidica do fator III.

A via intrinseca € iniciada pela exposicdo do sangue a uma superficie negativamente
carregada. A formac&o do ativador intrinseco se da quando o fator XII (fator de Hageman)
é ativado no momento em que entra em contato com as bordas da lesdo vascular. Uma vez
ativado o fator XII d& origem a uma reacdo em cascata que consiste na ativagao do fator XI na

presenca do célcio.

Na via intrinseca, a calicreina deflagra a ativagdo dos fatores XII, X1 e IX, em cascata, ou seja,

um fator ativa o seguinte, numa sequéncia ordenada. O fator X, em presenca



de célcio e o fator VIII (anti-hemofilico) ativam o fator X, iniciando a via final comum. O fator
V (ativado pelo fator X) reagira com os fosfolipideos liberados pelas plaquetas, originando desta

forma o ativador intrinseco.

Na via comum, a protrombina é ativada pelo fator X ativado (tenha o processo se iniciado
pela via extrinseca ou pela intrinseca), formando-se trombina. A trombina ndo somente converte
o fibrinogénio em fibrina, mas também ativa o fator XIlIl, responsavel pela polimerizacdo da
fibrina. A polimerizacdo da fibrina é fruto da reacdo catalisada pelo fator VIII ativado, que se

comporta como uma amidase.

A fibrina polimerizada € insoltvel, e forma um reticulo que aprisiona células do sangue,
formando um coagulo ou trombo, cujo objetivo original seria o fechamento de uma
descontinuidade na parede do vaso. Quando o sistema é ativado dentro do vaso (ou na
superficie de um material sintético implantado), o coagulo formado pode obstruir o ou ser

levado pelo fluxo sanguineo comprometendo seriamente a salide do paciente.

O coégulo formado é reabsorvido simultaneamente com a cicatrizagdo da parede do vaso
sanguineo cerca de 24-48 horas ap6s o inicio da coagulacdo em um mecanismo conhecido
como fibrindlise. Neste caso, a substancia responsavel pela reabsorcdo do coagulo é a

fibrinolisina, substancia esta ativada pelo fator XIII.

Ao transformar a trombina (a substancia mais coagulante presente no sangue humano), no
anticoagulante trombomodulina, o endotélio cria um complexo capaz de ativar o sistema
proteina S-proteina C. A proteina S atua estimulando a acdo do inibidor do ativador de
plasminogénio, liberando deste modo o plasminogénio que iré atuar sobre a fibrina, desfazendo o

coagulo sanguineo. A proteina C é um cofator necessario para sua atuacao.

A antitrombina Il é ativada pela heparina e representa a principal defesa anticoagulante. A
trombomodulina, produzida pelo endotélio, ativa o sistema proteina C/proteina S, segunda
linha de defesa antitrombo. Caso essa defesa seja vencida, entra em a¢do o sistema fibrinolitico,

capaz de lisar o trombo e restabelecer o fluxo nos vasos



ocluidos por coagulos sanguineos. Para uma melhor compreensdo, a cascata de

coagulacéo do sangue € representada esquematicamente na Figura l.

2.3- Modelos que Explicam a Hemocompatibilidade de Superficies Sintéticas

Dentre todos os critérios exigidos para um material sintético ser considerado biocompativel a
compatibilidade com o sangue parece ser uma barreira intransponivel que limita grandemente a
aplicagdo dos polimeros sintéticos na area cardiovascular. De um modo geral um polimero é
considerado hemocompativel ou antitrombogénico se ndo houver ativacdo da cascata de
coagulagdo intrinseca do sangue bem como auséncia de plaquetas e leucdcitos ativados aderidos

em sua superficie.™

Nos dltimos 50 anos uma vasta literatura foi publicada relativamente a sintese de polimeros
compativeis com o sangue sendo atingido progressos significativos no desenvolvimento de
materiais para a area cardiovascular.'*"?? Entretanto, do ponto de vista teérico; o conhecimento
acerca do mecanismo pelo qual uma superficie sintética interage com 0 sangue e seus elementos

continua sendo apenas qualitativo.

A interacdo de uma superficie polimérica com o sangue envolve uma fenomenologia complexa
onde fenomenos de interface como a difusdo de &gua e ions, topologia superficial, microdominios
hidrofilicos/hidrofobicos e composicdo quimica de superficie podem influenciar as interagdes

entre a superficie sintética e o tecido biologico*

Dado 0 sucesso da termodindmica de superficies em explicar os fenomenos de bioadesdo em
superficies sintéticas a energia livre superficial de polimeros tem se apresentado como um modelo
mais quantitativo e conveniente para a previsdo da compatibilidade com o sangue de uma

superficie polimérica,”"®

O caréater atemporal da termodindmica é o grande rival do modelo termodindmico uma vez que a
area cardiovascular exige a utilizacdo de proteses implantaveis por um periodo de tempo

relativamente longo.



2.4- Métodos de Obtencao de Polimeros Compativeis com o Sangue

De uma maneira geral, a obtengéo de polimeros hemocompativeis pode ser efetuada através
da sintese de materiais cujas interacbes com 0os componentes do sangue sdo minimizadas ou;

sintese de polimeros capazes de inibir algum dos processos que ativam a cascata de coagulacéo.

A minimizacéo das interacGes da superficie polimérica com o0 sangue pode ser atingida através
da modificagdo da superficie de polimeros convencionais pela técnica de enxertia para a
obtencéo de hidrogéis com as propriedades mecéanicas mais adequadas para aplicacdo na area
cardiovascular. Neste caso, o elevado conteudo de agua superficial reduz a energia livre de
superficie do material sintético tornando-a proxima a do tecido biolégico além de fornecer uma
estrutura difusa que impediria a desnaturacdo das proteinas eventualmente adsorvidas na

superficie sintética.

Um progresso significativo foi alcangado em cerca de 30 anos de pesquisas acerca da obtencao
de superficies poliméricas com boa hemocompatibilidade envolvendo a sintese de
copolimeros de enxerto cuja superficie apresenta um elevado contetdo de &gua quando
implantada no organismo bioldgico. As rotas sintéticas mais promissoras envolvem a sintese
de hidrogéis derivados dos mondmeros N,N'-dimetilacrilamida (DMAm), metacrilato de 2-
hidroxietila (HEMA) e N-vinil-2-pirrolidona (VP) diretamente enxertados nas superficies de
polimeros hidrofobicos como o polietileno (PE), poli(propileno) (PP), silicone, poli(uretanas)

entre outros ou mesmo copolimerizados entre si. ¢!

A sintese de copolimeros de enxerto tipo hidrogéis requer técnicas sintéticas que permitam a
obtencéo de materiais de elevada pureza uma vez que a finalidade Gltima do material resultante é
o implante em organismos vivos. Sendo assim, a copolimerizacido por enxertia iniciada por
radiacGes ionizantes como raios gama e elétrons acelerados séo apontados na literatura como
as rotas sintéticas mais promissoras para a obtencéo de polimeros compativeis com o sangue
relativamente as metodologias convencionais. A radia¢do ionizante envolve a formagdo de

radicais livres diretamente na superficie do



polimero hidrofébico e a0 mesmo tempo inicia a copolimerizacéo radicalar do mondémero
hidrofilico sem a necessidade da adicdo de catalisadores ou aguecimento do sistema
reacional.”*** Por outro lado, alguns inconvenientes da técnica tais como a utilizagio de fontes
ndo convencionais de energia no processo de sintese que encarecem significativamente o
processo e reacOes secundarias de reticulacdo e degradacdo limitam a utilizacdo da técnica

da copolimerizagdo por enxertia.

Com relacéo a obtencdo de superficies poliméricas capazes de inibir algum dos processos
que produzem a cascata da coagulacdo sanguinea destacam-se os trabalhos envolvendo a
sintese de polimeros biofuncionalizados. Polimeros biofuncionalizados podem ser preparados
através da técnica de imobilizacdo de um composto bioativo que inibe alguns dos processos da
cascata de coagulacéo do sangue tais como a adsorcao de fibrinogénio ou a adesdo e ativacéo das

plaquetas do sangue.

A funcionalizacdo de superficies poliméricas através da copolimerizacdo por enxertia para a
imobilizacao de heparina, proteinas e derivados do acido acetil salicilico tem permitido a
obtencdo de polimeros sintéticos que tendem a prevenir a formacdo de trombos em
implantes cardiovasculares.™"® O copolimero de enxerto pode ser ativado para a imobilizacéo de
compostos bioativos através de uma rota que permita a maxima manutencao da integridade do
componente biolégico em uma rota similar ao processo de imobilizacdo de enzimas em

superficies sintéticas.®®

Embora a utilizacdo de copolimeros de enxerto tipo hidrogéis permita a obtencdo de
polimeros sintéticos cuja compatibilidade com o sangue é bastante promissora, as
dificuldades do controle da arquitetura molecular do material bem como os processos de

obtencdo altamente especificos limitam a disseminacéao da técnica a nivel industrial.



2 5- Macromoléculas Dendriméricas

A sintese de polimeros dendriticamente estruturados na década de 80 vem abrir um novo
horizonte no campo de biomateriais.**"® Propriedades como monodisperséo, topologia que
mimetiza a estrutura de proteinas, lipossomas e micelas regulares bem como sua atuagdo
como endo/exo receptores fazem dos dendrimeros sistemas macromoleculares promissores para

aplicagBes em farmacia e medicina.

Os polimeros denominados dendrimeros surgem como consequéncia da evolucdo nos
processos de sintese de macromoléculas ocorrida durante os séculos XIX e XX. A sintese
de polimeros envolvia inicialmente processos de polimerizagdo radicalar de natureza
estatistica levando a obtencdo de materiais polidispersos com muito pouco controle da

distribuicdo da massa molecular e microestrutura da macromolécula obtida.

Durante as ultimas trés décadas do século XX a sintese macromolecular evoluiu para
processos de polimerizacdo mais controlados envolvendo as técnicas de polimerizacéo idnica,
processos de protecdo/desprotecao tipo Merrified e a chamada reacdo em cadeia via polimerase.
Tais técnicas levaram a obtencdo de sistemas cuja microestrutura da macromolécula poderia

ser precisamente definida.

Os géis reticulados constituem a segunda classe mais importante de sistemas poliméricos
obtidos a partir de mondmeros polifuncionais ou precursores oligoméricos. Um grande esforco
foi realizado no século XX para uma melhor compreensdo do processo de formacdo de

redes tridimensionais macromoleculares culminando com o desenvolvimento da teoria da

percolacéo.

79181

Desta maneira, 0s sistemas dendriméricos surgem como uma consequéncia do controle preciso
do processo de sintese o que promove uma elevada densidade de grupos funcionais na
superficie macromolecular. A elevada densidade de grupos funcionais e a isomolecularidade
fazem dos dendrimeros sistemas atraentes para a imobilizagao de biomoléculas com atividade

fibrinolitica.



2.6- A terapia trombolitica

O tratamento efetivo do infarto agudo do miocérdio se iniciou na década de 70, ap6s 0 advento
da cinecoronografia e das cirurgias da ponte de safena. O estudo de pacientes na fase aguda do

infarto veio comprovar que a trombose era a causa fundamental da oclusdo coronariana.

A descoberta de agentes tromboliticos como a estreptoquinase (SK) e o ativador tecidual do
plasminogénio (t-PA) associado aos problemas logisticos de uma cirurgia de emergéncia,
levou varios investigadores a utilizar tais farmacos para fazer a lise do trombo
estabelecendo-se entdo na década de 80 a conduta médica ideal para o tratamento

trombolitico por via intravenosa.®"%

Entretanto, algumas desvantagens da terapia trombolitica parece estar associadas a fatores
como risco de hemorragia intracraniana (principalmente em pacientes idosos),hipotenséo,

recidiva da isquemia e principalmente baixo fator de reperfusio coronéria (fluxo TIMI 3) 5

Concomitantemente ao desenvolvimento da terapia trombolitica, uma via paralela para obter
reperfusdo com técnicas baseadas em catéter chamava a atencdo pela possibilidade de se obter
um elevado fator de reperfusdo além de se aplicar a pacientes onde a trombdlise ndo era

indicada: a angioplastia coronariana transluminal percutanea (ACTP).®

No entanto, apesar da comprovacdo da superioridade da ACTP relativamente a terapia
trombolitica, notadamente nos pacientes de alto risco e idosos, isquemia recorrente,
reinfarto, a necessidade de equipe treinada para a pratica do procedimento cirurgico e hospital

com equipamento adequado constitue os fatores limitantes da ACTP.*

A utilizacdo de stents em casos de infarto agudo do miocardio vem colaborar
significativamente para o sucesso da técnica ACTP, levando a uma diminuicdo

significativa das taxas de mortalidade hospitalar, reinfarto, isquemia recurrente e



elevado fator do fluxo coronério TIMI 3.%"%3 A Figura 2 ilustra um stent comumente utilizado na

area cardiovascular bem como seu principio de funcionamento.

Urna vez que stents sdo fabricados a partir de materiais sintéticos ndo hemocompativeis surge a
necessidade de se passivar sua superficie a fim de se inibir a formagdo de trambos, um
fator de risco significativo para o paciente, mesmo quando existe a administracdo de

anticoagulantes.

Atualmente, sdo apontadas na literatura perspectivas de aprimoramento dos stents onde o
surgimento de novos dispositivos que permitem abordar a quase totalidade das lestes desde os
vasos de pequeno calibre (2-2,5 mm) até lesGes longas beneficiara a grande populagéo de

infartados >
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Figura 2-Stent comumente utilizado na area cardiovascular (A) e seu principio de
funcionamento (B).



3

SINTESE E CARACTERIZACAO DE POLIGLICEROIS
DENDRITICOS

3.1-  Introdugdo

A sintese de macromoléculas com estrutura dendritica envolve uma reacdo de
policondensacdo controlada que utiliza uma estratégia sintética repetitiva. Desta maneira é
possivel um controle do peso molecular e do tamanho da macromolécula, o que produz

polimeros isomoleculares.

Os dendrimeros podem ser sintetizados a partir de duas metodologias a saber: a divergente ou
convergente. Ambos os métodos fornecem estruturas altamente simétricas, hiper-
ramificacio, elevado grau de funcionalizago terminal e monodisperséo.™?

O método divergente envolve o crescimento a partir de um nucleo central, onde as
ramificacOes sdo justapostas através de etapas sintéticas repetitivas. Este método €
caracterizado por reacdes que ocorrem por um aumento do nimero de sitios reativos, como se 0
dendrimero estivesse sendo construido “de dentro para fora". O procedimento geral € ilustrado
abaixo:

&

Representac@o esquematica do crescimento de um dendrimero segundo o método divergente.

-~



Embora seja comumente utilizada para a obtencdo de grandes quantidades de dendrimeros, o
método de sintese divergente apresenta como principais inconvenientes as reacfes
incompletas dos grupos terminais que introduzem defeitos na macromolécula. Para impedir a
formacédo de defeitos, normalmente se utilizam grandes quantidades de precursores, 0 que
dificulta a purificagio do produto final.

Representacdo esquematica da sintese de um dendrimero pelo método
convergente.

No método convergente a sintese principia pelo que gerara a superficie externa da
macromolécula. O principio basico do método envolve a construcdo de pequenos
fragmentos denominados dendrons que sofrem policondensagdo e constituem o nucleo
central e que evoluem para a formagéo final do dendrimero. O método convergente é
ilustrado acima. O monémero de partida contém um grupo reativo (RG1) de um lado da



subunidade estrutural e um grupo terminal (TG) na outra extremidade formando na geracao
final, a camada externa do dendrimero. Esse fragmento pode, entdo, reagir com grupos
reativos (RG2) da unidade de repeticdo, que também contém sitios protegidos (PG). Depois da
conversao para um novo grupo reativo (RGi) a sintese pode ser continuada por reagcdo com
uma segunda unidade de repeticdo. A repeticdo do ciclo de desprotecdo/reacdo leva a
construgdo de grandes dendrons. A reacdo dos dendrons desprotegidos com grupos reativos
(RG) de um nucleo terminal, constitui o dendrimero final.

Embora a formacdo de defeitos no dendrimero seja minimizada na rota sintética
convergente e a purificacdo do produto final seja mais facil relativamente a rota sintética
divergente, o impedimento estético causado pélos grupos volumosos na periferia do
dendrimero impede a obtencdo de sistemas de elevadas geracoes.

3.2- Materiais e Métodos

3.2.1- Sintese do poliglicerol com estrutura dendritica

Neste trabalho € descrita a obtencdo do poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD) a
partir da polimerizacéo por abertura de anel do 2,3-epoxi-I-propanol (glicidol) utilizando-se
a sintese divergente e um ndcleo oligomérico de poliglicerol. A escolha do glicidol se deve a
sua elevada reatividade em condigdes brandas de polimerizacdo (baixa temperatura e
pressdo) e a propriedade de gerar poliéteres com elevada densidade de hidroxilas na

superficie da macromolécula.

Inicialmente, um nucleo de poliglicerol (PGL) oligomérico foi preparado a partir da reacdo de
eterificacdo da glicerina a 230 °C utilizando-se Na2CU3 (0.34% m/m) em atmosfera de
nitrogénio e 50 mmHg de pressdo. A agua reacional foi destilada em um equipamento
Dean-Stark.



O poliglicerol (PGL) obtido foi purificado destilando-se a glicerina ndo reagida sob pressao
reduzida (o ponto de ebulicdo da glicerina a 10 mmHg é de 160,8 °C). Apos 23 horas de
reacéo o rendimento do processo foi de 70,8%.

Apos transferéncia do poliglicerol (PGL) para um reator tipo tanque agitado (CSTR) em
aco inox 316 NL provido de um agitador tipo ancora (400 rpm), o sistema foi mantido sob
vacuo a 100 °C por 24 horas para remogao da umidade residual (<0,01% m/m, avaliada por

Karl Fischer). O sistema reacional foi alimentado lentamente (vazio 0,1 mL.min™

) com
glicidol (50 mL) parcialmente desprotonado com metilato de potassio (3,7 M, Fluka). A
temperatura do sistema reacional foi mantida em 90 °C durante 12 horas de processo. Apos
conversdo total, o poliglicerol dendritico (PGLD) foi dissolvido em metanol e neutralizado
apos filtracdo em coluna trocadora de ions tipo catidnica. Apos purificacdo por didlise em
membranas de acetato de celulose para remogédo de poliglicerol ndo reagido. O PGLD
obtido foi seco em seguida sob vacuo por 15 h a 80 °C (10 mmHg). O rendimento do

processo para obtencéo do PGLD foi de 95%.

3.2.2- Controle da Reacéo de polimerizacao

A reacdo de polimerizagdo foi acompanhada através de medidas do indice de refracdo do
sistema reacional utilizando-se um laser de HeNe (X = 632,8 nm, poténcia 10 mW). O
principio basico do método baseia-se na variagéo do indice de refragdo do sistema reacional

com 0 avanco da reacéo de polimerizagao.

Quando a luz laser incide no sistema reacional onde se processa a reacao de sintese do
dendrimero, a relagdo entre a fracdo de luz refletida e a transmitida é dada pela lei de
Snell?

eni
1 senr (1)

sendo n, i, r o indice de refragdo do meio e os angulos de incidéncia e refracédo,

respectivamente.

O experimento para monitoracdo do indice de refracdo em funcéo do tempo € esquematizado
na Figura 1. A medida que ocorre a formagdo do dendrimero o indice de refragio do meio

reacional varia proporcionalmente a posi¢do () da luz laser no anteparo.



O indice de refracdo (n) do sistema reacional é relacionado ao angulo de refracéo (r)

2 1/2

r=sen” (f!—?—) ¥))
n

por:

Do tridngulo DCE na Figura I, pode ser demonstrado que:
6

S 80 =+ (i-r)=180" ()

0 = 4r-2i.

Da Figura |, observa-se que:

0= @

Y
X

Uma vez que X ndo varia significativamente durante o experimento, tem-se que Y é

proporcional a tan 6. Portanto, o deslocamento no feixe de laser a ser medido durante o

2 1/2
Yo tan@| 4sen” 4-n =2l (5
3n?

experimento é dado por:

A expressdo (5) demonstra que a deflexdo na luz laser sera proporcional ao indice de
refracéo do meio.



A reacdo para a obtencdo do dendrimero de poliglicerol pode ser considerada um sistema
ternario formado por glicidol (X1), glicerina (X2) e o poliglicerol (X3). Portanto, o indice de
refracdo () do sistema é dado por:

N=X11M1+X21M2+X31M 3 (6)

sendo que X1, X2 e X3 representam as fracbes molares do glicidol, glicerina e dendrimero,
respectivamente.

Considerando que a reacdo de formagdo do dendrimero é do tipo A—»B, o indice de

refracdo (r[) de um dado sistema reacional pode ser escrito como:

n=nalAl+ng[B] (7)

sendo n A[A] e n B [B] as contribuicbes das espécies A e B participantes do sistema
reacional. Portanto, a contribuicdo de A para o indice de refragdo do sistema reacional

diminui enquanto que a contribuicéo de B paran do sistema aumenta em funcéo do tempo.

Considerando a reagdo polimerizagdo do glicidol como sendo de primeira ordem (ou

pseudo-primeira ordem), reescreve-se a equacao (7) como:**

n=nalAlcoe™ +(1- € ) na[Alco  (8)
sendo 1 .[A]=0 definido como o indice de
refracdo () no tempo t e n B.[A]=0 representan emt = co.

Assumindo conversdo total na reacdo de polimerizacéo, a equacgéo (8) pode ser reescrita como:

N =10 e+ Neu(1-€™)  (9)

ou

N - Nimer) = (Mes0 - Neeo)- € (10)




O porcentual de conversdo para a obtencdo do dendrimero pode ser escrito como:

%Conversio = (1 - MJJOO (11)
[M]

0

sendo [M] e [M], a concentragdo de glicidol no tempo t e t = O, respectivamente.

Portanto, combinando as equagdes (10) e (11) o porcentual de conversao de mondmero a
polimero pode ser calculado atraves da expressdo:

%Conversio = [1 . Mj 100 (12)
77t=0 - r]t:oo

A equacgdo (12) permite o controle da reagdo de obtencdo do dendrimero em tempo real,
bastando para tanto, a medida da deflex&o do feixe de laser em funcéo do tempo.

3.2.3- Caracterizag&o fisico-quimica do dendrimero obtido

A estrutura dendritica do poliglicerol foi caracterizada utilizando-se técnicas reoldgicas e

espectroscopicas 1H-NMR, *C-NMR).

A ressonancia magnética nuclear de préton (H-NMR) e carbono (*C-NMR) foi efetuada em

um espectrometro Bruker 500 MHz utilizando-se como solvente o dimetilsulfoéxido deuterado

(DMSO).

As caracteristicas reologicas do PGLD foram determinadas em um viscosimetro de placas

rotatdrias (rebmetro Reologica Streesstech, duas placas de 20 mm) a 100 °C.

A temperatura de transicdo vitrea (Ty) do PGLD foi determinada utilizando-se a

calorimetria exploratdria diferencial em um equipamento Perkin-Elmer DSC 7 em atmosfera

de nitrogénio (40 mmHg) e velocidade de aquecimento de 5 K.min'. O intervalo de temperaturas

explorado foi de -110 °C a 80 °C. A amostra foi aquecida de -110 °C até



80 °C e em seguida resfriada rapidamente até -110 °C. Atingido o equilibrio térmico, a
amostra foi submetida a novo aquecimento nas mesmas condi¢des e novamente resfriadas até -
110 °C. Uma ultima corrida foi entdo efetuada, até a temperatura de 80 °C, e registrada. O
peso molecular e a polidispersividade do PGD foi determinada por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC). Na analise por GPC, dimetilformamida com 0,2 % LiBr (m/m) foi
utilizado como eluente (fluxo 1,0 mL.min"
moleculares 194, 960, 4.250, 18.600, 64.700 e 450.000 g/mol foram utilizados para

construcdo da curva de calibragdo. O sistema analitico consistiu de um cromatografo HPLC

, presséo 550 psi). Poli(etileno glicol) (PEG) de pesos

510 da Waters equipado com detector 2414 (indice de refracdo). Foram utilizadas colunas
PLgel acoplada em série (10.000 A+1000 A + 100 A, tamanho de particula de 5(jm). O
volume de injecdo da amostra foi de 20 \JiL. A aquisi¢do e tratamento dos dados cromato

graficos foram efetuados com software S W da Waters Breeze 3.3.

O indice de hidroxila (NoH) do poliglicerol dendritico (PGLD) foi determinado apds
acetilacdo do polimero (0,5-0,6 g) com 10 niL de uma solucdo de anidrido acético/piridina
(1:9). Apos refluxo por 30 minutos a solugdo resultante foi titulada com NaOH 1,0 M

utilizando-se fenolftaleina como indicador. O NoH foi calculado de acordo com?®

_(Vy-Vi)xs6 11

NOH mgKOHg -1

sendo Vi o volume de NaOH utilizado na titulagdo de um branco, V2 o volume de NaOH

utilizado na titulagdo daamostrae ma massa de PGLD empregada.

3.3- Resultados e Discussao

E bem conhecido na literatura que polidis tendem a sofrer eterificagdo na presenca de
catalisadores como NaOH, Na2COs, CaO e elevadas temperaturas originando poliéteres. O
processo de eterificagdo em meio alcalino ndo é seletivo exigindo portanto, um longo

tempo reacional e atmosfera inerte para inibir-se a formacéo de acroleina.

A Figura 2 mostra o percentual de conversdo da glicerina em poliglicerol oligomérico em

funcdo do tempo. Percebe-se que uma massa molecular limite de 450 g.mol", equivalente ao



hexaglicerol foi obtido apds 23 horas de reacdo.Apds reacdo de policondensacgdo, o poliglicerol
(PGL) foi caracterizado por espectroscopia vibracional. A Figura 3 apresenta 0 espectro no
infravermelho (FTIR) do PGL sintetizado.Observa-se uma significativa alteracdo na regido de
1300-1000 cm" do espectro vibracional como consequéncia da reacdo de eterificacdo da
glicerina.A segunda etapa do processo reacional envolve a obtengdo de um alcooxido como

iniciador do processo. Neste caso, um alcodxido é obtido pela reacdo de metalacdo do glicidol

de acordo com a
5 &+ 5 o+
O OH RO: K ') .
(A)

5+ 3 &+
PGLfOH), 0. ,O-PGI+0: K

5
:0: ,0: K Oy /
(B)

Mecanismo de desprotonagio do glicidol (A), propagagdo (B) e ciclizagdo (C).
reagdo:

A reacdo de abertura de anel leva a formacdo de um alcooxido como sitio ativo que
propaga-se anionicamente. A reacdo de ciclizacdo é indesejavel uma vez que tende a
formar compostos de baixo peso molecular além de levar a obtencdo de materiais altamente
polidispersos no peso molecular. A reacdo de ciclizacdo do precursor oligomérico pode ser
inibida adotando como variaveis de controle a parcial desprotonacdo (-10%), baixa
concentracéo e a lenta adigé@o do glicidol durante o processo de polimerizagdo.A Figura 4 ilustra o
percentual de conversdo em fungdo do tempo para a reacdo de obtencdo do poliglicerol com
estrutura dendritica (PGLD). A anélise dos resultados obtidos indica que a polimerizacdo segue

uma cinética de primeira ordem cléssica.



O peso molecular médio e a polidispersdo de dendrimeros sdo dois parametros de maior
importancia para a determinacdo e explicagdo do comportamento fisico destes sistemas
macromoleculares .Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente ndo apresentam as
propriedades mecanicas desejaveis para a &rea médica enquanto que os de peso molecular muito
elevado sdo muito pouco solUveis e geralmente, ndo é possivel utiliza-los no revestimento
de superficies sintéticas.A cromatografia de permeacdo em gel (GPC), uma técnica que tem
sido destacada como fundamental para a ciéncia macromolecular, € uma técnica de separacdo
introduzida por Moore em 1964 para a determinacdo da distribuicdo de pesos moleculares

de um polimero?®

A Figura 6 mostra a analise por GPC de um poliglicerol com estrutura dendritica (PGLD)
obtido ap6s 12 horas de processo a 90 °C. O dendrimero mostra uma distribuicdo de peso
molecular monomodal e um baixo indice de dispersdo no peso molecular (M/M,~=1,05).0
controle do peso molecular bem como a polidispersividade de dendrimeros utilizando como
iniciadores alcodxidos polifuncionais geralmente é problemético devido a uma forte tendéncia
em se formar agregados devido a associagdo de grupos terminais, mesmo quando se utilizam
solventes polares. Conseqiientemente, o controle do peso molecular é significativamente
limitado e uma distribuicdo multimodal no peso molecular da macromolécula é observado.
Considerando um baixo grau de desprotonacéo, a velocidade de polimerizacdo do glicidol

poderia ser descrita por:™"

ﬂgﬂ =k[RO[ROH][GI]  (19)

sendo [RO:~], [ROH] e [GI] as concentracdes do alcooxido, poliglicerol e glicidol,

respectivamente.

Portanto, a equacdo (19) mostra que a velocidade de polimerizagdo é controlada pelas
concentracOes do glicidol, alcodxido e grupos hidroxila. Estudos da literatura demonstram que
um controle da razdo concentracdo do epoxido/concentracdo de um poliol ndo permite um

controle preciso do peso molecular bem como do indice de polidispersdo do polimero.

A obtencdo de um poliglicerol de estrutura dendritica monodisperso neste trabalho vem

demonstrar que a parcial desprotonacdo de um poliglicerol utilizado como iniciador parece ser



uma rota sintética mais adequada para a sintese de poliglicerdis dendriticos. Neste caso, um
provavel equilibrio dindmico entre alcodxidos e grupos hidroxilas parece garantir a
iniciagdo simultanea de todos os grupos alcooxidos presentes no sistema reacional. Teoricamente
seria de se esperar que a distribuicdo de pesos moleculares em uma polimerizagéo anidnica

seguisse uma distribuicdo de Poisson gerando portanto, sistemas monodispersos.

Substituindo os dados obtidos para o PGLD obtido neste trabalho a saber: M«20.000
g.mol", M« 550 g.mol™, M»59g.mo\~', M«16 g.mol™, n=12, n,=2, obtém-se um ndmero

de geracdes (G) para o PGLD aproximadamente igual a 5,0.

A utilizacdo do poliglicerol (PGL) como nucleo de crescimento no processo de sintese
divergente gera a estrutura dendritica com uma elevada densidade de grupos hidroxila na

periferia da macromolécula como ilustrado abaixo:

Estrutura esquematica do poliglicerol com estrutura dendritica.. LH, Lia, De T

significam ligagGes lineares, estruturas dendriticas e grupos terminais, respectivamente.



A ressonancia magnética nuclear representa uma importante ferramenta para a caracterizacéo
de estruturas dendriticas uma vez que a anélise detalhada do espectro fornece informagdes
acerca do grau de polimerizacdo bem como da extensdo da ramificagdo. A Figura 7 (A)
ilustra 0 espectro de *C-RMN para o poliglicerol de estrutura dendritica sintetizado neste
trabalho. Quatro unidades estruturais podem ser distinguidas na estrutura dendritica a saber: (a)
Se a propagacdo ocorreu através de hidroxilas secundarias uma unidade linear do tipo 1,3 é
formada (Li3), (b) Se hidroxilas primarias sofrem propagagdo, uma correspondente unidade
linear 1,4 (Li4) é formada, (c) Se ambas as hidroxilas reagem com o monémero, uma unidade
dendritica (D) é formada e a cadeia polimérica e ligada a hidroxilas secundérias e, (c) Se o
mondmero sofre alguma desativacdo por troca de proton, uma unidade terminal (T) com duas
hidroxilas é formada. A Tabela | indica as atribuicdes efetuadas ao espectro **C-NMR do
dendrimero obtido neste trabalho. Os dados obtidos podem ser utilizados na determinacgéo
do grau de ramificagdo (GR) da macromolécula. O grau de ramificacdo é urna medida que
indica a tendéncia das ramificacdes criadas durante a etapa de propagacdo em gerar
estruturas dendriticas. Para estruturas lineares o grau de ramificacdo (GR) € igual a zero (GR=0),
para uma reacdo de policondensacdo ao acaso GR=0,5 e finalmente para a formagédo de uma

estrutura dendritica, GR=1. O grau de ramificacéo pode ser calculado a partir das intensidades dos

2D

S, O

G

picos no espectro de C-NMR através da equagao:

sendo GR o grau de ramificagdo e D, L13 e L14 representam as contribuicOes das frages
dendriticas e lineares presentes no polimero, respectivamente.

O valor obtido neste trabalho, GR = 0,80 indica que a lenta adi¢do do alcooxido promoveu a
formacao da estrutura dendritica.

O espectro H-NMR do PGLD (Figura 7-B) é menos informativo que o espectro de
carbono mas pode-se notar claramente a incorporacdo do glicidol. Os sinais dos grupos metil
e metileno a 0,9 e 1,4 ppm respectivamente sdo devidos ao glicidol. Os quatro protons
metilénicos e um préton relativo ao grupo metino do PGLD aparecem como uma larga

ressonancia entre 3,3 e 3,9 ppm. Os protons relativos ao grupo OH geram um sinal a 4,8 ppm.



Uma macromolécula apresenta uma estrutura microscépica nao linear onde dependendo da
temperatura, diferentes estruturas podem coexistir em equilibrio sendo que, no estado
liquido ou fundido, as cadeias macromoleculares sdo caracterizadas pelo alto grau de
liberdade.

Quando a massa viscosa e quente de um polimero fundido é deixada resfriar sem a
interferéncia de forgas externas, pode haver a formacdo de estruturas com certo grau de
ordenacdo tridimensional, denominados cristalitos. Tais estruturas permanecem imersas em
uma matriz amorfa que confere ao polimero um determinado grau de cristalinidade. Na auséncia
de forcas externas, os cristalitos tendem a se formar ao acaso, ndo havendo uma diregéo

preferencial ao longo da qual os cristalitos se disponham.

Um polimero pode existir em trés estados fisicos: vitreo, altamente elastico e fluido
viscoso. E importante ressaltar que a passagem de um estado fisico a outro nio ocorre em uma
temperatura definida mas em um certo intervalo de temperaturas onde existe uma variacéo
gradual nas propriedades termodindmicas do material. Neste caso os valores médios da
temperatura na regifo de transicdo sdo denominados de temperatura de transicio.

A transi¢do do estado do estado vitreo para o estado altamente elastico é denominada de
temperatura de transicéo vitrea (Ty) e comumente se associa a este estado a estrutura de um
liquido congelado. A temperatura de T, € comumente associada a uma transicédo de fase de
segunda ordem uma vez que 0s potenciais termodinamicos sdo continuos mas a primeira e
segunda derivada s&o caracterizadas por exibirem uma variagéo brusca com a temperatura ou
seja:

29 (2). 20 (2).20 5 o
op* \op). oPoT \oT ), 8T* T

A temperatura de transicdo vitrea pode ser medida experimentalmente pela calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), uma técnica que tem sido amplamente utilizada na obtengéo de
informacBes relativas ao estado solido das substdncias macromoleulares.”® Neste caso; na
transicdo de fase correspondente a temperatura vitrea (T,) a técnica DSC exibira uma resposta

endotérmica correspondente a uma variacao na capacidade calorifica do material. .

Embora exista uma certa controvérsia com relacdo ao equilibrio de fases em um sistema
macromolecular, existe um consenso no meio cientifico de que a T, de um material

polimérico estd diretamente relacionado as interacbes intermoleculares de longo ou curto



alcance bem como interagBes intramoleculares na cadeia da macromolécula.’®

A natureza da estrutura dendritica com relacdo a existéncia de grupos funcionais polares ou
apoiares na periferia da macromolécula exerce uma influéncia significativa nas propriedades
macroscopicas do polimero destacando-se a temperatura de transicdo vitrea e seu

comportamento reoldgico.

A Figura 8 mostra a curva DSC para o poliglicerol com estrutura dendritica sintetizado
neste trabalho. A baixa temperatura de transicao Vvitrea observada (Tg=-20,2 °C) indica que o
PGLD sintetizado é adequado para o revestimento de superficies devido a sua elevada
flexibilidade a temperatura ambiente, caracteristica desejavel para o revestimento de

dispositivos cardiovasculares.

O comportamento reolégico do PGLD é mostrado na Figura 9. Como pode ser observado, a
macromolécula ndo apresenta pseudoplasticidade comportando-se como um fluido
newtoniano. A dependéncia da viscosidade em funcdo da tensdo de cisalhnamento pode ser
associada a uma possivel interacdo por ligacdo de hidrogénio na macromolécula. Como
pode ser observado a mesma dependéncia € observada entre 0 niamero de hidroxila e a
tensao de cisalhamento.

51

Tabela |- Anélise do espectro de *C-NMR para o PGLD sintetizado neste trabalho. Solvente:
‘DMSO, temperatura: 25 °C.

Regido da Grupo Deslocamento (ppm) Integral relativa
Molécula funcional
Li3 CH,OH 629 0,85
CH, 712
CH 816
D CH 80,2 6,31
CH, 730
CH, 724
L4 CH, 740 2,12
CHOH 709




CH,OH

CHOH
CH,

645

713
724

431
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molecular.
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Figura 3- Espectro vibracional (FTIR) do glicerol (A) e do poliglicerol (B). Espectro obtido em
pastilhas KBr a temperatura ambiente.
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4
OBTENGCAO DE REVESTIMENTOS DENDRITICOS COM

ATIVIDADE FIBRINOLITICA

4.1- Introducéo

Nossos trabalhos anteriores demonstraram que, devido a sua energia livre de superficie (y. =
30-32 dinas.cm™) e hidrofobicidade (angulo de contato 6«90°), o polietileno apresenta

significativa trombogenicidade quando colocado em contato com o sangue humano.™*?

Vaérias técnicas surgiram na literatura com o objetivo de modificar a superficie do
polietileno  objetivando a obtencdo de materiais hidrofilicos destacando-se a

copolimerizaco por enxertia induzida pela radiagio ionizante e o tratamento por plasma.®

Embora o tratamento superficial com plasma esteja mais proximo da realidade industrial
relativamente ao uso da radiagéo ionizante, um controle preciso da microestrutura e as
reagdes secundarias na matriz polimérica restringem consideravelmente a técnica quando o

objetivo é se projetar superficies poliméricas biocompativeis.

A utilizacdo de superficies poliméricas projetadas ao nivel nano tecnoldgico € de
fundamental importancia quando se requer da superficie um carater mimetizante dos
sistemas bioldgicos neste caso, a baixa energia livre de superficie e, a0 mesmo tempo, a

hemocampatibilidade, uma propriedade especifica da biocompatibilidade.

As propriedades fisico-quimicas dos dendrimeros como estrutura globular, baixo indice de
polidispersdo no peso molecular, elevada densidade de grupos reativos em sua superficie e
uma temperatura de transi¢do vitrea projetada coloca as macromoléculas dendriticas em um
horizonte altamente promissor e atraente para as a medicina e a biotecnologia quimico-

farmacéutica.



atualmente a tendéncia na area de biomateriais uma vez que ndo se tem conseguido nas
Gltimas décadas um controle preciso a nivel microestrutural das propriedades de superficie e
massa (bulk) a0 mesmo tempo.

A estrutura globular de macromoléculas dendriticas é atrativa no campo de revestimentos
especificos para a area de biomateriais uma vez que tais estruturas mimetizam a topologia das

proteinas, normalmente presentes no fluido bioldgico.

A utilizacdo de rotas de sintese relativamente simplificadas para a obtencdo de
macromoléculas com estrutura dendritica tem aberto um vasto campo dentro da
bioengenharia no que concerne a obtencdo de revestimentos estruturados ao nivel de
mono/multicamadas para aplicacbes em farméacia e medicina, destacando-se a obtencéo de
filmes finos para a obtencdo de biosensores, sistemas de liberagdo controlada de farmacos,
membranas para o tratamento de queimaduras, revestimentos com propriedades

antimicrobianas e varias outras aplicagdes de interesse da biomedicina.*®

A elevada densidade local de grupos -OH existente na superficie do dendrimero PGLD
sintetizado neste trabalho pode ser utilizada para a imobilizacéo covalente da macromolécula
dendritica na superficie do polietileno de baixa densidade (PE) garantindo, desta maneira, um
revestimento permanente na superficie da poliolefina e a0 mesmo tempo, promovendo uma
densidade de grupos funcionais que podem ser ativados para a imobilizagdo de compostos
bioativos quanto a hemocompatibilidade.



4.2- Materiais e Métodos

4.2.1- Funcionalizacéo da poliolefina e revestimento com o PGLD

A fim de garantir uma boa adeséo, tubos de polietileno de baixa densidade ((j>i,temo= 3,0 mm

<[>externo- 4 mm e 5 cm de comprimento) sofreram amondlise a fim de se introduzir grupos

NU2 na superficie polimérica. A amonolise foi efetuada em um reator tubular de vidro de

acordo com o esquema abaixo:

Eletrodo

Dielétrico

HV

Medidor ‘ #
de vazdo PE a—

Entrada de gas

Vacuo i

Rs

Esquema do reator de plasma a presséo atmosférica

utilizado neste trabalho.

A pressdo do reator foi ajustada através de um fluxo de Ar e NHa (20% em volume). As
amostras de filmes de PE foram inicialmente colocadas na pré-camara sendo transferidas para
a regido entre os eletrodos quando a pressdo do sistema atingiu 8. 1 0" mbar. A mistura Ar/NHs
foi injetada na cAmara de plasma sob pressdo de 1.10"® mbar. Um pulso de radiofregiiéncia

a 13,56 MHz foi aplicado aos eletrodos por 30 minutos a 20 °C. Apds a exposicdo ao plasma

os filmes permaneceram sob vacuo por 15 minutos para remog¢&o do néo reagido.



Apos a reacao de amonolise superficial, os tubos de PE foram colocados em contato com o
dendrimero para acoplamento via reacdo de cianacdo catalisada por I-ciano-4-dimetilamino
piridinium tetrafluoroborato (436 mM)/trietilamina (0,2M) a O °C e 30 minutos de
reacdo.’®* A obtencdo do revestimento de PGLD na superficie poliolefinica foi
acompanhada pela técnica de Espectroscopia Eletronica para Analise Quimica (ESCA). Esta
técnica, também chamada de espectroscopia fotoeletronica (XPS) é de fundamental
importancia para a caracterizacdo da superficie de biomateriais quando se pretende obter

informaces sobre a composicéo quimica da superficie polimérica ao nivel de 10-60 A.*2

O principio da técnica € o efeito fotoelétrico, ou seja; ao ser bombardeada por fotons de
raios-X monocromaticos (AlKa ou MgKa) um atomo superficial elimina um elétron orbital com

uma energia cinética dada por:

E.=hv-E, (1)

sendo h a constante de Planck, v a frequéncia da radiacéo incidente, EL a energia de ligacdo do

elétron e Ek sua energia cinética.

A medida da energia cinética permite o célculo da energia de ligacdo e, consequentemente, 0
atomo na superficie polimérica é identificado. Neste trabalho foi utilizado um
espectrdbmetro ESCA-36 da McPherson utilizando-se a linha AlKa dos raios-X emitidos. A
pressdo da camara foi mantida em 10"® Torr, sendo utilizado a energia de 284,6 eV

correspondente ao Cl s para calibragdo do equipamento.

4.2.2- Imobilizacdo da Estreptoquinase na superficie polimérica

Apos reacdo de cianacdo do revestimento de PGLD, estreptoquinase foi imobilizada
covalentemente na superficie dendritica. Tubos de PE revestidos com o PGLD ativado foram
colocados em contato com uma solucéo de estreptoquinase (Sk) em tampdo PBS, pH 7,4 a uma
concentragio de 1,0 mg.mL" a 4 °C por 8 horas. O acoplamento da estreptoquinase nas
superficies dendriticas foi seguido pelo método de Bradford.*



Apols a reacdo de acoplamento da proteina (Sk) os tubos de PGLD-Sk-c-PE foram
liofilizados para manutencdo da atividade do componente biologico. O esquema do
revestimento da poliolefina com o PGLD, da ativacdo quimica e do acoplamento da
proteina e apresentado na Figura l.

4.3- Resultados e Discussao

O polietileno é um dos polimeros mais amplamente utilizado na area medica devido a sua
excelente propriedade mecénica, facil processabilidade e baixo custo. Entretanto, a
hidrofobicidade bem como a propriedade de interagir desfavoravelmente com o sangue
promovendo a adesdo e ativacdo plaquetéaria limita enormemente a utilizacdo desta

poliolefina na biomedicina.

A boa adesdo do revestimento de PGLD na superficie do PE requer uma elevada forca
interfacial via ligacdo quimica do dendrimero com a superficie da poliolefina. O
tratamento superficial por plasma introduz grupos quimicos ativos (-NH,) na superficie do PE
que permite o0 acoplamento covalente na superficie sintética; promovendo a obtencdo de um
revestimento suficientemente estavel para as aplica¢fes biomédicas.

A Figura 2 mostra o espectro XPS relativo aos picos de Cls e Ols ap0s o revestimento da
poliolefina com o PGLD. Observa-se uma intensificacdo no pico correspondente ao Ols,
caracteristico da introduc&o da estrutura dendritica na superficie poliolefinica.

A homogeneidade do revestimento de PGLD foi estimado quantitativamente considerando a
razéo dos picos O | s/C | s, a partir dos espectros XPS. A Figura 3 mostra os valores da razéo O
I s/C | s em fungéo do tempo para 0 acoplamento do dendrimero PGLD na superficie de PE. Pode-
se observar 0 aumento na razdo O | s/C | s, tendendo a um nivelamento em um determinado
periodo de tempo. A saturacdo poderia significar que a distribuicdo do revestimento na
superficie do PE aumenta em fungéo do tempo. O patamar observado poderia ser um indicio
da distribuicdo homogénea do dendrimero PGLD na superficie sintética.



A Figura 4 mostra que no acoplamento da estreptoguinase na superficie de tubos de PE, o
rendimento aumentou com a concentracdo da proteina em solugéo. Esta observacao poderia
ser associada ao processo incorporagdo da proteina na estrutura dendritica que por possuir uma
elevada densidade de grupos funcionais contribuem para o elevado percentual de acoplamento
da proteina no revestimento dendritico. A saturacdo observada pode indicar efeitos de
impedimento estérico e difusionais da proteina na superficie dendritica que limitariam o
acoplamento da proteina na superficie sintética, conforme indicado pela queda acentuada na

eficiéncia de acoplamento da proteina (Sk) em func¢éo de sua concentracdo em solucéo.
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Figura 1+ Esquema da reagdo de obtengdio do PGLD (A) ¢ acoplamento do bioconjuga
PGLD-Sk na superficie de poliolefina.
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PROPRIEDADES HEMOCOMPATIVEIS IN VITROIEX VIVO DO
SISTEMA PGLD-Sk

5.1- Introducao

O organismo humano tem um modelo de funcionamento que pode ser afetado por agressdes de
diversas naturezas. Qualquer situagdo, ndo identificada pelo organismo como normal ou
fisiologica, pode despertar um conjunto de reagGes relacionadas aos mecanismos de defesa ou de
compensacao. O agente que desencadeia a reacdo é considerado o "agente agressor" e a reagao

do organismo a sua presenca, € a resposta ao agente agressor.

A introdugdo no sistema biologico de um polimero sintético € identificado pelo organismo
humano como um agente agressor, e como tal, suscita uma série de reacdes que leva a
alteracGes significativas no equilibrio fisiologico do organismo constituindo um agente

agressor complexo e multifatorial.

As alteragdes induzidas pelo uso de materiais sintéticos na area cardiovascular sdo de
natureza hemodinamica, fisica, e quimica. A introducdo de stents por exemplo, é uma
condicdo anormal, em que 0 sangue estd, continuamente, em contato com superficies
estranhas, ndo endoteliais. O aparecimento de um conjunto de alteragbes no sistema
hemodindmico &, provavelmente, devido a uma resposta ou reacao inflamatdria, desencadeada
pela ativacdo dos sistemas do complemento e da coagulacdo, da cascata fibrinolitica bem
como dos sistemas das cininas ou calicreina. Essa ativacdo dos sistemas humorais especificos,
ocorre imediatamente ap0s a introducéo do dispositivo sintético e tem relacdo com a duracdo

do implante.

No caso especificamente da area cardiovascular, 0 sangue pode circular através de tubos ou
camaras de material plastico sintético, rigido, apenas razoavelmente biocompativel aos
quais faltam, obviamente; um revestimento interno com as propriedades do endotélio

vascular.



Durante o contato com a superficie sintética, as células sanguineas estdo sujeitas a acdo de
diversas forgas que diferem das forcas que atuam na circulagdo normal. As hemacias, 0s
leucocitos e as plaquetas podem ser profundamente afetados pelo contato com as
superficies da prétese sintética. Fendmenos como a adesdo e agregacdo plaquetaria sdo

desencadeados, deprimindo significativamente a funcdo das células sanguineas.

As plaquetas desempenham importantes fungdes nos mecanismos de hemostasia e
coagulagdo. E indispensavel a presenca de plaquetas na formagdo do coagulo. O contato do
sangue com a superficie sintética pode levar a um processo de adesdo e agregacao
plaquetéria que, dependendo da superficie sintética; pode levar a ruptura da membrana com a
liberacdo de diversas substancias vasoativas no plasma, das quais a principal é o
tromboxano A2, que se constitui no mais potente vasoconstritor conhecido. O tromboxano A2
é, em grande parte, responsavel pela vasoconstricdo que acompanha a circulacdo
extracorporea. A agregacdo plaquetéria, por sua vez, libera mais difosfato de adenosina que

continua a promover agregacao plaquetaria, num circulo vicioso.

Durante as Ultimas trés décadas houve uma pesquisa intensa no sentido de se melhorar as
relacOes entre 0 sangue e as superficies sintéticas quer seja pela modificagdo quimica direta da
superficie da protese, revestimento da superficie sintética com anticoagulantes tais como a
heparina, ou com camadas lipidicas mdltiplas, na tentativa de simular o ambiente

endotelial.

Com a evolucgdo dos métodos sintéticos houve um crescimento significativo na utilizagdo de
proteses sintéticas na area cardiovascular. Ao mesmo tempo, varios métodos in vitro e ex-vivo
foram desenvolvidos e padronizados nas Ultimas trés décadas para a avaliagdo da
hemocompatibilidade de materiais sintéticos potencialmente biocompativeis. Neste sentido,
destaca-se a norma 1SO 10993-4 para a avaliagdo da hemocompatibilidade de biomaterials.*

Os ensaios in vitro sdo habitualmente efetuados como testes de triagem no inicio da
avaliacdo de biocompatibilidade de materiais sintéticos e sua finalidade é a minimizacdo da

experimentacéo animal.



Os ensaios propostos neste trabalho para a avaliagdo da hemocompatibilidade das
superficies de polietileno revestido com o sistema poliglicerol dendritico/estreptoquinase
(PGLD-Sk-c-PE) sdo a adsorcdo protéica, adesdo plaquetaria, cinética de formacdo de
trombos, estudo da atividade fibrinolitica e os parametros cinéticos da Sk imobilizada na
superficie sintética.

5.2- Materiais e Métodos

5.2. I- Adsorcéo proteica

As proteinas albumina de soro humano (HSA) e fibrinogénio humano (Fb) foram marcadas com
12| segundo 0 método de Hunter-Greenwood modificado por Biscayart.® Empregou-se 0,5-0,7
mCi (18,5-25,9 MBq) de radioisétopo, 20 ug de proteina em 30 jaL de tampéo fosfato (PBS)
0,05 M, pH 7,4. A reagdo procedeu-se a temperatura ambiente por 5 minutos adicionando-se em
seguida 5 pg de metabissulfito de sédio em 5 uL do mesmo tampao PBS 0,05M. A
purificacdo da proteina marcada foi feita por filtracdo em gel Sephadex G-100 para 0 BSA e G-
250 para o fibrinogénio. Para um célculo preciso dos coeficientes de distribuicdo dos picos
radioativos (Kp). O coeficiente de distribuicdo permitiu a comprovagio da pureza e identidade

do marcado.

O estudo da adsorcdo de proteinas ocorreu ap0s 0 contato das superficies sintéticas com as
proteinas marcadas radioisotopicamente em celas de PTFE. As superficies sinteticas foram
incubadas com as proteinas marcadas (2,0 .10° cpm.mL™) em solugdo PBS pH 7,4
equilibradas termicamente a 37 °C. Ap0s incubagdo por um periodo de 2 horas a adsor¢ao
proteica foi avaliada apos lavagem das superficies sintéticas com PBS pH 7,4 a 37 °C.

A radioatividade das superficies de PE e PGLD-Sk-PE foi avaliada em um contador gama
(Beckman) para a determinagdo da concentracdo das proteinas adsorvidas em fungdo do
tempo.



5.2.2- Adeséo plaquetaria

O ensaio de adesdo plaquetéria foi efetuado apds contato da superficie de polietileno
revestido com PGLD-Sk com plaguetas marcadas com °'Cr.* Sangue humano foi coletado em
solucdo de ACD (citrato de sodio 3,8%) e o plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado
apds centrifugacdo a 700g por 5 minutos. Apds adicdo de prostaglandina sodica (PGP,
50pg.mL™) e nova centrifugagio do PRP a 900g por 10 minutos as plaquetas foram resuspensas
em solucéo de ACD pH 6,00 (6,85 mM citrato de sddio, 130 mM NaCL, 4 mM KCL e 5,5
mM de glicose). As plaquetas foram peletizadas novamente e em seguida resuspensas em
solucdo de Hepes-Tyrode (136 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 0,42 mM NaH,PO,, 12 mM
NaHCO;, 5,5 mM glicose, 2% BSA e 5 mM &cido 4,2-hidroxietil-I-piperazina etanosulfonico).
A concentragdo de plaquetas foi ajustada para cerca de 2. 10° células.mL™ e em seguidas foram
marcadas com *'Cr pela adicio de Na2*'CrO, (uCi.mU™) e incubagio por 40 minutos a 20 °C. As
plaquetas marcadas com >'Cr foram lavadas duas vezes com o tamp&o de Hepes-Tyrode,
centrifugadas e resuspensas novamente no tamp&o. Apds ajuste para uma concentracdo de 2. 10

células.mL™, as plaquetas foram utilizadas no ensaio de adesio plaquetaria.

Para 0 ensaio de adesdo plaguetéria, tubos de polietileno (PE) e tubos de PE revestidos com
PGLD-Sk foram imersos em tampao de Hepes-Tyrode por | hora a 37 °C. Apos remocdo do
tamp&o, 0 PRP contendo as plaquetas marcadas com *'Cr foram adicionadas através de uma
bomba peristéltica e mantidas em condi¢Bes de fluxo por até 4 horas. Os tubos foram em
seguida lavados com a solugéo tampéo de Hepes-Tyrode contendo solugéo de MgCl, | mM. A
radioatividade dos tubos foi medida em um contador gama. Os resultados foram expressos

como amédia de 5 experimentos.

Para observacdo do processo de adesdo e agregacdo plaquetaria nas superficies das
amostras de PE e PGLD-Sk-c-PE, apds contato com o PRP os tubos foram desidratados em
etanol, secos em atmosfera de CO, (ponto critico) e apds revestimento com ouro foram

observadas ao microscopio eletrénico de varredura (SEM Phillips XL 30).



5.2.3- Formacao de trombos

A formacéo de trombos nas superficies de tubos de PE e PGLD-Sk-c-PE foi estudada
utilizando-se a metodologia inicialmente proposta por Imai e Nose.”> Sangue humano foi
coletado em solucdo de ACD (citrato-dextrose) para impedir a hemdlise dos glébulos

vermelhos.

Os tubos poliméricos hidratados em solucéo PBS pH 7,4 a 37 °C por 15 minutos foram
colocados em contato com o sangue previamente preparado com a solugdo de ACD e em
seguida a reacdo de coagulacéo foi iniciada pela adi¢éo de 20 uL de CaCl, a 3,8%. Ap6s um
determinado intervalo de tempo a reagdo de formacéo de trombos foi interrompida pela adi¢éo
de &gua destilada. As superficies testadas foram mantidas por 5 minutos em solucdo de
glutaraldeido a 25% para a fixa¢do dos trombos e em seguida, secos sob vacuo a 25 °C até

peso constante.

A quantidade de trombos na superficie foi avaliada gravimetricamente pela equacéo:

W,y
%Trombos = Wy

x100(1)

sendo W 0 peso dos trombos formados no vidro apds 60 minutos (referéncia de coagulagéo

total) e W, representa o peso dos trombos formados nos tubos poliméricos.

5.2.4- Atividade fibrinolitica da Sk imobilizada

A atividade fibrinolitica do revestimento PGLD-Sk foi avaliada pela capacidade do
revestimento em dissolver um coagulo de fibrina marcada isotopicamente com '21.° As
amostras de polietileno revestidas com PGLD-Sk e ndo revestidas foram equilibradas em
PBS pH 7,4 por 30 minutos a 37 °C e em seguida incubadas com plasminogénio (0,2
mg.mL™ em PBS) por 4 h a 37 °C. As superficies foram em seguida imersas em solucio de
fibrinogénio marcado com *?I onde um coagulo de fibrina foi formado pela adicéo de 0,8
NIH unidades de trombina bovina. Os tubos poliméricos foram sem seguida transferidos
para recipientes contendo solucdo de PBS pH 7,4 e a radioatividade de cada solucéo

resultante da degradacdo do codgulo foi medida em um contador gama (Cobra 2000). A



atividade das amostras foi determinada comparando-se a radioatividade do sobrenadante
relativamente a radioatividade total presente nos tubos apés formacdo do coagulo de

fibrina.

5.2.5- Ensaio ex-vivo em caes

Foram utilizados quatro cdes machos (Canis familiaris), adultos, sem raca definida, com
pesos variando entre 12 a 18 kg. Durante todo o periodo de experimentacdo, 0s cédes

receberam como fonte nutricional racdo comercial balanceada e dgua ad libitum.

Como medicagdo pré-anestésica foi utilizado injecdo intramuscular de maleato de
acepromazina e cloridrato de xilazina, nas doses de O.Img/kg e Img/kg respectivamente. A
inducdo anestesica foi obtida com tiopental sodico, via intravenosa, na dose de 10mg/kg.
Como agente de manutengdo da anestesia foi utilizado o halotano misturado com oxigénio e

vaporizado a 0.5 % (v/v) em sistema semifechado.

A exposicdo da artéria carétida foi realizada apds uma incisdo mediana ventral longitudinal, na
pele da regido cervical, de aproximadamente 10 cm de comprimento.” Posteriormente a
disseccdo do tecido subcutaneo, os musculos esternoidideos foram separados em sua rafe
mediana. A exposicdo da carotida foi completada e os tubos poliméricos de polietileno

(revestidos com o sistema PGLD-Sk e néo revestidos) foram implantados.

Previamente a sua implantacdo, os tubos de PE e PEGLD-Sk-c-PE foram hidratados com
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% a 37 °C, durante um periodo de 15 minutos. A
bioatividade do revestimento PGLD-Sk quanto a sua hemocompatibilidade também foi
efetuada em condicdes de fluxo sanguineo apds exposicdo do tubo revestido ao sangue da

carétida do animal. A Figura | ilustra o procedimento cirirgico adotado neste trabalho.



5.3- Resultados e Discussao

5.3.7- Adsorcéo Proteica

O primeiro evento resultante da interacdo entre uma superficie sintética e o sangue € a
adsorcdo proteica, que pode influenciar nos demais eventos como adesdo plaquetéria e a
formagdo de trombos.

A adsor¢do de fibrinogénio tem grande importancia no fenomeno da hemocompatibilidade
dos materiais poliméricos uma vez que, por ser um dos fatores da coagulacao, facilita a
adesdo de plaquetas participando de reagGes de troca com outras proteinas importantes no

0

mecanismo de coagulagdo sanguinea.

Diversos estudos tem relacionado a absorcdo preferencial de albumina ao carater nao
trombogénico das superficies sintéticas organicas. No caso das superficies que exibem um
carater essencialmente hemocompativel é fato comprovado experimentalmente que tais

superficies apresentam uma elevada hidrofilicidade.’

Neste trabalho o processo de absorcdo de &gua pelas superficies poliolefinicas nédo
revestidas (PE) e revestidas com o dendrimero fibrinolitico (PGLD-Sk-PE) foi avaliado
através da espectroscopia no infravermelho (FTIR).?

Neste caso, 0 processo de absorcdo de agua pela superficie sintética pode ser relacionado

com o aumento de intensidade nas bandas de absor¢éo correspondente a agua através da

expressio:™
-0+ 1220+ | o
_%_:1_ 8 i exp[ Az )[ o eXpl—y2LI +{- 1} [2}(}]
A, al1-exp(2Ly)| : . (2n+1m\’
(2n +1)[ 49 + : ]
3 2)

sendo A, A» e L a absorbancia correspondente a massa de adgua adsorvida no tempo t,
absorvancia correspondente a massa no equilibrio e a espessura do polimero,

respectivamente.



O termo y representa o decaimento no campo evanescente da radiacéo IR e D o coeficiente de

difusdo da agua na superficie polimérica. Para y pode-se escrever:

2
2n,x,|sin® @ -(&-J
My

y = =

sendo ni, n,, 0 e A, os indices de refracdo do polimero e do cristal de ATR, angulo de
incidéncia da radiacdo IR no cristal (45°) e 0 comprimento de onda da luz absorvida,
respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 2, a regido de 3400 cm™, caracteristica da banda de
absorcdo do grupo OH sofre um significativo aumento de intensidade relativamente ao

tempo de exposicéo da superficie sintética a agua.

A Figura 3 mostra o conteudo de agua nas superficies sintéticas revestidas com o
bioconjugado PGLD-Sk-c-PE. Como pode ser observado, o revestimento dendritico levou
a grande um incremento no contetdo de agua do polimero revestido, indicando sua
natureza hidrofilica.

5.3.2- Adeséo plaquetaria

O primeiro evento decorrente da exposicdo de uma superficie sintética ao sangue é a
adsorcdo de proteinas séricas seguido da adesdo plaquetaria na forma de monocamadas ou
agregados. Estudos indicam que o processo de adesdo de plagquetas envolve a interagdo
fisica ou quimica dos receptores de membrana desta célula com a superficie do polimero
sintético.

A interagdo entre a superficie sintética e 0 sangue envolve uma fenomenologia ainda néo
totalmente esclarecida pela literatura. Entretanto, sabe-se que apds exposi¢do ao sangue
uma série de eventos dominantemente de adsor¢do dos elementos presentes no fluido vital
iniciam-se na interfase macromolécula-tecido biolégico. Desta maneira as propriedades
fisico-quimicas da macromolécula tais como presenca de microdominios
hidrofilico/hidrofébico, topologia e presenca de cristalitos sdo fatores que podem

influenciar nas interagdes entre a superficie sintética e o sistema cardiovascular.®



De uma maneira geral, a série de fatores que determinam a formagdo de uma interfase por
deposicdo plaquetaria sobre a superficie de um biomaterial sdo influenciadas pela
termodinamica do sistema que através de variac@es entalpicas e entropicas dirigem o
potencial termodinamico de Gibbs para o processo de adesdo e agregacdo da célula

sanguinea na superficie sintética.”*

Entretanto, deve-se recordar que o carater ndo temporal da termodindmica impede o
estabelecimento de uma avaliagdo mais criteriosa da dindmica da interacdo célula

sanguinea/superficie sintética.

A adesdo de plaquetas na superficie sintética € mediada pelo fator VII da coagulagdo
sanguinea, podendo ser liberados alguns constituintes do agregado plaquetario dentro do
plasma. Estas transformacdes esto sob o controle das prostaglandinas, ions Ca*?, AMP e
ADP. As proteinas especificas e fosfolipideos da membrana plaquetaria sdo de importancia
primordial para a aceleragdo e controle do processo de coagulacdo. Por sua vez, as
plaquetas aderidas sobre a superficie sintética podem ser ativadas levando ao inicio de um

conjunto de reacfes complexas que conduzem a formacéo de trombos.

Embora mais de trés décadas tenham se passado na tentativa de se estabelecer um
mecanismo preciso da interacéo entre a plaqueta sanguinea e a superficie dos polimeros
sintéticos, semelhantemente a fisica contemporanea, falta uma teoria unificada que seja
capaz de prever tanto os processos de adesdo quanto os de ativagdo plaquetaria,

independente da estrutura da macromolécula sintética em estudo.

A Figura 4 ilustra a adesdo de plaquetas nas superficie dos tubos de PE e PEGLD-Sk-PE.
Observa-se que a superficie de PE revestida com o conjugado PGLD-Sk apresenta
significativamente menos plaquetas aderidas ativadas que as superficies sintética ndo
revestidas (PE).

A Figura 5 mostra as micrografias SEM para as superficies de PE e PGLD-Sk-c-PE ap0s
exposicdo ao plasma rico em plaguetas. As superficies de polietileno revestidas com
PGLD-Sk apresentaram poucas plaquetas aderidas comparativamente ao polietileno ndo
revestido, evidenciando uma tendéncia bastante significativa do revestimento de PGLD-Sk

aum comportamento hemocompativel.

Dentre os varios modelos desenvolvidos nos Gltimos 30 anos para a explicacdo das



propriedades biocompativeis de uma superficie sintética, 0 modelo de Baier que ressalta
a importancia de superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie (y.) parece ser
0 mais adequado do ponto de vista termodinamico.” De acordo com o modelo em
questao, superficies sintéticas com baixa energia livre de superficie apos em contato com
0 sangue podera exibir propriedades hemocompativeis. Deste modo, revestimentos de
baixa energia livre de superficie poderiam inibir os processos de adesdo e ativagdo das

plaquetas sanguineas.

Uma propriedade da microestrutura do revestimento que esta intrinsicamente ligada a y, é a

temperatura de transigio vitrea do revestimento:™*""’

7% = (0,03RT, ~15)ng’ ¥, ") (@)

sendo n o grau de liberdade do sistema, V;,,0 volume molar e () o parametro de
interacdo.
Embora possua algumas limitacOes, a expressao (4) foi utilizada para o célculo da tenséo
critica de superficie do revestimento de PGLD-Sk. O valor de y. obtido para o
revestimento de PGLD-Sk foi de 18,2 dinas.crrf'. Uma vez que o PE apresenta uma

"1 0 revestimento com o sistema

energia livre de superficie, y., igual a 22 dinas.cm
PGLD-Sk tende a reduzir a energia livre de superficie provavelmente devido ao seu
elevado contelido de 4gua. Como ja mencionado anteriormente, a baixa energia livre de
superficie caracteristica do revestimento poderia favorecer a propriedade de
hemocompatibilidade e consequentemente a interagdo da superficie sintética com as

plaquetas do sangue.

A Figura 6 mostra as curvas representando a cinética da formagdo de trombos nas
superficies da poliolefina revestida com a estrutura dendritica com atividade fibrinolitica
(PGLD-SK-PE) e, ndo revestida (PE). Observa-se que a superficie revestida €
significativamente menos trombogénica que o polimero ndo revestido com o PGLD-Sk
indicando que a estreptoquinase imobilizada parece permanecer significativamente ativa

quanto ao processo de fibrindlise de codgulos formados na superficie dendritica.

5.3.3- Atividade fibrinolitica da Sk imobilizada



Quando superficie sintética é colocada em contato com o0 sangue, somente 0 mecanismo
intrinseco desencadeia a coagulacéo através da fase de contato chamada Fator XI1 ou fator
de Hageman. A ativacdo do fator XII leva a um conjunto de reagdes que conduzem a
transformacdo do fibrinogénio em fibrina seqguido da formag&o de trombos na superficie

sintética.

O caminho da cascata de coagulagdo acionado quando o sangue entra em contato com
superficies naturais estranhas ao sistema vascular € chamado caminho extrinseco. Este
mecanismo age para produzir coagulo no caso de leséo traumética no tecido biol6gico. Na
presenca de tromboplastina do tecido (fator I11) e ions Ca*?, o fator VI é ativado e a
atividade enzimatica resultante causa a ativagao dos fatores IX e X. Ocorre entdo a

formac&o de trombina.

Qualquer que seja o caminho, a cascata de coagulagéo leva a formagéo de trombina que
desempenha vérias funcdes. Primeiro a trombina induz a agregacéo plaquetaria. Segundo,
a trombina pode ativar o fibrinogénio em reagdo hidrolitica que leva a fibrinopeptideos A e
B e ao polimero soluvel fibrina. As ligages cruzadas da fibrina soltvel é catalisada pelo
fator XIII ativado, formando o coagulo de fibrina insoluvel e outra vez a trombina é
envolvida na ativacdo do fator XIII. Deve-se notar que agregados de plaquetas, hemacias e

proteinas plasmaticas so capturadas na malha (rede) de ligagdes cruzadas da fibrina.**"?

A principal diferenca entre os dois mecanismos € que a via intrinseca € mais lenta que a
extrinseca. Esta Ultima é acelerada de acordo com a quantidade de fosfolipideos liberados
no tecido lesado pélos fatores X, VIII e V presentes no sangue.

Diversas aproximac6es foram adotadas nas recentes décadas para a dissolucdo de coagulo
na superficie de polimeros sintéticos destacando-se o revestimento com heparina,

uroquinase (UK) e ativadores do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA).*%

Os riscos associados ao uso da heparina bem como o custo elevado em relacdo a utilizago
da Uk e t-PA fazem da estreptoquinase uma alternativa bastante atraente para o

revestimento de préteses cardiovasculares.

Embora a utilizacdo de dispositivos cardiovasculares sintéticos tenha ampliado a seguranca
e qualidade de vida de muitos pacientes, uma das complicagdes mais graves quando, por
exemplo, da utilizacdo de catéteres implantaveis em oncologia é a trombose seguida de

oclusdo do catéter. A formacéao de trombos no catéter com ocluséo luminal total ou parcial



ocorre em até 15% dos catéteres utilizados atualmente, o que leva a complicagdes como

edema, dor localizada, infecgdo e flebite na circulagdo colateral.

A Figura 7 mostra a atividade fibrinolitica in vitro da Sk livre e imobilizada na superficie
dendritica. Pode ser observado que o revestimento de PGLD-Sk na superficie da
poliolefina foi efetivo com relacéo a dissolugdo do coagulo na superficie revestida sendo
obtido a dissolucdo do coagulo da superficie sintética em cerca de 70 minutos. A
estreptoquinase livre dissolveu o codgulo em cerca de 40 minutos.

Estudos da literatura indicam que uma terapia trombolitica que reduza a ocluséo luminal
em até 30-40% é capaz de restaurar o fluxo sanguineo.”® Uma vez que a dindmica de
dissolugéo do coagulo € um parametro importante para os revestimentos fibrinoliticos, a
cinética de fibrindlise foi considerada no intervalo de reducdo da oclusdo luminal
clinicamente considerada como boa. O tratamento cinético dos dados obtidos s&o
apresentados na Figura 8.

As constantes cinéticas da degradacdo do coagulo para a estreptoquinase livre (Sk) e

nl

imobilizada na superficie dendritica (PEGLD-Sk-PE) foram iguais a 4,12. 1 0" min'* e

2,30.10" min", respectivamente.

Os parametros cinéticos Ky, e Vi para a estreptoquinase livre e imobilizada foram
determinados através da metodologia desenvolvida por Wohl.**% O principio da técnica
envolve a clivagem de um substrato cromogénico, S-2251 (H-D-Val-Leu-Lys-pNA) com
liberacdo da 4-nitroanilina (pNA) ap6s o contato do peptideo com o complexo
estreptoquinase-plasminogénio. A liberacdo da pNA é monitorada a 405 nm que, por sua
vez, é diretamente proporcional a atividade da plasmina. A quantidade de plasmina é
diretamente proporcional a concentragdo de plasminogénio originalmente presente na

amostra.

A Figura 9 mostra os resultados obtidos para a estreptoquinase livre e imobilizada na
superficie dendritica em pH e temperatura fisioldgicos (7,4; 37 °C). Neste trabalho
considerou-se o coeficiente de extingdo molar do pNA como sendo equivalente a 10.000
L.morVem™ (IpM pNA = IOmOD"s). Ambas as formas proteicas (imobilizada e n&o
imobilizada) parecem obedecer a uma cinética de Michaelis-Menten.

Aplicando-se 0 método de linearizacdo de Lineweaver-Burk obtém-se os parametros
cinéticos K, e Vi para a estreptoquinase solivel (Skgi)e Kingpar: € Vixddar. para a proteina
imobilizada (Skiygb). Os resultados obtidos séo apresentados na Figura 10 e Tabela 1. Os



valores proximos nos valores de K, e Vux parecem indicar que a interacdo Sk-substrato
ndo é substancialmente modificada pela imobilizacdo da proteina. Esta caracteristica pode

ser devido a estrutura dendritica que interage favoravelmente com a estrutura proteica.

Tabela I- Valores das constantes cinéticas para a estreptoquinase soltvel (Skgi) solivel e
imobilizada (Ski,gb).

Constante cinética Sk, AJhimob
K (MM) 1804 16
VmaxinM.mmVU") 914 751

5.3.4- Ensaio ex-vivo em caes

A adequagdo do revestimento fibrinolitico sob fluxo saguineo foi estudado neste
trabalho utilizando experimentacdo animal ap6s implante na artéria carétida de
diferentes cdes. O fluxo sanguineo foi monitorado ao longo do experimento através de

um detector de fluxo.

A Figura 11 mostra os resultados obtidos ap6s implantes dos tubos em diferentes ces.
O fluxo de sangue no tubo de PE foi interrompido completamente ap6s 20 minutos
do implante enquanto que para o tubo revestido (PGLD-Sk-PE) o fluxo sanguineo sofreu

nl

uma diminucdo ndo significativa de de 70 para 60 mL.min"™ apds 240 minutos do

implante.

A fim de se observar a deposicdo dos elementos sanguineos nas superficies dos tubos
apos implante em animais, a superficie dos tubos foram analisadas por epi-
fiuorescéncia. O principio da técnica de epifluorescéncia baseia-se na incorporagéo de
alaranjado de acridina ao DNA mitocondrial. A localizacdo de plaquetas ou seus

agregados é feita entdo por excitago do corante com luz UV.%

Os resultados de epi-fiuorescéncia sdo apresentados na Figura 12. Pode ser observado
que o namero de agregados é significativamente maior nas superficies ndo revestidas

de PE comparativamente ao tubo de polietileno revestido com o dendrimero fibrinolitico.
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ara avaliagdo da hemocompatibilidade dos tubos de PE
¢ PGLD-Sk-c-PE. Animal utilizado no experimento anestesiado (A), incisdo (B),
exposigdo de carotida (C), implante do tubo sintético (D), fluxo de sangue no tubo
sintético (E-G) e tubos apos a experimentacdo animal (H).
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Figura 1 — Procedimento cirargico p
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Figura 2- Evolugdo no espectro vibracional (FTIR/ATR) da superficie de PGLD-Sk-PE
durante o processo de sorgao de agua.



700 2,0

600 —

0 5 10 15 20 25

Tempo (min)

gura 3 - Intumescimento no equilibrio dos sistemas PE (A) e PGLD-Sk-C-PE (B) em
solugdo tamp3o PBS pH7,4 a 37°C
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Figura 4 - Porcentual de plaquetas aderidas sobre: PE (s) e PGLD-Sk-PE ().
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Figura 5 — Micrografias SEM para as superficies de PE (A-D) e PGLD-Sk-c-PE (E-F) apés
exposi¢do a plasma rico em plaquetas.
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Figura 6 - Cinética da formagdo de trombos na superficie da poliolefina antes (e) e apés (0)
o revestimento com o dendrimero fibrinolitico.
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Figura 7 - Capacidade do revestimento da superficie de PGLD-Sk-c-PE (®) em dissolver
coagulo sangiiineo. (©) Estreptoquinase pura.
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Figura 8- Cinética de degradag@o do coagulo pela Sk livre (0)e imobilizada (@) na
superficie dendritica.
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Figura 9 - Variagdo da atividade da estreptoquinase livre (A) e imobilizada no PGLD (B)
em fungdo da concentragio do substrato cromogénico S-2251. As velocidades
iniciais foram medidas por 5 minutos a 405 nm apés incubag3o a 37 °C.
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Figura 10- Grafico de Lineweaver-Burk para Sk livre (A) e Sk imobilizada (B).
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Figura 11- Comparaggio do fluxo sanguineo em tubos de polietileno ndo revestidos (A)e,
revestidos com o bioconjugado PGLD-Sk (PGLD-Sk-c-PE) (B). Quantidade de
Sk imobilizada: 0,1 mg.mm™>
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Figura 12 — Micrografias de epi-fluorescéncia das superficies de PGLD-Sk-c-PE (A-B) e
PE (C-D) apés ensaio ex-vivo em cies. Aumento:1000x.



6
CONCLUSAO

Nossos resultados mostram um horizonte promissor para a utilizacdo de
macromoléculas arborescentes na area cardiovascular. Os resultados deste trabalho
indicam que poliglicerois dendriticos isomoleculares podem ser sintetizados em um
processo de policondensacdo onde o nucleo de crescimento da macromolécula é um
poliglicerol tipo poliéter.

Como salientamos na introducdo deste trabalho, gostariamos de explorar nossos
resultados no sentido de se obter revestimentos flexiveis e com atividade fibrinolitica
para ambiciosas aplicagBes como, por exemplo, 0 revestimento de stents ou catéteres
implantaveis a longo prazo. Entretanto, os resultados com relagdo & hemocompatibilidade
dos revestimentos obtidos referem-se apenas aos ensaios fundamentais da experimentacao
in Vitro e ex-vivo .

Avaliando 0s ensaios in vitro observamos que os resultados sdo satisfatérios. O
revestimento promove a adsorc¢do preferencial de albumina e uma baixa adeséo e
agregacdo plaquetaria além de uma diminuicéo significativa quanto ao processo da
formac&o de trombes nas superficies sintéticas revestidas com o sistema PGLD-Sk.

A interessante descoberta a ser ressaltada ¢ a manutencdo da atividade biologica da
proteina Sk imobilizada ser muito préxima da estreptoquinase em solucéo. Estudos
recentes sugerem que esta observacdo pode de fato ser encontrada uma vez que sistemas
dendriticos tendem a mimetizar estruturas de proteinas globulares. Evidentemente, esta
descoberta € fundamental para o desenvolvimento de biorreatores e outros sistemas com
atividade bioldgica deverdo ser testados.

Os estudos da cinética de dissolu¢do de um coagulo induzido artificialmente em uma
superficie sintética pelo revestimento PGLD-Sk indicam que a utilizacdo de tais
revestimentos na area médica podem garantir a reperfusdo a um nivel minimo para

manutencdo da vida, inibindo o colapso do fluxo sanguineo no organismo bioldgico.



Em nosso trabalho os estudos da experimentacdo ex-vivo sugerem que o bioconjugado PGLD-
Sk pode gerar revestimentos com uma boa atividade fibrinolitica. Obviamente os resultados
levam em conta apenas uma variavel do sistema bioldgico: o fluxo de sangue através do tubo de
uma poliolefma (PE) em cuja superficie estava acoplado covalentemente o bioconjugado
PGLD-Sk. Embora o ensaio ex-vivo tenha um significado importante para este trabalho,
reconhecemos que uma experimentagdo animal de maior porte deve ser projetada onde
volume maior de dados estatisticos relativos a ativacdo de complementos da cascata de
coagulacéo do sangue bem como o fator de von Willebrand possam ser analisados com o rigor
da estatistica

Podemos apontar como a principal dificuldade deste trabalho a ativacdo da superficie da
poliolefma no reator de plasma a pressdo atmosférica, uma metodologia néo cléssica no setor
industrial. Entretanto, outros métodos de ativacdo superficiais da poliolefma podem ser
adaptados para a obtencdo de um revestimento estdvel a exemplo da descarga corona,
amplamente difundida no setor industrial.

Em nosso trabalho obtivemos indicios de que os mecanismos de energia livre superficial e de
fibrindlise operam a nivel superficial para o revestimento PGLD-Sk. Entretanto, sabemos que a
elevada densidade de grupos funcionais na superficie dendritica perturba de alguma forma a
estrutura da proteina Sk. Sabemos apenas que a perturbacdo parece nao ocorrer na regiao
bioativa da proteina. Entender como se da a interacdo entre a estrutura dendritica e a
proteina Sk com base em modelos semi-empiricos provera futuras compreensbes que
poderdo ser Uteis a biologia molecular. Aliado aos resultados deste trabalho, a modelagem
molecular do sistema PGLD-Sk e sua interacdo com o plasminogénio sdo objetos de
interessante pesquisa.

Acreditamos que nossa pesquisa podera trazer uma contribuicdo significativa para a
obtencéo de novos materiais para a area cardiovascular. Trabalhos futuros nesta area, dirdo da
flexibilidade do método de aplicagdo em outros diferentes tipos de estruturas (metais, misturas
poliméricas e ceramicas). O que fizemos até agora representa apenas um primeiro passo nesta
diregdo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A aplicagdo de estruturas macromoleculares arborescentes contendo estreptoquinase imobilizada
representa uma vertente interessante quanto ao desenvolvimento de novos biomateriais no
presente século. Neste sentido, a quimica nanoscopica tem demonstrado ser uma ferramenta
poderosa no desenvolvimento de materiais em escala nanométrica.

Aliado a bioquimica e engenharia de materiais, sistemas implantaveis revestidos através da
tecnologia convencional com macromoléculas bioldgicas como a heparina, uroquinase e o
ativador tecidual de plasminogénio tem sido oferecido & medicina cardiovascular. Entretanto, a
manutencdo da integridade do componente bioldgico e o elevado custo destas técnicas que

excluem a populacéo de baixa renda em nosso pais s&o dois desafios que devem ser vencidos.

Espera-se que esta dissertacéo forneca as ferramentas iniciais para o desenvolvimento de sistemas
simples e extremamente versateis quanto ao seu tipo de aplicacdo na area cardiovascular. O
escopo do presente trabalho e obviamente, também o bindmio tempo/instrumentagdo nos
privaram de respostas a um conjunto de perguntas que surgiram apds as respectivas analises dos
resultados obtidos e que apresentamos aqui como as perspectivas ou sugestdes para trabalhos
futuros:

> Estudar as possiveis interacdes entre o dendrimero e a proteina (Sk) utilizando o dicroismo
circular.

> Analisar o mecanismo de transporte de proteinas globulares e ndo globulares para uma melhor
compreensdo da interacdo entre a macromolécula arborescente e o fluido bioldgico.

> Medir a distribuicdo de cavidades em funcdo do numero de geracbes no dendrimero

buscando, desta maneira, avaliar a efetiva area superficial da macromolécula sintética.



» Avaliar a citotoxicidade dos sistemas obtidos neste trabalho.
> Estudar a aplicacdo da estrutura arborescente na engenharia de tecidos biolégicos.
> Incorporar farmacos com propriedades anti-inflamatorias as estruturas dendriticas e

avaliar sua performance.

> Ultilizar o sistema PGLD-Sk no revestimento de stents e verificar sua peformance por

técnicas in-vitro e in-vivo.

Cada sugestdo futura proposta acima tem como objetivo responder a perguntas altamente
especificas e, cujas respostas contribuirdo fortemente para o total dominio da tecnologia de
sintese de macromoléculas dendriticas. Acreditamos que as perguntas merecem respostas nao
somente para satisfacdo intelectual, mas procurando também contribuir para que nossas
universidades depositem seu “"olhar" sobre agqueles que sdo nossa mais forte e pura

motivacdo de existir academicamente: os excluidos de nossa sociedade.



