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RESUMO

Stents sdo endoproéteses tubulares e expansiveis que podem ser revestidos com
matrizes poliméricas biodegradaveis, com a finalidade de criar um revestimento que
pode atuar de maneira passiva, servindo como uma barreira entre a superficie
metalica e o tecido biolégico; ou ativa, interferindo diretamente nos processos
bioldgicos de recuperagao apods o implante. Assim, a quitosana, como um biopolimero
biocompativel e biodegradavel, se apresenta como um biomaterial promissor para
esse tipo aplicagdo. Neste trabalho, realizou-se uma pesquisa com a finalidade de
desenvolver uma técnica de revestimento de stents a partir da quitosana. Para isso,
amostras comerciais de stents foram submetidas a quatro técnicas de revestimentos
dip coating, dip coating com rotagao, spray coating e layer-by-layer, avaliando o
comportamento de diferentes concentragdes de quitosana (0,1; 0,5 e 1% m/v), além
da associagao de alginato de sddio na aplicagdo do layer-by-layer. Foi realizado um
ensaio de reologia nas solugdes poliméricas para avaliar e quantificar as diferengas
de viscosidade entre as solucdes utilizadas, com isso as solugdes que apresentaram
viscosidades muito acima da média encontrada foram descartadas. A partir das
micrografias feitas por de Microscopia Otica e Microscopia Eletrénica de Varredura foi
possivel verificar que as técnicas de dip coating e layer-by-layer permitiram a
deposicao de revestimento polimérico sobre a superficie dos stents. Ensaios de grau
de intumescimento e resisténcia a compressido também foram realizados e
corroboraram a viabilidade das técnicas de revestimento adotadas. Dessa forma, foi
possivel concluir que a melhor condi¢gao de revestimento foi obtida a partir da solucao
de quitosana 0,5% de quitosana e da técnica de dip coating. As micrografias de
Microscopia Otica e Microscopia Eletrdnica Varredura para essa condicdo de teste
evidenciaram a presencga de revestimento homogéneo e uniforme sobre a superficie
dos stents.

Palavras-Chave: Stents Metalicos. Quitosana. Alginato de Sdédio. Técnicas de

Revestimento.



ABSTRACT

Stents are tubular and expandable endoprostheses that can be coated with
biodegradable polymeric matrices in order to create a coating that can act passively,
serving as a barrier between the metal surface and the biological tissue; or actively,
directly interfering in the biological processes of recovery after implantation. Thus,
chitosan, as a biocompatible and biodegradable biopolymer, presents itself as a
promising biomaterial for this type of application. In this work, a research was carried
out to develop a technique for coating stents from chitosan. For this, commercial stent
samples were submitted to four coating techniques: dip coating, spin coating, spray
coating and layer-by-layer, evaluating the behavior of different chitosan concentrations
(0.1, 0.5 and 1% m/v), besides the association of sodium alginate in the layer-by-layer
application. A rheology test was carried out in the polymeric solutions to evaluate and
quantify the differences in viscosity between the used solutions, so that solutions with
viscosities much high above the found average, were discarded. From the
micrographies of Optical Microscopy and Scanning Electron Microscopy, it was
possible to verify that dip coating and layer-by-layer techniques enabled the deposition
of polymeric coating on the stents surface. The degree of swelling and compressive
strength tests were also performed and corroborated the feasibility of the adopted
coating techniques. Thus, it was possible to conclude that the best coating condition
was obtained from chitosan solution with 0.5% chitosan and the dip coating technique.
The micrographs of Optical Microscopy and Scanning Electron Microscopy for this test
condition evidenced the presence of homogeneous and uniform coating on the stents
surface.

Keywords: Metallic Stents. Chitosan. Sodium Alginate. Coating Techniques.
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1 INTRODUGAO

Stent é o termo pelo qual € comumente conhecido um tipo de endoproétese
expansivel, de geometria cilindrica, formada por hastes retrateis que formam uma
malha com estrutura multicelular e que funciona como um dispositivo de suporte e
desobstrugédo de estruturas tubulares do corpo humano, como vasos sanguineos e
artérias, eso6fago, traqueia, dutos biliares, dentre outros.

O desenvolvimento dos stents como endopréteses com fungéo de corrigir
obstru¢des se deu em 1954, em cirurgias experimentais de reconstrugdo de dutos
biliares, porém foi em 1986 que esse tipo de dispositivo foi utilizado com o propdsito
de melhorar os resultados clinicos de cirurgias de angioplastia, comumente
relacionadas a aterosclerose (Gao et al., 2014)

Por sua vez, a aterosclerose € uma doenga imuno-inflamatdéria crénica na qual
ocorre a formacédo de ateromas dentro dos vasos sanguineos. Os ateromas s&o
placas compostas especialmente por lipidios e tecido fibroso que vao se acumulando
nas paredes dos vasos levando a uma diminuigdo progressiva do seu didmetro, que
pode chegar a total obstrugao (Auer et al., 2015).

Nesse cenario, as doengas vasculares (considerando todo o sistema
circulatério) tém sido a principal causa de mortes no Brasil e no mundo durante os
ultimos anos. O avango das pesquisas na area de biomateriais tem possibilitado o
desenvolvimento de novos modelos de stents que visam otimizar o processo de
implante, dar maior seguranga aos médicos e aos pacientes, a fim de melhorar a
biofuncionalidade das endoproteses e evitar possiveis danos colaterais em fungao do
implante, como um novo estreitamento do vaso. Essa nova obstrugao é denominada
reestenose (reestenose, onde o termo estenose, se refere ao estreitamento patologico
de um conduto, canal ou orificio do corpo).

A reestenose pode acontecer, fundamentalmente, nos primeiros meses apés
a intervengdo, em virtude de uma série de fatores intrinsecos ao paciente, mas
também é possivel que caracteristicas proprias do implante influenciem diretamente
na sua ocorréncia, como por exemplo, o grau da lesdo que o implante causa na parede
do vaso. Para reduzir estes efeitos, existe a possibilidade de combinar o implante do

stent com terapia farmacoldgica apropriada (Cardona et al., 2012; Gao et al.,2014).
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Os stents farmacolégicos sao uma alternativa para a prevencgao de reestenose
em virtude de prover simultaneamente a intervencdo mecanica, ao comprimir a placa
de ateroma, liberando o fluxo; e a intervengao farmacolégica, com a agéo de farmacos
com propriedades antiproliferativas, anti-inflamatérias e antitrombéticas presentes na
superficie desses stents, que passam a funcionar como uma plataforma de liberagéo
de farmaco local.

Todavia, o recobrimento do stent com polimero sintético pode causar
complicagdes, como uma severa resposta inflamatéria a presenca de particulas nao
degradadas do polimero.

A alternativa encontrada passou a ser a utilizagdo de polimeros
bioabsorviveis para a construcdo desses revestimentos, porquanto apds a liberagéo
do farmaco e a degradacgéo do polimero, permaneceria na parede arterial apenas a
plataforma metalica, reduzindo as taxas de trombose e reestenose, ao evitar a reagao
inflamatdria pela presencga do polimero duravel (Chen et al., 2011; Garg et al., 2013;
Puranik et al., 2013; Gao et al., 2014).

Takimura et al. (2014) relataram os resultados experimentais da utilizacédo de
stents recobertos com polimero bioabsorvivel em artérias coronarias porcinas
indicando a presenga de menor hiperplasia neointimal quando comparados a stents
nao farmacoldgicos.

Waha et al. (2015) analisaram trés estudos randomizados comparando os
stents farmacoldgicos com polimeros biodegradaveis aos stents com polimeros
duraveis em pacientes submetidos a Intervengcdo Coronaria Percutanea (ICP). Os
stents com polimeros biodegradaveis demonstraram boa evolugdo clinica com
reducdo da necessidade de nova revascularizagao, bem como tendéncias da menor
incidéncia de morte cardiaca e trombose de stent ao longo do acompanhamento.

Desta maneira, existe um grande interesse atual no desenvolvimento e estudo
de materiais que possam ser utilizados no revestimento de stents e que proporcionem
a liberagdo do farmaco com o minimo efeito adverso ao corpo, bem como no
desenvolvimento de novas matrizes poliméricas que possam ser usadas para a
incorporagao desses farmacos.

A quitosana é um polissacarideo catiébnico e um dos polimeros naturais mais
utilizados quando se busca desenvolver e/ou aprimorar aplicagdes nas areas de
engenharia de tecidos, de revestimentos biomiméticos e na liberacdo de farmaco.

Atendendo diferentes necessidades seja para aplicagbes na pele, 0sso, enxertos
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vasculares, em virtudes de propriedades como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, biofuncionalidade e nao-toxicidade (Silva et al., 2016; Barbosa et
al., 2017; Keller et al., 2017; Gomes et al., 2017;).

Diante disto, este trabalho visa estudar o desenvolvimento de uma
metodologia de revestimento de stents, a partir da analise exploratéria de diferentes
técnicas de recobrimento. Bem como, avaliar a qualidade dos revestimentos
construidos e determinar a viabilidade das técnicas utilizadas e explorar as
potencialidades da quitosana em diferentes concentragdes, enquanto biopolimero

biodegradavel que ira revestir a endoproétese.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencgas vasculares

As doencgas vasculares sdao uma familia de desordens clinicas que que
incluem as doencas coronarias e vascular periféricas, doencas cerebrovasculares,
doenga cardiaca congénita e reumatica e a trombose venosa profunda. Nos ultimos
anos, as Doencgas Vasculares tém apresentado proporgdes epidemioldgicas.

Nesse sentido, as doencgas vasculares tém sido a principal causa de mortes
no Brasil e no mundo nos ultimos anos. Dados preliminares do Ministério da Saude
mostram que no Brasil, em 2015, 346.865 mil mortes foram atribuidas a doencgas
vasculares por meio do Cédigo Internacional de Doengas CID-10, categorias 100 — 199,
de acordo com o Sistema de Informacgéo de Mortalidade (SIM) (Brasil, 2017).

Acompanhando a evolugdo do total de o&bitos por doengas vasculares
notificados (Figura 1) é nitida e preocupante a tendéncia de crescimento desses

numeros durante os ultimos anos.
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Figura 1 - Numero de 6bitos relacionados as doengas vasculares no Brasil. Fonte: Ministério
da Saude / Secretaria de Vigilancia em Saude/ Coordenagéo Geral de Informagdes e Analises
Epidemioldgicas / Sistema de Informagdes sobre Mortalidade — SIM (BRASIL, 2017).

Em 2015, o numero de internagdes chegou a 1.052.317 milhdes, o que

representou um custo direto (servicos hospitalares e servigos profissionais) de
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2.404.118.022,06 bilhdes de reais, segundo dados do Sistema de Informacgdes
Hospitalares do SUS (Brasil, 2017).

Esses sdo os dados vinculados apenas aos atendimentos realizados pelo
Sistema Unico de Salde — SUS, esses nimeros aumentam se levarmos em
consideragao que eles nao contemplam os atendimentos particulares, como também,
se forem considerados os custos indiretos relacionados com as internagcées, como
tempo de afastamento e beneficios pagos pela Previdéncia.

Dentro do grupo das Doengas Vasculares, 32% dos 6bitos s&o decorréncias
de Doencgas Coronarianas (CID-10 120-25), logo em seguida aparecem as doencgas
cerebrovasculares (CID-10 160-169) com 29% (Brasil, 2017).

A aterosclerose € a principal causa de O&bitos associada as doencgas
vasculares associada. A Figura 2 ilustra o desenvolvimento da aterosclerose, e o
consequente estreitamento do vaso, restringindo o fluxo sanguineo. A obstrugao se
da pelo crescimento da placa aterosclerética na parede do vaso e em casos mais
graves, a ruptura da placa fibrosa ira expor material lipidico trombogénico, levando a
formacéao de trombos.

. ARTERIA

CAMADA

CAMADA 'l ADVENTICIA

MEDIA

Figura 2 - Desenvolvimento da aterosclerose (Adaptado de Tang et al., 2015).

As paredes arteriais sdo compostas por trés camadas: a intima (camada mais
interna), a média (camada intermediaria) e a adventicia (camada mais externa). A
espessura relativa de cada uma das camadas e o tipo especifico de tecido do qual
elas sdo constituidas, dependem se o vaso é uma artéria elastica, uma artéria
muscular, ou uma arteriola (Tegos et al., 2001).

As artérias elasticas recebem sangue diretamente do coragao e sao formadas
principalmente de elastina. As artérias musculares distribuem o sangue para os
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diferentes tecidos do corpo e sdo compostas principalmente por células musculares
lisas. Ja as arteriolas, sdo as menores artérias proximas aos leitos capilares, também
s&o constituidas principalmente por células musculares lisas (Humphrey e Baroutaji,
2016).

Aterosclerose é uma doenga das artérias, inflamatoria-proliferativa,
multifatorial, lenta e progressiva, resultado de uma série de respostas celulares e
moleculares especificas, caracterizada por processos degenerativos e regenerativos
que inicialmente afetam a camada intima e posteriormente a camada média em
grandes artérias (Taleb, 2016; Huxley et al., 2017;).

O termo aterosclerose faz referéncia aos dois principais componentes da
lesdo; que séo, athero, termo grego que significa caldo ou pasta, correspondente a
area central necrotica na base da placa ateroscleroética; e sclerosis que significa
endurecimento, que diz respeito a capa fibrosa na borda luminal da placa. As lesdes
aterosclerdticas contém trés componentes principais: (1) colesterol; (2) células
musculares lisas, macrofagos e outros tipos de células e (3) tecido composto por
colageno, elastina e glicosaminoglicanos (Huxley et al., 2017; Ladeira-Lopes et al.,
2015; Tegos et al., 2001).

As lesdes aterosclerdticas podem estar presentes durante toda a vida de uma
pessoa. O tipo mais precoce de lesdo, conhecida como estria gordurosa, € comum
em bebés e criancas, € uma lesdo puramente inflamatoéria. O acumulo de lipidios, de
células inflamatérias e de elementos fibrosos que se depositam na parede das
artérias, sao responsaveis pela formagao de placas gordurosas, que eventualmente
ocasionam a obstrucao das mesmas (Ladeira-Lopes et al., 2015; Cohen, 2013; Tang
et al., 2015).

Pressupde-se que a aterosclerose é uma doenca progressiva caracterizada
pelo acumulo de lipidios, elementos fibrosos e inflamatdrios, como resposta a injuria
endotelial vascular, tal situagéo pode ser consequéncia da interagao de varios fatores,
incluindo anormalidades metabdlicas e nutricionais, tais como dietas hiperlipidémicas,
forcas mecénicas associadas como a hipertens&o arterial, toxinas exégenas como
aquelas encontradas no tabaco, proteinas anormalmente glicosiladas associadas com
os diabetes, lipidios ou lipoproteinas oxidadas e, possivelmente, infecgdes virais e
bacterianas (Gottlieb et al., 2005; Nussinovitch e Shoenfeld 2013; Dratva et al., 2013;
Park et al., 2015; Crea et al., 2015).
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Estudos epidemiolégicos vém constatando diversos fatores de risco genéticos
e ambientais importantes associados a aterosclerose. Entretanto, a complexidade de
patologias com etiologia ainda pouco entendida ou que envolvam interagbes de
mecanismos celulares e moleculares tem dificultado a compreensao a respeito das
causas do desenvolvimento da placa (Taleb, 2016).

Atualmente, é entendido que a aterosclerose nao é consequéncia direta e
irremediavel do envelhecimento, mas uma condicdo inflamatéria que pode ser
convertida em um evento clinico agudo ocasionado pela ruptura da placa e formagéo
de trombos (Ladeira-Lopes et al., 2015; O’flaherty et al., 2015).

No Brasil e no mundo, as doencgas vasculares com origem aterosclerética em
suas diversas manifestagdes crénicas ou agudas tém se tornado a causa mais comum
de mortes. E neste cenario, que a angioplastia combinada & terapéutica farmacoldgica
€ a modalidade terapéutica mais utilizada para o tratamento dessas doencgas, bem
como esta associada a melhora da qualidade de vida, especialmente em pacientes de

maior risco.

2.2 Stents

Para Pant et al. (2012), Stents sado redes tubulares metalicas, em forma de
malha, que quando implantados exercem uma pressdo mecanica na parede do vaso
sanguineo que mantém o lumen arterial aberto auxiliando a liberagdo do fluxo em
vasos sanguineos obstruidos.

A origem do termo nao é bem definida, mas a linha do tempo mais aceita diz
que a etimologia do termo stent remete ao dentista inglés Charles Thomas Stent
(1807-1885) que criou um material maleavel com a finalidade de posicionar
corretamente enxertos de pele dentro da cavidade bucal, que recebeu o nome de
Stent, em sua homenagem.

A introdugcdo desse composto odontologico na area meédica € atribuida ao
cirurgido plastico Johannes Fredericus Esser (1877-1946) que usou o composto Stent
no tratamento cirurgico de ferimentos e cavidades na pele do rosto, durante a primeira
guerra mundial. Porém, a primeira vez que a palavra stent foi utilizada para descrever
um dispositivo de sustentacdo, sem relacdo com a cirurgia plastica, foi em 1954, em
um artigo do professor de cirurgia William H. Remmie, sobre a reconstru¢do do duto

biliar em cirurgias experimentais (Trindade, 2003; Roguin, 2011).
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A Figura 3 apresenta um esquema ilustrativo com uma linha do tempo que
acompanha as aparicbes do termo Stent em diversas areas da medicina,
paralelamente ao desenvolvimento das cirurgias cardiacas intervencionistas.

A eficacia comprovada do uso de endoproteses vasculares metalicas como
instrumento redutor de complicagbes agudas e tardias, tem motivado o uso
predominante destes dispositivos na grande maioria dos procedimentos coronarios
percutaneos.

O termo endoprotese € usado para se referir as préteses que sao implantadas
dentro do corpo, enquanto que o termo protese abrange todos os tipos de préteses,
tanto aquelas que implantadas no interior do corpo, quanto aquelas que sao
implantadas externamente. Toda endoprétese € uma protese, mas nem toda protese
€ uma endoprotese. A escolha de qual termo usar vai variar e na maioria dos casos ja
existe um termo consolidado, como no caso de préteses mamarias, proteses de

quadril e endoproteses vasculares (Fukumothi et al., 2016).
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Criagdo do composto
“Stent”, pelo dentista
Charles Thomas Stent.

Uso do composto Stent na drea
médica, pelo CirurgiZo Johannes
Esser (1877-1946) gque criou uma
nova técnica de cirurgia plastica
denominada ‘obturador epidérmico’

sesmmmEe s

Ma Inglaterra, Sir Harold Gillies
(1882-1960) associou o termo Stent
a um dispositive gue mantinha e
modelava enxertos de pele no local
da lesio.

Uso do termo Stent para descrever
aparelho de sustentagdo fora da
cirurgia plastica, pelo Professor
William Remine.

Primeira mengdo ao termo Stent na
cardiologia.

Primeira mengdo ao termo Stent na
urologia.

Primeira Angioplastia Coronaria
com Baldo.

mEEmEEE

Charles Dotter (1920-1985) chamou
de stent uma mola de nitinol usada
como dispositive de implante
endovascular.

Implante do primeiro stent
coronario.

+++++++

0O primeiro stent com liberacdo de
vesssennned farmaco foi aprovado pela FDA -
Food and Drugs Administration.

Figura 3 - Esquema ilustrativo que apresenta uma linha do tempo mostrando a origem,
evolucao e usos da palavra Stent.

Os stents vasculares sao endoproteses implantadas dentro de vasos
sanguineos e por sua vez podem ser segmentados em stents coronarios e stents
periféricos; os stents periféricos sdo aquelas utilizados em vasos de maior calibre,
como as artérias iliacas e femoral. Ja os stents ndo-vasculares sdo implantados em
outras estruturas tubulares do corpo humano que abrangem o sistema respiratério e

urinario e o conjunto gastrointestinal (Kolandaivelu e Rikhtegar, 2016).
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A Figura 4 apresenta alguns tipos de stents e seus locais de implante no

corpo.

Figura 4 - Tipos de Stents: 1 - Duodenal; 2 - Biliar; 3 - Esofagico; 4 - Neurovascular; 5 - Vias
aéreas; 6 - Traqueobronqueal; 7 - Coronario e 8 - Ureteral.

Duas categorias de stents podem ser distinguidas dependendo da
necessidade de expansao do vaso danificado. A primeira delas € o stent expansivel
por baldo, geralmente fabricado a partir de ligas de ago austenitico ou ligas de cromo-
cobalto. O outro grupo € chamado de stents autoexpansiveis, comumente usados em
para implantes em vasos periféricos.

Os expansiveis por baldo (Figura 5) ja sdo fabricados comprimidos sobre o
cateter baldo e se expandem até o didmetro do vaso por insuflagdo do baldo de
angioplastia, através da deformacgao plastica do stent. Os stents autoexpansiveis
(Figura 6) s&o produzidos no diametro do vaso sanguineo e em seguida sao
comprimidos e permanecem nesse estado até que sejam liberados no momento da
cirurgia, quando as forgcas que o mantinham comprimido sdo retiradas. Portanto,
stents expansiveis por baldo resistem ao processo de expansao, enquanto que 0s

stents autoexpansiveis tendem a si expandir (Duerig e Wholey, 2002).
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Figura 5 - Processo de entrega de um stent coronariano expansivel por baldo (Britanica
Online, 2016).

Figura 6 - Processo de entrega de uma stent autoexpansivel (Duerig e Wholey, 2002).

Para stents expandidos por cateter baldo o material ideal deve ter baixa
tensao de escoamento (de forma a permitir a deformagéo ao nivel de pressao exercido
pelo baldo), modulo de elasticidade alto e exibir aumento na dureza durante o
processo de deformacao plastica. Esse tipo de stent é produzido em pequenos
didmetros, ja que sao mais utilizados em vasos de baixo calibre, como a artéria
coronariana (McGrath et al., 2014; Roopmani et al., 2015).

Em contrapartida, o principio de funcionamento dos stents autoexpansiveis se
baseia nas propriedades elastica do material utilizado. Preferencialmente, esse
material deve ter médulo de elasticidade baixo e suportar altas tensées dentro da zona
de deformacao elastica. As ligas com memoéria de forma aparecem como principal
material a ser utilizado, uma vez suportam grandes deformagdes sem deformacgao

plastica, em virtude da propriedade de superelasticidade (Roopmani et al., 2015).
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O material mais utilizado na fabricagao de stents expandidos por cateter baldo
€ 0 aco inoxidavel 316L, uma vez que essa liga metalica apresenta resisténcia a
corrosao. Quando recozido esse tipo de ago é faciimente deformavel, atendendo as
necessidades desse tipo especifico de stent. Por outro lado, quando o ago se encontra
bastante encruado (full hard) ele apresenta um baixo modulo de elasticidade, mas que
ainda pode ser aproveitado em certos tipos de stents autoexpansiveis. Como
materiais alternativos no projeto de stents expandidos por baldo, destacam-se as ligas
de Cromo-Cobalto tantalo, ligas de nidbio e ligas de platina (McGrath et al., 2014).

Para a construgao de stents autoexpansiveis € recorrente a utilizagao das as
ligas com efeito memoédria de forma, por apresentarem altas taxas de deformagao
elastica. Ligas de Niquel-Titanio se destacam nesse cenario por serem capazes de
recuperar deformacdes de até 10%, resultado de uma transformacdo martensitica
termoelastica caracteristica desses materiais.

E notavel a predominancia dos materiais metalicos na fabricacéo de stents,
contudo, eles vinham apresentando altas taxas de reestenose, que é um quadro
clinico caracterizado pela obstrugcao de 50% ou mais do didmetro do vaso causado
pela excessiva proliferagdo celular no segmento onde foi colocado o stent.
Proliferagcdo associada ao processo de cicatrizagdo do endotélio do vaso, que foi
lesionado pela agdo mecanica do stent (Khan et al., 2012).

Esse fato motivou os pesquisadores em acharem novas formas de fabrica-
los, assim surgiram os DES (Drug Eluting Stents), ou stents com liberagao de farmaco
para minimizar problemas colaterais. Eles consistem normalmente em trés
componentes: a plataforma do stent, o revestimento do stent e o agente terapéutico.

A introdugéo dos stents farmacolégicos aconteceu em 2002 e revolucionou a
pratica da intervencao coronaria percutanea reduzindo de forma consideravel as taxas

de reestenose se comparados com os BMS (Garg et al., 2013).

2.3 Stents com revestimentos poliméricos

A primeira geragao de stents farmacol6gicos se baseou no uso de polimeros
bioestaveis como veiculos de liberagao, tais como o poli(etileno-co-acetato de vinila),
metacrilato de n-butil, poli(estireno-b-isobutileno-b-estireno) e as principais drogas
utilizadas nesse momento foram rapamicina e paclitaxel, ambos imunossupressores
(Bege et al., 2012; Kolandaivelu et al., 2011)
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Assim, comegaram a surgir outras questdes clinicas pds-implante e percebeu-
se que a natureza dos polimeros utilizados como meio de entrega do farmaco acabou
retardando a cicatrizagdo levando a formagéo de coagulos a longo prazo, além de
respostas inflamatorias prolongadas e toxicidade no local. Além disso, constatou-se
problemas com a homogeneidade do revestimento com o farmaco resultando em uma
distribuicao irregular do farmaco e rompimento da camada de polimero na hora da
expansao com o baldo (Khan et al., 2012; Puranik et al., 2013; Farah et al., 2013).

Nesse contexto, percebeu-se que, além da malha do stent e do farmaco, a
matriz polimérica usada como veiculo de liberagdo também deveria ser estudada
visando melhorar a biocompatibilidade destes dispositivos. Assim chegamos na
segunda geracdo de stents farmacolégicos, onde foram desenvolvidos stents com
polimeros biodegradaveis, projetados para aliar o combate a reestenose,
caracteristica padrao dos stents farmacolégicos tradicionais; a seguranga de um stent
metalico ndo revestido e a degradagado do polimero de revestimento tdo logo o
farmaco ja tenha sido totalmente liberado. Essa ultima propriedade pode reduzir
eficientemente os eventos de trombose tardia e hipersensibilidade (Garg et al., 2013).

Lam et al. (2014), Lee et al. (2015), Gu et al. (2016) El-Hayek et al. (2017),
Vlachojannis et al. (2017), Im et al. (2017) e Katayama et al. (2017) compararam a
resposta clinica de pacientes implantados com stents com polimero biodegradavel e
polimero duravel. Os resultados mostraram que a segunda geracdo de stents
farmacologicos reduziu significativamente a necessidade de uma cirurgia de
revascularizagdo e também ajudaram na prevencgao de tromboses locais e de infartos
do miocardio se comparados com os stents da primeira geragéao.

Vlachojannis et al. (2017), concluiram que o uso de stents farmacol6gicos com
polimero bioabsorvivel apresenta uma baixa ocorréncia de eventos cardiacos
adversos, se comparado com os stents metalicos. Gu et al. (2016) constatou que o
uso de polimero biodegradavel melhora a seguranca e a eficiéncia dos stents e reduz
os riscos de trombose tardia.

Paralelamente, tem-se estudado os principais tipos de irregularidades
encontradas no revestimento de stents. Esses defeitos podem aparecer durante o
processo de revestimento, durante a expansdo, seja por cateter-baldo, ou
autoexpansivel, como ainda podem surgir depois de implantados, in vivo (Bedair et
al., 2014).
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Apds observacao das principais ocorréncias foi possivel classificar os defeitos
de revestimento em quatro categorias, com base em parametros, como, espessura e
deslocamento do revestimento: espessura reduzida; aumento da espessura;
espessura nao uniforme e revestimento deslocado. Cada categoria pode ser dividida
em irregularidades, como vazios, fissuras, heterogeneidade do revestimento,
webbing, delaminacao e descontinuidade (Yazdani et al., 2016; Hopkins et al., 2016).

Portanto, avaliar essas irregularidades objetivando criar estratégias que
possam soluciona-las € uma etapa importante do desenvolvimento de técnicas de

revestimento.

2.4 Modificacao de superficie de préteses vasculares

Umas das principais caracteristicas que um biomaterial deve apresentar é a
capacidade de coexistir junto com o0 ambiente fisiolégico no qual esta implantado sem
causar efeitos adversos, seja no biomaterial ou no meio fisiolégico.

Uma vez que a superficie € a interface entre o biomaterial e o ambiente
biolégico, as propriedades da superficie sdo extremamente importantes para
determinar a aceitagcdo ou rejeicdo do biomaterial no organismo, pois os eventos
biolégicos como adsorgédo de proteinas e adesao celular ocorrem nessa interface e
sao dependentes das propriedades fisico-quimicas do biomaterial. Além disso, a
interface entre um biomaterial implantado e o meio fisiolégico € o local de uma
variedade de processos fisico-quimicos, bioldégicos e mecanicos, de forma que as
propriedades da superficie precisam se adequar a esses tipos de solicitagdes (Garcia,
2011; Holmes e Trabizian, 2015; Oshida e Guven, 2015).

As técnicas de modificacdo de superficie em biomateriais permitem melhorar
as respostas bioldgicas através de alteragdes quimicas, topograficas, energéticas e
de carga das superficies, sem alterar suas propriedades fisicas volumétricas.

Adotando uma classificacdo ampla, as técnicas de modificacdo de superficies
podem ser classificadas em trés categorias: Adicao de materiais com propriedades
particulares; alteragado da superficie existente em composi¢cdes ou topografias mais
adequadas; e remogao de material da superficie.

A escolha do método mais adequado vai depender de varios fatores, como o
tipo de material do substrato, a geometria do componente, o custo do processo e o

tipo de aplicagao do produto final. Por exemplo, a rugosidade € uma caracteristica de
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superficie que influencia diretamente na osseointegracao de biomateriais utilizados
em implantes 0sseos, enquanto que os materiais utilizados no desenvolvimento de
stents vasculares devem apresentar hemocompatibilidade e propriedades que evitem
a proliferagdo celular que resulta na reestenose (Garcia, 2011; Nouri e Wen, 2015).

Como discutido anteriormente, a grande maioria dos stents vasculares sao
fabricados a partir do metal. Os metais sdo materiais inorganicos caracterizados por
ligagbes metalicas ndo-direcionais com alta mobilidade de elétrons, boa condutividade
elétrica e térmica e a maioria deles pode ser facilmente conformado mecanicamente.
Além disso, caracteristicas importantes, quando se fala de biomateriais, como
propriedades mecanicas, resisténcias ao desgaste e a corrosdao, podem ser
adequadas a partir de tratamento térmicos e modificagdes na composicao dos metais
(Qi et al., 2013; Fu et al., 2015).

Em contrapartida, superficies metalicas ndo tratadas nao propiciam uma
endotelizacdo adequada, além de induzir a adesdo de plaquetas e proteinas
plasmaticas, caracterizando um risco elevado de trombogenicidade (Zhang et al.,
2014).

E no intuito de contornar essas limitacdes e de usufruir das significativas
vantagens que os metais apresentam, como elevada resisténcia mecanica, resisténcia
a fadiga e resisténcia a corrosdo, que pesquisas vém sendo constantemente
desenvolvidas buscando novos projetos de ligas metalicas e, principalmente, novas
técnicas de modificacdes de superficies que venham a potencializar o uso dos mateais
como material biomédico.

O maior desafio encontrado no uso de stents vasculares € a prevencéo da
formacao de trombose e ocorréncia de reestenose e estudos recentes (Zhang et al.,
2014; Zhang et al., 2015; Xiao et al., 2015; Lutter et al., 2015) evidenciaram que a
superficie do biomaterial implantado possui papel relevante na ocorréncia desses
eventos. As reagdes que acontecem entre o meio fisioldgico e a superficie do implante
sao uma caracteristica importante quando se pensa em biomateriais.

Dessa forma, pesquisas como as de Wang et al. (2014), Liu et al. (2015), Liu et
al. (2016), Liang et al. (2016), Salehi-Nik et al. (2017) tém sido feitas no intuito de
otimizar o comportamento fisico-quimico de superficies em biomateriais, visando a
rapida endotelizacdo da superficie de proteses o que teoricamente reduz a
possibilidade de trombose e reestenose.
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As propriedades da superficie de materiais metalicos sado bastante
influenciadas por processos de producéo, que em si ja sao tratamentos de superficies,
como decapagem, lixamento, ataques acidos e basicos, tratamentos eletroquimicos e
bioquimicos, entre outros. A Figura 7 resume as principais caracteristicas de

superficies que afetam a relagéo tecido-biomaterial.

Caracteristicas de
Superficies de Biomateriais
Metalicos i

Molhabilidade Energia de Superficie
......... i
' L Lt
- .-
arSa S =) :
Rugosidade : Composicdo Quimica

Figura 7 - Caracteristicas de superficie que influenciam na resposta biolégica do material
implantado (Adaptado de Nouri e Wen, 2015).

Em qualquer tentativa de minimizar reagdes adversas causadas por proteses,
€ importante lembrar sempre que o primeiro contato entre um biomaterial e o corpo
humano é feito obrigatoriamente pela superficie do implante. A sua rugosidade,
energia de superficie e estabilidade quimica sao fatores essenciais a se considerar na
analise da trombogenicidade e interagbes com o tecido. Estudos ja demonstraram que
a taxa de trombose é mais elevada em superficies rugosas, o que torna essencial uma
modificagao de superficies nesse tipo de biomaterial. (Li, L. et al., 2013; Fu et al., 2015;
Lutter et al., 2015; Xiao et al., 2015).

Paralelamente, as superficies de biomateriais metalicos normalmente
apresentam uma carga superficial eletropositiva, enquanto os constituintes do sangue
tendem a ser eletronegativos, 0 que gera uma atragcdo e adesao de proteinas, como
o fibrinogénio, que é importante no processo de endotelizagdo, mas também esta
presente dentro do processo fisiopatoldgico da reestenose (Holmes e Trabizian, 2015;
Oshida e Guven, 2015).
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A energia superficial, como também a composi¢do quimica, ainda afetam a
molhabilidade da superficie, tendo sido demonstrado que a trombogenicidade da
superficie de um material aumenta com a energia da superficie e com a tenséo
superficial critica de molhagem (Bedair et al., 2015).

Neste cenario, a modificagcdo de superficies de endoproteses vasculares
tende a reduzir a ocorréncia de reestenose, uma vez que essas técnicas conseguem
modificar paradmetros superficiais que comprovadamente atuam como gatilhos de
reestenose.

Gill et al. (2015) modificaram a superficie de ligas de Niquel-Titanio com a
finalidade de aplica-las na confecgao de stents através de eletropolimento e avaliaram
a superficie modificada a partir da molhabilidade, da resisténcia a corrosao,
citotoxicidade e crescimento celular. O eletropolimento reduziu as asperezas da
superficie das ligas e produziu uma camada estavel de 6xido, o que melhorou
significativamente a resisténcia a corrosdo. A analise elementar da camada de 6xido
nao mostrou a presenca de Niquel puro na superficie da liga tratada, resultando em
uma carater n&o-toxico. O angulo de contato das ligas de Niquel-Titanio deixou de
apresentar um comportamento hidrofilico (83,8°), passando a exibir um
comportamento tipicamente hidrofobico (94,7° até 105,9°) apdés o tratamento de
superficie. Superficies hidrofébicas promovem melhor adesao celular, logo propiciam
uma melhor endotelizagao.

Algumas modificagbes podem ser feitas nos stents com o intuito de melhorar
sua biofuncionalidade, como também alterar a interagdo com diferentes células e
moléculas, garantindo a seguranca e efetividade dos mesmos. Revestimento é a
principal modificacdo imposta aos stents, seja para melhorar propriedades como
adesao e resisténcia a corrosao, ou estimular e inibir reagdes entre as substancias do
corpo com a do novo material do revestimento, ou ainda utilizar o revestimento como
um veiculo de liberagao de farmaco (Ponsonnet et al., 2003).

Wen et al. (2016) estudaram a viabilidade de desenvolvimento de
revestimento de nanoparticulas de prata para stents biliares de poliuretano para o
tratamento de colangite esclerosante primaria, uma inflamagéo dos canais da bile que
leva a formacgédo de cicatrizes que acabam obstruindo os canais. Para isso eles
implantaram os stents revestido em porcos e puderam constar que as nanoparticulas
de prata aliviaram a inflamacéo e que os stents se mostraram resistentes a adesao

bacteriana, adeséo esta que geralmente leva a oclusédo da proétese.
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Gao et al. (2014) observaram caracteristicas antitrombéticas e
antiproliferativas animadoras em um stent metalico que foi revestido com quitosana,
heparina e rapamicina, provando ser uma alternativa de sucesso no tratamento da
endotelizacdo tardia que geralmente ocorre nos stents revestidos apenas com
rapamicina.

Os stents farmacolégicos sao uma categoria importante, fruto do
desenvolvimento tecnolégico e de um melhor conhecimento da fisiopatologia das
doencgas vasculares e dos processos quimico-biologicos pds-implantes.

2.5 Biomateriais

Os biomateriais representam uma area de pesquisa interdisciplinar resultado
da convergéncia de conhecimentos e da relagédo entre as caracteristicas estruturais,
as propriedades, o processamento e o desempenho desses materiais, aplicados a
fisiologia e biologia celular, biologia molecular, anatomia e fisiologia humana e animal.

Pode-se entender que um biomaterial € qualquer substancia ou combinagao
delas, que nao seja droga ou farmaco, sintética ou natural, que possa ser usada por
um determinado periodo de tempo, de forma completa ou parcial, como parte de um
sistema que trata, aumenta ou substitui quaisquer tecidos, érgaos ou fungdes do
corpo, além disso, deve ainda ser seguro e fisiologicamente aceitavel (Ratner et al.,
2013; Zavaglia e Prado-Silva, 2016).

Pires et al. (2015) ampliam o conceito de biomateriais definindo-os como
dispositivos que entram em contato com sistemas biolégicos, com aplicagdes
diagnodsticas, vacinais, cirurgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de
compostos de origem sintética ou natural, assim como de materiais naturais
quimicamente modificados, tanto na forma de sdlidos quanto de géis, pastas ou
mesmo liquidos. E possivel classificar os biomateriais dentro das quatro principais
classes de materiais como ceramica, polimeros, metais e compaositos.

A utilizagdo de biomateriais no tratamento de problemas relacionados a saude
nao € uma exclusividade dos tempos modernos. Existem registros que indicam o uso
de suturas no Egito Antigo (usando linho e ouro) e na Europa (usando intestino de
gatos), durante a Idade Média; assim como de dentes artificiais feitos de conchas
pelos maias (600 a.C.), de ferro pelos franceses (200 a.C.) e de ouro e madeira pelos
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romanos, chineses e astecas; além de ser comum encontrar registros historicos que
mostram o uso de esferas de vidro para substituir o globo ocular (Ratner et al., 2013).

Porém, o rapido crescimento da populacdo mundial e o aumento da
expectativa de vida das pessoas geraram um aumento na demanda por novas
solucbes relacionadas aos problemas de saude. De fato, nos ultimos 80 anos
observou-se um salto tecnoldgico importante na area de biomateriais, desde o inicio
da utilizagc&o de polimetilmetacrilato (PMMA) na odontologia, em 1937, até chegarmos
ao desenvolvimento de biomateriais que simulam a resposta a nivel molecular de
tecidos (Ratner et al., 2013).

Nos primeiros estudos, o desenvolvimento e aplicacdo dos biomateriais
seguiam o método de experimentagao, observando as propriedades dos materiais ja
utilizados na industria e comparando-os com os materiais que compunham as
diversas partes do corpo humano. Contudo, mais recentemente, abordagens
sistematicas tém regido os estudos nesta area.

Por volta da década de 50, tinha-se por objetivo a obtengcdo de materiais
biocompativeis que pudessem substituir um tecido danificado e prover suporte
mecanico, com minima resposta biolégica do paciente, esses eram os materiais
bioinertes (foco no material em si) (Zavaglia e Prado-Silva, 2016).

A partir da observagao das respostas clinicas do uso e desenvolvimento dos
materiais bioinertes, buscou-se aumentar a vida util dos implantes em virtude da
interacao com o tecido hospedeiro, e, paralelamente, focou-se no desenvolvimento de
materiais biodegradaveis, com capacidade de serem incorporados ou absorvidos
(ap6s dissolugao) pelo tecido hospedeiro, foi quando comegaram os primeiros estudos
a cerca de bioatividade e de materiais biodegradaveis e em seguida bioabsorviveis;
mais recentemente, o objetivo tem sido a regeneragdo de um tecido funcional, com
foco, entdo, no aspecto bioldgico e trabalhando com o conceito de biomimética,
buscando-se materiais que participem de forma ativa no processo de recuperacao
com estimulagdo em nivel celular (Pires et al., 2015; Zavaglia e Prado-Silva, 2016).

A decisdo de se utilizar um determinado material como um biomaterial
depende da analise de uma série de requisitos que devem ser atendidos. Dessa
forma, a biocompatibilidade (efeito do ambiente organico no material e efeito do
material no organismo), a biodegradabilidade (fenbmeno em que o material é
degradado ou solubilizado em fluidos tissulares, bem como a velocidade de
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degradagao do material sdo caracteristicas desafiadoras para o desenvolvimento e
fundamentais para a escolha de um biomaterial.

Essas propriedades conferem ao biomaterial uma interagdo benéfica com o
organismo onde é implantado, desde que: o material ndo desencadeie resposta
inflamatdria ou téxica quando implantado; o material apresente propriedades
mecanicas adequadas a aplicagao para que foi indicado e que qualquer variacdo das
propriedades mecanicas decorrente da sua degradagdao ndao comprometa a eficiéncia
e eficacia do implante; sua degradagcdo nao gere produtos toxicos e que sejam
facilmente metabolizados e liberados do corpo (Cao e Wang, 2009; Oliveira et al.,
2010).

A partir da biocompatibilidade, outras propriedades precisam ser adequadas
para otimizar o desempenho clinico de biomateriais. Propriedades fisicas, como
morfologia da superficie, energia superficial, encaixe anatdomico, rugosidade,
porosidade, cor, transparéncia e permeabilidade; propriedades mecanicas, como
tensdo de ruptura, alongamento, flexibilidade e vida em fadiga e propriedades
quimicas, como densidade, estabilidade, resisténcia a esterilizacdo e forma de
degradagao sao frequentemente avaliadas para que o desenvolvimento dos materiais
possa ser realizado de forma satisfatéria e viavel economicamente. (Pires et al., 2015)

A selecado de um biomaterial deve se iniciar com a identificacdo de quais serao
as propriedades requeridas para a aplicacdo em estudo. Como essas propriedades
variam significativamente dependendo da estrutura do material em escala
micrométrica ou nanométrica, € imprescindivel que se tenha um entendimento de
como se correlacionam a microestrutura com as propriedades desejadas. A partir
desse conhecimento, que € a base da Ciéncia dos Materiais, pode-se pensar em
produzir um material que tenha o comportamento esperado.

Pode-se encontrar biomateriais dentro das quatro principais classes de
materiais: metais, ceramicas, polimeros e compdsitos com diferentes niveis de

bioatividades que serao discutidas a seguir separadamente.

2.5.1 Biomateriais metalicos

Quando se analisa o corpo humano a partir dos tipos de materiais que o

constituem, € possivel perceber a presenca de biocerdmicas (hidroxiapatita, presente

nos 0ssos e dentes), polimeros e compdsitos (constituem musculos, tenddes e
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cartilagens). Ja os metais, apesar de serem essenciais para o corpo humano,
aparecem em pequenas quantidades, na forma de ions ou associados a biomoléculas.
Entretanto, atualmente, 80% dos materiais utilizados na industria ortopédica de
implantes sdao materiais metalicos. Essa aparente contradicdo é resultado das
propriedades mecanicas dos metais (Chen e Thouas, 2015).

Os metais destacam-se por apresentar alta resisténcia a fadiga e a fratura,
por isso tém sido vastamente utilizados como componentes estruturais visando a
substituigao, reforgo ou estabilizagao de tecidos rigidos, os quais sdo constantemente
submetidos a altas cargas de tracdo e compressao.

Os biomateriais metalicos sao extensamente utilizados nas cirurgias
ortopédicas, sendo o principal material empregado na constru¢ao de proteses, sejam
elas temporarias (por exemplo, pinos e parafusos), ou permanentes (platé tibial e
préteses de quadril). Paralelamente, os metais também aparecem em aplicagbes
odontoldgicas e ortoddénticas, na concepgado de fios ortodénticos e parafusos de
implantes dentarios (Triplett e Bundiskaya, 2017).

Os metais mais utilizados como biomaterial s&do os acos inoxidaveis, titanio e
ligas a base de titdnio, e as ligas a base de cobalto-cromo. Na Tabela 1 estdo
detalhados os principais tipos de metais ou ligas e exemplos de suas aplicagdes mais

frequentes.

Tabela 1 — Principais metais e ligas e respectivas aplicagdes na area biomédica.

Metal ou liga Aplicacoes
) Fixacao de fraturas, stents e instrumentos
Ago inox 316L oL
cirargicos
Ti cp, Ti-Al-V, Ti-AI-Nb, Substituicao de ossos e articulagdes, implantes
Ti-13Nb-13Zr, Ti-Mo-Zr-Fe, dentarios e encapsulacdo de marca-passo

] Substituicdo de ossos e articulagdes, restauragdes
Co-Cr-Mo, Cr-Ni, Cr-Mo . o ) ]
e implantes dentarios e valvulas cardiacas

NiI-Ti Placas 6sseas, stents e fios ortodonticos

Ligas de ouro, . .
Restauragdes dentarias
Amaélgama de Hg-Ag-Sn

Platina e Pt-Ir Agente antimicrobiano

Prata Eletrodos

Fonte: Pires et al. (2015).
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As pesquisas tém avancgado visando aplicagdes em cirurgias reconstrutivas
de tecido duros e 6rgaos, bem como a aplicagdo de ligas de Niquel-Titanio no
desenvolvimento de stents vasculares e o desenvolvimento de uma nova liga de
magnésio a ser utilizada na Engenharia de Tecido e Reconstrugdo Ossea (Yang et al.,
2013; Farraro et al., 2014; Wang et al., 2015).

Existem quatro classes de Titanio Comercialmente Puro que podem ser
utilizadas como biomaterial, de acordo com a ASTM F67-13. Essas classes possuem
de 98,94% a 99,5 % de titdnio na sua composicdo e podem conter outros elementos

intersticiais como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Composigao quimica do Tice (ASTM F67-13)

Elemento Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
N max 0,03 0,03 0,05 0,05
C max 0,10 0,10 0,10 0,10
H max 0,015 0,015 0,015 0,015
Fe max 0,20 0,30 0,30 0,50
O max 0,18 0,25 0,35 0,40

Ti Balanco Balanco Balanco Balanco

Fonte: Adaptado de ASTM F67-13.

Existem uma série de requisitos de seguranga que os metais e suas ligas
precisam atender para que possam ser aplicados adequadamente no corpo humano.
Essencialmente, devem ser biocompativeis, de forma a nao produzir reacgdes
inflamatorias, toxicas ou alérgicas. Ainda, devem ser quimicamente estaveis e
apresentar apropriada resisténcia a corrosdo, a fim de prevenir a degradagado no
ambiente biolégico. Se forem utilizadas na confecgdo de implantes 6sseos, devem
apresentar alta forca de adesado entre os osteoblastos e o implante. Mddulo de
elasticidade préximo ao do osso humano e resisténcia a fadiga e a corrosao, também
devem ser considerados (Ratner, 2013).

Uma vez implantados, os biomateriais metalicos permanecem em contato
com o fluido corporeo, rico em oxigénio, proteinas e ions, como cloreto e hidroxidos.
Implantes dentarios ou materiais ortoddnticos, as ligas metalicas estdo, ainda,
suscetiveis a variacdes de temperatura e pH, presenca de biofilme microbiano e as
propriedades fisicas e quimicas dos alimentos (Zandparsa, 2014). Estes meios podem

ser agressivos aos metais, provocando a sua corrosdo. Concomitantemente, grande
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parte dos implantes esta sujeita a agado de cargas mecanicas que resultam em atrito,
deslizamento e, consequentemente, podem causar a liberacdo de particulas
metalicas. (Pires et al., 2015; Mahapatro, 2015).

Como consequéncia destes processos de desgaste e corroséo, a integridade
mecanica e estrutural do implante pode ser comprometida, ocasionando a falha. Os
produtos dessa degradagao tém sido associados a complicagbes como inflamacgodes e
reacdes alérgicas severas que podem evoluir para casos clinicos graves, além disso
pode ocorrer o acumulo de ions metalicos em 6rgdos e cancer (Diomidis et al., 2012;
Ren e Yang, 2013).

2.5.2 Biomateriais poliméricos

Um polimero é uma macromolécula caracterizada por uma repeticdo de uma
ou mais unidades, meros, unidas umas as outras por ligagdes covalentes, em
quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades que ndo variam
acentuadamente com a adigdo ou remoc¢éo de uma ou algumas unidades (Callister e
Rethwish, 2016).

Os biomateriais poliméricos, juntamente com os metais, estdo dentre os mais
utilizados em projetos de produtos para saude, em virtude da versatilidade dos
biomateriais que podem ser obtidos a partir desses materiais e da adequacao das
propriedades mecanicas e fisicas as demandas clinicas especificas. Os polimeros
podem ser obtidos a partir de reagdes de polimerizagdo ou por meio de organismos
vivos, classificando-se, assim, respectivamente, como sintéticos e naturais, os quais
podem ser também quimicamente modificados (Patel e Gohil, 2012; Pires et al., 2015;
Banorya et al., 2017).

Os polimeros de origem biolégica sdo abundantes e seus produtos de
degradagao sado biocompativeis e nao-tdxicos, o que permite sua utilizacdo na
constituicdo de biomateriais. Varios tipos de polimeros naturais sido utilizados na
producdo de materiais com aplicacbes biomédicas, tendo destaque as proteinas
(como colageno, e elastina) e os polissacarideos (como quitosana, alginato e pectina)
(Sionkowska, 2011; Banorya et al., 2017).

Quando se estuda este tipo de material € importante conhecer seus
mecanismos de degradagao. As analises precisam considerar a alteragao progressiva

de sua funcionalidade, uma vez que ocorrem modificacdes na estrutura e composicao
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do biomaterial tdo logo ele entra em contato com meio fisiolégico, bem como a
alteracao das caracteristicas dos produtos gerados que podem, eventualmente, ser
citotoxicos (Phua et al., 2017).

Os polimeros sintéticos e naturais possuem mecanismo diferentes de
degradagao, por meio da clivagem hidrolitica e enzimatica de suas ligagdes,
respectivamente. Logo, a degradagao de um biomaterial polimérico deve ser bem
entendida para garantir que o contato entre os produtos da degradag¢ao com os fluidos
fisiologicos do paciente aconteca de forma segura (Sionkowska, 2011).

2.5.3 Biomateriais compositos

Os compdsitos sdo uma classe de materiais constituidos por uma fase
continua (matriz) e uma fase dispersa (refor¢o) separadas por interfaces e que
apresentam uma combinagéo das caracteristicas desejadas de cada material que o
compdem, visando a adequacao das propriedades do material compdsito, a partir das
propriedades dos materiais constituintes e de acordo com as exigéncias técnicas da
aplicacao (Rodrigues, 2013).

Os principais fatores que afetam as propriedades dos compdsitos sdo as
propriedades dos materiais que o constituem, a quantidade, distribuigao e orientagcao
das fibras na matriz e as interagdes interfaciais. A formagdo dos biomateriais
compositos pode se dar de diversas formas, sendo que as principais associacdes sao
do tipo polimero-ceramica e metal-ceramica (Pires et al., 2015).

Em biomateriais poliméricos para implante 6sseo, a adicdo de particulas de
fosfatos de calcio, como hidroxiapatita, e de biovidro tem o intuito de aumentar a
bioatividade e adequar o modulo elastico da matriz. Com isto, as propriedades
mecanicas do composito tornam-se mais proximas as do osso, contribuindo para a
reducao de potencias efeitos colaterais danosos (Laura et al., 2011; Rahaman et al.,
2011; Vallittu et al., 2015).

Em implantes metalicos ortopédicos e odontolégicos, fosfatos de calcio,
principalmente a hidroxiapatita, tém sido utilizados como recobrimentos visando a
obtencdo de um microambiente condutivo para a formagao e crescimento 6ésseo na
superficie do implante e, também, a fim de promover sua estabilizacdo. Diversas
técnicas de tratamento superficial tém sido propostas e empregadas comercialmente,
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como a aspersao térmica, sol-gel e deposigao eletrolitica (Bosco et al., 2012; Braem,
2012; Barbosa, 2015).

De forma geral, os compdsitos apresentam grande potencial para aplicagéo
como biomateriais e estdo em crescente estudo e desenvolvimento, uma vez que
possibilitam ajustar o desempenho mecanico e biolégico para diversas situagbes

clinicas.

2.6 Polimeros naturais aplicados em biomateriais

O grande numero de polissacarideos com diferentes estruturas e
propriedades se apresenta como uma fonte de materiais para as mais diversas
aplicagdes, especialmente no dominio dos biomateriais. Quitosana e alginato de sodio
sdo exemplos de polissacarideos que, além de apresentarem individualmente
propriedades importantes no cenario dos biomateriais, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioabsorgao, também sdo capazes de formar juntos complexos
polieletroliticos para construcdo de filmes nanoestruturados, favorecendo a reagao

entre estes materiais (Santos, 2017).

2.6.1 Quitosana

Do processo de desacetilacdo da quitina, presente na carcaca de crustaceos
e exoesqueletos de artropodes, se obtém a quitosana, designagao para o polimero
poli[—(1—4)—2—amino—2—desoxi—D—glicose].

Nas carapagas de caranguejos e camardes, a quitina esta associada a
proteinas, materiais inorganicos, pigmentos e lipideos. O exoesqueleto dos
crustaceos pode apresentar entre 15 e 20% de quitina, 25 e 40% de proteinas € 40 e
55% de carbonato de calcio (Mathur e Narang, 1990).

A quitina apresenta estrutura similar a da celulose que é amplamente
conhecida e apresenta varias aplicacdes, tais como: na fabricagcdo de tecidos, de
papel, na industria cosmética e para a geragdao de etanol. A partir da ampla
aplicabilidade da celulose, muito também pode ser investigado sobre a quitina visto
que ambas possuem semelhangas em suas respectivas estruturas quimica. O que as

diferencia é a presenga de um grupo acetamida na quitina no lugar do grupo hidroxila
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do carbono que existe na celulose (Peniche et al., 2008; Lizardi-Mendoza et al., 2016;
Nwe et al., 2014;).
A Figura 8 apresenta a estrutura quimica da quitina e da quitosana.

CH:=0H CHOH
Q Q b
T A1
Quitina |.° 0 @
HO MNHCOCH HO NHCOCH
+ Desacetilagdo
CH=20H CH0H
0, Q, /,.
Quitosana |-° e 4
\ \
HO MNH2 HO NHCOCHa
* Protonacéo
CHzOH CH0H
Quitosana | r i S |
Protonada 1~ b
HO NHs" HO NHCOCHa

Figura 8 - Estrutura da (a) quitina, (b) quitosana e (c) quitosana protonada (Peniche et al.,
2008).

Quimicamente, a quitosana € entendida como um copolimero formado por
estruturas de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo 8 (1—4), com maior
presencga de unidades de glicosamina (GIcN). Na molécula da quitosana, as aminas
reativas e os grupos hidroxila podem ser usados para aumentar as interagdes
permitindo a formacéo de complexos com outras moléculas através de atracdes
eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio, melhorando algumas propriedades como: a
adesdo, diminuindo a degradagdo, aumentando a atividade hemostatica,
antimicrobiana, antifungica na formacédo de géis e filmes (Gonsalves et al., 2011
Lizardi-Mendoza et al., 2016).

A desacetilagdo da quitina (Figura 9), muito empregada industrialmente, &
aquela realizada em suspensdo basica. Alguns dos fatores que afetam as

caracteristicas e o grau de desacetilagdo da quitosana sao: temperatura e tempo de
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reacdo, concentragcdo de hidroxido de sédio, razdo quitina e hidroxido de soédio,
tamanho das particulas de quitina, presengca de agentes que evitam a
despolimerizacao e a atmosfera da reagdo. Em geral, o produto desacetilado s6 passa
a ser considerado quitosana quando o grau médio de substituicdo se torna igual ou
superior a 60%, porcentagem a partir da qual o biopolimero se torna soluvel em

solugdes acidas diluidas (Peniche et al., 2008; Lizardi-Mendoza et al., 2016).
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Figura 9 - Reagao de desacetilagao da quitina (Denari, 2014).

O grau de desacetilacdo é uma propriedade quimica muito importante da
quitosana, sendo um parametro capaz de influenciar as caracteristicas quimicas,
fisicas e biologicas do biopolimero. Quimicamente, o grau de desacetilacdo da
quitosana exerce influéncia sobre algumas de suas propriedades, tais como,
hidrofobia, capacidade de reticulacdo, solubilidade e viscosidade de suas solugdes
(Nwe et al.,2014; Khor e Wan, 2014).

Uma caracteristica interessante € que, dentre todos os biopolimeros naturais,
a quitosana apresenta o maior carater catibnico, ao passo que a maioria dos
polissacarideos animais ou vegetais apresenta carater neutro (celulose, dextrana,
amido) ou anibnico (alginato, carragenina, xantana). Algumas caracteristicas da
quitosana estédo diretamente relacionadas a seu carater eletrolitico, inclusive certos
procedimentos de reticulagdo de suas cadeias (Khor e Wan, 2014).

A quitina e a quitosana ainda diferem entre si em termos de solubilidade. A
quitina apresenta uma afinidade limitada por solventes devido as fortes ligagdes de
hidrogénio, sendo soluvel especialmente em N,N-dimetilacetamida contendo 5 a 10 %
de cloreto de litio e em alguns solventes com fluor. Diferentemente da quitina, a
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quitosana apresenta comportamento basico em meio aquoso, pode ser soluvel em
acidos organicos diluidos como solugdes de acido acético, férmico, lactico, oxalico e
em acidos inorganicos diluidos, porém em acidos fortes (acido cloridrico e sulfurico) a
quitosana é hidrolisada (Penishe et al., 2008; Pillai et al., 2009).

Os acidos mais comuns usados para dissolver a quitosana sdo o acido acético
e 0 acido cloridrico. Em solu¢des acidas diluidas, a quitosana tem o comportamento
tipico de polieletrdlito catibnico devido a protonagdo dos grupos amino (NH2)
(Szymanska e Winnicka, 2015).

A solubilidade da quitosana em meio acido tem relagdo com a quantidade de
grupos amino protonados (NHs*) na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade
destes grupos protonados, maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e,
consequentemente, maior a solvatagdo do polimero em agua, facilitando sua
dissolugdo. A solubilizagdo da quitosana em solugdo de acido acético ou acido
cloridrico ocorre para um grau de protonagcao de aproximadamente 0,5. Em meio
acido, os grupos amino da quitosana sao protonados e o polimero torna-se soluvel em
solucdo aquosa. Entretanto, apds a dissolugédo em condi¢des acidas, quando o pH da
solugdo é aumentado, os grupos amino tém suas cargas positivas reduzidas e ao
atingir um pH em torno de 6,5 a quitosana precipita na solugdo aquosa (Pillai et al.,
2009; Sogias et al., 2010).

A versatilidade quimica da quitosana resulta principalmente da presenca dos
grupos amino em sua estrutura, os quais oferecem muitas possibilidades de
modificagdes, tais como, N-acetilagdo, N-alquilagao, N-carboxilagao, N-sulfonacao e
formacao de bases de Schiff com aldeidos e cetonas (Gonsalves et al., 2011).

A quitosana, nos ultimos anos, tem recebido uma atencido especial por ser
biodegradavel, biocompativel, ndo tdxica, apresentar propriedades antimicrobianas,
antifungicas, cicatrizantes, analgésicas e baixa imunogenicidade. Por essas razdes,
Quitosana e seu derivados vém sendo utilizados em aplicagcbes biomédicas e
farmacéuticas, principalmente no que diz respeito a engenharia de tecidos,
cicatrizag&o de feridas e liberagéo de farmacos. (Mathur e Narang, 1990; Chang et al.,
2013; Nwe et al., 2014).

Na area de Engenharia de Tecidos, a quitosana é bastante utilizada no
desenvolvimento de microesferas (Kim et al., 2012; Bagheri-Khoulenjani et al. 2013),
nanofibras (Jing et al., 2015), hidrogel (Liu et al., 2014) e arcabougos porosos (Dorj et

al., 2012; Jafarkhani et al., 2012). Além de atuar como um suporte fisico para células
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e tecidos, a quitosana auxilia no processo de restruturacao do tecido. Sendo capaz de
aumentar a atividade de osteoblastos, a mineralizagdo, a produgao de colageno, a
regeneracao de tecidos e a agdo hemostatica (Venkatesan e Kim, 2010; Nwe et al,,
2014).

2.6.2 Alginato de sédio

O alginato € um polimero natural, polianiénico, soluvel em agua, que vem sendo
bastante utilizado em aplicagdes biomédicas, devido a sua biocompatibilidade, baixa
toxicidade e o carater eletrolitico. Pode ser obtido a partir de algas marinhas marrons,
como: Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum
nodosum e Macrocystis pyrifera. Os polimeros de alginato sdo uma familia de
polissacarideos lineares ramificados, que contém variaveis de residuos do acido B-D-

manurdnico e do acido a-L-gulurdnico. A estrutura do alginato de sodio é apresentada

na Figura 10.
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Figura 10 - Estrutura Quimica do alginato de sodio (Taketa e Beppu, 2014).

Na area biomédica o alginato de sodio tem sido bastante explorado em estudo
de Engenharia de Tecidos, na concepg¢éo de sccafolds a partir de diferentes formas,
como malha (Zhou et al. 2015), fibras (Szymansk e Feinberg, 2014; Park et al., 2011),
esferas (Celli et al., 2016) e membranas (Gurin et al., 2013); e também na liberagéo
controlada de farmaco (Sosnik, 2014; Tiwari et al., 2013). Por ser um polieletrélito
negativo, sua associagdo com a quitosana tem sido bastante explorada na constru¢ao
de filmes pela técnica layer-by-layer.

Taketa e Beppu (2014) escolheram o biopolimero quitosana e os polieletrdlitos
negativos Acido Hialurénico e Alginato de Sédio para a construcéo de filmes finos

constituidos Quitosana/Acido Hialurénico e Quitosana/Alginato de Sdédio em
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diferentes condicdes de pH e forga ibnica das solugdes polieletroliticas. Os autores
concluiram que o pH e a forga ibnica foram determinantes para a rugosidade dos
recobrimentos e que a técnica layer-by-layer viabilizou de maneira simples a
construcdo de filmes nanoestruturados com potencial para aplicagdes antimicéticas.
Kulig et al. (2016) estudaram diferentes complexos formados a partir da
associagao de quitosana-alginato de sddio e outros tipos de polimeros. Os resultados
das analises proveram informacdes sobre as caracteristicas e mudancas causadas
pelas solugdes polieletroliticas. As propriedades de cada polissacarideo se

complementam e como resultado acabam potencializando a agao das solugdes.

2.7 Melhorias da hemocompatibilidade da quitosana

Varios polimeros naturais e sintéticos (celulose, quitosana, polietileno,
polisulfona) tém sido utilizados em aplicagdes biomédicas com contato direto com o
fluxo sanguineo, como por exemplo: o6rgéos artificiais, dispositivos meédicos
biodegradaveis, proteses endovasculares, bombas de sangue e valvulas cardiacas
Entretanto, um dos principais obstaculos relacionados ao desenvolvimento de
solugdes e dispositivos biomédicos que entram em contato com o sangue ¢ a falta de
hemocompatibilidade da superficie (Jaganathan et al., 2014; Bing et al., 2015).

Labarre (2001) definiu uma superficie hemocompativel como sendo “uma
superficie capaz de manter os processos de coagulacéo e inflamagéo sob controle em
sua interface quando em contato com sangue, em dadas condi¢des hemodinamicas.
Gorbet e Sefton (2004) levam em consideragao apenas a resposta trombica causada
pelo material quando em contato com o sangue.

Jackson e Ahmed (2007) definem hemocompatibilidade como sendo a
compatibilidade do material com o sangue, em termos da ativagao do sistema de
coagulacgao, da resposta do sistema imunolégico e da resposta de outros tecidos como
consequéncia do contato sangue-material. O termo hemocompatibilidade n&o esta
bem definido, mas em todos os casos um evento é levado em consideracéo: o
processo de coagulagao.

A hemocompatibilidade esta diretamente relacionada a processos bioquimicos
intrinsecos a coagulagdo e a natureza da interagdo entre o sangue e material, como

também, as caracteristicas de projeto do dispositivo (Campelo et al., 2015).
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O uso da quitosana dentro da area biomédica vem ganhando destaque e a
medida que vao aparecendo resultados promissores, as possibilidades de aplicagao
vao se expandindo, com base em diferentes de suas potencialidades, o que
ocasionalmente, podem criar um conflito entre a ac&o conjunta de diferentes
propriedades e as aplicagoes.

Neste sentido, caracteristicas hemostaticas e cicatrizantes corroboram o uso
da quitosana como um biomaterial adequado para a fabricag¢ao de curativos. Por outro
lado, a quitosana também é utilizada na area de cirurgia cardiovascular, em sistemas
de liberagao de farmaco e em terapias génicas, situagées que a colocam em contato
direto com o fluxo sanguineo, onde as suas propriedades hemostaticas podem ser um
inconveniente grave (Balan e Vereustic, 2014).

Alguns estudos na literatura sugerem que a quitosana € altamente
trombogénica, em virtude de interagdes dos seus grupos amino livres com proteinas
plasmaticas e células sanguineas, induzindo uma resposta trombogénica. O
entendimento da interacdo da quitosana com o sangue comega a tomar forma ao
analisar inicialmente a adsorcdo de proteinas plasmaticas, seguido da adeséo e
ativacdo de plaquetas que levam a formagao de trombos. Essa primeira interagéo é
favorecida pelo carater catibnico da quitosana, com cargas positivas, que ativa o
sistema de coagulacdo, ao induzir a adsorgéo de fibrinogénio, um dos principais
componentes do coagulo (Yamazaky e Hudson, 2012; Zhang et al., 2010).

Visando ampliar as possibilidades de uso da quitosana em aplicagdes que a
coloquem diretamente em contato com a corrente sanguinea tém sido desenvolvidas
estratégias de melhorias de sua hemocompatibilidade. Estratégias essas que se
baseiam em modificagdes quimicas e na associagdo com biopolimeros que
apresentem propriedades complementares (Balan e Vereustic, 2014).

Um grande numero de derivados de quitosana podem ser preparados a partir
de modificagbes quimica que visam adequar suas propriedades naturais, provendo
novas atividades biologicas e/ou modificando suas propriedades mecénicas. A
presenga de uma alta porcentagem de grupos amino reativos distribuidos na matriz
polimérica permite inUmeras modificagdes quimicas, tais como imobilizagdo de
agentes quelantes, quaternizagao, carboxilagdo, acilagao, sulfonagdo, amidacao e
formacgao de complexo polieletrolitico (Balan e Vereustic, 2014).

A modificagdo quimica comumente utilizada para melhorar a

hemocompatibilidade da quitosana € a sulfatagao, pois os sulfatos de quitosana sao
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compostos polianibnicos que irdo sofrer repulsdo eletrostatica com as superficies
negativamente carregadas das células sanguineas, gerando uma superficie
hemocompativel e diminuindo a adsorgao de proteinas (Campelo et al., 2015).

Por usa vez, a associagao da quitosana com polimeros naturais ou sintéticos
também aparece como uma estratégia de melhoria do seu comportamento fisico-
quimico e biolégico. Heparina € um polissacarideo sulfatado com propriedades
anticoagulantes e sua associagdo com a quitosana tem mostrado melhorias
significantes no que diz respeito a compatibilidade sanguinea (Azevedo e Kumar,
2014).

O alginato de sodio também pertence a classe de polissacarideos
hemocompativeis, sendo uma macromolécula anidnica, ndo-toxica, biocompativel e
com efeitos anticoagulantes. Sua associagdo com a quitosana tem mostrado
resultados relevantes no que diz respeito a redugcao na ativagdao e adesdo de
plaquetaria (Balaji et al., 2015; Gao et al., 2014; Notara et al., 2009).

2.8 Técnicas de revestimento

O revestimento € uma das diversas técnicas de modificacdo de superficies
utilizadas com o objetivo de conferir diferentes caracteristicas a estes materiais. O
processo de revestimento pode ser realizado para proteger o material contra agentes
ambientais como corrosdo e degradagédo quimica e/ou biolégica ou para adicionar
propriedades quimicas e fisicas a superficie (Li e Chu, 2016; Oshida e Guven, 2015).

O processo de revestimento pode ser separado em trés etapas: preparagao da
superficie, aplicacdo do revestimento e cura. A etapa da preparagao da superficie
consiste basicamente na limpeza da superficie a ser revestida visando a remocao de
impurezas adsorvidas que poderiam prejudicar a interagdo com os grupos funcionais
do revestimento. Diferentes técnicas de limpeza da superficie podem ser utilizadas
para a preparacgéo do substrato dependendo do grau de pureza esperado e do tipo de
material escolhido. Entre as técnicas mais conhecidas para a preparacdo de
superficies para o revestimento estdo a limpeza com solventes e o banho ultrassénico
(Bahadori, 2015; Jokar e Aliofkhazraei, 2017).

O tratamento de superficie com solugdes acidas é ideal para o posterior

revestimento do substrato com quitosana, uma vez torna a superficie acidificada o que
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permite um melhor espalhamento da quitosana, além de neutralizar 6xidos que
possam estar presentes na superficie a ser recoberta (Gama et al., 2017).
A aplicagéo do recobrimento pode ser realizada por diferentes técnicas como

meétodos de deposi¢cao a vacuo, eletrodeposicéo “spin coating”, “spray coating”, “dip
coating”, “layer by layer”. A escolha da técnica adequada depende do tipo de material
e da solugdo de recobrimento e é importante para que ocorra um recobrimento
eficiente (Nouri e We, 2015; Oshida e Guven, 2015).

O processo de cura do material € a etapa do processo de revestimento
necessaria para fixagao do recobrimento a superficie desejada. Diferentes processos,
fisicos e quimicos, séo utilizados, como a cura térmica, cura por raios ultravioletas,
por feixe de elétrons, entre outros. A escolha do processo adequado esta diretamente
relacionada a natureza do revestimento (Avillez et al., 2017).

No recobrimento por quitosana, em geral se utiliza a cura térmica para a
secagem da solugao de quitosana superficial e/ou a coagulagéo do recobrimento por
mudancga de pH através da imersdo em uma solugcédo de pH alto, como uma solucéo
de NaOH (Jennings et al., 2015).

Um ponto importante para a realizacdo de um processo de recobrimento
eficiente é o conhecimento da interagao entre a solugéo de recobrimento e o substrato.
A boa interacao entre a solugao de recobrimento e a superficie ira proporcionar uma
boa aderéncia e durabilidade do recobrimento. A molhabilidade da solucdo de
recobrimento na superficie, a energia superficial da particula e a tensao superficial da
solugdo de recobrimento sdo parametros que ajudam a entender esta interagcéo
(Avillez et al., 2017).

Nesse sentido, diversos trabalhos tém verificado a boa interacdo entre
recobrimentos de quitosana com superficies de ligas de Niquel-Titanio, construindo
revestimento com boa adeséo, topografia de superficie uniforme e homogéneos, com
rugosidade reduzida (Goryczka et al., 2015; Kowalsky et al., 2015; Ahmed et al., 2014,
Li, P. et al., 2013).

2.8.1 Dip coating

Uma das técnicas mais simples de recobrimento € a de “dip coating” ou
recobrimento por imersao, este procedimento apresenta vantagens como baixo custo

de investimento, grande homogeneidade de estrutura e baixas temperaturas de
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reacao. Nesse sentido, o dip-coating vem sendo muito utilizado para a produgao de
revestimentos, filmes finos, fibras e materiais porosos (Livingston e Tan, 2015).

Na industria, o dip-coating tornou-se famoso na produgdo do PVC e em
processos de galvanizagdo, onde ha a deposicdo de um metal fundido sobre um
substrato, e em alguns processos de tratamentos superficiais de artefatos ceramicos.
Em escala de laboratério, esta técnica pode ser faciimente implementada e possui
relacédo custo-beneficio adequada para diversas aplicagdes (Brinker, 2013. Livingston
e Tan, 2015).

Dip coating € o processo no qual o substrato que recebera o revestimento é
verticalmente imerso em um sistema de solugdo liquida e depois retirado a uma
velocidade constante e posteriormente submetido a um procedimento de remogao do
excesso de solvente por seja evaporagao ou por escoamento do material excedente.
Este procedimento pode ser realizado de maneira continua ou dividido em etapas
distintas dependendo da geometria das pecgas e qualquer seja a situagao é importante
utilizar um equipamento que opere com niveis minimos de vibragdes, de forma que o
deslocamento do substrato seja lento para obtengdo de um revestimento com
espessura especifica e uniforme (Brinker, 2013).

A Figura 11 apresenta esquematicamente o processo de dip coating dividido

em cinco etapas, conforme Brinker (2013):

1 2 3 4

Figura 11 - Representagao esquematica do processo de Dip Coating. (1) imersao do substrato
na solugao de revestimento; (2) inicio da remogéo do substrato da solugao; (3) deposi¢ao e
escoamento do revestimento sobre o substrato (4) evaporagéo do solvente.

Ap0ds a imersao completa do substrato na solugéo, a deposicao do revestimento
sobre a sua superficie € feita. Na retirada, o substrato traz consigo uma quantidade
do liquido da solugdo devido ao movimento fluidodinamico. A espessura da camada
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da solugao que ficara sobreposta ao substrato apds a retirada da solucdo dependera
da viscosidade desta solucdo e da velocidade de imersao/retirada do substrato
(Livingston e Tan, 2015).

A construgdo do filme de recobrimento se torna possivel em virtude do
escoamento da solucdo devido a gravida e a evaporagado do solvente (Figura 12).
Durante o processo de secagem do filme, as solugdes vao ficando gradualmente mais
a medida que o solvente sofre pela evaporagao, o que leva a agregacao e, finalmente,
a formagéao dos recobrimentos com a secagem. Além disso, a distribuigdo da solugéo
polimérica sobre o substrato € fungdo do arrasto viscoso que originado no processo
de imersao e é e é proporcional a viscosidade do liquido e a velocidade de retirada
(Brinker, 2015).
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Figura 12 - Esquematizagao do processo estacionario do Dip Coating (Brinker, 2015).

ApdOs 0 escoamento da solugdo e da evaporagdo, sobrara uma linha bem
definida e fina da substancia de interesse, formando um filme. O dip-coating, permite

a deposigdo de mais de uma camada de filme, que podem atingir espessuras da

ordem de 10°m. Além disso, permite a deposigao de filme dos dois lados do substrato,

possibilita a formacado de camadas de filmes de diferentes solucdes, e se apresenta
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como um método eficiente, de baixo custo e com bastante controle sobre as camadas

de filmes que se deseja formar (Brinker, 2015).

2.8.2. Layer-by—-layer

A técnica Layer—by—layer (LbL) para constru¢cdo de filmes, recobrimentos e
modificacdo de superficie foi discutida inicialmente por Decher et al. (1992), quando
propuseram que finas camadas de recobrimento fossem obtidas através da adsorgao
fisica e desde entdo tém obtido consideravel aceitacdo na comunidade académica e
industrial, em virtude da facilidade de implantacdo, baixo custo operacional e a
possibilidade de se obter filmes nanoestruturados em substratos de diferentes
tamanhos ou formas.

De maneira geral, o principio da técnica se baseia na associagao mutua entre
os materiais de interesse através de multiplas interagdes intermoleculares. Essas
interagcbes podem ser advindas de forgas eletrostaticas (Ilbragimova et al., 2017,
Hernandez-Montelongo et al., 2016), ligagdes hidrogénio (O’Neal et al., 2017; Ma et
al., 2015), ligagao covalente (Su e Shieh, 2014) reconhecimento molecular (Nishiguchi
et al., 2015), forgas de Van der Waals (Geim e Grigorieva, 2013), permitindo a
incorporagao de diversos tipos de moléculas, como proteinas (Yang et al., 2016),
polissacarideos (Taketa e Beppu, 2014), compostos sintéticos (Nunes et al. 2017),
DNA/RNA (Hu e Tsou, 2014; Barba et al., 2017).

A interacdo predominante na maioria das aplicacbes da técnica é a atracao
eletrostatica entre compostos de cargas opostas (contendo grupos anidénicos ou
catidbnicos) com a deposicao alternada de camadas finas desses materiais. O
processo envolve a utilizagdo de um substrato que interage com as solugdes
polieletroliticas em etapas consecutivas. A cada etapa ocorre a reversdo da carga
superficial, sendo essa a for¢ga motriz para a deposigdo da camada seguinte (Taketa
e Beppu, 2014).

As etapas de construcao de recobrimentos por essa técnica sao ilustradas na
Figura 13. Nesse caso, um substrato é imerso em uma solugao catidnica durante um
determinado periodo de tempo. Em seguida é retirado e colocado em uma solugéo de
lavagem para retirada de segmentos de cadeias poliméricas que foram fracamente
adsorvidas e entdo € mergulhado na solugdo anibnica para formagado da camada

seguinte. Logo apds, € novamente imerso na solugéo de lavagem e retirado, obtendo
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assim a segunda camada. Ao final de cada ciclo sdo formadas as bicamadas pela
associagao dos polieletrélitos de cargas opostas e a repetigcdo desse processo leva a

construgdo de revestimentos multicamadas (Taketa e Beppu, 2014).
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Figura 13 - Método layer-by-layer. (a) Imersao do substrato em solugcao de polication, (b)
enxague, (c¢) mergulho em solugéo de polidnion e (d) enxague. Formagéo das camadas apos
as imersodes nas solugdes polieletroliticas.

A concentragdo das solugbes polieletroliticas deve disponibilizar uma
quantidade suficiente de polieletrolito capaz para promover o excesso de adsorg¢ao
dessa substancia pelo substrato, que por sua vez ira neutralizar e inverter as cargas
de superficie, permitindo a associacdo das camadas subsequentes e o crescimento
do revestimento, camada a camada (Richardson et al., 2017).

O processo de crescimento do revestimento, a partir das multi-camadas, é
resultado da alternancia de carga entre solugbes carregadas positiva e
negativamente. Nesse sentido, os biomateriais, especificamente polissacarideos e
proteinas, por possuirem regides carregadas em suas superficies sdo comumente
empregados como material de deposi¢cdo no processo de adsorgéo eletrostatica do
método LbL (Taketa e Beppu, 2014; Szarpak-Jankowska et al., 2015).
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O processo de deposicao por atragcao eletrostatica oferece como vantagens
principais: a deposi¢ao consecutiva camada por camada gragas a reversao de carga
superficial durante cada etapa; deposi¢do em praticamente todo tipo de superficie em
contato como solvente; habilidade de se obter faciimente filmes utilizando diferentes
componentes (Gentile et al., 2015).

A natureza dos materiais utilizados na técnica do LbL pode resultar em
caracteristicas distintas quanto ao regime de crescimento e morfologia dos filmes
formados. Assim, a compreensdao do mecanismo de formagdo dos filmes
multicamadas e a fungdo dos varios parametros determinantes na espessura,
estrutura e propriedades interfaciais sdo fundamentais para o projeto apropriado do
recobrimento para sua futura aplicagéo (lbragimova et al., 2017).

O emprego de técnicas de modificagdo de superficies torna possivel melhorar
as propriedades de materiais ja existentes, adequando o material a necessidade
pretendida, sem comprometer suas propriedades mecanicas e funcionais permitindo
assim a associagdo de uma infinidade de novas propriedades a um
material/dispositivo que originalmente ndo eram relacionadas ao mesmo. Essas
adaptagdes incluem modificagbes das propriedades elétricas, 6ticas, magnéticas,
triboldgicas, fisico—quimicas e biolégicas do material em questao (Ilbragimova et al.,
2017; Richardson et al., 2017).

Como consequéncia, diversas linhas de pesquisa e desenvolvimento dentro
das Ciéncias Biomédicas e das Ciéncias e Engenharia de Materiais, iniciaram estudos
de modificagdes de superficie, usando o método LbL, modificando e/ou adequando as
propriedades fundamentais dos materiais no nivel molecular, sendo possivel produzir
dispositivos para as mais variadas fungdes, como liberagdo de farmacos (Araujo et al.
2017), adesao de células (Guo et al., 2017) superficies antifungicas (Fabra et al.,
2016), antibacterianas (Zhu e Loh, 2015), anticoagulantes (Pan et al., 2014),
superficies com hemocompatibilidade melhoradas (Xi et al., 2014; Bruinsma et al.,
2015).

Hossfeld et al. (2013) utilizaram a técnica layer-by-layer para obter
revestimentos bioativos de quitosana com nanoparticulas de siRNA (small interfering
RNA), que sao fragmentados de RNA, incorporadas, em stents coronarios
conseguindo obter um revestimento homogéneo. Além disso, os autores verificaram
que o processo de esterilizagdo por 6xido de etileno ndo comprometeu a integridade

das multicamadas de polieletrotrolitos.
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Elnaggar et al. (2016) também utilizaram o layer-by-layer para revestir stent
metalicos coronarios com lipossomas liberadores de 6xido nitrico, visando prevenir a
ocorréncia de reestenose ou trombose apds o implante do stent. Os autores
conduziram ensaios de morfologia da superficie recobertas e concluiram que a técnica

utilizada se mostrou eficiente na construgao de um revestimento homogéneo.

2.9 Qualidade do revestimento de stents

Mesmo com o avango da tecnologia e o desenvolvimento de novas técnicas de
revestimento, a ocorréncia de defeitos no recobrimento ainda é recorrentes e se
apresenta como o desafio a ser superado na area da intervengao vascular (Bedair et
al., 2014; Hopkins et al., 2016).

Irreqgularidades na superficie de revestimento podem implicar possiveis
comprometimentos na liberagado do farmaco. Varios autores tém estudado os tipos e
severidades dos defeitos no recobrimento de stents identificando e listando os mais
representativos, como apresentados na Tabela 1 (Levy et al., 2009; Basalus et al.,
2010; Balss et al., 2012; Hopkins et al., 2016).

Tabela 3 — Categorias de defeitos de revestimento em stents.

Categoria Defeito
l. IA. Areas de revestimento sem uniformidade (Figura 1 (a) e (b));
Irregularidades IB. Fendas (Figura 1 (c));
com espessura IC. Diferenca de espessura na juncao das hastes (Figura 1 (d));
reduzida ID. Excesso pontual de revestimento (Figura 1 (e), (f) e (g)).

[IA. Delaminagao com exposi¢ao da superficie metalica
(Figura 1 (h));
[IB. Delaminagéo sem exposigao da superficie metalica
(Figura 1 (i) e ());
[IC. Pequena falha (Figura 1 (k));
IID. Rugosidade na forma de irregularidades lineares (Figura 1 (1));
lIE. Revestimento sem uniformidade. (Figura 1 (m))

Il.
Irregularidade com
revestimento ndo-

homogéneo

1.
Irregularidade com
o deslocamento do

revestimento

IIA. Webbing com exposi¢ao da superficie metalica (Figura 1 (n));
[1IB. Webbing sem exposigao da superficie metalica (Figura 1 (0)
IlIC. Filamentos de revestimento expostos (Figura 1 (p))

Fonte: Adaptado de Bedair et al. (2014).
Revestimento sem uniformidade com areas revestidas e nao revestidas, podem

originar eventos de reestenose; revestimentos ndo-homogéneos estdo diretamente
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relacionados ao aumento da trombogenicidade; deslocamento de revestimento
podem ocasionar casos de microembolismo, como resposta a presenga de material
revestido que se desprendeu da prétese. A Figura 14 apresenta micrografias feitas
por microscopia eletronica de varredura de defeitos encontrados em stents comerciais

com revestimento (Bedair et al., 2014).

‘_‘.ﬂ‘u' Hagn. wn
10 \"- B0 Gbx 148

Figura 14 - Micrografias em MEV de defeitos encontrados no revestimento de stents
comerciais (Bedair et al., 2014).

A ASTM F2743-11 Standard Guide for Coating Inspection and Acute
Particulate Characterization of Coated Drug-Eluting Vascular Stents Systems,
recomenda praticas de inspecao de revestimentos a partir de técnicas de
caracterizacdo, como: Microscopia Otica e a Microscopia Eletrénica de Varredura,
listando as principais vantagens e desvantagens na utilizacdo de cada técnica

caracterizacao, descritas nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 — Vantagens e Desvantagens da Microscopia Otica (MO) na Inspecdo de
Revestimentos

Vantagens

Desvantagens

m

Ampliagdes menores (<100x) que
aceleram o tempo de inspecéo;
Permite a inspegdo de sistema de
entrega como um todo;

Nao possui limitacdo quanto ao
tamanho do stent;

Técnica ndo destrutiva;
Percepcéao de coloragao
necessario)

(se

n

. Reflexo da

Areas de foco limitadas;
Menor profundidade de
comparada com o MEV;,
luz pode dificultar as

foco se

analises.

Fonte: Adaptada de ASTM F2743-11 (2011).

Tabela 5 — Vantagens e Desvantagens da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) na
Inspecéo de Revestimentos

Vantagens

Desvantagens

A

B.

Maior profundidade de foco se
comparada com o MO;
Altas  ampliagbes

10.000x);

(chegando a

. Pode ser uma técnica destrutiva;
. Pode ser necessaria a metalizagao da

amostra;

. Ensaio lento quando comparada a

facilidade do MO;

. Nao inspegcdo do comprimento total

pode nao ser possivel;

. Imagens apenas em escalas de cinza.

Fonte: Adaptada de ASTM F2743-11 (2011).

O desenvolvimento de novas técnicas de revestimento baseadas na aplicagao

de novos materiais, como os biopolimeros, e o aprimoramento das metodologias que

ja existem podem ser uma estratégia de sucesso que possibilite ultrapassar a barreira

imposta pelos defeitos de revestimentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida a partir de abordagens experimentais, podendo
ser classificada como pesquisa aplicada de carater exploratério, uma vez que visa
gerar conhecimentos dirigidos a solugéo de problemas especificos com resultados
replicaveis, identificando fatores que determinam ou contribuem para a ocorréncia dos
fendémenos estudados (Marconi e Lakatos, 2011).

As varias etapas metodolégicas foram realizadas com o apoio da
infraestrutura do Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do
Nordeste (CERTBIO), vinculado a Unidade Académica de Engenharia de Materiais da

Universidade Federal de Campina Grande.

3.2 Materiais e reagentes

e Stents vasculares autoexpansiveis de Niquel-Titanio (120 mm de comprimento e
6 mm de didmetro);

e Quitosana em p6 de médio peso molecular (CERTBIO).

e Alginato de sodio — (VETEC Quimica Fina®)

e Curcumina longa (Sigma Aldrich®);

e Alcool etilico (CH3CH20H) — (VETEC Quimica Fina®);

e Acido fluoridrico, 40% P.A. (HF) - (VETEC Quimica Fina®);

e Acido nitrico, 65% P.A. (HNO3) - (VETEC Quimica Fina®);

e Acido acético glacial, 99,8% P.A. (CH3COOH) - (Fabricante VETEC Quimica
Fina®);

e Phosphate Buffered Saline (PBS) — (Sigma Aldrich®);

e Agua Deionizada;

3.3 Métodos

A Figura 15 apresenta o fluxograma das atividades e etapas metodoldgicas

realizadas durante a pesquisa.



ETAPA 1 - SELEGAO DE MATERIAIS E DE PARAMETROS INICIAIS

Selegéo do tipo de stent
Y Ataque acido (4% HF
Tratamento de superficie Banho de ultrassom 9 : :
------- By | 15% HNOs3, agua
(stent) em Etanol i
deionizada)
Y
Preparacao das solugdes | Quitosana (0,1; 0,5 e{....| Alginato de sédio
poliméricas e 1% (m/v)) (0,1; 0,5 e 1% (m/v))
Caracterizacao das solucoes |----- - = Reologia
Avaliacdo preliminar da : .
5 S | t
qualidade do revestimento ™ Dip ceeling

v

Determinacao da
concentracdo a ser testada

ETAPA 2 - TECNICAS DE REVESTIMENTO E CARACTERIZAGOES

. F ; Dip Coating com
Revestimento dos Stents |- ... Dip Coating rotagio
. LbL - Léyer by
Spray Coating Layer
Microscopia Otica
EsFoﬂlha das melhfjres IIIIIIIII Dip Coating | LbL-Layer by
condic¢des de revestimento Layer
Y
MEV
v
Ensaio de Compressao
Y
Grau de Intumescimento

Figura 15 - Fluxograma ilustrativo das etapas de desenvolvimento da pesquisa.
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Como apresentado na Figura 15, este estudo pode ser dividido em duas etapas:
selecdo de materiais e de parametros iniciais e o desenvolvimento das técnicas de
revestimento e caracterizagdes. Essa divisdo buscou avaliar as técnicas de
revestimento e as concentragcbes das solugdes poliméricas, visando dar suporte a
tomada de decisao, no que diz respeito a escolha dos parametros a serem adotados

inicialmente e otimizando o processo de desenvolvimento da pesquisa.

3.3.1 Selegao de materiais e de parametros iniciais

Na primeira etapa buscou-se avaliar quais parametros seriam adotados
inicialmente, como: tipo de stent e concentragcédo das solugdes poliméricas. Visando
diminuir o numero de variaveis, pela eliminagado de parametros julgados inadequados,

a partir da analise dos resultados obtidos.
3.3.1.1 Selecao do tipo de stent
O stent estudado foi do tipo autoexpansivel, fabricado a partir de liga niquel-

titdnio, indicado para as artérias iliaca e femoral. A Figura 16 apresenta o conjunto do

dispositivo de entrega com o stent sendo liberado e totalmente expandido.

Figura 16 - a) Dispositivo de entrega; b) Processo de liberagdo do Stent e c) Stent livre.
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Cada stent possui 120 mm de comprimento, 8 mm de diametro total e 0,2 mm
de didmetro de fio (Figura 17). No intuito de melhorar 0 manuseio das amostras, os

stents foram divididos em segmentos menores com, aproximadamente, 16 mm de

comprimento cada.

Figura 17 - Dimensées do stent.

3.3.1.2 Tratamento de superficie dos stents

Para limpeza e descontaminacdo dos stents, foi utilizado um banho de
ultrassom (modelo UltraCleaner 1400A), com poténcia de 100 W e frequéncia de
40kHz, em etanol durante 30 minutos, seguido de enxague em agua deionizada e
secagem em estufa bacterioldgica (Modelo 5X10 DTSN) a 30°C por uma hora.

Apds a limpeza, os stents foram submetidos a um ataque acido, em solugéao
de agua deionizada contendo 4% de acido fluoridrico (HF) e 15% de acido nitrico
(HNO3), por um minuto, seguido de enxague em agua deionizada para remogao
completa da solugdo acida e secagem em estufa a 30°C por uma hora e logo em
seguida levados para caracterizagdo por microscopia otica, a fim de visualizar a

superficie metalica dos mesmos.
3.3.1.3 Preparacgéao das solugoes poliméricas
A quitosana utilizada nesse estudo foi produzida pelo Laboratério de

Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, a partir de

exoesqueletos de camarao (Litopenaeus vannamei Boone), possui médio peso
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molecular, coloragédo esbranquigada, teor de cinzas abaixo de 0,063%, livre de célcio
e grau de desacetilacdo acima de 90%, se encontrando dentro da faixa necessaria
para solubilizagdo adequada em solugdes diluidas de acidos fracos, com baixo teor
de insoluveis nas solugdes (Antonino, 2016).

A melhor concentragao para a solugéo de quitosana foi determinada de maneira
exploratdria. A literatura ndo é unaénime quanto a concentragao ideal de quitosana a
ser utilizada no preparo da solugéo. Alguns autores trabalharam com concentragdes
de 1% (m/v) de quitosana (Li, P. et al, 2013; Kowalski et al., 2015), outros usaram
solugdes com 0,5% m/v de quitosana (Shu et al., 2011; Meng et al., 2009; Zhao et al.,
2016) e 0,1% m/v (Prakash, 2014; Taketa e Beppu, 2014). Como a quitosana utilizada
nesses trabalhos possuem diferentes origens e diferentes propriedades (grau de
desacetilagao, peso molecular, entre outros), optou-se por preparar solugbes com as
trés concentragdes citadas anteriormente, no intuito de explorar o comportamento da
quitosana produzida no CERTBIO.

Sendo assim, inicialmente testou-se uma solugéo de 1% v/v de acido acético e
agua deionizada com uma concentragdo de 1% m/v de quitosana. A partir dos
resultados obtidos com essa solugao, foram preparadas outras duas solugdes com
concentracgdes inferiores, 0,5 e 0,1% m/v de quitosana.

Paralelamente, foram preparadas solugées de alginato de sdédio em trés
concentragdes: 0,1, 0,5 e 1% m/v solubilizadas em agua deionizada. Essas solug¢des
foram utilizadas no desenvolvimento da técnica de Layer-by-Layer.

3.3.1.4 Revestimento e caracterizagao

A primeira etapa teve como objetivo a escolha a melhor concentragdo da
solucéo de quitosana que seria utilizada no decorrer da pesquisa. Essa avaliagao
aconteceu a partir de ensaios de reologia nas solugdes preparadas e testes
preliminares de revestimento dos stents.

A caracterizagao reoldgica foi realizada para as solugdes de 0,1, 0,5 e 1% (m/v)
de quitosana e de alginato de soédio. No Rebmetro Haake Mars lll, equipado com
geometria de placas paralelas e um sistema com banho térmico para controle de
temperatura. Foi utilizada a temperatura constante de 27°C e gap de 0,5 mm.

Para avaliagdo da viabilidade de revestimento, amostras do stent foram

revestidas pela técnica de dip coating, sendo imersos na solugéao de quitosana a uma
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velocidade constante, permanecendo imerso por um minuto e foi retirado, também a
uma velocidade constante. Esse processo (imersao/retirada) foi repetido dez vezes
para cada amostra. Foram revestidas cinco amostras de stent, para cada
concentracao de solugéo 0,1, 0,5 e 1% m/v.

Posteriormente, os stents revestidos foram caracterizados por Microscopia
Otica, com magnificacdes entre 50x e 1050x, para avaliagdo da qualidade da
superficie revestida e determinagao da concentragao de quitosana que seria utilizada
no decorrer da pesquisa.

3.3.2 Técnicas de revestimento

Buscando desenvolver e analisar os resultados obtidos por uma metodologia
de revestimento, foram testadas quatro técnicas diferentes para o recobrimento dos
stents: dip coating, dip coating com rotagao e spray coating e layer-by-layer,

Para execucdo das técnicas dip coating e layer-by-layer foi utilizada uma
maquina universal de ensaios INSTRON 6622 visando garantir o deslocamento
adequado da amostra durante o processo de imersdo, como: velocidade controlada,
deslocamento total programado e niveis reduzidos de vibragao.

As técnicas dip coating com rotagéo e spray coating sao adaptagdes propostas

buscando adequar a técnica ao tipo de substrato, no caso o stent.

3.3.2.1 Dip coating

O revestimento por dip coating (Figura 18) se deu a partir da imersao, com
velocidade controlada (1mm/min) dos stents na solu¢do de quitosana (0,1%, 0,5% e
1,0%) A amostra permaneceu imersa por dez minutos e logo em seguida retirada e
colocada para secar em estufa a 30°C, resultando na evaporagao do solvente. Logo
apo0s a secagem, a mesma amostra foi submetida a nova imersdo e os passos

seguintes foram repetidos 10 vezes para cada amostra.
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Figura 18 - Etapas do revestimento pela técnica dip coating.

3.3.2.2 Dip coating com rotagao

Como os stents apresentam uma geometria em forma de malha como um tubo
com descontinuidades ao longo do comprimento, foi feita uma adaptagao na técnica
de dip coating introduzindo uma etapa de rotagao durante o tempo de imersao.

O processo de dip coating com rotagao ¢€ ilustrado na Figura 19.
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Figura 19 - Representacdo da montagem para imersao sob rotagéo.

Para isso, os stents foram presos ao eixo de um agitador mecanico por meio

de uma ping¢a e submetido a uma rotacdo de 50 rpm, quando imerso na solugao de
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quitosana (0.5%). Assim, o fluido da solugao foi melhor distribuido ao longo das hastes
dos stents, o que pode ajudar a prevenir o acumulo de solugéo entre as hastes. Esse

procedimento foi repetido 10 vezes.

3.3.2.3 Spray coating

Para essa técnica a solugéo de quitosana (0,5%) foi submetida a pressurizagao
transformando o liquido de baixa viscosidade em pequenas particulas em forma de
spray.

Para construir o revestimento, os stents foram submetidos a baixa rotagéo (100
rom) com o jato de spray direcionado diretamente sobre ele. Foram feitas dez
camadas de revestimento, sendo que cada sesséo de jateamento teve duragdo de um

minuto, com um fluxo de 10 mL/min (Figura 20).

ﬂ\: = STENT

Figura 20 - Técnica de revestimento por spray coating.

3.3.2.4 Layer-by-Layer

A técnica de layer-by-layer foi utilizada usando como polieletrélitos a quitosana
(polieletrdlito catibnico) e o alginato de sodio (polieletrdlito aniénico). A partir da
analise do comportamento reoldgico das solu¢des de poliméricas e da qualidade do

revestimento das primeiras amostras, optou-se por utilizar solugdes com
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concentragdes de 0,5% (m/v) para a quitosana e 0,1 e 0,5% (m/v) para o alginato de
sodio.

A deposigao dos biopolimeros foi realizada por imersdes alternadas dos stents,
com velocidade controlada (1mm/min), em solugbes de cargas opostas por 10
minutos, intercaladas por lavagens em agua deionizada durante 1 minuto, seguido de
mais 1 minuto. O revestimento foi constituido de 5 bicamadas, comegando com
alginato e terminando com quitosana, indicando assim que a camada mais externa é
de quitosana. Ao término do processo de revestimento as amostras foram colocadas
em estufa por 30 min a 30°C. A Figura 21 mostra a sequéncia de imersdes e lavagem

submetidas na construgao de cada bicamada.
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Figura 21 - Tempos de deposi¢cado do substrato nas solugdes de polimeros e de lavagem em
agua. QUI — quitosana e ALG — alginato de sodio.

3.3.3 Técnicas de caracterizagoes

O final da segunda etapa abrangeu a caracterizagdo das amostras que
apresentaram revestimentos julgados satisfatérios, apds inspegcao em Microscopio

Otico e avaliacdo qualitativa guiada pela ASTM F2743-11.
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3.3.3.1 Microscopia Otica

Para a caracterizagdo da morfologia da superficie dos stents utilizou-se um
microscopio otico Hirox de reflexdo e transmissdo com variagcdo de aumentos entre
50x e 1200x, acoplado a uma estacao de andlise de imagens.

A superficie dos stents foi analisada em trés momentos diferentes: Primeiro,
quando desmontado do sistema de entrega. Segundo, imediatamente apos o ataque
acido e por ultimo, apds o processo de revestimento. Dessa forma, foi possivel
analisar a endoprétese antes e depois de todos os processos de modificacdo de

superficie aos quais ela foi submetida.

3.3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Apods a analise por microscopia 6tica, as amostras com a melhor qualidade de
revestimento foram analisadas por Microscospia Eletrénica de Varredura (MEV)
utilizando um microscoépio eletrénico de varredura de bancada, PHENON, modelo
MEV PROX, (PHENOM WORD), com aumento de até 45.000x, profundidade de foco
de 1 mm, resolugéo de 30 nm, 5,10 e 15 kV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270

Pa), sem recobrimento metalico.
3.3.3.3 Ensaio de Compressao
O ensaio de compressao objetiva avaliar a capacidade do dispositivo de resistir

a deformacédo permanente a partir da aplicagdao de um carregamento nao radial
realizado por placas paralelas, como ilustrado na Figura 22.
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Figura 22 - llustragdo do ensaio de compressao em placas paralelas (Wu e Cao, 2013).

Na figura 22, o stent ndo deformado (circulo vermelho) € submetido a um ciclo
de compressao (carregamento e descarregamento) entre duas placas paralelas até
um certo nivel de deformacao (circulo azul). Paralelamente, a maquina de teste
monitora os niveis de forga e deslocamento desenvolvidos durante o ensaio.

Foram realizados ensaios das amostras de stents com e sem revestimento,
com o objetivo de observar se a presenga de revestimento iria alterar
significativamente o comportamento mecéanico dos stents.

Nesse sentido realizou-se 0 ensaio de compressao em placas planas paralelas
de amostras dos stents com e sem o revestimento, utilizando uma maquina universal
de ensaios INSTRON 6633, equipada com uma célula de carga de 500 N e com uma

taxa de deslocamento de 1 mm/min (Wu e Cao, 2013).

3.3.3.4 Grau de Intumescimento

Os stents revestidos foram caracterizados quanto ao grau de intumescimento.
Dessa forma o grau de intumescimento foi determinado pela razao entre a massa de
agua absorvida pelo revestimento, quando imerso em solugdo tamp&o salina
(Phosphate Buffered Saline - PBS), com pH = 7,4, e a massa inicial do stent antes da

imersao.
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O grau de intumescimento em fung¢ao do tempo, foi calculado pela equacéao 1:

%Gl = ™) 400

my
Onde:

mt. massa da amostra no tempo t.
Mo: Massa inicial da amostra.

(1)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Comportamento reolégico das solugoes poliméricas

4.1.1 Quitosana

A Figura 23 ilustra uma maior dependéncia da tensdo de cisalhamento em
funcdo da taxa cisalhante a medida que se aumenta a concentragcdao das solugdes.
Para as trés concentragdes, pode-se considerar que o comportamento reoldgico foi
newtoniano, devido a inclinacdo constante das retas.

O aumento da concentragao de polimero na solugao é diretamente proporcional
ao aumento das cadeias emaranhadas, assim o movimento de cada cadeia se torna
mais limitado, em virtude do aumento do emaranhamento.

As conclusbées publicadas por Hwang e Shin (2000) corroboram o
comportamento pseudoplastico para as solu¢des de quitosana (grau de desacetilagéo
de 91%) com concentragdes superiores a 2%.
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Figura 23 - Tensao de Cisalhamento em fungéo da taxa de cisalhamento para as solugbes de
quitosana.
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O comportamento reolégico para as solugdes de quitosana baseado na
evolucdo da viscosidade aparente apresentou alteragdes a diferentes concentragoes,

conforme apresenta a Figura 24.

Quitosana 0,1%
Quitosana 0,5%
1,0 1 Quitosana 1%
)
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Figura 24 -- Viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento para as solugdes de quitosana.

Para a solugdo com concentragdo de 0,1%, a viscosidade permaneceu
constante com o aumento da taxa de cisalhamento. As solu¢gdes com concentragao
de 0,5% se comportaram de forma pseudoplastica, ou seja, a viscosidade da solugéo
diminuiu em funcdo do aumento da taxa de cisalhamento. A concentracéo de 1%, as
solucdes de quitosana apresentaram um comportamento tipicamente pseudoplastico,
uma diminuigdo progressiva da viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento,
durante todo o intervalo de ensaio.

A temperaturas constantes, o comportamento pseudoplastico mais forte a
baixas taxas de cisalhamento & perceptivel em solugbes mais concentradas, pois as
cadeias poliméricas estardo em uma conformacdo aleatéria. A medida que um
polimero é deformado, devido a aplicagcdo de uma tensado, as cadeias ficam mais
retilineas, tornando-se mais alinhadas, e o sistema se torna mais ordenado,

diminuindo a viscosidade da solugao. Os resultados sao concordantes com aqueles
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encontrados por Arancibia et al. (2015) e Costa et al. (2015), que observaram o

aumento da viscosidade com o aumento da concentragao.

4.1.2 Alginato de sédio

A Figura 25 apresenta as curvas de fluxo para as solugdes de Alginato de Sodio
nas concentragdes estudadas. A baixas concentragdes (0,1%), a curva apresenta um
comportamento tipicamente newtoniano, mas com o aumento da concentragdo, o
comportamento reolégico é alterado, passa a ser pseudoplastico, e aumenta a

viscosidade para uma mesma taxa de cisalhamento.
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Figura 25 - Tensao de Cisalhamento em fungao da taxa de cisalhamento para as solugdes de
alginato de sédio.

Analisando as curvas de viscosidade (Figura 26) observa-se que houve uma
reducao inicial com a aplicagado do cisalhamento, mas a medida que a taxa aumenta
os valores de viscosidade tendem a se manter constantes. Isso pode ser entendido
quando se analisa o fendbmeno levando em consideracdo as interagdes

intermoleculares e a concentragado de polimero nas solugdes.
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Belalia e Dijelali (2014) citam que a estrutura do Alginato de Sdodio nas
dispersbes é formada pela disposigao espacial do acido glicurénico com o ion de sédio
resultando numa estrutura rigida, que obriga a aplicagdo de forcas maiores para

romper a estrutura quando o sistema é submetido a um gradiente de cisalhamento.
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Figura 26 - Viscosidade aparente em fung¢ao da taxa de cisalhamento para as solugdes de
Alginato de Sddio.

A solugdo com concentracéo de 1% de alginato de sodio ndo foi testada em
nenhuma técnica de revestimento em virtude da viscosidade relativamente alta

quando comparada com a viscosidade das solugdes de quitosana.
4.2 Microscopia Otica
4.2.1 Tratamento de superficie — Etapa 1
A Figura 27 apresenta as micrografias dos stents apds retirada do sistema de
entrega e depois de lavado em etanol. E possivel perceber que os stents possuem

uma malha de células abertas, formada a partir da ligacédo de elementos fundamentais

no formato de losango repetidos ao longo da malha (Figura 27b). A geometria desse
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elemento padrao se mostrou determinante na qualidade da ades&o do revestimento

sem a ocorréncia de defeitos.

Figura 27 - Stent comercial limpo em etanol. (a) Aumento de 40x (b) aumento de 160x
destaque geométrico da unidade padrao que se repete formando a malha do stent.

Uma vez limpos, os stents foram submetidos a um ataque acido, com o objetivo
de remover qualquer resquicio de particulas contaminantes e preparar a superficie
para o revestimento, propiciando uma melhor adesao do revestimento ao substrato
metalico.

A Figura 28 apresenta as micrografias de microscopia 6ética dos stents antes
(Figura 28a e 28c) e apos o ataque acido (Figura 28b e 28d), onde apds o ataque
acido a superficie se encontra livre de qualquer contaminante que pudesse ter
permanecido mesmo com a lavagem em alcool etilico, como também a natureza do
acida do tratamento quimico favorece a adesdo da solugdo polimérica de

revestimento.
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Figura 28 - Microscopia 6tica antes e depois do ataque acido. a) antes (350x) b) depois (350x)
c¢) antes (1050x) d) depois (1050x).

4.2.2 Dip coating — Etapa 1

A Figura 29 apresenta as micrografias dos stents revestidos por dip coating,
nas trés concentragdes inicialmente estudadas 0,1, 0,5 e 1% de quitosana. Analisando
as imagens € possivel perceber que para a concentragao de 1% m/v (Figuras 29a e
29d), a solugao polimérica ficou acumulada entre as hastes do stent (Figura 29a),
como também, em outros pontos, preencheu completamente os intersticios entre as
células abertas (Figura 29d). Esse acumulo pode ser resultado da maior concentragéo
da solugdo (1% m/v) da solugdo, que cobriu todos os espagos € mesmo com a
secagem do solvente ainda permitiu que uma quantidade de polimero ficasse
localizada entre as hastes. Ou ainda, a agdo da gravidade durante o processo de
secagem ocasionou 0 acumulo da solugéo na regidao entre as hastes.

Segundo Bedair et al. (2014), o acumulo de revestimento entre as hastes do
stent é chamado de webbing, por lembrar o formato de teias. Defeitos do tipo webbing
podem interferir no implante do stent, uma vez que a deformagao elastica do filamento
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de polimero impede sua expansdo completa, reduzindo a tensao entre a parede do

vaso e o stent o que pode resultar na migracaéo da endoprétese.

500um

200um

Figura 29 - Micrografias de microscopia otica do stent revestido: (a) 1% m/v (350x), (b) 0,5%
m/v (350x), (c) 0,1% m/v (350x), (d) 1% m/v (50x), () 0,5% m/v (1050x) e (f) 0,1% m/v (700x).

Na Figura 29, as micrografias referentes a concentracdo de 0,1 % m/v, ndo
indicam a presenca de superficies revestidas, todavia ainda é perceptivel webbing
(Figura 29c e 29f).

Para a concentracao de 0,5% m/v de quitosana (Figura 29b e 29e), é possivel

perceber a presenca de revestimento ao longo das hastes (Figura 29e), entretanto
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nao ha uniformidade, nem regularidade nas partes revestidas. Além disso, também

ocorreu webbing significativo no encontro das hastes em outros pontos (Figura 29b).

4.2.3 Dip coating com rotagao — Etapa 1

A Figura 30 apresenta as imagens de microscopia Otica para os stents

revestidos por dip coating com rotagéo.

100um

Figura 30 - Micrografias de microscopia 6tica do stent revestido por imersao com rotagao na
solucdo de: a) 0,5% m/v e aumento de 350x, b) 0,5% m/v aumento de 700x e c) 0,5% m/v
aumento de 1400x.: d) 0,1% m/v aumento de 350x, e) 0,1% m/v aumento de 700x e €) 0,1%
m/v aumento de 1050x.
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A técnica de dip coating com rotacao foi testada utilizando as concentragées
mais baixas, 0,5% e 0,1% de quitosana. A solugao de 1% m/v néao foi utilizada por
apresentar a maior viscosidade dificultando a rotacdo do stent imerso, como também
por ter apresentado os defeitos com maior severidade na técnica de dip coating.

Analisando as imagens da Figura 30, conclui-se que os stents revestidos com
rotacdo com solugéo de 0,5% de quitosana (Figuras 30a, 30b e 30c) e 0,1% (Figuras
30d, 30e e 30f) de quitosana ainda apresentaram webbing no encontro das hastes,
sendo este evento mais discreto com uso da solugao de 0,1% (Figura 30d). Ademais,
nao é possivel perceber a presenga de revestimento ao longo das hastes para
nenhuma das concentracdes utilizadas.

Dessa maneira, o dip coating com rotacdo apresentou resultados
insatisfatérios, pois a adesdo de polimero ao substrato foi irrelevante quando se
compara esses resultados com o método de dip coating (Figura 29). Provavelmente,
a turbuléncia gerada pela rotagdo ndo proporcionou uma condigdo favoravel de
atracdo eletroestatica para o revestimento. Ainda comparando as duas técnicas,
ambas apresentaram defeitos nas superficies revestidas, que persistiram mesmo com
diferentes condicdes de concentragdes e com o uso de técnicas diferentes.

Defeitos semelhantes foram encontrados em stents com revestimento
polimérico comerciais e sao discutidos na literatura (Levy et al., 2009; Basalus et al.,
2010; Balls et al., 2012; Hopkins et al., 2016). Esses defeitos podem aparecer durante
0 processo de revestimento, apos a expansao (seja, stent expansivel por baldo, ou
autoexpansivel) ou ainda dentro do corpo por certo tempo apds o implante.

De acordo com Bedair et al., (2014), a ocorréncia de webbing esta relacionada
as caracteristicas da endoprotese (como, geometria do stent) e as propriedades do
revestimento (viscosidade da solug&o e elasticidade).

O angulo entre as hastes do stent € um parametro a ser considerado quando
se tenta entender a ocorréncia de webbing. Basalus e Von Birgelen (2010) levantaram
a hipétese de que o angulo entre as hastes dos stents em certas geometrias acaba
influenciado na formagao de webbing no processo de revestimento e na ocorréncia de
vazios e fissuras logo apos a expansao do stent.

Os stents estudados possuem um angulo de encontro de hastes bastante
fechado, o que acaba propiciando o acumulo de solugédo nesses pontos logo apods a
retirada da endoprotese da solugido. Dessa forma, solugdes mais viscosas resultam
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em um maior acumulo de massa, enquanto que em solugdes menos viscosas foi
perceptivel um acumulo menor de polimero nessa regido entre as hastes.

Essas primeiras analises de microscopia O6tica permitiram concluir que
revestimento realizados a partir de solugdes com concentragdes elevadas, como a
solucédo de 1% de quitosana, tinham mais chances de apresentar defeitos de
revestimentos. Paralelamente, a solu¢cdo de 0,1% de quitosana, ndo resultou em
superficies revestidas. A quantidade de polimero nessa concentragdo néo foi o
suficiente para a finalidade aqui proposta. Por isso, decidiu-se continuar a pesquisa
utilizando a concentracéo de 0,5% como referéncia.

Sob o mesmo ponto de vista, é justificavel também a preferéncia pelo método
de dip coating para as proximas analises, uma vez que o dip coating com rotacdo nao
foi uma adaptacéo relevante, pois ndo apresentou resultados satisfatorios como a

técnica original.

4.2.4 Dip coating — Etapa 2

Considerando os primeiros resultados de microscopia 6tica, foi posta em
consideracgao a dificuldade na constatagado da presencga ou ndo de revestimento sobre
as hastes dos stents, em virtude da natureza incolor da solugéo de quitosana e do
reflexo do feixe de luz do microscépio 6tico. Por conseguinte, decidiu-se que seriam
testados a incorporagdo de elementos corantes que facilitem a visualizagdo da
camada polimérica. Por isso, utilizou-se a curcumina para funcionar como marcador e
destacar a camada de revestimento sobre as hastes dos Stents. A priori, ndo faz parte
do escopo dessa pesquisa estudar as caracteristicas terapéuticas desse material.

Novas amostras foram revestidas por dip coating e por spray e analisadas no
microscopio Otico. Para essas técnicas usou-se as solugbes de quitosana com
concentragao 0,5% m/v, misturadas com solu¢do de curcumina diluidas em metanol,
na propor¢ao de 10 mg/mL.

A Figura 31 apresenta as micrografias das amostras revestidas por dip coating

com quitosana com curcumina.
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(c) 350x il (d) 700x

100um

100um

Figura 31 - Stents revestidos por dip coating com solu¢do de quitosana (0,5% m/v) mais
solugio de curcumina (10 mg/mL).

Comparando as micrografias da Figura 31 com as imagens da Figura 29, fica
evidente o destaque que a curcumina trouxe ao realgar a camada polimérica sobre as
hastes dos stents. Na Figura 31c, pode-se observar a presenga de revestimento
uniforme por toda extensdo da haste. As Figuras 31d, 31e e 31f evidenciam o
revestimento ao contrastar o filme polimérico com a superficie do substrato metalico.
Tendo em vista que os parametros da técnica de revestimento, como velocidade e

tempo de imerséo e concentragdo da solugédo de quitosana n&o foram alterados, em
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relacdo ao revestimento sem curcumina, € que nao se encontrou discussdes na
literatura que evidenciem a influéncia da curcumina em técnicas de dip coating, pode-
se concluir que a presenca da mesma apenas destacou a camada de polimero que

aderiu ao substrato pela técnica de dip coating.

4.2.5 Spray coating — Etapa 2

Em contrapartida, os resultados obtidos a partir da técnica de spray coating
com a mesma solugdo polimérica quitosana (0,5%) com curcumina (10mg/mL) ndo
foram satisfatérios. Houve o acumulo de polimero em area especificas sobre a regido
dos stents, enfatizadas pela presenca de varias particulas de curcumina, como é

possivel observar nas micrografias da Figura 32.

(b) 160X

(c) 350x (d) 700x

Figura 32 - Stents revestidos pela técnica de spray com solugao de quitosana e curcumina.
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A pressurizagao quebra e libera o conteudo liquido da solugdo em particulas
bem menores o que acaba gerando o jato de spray. Contudo, essas particulas de
solugdes ainda nao foram suficientemente pequenas para recobrir de forma
homogénea e regular a superficie. Além disso, os acumulos de curcumina devem ser
resultado da turbuléncia gerada pela pressurizagdo que acabou possibilitando a
agregacdo de particulas do material. E possivel desconsiderar uma provavel
solubilizagdo incompleta da curcumina, ja que para as cincos amostras testadas os
problemas se repetiram e o método de solubilizagdo em metanol ja €& bastante
estabelecido.

Segundo Kim et al. (2011), o spray por pressurizagao nao possibilita a formagao
de revestimentos homogéneos justamente pelos tamanhos de particulas gerados. O
revestimento por spray é feito a partir de técnicas de ultrassom, que s&o mais precisas

e permitem maior controle do fluxo de fluido.
4.2.6 Layer-by-Layer — Etapa 2
Revestimentos construidos por layer-by-layer a partir dos polieletrélitos

quitosana e alginato de sodio foram caracterizados e as micrografias feitas por

Microscopia Otica sdo apresentadas nas Figuras 33 e 34.

Figura 33 - Stents revestidos por layer-by-layer a partir de solu¢des de Quitosana (0,5%) e
Alginato de Sédio (0,5%); (a) Aumento de 20x e (b) Aumento de 160x.
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Figura 34 - Stents revestidos por layer-by-layer a partir de solu¢des de quitosana (0,5%) e
alginato de sadio (0,1%); (a) Aumento de 160x e (b) Aumento de 1400x.

Os revestimentos de quitosana/alginato de sodio n&o apresentaram
regularidade nem homogeneidade ao longo da superficie do stent. As Figuras 33a e
33b, mostram a ocorréncia de webbing e delaminagao nos intersticios do stent para a
combinacdo de quitosana (0,5% m/v) e alginato de sdodio (0,5% ml/v), resultados
semelhantes aos verificados quando foi utilizada uma solugédo de quitosana com 1%
m/v de concentracgdo, pois a solugéo de alginato de sodio (0,5% m/v) se mostrou mais
viscosa do que a solucdo de quitosana a mesma concentragdo, resultando na
ocorréncia desses defeitos.

As Figuras 34a e 34b apresentam micrografias das superficies revestidas a
partir da combinacgdo: quitosana (0,5%) com alginato de sodio (0,1%), com defeitos

em menor grau de severidade e presenca de revestimento nas superficies das hastes.

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras revestidas dor dip coating e por layer-by-layer também foram
analisadas por Microscopia de Eletrénica de Varredura (MEV) com o objetivo de
confirmar a presencga de revestimento e inspecionar a qualidade do mesmo, além do
recobrimento irregular visualizado nas imagens de microscopia o6tica.

A Figura 35 apresenta as micrografias dos stents revestidos por dip coating,
onde se pode perceber a presenga de revestimento pela superficie dos stents,

conforme Figura 35c e 35d.
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Figura 35 - Imagens de MEV do Stent revestido por dip coating (a) 140x (b) 550x (c) 360x (d)
500x.

Analisando as imagens pode-se concluir que existe revestimento sobre a
superficie dos stents, ao se analisar o contraste causado pela falha destacada nas
Figuras 35c e 35d. O rasgo acaba expondo que existe uma continuidade do filme
polimérico por toda extensao da superficie. A diferenca de tonalidade entre as regides
pode indicar uma condi¢ao técnica do ensaio, em virtude da geometria tridimensional
volumétrica da amostra, como também pode ser resultado de um acumulo maior de
polimeros em regides especificas.

Analisando as micrografias, percebe-se distribuicdo uniforme do revestimento
sobre a superficie, sem irregularidades severas, ou delaminagcées, mas com a
presenca de webbing de severidade leve no encontro das hastes (Figura 38c).

A Figuras 36 apresenta as micrografias das amostras revestidas pela técnica

layer-by-layer, usando as solugdes poliméricas com concentragdes 0,5% de quitosana
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e 0,1% de alginato de sddio, uma vez que essa combinagao foi a que apresentou

resultados mais satisfatérios na inspecéo por Microscopia Otica.

B 500x 10KV - Image R E— @ 500x
100 pm 4] 536 pum ESD Full 100 pm 4] 537 pm

2 10kV - Image B 360x
200 um m 8SD Full 4] 745 pm

Figura 36 - Micrografias de MEV das amostras de stents revestidas por layer-by-layer. (a) e
(b) Aumento de 500x (c) e (d) Aumento de 360x.

Nas micrografias apresentadas na Figura 36a e 36b, observa-se a presenga de
defeitos do tipo webbing e delaminacdo, além de varias fissuras geram

descontinuidade no revestimento, mas que também ajudam a corroborar a presenca
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do filme polimérico sobre a superficie metalica, denotando a viabilidade da técnica
adotada, ao mesmo tempo que aponta a necessidade de adequacdes.

O revestimento construido por layer-by-layer nao apresentou homogeneidade
adequada, como pode ser observado na Figura 36¢ e 36d. A diferenga nas tonalidades
observada nas micrografias, pode indicar diferengas de espessuras de revestimento

ao longo da superficie da amostra, indicando uma n&o uniformidade.

4.4 Grau de Intumescimento

As propriedades de intumescimento do revestimento de quitosana/alginato de
sédio revestidos por layer-by-layer e do revestimento de quitosana pela técnica de dip
coating sao apresentadas na Figura 37, que ilustra, em porcentagem, as mudancgas

na massa das amostras ao longo do tempo quando imersas em solugédo de PBS.
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Figura 37 - Grau de Intumescimento em funcdo do tempo para os stents revestidos pelas
técnicas dip coating e layer-by-layer.

O intumescimento se inicia quando as moléculas do solvente entram na matriz
polimérica do revestimento hidratando os grupos hidrofilicos mais polares, com isso
os grupos hidrofébicos da cadeia polimérica s&do expostos e que irdo reorganizar as
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moléculas de agua nas proximidades. Posteriormente, moléculas adicionais de agua
entram nos intersticios da rede polimérica ocupando os espagos que existirem na
rede, como poros, macroporos e vazios. Uma vez que o sistema passou por esses
trés mecanismos de intumescimento ele alcanga o equilibrio e para de absorver agua,
e dado um periodo de tempo o filme comega a degradar (Hoffman, 2012).

Observa-se que o revestimento de quitosa/alginato de sédio apresentou maior
grau de intumescimento quando comparado com o revestimento formado apenas por
quitosana. Isso pode ser explicado devido a presenga de maior quantidade de grupos
hidrofilicos expostos pelo alginato, permitindo que a agua se difunda através da rede
polimérica.

Tanto o alginato como a quitosana absorvem quantidades consideraveis de
agua nos primeiros minutos de exposi¢ao ao solvente. Sendo que a quitosana tende
a intumescer mais em meios mais acidos, uma vez que 0s grupos amino se mantém
protonados (NHs*), favorecendo a repulsdo eletrostatica intramolecular e
intermolecular. Enquanto que o alginato, essa repulsdo intramolecular tende a
acontecer em ambiente neutros e vai aumentando a medida que o meio se torna mais
basico, em virtude da protonagao dos grupos carboxilatos (CH3COOH-), diminuindo a
repulséo eletrostatica do sistema (Wang, Z. et al., 2014).

Exatamente essa diferenciagao eletrostatica entre o grupo amina da quitosana
e o grupo carboxilato do alginato, que preserva a integridade do revestimento durante
0 processo de intumescimento. Além disso, a pequena espessura também acaba

contribuindo para o rapido alcance do equilibrio osmético.
4.5 Resisténcia a Compressao
A Figura 38 apresenta a curva forga em fungédo do deslocamento construida a

partir do ensaio de compressao em placas paralelas em amostras dos stents sem

revestimento e amostras revestidas por layer-by-layer e dip coating.
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Figura 38 - Curva de Resisténcia a Compressao (Carga em fungao do deslocamento).

Observando as curvas percebe-se que a presencga do revestimento polimérico
nao alterou a resposta mecanica dos stents, pois 0s niveis de carga no carregamento
e descarregamento ficaram bastante préximos em todos os casos, bem como a carga
maxima, a uma extensdo compressiva de 5 mm, foi de aproximadamente 1,7 N nas
trés condicoes.

As curvas apresentam uma area de histerese caracteristica de ligas de NiTi
superelastica, representando a recuperacéao total da deformacao a niveis distintos de
cargas, quando comparamos o carregamento e o descarregamento. Além disso, o
modulo de elasticidade do material ndo sofreu uma variagao relevante, ao considerar
a influéncia apenas da liga austenitica (sem revestimento) e depois com a presenca

do revestimento polimérico.
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5 CONCLUSOES

» No ensaio de reologia foi possivel verificar que as solu¢gdes com concentragdes de
0,1% e 0,5% para o alginato de sédio e 0,1, 0,5 e 1% para a quitosana, poderiam
ser utilizadas nos processos de revestimento. Verificou-se que a solugéo de
alginato de sddio (1%) foi, aproximadamente, duas vezes mais viscosa do que a
solucdo de quitosana de mesma concentracédo e foi desconsiderada. As demais
solugbes apresentaram parametros reoldgicos semelhantes, sem alteracgdes
significativas no comportamento dentro das condi¢des das técnicas utilizadas;

» A pesquisa exploratéria realizada permitiu determinar a influéncia de parametros
como concentracao da solucao de biopolimero na qualidade do revestimento. As
solugdes com 1% m/v de quitosana apresentaram o maior grau de severidade dos
defeitos de revestimentos obtidos, ao passo que as solugdes de 0,1% m/v ndo se
mostraram suficientes para criar os recobrimentos. Dessa forma, a concentragao
de 0,5% m/v € a que melhor se adequa aos objetivos do estudo.

» A partir da técnica dip coating foi possivel obter as melhores estruturas de
revestimento. As micrografias de Microscopia Otica e Microscopia Eletrénica
Varredura evidenciaram a presenca de revestimento homogéneo e uniforme sobre
a superficie dos stents, ainda que apresentassem alguns niveis de defeitos, como
webbing e descontinuidade. Defeitos que podem ser sanados, a partir de
modificagdes de parametros de testes.

» Atécnica de revestimento dip coating com rotagdo ndo se mostrou uma adaptagao
adequada, uma vez que nao permitiu aderéncia da solugao polimérica aos stents,
muito em virtude do carater turbulento do meio de imersao dos stents na solugao.

» Os revestimentos construidos pela técnica de spray, onde a vaporizagdo por
pressurizacao nao possibilita a quebra da solugdo em particulas suficientemente
pequenas ao ponto de criar um revestimento homogéneo, além disso os
parametros de teste como fluxo de liberagao do fluido, pressao de pressurizagao
sao de dificil controle.

» Considerando os revestimentos construidos a partir da técnica layer-by-layer foi
verificado que os revestimentos se mostraram satisfatorios, no que diz respeito a
presenca e adesao de filme polimérico sobre a superficie metalica dos stents. A
quantidade de defeitos foi um pouco maior quando comparada com a técnica dip

coating. No entanto a qualidade de revestimentos obtidos por layer-by-layer pode
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ser significativamente melhorada a partir da adequacgao de parametros como pH
e forga ibnica, sendo essa uma oportunidade a ser considerada e estudada em
trabalhos futuros.

Portanto, a partir da analise dos resultados pode-se concluir que a solugao com
0,5% de quitosana juntamente com a técnica de revestimento dip coating
possibilitaram a construgao de filmes poliméricos mais adequados a finalidade de
revestimento de stents quando comparadas com as outras condi¢des testadas.
O grau de intumescimento apresentou o comportamento preconizado pela
literatura, onde as amostras revestidas por dip coating que possuiam apenas
quitosana no filme polimérico, intumesceram menos em comparagdo com as
amostras revestidas por layer-by-layer. A presenga de camadas de alginato de
sédio determinou uma absorgdo de agua na condigdo de teste. Além disso, a
associagao entre os polieletrélitos manteve a integridade do revestimento.

A presenca de revestimento polimérico ndo foi suficiente para interferir na
resisténcia a deformacao por compressao dos stents. Os resultados mostraram
curvas com comportamentos significativamente similares e areas de histereses
com tamanhos aproximados. Histerese que pode ser utilizada como um parametro
para avaliar a capacidade do dispositivo de recuperar seu didmetro original no

momento do implante.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das discussdes feitas e das conclusdes obtidas nessa pesquisa sugere-
se como objetos de estudo para trabalhos futuros:

> Realizar uma avaliagdo in vitro das hemocompatibildiade de biofilmes
poliméricos construidos a partir de quitosana e alginato de sodio.

> Obter revestimento a partir da associacdo da quitosana com outros tipos de
polissacarideos, como o acido hialurdnico, heparina e carboximetil-quitosana.
Materiais que ainda sao alvos de poucas pesquisas no que diz respeito a
construcao de revestimento.

> Utilizar a curcumina como um potencial farmaco antiproliferativo a ser utilizado
na prevengao de reestenose em implantes vasculares, partindo dos resultados
promissores obtidos nesse estudo.

> Usar a técnica de spray coating para montagem de recobrimentos utilizando a
técnica layer-by-layer e a quebra da fluido por ultrassom.

> Testar quitosana com diferentes massas molares e grau de desacetilagao,
visando aumentar a disponibilidade de agrupamentos amino funcionais nos

materiais obtidos.
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