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RESUMO

O oxido nitrico (NO) e um radical livre com inimeras funcgdes fisioldgicas, tais
como regulacéo da pressdo sanguinea e sistema nervoso. O desenvolvimento de Sistemas
de Liberacdo Controlada (SLC) de NO no organismo sdo de grande importancia em
tratamentos de diversas patologias, bem como para a industria farmacéutica. A
espectroscopia de ressonancia paramagnética (RPE) foi utilizada para deteccdo e
caracterizacdo da taxa de liberacdo de NO. Esta é uma técnica amplamente utilizada no
estudo de entes paramagnéticos existentes em sistemas bioldgicos.

Os SLCs de NO foram desenvolvidos a partir da incorporacdo do agente
aprisionador de NO, FeDETC, nas matrizes biocompativeis de latex e siloxano-
poli(oxipropileno) (PPO). O foco deste trabalho é obter membranas para liberagdo
controlada de NO que sejam capazes de liberar NO localmente através de estimulos
externos.

A matriz de PPO apresentou forte sinal de NO, resisténcia mecanica e
estabilidade igual as melhores matrizes sélidas ja obtidas em nosso laboratério. Mantendo
a matriz de PPO em ambiente sem iluminacéo e a temperatura ambiente, 0 NO permanece
aprisionado ao FeDETC por até 45 dias nas primeiras sinteses e 33 dias nas Ultimas
sinteses. Em experimentos feitos com a matriz de latex foi observado que o NO permanece
complexado ao FeDETC até 61 dias e 45 dias para amostras estocadas no escuro a
temperatura ambiente e sob temperatura de 50°C. Em ambas matrizes, foi observado que a
taxa de liberacdo de NO do sistema pode também ser acelerada através da aplicacdo de um
campo magnético ou através do aumento de temperatura. Estas caracteristicas fazem do

PPO e latex , matrizes ideais para construcdo de SLCs de NO.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a free radical species with multiples physiological
functions, such as the regulation of blood pressure and nervous system. The development
of drug delivery systems (DDS) of NO in the body are of great importante in the treatment
of varios diseases, as well as for the pharmaceutical industry. Electron Paramagnetic
Resonance (EPR) technique, was used for NO detection and characterization of the NO
delivery kinetics. This is a technique widely used in the study of paramagnetic entities
existing in biological systems.

NO DDSs were developed based in trap FeDETC incorporated in siloxane—
poly(oxypropylene) (PPO) and latex biocompatible matrix. The focus of this work is to
obtain membranes for controlled release of NO that are able to release NO locally by
external stimuli.

The PPO400 and PPO2000 DDS presents a stronger EPR signal, strength and
highest stability, equal to the best solid matrices already obtained in our laboratory, e. g.
latex matrix. Keeping the matrix in PPO enviromment without lighting and temperature,
the NO remains trapped in FeDETC for up to 45 days in the first synthesis and summaries
for the last 33 days. In experiments made with the latex matrix was observed that NO
remains trapped in FeDETC until 61 or 45 days for samples stored in the dark at room
temperature and samples left at the greenhouse 50°C. In both matrices was observed that
the kinetics of NO release of NO release of the system can also be accelerated by applying
modulated magnetic field of 40G or by increasing temperature. These characteristics make

the PPO and latex, matrices ideal for building DDS NO.
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1. INTRODUCAO

O Programa de Pds-graduacdo e Tecnologia de Materiais (POSMAT), tem como
objetivo o aprimoramento e elaboragdo de novos dispositivos. A ciéncia dos materiais
relaciona os elementos estruturais dos materiais e suas propriedades. O conhecimento
adquirido por pesquisadores em ciéncia dos materiais nos ultimos 60 anos, fornece aos
cientistas e pesquisadores condigdes de moldar as caracteristicas dos materiais
(ASKELAND, 1994; SMITH, 1995).

Os materiais podem ser classificados de maneira simples como: metais,
ceramicos e polimeros, tal que os materiais metalicos sdo normalmente combinacGes de
elementos metalicos, 0s ceramicos em linhas gerais sdo compostos entre 0s elementos
metalicos e ndo metalicos (por exemplo, Oxidos, nitretos e carbetos) e polimeros
compreendem 0s materiais comuns de plastico e borracha (CALLISTER, 2002).

Os biomateriais, em particular, podem ser obtidos de quaisquer materiais
classificados anteriormente, porém sdo empregados em componentes implantados em
sistemas bioldgicos como o corpo humano, para substituicdo e ou reconstituicdo de partes
do corpo, doentes ou danificadas. Além disso o0s biomateriais precisam apresentar
biocompatibilidade com os organismos vivos.

Investigagdes na linha de biomateriais € a grande area de atuacdo de nosso
grupo de pesquisas. Este trabalho trata especificamente de biomateriais poliméricos,
hibridos organico-inorganicos como matrizes para a liberacdo de 6xido nitrico nos sistemas
bioldgicos. Na seqiiéncia discorreremos sobre a molécula de NO e sua importancia
biolégica, bem como os mecanismos e materiais usados para caracterizar e quantificar a

liberacdo desta molécula através das matrizes poliméricas estudadas.
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1.1. A molécula de NO

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa, inorganica e incolor,
habitualmente encontrada no espaco inter-estelar, na atmosfera de Vénus, Marte e tambem
em nossa atmosfera. Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas membro
de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos potenciais (BREDT,
1989). Contudo, em 1987, a atencdo da comunidade cientifica voltou-se ao NO, com a
descoberta de seu papel importante na relaxacdo muscular endotelial (MONCADA , 1991).

Quando em meio aquoso, 0 NO possui meia vida de menos de 10 segundos,
devido & sua répida oxidacao a nitrito (NO, ) e a nitrato (NO3 ) (KERWIN,1995; FILHO,

2000). O NO ¢€ considerado um dos mais importantes mediadores nos processos intra e
extracelular, esta envolvido em processos fisioldgicos que variam da vasodilatacdo a
neurotransmissdo. O NO estq associado ao fator de relaxamento da musculatura lisa
vascular derivada do endotélio (endothelial-derivated relaxing factor - EDRF)
(NAGANO, 2002), tem um papel de grande importancia na prote¢do do vaso sangiineo,
além de ser o principal mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas e constitui
a mais importante molécula reguladora do sistema imune (HIBBS; MARLETTA,1988).
No sistema imune, macrofagos, quando estimulados, produzem grande quantidade de NO,
que funciona como uma molécula assassina, destruindo células-alvo (cancerosas) e micro-
organismos.

O conhecimento da dindmica espago-temporal da liberagcdo de NO das células é
importante para uma compreensao da neurotransmissao, bem como a compreensdo da
evolucdo de doencas inflamatdrias e de um grande nimero de condicfes patoldgicas, tais

como o cancer, o diabetes e doengas neurodegenerativas. Sabe-se que os efeitos biologicos
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do NO sdo dependentes do seu local de atuacdo e fonte de produgdo, bem como da

concentracdo (LEE, 2007).

O Oxido nitrico NO é um importante neurotransmissor com capacidade
potencializadora, atuando na memaria e no aprendizado, tendo também acdes enddcrinas,
autocrinas e paracrinas. A sua acao na imuno-regulacao esta presente na inflamacgéo e nos
mecanismos de autoimunidade. Esta molécula tem revolucionado e obrigado a revisdo de
paradigmas da medicina, principalmente em neurologia, cardiologia, nefrologia e

gastroenterologia (SNYDER, 1998).
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1.1.1. A bioquimica do NO

A identificacdo do NO como vasodilatador veio, em parte, de estudos que o
identificaram como a molécula efetora comum a todos os nitrovasodilatadores, como a
nitroglicerina (Figura 2), que resultava na dilatacdo das artérias coronarias, melhorava o
suprimento sanguliineo ao coracgéo e, conseqlientemente, aliviava os sintomas. Katsuki et al.
(KATSUKI, 1977) demonstraram que o mecanismo pelo qual estes compostos causavam
vasodilatacdo envolvia a ativacdo da enzima guanilato ciclase (GC), mediada por NO, e 0
consequente acumulo de guanosina monofosfato ciclica GMPc.

Os primeiros estudos da produgdo de Oxidos de nitrogénio pelos mamiferos
foram feitos por Schmidt e Walter (SCHMIDTH, 1994), os quais sugeriram na década de
70 que os mamiferos produziam Oxidos de nitrogénio. No inicio da década de 80
demonstrou-se que a quantidade eliminada destes compostos excedia a quantidade
ingerida. Foi demonstrado que camundongos e seres humanos alimentados com uma dieta

pobre em NO;3; excretavam quantidades substanciais deste composto, comprovando, de
modo inquestionavel, a producdo endégena de NOs; nos mamiferos (GREEN, 1981(a)).

Posteriormente GREEN et al., demonstraram a producdo de NO3 em camundongos isentos
de germes e um estudo do balangco metabdlico comprovou a biossintese de NO3; em homens
saudaveis (GREEN, 1981(b)). Em 1985 demonstrou-se que macrofagos ativados por
compostos bacterianos eram capazes de promover a producdo de nitritos e nitratos
(STUEHR,1985). Vale ressaltar que a nitroglicerina € geralmente administrada a
individuos que sofrem de “angina pectoris’ (uma doenca causada por fluxo de sangue
insuficiente ao masculo cardiaco) para rapidamente, porém temporariamente, aliviar a dor

no peito.



16

H,C—0—NO,
HC—0—NGQ,
H,C—0—NO,

Figura 1 — Estrutura molecular da nitroglicerina

Estudos posteriores evidenciaram que a L-arginina era o substrato e a L-
citrulina era formada como co-produto (HIBBS,1987). Nesse processo, a reagdo que
converte arginina em NO e em citrulina é catalisada pela 6xido nitrico sintase (NOS),

Figura 2.

N—OH BN, 0

HPHYNH? HEHY
NH NH

g
NADPH
NADPH & - i D
sy 0z
1N “C00° 1N 00 HsN” L00"
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina (sido nitrico

1

Figura 2 — Reacdo catalisada pela NOS

Em 1989, foi confirmada a producdo de NO no sistema nervoso (IGNARRO,
1987; SCHNACKENBERG, 1997) e demonstrado que o glutamato é o mediador da
liberacdo de NO por receptores N-metil-d-aspartato (NMDA) estimulados (SCHMIDTH,
1994). No ano seguinte, foi isolada do cerebelo de rato e purificada uma isoforma da

enzima responsavel pela formacgéo de NO, a 6xido nitrico sintase (NOS).
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O NO é sintetizado biologicamente nos mamiferos por trés diferentes

isoformas da enzima NOS (SCHMIDTH, 1994; NAGANO, 2002), Figura 3,
(ROUSSEAU, 2009). A NOS neural (nNOS ou NOS 1) e a NOS endotelial (eNOS ou NOS
I11) s&o constitutivas das células neurais e endoteliais, respectivamente. Entdo, ambas séo
chamadas de cNOS, enquanto a NOS induzivel (iNOS ou NOS II) atua em células
envolvidas no processo inflamatorio, como macréfagos. Como esquema ilustrado na
Figura 4, o NO é formado na célula a partir da arginina por estimulo direto da NO sintetase
tipo I e 111 ou por citocinas via NO sintetase tipo Il. Apos difusdo para fora da célula o NO
pode reagir com radicais de oxigénio e entdo sofrer degradacdo para 6xidos de nitrogénio.
NO pode estimular a atividade da guanilato ciclase em células, inibir a sintese de DNA e a
atividade da aconitase. A inducdo de NO sintetase Il pode ser inibida por glicocorticoides.
Todas NO sintetases sdo inibidas por analogos da arginina (L-NMMA, L-NA, LNAME). A
reacao pode ser inibida por hemoglobina e superdxido com inativacéo de NO, e por azul de
metileno, um inibidor da guanilato ciclase. Apesar das ctNOS e iINOS nédo apresentarem
diferenca significativa nas suas atividades especificas, a atividade da cNOS é dependente
da concentragdo de Ca®* enquanto que a atividade da iNOS é independente da
concentracéo de Ca®* e elas atuam em diferentes niveis de concentracio enzimatica uma da
outra. Desde que a atividade das cNOS é dependente da concentracéo transiente de ca®*
intracelular, os niveis de NO produzidos nas células endotelial e neural sdo baixos (abaixo
de micromolar) comparados ao nivel da NOS em macréfagos (1-10 m M) (NAGANO,
2002). Portanto, cNOS ¢é uma isoforma de producdo lenta de NO enquanto a atuagdo da
INOS se da de forma bem mais expressiva, resultando numa producgdo rapida, de alta

liberagédo de NO.



Figura 3 — Enzima 6xido nitrico sintetase (dimero).
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O NO apresenta difusdo rapida e a facilidade de penetracdo em outras

celulas, gracas ao seu pequeno tamanho e a sua caracteristica lipofilica, cruciais para o
entendimento das suas atividades biologicas (MONCADA, 1991). As trés principais
reacOes de diluicdo do NO em sistemas fisiologicos sao:

i) Reagcdo com o NO no interior da célula muscular: o NO interage com 0
ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase, Figura 5, acarretando uma alteragédo da
conformacdo desta enzima, tornando-a ativa (GCa). A GCa catalisa a saida de dois
grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formacdo de

GMPc.

Heme — Fe2* + - NO — Heme - Fe3* - NO™ 1)

GC » GCa
-

Figura 5 — Formacéo de guanosina monofosfato ciclica (GMPCc), a partir da guanosina

trifosfato (GTP), mediada por NO (DUSSE, 2003).

i) Reacgdo rapida e irreversivel com a oxihemoglobina (Hb) para produzir

nitrato:

Hb — Fe2* — 0, + - NO— Hb — Fe2* OONO- NO — Hb — Fe3* - NO;~ )
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Em sistemas bioldgicos o NO diluido apresenta concentracdo da ordem de

10 a 400 nM. As células sanguineas vermelhas contém aproximadamente 20 mM de Hb e
tem portanto a capacidade de aniquilar o NO difundido nos canais vasculares. O NO pode

difundir por volta de 100 um, a distancia média de um capilar, em poucos segundos.
iii) A terceira reacdo se trata da reacéo irreversivel do superdxido (O; ) 0

qual encerra a difusdo limite com o éxido nitrico (HUIE, 1993) para formar o poderoso

oxidante anion peroxinitrito (ONOO-).
‘NO+ ‘O-0:" — ONOO (3)

O peroxinitrito ONOO™ apesar de ser estavel é toxico, pois seu alcance de
difusdo é da ordem do didmetro de uma célula e pode contribuir para danos teciduais. O
ONOO- pode ser produzido em concentra¢cdes substanciais por macréfagos ativos
(ISCHIROPOULOS, 1992) e neutréfilos (CARRERAS, 1994). Pode ser também uma das
principais espécies perigosas produzidas por isquemia miocardial e cerebral, assim como
por inflamagdes, sepsia e Vvérias outras condi¢cdes patolégicas (MATHEIS, 1992;
MULLIGAN, 1991; NOWICKI, 1991). A meia vida do NO cai para a ordem de
milissegundos quando o NO se encontra no sangue, devido a rapida reacdo do NO com as

oxiemoglobinas ( LI1U, 1998) pode ser também devido a rapida reagdo com 0 ONOO-,
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1.1.2. Disfuncges causadas por falhas no metabolismo de NO

O descontrole do seu delicado equilibrio (NOS) leva a situacbes
fisiopatologicas. A superproducéo inapropriada de NO pode causar uma série de patologias
tais como doencas degenerativas, incluindo inflamacdo, doencas reumaticas, choque
séptico, diabetes e isquemia cerebral. Portanto, para regular a producdo de NO, o
desenvolvimento de inibidores especificos de isoformas de NOS tem sido uma area ativa
de pesquisa. Por outro lado, producéo insuficiente de NO também causa sérios problemas
médicos. Muitas doencas como hipertensdo e aterosclerose envolvem deficiéncia de
producdo de NO. Portanto, um composto que pode liberar NO sob condic¢Oes especificas
pode ser usado terapeuticamente como paliativo na subproducdo de NO. De fato, o mais
conhecido doador de NO, nitroglicerina, tem sido utilizado por mais de um seculo para
aliviar ataques agudos de “angina pectoris”.

No presente, doadores de NO tém uma variedade de aplicacdes biomedicas.
Embora a compreensdo da fisiologia e patologia do NO pareca bastante incompleta,
informacdes indiretas e diversas correlacbes sugerem que tanto O excesso quanto a
insuficiéncia de NO induzem doencas e danos a tecidos. De longe, as doencas mais
significativas associadas a insuficiéncia de NO sdo cardiovasculares. Além de
suplementacdo de NO em situagcdes em que a insuficiéncia de NO representa patologia,
como na disfuncdo erétil, doadores de NO podem também regular 0 mecanismo
fisiologico. O beneficio da administragdo de NO tem sido reconhecido em muitas outras
doencas, além de desordens cardiovasculares, doengas do sistema nervoso e inflamacao.

O NO serve também como sinalizador de algumas doencas. No tratamento da

asma brénquica, foi mostrado que existe diferenca significativa de concentracdo de NO no
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ar expirado e no escarro induzido entre individuos saudaveis e individuos com a doenga,

estando significativamente aumentado em asmaticos, Figura 6. O 6xido nitrico exalado
encontra-se aumentado na asma atopica, aumenta durante as exacerbagdes, diminui com
terapia antinflamatoria (BARALDI, 1997) e aumenta quando doses de corticoides inalados
séo reduzidas (KHARINOTOV, 1996). Como instrumento de diagnostico, os niveis de NO
exalado discriminam asmaticos de ndo asmaticos, com alta sensibilidade e especificidade

(CHATKIN, 1999).

NO exalado
150~
p < 0.001
3 1004 -
& -
O L]
= 50- -‘,:%
1
0_.

Controle Asma

Figura 6 - Comparacéo entre concentragdes de 0xido nitrico expirado por individuos

saudaveis (controle) e apresentando asma bronquica.
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1.2. Doadores de NO

Alguns reagentes quimicos ja foram utilizados em grande escala como
doadores continuos de NO em condicGes fisiologicas, como a nitroglicerina (NG), o
nitroprussiato de sodio (NPS) e a S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP) (SHAFFER,
1992). Além destes compostos, vale ressaltar outros doadores de NO como os nitratos
organicos, nitritos orgéanicos, complexos NO-amino (NOCs), S-nitrosotidis (RSNOs),
complexos ferro-nitrosila e ruténio-nitrosila (KATAYANA , 2008). Porem o NPS como
agente doador de NO, oferece risco de contaminagéo por cianeto, um veneno que pode ser
subproduto de seu uso no organismo.

A NG foi utilizada durante mais de 100 anos para tratamento de angina e
outros problemas de circulacdo. Até entdo, 0 mecanismo de acéo deste doador de NO, era
desconhecido. Atualmente, sabe-se que a NG é metabolizada dentro da mitocondria pela
enzima nitrato redutase (aldeido deshidrogenase mitocondrial) que catalisa especificamente
a decomposicdo de NG, formando 1,2-dinitrato de glicerina e nitrito, levando a producao

de GMPc e a relaxagdo da musculatura lisa [32] (CHEN, 2002).
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1.2.1. Sistemas de liberacéo controlada de NO

Devida a importancia da molécula de NO produzida pelo organismo dos
mamiferos, existe grande interesse dos pesquisadores sobre maneiras de obter e liberar NO
através de sistemas que possam controlar a liberagdo local de NO em organismos Vivos.
No sentido de quantificar NO in vitro e in vivo, nosso grupo de pesquisas tem desenvolvido
metodologias de quantificacdo de NO pela técnica de EPR através do uso de Fe(DETC),
como trap (BORIN, 2003), tem trabalhado na construgéo de sensores com Fe(DETC),
ocluso em matrizes de silica (MELO, 2004) e de latex — borracha natural (HERCULANO,
2006).

Sistemas de Liberagdo Controlada (SLC) trata-se de materiais biocompativeis
que possam ser usados como membranas, por exemplo, para liberagdo de NO em
determinadas regides do organismo que apresentarem baixa concentracao desta molécula.

O principal objetivo das pesquisas recentes, a respeito de sistemas doadores de
NO, tem sido o desenvolvimento de sistemas de liberagéo local de NO, tal que a taxa de
liberagdo a partir de agentes liberadores de NO possa ser controlada (IGNARRO, 2002).
Alguns estudos sugerem que as cisteinas tidis (RSHs) de peptideos bioativos, tais como a
glutationa (GSH), as mais abundantes proteinas ndo-tiol encontradas in vivo, e N-
acetilcisteina (NAC), um enddgeno produto de cisteina, possam conduzir NO nos tecidos
(GASTON, 1999; WOOD, 1996). Acredita-se que os tidis mostrados na Figura 7, estdo
envolvidos intrinsecamente no metabolismo e mobilizagdo de NO (HOGG, 1996). A GSH
estd especialmente susceptivel a formar S-nitrosoglutationa (GSNO) e a NAC para formar
S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC), in vivo. GSNO e SNAC pertencem a uma classe de

compostos denominados doadores de NO e agem como reservatérios de NO in vivo,
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devido a excelente estabilidade deles em comparagdo com o radical livre NO (SINGH,

1999; BUTLER , 1997; ASKEW, 1995; DE OLIVEIRA, 2002).

(C) (D)
Q NH; 0
NH 0 0 \L OH
\|“ 3
0 NO

Figura 7 — Estruturas de (A) N-acetil-cisteina (NAC), (B) Glutationa, (C) S-nitroso-N-

acetilcisteina (SNAC) e (D) S-nitrosoglutationa (GSNO) (SHISHIDO, 2003) .

Diversos sistemas de liberagéo controlada de NO s&o desenvolvidos utilizando
NO aprisionado em bases poliméricas, tal que estes sistemas podem fazer com que o NO se
difunda, de forma controlada, para fora da base polimérica. Além de eliminar o risco de
intoxicacdo (caso do NPS), as bases poliméricas que promovem a liberagdo local do NO,
apresentam uma alternativa que permite a reducdo das doses e dos riscos dos tratamentos
cardiovasculares.

Estudos realizados (SHISHIDO, 2003) através de experimentos em animais e
depois em pessoas saudaveis, conseguiram mostrar que a aplicagdo de polimeros sobre a
pele era capaz de dilatar os vasos sanguineos e aumentar o fluxo sanguineo na area. Estes

estudos se concentram no desenvolvimento de uma formulacdo baseada em hidrogéis
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termicamente reversiveis capazes de liberar NO a partir de RSNOs (SHISHIDO, 2003),

usando um copolimero tribloco F127 como uma matriz. O copolimero tribloco F127 é
disponibilizado comercialmente e se trata de um polimero surfactante ndo-idnico que
possui uma estrutura simétrica composta por poli(oxido etileno)gg—poli(oxide propileno)es—
poli(oxido etileno)geg (DESAI, 2000). Os hidrogéis de F127 apresentam baixa toxidade e
séo bons candidatos para sistemas liberadores de droga.

Alguns sistemas doadores de NO apresentam ma solubilidade em meio
fisiolégico, falta de segmentacdo especifica, capacidade limitada de entregar certas
concentragdes terapéuticas e ainda, em alguns casos, podem gerar subprodutos toxicos
(diaminas e nitrosaminas) (GASTON,1993; HOGG, 1996; SINGH, 1999). Trabalhos
usando nanoparticulas apresentam uma solucéo e tem sido estudado extensivamente por
pesquisadores, com o objetivo de aumentar a eficacia da permeabilidade de particulas
doadoras de NO em sistemas fisiologicos, liberar NO localmente e controlar a liberacéo de
NO (BUTLER, 1997; ASKEW, 1995 DE OLIVEIRA, 2002; ALBERT, 1991,
VODOVOTZ, 2000; AL-SA’DONI, 2000). Varios doadores de NO em micro e nano
escala tém sido desenvolvidos usando uma gama de macromoléculas incluindo albumina e
conjugados, copolimero acido polilaticoglicolico, microesferas de polietilamina, particulas
de polimetacrilato, (SEXTON, 1994; STUEHR, 1993), clusters de ouro, (SANTOS, 2001;
SANTOS, 2002) dendrimeros (MEYER, 1994) e particulas de silica (DESAI, 2000;
BLONDER, 1999). Entre estes, nanoparticulas de silica ttm se mostrado uma base atraente
como veiculo de entrega controlada de NO, por causa de suas caracteristicas fisicas e
versatilidade quimica ( WANG, 2005; WANG, 2002; HRABIE , 1999; KUMAR, 2005).

Assim posto, sobre a importancia de novos SLCs de NO, neste trabalho

investigamos dois biomateriais com o propésito de usa-los como matrizes para a
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construgdo de novos SLCs de NO. As matrizes estudadas foram obtidas a partir dos

polimeros: borracha natural (latex), e do siloxano-poli(oxipropileno) PPO, como SLCs de
NO. Nos itens subsequentes sera abordado com mais detalhes, cada tipo de SLC de NO

investigados.

1.2.2. Sistema de Liberacdo Controlada (SLC) de NO a base de

siloxano-poli(oxipropileno) PPO

O siloxano-poli(oxipropileno) PPO é uma matriz hibrida muito interessante
para a construcdo de um SLC de NO, pelo fato de os materiais hibridos serem capazes de
unir em um s6 material propriedades tipicas de materiais organicos, como flexibilidade, e
propriedades tipicas de materiais inorganicos, como excelentes propriedades mecanicas e
Opticas, além de apresentar transparéncia e facil sintese. A sua rede de poros facilita a
difusdo do NO, excelente caracteristica para a construcdo de SLCs. Os SLCs de NO a base
de PPO séo preparados pelo método sol-gel, o qual sera descrito nos proximos itens. Para
investigar as potencialidades do PPO como SLC de NO é utilizado um espectrometro de

Ressonancia Paramagnética eletronica (RPE).
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1.2.3. Sistema de Liberacéo Controlada (SLC) de NO a base de

Latex

A matriz a partir de latex natural ja vem sendo investigada por nosso grupo de
pesquisas (HERCULANO, 2006) como sensor de NO. O latex natural é obtido da
seringueira (Hevea brasiliensis) e possui muitas aplicagdes industriais, principalmente a
automobilistica, devido a suas caracteristicas fisicas, como elasticidade, plasticidade,
resisténcia ao desgaste (friccdo) e propriedades de isolamento elétrico (HERCULANO,
2005). O latex natural apresenta biocompatibilidade e estimulo natural a angiogénese e por
este motivo tem se tornado um material interessante para construgdo de membranas para
uso em préteses e enxertos médicos (ALVES, 2003).

A solugdo de latex foi extraida da seringueira “Hevea brasiliensis” na fazenda
experimental da ESALQ, USP-Piracicaba/SP (MELO, 2004). Logo apo0s a extracgdo, o latex
forma um sistema coloidal poliféasico e polidisperso. Depois de centrifugado, o latex pode
ser representado como sendo formado por trés componentes fundamentais:

« Fase borracha (30 a 50%) (hidrocarboneto isoprénico), composic¢ao estrutural.
Apresenta coloracdo branca, formada quase exclusivamente de borracha (STEIN,
2000).

« Soro (48%). Fracdo intermediaria aquosa € 0 meio dispersivo do sistema coloidal
latex e contém proteinas e sais dissolvidos.

« Fracdo de fundo (depdsito) (15%). Apresenta coloracdo amarela e é constituida
por: lutdides (proteinas, fosfolipidios e sais minerais) e particulas Frey-Wyssling
(constituidas de carotendides e lipidios conferindo a borracha, a coloragéo

amarela).



29
O latex natural, no primeiro instante que se escoa da seringueira, tem pH

levemente alcalino ou neutro (7,0-7,2). Por efeito de acbes quimicas e sobretudo
bioquimicas, vai se acidificando rapidamente em contato com o ar. As particulas de
borracha estdo suspensas numa emulsdo aquosa a qual também contém materiais protéicos.
Elas sdo prontamente coaguladas por acidos tais como acido férmico ou &cido acético, e
para uso comercial séo entdo formadas em chapas por tratamento em uma prensa aquecida.

Sob o ponto de vista técnico, o beneficiamento do latex e produtos secundario
da seringueira segue duas linhas basicas (D AUZAC, 1989; BERNARDES, 2000):, linha
de latex concentrado e linha de borracha solida. Elas sdo definidas, principalmente, pelos
produtos finais do beneficiamento e pela utilizagdo industrial a que se destinam os
produtos. A linha que mais nos interessa é a de latex concentrado, pois deste material saem
0s produtos destinados a aplicacbes médicas.

A matéria prima da linha de latex concentrado é o latex de campo, sendo que
este passa por um processo de concentracdo (retirada da dgua) elevando o teor de borracha
seca para 60 % através de processo fisico-mecénico (centrifugacdo) ou fisico-quimico
(cremagem). Deste processo resulta o latex com 60% de borracha seca e o0 soro que contém

entre 0,5% e 2% de borracha seca.
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1.3. O meétodo sol-gel

O método sol-gel € um processo no qual uma suspenséo coloidal transforma-se
em gel pelo estabelecimento de ligacGes entre as particulas ou entre as espécies
moleculares, levando a formacdo de uma rede solida tridimensional. De acordo com a
literatura (MELO, 2004), materiais recentemente obtidos pela técnica do sol-gel tem sido
utilizados no aprisionamento de enzimas (MOMENI, 1999), anticorpos (GUN, 1996),
catalisadores inorganicos (ZHAO, 1996), estendendo-se para aplica¢cbes na industria da
microfabricagédo (LI, 2000) e na producdo de materiais ceramicos.

O uso do processo sol-gel na producéo de sensores para aplicacdes analiticas na
industria quimica tem despertado consideravel interesse (HIRATSUKA, 1995) devido a
varios fatores: a facilidade da fabricacéo, a flexibilidade do projeto de sintese e o fato de
que a oclusdo de materiais no seu interior como as enzimas nao altera suas atividades
cataliticas (BRINKER, 1990; ILER, 1979; SAKKA, 1984; HENCH, 1990; CORRIU,
1996).

O método sol-gel trata- se de qualquer rota de sintese de materiais onde ocorre
uma transi¢do de um sistema sol para um sistema gel. O termo sol define uma dispersao de
particulas coloidais (dimensdo entre 1 e 100nm) estavel num fluido e o termo gel é
referente a um sistema formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal)
ou de cadeias poliméricas (gel polimérico).

Os geis podem ser classificados de acordo com a estrutura das particulas em
coloidais ou poliméricos. Os géis coloidais resultam da agregacdo linear de particulas
primarias (Figura 8a), que so pode ocorrer pela alteracdo apropriada das condi¢des fisico-

quimicas da suspenséo. Os geis poliméricos séo geralmente preparados a partir de solucdes
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onde se promovem reacOes de polimerizagdo. Neste caso, a gelatinizagdo ocorre pela

interacdo entre as longas cadeias poliméricas lineares (Figura 8b).
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Figura 8 — Esquema da transicao sol-gel: (a) formacéo de gel particulado e (b) formacao

de gel polimérico.

A quimica do processo sol-gel (SOL-GEL SCIENCE AND TECHNOLOGY ,
1989) ¢é baseada em reacOes de polimerizagdo. Os precursores usualmente empregados séo
solucBes aquosas de sais inorgénicos (cloretos, nitratos, sulfetos, etc.) ou alcéxidos
dissolvidos em solventes organicos. Apds as reacOes de hidrolise e subsequente
condensacédo das espécies hidratadas, pode-se ter a formagéo de particulas coloidais ou de
cadeias poliméricas lineares. Os precursores mais utilizados na rota de preparacdo dos
solidos pelo processo sol-gel sdo do tipo alcdxidos, como o 3-isocianatopropiltrietoxisilano
(IsoTrEQS) o que justifica a utilizagcdo desse composto neste trabalho como veremos na
secao experimental. A transformacéo de um sol em gel é designada transi¢do sol-gel. Apds

secagem do gel, um xerogel é formado.
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1.4. Ressonancia Paramagnética Eletrénica

A Ressonancia Paramagnética Eletrbnica RPE (em inglés, electron
paramagnetic resonance EPR) é observada em sistemas com elétrons desemparelhados,
como radicais livres, ions com camadas eletrdnicas incompletas ou defeitos em sélidos
(BORIN, 2003).

Radicais livres geralmente tém vida curta, mas desempenham importantes
papéis em muitos processos, como em fotossintese, oxidacdo, catélise, reacbes de
polimerizacdo, etc. Substancias com elétrons desemparelhados sdo encontradas na
natureza, ou podem ser produzidas artificialmente. Como exemplos de substancias
naturais, temos as moléculas de NO, O, e NO,, e os ions de metais de transi¢do e seus
complexos, como Fe**, Va** e [Fe(CN)s]*". Essas substancias sdo estaveis e facilmente
estudadas por RPE.

Portanto a tecnica de RPE é uma poderosa ferramenta usada em varios campos
da fisica, quimica, ciéncias dos materiais, biologia, medicina, entre outros. Neste trabalho
sera utilizada a técnica RPE para deteccdo de NO, porém como ndo € possivel monitorar o
NO livre, pois 0 NO exposto a atmosfera sofre oxidacdo em aproximadamente 10s,

aprisionamos esta molécula em matrizes e quantificamos com o tempo a liberacdo de NO.
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1.4.1. Fendmeno da Ressonancia Paramagnética Eletronica RPE

A Ressonancia Paramagnética Eletronica RPE, é baseada na absorcéo
ressonante de microondas por substancias paramagneticas.

Historicamente a descoberta do spin do elétron deveu-se ao experimento de
Stern-Gerlach no qual observou-se que um feixe de atomos de prata era separado em dois
componentes por um campo magnético inomogéneo. Esse resultado era dificil de ser
explicado pela velha teoria quantica porque a separacdo em apenas dois componentes
implicava na existéncia de um momento angular semi-inteiro. Goudsmit e Uhlenbeck
resolveram o problema com a sugestdo radical de que o momento angular semi-inteiro
fosse devido a um spin intrinseco do elétron, e com essa teoria foram capazes de explicar a
estrutura fina do espectro atdbmico. Mais tarde, a formulacdo da mecénica quéantica de
Dirac mostrou a necessidade de invocar um grau de liberdade interno para um elétron, com
as propriedades de momento angular.

A interacdo entre 0 momento magnético do elétron e um campo magnético
externo caracteriza o fendbmeno da ressonancia paramagnética eletrénica. A condicdo de
ressonancia pode ser detectada por espectrdOmetros, a partir de campos magneticos
correspondentes a um foton do campo das microondas e a condi¢cdo de ressonéncia é
atingida variando-se 0 campo magnético até que o campo magnético na condicdo de

ressonancia H seja atingido, Figura 9.
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Figura 9 — O desdobramento dos niveis de energia e a transi¢cdo devido ao fenémeno da

Ressonancia do Spin Eletronico.

Sendo que, g é fator de desdobramento espectroscopico (g = 2,00023)
denominado simplesmente de fator g, B € o magnéton de Bohr e AE é a diferenca de
energia para elétrons com autovalores de momento magnético de spin + %2 ou - %.

Existem dois estados que sdo degenerados quando o campo H for nulo, e cuja
separacdo aumenta linearmente a medida que H aumenta. Podemos combinar a separagédo
entre esses dois niveis de energia com um quantum de radiacdo através da condicéo de
freqliéncia de Bohr: “A transicdo entre os niveis de energia é induzida quando o sistema
recebe uma quantidade de energia (hv), de um campo eletromagnético, equivalente a
diferenca entre estes niveis.” Essa condi¢do, chamada de ressonancia, é expressa pela
seguinte relacéo:

E=hv=gpH 4)

Aqui esta entdo, a base para uma tecnica espectroscopica: uma transi¢cdo do
spin eletronico esta associada com a emissdao ou a absorcdo de energia na forma de
radiacdo de frequéncia. Além disso, como a freqiiéncia da radiacdo é proporcional ao

campo magnético aplicado, podemos em principio , estudar o espectro de spin em qualquer
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regido do espectro eletromagnético, bastando para isso escolher o campo apropriado. Em

um sistema a absorcdo de energia a partir de um campo magnético aplicado pode ser
monitorado por um sistema eletronico de deteccdo que faz parte do espectrometro. A
Figura 10(a) mostra o espectro de absorcdo de energia com a variagdo do campo.
Usualmente é presentada a primeira derivada da curva de absorcdo, devido a aspectos

experimentais, Figura 10(b).

(@)
A AE = hv = gpH
Absorcdo das
microondas
< » H
Hmod
(b)
A
AE = hv =gpH
Sinal de 9
EPR
H

Figura 10 — llustracdo (a) da absorcdo das microondas em um espectro de RPE com um
possivel campo magnético de amplitude de modulacdo Hme € (b) espectro de RPE:

primeira derivada do espectro de absor¢do da microonda.
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1.4.2. Interacao Hiperfina

A interacdo hiperfina (IH) é detectada como uma perturbacdo no sinal de RPE,
esta perturbacdo € causada devido a interacdo do spin eletrdnico com o spin nuclear. A
contribuicdo da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no espectro de RPE é pequena,
pois as transicdes energéticas em RMN ocorrerem a baixas frequéncias (~MHz) ja as
transicdes em RPE ocorrerem em freqiiéncias altas (~GHz).

As IHs magneéticas podem ser isotropicas ou anisotropicas. As interacdes
anisotropicas dependem da orientacdo relativa dos dipolos magnéticos do ndcleo e do
elétron e as isotrdpicas, sdo relativas a probabilidade finita de encontrar o elétron no nucleo
(interacdo de Fermi ou de contato). A primeira tende a zero, em grande parte dos materiais,
quando realizamos um processo de média, restando a segunda, de natureza isotrépica
(BORIN, 2003). As IHs isotropicas ou de contato sdo proporcionais a densidade de spin
eletronica total nos nucleos e podem ser distinguidas das anisotropicas em um experimento
de RPE. A Figura 11 mostra os niveis de energia de um elétron interagindo com um nucleo
de spin 1/2 e com constante de acoplamento A e a primeira derivada das curvas de

absorcdo em um campo magnético H
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Figura 11 - Niveis de energia de um elétron interagindo com um nucleo de spin 1/2 e com
constante de acoplamento A e a primeira derivada das curvas de absor¢do em um campo

magnético H.

A distancia entre os picos é correspondente a constante de acoplamento A e 0

centro entre as linhas (curva tracejada) determina o fator g.

1.4.3. Anisotropia do fator g

A partir do fator g, € possivel obter informagéo acerca da estrutura eletronica
do centro paramagnético. Visto que um elétron desemparelhado sofre ndo s6 a acdo do
campo magnético aplicado, H, mas também o efeito de campos magnéticos locais, como o
de atomos com spin nuclear. Utilizamos o elétron livre, pois € uma boa aproximacdo para
sistemas de particulas isoladas, como ions em estado de vapor, por exemplo. Entretanto,

quando trata-se de ions ligados a uma rede cristalina, o spin resultante é diferente de 1/2,
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devido as interacOes elétricas e magnéticas com as cargas elétricas presentes na rede.

Estas interacdes séo tratadas como perturbagdes no sistema.

Na maioria das situacfes em que usamos amostras biologicas, as entidades
paramagnéticas estdo randomicamente orientadas, e o espectro de RPE observado
representa uma sobreposicdo de todos os possiveis valores de H,. Quando os valores
principais do fator g diferem uns dos outros significativamente, eles podem ser obtidos
pelo espectro. Na Figura 12 é ilustrado um exemplo disso para um sistema onde g, > gv. E
comum chamarmos os fatores g de: gy o fator g paralelo ao eixo de simetria (g, = gz) e g+

o fator g perpendicular ao eixo de simetria (gL = g = Qyy).

Figura 12 - Espectro de RPE idealizado de uma amostra contendo espécies
paramagnéticas randomicamente orientadas de um sistema de simetria axial com g, > g..

(a) Espectro de absorcdo e (b) primeira derivada do espectro de absorcéo.



39
2. OBJETIVOS

Neste presente trabalho, o foco foi a constru¢do de SLCs de tal maneira a terem
uma taxa de liberac&o controlada e entrega localizada de NO. Para construcao destes SLCs
foram utilizadas matrizes solidas poliméricas, de latex e de (PPO). Os SLCs foram obtidos
através da oclusdo do agente aprisionador ferro(ll)-dietilditiocarbamato nas matrizes, com
a finalidade de aprisionar a molécula de NO. Foram analisadas matrizes de latex e PPO. As
matrizes de PPO analisadas foram as de peso moleculares 300, 400 e 2000 g/mol, com

diferentes concentragdes de FeDETC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Breve descricdo das técnicas utilizadas

A caracterizacdo e analise da taxa de liberacdo de NO, a partir dos SLCs de NO
a base de latex e PPO, foram feitas utilizando um espectrometro de RPE. Os dados foram
tratados no Origin 7.5.

Neste trabalho foi utilizado um espectrometro RPE VARIAN-E4 de 1969,
Figura 12, acoplado a um amplificador Lock-in EG&G 7260, a um freqiiencimetro
HEWLETT PACKARD 5350B controlado computacionalmente através de placa e cabos

GPIB.

Figura 13 — Espectrometro de Ressonancia Paramagnética Eletronica RPE, VARIAN-

E4/1969.

A caracterizacdo do sinal de NO nos SLC foram feitos com o espectrometro RPE

ajustado de acordo com os parametros da Tabela 1
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Tabela 1 - Valores das variaveis do espectrometro durante as medidas do sinal RPE dos

SLCs de NO.

Frequéncia de microondas 9,48 GHz
Poténcia do microondas 20 mwW
Constante de tempo 500 ms
Frequéncia de modulacéo 100 KHz
Amplitude de modulagéo 0,4 mT (4 G)
Campo Central 331,5mT (3315 G)
Tempo de Varredura 120's
NUmero de varreduras 3
Temperatura 300 K

A técnica de RPE ¢ capaz de quantificar de modo relativo, a concentragdo das

entidades paramagnéticas presentes na amostra em estudo. Para essa quantificagdo, como

lido em MELO (MELO, 2004), dois métodos sdo geralmente utilizados: 1) medindo-se a

altura do sinal, como na Figura 14 (a); ou 2) medindo-se a area da curva obtida entre a

linha de base e o sinal por dupla integracdo, como na Figura (14b).
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Figura 14 - Métodos de obtencéo da intensidade do sinal de RPE: (a) pela altura do sinal

RPE de pico a pico (pico superior ao pico inferior), e (b) pela area obtida por dupla

integracdo do proprio sinal de RPE.
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Nos SLCs desenvolvidos neste trabalho, foi investigado somente uma

espécie paramagnetica, o NO. Para construcdo dos SLCs de NO primeiro foram
preparadas as amostras a base da borracha natural, latex, e a base dos polimeros PPO400 e
PP0O2000 com Fe(DETC), incorporado. Todas as amostras foram estocadas a temperatura
ambiente. O SLC de NO a base latex, ndo apresentou nenhuma mudanca significativa na
forma de linha nos espectros analisados, desta forma neste tipo de sistema a intensidade do
sinal seré determinada pelo metodo (1), descrito como mostra a Figura 14(a). Porém o SLC
de NO a base dos polimeros PPO400 e PPO2000 apresentaram mudanca significativa na
forma de linha nos espectros analisados, neste caso a intensidade do sinal de RPE sera

determinada pelo método (2), de acordo com a Figura (14b).

3.2. Preparacéo dos SLCs de NO

A preparacéo dos SLCs se da em quatro etapas:
i) preparacédo da solucéo de FeDETC,;
i) preparacdo das matrizes a partir da mistura de um dos precursores PPO
ou latex com solucéo de FEDETC,;

Estas etapas serdo discutidas a seguir.

3.2.1. Preparacao da solucdo de FeDETC

Para o preparo das solucdes de dietilcarbamato de ferro (FeDETC) foram utilizados
0S seguintes compostos: cloreto de ferro hexahidratado(FeCls. 6H,0), N-N-

dimetilformamida (DMF) (C3H;ON), N,N-dietilditiocarbamato de sédio trihidratado
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(DETC) (CsH1oNNaS,.3H,0). A solucdo de FeDETC foi preparada dissolvendo-se 12

mg de Cloreto de ferro com 20 mg de DETC em 3 mL de DMF sob agitagdo magnética

durante 10 minutos.
3.2.2. Matriz de PPO

A matriz foi obtida através da oclusdo do agente aprisionador FeEDETC numa
matriz de PPO, Figura 15. O PPO foi obtido através do processo sol-gel. Os reagentes 3-
isocianatopropiltrietoxisilano (IsoTrEOS) e 0.0 bis(2-aminopropil(polioxipropileno))
foram misturados em THF, formando o precursor hibrido 3(EtO)Si-(PPO)-Si(OEt);. O sol
foi obtido pela mistura do precursor, FeEDETC e uma solucdo de etanol contendo HCI. A
reacdo de hidrélise foi promovida através da adicdo de agua, seguindo-se da reagdo de
policondensacdo. Este processo foi realizado para polimeros PPO com peso molecular
(M,y) de 300, 400 e 2000 g/mol, obtendo-se as matrizes chamadas respectivamente de

PPO300, PPO400 e PPO2000.

i
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Figura 15 - Férmula molecular do hibrido PPO, com n = 34 e 5 para 0 PPO2000 e

PPO300, respectivamente.
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As primeiras matrizes de PPO que utilizamos Tabela 2, foram fornecidas

pela professora Leila A. Chiavacci, do Departamento de Farmacos da UNESP de
Araraquara. Denominaremos estas primeiras matrizes sintetizadas (Tabela 2), de matrizes

do lote A.

Tabela 2 — Relagdo de FeEDETC nas amostras de PPO300 e PPO2000 (lote A) feitas pelo

grupo da professora Leila A.Chiavacci.

Amostra (m/m%o) de FeDETC
PPO300 Zero
PPO300 1,26
PPO300 2,52
PPO300 3,25
PPO300 6,50
PP0O2000 Zero
PP0O2000 3,25

Apbs os primeiros estudos de SLC utilizando as matrizes do lote A,
precisavamos efetuar a sintese através do processo sol-gel de um novo lote de matrizes,
para garantir a reproducdo dos resultados. Porém, o complexo de ferro responsavel pelo
aprisionamento do NO ndo permanecia estavel na matriz. Além disso, algumas matrizes
ndo gelificaram, indicando algum problema possivelmente com a reacéo de hidrolise. Esse
problema foi provocado possivelmente pela qualidade dos reagentes que estavam sendo
utilizados. Apos a troca dos reagentes, partimos para um longo processo de otimizagdo dos

pardmetros de sintese da matriz, atraves da alteracdo da concentracdo de &gua, catalisador e
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do complexo de ferro na matriz. Recentemente chegamos aos melhores parametros de

sintese das matrizes de PPO400 e PPO2000, Tabela 3.

As novas sinteses de PPO foram feitas com as amostras PPO400 e PPO2000,
Tabela 3. Denominaremos este novo lote de sinteses de lote B. N&o utilizamos mais o
precursor PPO300, porque este tipo de precursor ndo nos foi mais fornecido.

A solugdo de FeDETC foi ocluida na matriz de PPO em diversas
concentragdes. Desta forma, para avaliacdo da quantidade ideal de FeEDETC nas matrizes
do lote B, foram usadas diferentes concentragfes de FEDETC nas sinteses. A Tabela 3
apresenta a quantidade de FeDETC na matriz de PPO em percentual em massa (m/m%) e

em percentual molar (mol%).

Tabela 3 — Relagéo de FeDETC nas amostras de PPO400 e PPO 2000 (lote B).
Concentracéo de FeEDETC

m/m%o
0,23
0,35
0,69
1,37
2,04
2,71
3,36
4,00
4,64
5,27
5,89

As matrizes de PPO2000 feitas pelo método sol-gel do lote B, com
concentragdo de FeDETC 0,23 m/m%, 0,35 m/m%, 2,71 m/m% e 5,27 m/m%, n&o

chegaram a formar a fase xerogel. No processo de formacdo das matrizes PPO2000,
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3,36m/m%, 4,00m/m%, 4,64 m/m% e 589 m/m%, o precursor PPO2000 nao se

misturou com solucdo de FeDETC e ndo ocorreu o processo de hidrolise e subsequente
condensacgéo. Portanto, ndo houve a formacao de cadeias poliméricas.

As matrizes de PPO400 feitas pelo método sol-gel, com concentracdo de
FeDETC 0,23 m/m%, 0,35 m/m%, 1,37 m/m%, 2,71 m/m%, 3,36 m/m% e 5,27 m/m%,
ndo chegaram a formar a fase xerogel.

Obtivemos sucesso na sintese das matrizes de PPO2000 com concentracdo de
FeDETC 0,69 m/m%, 1,37 m/m% e 2,04m/m% e também nas sintese das matrizes de
PPO400 com concentracdo de FeEDETC 0,69 m/m%, 2,04 m/m%, 4,00 m/m%, 4,64 m/m%

e 5,89 m/m%, as quais formaram a fase xerogel.

3.2.3. Matriz de Latex

O latex utilizado como matriz para nossos SLC, foi o latex natural concentrado,
cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 16. O latex foi diluido numa proporcéo de
1:1 em &gua deionizada. Para a oclusédo do agente aprisionador de NO na matriz de latex
misturamos em mesma proporc¢do o FeDETC e o latex diluido. Foi depositado com auxilio
de micropipeta, 3 ml da solucédo latex/FeDETC em 8 placas de Petri. A solucdo latex-
FeDETC foi submetida a um procedimento de secagem em estufa (temperatura 50° C) por
3 dias. Apos o processo de secagem cada uma das 8 amostras cujas dimensdes
aproximadas eram 5,9 cm de didametro e 0,1 cm de espessura, foram divididas em pedacos

iguais, retangulares de dimensdes aproximadamente 0,6 cm por 0,2 cm.
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CHs

(Hy — C = CH — CHq
1

Figura 16 — Estrutura molecular do latex natural.

3.2.4. Aprisionamento de NO nos SLCs de latex e PPO

Depois de prontas, a matrizes tanto de latex quanto de PPO, sdo mergulhadas
em solucdo aquosa saturada de NO, para aprisionamento do NO no SLC, como
descreveremos a seguir. O radical livre, 6xido nitrico foi obtido pela redugdo do nitrito de

sodio (NaNOy) utilizando ditionito de sodio (Na,S,0,4), como descrito na seguinte reagéo.

H,O0+NaNO, — Na* + NO, —M%0: y NO* (5)

Apo6s mergulhar as matrizes na solugdo saturada de NO ([NO] ~ 2,5 mM) durante
30 minutos, de acordo com a equacdo 5, as mesmas sdo secas e logo apds medidas no

espectrémetro de RPE.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O PPO é uma matriz hibrida ideal para a construgdo de um SLC, devido a suas
Otimas propriedades mecanicas, transparéncia e facil sintese. A sua rede de poros facilita a
difusdo do NO, o que contribui para a liberacdo de NO. De acordo com a literatura, 0s
efeitos biologicos do NO sdo dependentes do seu local de atuacéo, fonte de producéo e da
concentragdo (KATSUKI, 1977). O foco das pesquisas foi em desenvolver SLCs que
possam ser implantados em sistemas biologicos e, atraves de um estimulo externo,
provocar a liberacdo local de NO. Foi investigada a taxa de liberacdo de NO aprisionado
nas matrizes de PPO300, PPO400 e PPO2000 do lote A e lote B, Tabela 4.

A matriz de latex também € promissora em aplicacbes biomedicas por
apresentar excelentes propriedades de bio-compatibilidade (MRUE, 2004), de estimulo
natural a angiogénese e boas propriedades mecénicas (FRADE, 2001). A matriz de latex
contendo o FeEDETC como agente aprisionador de NO permite a liberacdo natural e
gradativa de NO. Exploramos maneiras de liberar NO localmente em sistemas biologicos.
Com esse objetivo, investigamos o sinal de RPE em fungdo do tempo, ou seja a taxa de
liberagdo de NO aprisionado na matriz de latex-FeDETC em diferentes condigdes,

mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Matrizes de PPO300, PPO400 e PPO2000 (lote A e lote B) e matrizes a base

de latex, expostas a diferentes condigdes.

Condig0es que as matrizes foram PPO2000 e PPO2000 e

Latex
expostas 300 (Lote A) 400 (Lote B)

Temperatura ambiente, no escuro

X X X
(grupo controle).
Temperatura de 50°C X X X
Campo magnético com amplitude de

- X X

modulacgéo de 40 G a 100 KHz

Radiacdo ultravioleta (UV) X - -

Nos itens subsequentes sdo apresentados os resultados das analises
realizadas, bem como as discussfes a respeito da liberagdo de NO a partir das matrizes

estudadas.
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4.1. Sistema de liberacéo controlada de NO a base de PPO

4.1.1. Intensidade do Sinal RPE

As Figuras 17 e 18 mostram, respectivamente, o sinal RPE do SLC de NO a
partir das primeiras matrizes sintetizadas, lote A (Tabela 3), PPO300 e PPO2000 com

diferentes concentragdes de FeDETC.

3,5
[FeDETC)/[PPO]
——0,0650
— 3,0- ——0,0325
- ——0,0252
© 00126
3 25 0,0
ql_ J
o
>
I 2,0
o . _ Za\\P\ .
0 —
= 1,54
=
%)
1,0-

3240 3280 3320 3360 3400
Campo Magnetico (G)

Figura 17 — Espectros de RPE do SLC de NO- PPO300 com diferentes concentracOes de

FeDETC.
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Figura 18 — Espectros de RPE do SLC de NO — PPO2000 sem FeDETC (A) e com razéo

[FeDETC]/[PPO] igual a 0,0325

A Figura 19 mostra a intensidade do sinal RPE do SLC de NO, determinada pelo
método (1) exposto na Figura 14 (a), para as matrizes PPO300 e PPO2000 em funcao da
concentracdo de FeDETC (m/m%). Observa-se 0 aumento da intensidade do sinal RPE nos
SLC a base de PPO com o aumento da concentragdo massica de FeEDETC na matriz. O
aumento da intensidade do sinal RPE com a concentragdo de FeEDETC se deve ao aumento

da quantidade de sitios disponiveis para o aprisionamento do NO.
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Figura 19 - Intensidades relativas dos SLC de NO - PPO300 (B) e PPO2000 (A) em

funcéo da razdo [FeDETC]/[PPQ].

Analisando o aumento do sinal RPE dos SLC de NO a base das matrizes
PPO300 e PPO2000 (lote A), ambas matrizes com concentracdo igual a 0,0325 m/m%,
Figura 19, pode-se perceber que o SLC de NO a partir da matriz  PPO2000 apresenta
maior intensidade do sinal de RPE que a matriz de PPO300. Isto pode estar relacionado
com a porosidade da matriz PPO2000 ser maior que da matriz de PPO300, facilitando que

o complexo ferrodinitrosil (FeDETC-NO) se difunda e disperse pela matriz de PPO2000.
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O fato de a Figura 19 ndo apresentar barras de incerteza, ndo nos da a seguranca de

afirmar que o sinal de RPE do SLC de NO - PPO2000 0,0325 m/m% apresenta maior
intensidade. Portanto, novas sinteses de PPO foram feitas, lote B - Tabela 3, para que estes

experimentos pudessem ser refeitos.

A Figura 20 mostra o sinal de RPE dos SLC de NO a base de PPO2000 - 0,69

m/m%, PPO400 - 0,69 m/m%, PPO400 - 4,0m/m%, sinteses do lote B — Tabela 3.

1,25 S S —
---PPO400 0,69 m/m%

’;\-\ — PPO2000 0,69 m/m%
5 --— PPO400 4,00m/m%
5 1,20

— ;o

o ,

ol

e

S 115

=

(]

e

@®

e

i 1,10 +

C /

-|G—IJ | !

E 7‘ ,

1,05 ‘ | ‘ | ‘ | ‘ | ‘ |
3250 3300 3350 3400 3450 3500

Campo Magnético (G)

Figura 20 - Espectro de RPE das amostras de PPO2000" 0,69 m/m%, PPO400* 0,69

m/m% e 4,0 m/m%.

A intensidade do sinal RPE, Figura 20, foi normalizada pela massa de cada amostra:

PP0O2000-0,69 m/m%, 19,7 mg ; PPO400-0,69 m/m%, 19 mg; PPO400-4,0m/m%, 22 mg.
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Observa-se a partir da Figura 20 que o SLC de NO a partir de PPO2000
0,69 m/m% apresenta maior intensidade de sinal de RPE em relacdo a matriz de PPO400
de mesma concentracdo (lote B). Os SLCs de NO a partir de PPO2000 e PPO300
3,25m/m% (lote A) tiveram comportamento semelhante, a matriz de PPO2000 apresentou
maior intensidade de sinal de RPE. Isso reafirma a hipotese de que a porosidade da matriz
PP0O2000 deve ser maior que das matrizes de peso molecular menor, PPO300 e PPO400,
facilitando que o complexo ferrodinitrosil (FeEDETC-NO) se difunda e disperse mais
facilmente pela matriz de PPO2000.
Analisando a Figura 20 é possivel observar que o SLC de NO a partir da
matriz de PPO400-4,00 m/m% apresenta maior intensidade de sinal que a partir da matriz
PP0O2000-0,69 m/m%. Este resultado é coerente com a maior quantidade do agente

aprisionador de NO (FeDETC) ocluida na matriz 4,00 m/m%, Tabela 3.
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4.1.2. Estudo da estabilidade do sinal

Devido a alta reatividade do NO, é necessario avaliar a estabilidade do sinal
RPE no SLC de NO. Para avaliarmos a estabilidade do sinal RPE dos SLCs de NO,
monitoramos o sinal em funcdo do tempo, observando como se modifica a forma e a
intensidade do sinal. Sera analisada a estabilidade do sinal dos SLCs de NO a base de latex
e PPO. As matrizes de PPO serdo analisadas a partir das sinteses de PPO300 e PPO2000

do primeiro lote (lote A) e depois de PPO400 e 2000 do segundo lote (lote B), Tabela 4.

1) PPO2000 e 300 — Lote A

Nos SLCs de NO obtidos a partir das matrizes de PPO300 e PPO2000
sintetizadas no Lote A, ap6s monitorarmos o sinal de RPE por 14 dias, percebemos que a
forma do sinal de RPE néo apresentou alteracdo com o tempo, veja Figura 21. Portanto
sera usado o método (1) exposto na Figura 14(a), para calcular a intensidade relativa do
sinal de RPE.

A Figura 22 mostra a dependéncia da intensidade do sinal RPE com o tempo
dos SLCs de NO nas matrizes PPO300 e PPO2000. Os SLC de NO foram mantidos em
temperatura e atmosfera ambiente. Houve um aumento da intensidade do sinal RPE dos
SLCs de NO ap0s os primeiros dias. Isto pode ser devido ao fato da primeira medida ser
feita logo apos a imersédo dos SLCs de NO em solucdo aquosa saturada de NO. A agua
presente nos SLCs de NO funciona como um poderoso absorvedor de microondas,
prejudicando a deteccdo do sinal RPE. A segunda medida, realizada apds os sete primeiros
dias, foi realizada com o SLC de NO livre de &gua, obtendo-se entdo uma maior

intensidade de sinal. Apos o sétimo dia, a intensidade do sinal RPE dos SLCs de NO caiu
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com o tempo. A reducdo da intensidade do sinal com o tempo pode estar associada a

reacOes de oxidacdo do NO ou a descomplexacdo do ferrodinitrosil, promovendo a
liberagcdo do NO.

Os resultados a partir do SLC de NO das matrizes de PPO 300 e 2000,
mostraram que o sinal RPE caracteristico do NO pode ser monitorado por 45 dias ap0s o
aprisionamento do NO. Assim, este tipo de sistema pode liberar NO de forma continua no

sistema bioldgico durante dias.
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Figura 21 - Sinal RPE dos sensores PPO300 e PPO2000, com diferentes razdes

[FeDETC]/[PPO], apos 14 dias do aprisionamento do NO.
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Figura 22 — Intensidade relativa dos SLCs de NO — PPO300 e PPO2000 com diferentes
raz0es [FeDETC]/[PPO] em funcéo do tempo. A intensidade do sinal foi normalizada pelo
peso da matriz e pela razdo [FeEDETC]/[PPQO]. As amostras foram estocadas a temperatura

e atmosfera ambiente.

II) PPO 2000 e PPO400 — Lote B

Os SLC de NO a base de PPO400 e 2000 (lote B) expostos a diversas
condicdes (Tabela 4), foram monitorados com o tempo. As Figuras subsequentes mostram
a intensidade do sinal RPE em diferentes intervalos de tempo, para cada situacdo a que
foram expostos os SLC de NO a base de PPO.

As Figuras 23 e 24 mostram a intensidade do Sinal de RPE dos SLC de NO das
amostras do grupo controle, PPO2000 — 0,69m/m% e PPO400 — 4,0m/m%. Tanto no SLC
de NO a partir da matriz PPO2000 quanto na matriz PPO400, ocorreu um aumento na

intensidade do sinal RPE apos os primeiros dias de medida. No SLC de NO a base de
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PP0O2000, a intensidade do sinal aumentou ap6s decorrer 7 dias, porém a forma do sinal

mudou apds 12 dias: se tornou mais estreito. O aumento na intensidade de sinal que
ocorreu logo apos o inicio das medidas pode ser devido ao fato da primeira medida ser
feita logo apo6s a imersdo dos SLCs de NO em solucdo aquosa saturada de NO. Como
visto, a agua presente nos SLCs de NO funciona como um poderoso absorvedor de
microondas, prejudicando a deteccdo do sinal RPE. Portanto os SLCs de NO livre de agua,
podem apresentar maior intensidade de sinal RPE. Apo6s o décimo segundo dia, para as
amostras a base de PPO2000 e PPO400, respectivamente, ocorreu alteracdo na forma do
sinal RPE. Neste caso para quantificar a intensidade do sinal € necesséario utilizar o método
(2), Figura 14(b).

Percebe-se que reducdo da intensidade do sinal com o tempo pode estar
associada a reacOes de oxidacdo do NO ou a descomplexacdo do ferrodinitrosil,
promovendo a liberacdo do NO. O SLC de NO apresentou elevada estabilidade do
complexo ferrodinitrosil. Os resultados a partir do SLC de NO das matrizes de PPO2000 e
PPO400, mostraram que o sinal RPE caracteristico do NO pode ser monitorado por

aproximadamente 33 dias ap6s o aprisionamento do NO.
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Figura 23 — Espectro de RPE do SLC de PPO2000 - 0,69 m/m% para diferentes intervalos

de tempo — Grupo controle.
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Figura 24 - Espectro de RPE do SLC de NO PPO400 - 4,00 m/m% para diferentes

intervalos de tempo — Grupo Controle.

As Figuras 25 e 26 mostram o sinal tipico de RPE dos SLC de NO a partir de
PPO2000 — 0,69m/m% e PPO400 — 4,0m/m%, mantidas em temperatura de 50°C para
diferentes intervalos de tempo. Houve um aumento na intensidade de sinal RPE logo apos
a primeira medida. Como ja visto, isso pode ser devido a presenca de agua na amostra.
Porém como este SLC de NO ficou exposto a temperatura de 50°C, é de se esperar que a

intensidade de sinal caia com o tempo. O aumento de temperatura provoca um maior grau
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de agitacdo das moléculas e desta forma a temperatura pode estar aumentando a taxa de

descomplexacdo do ferrodinitrosil, promovendo a liberacdo completa de NO em
aproximadamente 7 dias para SLC de NO a base de PPO2000 e aproximadamente 72 horas

para SLC de NO a base de PPO400.
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Figura 25 — Espectro de RPE do SLC PP0O2000-0,69 m/m% exposto a temperatura de

50°C.
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Figura 26 — Espectro de RPE do SLC PPO400-4,00 m/m% exposto a temperatura de

50°C.

As Figuras 26 e 27 mostram o sinal tipico de RPE, dos SLCs de NO a partir de
PP0O2000 - 0,69m/m% e PPO400 - 4,0m/m%, expostos ao laser azul para diferentes
intervalos de tempo. O sinal RPE foi monitorado por aproximadamente 22 horas. E notéavel
o0 descrescimento da intensidade de sinal RPE em ambos SLCs de NO, a base de PPO2000
e PPO400. Consta na literatura 0 uso de excitacdes fotoquimicas com o objetivo de
aumentar a liberacdo de drogas. Neste &mbito a excitacdo a partir de laser azul produziu

resultado satisfatorio, porém como a forma do sinal se altera, uma comparagdo mais segura
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com amostras do grupo controle serd feita na proxima secdo, com graficos obtidos

utilizando o metodo 2, Figura 14 (b).
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Figura 27 — Espectro de RPE do SLC PP0O2000-0,69 m/m% exposto ao laser azul.
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Figura 28 — Espectro de RPE do SLC PPO400-0,69 m/m% exposto ao laser azul.

As Figuras 29 e 30 mostram o sinal tipico de RPE, dos SLCs de NO a partir de
PP0O2000 - 0,69m/m% e PPO400 - 4,0m/m%, expostos a campo magnético com
amplitude de modulacdo de 40G para diferentes intervalos de tempo. No SLC de NO a
base de PPO400 o sinal praticamente sumiu apds 24 horas e no sistema a base de
PP0O2000, a intensidade de sinal também apresentou uma queda brusca apds um intervalo
de tempo de aproximadamente 30 horas. Isso pode ser devido a interacdo do campo
magnético aplicado com amplitude de modulacdo de 40G com os spins do complexo
ferrodinitrosil, causando movimento vibracional descontinuo e conseqliente excitacdo das

moléculas até que ocorra a descomplexagéo do ferrodinitrosil.
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Figura 29 — Espectro de RPE do SLC de PPO400 exposto a campo magnético com

amplitude de modulagéo de 40G.
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4.1.3. Avaliacdo da taxa de liberagdo de NO

Para analisar a aplicacdo potencial do PPO como SLC de NO, foram
investigadas a taxa de liberacdo de NO das matrizes expostas a diferentes condigdes, de
acordo com a Tabela 4. Pelo fato das matrizes de PPO terem sido sintetizadas em
diferentes lotes, serd analisado a taxa de liberagdo de NO primeiramente do lote A (I) e

depois do lote B (11).

1) PPO2000 e 300 — Lote A

Foram investigadas a taxa de liberagdo de NO de amostras estocadas a
temperatura ambiente, a temperatura de 50°C, na presenca de campo magnético com
amplitude de modulacéo de 40G a 100 KHz e sob radiacéo ultravioleta (UV). Como grupo
controle, foi investigada a taxa de liberacdo de NO de amostras estocadas em ambiente
escuro. Todas as amostras foram estocadas a atmosfera ambiente. Visto que ndo houve
variagdo na forma do sinal RPE obtido das amostras do lote A, a intensidade relativa de
sinal RPE foi determinada pelo método (1), Figura 14(a). A taxa de liberacdo de NO, sob
estas condicOes, para a amostra de PPO300 é mostrada na Figura 31, enquanto que para a

amostra de PPO2000 é mostrada na Figura 32.

A Figura 31 mostra a taxa de liberacdo de NO das amostras de PPO300
estocadas em diferentes condicGes. Percebemos que a amostra estocada a temperatura de
50 °C apresentou uma taxa de liberacdo de NO similar a amostra controle (estocada em
ambiente escuro). A amostra estocada a temperatura ambiente e sob radiacdo UV

apresentou uma taxa de liberacdo menos acelerada que a amostra controle.
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A Figura 32 apresenta a taxa de liberagdo de NO das amostras de PPO2000.

As amostras estocadas a temperatura de 50° C e sob campo magnético com amplitude de
modulacdo de 40G apresentaram uma taxa de liberacdo mais acelerada que a amostra
controle, enquanto as amostras estocadas sob radiacdo UV e em ambiente sem iluminagéo

apresentam uma taxa de liberacdo menos acelerada.

Observando-se as Figuras 31 e 32, percebemos que as amostras de PPO2000
estocadas sob campo magnético com amplitude de modulagéo de 40G ou a temperatura de
50 °C, apresentaram sinal de NO até aproximadamente 20h, j& as amostras de PPO300
expostas as mesmas condi¢cOes apresentaram sinal de NO até aproximadamente 66h. Isto
pode ser devido a suposta maior porosidade do PPO2000, que oferece menos barreiras a

difuséo do NO e fornece mais graus de liberdade ao complexo ferrodinitrosil.

Devido ao decréscimo do sinal de NO com o tempo a partir dos SLC de NO —
PPO, podemos considerar que estes SLCs possuem bom potencial para a liberagdo de NO
com o tempo. Esta matriz possui também um grande potencial para construcdo de um SLC
de NO que possa ser reutilizado ap06s a sua exposi¢do a um campo magnético ou elevacgao

de sua temperatura, para a liberagéo total do NO.
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Figura 31 - Intensidade de sinal em funcdo do tempo do SLC de NO PPO300 0,0325
m/m%, estocados a temperatura ambiente (A), sob radiacdo ultravioleta (B), a temperatura

de 50°C (C) e em ambiente escuro (D).
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Figura 32 — Intensidade de sinal em funcdo do tempo do SLC-PP0O2000 0,0325m/m%,
estocados a radiacdo UV(A), em ambiente escuro (B), temperatura de 50 °C (C)

e sob campo magnético com amplitude de modulacdo 40G a 100 KHz (D).

I1) PPO 2000 e PPO400 — Lote B

Foram investigadas a taxa de liberacdo de NO dos SLCs de NO expostos a
diferentes condicdes, Tabela 4. Visto que para estas amostras houve alteracdo na forma do
sinal RPE, neste caso para determinar a intensidade relativa do sinal RPE sera usado o

método (2), apresentado na Figura 14(b). As amostras foram estocadas a temperatura
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ambiente em ambiente sem iluminacdo (amostras do grupo controle), a temperatura de

50°C, na presenca de campo magnético com amplitude de modulagéo de 40 G a 100 KHz e
sob laser azul. Todas as amostras foram estocadas a atmosfera ambiente. Com o intuito de
estudar a taxa de liberagdo de NO sob estas condicdes, foram feitas analises da intensidade
de sinal RPE relativa em funcdo do tempo, para 0os SLCs de NO a base de PPO400 e
PP02000.

A Figura 33 mostra a taxa de liberacdo de NO das amostras do grupo controle.
A taxa de liberacdo de NO foi acompanhada por aproximadamente 33 dias. A liberagéo de
NO tanto a partir do SLC a base de PPO400 quanto a base de PPO2000, apresentou taxa de

decaimento similares.
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Figura 33 — Intensidade de sinal em funcdo dos SLCs de NO a base de PPO2000 0,69

m/m% e PPO400 4,00 m/m% em amostras do grupo controle.
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A Figura 34 mostra a taxa de liberacdo do SLC de NO, PPO2000 em relacéo

a0 PP0O400, expostos a temperatura de 50°C. O PPO400 apresenta taxa de liberacdo maior
que a amostra PPO2000, o sinal de NO cai em aproximadamente 72 horas a partir do
PPO400 e 120 horas (5 dias) a partir do PPO2000. A taxa de decaimento do SLC de NO -

PPO400 é de 13, 73 e PPO2000 é de 8,69.
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Figura 34 — Intensidade de sinal em fungédo do tempo do SLC de NO a base de PPO2000

0,69 m/m% e PPO400 4,00m/m%, expostos a temperatura de 50°C.

A Figura 35 mostra a taxa de liberacdo dos SLCs de NO, PPO2000 em relacéo
ao PPO400, expostos ao laser azul. Os SLCs de NO foram monitorados por

aproximadamente 24 horas. Neste intervalo de tempo o PPO2000 apresentou taxa de
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liberagdo de NO maior que o PPO400, comportamento oposto aos SLCs do grupo

controle e aos expostos a temperatura de 50°C. A taxa de decaimento do SLC de NO -
PPO400 ¢é de 6,92 e PPO2000 ¢ de 14,99. Porém estes experimentos ndo puderam ser
refeitos para que tivéssemos uma maior seguranga a respeito da taxa de decaimento do

sinal RPE com o tempo, pois o espectrometro RPE, Figura 13, est4 sendo desabilitado.
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Figura 35 — Intensidade de sinal em fungéo do tempo do SLC de NO a base de PPO2000

0,69m/m% e PPO400 4,00m/m%, expostos ao laser azul.
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A Figura 36 mostra a taxa de liberagcdo dos SLCs de NO, PPO2000 em

relacdo ao PPO400, expostos ao campo magnético modulado de 40G. Os SLCs de NO
foram monitorados por aproximadamente 24 horas. Neste intervalo de tempo o PPO400
apresentou taxa de liberacdo maior que o PPO2000, de maneira similar ao comportamento
dos SLCs de NO do grupo controle e aos expostos a temperatura de 50°C. A taxa de
decaimento do SLC de NO - PPO400 é de aproximadamente 20 e PPO2000 ¢ de 10,5. Pelo
mesmo motivo que os experimentos feitos com o0 uso do laser azul ndo puderam ser
refeitos, estes experimentos usando campo magnético modulado de 40G, também nao

puderam ser refeitos.
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Figura 36 — Intensidade de sinal em fungédo do tempo do SLC de NO a base de PPO2000

0,69m/m% e PPO400 4,00m/m%, expostos a campo magnético modulado de 40G e

100kHz.

A partir das Figuras 37 e 38 pode se observar que os SLCs de NO, liberam

NO mais rapidamente quando estdo sob algum tipo de excitacdo externa. Percebemos que a

amostra estocada a temperatura de 50 °C apresentou uma taxa de liberagdo de NO similar a

amostra controle (estocada em ambiente escuro), porém a liberacdo de NO em um

intervalo de tempo mais curto. A amostra exposta ao laser azul e ao campo magnético

modulado de 40G, apresentou uma taxa de liberacdo mais acelerada que a amostra

controle.
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Figura 37 — Intensidade de sinal em funcdo do tempo do SLC de NO PPO400 4,00
m/m%, grupo controle, exposto a temperatura de 50°C, ao laser azul e a modulagéo de

campo magnético de 40G.
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Figura 38 - Intensidade de sinal em funcdo do tempo do SLC de NO PPO2000 0,69
m/m%, grupo controle, exposto a temperatura de 50°C, ao laser azul e & modulagéo de

campo magnético de 40G.



80

4.2. Sistema de liberacao controlada de NO a base de latex

4.2.1. Estudo da estabilidade do sinal RPE

Como ja citado, devido ao NO ser altamente reativo é necessario investigar a
estabilidade do sinal de NO em fungéo tempo. Seré analisado a estabilidade do sinal de NO
dos SLCs de latex, estocados & em ambiente sem iluminacdo em condi¢Ges normais de
pressdo e temperatura (grupo controle), a temperatura de 50°C, sob laser azul e sob campo
magnético modulado de 40G.

A Figura 39 mostra o sinal tipico de RPE para a amostra controle .
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Figura 39 - Espectro de RPE das amostra controle para diferentes intervalos de tempo.
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A Figura 40 mostra o sinal tipico de RPE, para amostra mantida em

temperatura de 50°C para diferentes intervalos de tempo.
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Figura 40 — Espectro de RPE da amostra exposta a temperatura 50°C para diferentes

intervalos de tempo.

A Figura 41 mostra o sinal tipico de RPE, para amostra exposta ao laser azul

para diferentes intervalos de tempo.
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Figura 41 - Espectro de RPE da amostra exposta ao laser azul para diferentes intervalos de

tempo.

A Figura 42 mostra o sinal tipico de RPE, para amostra exposta a amplitude de

modulacédo de 40G para diferentes intervalos de tempo.
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Figura 42 — Espectro de RPE, amostra exposta a modulacdo de campo magnético de 40G

para diferentes intervalos de tempo.

Observando as Figuras 39 a 42 pode-se notar que para todas as amostras o sinal
de NO caiu com o tempo. Em todas as situagdes que as amostras foram expostas, o sinal de
NO apresentou a mesma forma e esta se manteve com o tempo. Esta estabilidade do sinal
de NO a partir das matrizes de latex é importante para aplicacdo sistematica tanto na

quantificacdo de NO quanto na liberacdo de NO.
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A Figura 43 mostra a intensidade do sinal de RPE em funcéo do tempo para

amostras expostas a diferentes condi¢fes. Para uma melhor comparacéo, a intensidade de

sinal foi normalizada pela massa do SLC.
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Figura 43 - Intensidade normalizada do sinal de RPE em funcdo do tempo para amostras

estocadas a diferentes condicdes.
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Nas primeiras medidas de RPE em funcdo do tempo, para algumas amostras,

ocorreu um aumento da intensidade do sinal de RPE do SLC. Isto pode ser devido ao fato
das primeiras medidas serem feita logo apds a imerséo do SLC em solucdo aquosa saturada
de NO. Como ja visto, esse fato estd em concordancia com a evidéncia de que a agua possa
mascarar a intensidade de sinal de NO nas primeiras medidas . As ultimas medidas, foram
realizadas com o SLC livre de &gua, devido a evaporagdo, obtendo-se entdo uma maior
intensidade de sinal.

A intensidade do sinal de RPE, para a amostra mantida a 50°C, apresentou um
aumento do sinal de RPE em relagéo as primeiras medidas. Apos aproximadamente 3 horas
de medidas o sinal comegou a cair com o tempo. De acordo com os dados obtidos, a
elevacdo da temperatura no SLC provoca uma aceleracdo na taxa de liberacdo de NO em
relacdo a amostra controle.

A amostra exposta a amplitude de modulacdo de 40G apresentou maior
aceleracdo da taxa de liberacdo que a amostra controle e que a amostra mantida a
temperatura de 50°C. Ja4 a amostra exposta ao laser azul, a taxa de liberacdo foi a mais

acelerada em relacéo as outras amostras medidas.
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5. CONCLUSOES

Foi observado a partir das matrizes de PPO300 3,25m/m%, PPO400
4,00m/m%, PPO2000 3,25m/m% e PPO2000 0,69 m/m%, que é possivel induzir a taxa de
liberacdo através da aplicagdo de um campo magnetico, aumento da temperatura, aplicacao
da radiacdo UV ou laser azul. Os SLCs de NO estocadas em ambiente sem iluminagéo
(grupo controle) e expostas a temperatura 50°C permitem o acompanhamento da taxa de
liberacdo por aproximadamente 33 dias, ja as amostras estocadas sob laser azul e campo
magnético 40G permitem acompanhar a taxa de liberacdo por 22 horas e 24 horas,
respectivamente. As matrizes PPO300 e 2000 com concentragdo 3,25 m/m%, assim como
as matrizes PPO400 e 2000 com concentracdo 0,69 m/m%, tiveram comportamento
semelhantes no que diz respeito a maior intensidade sinal das matrizes de PPO2000 em
relacdo as matrizes de menor peso molecular. Estas matrizes possuem também um grande
potencial para constru¢cdo de um SLC de NO que possa ser reutilizado apds a sua
exposicdo a um campo magnético ou elevacdo da temperatura, aplicacdo da radiacdo UV
ou laser azul, para a liberagéo total do NO.

As matrizes de latex como SLC de NO quando mantidas em ambiente sem
iluminacdo em temperatura ambiente permitem que a taxa de liberagcdo do NO seja
acompanhada até aproximadamente 62 dias. Nota-se por meio de testes com amostras
expostas a temperatura controlada (50°C), que o sinal de NO desaparece em
aproximadamente 41 dias. J& com amostras expostas a campo magnetico modulado e laser
azul, o tempo de liberacdo de NO reduz para 27 e 20 horas, respectivamente. Portanto estes

métodos se mostram promissores para a liberagdo de NO.
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Os diversos tipos condi¢des que os SLCs de NO a base de latex e de PPO foram

expostas, apresentaram alternativas para liberar NO localmente em sistemas bioldgicos
atraves de excitacdo externa. Ou seja, estes tipos de SLCs podem liberar NO de forma

continua e controlada no sistema bioldgico!
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