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RESUMO

Embolizacdo e quimioembolizacdo sdo exemplos de procedimentos minimamente
invasivos aplicados em medicina com objetivo de evitar e/ou amenizar efeitos colaterais
causados por tratamentos e intervencdes cirirgicas convencionais. Particulas de poli(alcool
vinilico) (PVA) destacam-se entre 0s materiais utilizados nesses procedimentos por
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas desejaveis como elevada compressibilidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. A proposta deste trabalho foi sintetizar e
caracterizar microesferas de PVA/PVAc com tamanhos de particulas entre 30um e 1200um
por reacdo de polimerizacdo em suspensdo seguida por uma etapa de saponificacdo. Além
disso, estudar a influéncia da concentracédo de solugéo alcalina no processo de saponificacao.
A caracterizacdo morfoldgica e estrutural foi feita com auxilio das técnicas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raios-X (DRX). Além da caracterizacédo fisico-
quimica, foi realizado o estudo histopatoldgico mediante implante subcutaneo das particulas
em ratos, analise de dimens&o fractal e entropia de Shannon. Os resultados mostraram que a
concentragdo de solugdo alcalina exerce forte influéncia na cristalinidade, coloragdo e
caracteristicas superficiais do polimero obtido. As particulas com alta cristalinidade
(saponificadas com solugdo 25 mol/L de NaOH) induziram a reacdo inflamatdria similar ao
comportamento observado para particulas disponiveis comercialmente, enquanto que as
particulas menos cristalinas (saponificadas com solu¢do 4 mol/L de NaOH) resultaram em
baixa intensidade de reacdo inflamatoria no tecido celular subcutaneo dos ratos. Dimenséo
fractal e entropia de Shannon apresentaram correlacdo satisfatoria com a analise
histopatoldgica: os valores obtidos sofreram alteracdes conforme o tempo de permanéncia das
particulas nos ratos, comportamento foi satisfatério do ponto de vista clinico pois corrobora
com as mudancas qualitativas observadas nos tecidos subcutdneos como resposta a
perturbacdo do sistema imunoldgico devido ao implante das particulas. A intensidade de
reacdo inflamatdria induzida por cada particula também apresentou correlagdo com os
parametros observados na analise histopatoldgica: os tecidos subcutaneos que receberam as
particulas cristalinas apresentaram dimenséo fractal e entropia de Shannon significativamente
maiores que os resultados obtidos para as particulas amorfas. Com relacdo aos tecidos que

receberam a particula cristalina e comercial, os resultados foram similares estatisticamente.

Palavras-chave: anélise fractal; embolizacao; entropia de Shannon; analise histopatologica;

polimerizacdo; poli(&lcool vinilico).
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ABSTRACT

Embolization and chemoembolization are examples of minimally invasive procedures
applied in medicine in order to avoid and/or reduce side effects caused by conventional
treatments and surgeries. Particles of poly(vinyl alcohol) (PVA) stand out among these
materials due to desirable physical and chemical characteristics such as high compressibility,
biocompatibility and biodegradability. The purpose of this study was to synthesize and
characterize PVA/PVAc microspheres with sizes between 30um and 1200um by reaction of
suspension polymerization step followed by a process of saponification. Moreover, study the
influence of the concentration of alkaline solution in the process of saponification. The
morphological and structural characterization was made with scanning electron microscopy
(SEM) and X-ray diffraction (XRD). In addition to the physico-chemical characterization, it
was carried the histopathological study by subcutaneous implantation of particles in rats,
analysis of fractal dimension and Shannon’s entropy. The results indicated that the
concentration of alkaline solution strongly influence the crystallinity, color and surface
characteristics of the polymer. Highly crystalline particles (saponified with 25 mol/L NaOH)
induced inflammatory reaction similar to the behavior observed for the commercial particles,
while particles with lower crystallinity (saponified with 4 mol/L NaOH) presented lower
inflammation in the subcutaneous tissue of rats. Fractal dimension and Shannon’s entropy
showed satisfactory correlation with the histopathological analysis: the values have changed
as the permanence time of particles in rats, behavior was satisfactory from a clinical
standpoint because it corroborates the qualitative changes observed in the subcutaneous
tissues in response to disturbance of the immune system due to implantation of the particles.
The intensity of inflammatory reaction induced by each particle also correlated with the
parameters observed in the histopathological analysis: the subcutaneous tissues that received
the crystalline particles were fractal dimension and Shannon’s entropy significantly higher
than the results obtained for the amorphous particles. With respect to the tissues that received

the crystalline particle and commercial, the results were statistically similar.

Keywords: embolization; fractal analysis; histopathological analysis; polymerization;
poly(vinyl alcohol); Shannon’s entropy.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da nanotecnologia e a decodificacdo do genoma humano estdo
entre as maiores conquistas do século XX. O conhecimento da estrutura genética permitiu a
compreensdo dos mecanismos que envolvem inumeras doencas como neoplasias, doencas
cardiovasculares, distrofias musculares e hemofilias. Como resultado, abriu-se uma variedade
de possibilidades para criagdo medicamentos e terapias. Assim, tratamentos avancados e
controles de doencas especificas tornaram-se realidade (REINEKE, GRINSTAFF, 2005).
Concomitantemente a busca por novas terapias e medicamentos, a nanotecnologia permitiu o
desenvolvimento de vetores mais eficientes no transporte de medicamentos (targeted drug
delivery). Esses vetores podem ser classificados em dois tipos: virais e ndo-virais. Os vetores
virais sdo virus desprovidos de sua carga genética, enquanto que 0s vetores ndo-virais sdo
materiais organicos ou inorganicos que possuem a capacidade de realizar transfeccdo celular
(penetracdo da célula pelo vetor ndo viral) (LUO, 2005). O desenvolvimento destes materiais
e 0 avango nas pesquisas permitiu a otimizacdo de varios fatores associados a tratamentos
medicos como a melhoria na cinética de liberagdo de medicamentos, diminuicdo dos efeitos
colaterais, melhor direcionamento e acompanhamento dos tratamentos (DOSHI et al., 2009).

Biopolimeros sdo exemplos de vetores ndo-virais e destacam-se como tema das
pesquisas atuais e futuras em biotecnologia, cujas estratégias de estudo baseiam-se na
descoberta de novos materiais e desenvolvimento de métodos para sua fabricacdo (DOSHI et
al., 2009). Propriedades fundamentais destes biomateriais incluem tamanho controlado,
morfologia especifica, peso molecular, baixa toxicidade e biodegradabilidade (EDLUND,
ALBERTSSON, 2002). Particulas de poli(alcool vinilico) (PVA) destacam-se por
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas desejaveis como compressibilidade, elasticidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade (PEIXOTO et al., 2006).

Os procedimentos de embolizacdo e quimioembolizacdo sdo exemplos de tratamentos
minimamente invasivos alvo da aplicacdo de biopolimeros. Nesses tratamentos, a utilizacdo
de polimeros com morfologia esférica e tamanhos especificos pode minimizar a ocorréncia de
problemas associados a aplicacdo de particulas nao-esféricas (floculares) que incluem
aglutinacdo, oclusdo incompleta e obstrucdo de cateteres em locais que antecedem o alvo
desejado (LAURENT, 2007; RASULI et al., 2008). Dessa forma, o desenvolvimento de
biopolimeros com essas caracteristicas justifica-se pela potencialidade de aplicacdo em

tratamentos minimamente invasivos.
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MOTIVACAO E JUSTIFICATIVA

A pesquisa e desenvolvimento de novos materiais biopoliméricos para serem aplicados
em procedimentos minimamente invasivos destaca-se como atraente linha de pesquisa, com
grande potencial mercadoldgico. Os numeros de mercado para materiais utilizados em
procedimentos de embolizacdo e quimioembolizacdo sdo expressivos: estima-se que em 2010
foram investidos US$ 650 milhdes em particulas para embolizacdo de mioma uterino
(ginecologia intervencionista minimamente invasiva) e US$ 380 milhGes em particulas
destinadas a quimioembolizacdo de cancer do figado (oncologia intervencionista) nos Estados
Unidos, China, Brasil, Japdo e Unido Européia; além de um investimento de US$ 110 milhdes
em particulas para embolizacdo e quimioembolizacdo de hiperplasia prostatica benigna
(urologia intervencionista) apenas no mercado norte americano (BIOSPHERE MEDICAL,
2010). Na América Latina, o consumo de produtos utilizados em embolizacdo alcancou o
valor de US$ 35 milhdes em 2008. O Brasil, com 40% deste mercado, destaca-se como maior
responsavel, seguido pela Argentina com 15%.

O mioma uterino, que dispde da embolizacdo como importante opcdo de tratamento,
atinge cerca de 40% das mulheres brasileiras em idade fertil. A embolizacdo do mioma
uterino € um tratamento simples, com indice de 90% de sucesso e normalizacdo do ciclo
menstrual, sem comprometimento da fertilidade. O tratamento exige somente um dia de
internacdo e quinze dias para completa recuperacdo, enquanto que a intervencao cirdrgica
necessita internacdo minima de sete dias e quarenta dias para recuperagédo, além do risco de
comprometimento da fertilidade (BIOSPHERE MEDICAL, 2010).

O cancer de figado, responsavel pelo maior nimero de tratamentos por
quimioembolizagéo, destaca-se como 4° cancer mais letal no Brasil, sendo detectados cerca de
trés mil casos anualmente. No mundo, estima-se que ocorram 600 000 casos anualmente,
sendo a China o maior responsavel por esse indice (BIOSPHERE MEDICAL, 2010). Pode-se
considerar a quimioemboliza¢do como tratamento relativamente recente no Brasil, pois ndo ha
nameros e estatisticas disponiveis sobre sua aplicacdo. Nos Estados Unidos, cerca de 50% dos
pacientes com cancer de figado sdo submetidos a quimioembolizagdo (BIOSPHERE
MEDICAL, 2010). O maior obstaculo para o tratamento por quimioembolizacdo no Brasil é 0
custo. A maioria dos materiais sdo importados, impossibilitando sua realizacdo por muitas

instituicdes e pacientes, atingindo principalmente usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS).
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Diante dessa problematica, o desenvolvimento de um projeto de pesquisa visando a
sintese e caracterizacdo de novos vetores poliméricos para utilizacdo em embolizacdo e
quimioembolizacdo justifica-se pois possibilitard a substituicdo das importacdes, implicando
em beneficios mercadoldgicos e diminuigdo do valor cobrado pelo produto. A consequiéncia
sera reducdo de gastos dos hospitais e convénios que compram este material, possibilitando
que o tratamento seja mais acessivel a populagéo, além da geracdo de avancos cientificos na
area de radiologia intervencionista. As particulas, com tecnologia nacional, serdo produzidas
em convénio com pesquisadores da empresa Braile Biomédica Ind., Com. e Rep. Ltda que
fornecerao suporte técnico, cientifico e financeiro para realizacdo do projeto de pesquisa.

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi sintetizar e caracterizar novos vetores
poliméricos para utilizacdo em embolizacdo e quimioembolizacdo, com aplicacdo em
medicina humana e veterinaria. Os vetores sdo microesferas de PVA/PVAc obtidas por reacédo
de polimerizacdo em suspensao, seguida por uma etapa de saponificagdo, com tamanhos de
particulas entre 30um e 1200um. Tambeém foi estudada a influéncia da concentracdo de
solucdo alcalina no processo de saponificacdo. A caracterizacdo morfoldgica e estrutural foi
realizada com auxilio das técnicas de difracdo de raios-X e microscopia eletrénica de
varredura, além da analise de dimensao fractal, entropia de Shannon e estudo histopatoldgico
mediante implante subcutaneo em ratos.

A apresentacdo e construcdo do trabalho dar-se-4 em cinco capitulos. No primeiro
capitulo sdo apresentadas as bases tedricas e objetivos de pesquisa. O segundo capitulo trata
dos procedimentos para sintese e caracterizacdo das particulas. No terceiro capitulo séo
apresentados e discutidos os resultados. O quarto capitulo apresenta as conclusdes. O quinto
capitulo finaliza o trabalho com as perspectivas para continuidade do projeto. Em anexo, as

producdes cientificas e parecer da comissdo de ética para realizagcdo dos experimentos in vivo.
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CAPITULO | — FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste primeiro capitulo s@o apresentadas as bases tedricas que direcionaram 0
desenvolvimento da pesquisa. Inicialmente sdo descritas as motivacbes cientificas do
trabalho, abordando o campo de aplicagdo do biopolimero produzido. Essa parte divide-se na
descricdo  sobre radiologia intervencionista, embolizacdo, agentes embdlicos,
quimioembolizagdo e exemplos de aplicacfes em medicina humana e veterinaria. Em seguida,
sdo discutidas as caracteristicas fisico-quimicas e o método de sintese das particulas de
PVA/PVAC. Posteriormente é apresentada uma breve descricdo das técnicas experimentais
para caracterizacao fisico-quimica, seguida pela descricdo dos fundamentos para anéalise de
imagens: nesse trabalho sdo abordados os conceitos de andlise fractal e entropia de Shannon.
O capitulo é finalizado com a apresentacdo dos objetivos de pesquisa.

1.1. Radiologia Intervencionista

A radiologia intervencionista consiste em técnicas, procedimentos e materiais
direcionados para aplicacdo médica com o objetivo de evitar e/ou amenizar efeitos colaterais
causados por tratamentos e intervencgdes cirurgicas convencionais. Nas Ultimas trés décadas
tém apresentado avangos considerdveis, sendo destacada por muitos pesquisadores como a
cirurgia do século XXI (WEISSE et al., 2008). Sua aplicacdo e desenvolvimento envolvem o
uso de modernos recursos e técnicas para imagem, como a fluoroscopia e ultrassonografia;
equipamentos especializados como microscopios cirirgicos, cateteres e stents, além de
médicos e técnicos qualificados para a realizacdo de procedimentos que incluem embolizacéo,
quimioembolizacdo, exames angiograficos,” tratamentos de aneurismas e malformacdes
arteriovenosas. O desenvolvimento de técnicas minimamente invasivas resulta em significante
aumento na eficiéncia dos tratamentos. Isso possibilita a otimizacdo de importantes fatores em
clinica médica como tempo de permanéncia hospitalar, utilizacdo de anestésicos, custos e
mortalidade pds-operatoria (WEISSE et al., 2008; LOPES BENITEZ et al., 2009).

2 Exame radiografico usado para diagnéstico de bloqueios e outros problemas em vasos sanguineos. Utiliza-se
um cateter (chamado cateter regular) e agente de contraste com a fungdo de tornar os vasos sanguineos visiveis
ao0s raios-X (ANDERSON et al., 1994).
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1.2. Embolizacéo

A terapia por embolizacdo consiste na oclusdo de vasos sanguineos que irrigam
determinada regido corporal na tentativa de obstruir mecanicamente a corrente sanguinea que
circula por essa regido. Apoés realizacdo de um exame angiografico, ocorre a introducdo um
microcateter no sistema vascular até o local onde é necessaria a desvascularizacdo. A
obstrucdo dos vasos sanguineos é feita pela injecdo de diferentes materiais chamados agentes
embolizantes (ou agentes embdlicos) podendo ser permanentes ou temporarios (esquema 1).
A figura 1 ilustra o procedimento de embolizacdo do mioma uterino com agentes embolicos
permanentes (particulas de PVA). Na figura 2 pode ser observada a desvascularizacdo do

tumor hepatico apds embolizacdo das artérias que irrigam a regido neoplasica.

[Agentes Embc')licos]

Temporarios Permanentes

-

Espuma de Particulas Molas (Coils)** Liquidos Outros
gelatina o Alcool absolut Bal5
(Gelfoam) PVA Injetaveis cool absoluto aldes
. destacaveis
. PLGA/PEG Destacaveis Onyx
Colageno Cateteres de
Embospheres (TGMS AITGEL oclusio
microspheres)* (Alginato de
. \ calcio) ) | Amplatzer Duct
Quitosana Occluder
K Amido (starch) j Amplatzer
\ Vascular Plug

* Embospheres (Trisacryl gelatin microspheres) sdo microesferas fabricadas a partir de uma matriz polimérica de acrilico,
impregnadas e incorporadas com gelatina (LAURENT et al., 1996; VAIDYA et al., 2008).

** Molas metélicas (ou espirais metalicas) usadas como agentes embdlicos geralmente sdo fabricadas em aco inox, platina ou
tungsténio.

*** Trata-se de um copolimero de alcool vinilico etileno (EVOH) preparado usando dimetil sulféxido (DMSO) como solvente e
adicionando tantalo, em po6, para fornecer radiopacidade (Onyx, Micro Therapeutics, Irvine, CA). Ao entrar em contato com o
sangue, DMSO permite a polimerizacdo do EVOH, resultando na obstrucéo de vasos sanguineos (VAIDYA et al., 2008).

Esquema 1: Exemplos de agentes embolicos permanentes e temporarios utilizados em procedimentos de
embolizacdo (VAIDYA et al., 2008).
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Figura 1: Embolizacdo de mioma uterino com particulas de poli(&lcool vinilico) (PVA). (a) e (b) As particulas,
compativeis com o didmetro das artérias, sdo conduzidas até o mioma com a utilizagdo de um microcateter. (c) O
blogueio do fluxo sanguineo resulta na necrose do mioma.

A taxa de sucesso apresentada pela embolizacao resultou em grande interesse medico
e académico por este procedimento e pelos materiais utilizados para sua realizacdo. Isso
estimulou as pesquisas para 0 conhecimento do mecanismo de agéo dos agentes embolizantes
disponiveis, além do desenvolvimento de novos materiais.

Exemplos de procedimentos de embolizacdo em medicina humana séo a utilizacao de
agentes embdlicos compostos por PVA para embolizacdo arterial uterina no tratamento do
mioma uterino (KISILEVZKY, MARTINS, 2003; BILHIM et al., 2011), embolizacdo das
artérias hepaticas com particulas de PVA para tratamento de tumores no pancreas com
metastases no figado (STROSBERG et al., 2006), embolizacdo das artérias renais para
tratamento de amgiomiolipoma renal (SCHWARTZ et al., 2007; LENTON et al., 2008) e
tratamento de meningiomas (BENDSZUS et al., 2000). A embolizacdo também pode ser
aplicada no tratamento de hemorragias: molas metélicas, espumas de gelatina e particulas de
PVA foram utilizadas na embolizacdo de sangramentos gastrointestinais (hemorragia do trato
intestinal) (BANDI et al., 2001), além do tratamento de aneurismas arteriais e malformagdes
arteriovenosas (LINFANTE, WAKHLOO, 2007; ROEBUCK, BARNACLE, 2008).
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Figura 2: (a) e (b) Para um figado normal, 25% do suprimento sanguineo € fornecido pela artéria hepatica
enquanto 75% provém da veia porta. A regido neoplésica é irrigada quase que exclusivamente pela artéria
hepética. Assim, a embolizacdo da artéria provoca a hipoxia e necrose do tumor, enquanto o figado continua
sendo irrigado pela veia porta (DODD et al., 2000). (c) Exame angiografico realizando antes (A) e apés (B)
embolizacdo de um tumor hepatico. Na figura é possivel visualizar a desvascularizagdo do tumor ap6s implante
dos agentes embolicos (MALAGARI et al., 2008a).

1.2.1. Agentes embolicos

Os agentes embdlicos podem ser classificados com relacdo a suas caracteristicas fisicas,
tempo de duracdo da oclusdo que provocam (temporaria ou permanente), nivel de oclusdo
(proximal ou distal) e tipo de condutor que requerem (cateter regular ou microcateter).
Agentes embdlicos utilizados em procedimentos de embolizacdo incluem espumas de
gelatina, molas metéalicas, balGes inflaveis, borrachas de silicone e particulas de poli(alcool
vinilico) (PVA). A escolha dos agentes embdlicos, assim como de seus condutores (cateters e
microcateteres) dependerd do procedimento clinico realizado, das caracteristicas das lesdes
vasculares passiveis de embolizacdo, dos cuidados e recomendacbes pos-embolizacdo, dos
potenciais riscos e eventuais complicacdes. A compreensdo das caracteristicas dos materiais
utilizados é de extrema importancia para o0 sucesso no tratamento. Dentre tais caracteristicas
estdo a compatibilidade entre o tamanho das microparticulas a serem injetadas, o didmetro dos

cateteres e dos vasos sanguineos, pois a incompatibilidade entre tais dimensdes pode
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ocasionar problemas durante o procedimento clinico, como a oclusdo do cateter antes do local
onde é necessaria a embolizacdo (WEISSE et al., 2008; VAIDYA et al., 2008).

1.2.1.1. Aplicacdes de agentes embolicos em medicina veterinaria

Dados encontrados na literatura trazem uma descricdo detalhada de modelos animais
utilizados em embolizacdo na medicina veterinaria (MOREIRA, AN, 2003). Em estudos
experimentais 0s animais utilizados incluem ratos, coelhos, suinos, ovinos e cédes; com
analises sobre efeitos da embolizacdo em tratamentos de hemorragias, malformacoes
arteriovenosas, tumores e neoplasias (principalmente cancer no figado e rim). Os estudos sdo
realizados baseando-se em exames angiograficos e analises histopatoldgicas dos tecidos
embolizados (MOREIRA, AN, 2003). Exemplos de aplicacdes dos agentes embdlicos em
medicina veterinaria incluem a utilizacdo de molas metéalicas para embolizacdo da persisténcia
do ducto arterioso, que consiste de uma cardiopatia congénita comum em c&es com poucos
meses de vida (FUJII et al., 2006; MILLER et al., 2009; CAMPBELL et al., 2006). Espirais
metalicas também sdo usadas para embolizacdo arterial hepéatica no tratamento de desvios
porto-sistémicos intra-hepaticos (SCHNEIDER et al., 2009) e embolizacdo das veias carétidas

e maxilares para tratamento de hemorragias em eqiiinos (LEVEILLE et al., 2000).

1.3. Quimioembolizacéo

O dominio da técnica de embolizacdo e o conseqliente avango no estudo de agentes
embolicos possibilitaram o desenvolvimento de uma nova modalidade de terapia
minimamente invasiva associada ao tratamento do cancer, chamada quimioembolizacdo. A
quimioembolizacdo consiste na injecdo dos agentes quimioterdpicos utilizados nos
tratamentos seguida pela aplicacdo de particulas embolizantes. Além disso, a modificacdo
superficial das particulas para a funcionalizacdo de farmacos e agentes quimioterapicos
permite que a liberacdo seja realizada ao redor das lesGes neopléasicas (HONG et al., 2006;
LIAPI, GESCHWIND, 2007). A vantagem da quimioembolizacdo é a combinacdo da
interrupcdo do suprimento sanguineo para a regido neoplasica com a inibicdo da excre¢do dos
agentes quimioterapicos. Isso resulta na hipoxia e maior concentracdo do medicamento no
interior celular, causando a posterior necrose do tecido e reducdo dos efeitos colaterais devido
a restricdo da circulacdo sangliinea na regido afetada (WEISSE et al., 2008). Embora 0s
procedimentos de embolizacdo e quimioembolizacdo sejam recomendados, aconselha-se o

estudo de fatores como toxicidade dos medicamentos, reacGes alérgicas, sangramentos locais
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e refluxo das particulas® antes dos tratamentos, além do perfeito conhecimento da anatomia

vascular mediante realizacdo de diagnostico angiogréafico.
1.3.1. Particulas utilizadas em quimioembolizacéo

A escolha das particulas utilizadas em quimioembolizacdo depende das caracteristicas
das neoplasias passiveis de tratamento. Neoplasias no figado, rins e tumores gastrointestinais
estdo entre os casos onde ha maior incidéncia de tratamentos por quimioembolizagao.
Exemplos incluem o tratamento de tumores gastrointestinais mediante a administracdo do
agente quimioterapico cisplatina e posterior embolizacdo usando esponjas de gelatina ou
particulas floculares de PVA como agentes embolicos (KOBAYASHI et al.,, 2006).
Quimioembolizacdo também foi utilizada no tratamento de carcinoma hepatico usando
esponjas de gelatina como agente embolico e a administracdo dos agentes quimioterapicos
cisplatina, doxorrubicina ou epirrubicina (BRONOWICKI et al., 1996; NITTA et al., 2009).
O carcinoma hepatico também foi tratado com agentes embdlicos compostos por PVA
carregados com doxorrubicina (KETTENBACH et al., 2008; MALAGARI et al., 2008a;
MALAGARI et al., 2008b; DHANASEKARAN, 2010; MALAGARI et al., 2010;
MOSCHOURIS, 2010).

1.3.2. Drug delivery em medicina veterinéria

Além do desenvolvimento de pesquisas visando aplicacdo em medicina humana, o
tratamento de doencas em medicina veterinaria configura-se como um cenério atrativo para
investimentos. Pesquisas em drug delivery tiveram seu potencial voltado ao campo de
medicina veterinaria em meados de 1970. Estatisticas do Instituto de Saide Animal (Animal
Health Institute) apontam numeros expressivos para a populacdo mundial de animais. Entre
animais de companhia (cées, gatos e equinos) e direcionados a producdo alimenticia (bovinos,
ovinos, suinos e aves) sao 24 bilhdes de aves; 1 bilhdo de bovinos e ovinos; 750 milhdes de
suinos; 500 milhdes de caes e 400 milhdes de gatos. Investimentos em medicina veterinaria
garantem fluxo constante de novos produtos, técnicas e tratamentos direcionados a melhoria
da satde e bem-estar animal (ANIMAL HEALTH INSTITUTE, 2011).

% O refluxo das particulas embolizantes caracteriza-se pela mudanca na dinamica de introdugdo das particulas,
geralmente atribuido ao aumento da velocidade com que tais particulas sdo introduzidas no cateter, pois a
oclusdo resulta em aumento da pressdo e resisténcia dos vasos sanguineos, exigindo cuidado adicional do
radiologista intervencionista responsavel pelo procedimento (LOPES-BENITEZ et al., 2009).
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A figura 3 representa 0s numeros correspondentes ao investimento em produtos e
pesquisas direcionados a aplicacdo em medicina veterinaria, apenas no mercado norte

americano, entre 0s anos de 2001 e 2009:

Figura 3: Investimentos de empresas americanas em pesquisa e desenvolvimento de produtos e tratamentos
direcionados & aplicacdo em medicina veterinaria.*

Dados encontrados na literatura descrevem que aplicacbes de drug delivery em
medicina veterinaria estdo associadas a melhora de diversos fatores: cinética de entrega de
drogas e medicamentos, controle na qualidade da administragcdo, economia de recursos,
reducdo no manuseio e desconforto dos animais. Produtos veterinarios destinados a liberagdo
sustentada incluem antibioticos, antiparasitarios, hormonios, agentes antimicrobianos,
promotores de crescimento e esterdides controladores de fertilidade (ROTHEN-WEINHOLD
et al., 2000; RATHBONE, MARTINEZ, 2002).

1.3.3. Embolizacéo e quimioembolizagcdo com PVA em medicina veterinaria

Exemplos de estudos experimentais e procedimentos clinicos com agentes embolicos
compostos por PVA em medicina veterinaria incluem a anélise de viabilidade da embolizacéo
transarterial para reducdo do volume de hiperplasia prostatica benigna em cées, utilizando
particulas floculares de PVA como agente embolico. A embolizacdo apresentou resultados
satisfatorios (reducdo do volume da hiperplasia) sem graves complicacdes (JEON et al.,
2009). Particulas ndo esféricas de PVA também foram utilizadas no tratamento de epistaxe

* ANIMAL HEALTH INSTITUTE. Industry Statistics. Disponivel em: http://www.ahi.org/about-animal-
medicines/industry-statistics/. Acesso em 21/08/2011.
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canina. A obstrucdo do suprimento sanguineo nasal provocou trombose e diminuicdo da
pressdo no leito capilar que causa hemorragia, sem necessidade de intervencdo cirurgica
(WEISSE et al., 2004).

Consequéncias na fertilidade, recanalizagdo dos vasos sanguineos e exclusdo das
particulas ap6s embolizacdo uterina em ovelhas foram estudadas utilizando-se diferentes
agentes embolicos: particulas floculares de PVVA e microesferas de gelatina (Trisacryl Gelatin
Microspheres, TGMS). Observou-se que particulas ndo esféricas resultaram em maiores
reducdes na fertilidade, enquanto que microesferas de gelatina apresentaram melhor tolerancia
e exerceram menor influéncia sobre a fertilidade e crescimento dos fetos. Com relagdo a
recanalizacdo dos vasos sanguineos, particulas floculares de PVA formaram agregados e
obstruiram o cateter antes do local desejado, diferentemente do resultado observado para
particulas de gelatina com morfologia esférica controlada (LAURENT et al., 2008;
LAURENT et al., 2009).

Estudos sobre a distribuicdo arterial de agentes embdlicos apés embolizagcdo em
ovelhas foram realizados usando microesferas de duas composicdes: PVA e gelatina (TGMS),
ambas com diametro entre 500um e 700um. As caracteristicas apresentadas foram avaliadas
apo6s embolizacdo da artéria renal (LAURENT et al., 2006) e artéria uterina (LAURENT et
al., 2010). Em ambos o0s estudos, as particulas compostas por PVA bloquearam 0s vasos
sanguineos em pontos mais distantes (embolizacéo distal) e apresentaram maior deformacéo
morfologica, quando comparadas com as particulas a base de gelatina (LAURENT et al.,
2010).

Agentes embolicos compostos por PVA e carregados com o0 quimioterapico
doxorrubicina foram utilizados em estudos para tratamento de cancer hepatico (embolizacdo
da artéria hepatica) em suinos (LEWIS et al., 2006) e coelhos (LEE et al., 2010). Em ambos
0s casos, as particulas produziram embolizacdo das artérias hepaticas sem maiores
complicacBes. Os animais apresentaram tolerancia ao farmaco sem comprometimento dos
tecidos adjacentes ao figado. Porém os modelos apresentam algumas limitacdes: a auséncia de
tumor hepatico (LEWIS et al., 2006) impossibilita o conhecimento das caracteristicas
hipervasculares apresentadas pelo tumor ap6s embolizacdo e determinacdo precisa das
reacOes inflamatdrias apds interacdo das particulas com as células neoplasicas. Porém, o
estudo demonstrou que a doxorrubicina pode ser liberada pelos agentes embolicos e provocar
destruicdo do tecido (LEWIS et al., 2006). Em coelhos (LEE et al., 2010) foram implantadas
células neopléasicas para induzir a formacdo do cancer hepético. A concentracdo de
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doxorrubicina liberada apresentou variacdes com o tempo de permanéncia nos animais, sendo
que a morte das células neoplasicas foi observada apds 7 dias de realizacdo do procedimento,
atingindo 90% de necrose do tumor (LEE et al., 2010).

1.4. Particulas de poli(alcool vinilico) (PVA)

Poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero extremamente versatil utilizado em
fabricacéo de fibras, na industria téxtil e processamento de papel como adesivo, emulsificante
e dispersante (YU et al., 2003). Em procedimentos minimamente invasivos, sdo 0s materiais
biopoliméricos mais usados devido a importantes propriedades que apresentam: elevada
compressibilidade, elasticidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade (PEIXOTO et al.,
2006). Com relacao a morfologia, os agentes embolicos compostos por PVA sao divididos em
duas classes: particulas ndo esféricas (espumas floculares ou esponjas) e particulas esféricas.
Caracteristicas indesejaveis associadas a particulas floculares incluem imprecisdo no tamanho
e morfologia, podendo leva-las a aglutinacdo, oclusdo incompleta e obstrucdo de cateteres em
locais que antecedem o alvo desejado (LAURENT, 2007). Esses problemas podem ser
minimizados com a utilizacdo de particulas esféricas de tamanhos especificos. A figura 4
ilustra um procedimento de embolizacdo renal. Particulas com tamanho controlado e
morfologia especifica melhoram as condicbes de embolizacdo, pois o radiologista
intervencionista pode adaptar o didmetro dos cateteres ao tamanho das particulas a serem
introduzidas (PELAGE et al., 2002; RASULI et al., 2008).

Figura 4: O diagrama representa um procedimento de embolizacdo de artérias renais. (a) Particulas com
pequeno diametro provocam oclusdo de um vaso sanguineo proximo ao 6rgdo onde é necessaria a embolizacéo,
enquanto que (b) particulas com maior didmetro ocluem artérias distantes do local desejado, induzindo a
isquemia de uma grande regido (LOPES-BENITEZ et al., 2009).
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1.4.1. Polimerizagé@o em suspenséo de PVA/PVAc

Os métodos comuns empregados para obtencdo do PVA sdo a polimeriza¢do em solugéo,
emulsdo e suspensdo. A polimerizacdo em solucdo caracteriza-se pela utilizagdo de um
solvente, além do mondmero e do iniciador, com a funcédo de solubiliza-los para a formacao
de um sistema homogéneo. Sua grande vantagem é a homogeneizacdo da temperatura
reacional devido & facil agitacdo do sistema, evitando o superaquecimento. A polimerizacdo
em emulsdo tem como caracteristica a solubilidade do iniciador em agua, enquanto que o
mondémero tem solubilidade parcial, além de necessidade de varios aditivos: emulsificantes
(formacdo de micelas), coldides protetores, reguladores de tensdo superficial, reguladores de
polimerizacdo (modificadores) e ativadores (agentes de redu¢do). Os polimeros obtidos por
esta técnica possuem altos pesos moleculares, dificilmente purificados devido as
caracteristicas dos aditivos utilizados (MACHADO et al., 2007).

Para a producdo de polimeros com morfologia especifica e tamanhos controlados, a
polimerizacdo em suspensdo € o método mais empregado. Assim como a polimerizacdo em
emulsdo, trata-se de uma polimerizacdo heterogénea. Ha necessidade de um meio dispersante,
geralmente &gua, sendo que iniciador e monémero sdo insollveis nesse meio (iniciador é
solivel em uma fase orgénica). A dispersdo desses reagentes ocorre mediante combinacdo de
forte agitacdo, controle de temperatura e uso de estabilizantes (agentes de suspenséo). Dentre
as caracteristicas desse processo de polimerizacdo esta a formacdo de particulas com
morfologia esférica, sendo que a agitacdo do sistema intefere diretamente no tamanho das
particulas formadas (MACHADO et al., 2007). As vantagens desse processo incluem féacil
controle de temperatura e separacdo do produto, elevada taxa de polimerizagdo, baixos niveis
de impureza do produto final e formacdo de particulas com diametros entre 30um e 1200um
(LEE et al. 2005; MACHADO et al., 2007). Autores tém demonstrado que particulas de PVA
com morfologia esférica e distribuicdo regular de tamanhos podem ser obtidas usando esse
método (PINTO et al., 2006; LEE, LYOO, 2008).

O poli(alcool vinilico) ndo pode ser polimerizado diretamente devido a instabilidade de
seu mondmero e ao tautomerismo ceto-endlico. Um composto com uma ligagdo C=C e um
grupo OH ligado ao atomo de carbono denomina-se enol (o alcool vinilico € um exemplo). Na
tentativa do preparo de uma estrutura endlica, ha maior probabilidade de obtencdo de um
composto com grupo carbonila (C=0), denominado ceto-composto (o0 acetaldeido € um
exemplo) (MORRISON, BOYD, 1996). Embora ocorra equilibrio entre essas duas estruturas,

geralmente ha maior favorecimento para formacéo da ceto-estrutura. Assim, as tentativas de
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preparo do PVA a partir do alcool vinilico resultam rapidamente na formacao de uma mistura

constituida principalmente por acetaldeido, como exemplifica o esquema 2:

Esquema 2: Representacdo do tautomerismo ceto-endlico: equilibrio da reacdo desloca-se no sentido de
formacdo de um ceto-composto, cuja estrutura apresenta um hidrogénio ligado ao &omo de carbono,
diferentemente de uma estrutura enélica (MORRISON, BOYD, 1996).

Dessa forma, a sintese de PVA ocorre pela saponificacdo de poli(ésteres de vinila) tais
como poli(acetato de vinila) (PVAc) e poli(pivalato de vinila) (PVPI), sendo PVAc o
precursor mais comum do PVA (LEE et al., 2005). A reacéo de conversao do PVAc em PVA
€ uma importante reacdo de hidrélise polimérica, podendo ser completa ou parcial. A
formacdo do PVA pelo método de polimerizagdo em suspensdo ocorre em duas etapas:
polimerizacdo e saponificacdo. No primeiro processo ha formacdo do PVAc
([CH.CH],CH3COO) a partir do seu monémero, acetato de vinila, CH3COOCH=CH,. Para
geracdo de radicais livres e iniciacdo da reacdo polimérica usa-se o perdxido de benzoila
(C14H1004). O alcool polivinilico ([CH,CH],OH) é usado como agente de suspensdo
(composto insolivel em meio aquoso usado para prevenir a aglutinacdo de gotas de &gua
formadas na agitagdo com o mondmero). A escolha do solvente para 0 mondmero € feita
considerando-se a necessidade de que seja insoluvel em agua (meio reacional). Varios
compostos organicos podem ser usados, porém o terc-butanol (C4H100) é insollvel em agua e
miscivel no acetato de vinila (monémero) e no perdxido de benzoila (iniciador), sendo
perfeitamente indicado. Os esquemas 3 a 6 descrevem 0s mecanismos de reacdo para as

subdivisdes tipicas de formagdo do PVAC:

Esquema 3: A reacdo se inicia com a formagao de radicais livres a partir do peroxido de benzoila. Esse processo
ocorre quando a ligacdo entre os oxigénios é rompida, motivada pelo ganho de energia cinética das moléculas
devido ao aumento na temperatura reacional do sistema.
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Esquema 4: Na segunda etapa da polimerizacdo, cada radical livre interage com o monémero (acetato de vinila)
iniciando a propagacdo em cadeia para formacdo do PVAc.

Esquema 5: Apds os radicais livres se ligarem aos mondmeros, a polimerizacdo entre no estagio de propagacao
com a ligagdo seqiiencial das unidades monoméricas.

Esquema 6: A polimerizacdo é finalizada com a combinacédo e formacao do PVAc.

Na segunda etapa, PVA ([CH,CH],OH) é obtido ap6s a saponificacdo do PVAc,
condicionada pela adigdo de hidroxido de sddio (NaOH) a solugdo. Nessa etapa ha troca do
grupo acetato (CH3COO-) presente no PVAc pelo grupo hidroxila (OH-) existente na solucao
alcalina. O processo final é descrito pelos esquemas 7 e 8:

[CH,CH], CH,COO + NaOH — [CH,CH], OH +CH,COONa

Esquema 7: Reacdo de formacéo do PVA mediante adigdo de solucéo alcalina ao PVAc. O segundo produto da
reacdo € o acetato de sodio (CH3;COONa).

0
I

AU

o oh QH Y
-|-CH—CH2—|— + NaOH —— {GH—GHE} + HaC—C_
n n 0O—MNa

Esquema 8: Formulas estruturais dos reagentes e produtos envolvidos na formagéo do PVA.
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1.5. Caracterizacéao fisico-quimica

Nas proximas secOes sdo apresentados os fundamentos teoricos das técnicas usadas
para caracterizacdo das particulas de PVA. Priorizamos neste trabalho a analise das
propriedades estruturais mediante utilizacdo da técnica de difracdo de raios-X e caracteristicas

morfolGgicas obtidas a partir da técnica de microscopia eletrdnica de varredura.

1.5.1. Difracéo de raios-X

O conhecimento da estrutura molecular dos materiais possui extrema importancia para
suas aplicacGes. A difracdo de raios-X é uma importante ferramenta para investigacao
estrutural de materiais, assim como permite a realizacdo de andlises quimicas, medidas de
tamanhos de particulas, andlise quantitativa de fases e microdeformacdo, entre outras
aplicacdes (CULLITY, 1978).

Raios-X sd0 ondas eletromagnéticas com comprimentos de onda da ordem de 10’ m,
descobertos em 1895 pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad Rontgen (1845-1923). A figura 5
mostra 0s componentes de um sistema de producdo de raios-X (tubo de raios catédicos). O
aquecimento do filamento resulta na emissao de elétrons que sao acelerados pela diferenca de
potencial (fonte de alta tensdo) entre o catodo e o anodo. Ao serem acelerados, os elétrons
ganham energia e séo direcionados contra um alvo. O resultado das colisfes e da frenagem
resultante da brusca desaceleracdo é a energia transferida dos elétrons para os atomos do
elemento alvo, gerando a emissdo de um espectro continuo de radiacdo eletromagnética
(feixes de raios-X). Os feixes de raios-X sdo direcionados para a fenda colimadora antes de

incidirem na amostra (OKUNO et. al., 1982).

o o ' vilcuo vidro
\ rajos-X filamento de tungsténio /

. B )
a SF T— V.2 &

para transformador

dgua refrigerada

75 3 7Z 4% 4

o7 w3y L~ Z
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Figura 5: Esquema do tubo de raios catodicos e ilustracdo da producéo de radiacdo (CULLITY, 1978).
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A técnica de difracdo de raios-X teve inicio com o fisico alemdo Max Theodor Felix
von Laue (1879-1960) e seus trabalhos com cristais, o que lhe rendeu o premio Nobel de
Fisica em 1914. Von Laue havia sugerido que 0s raios-X tivessem as mesmas propriedades de
ondas como a luz, mas com comprimentos de onda muito curtos. Outra hipbtese era que 0s
atomos formassem um arranjo regular e simeétrico nos cristais, posteriormente definido como
a cela unitaria de um material, ilustrada para o cloreto de sodio (NaCl) na figura 6. Se ambas

essas idéeias fossem verdadeiras, o cristal poderia difratar feixes de raios-X (CULLITY, 1978).
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Figura 6: Exemplo de cela unitaria para o cloreto de sédio (CULLITY, 1978).

Os raios-X sdo difratados pelo material porque os elétrons de seus atomos absorvem a
radiacdo e servem como fontes secundarias, reemitindo-a em todas as dire¢fes. As ondas
eletromagnéticas reemitidas reforcam-se mutuamente em algumas direcdes e se cancelam em

outras, dependendo da forma como os atomos estdo arranjados no material (figura 7a).

Figura 7: (a) lustracdo do fendmeno de difragdo. Os raios-X séo difratados ap0s interacdo com os elétrons do
material, resultando na emissdo de ondas eletromagnéticas em fase e defasadas, (b) Esquema para deducdo da
Lei de Bragg.

O fendmeno descoberto por von Laue interessou dois fisicos ingleses: William Henry
Bragg (1862-1942) e seu filho, William Lawrence Bragg (1890-1971). Em 1913, mostraram
que a difracdo de raios-X ocorre como se feixes de radiacdo fossem refletidos pelas camadas

atdbmicas de um cristal, assim como a luz é refletida por um espelho plano, trabalho que Ihes
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rendeu o premio Nobel de Fisica em 1915. Demonstraram que existe uma relacdo simples
entre as distancias interplanares, o comprimento de onda da radiacdo e o angulo de difragéo,

conhecida como equacéo ou lei de Bragg:

nA = 2dsené& (1)

onde n é um numero inteiro positivo (geralmente 1), A € o comprimento de onda dos raios-X,
d é a disténcia entre camadas adjacentes de atomos e @ € o angulo entre o raio incidente e 0s
planos refletidos (figura 7b). A equacdo de Bragg diz que, para qualquer distancia d, a
difracdo pode ocorrer em diversos angulos correspondendo a diferentes valores de n. Para
realizacdo das medidas, movimenta-se a amostra em angulo 6, enquanto o detector gira de um

angulo 26, como descreve a figura 8b:

Figura 8: (a) Detalhe do sistema de obtencdo de dados: tubo de raios catodicos (fonte de raios-X), porta amostra
e detector de radiacédo, (b) CondicBes experimentais: a amostra gira de um angulo 6 enquanto o detector € girado
em angulo 20 (CULLITY, 1978).

Quando a condicéo de Bragg ¢ satisfeita (ondas difratadas em fase) ha o registro de
um sinal no detector. O difratograma de raios-X (expressa a intensidade de radiacdo detectada
em funcdo do angulo 20) é reflexo da forma como os atomos estdo organizados (figura 9).
Quanto mais estreitos forem os picos de difragdo (chamados “picos de difracdo de Bragg”),
mais organizado estara o material (estrutura cristalina). Da mesma forma, quanto mais largos
forem os picos de difracdo, menos organizados estardo os &tomos do material, caracterizando
uma estrutura amorfa. As intensidades de radiacdo detectadas estdo relacionadas com a
posicdo dos atomos na cela unitaria, enquanto que os valores para os angulos 26 sdo

caracteristicos de cada material, pois possuem diferentes arranjos atdbmicos.
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Figura 9: Diferentes padrdes de difracdo de raios-X. Para um material cristalino, seus atomos estdo ordenados e
ha periodicidade de sua cela unitaria. Assim, seu padrdo de difracdo apresentard picos estreitos e intensos.
Diferentemente, nos sélidos amorfos suas estruturas moleculares estdo menos organizadas, resultando em picos
de difracéo alargados (CULLITY, 1978).

1.7.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Diversas propriedades dos materiais estdo associadas com suas caracteristicas
morfoldgicas, superficiais e suas dimensdes. Em procedimentos de embolizag¢do, a morfologia
dos agentes embdlicos possui grande importancia para suas aplicacfes. Particulas esféricas de
PVA com tamanhos controlados permitem a adaptacdo do didmetro dos cateteres e vasos
sanguineos ao tamanho das particulas introduzidas. Isso possibilita a reducdo do risco de
agregacao das particulas e oclusdo dos cateteres antes do local desejado. Uma das técnicas
utilizadas para analise morfoldgica é a microscopia eletronica de varredura (MEV). A técnica
permite obter imagens superficiais de alta ampliacdo (até 300 000 vezes), identificar
elementos presentes no material e determinar localizacBes precisas de suas estruturas.

A figura 10 mostra os elementos que constituem um microscépio eletrénico de
varredura. A obtencdo das imagens € realizada mediante a emissdo de feixes de elétrons por
um filamento de tungsténio devido a aplicacdo de alta tensdo elétrica, sendo que a fonte
emissora necessita de alto vacuo (etapa 1). A correcdo do percurso dos feixes de elétrons é

realizada por lentes condensadoras que os alinham em direcdo a abertura da lente objetiva
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(etapa 2). Ainda neste trecho, existem dois conjuntos de bobinas eletromagnéticas
responsaveis pela varredura do feixe sobre a amostra (etapa 3). A lente objetiva ajusta o foco
dos feixes de elétrons, chamados de elétrons primarios, antes de atingirem a amostra
analisada. Quando os elétrons primarios incidem na amostra, ha interacdo com os atomos do
material, resultando na emissdo de elétrons secundarios (sinal de interesse, pois séo
responsaveis pela resolucdo da imagem e idéia de profundidade da amostra), elétrons
retroespalhados e radiacdo (raios-X), entre outras particulas (etapa 4). Dependendo da
natureza da amostra, a profundidade da regido de incidéncia dos elétrons pode chegar a 6um,

conhecida por volume de interagéo.

Figura 10: Detalhe dos elementos que constituem o microscopio eletrdnico de varredura. Basicamente, é
composto de uma coluna éptico-eletronica (canhdo de elétrons e sistema de reducdo do diametro do feixe
eletrdnico), unidade de varredura, cAmara da amostra, sistemas de detectores e visualizacdo da imagem (SKOOG
et al., 2002).
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Para obtencdo da imagem, a informacéo (sinal elétrico) consiste na correspondéncia
entre os pontos de varredura no plano da amostra e as intensidades de elétrons secundarios ou
retroespalhados, perceptiveis aos detectores localizados na cadmara de vacuo. Quando todo o
plano da amostra é analisado, a tela do display (sincronizada com as bobinas de varredura e
feixes de elétrons) é analisada simultaneamente utilizando as intensidades dos detectores para
cada ponto (etapa 5). As imagens obtidas possuem carater virtual, resultado da
transcodificagdo de energia dos elétrons secundarios ou retroespalhados detectados (SKOOG
et al., 2002). Além disso, a analise da radiacdo emitida pelos atomos apos excitacdo de seus
elétrons permite a identificacdo dos elementos que compdem o material. Para isso, utiliza-se
um detector que capta o espectro de radiacdo emitida, caracteristica de cada elemento quimico

(técnica é chamada de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X).

1.8. Analise fractal e entropia de Shannon

Nas proximas secdes sdo apresentados os fundamentos da analise fractal e entropia de
Shannon, que s8o métodos para andlise de imagens com aplicacdes em diversas areas do
conhecimento. Sdo exemplificados trabalhos realizados em medicina e aplicacbes dos

conceitos no estudo de sistemas bioldgicos.

1.8.1. Anélise fractal

A analise fractal fundamenta-se nos conceitos de geometria fractal, teoria
desenvolvida na década de 1970 pelo matematico polonés Benoit Mandelbrot (1924-2010)
com base nos trabalhos de Poincaré, Cantor e Sierpinski, entre outros (CROSS, 1997).% Os
esforcos de Mandelbrot resultaram no livro intitulado “A geometria fractal da Natureza’.® Sua
teoria surgiu como alternativa para solucdo de impossibilidades apresentadas pela geometria
euclidiana classica na descri¢do de formas complexas, irregulares e descontinuas observadas
na natureza. A aparéncia ndo uniforme de uma nuvem, a irregularidade no formato de uma
couve-flor ou a complexidade dos contornos de uma estrela do mar sao alguns exemplos. As
idéias propostas por Mendelbrot permitiram a abordagem quantitativa e precisa desses
contornos, considerados imensuraveis segundo os conceitos formulados pela geometria
euclidiana (HEYMANS et al., 2000).

® Jules Henri Poincaré (1854-1912); George Ferdinand Ludwig Philipp Cantor (1845-1918) e Waclaw Sierpinski
(1882-1969).
® MANDELBROT, B. B. The Fractal Geometry of Nature. New York: W. H. Freeman, 1982.
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A geometria fractal fundamenta-se em dois pilares: auto-similaridade e
dimensionalidade. O conceito de auto-similaridade é baseado na propriedade que objetos
fractais possuem de repetirem detalhes estruturais mesmo apds mudancgas na escala de
observagdo. Assim, a fractalidade pode ser exemplificada pela semelhanca apresentada por
objetos e contornos geomeétricos quando estes sdo ampliados em diferentes escalas de
magnitude: uma estrutura observada sob diferentes aumentos apresenta 0 mesmo padréo
geométrico (BAISH, JAIN, 2000). A curva de Koch, idealizada pelo matematico sueco Niels
Helge von Koch (1870-1924) consiste de uma imagem fractal ideal e ilustra o conceito de
auto-similaridade. A imagem ¢é obtida dividindo-se um segmento de reta em trés partes iguais,
sendo que um desses segmentos é substituido por outros dois segmentos idénticos que
formam um angulo de 60° entre si. Esse processo se repete até a formacdo da imagem (figura
11a). Em seu trabalho, Mandelbrot destacou que objetos auto-similares sdo muito comuns na
natureza (diferentemente dos fractais ideais obtidos teoricamente, objetos/contornos
observados na natureza s&o chamados de “fractais naturais’) sendo que a caracterizagao
morfologica precisa desses objetos possui grande importancia em areas como a microscopia e
histopatologia (LANDINI, 2011).
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Figura 11: llustracdo do conceito de auto-similaridade. As imagens fractais descritas sdo obtidas pela repeticdo
de elementos que apresentam a mesma estrutura. (a) Curva de Koch (HEYMANS et al., 2000); (b) Triangulo de
Sierpinski. Descrito pelo matematico polonés Waclaw Sierpinski (1882-1969) consiste na formacdo de uma
figura composta pela repeti¢éo de varios triangulos equiléteros.

Com relagdo a dimensionalidade, a geometria fractal descreve uma abordagem
complementar aos conceitos estabelecidos pela geometria euclidiana, que apresenta defini¢fes
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precisas: dimensdo O refere-se a um ponto geométrico, segmento de reta (linha) apresenta
dimensdo 1, um plano (superficie) ou espaco (volume) possuem dimensGes 2 e 3,
respectivamente. Diferentemente, a geometria fractal permite que sejam definidas dimens6es
fractais que variam conforme a irregularidade da imagem/objeto analisado. Enquanto uma
curva ou segmento de reta tortuoso apresentam dimensdo 1, tais formas possuem dimensdes
fractais entre 1 e 2. Isso € explicado devido a tais contornos geométricos apresentarem maior
tendéncia de cobrir uma superficie (dimensdo 2) quando comparado a um segmento de reta
(dimensdo 1). A dimenséo fractal possibilita que sejam quantificadas caracteristicas abstratas
como irregularidade e complexidade, podendo ser considerada uma propriedade do sistema
analisado (HEYMANS et al., 2000; DINICOLA et al., 2011). A figura 12 exemplifica a
dimensionalidade de segmentos de reta mediante analise pela geometria euclidiana (dimenséo

topoldgica) e fractal (dimensao fractal).

Dimensao Dimensao

Topologica Fractal
D=1 D=1
D=1 D=1.2
D=1 D=1.4

Figura 12: Dimenséo fractal para diferentes tipos de curvas, indicando a diferenca entre os valores obtidos para
a analise topoldgica (geometria euclidiana) e fractal (HEYMANS et al., 2000).

1.8.1.1. Célculo de dimensé&o fractal pelo método de box-couting

O método box-couting consiste de um procedimento para célculo da dimenséao fractal de
estruturas geométricas e destaca-se devido a sua simplicidade. Seu principio baseia-se nas
relacbes de dimensionalidade descritas pela geometria fractal. Consiste no contorno de

objetos (figura 13) ou imagens (figura 14) com cubos/quadrados de comprimentos L.:
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Figura 13: Exemplo do procedimento realizado pelo método box-counting. (a) Trata-se de um objeto
preenchido com cubos de lado L. (b) A dimensdo fractal é obtida mediante relacdo entre a dimensdo L e o
ntmero de cubos N(L) necessarios para cobrir o objeto (KEDZIA et al., 2002).

Figura 14: Na figura sdo mostradas quatro imagens preenchidas com quadrados de diferentes tamanhos.
Observe que o nimero N(L) de caixas necessarias para cobrir a imagem € inversamente proporcional a dimensao
(L) do quadrado (LANDINI, 2011).
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Sendo N(L) o ndmero de quadrados necessarios para cobrir determinada forma
geométrica, a quantidade de quadrados necessarios para cobrir toda sua extensao aumentara
guanto menores forem as dimensfes dos quadrados. Para um segmento de reta, tem-se uma
relacdo de proporcionalidade N(L) o« 1/L. Para uma superficie (plano) a relacéo
correspondente sera N(L) o« 1/L® enquanto que uma forma espacial (volume) apresentara
relacdo descrita por N(L) o< 1/L*, sendo que N(L) é a quantidade de cubos possuindo lados L
necessarios para cobrir a forma geometrica. Nas relaces citadas, o expoente considera a
dimensdo topoldgica das formas geométricas. Para formas irregulares (figura 15a) tais
dimensdes devem ser substituidas pelas dimensdes fractais (Dg), sendo k uma constante de
proporcionalidade:

N(L) =5 @)

Aplicando logaritmo na expressao (2) e considerando as propriedades algébricas:
k
logN (L) =log (Fj =log(k) — D log(L) (3)

Desconsiderando o primeiro termo a direita da igualdade na expresséo (3):
logN (L) =—D; log(L) (4)
A equacdo (4) consiste de uma equagéo de reta com coeficiente angular Dg. Assim, a
dimensdo fractal é obtida mediante construgdo de um gréfico log-log: logN(L) versus log(L).
O coeficiente angular da reta obtida sera numericamente igual a dimenséo fractal do objeto ou

imagem analisada (figura 15b).

Figura 15: (a) Exemplo de contorno irregular ajustado pelo método de box-counting. Quanto menor for o
tamanho dos quadrados, maior sera 0 numero N(L) de quadrados necessarios para cobrir a imagem (BAISH,
JAIN, 2000). (b) Grafico log-log para obtencédo da dimenséo fractal.
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1.8.2. AplicacBes em medicina e sistemas bioldgicos

A geometria euclidiana apresenta deficiéncias na descricdo de estruturas complexas e
irregulares, sendo invidvel sua aplicacdo no estudo de sistemas biolégicos (CROSS, 1997).
Assim, a geometria fractal pode ser considerada uma ferramenta atrativa na tentativa de
resolucdo de problemas que envolvem a complexidade estrutural e irregularidade desses
sistemas (DINICOLA et al., 2011). A capacidade de quantificar informagdes que
anteriormente poderiam ser descritas apenas qualitativamente e/ou subjetivamente permite
que possiveis aplicacbes sejam realizadas, como acompanhamento de envelhecimento celular,
monitoramento dos efeitos toxicoldgicos celulares, irregularidades globais e locais de tecidos
neoplasicos. Além disso, a compreensdo quantitativa e utilizacdo da andlise estatistica pode
auxiliar na padronizacao de diagndsticos e melhorias no direcionamento do tratamento de
doencas (LANDINI, 2011).

Dentre as caracteristicas presentes em sistemas bioldgicos esté a relagdo entre morfologia
e as fungdes desempenhadas pelas células. Além disso, tamanho e arquitetura celular s&o
fatores importantes no diagnostico e tratamento de doencas (LANDINI, 2011). A morfologia
celular consiste da configuracao espacial adquirida pela célula e representa uma manifestacéo
visual de equilibrio entre forcas mecénicas que transmitem informacgdes regulatorias para o
microambiente celular (DINICOLA et al., 2011). Baseado no conceito de dimensionalidade, a
ocupacdo espacial devido & morfologia irregular apresentada por objetos fractais (tendo como
exemplo as células e tecidos presentes em sistemas bioldgicos) pode maximizar sua area
superficial por unidade de volume. Para uma célula ou tecido, isso pode facilitar a difusdo,
secre¢éo e/ou absor¢édo de nutrientes (LANDINI, 2011).

As aplicacBes da andlise fractal incluem estudos em oftalmologia, biologia molecular,
analise de tecidos neoplasicos, neuropatologia, modelagem biolégica e acompanhamento de
regeneracdo Ossea (CROSS, 1997; HEYMANS et al., 2000; ROCHA et al., 2008).
Considerado um sistema caético’ e complexo,® com baixo nivel de organizagdo celular,
crescimento tecidual desordenado e mal regulado, o estudo do cancer configura-se entre essas

aplicacBes (DINICOLA et al., 2011). Tumores sdo estruturas compostas por células com

’ Sistemas cadticos sdo caracterizados por apresentarem dinamicas ndo-lineares, causados por eventos que n&o
sdo totalmente randémicos. apresentam uma “ordem oculta em uma aparente desordem”. Os comportamentos
apresentados por esses sistemas sdo governados por simples regras de interacdo, extremamente sensiveis as
condicOes iniciais. Essa sensibilidade pode produzir resultados inesperados e imprevisiveis (COFFEY, 1998).

& A complexidade atribuida & organismos e sistemas biol6gicos esta associada com formas, funcdes, seqiiéncias
de codigos e interagdes que possibilitam caracterizar a dindmica de processos que envolvem esses organismos
(ADAMI, 2002; BIZZARRI et al., 2011).
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grande variedade de fendtipos. Diferentemente, tecidos normais sdo formados por células que
apresentam estruturas genéticas altamente ordenadas (figura 16). As mudancas observadas em
tecidos neopléasicos estdo relacionadas com alteracBes e reducdo nas interacbes entre as
células. Essa dindmica ndo-linear e a heterogeneidade celular sdo as principais fontes de

resisténcia aos agentes quimioterapicos, medicamentos e tratamentos (COFFEY, 1998).
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Figura 16: A diferenca entre o alto ordenamento dos fenotipos para tecidos normais e a heterogeneidade
apresentada nas ceélulas neoplésicas deve-se a instabilidade genética. Essa diversidade e baixo nivel de
organizacdo celular observada no cancer é uma caracteristica de sistemas caoticos (COFFEY, 1998).

Baseando-se na irregularidade de crescimento dos tumores, a dimensdo fractal permite
que sejam quantificadas caracteristicas morfologicas usadas pelos patologistas na descricédo de
tecidos neoplasicos, como irregulares tipicas de crescimento tumoral e seus padrdes
aparentemente aleatorios de ordenamento vascular. A associacao da analise fractal com outras
formas de diagnéstico assume grande importancia, pois tratamentos ndo cirdrgicos
(minimamente invasivos) envolvem diretamente a configuracdo vascular para transporte de
agentes quimioterapicos e medicamentos até a regido afetada. Altas irregularidades resultam
em aumento na resisténcia ao fluxo sanguineo quando comparados com sistemas vasculares
mais ordenados (BAISH, JAIN, 2000).

Exemplos de aplicacdo da analise fractal no diagnostico de céancer sdo estudos que
relacionam os aspectos observados em analises histopatolégicas com a dimensdo fractal de
tecidos neoplasicos para diversos tipos de neoplasias: carcinoma de bexiga (LUZI et al.,
1999), carcinoma gastrico (VASILESCU et al., 2004), carcinoma de mama (LOSA,
CASTELLI, 2005; TAMBASCO et al., 2010; LI et al., 2007), carcinoma de boca
(MARGARITESCU et al., 2010; GOUTZANIS et al., 2008), neoplasia de prdstata
(TAVERNA et al., 2009; TAMBASCO et al., 2009), neoplasia de figado (UPPAL et al.,
2010) e tumores cerebrais (LEVA et al., 2008; LEVA et al., 2010).

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Capitulo I: Fundamentacéo Tedrica 44
Sintese e caracterizagdo de particulas de poli(&lcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuico da anélise fractal e entropia de Shannon.

1.8.3. Entropia de Shannon

O conceito formulado na década de 1940 pelo matematico americano Claude Elwood
Shannon (1916-2001) parte da definicdo de entropia (grau e/ou tendéncia de desorganizacao
da matéria), estabelecida na Termodinamica e Mecénica Estatistica, para desenvolvimento de
um modelo aplicado a Teoria da Informacdo: entropia como medida da “quantidade de
informacdo e aleatoriedade de um sistema”. Baseado na probabilidade estatistica para
ocorréncia de diferentes estados discretos do sistema, a entropia de Shannon (também
chamada de entropia da informacdo) permite a quantificacdo da “incerteza e aleatoriedade’
para ocorréncia desses estados. A figura 17 exemplifica esse conceito ilustrando padrdes
hipotéticos de expressdo génica: os valores para entropia de Shannon foram proporcionais a

variacdo apresentada nos niveis de expressdo génica (FUHRMAN et al., 2000).
Gene 1 Gene 2 Gene 3 Gene 4

%3 %3 3 T 4
gzb/f%zm\-‘-.-l é; W.éz
g1 1 I 8 1 |
§0 .%" go ‘go 1
12345678 | 12345678 12345678 | 12345678
Time Time | Time i Time
H = 1.56 H=1.0 H=1.0 H=0

Figura 17: Para cada um dos genes hipotéticos, os valores para entropia de Shannon do sistema estdo
relacionados com a variacdo temporal para expressao génica (FUHRMAN et al., 2000).

A informacdo presente em um sistema consiste de uma forma estatistica de correlagéo.
Para que uma informac&o tenha sentido, faz-se necessario a compreenséo do sistema que esta
sendo analisado (ADAMI, 2002). Na analise de imagens, a obtencdo de um histograma para
intensidade de luminosidade dos pixels (apds converséo da imagem em formato binario) pode
ser interpretado como um conjunto de probabilidades de ocorréncia de pixels com tonalidades
escuras (que sdo os diferentes estados discretos do sistema). Assumindo que p; corresponde a
probabilidade de pixels da imagem assumirem intensidades i (i=1,..,n) esses valores estéo
relacionados com a quantidade de informacdo presente na imagem, obtida pelo calculo da

entropia de Shannon:

H=- Z p; log, (p;) (5)
i=1,p;>0
N
sendo que P = N (6)
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Nas expressdes (5) e (6), H representa a entropia de Shannon da imagem; p; representa
a probabilidade de ocorréncia de pixels com tonalidade escura na imagem; n; € o nimero total
de pixels com tonalidade escura; N é a quantidade total de pixels da imagem e b representa a
base logaritmica usada nos célculos. A escolha da base logaritmica corresponde a unidade de
medida de informacdo: base 2 implica que a informac&o obtida serd dada em digitos binarios
(bits) enquanto que os resultados obtidos usando-se a base 10 resultam em digitos decimais

(SHANNON, 1948). A relacdo entre essas bases logaritmicas é dada por:

l0g, (p,) = % ~log,0)log,,(p) =3.32l0g,(p) ()

Como pode ser observado na expressdo (5), a entropia de Shannon consiste de uma
funcdo de densidade que representa a distribuicdo dos valores assumidos pelas intensidades
dos pixels presentes na imagem: menores quantidades de pixels resultam em maiores valores

para entropia de Shannon, indicando o nivel de “desorganizacdo” do sistema analisado.

OBJETIVOS

Os objetivos gerais e especificos do trabalho sédo:

Objetivo geral

Estabelecer uma metodologia para sintese de microesferas de PVA/PVAc mediante
reacdo de polimerizacdo em suspensdo seguida por uma etapa de saponificagdo, com
tamanhos de particulas entre 30pm e 1200pm.

Objetivos especificos

1) Estudar a influéncia da concentracdo de solucdo alcalina utilizada no processo de
saponificacdo na morfologia e cristalinidade das particulas obtidas;

2) Realizar a caracterizacdo morfologica e estrutural pelas técnicas de microscopia eletronica
de varredura e difracdo de raios-X, respectivamente;

3) Estudar os aspectos histopatoldgicos referentes a reacdo tecidual ao implante das particulas
no tecido celular subcuténeo de ratos;

4) Analisar dimensdo fractal e entropia de Shannon dos tecidos celulares subcutaneos
submetidos ao implante, assim como para as particulas sintetizadas antes de serem
implantadas nos ratos. Ainda, relacionar tais informag0es com os resultados obtidos no estudo
histopatoldgico.
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CAPITULO Il — MATERIAIS E METODOS

O capitulo é dividido em duas partes: primeiramente sdo apresentados 0os materiais
utilizados e a descricdo dos procedimentos experimentais para sintese das microesferas de
PVA/PVACc. Na segunda parte sdo descritos os procedimentos para a caracterizacao fisico-
quimica, estudo histopatolégico, analise de dimensdo fractal e entropia de Shannon das

particulas e tecidos celulares subcutaneos.

2.1. Materiais

Foram utilizados os seguintes reagentes quimicos para a sintese das microesferas:
agente de suspensdo (&lcool polivinilico, PVA, peso molecular 78000 Da, grau de hidrolise
85%) e iniciador da reacdo de polimerizacdo (peroxido de benzoila, dosagem minima de
65%, pureza superior a 99%) fornecidos por Vetec Quimica Fina (Duque de Caxias, Brasil).
Mondmero polimérico (acetato de vinila, VAc, pureza superior a 99%) e o solvente do
monbémero (terc-butanol, pureza superior a 99%) adquiridos da MERCK (Darmstadt,
Alemanha). Agente de troca do grupo funcional (hidroxido de sédio, NaOH, 50% em &gua) e
0 agente de dispersdo das particulas (sulfato de potassio, K,SOy, pureza superior a 99%)
fornecidos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Agua com qualidade Mili-Q
(purificacdo com resistividade elétrica de 18.2 MQcm, Maxima USF ELGA, High Wycombe,
Reino Unido) utilizado como meio racional. Todos os reagentes citados foram utilizados sem

purificacdo prévia.
2.1.1. Sintese das microesferas de PVA

As microesferas de PVA/PVAc foram sintetizadas mediante modificacdo de
procedimentos experimentais descritos na literatura (LYOO, LEE, 2002; PINTO et al., 2006;
PEIXOTO et al., 2006). A sintese ocorre em duas etapas: polimerizagdo em suspensdo do
monbémero acetato de vinila (VAc) formando o polimero precursor poli(acetato de vinila)
(PVAC). Posteriormente, saponificacdo do PVAc e formacdo do PVA. O processo de sintese é
descrito pelo esquema 9. O aparato experimental consiste de um reator conectado a um
condensador, sob fluxo de gas nitrogénio com temperatura e agitagcdo controladas, como
ilustra a figura 18.
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A polimerizacdo em suspensao do PVAc inicia-se com a dissolucédo de 0,079 de PVA
em 100 mL de agua destilada, sob agitacdo controlada (700 rpm) e temperatura ambiente.
Apos a dissolugdo parcial do PVA, séo adicionados 25 mL de VAc, 25 mL de terc-butanol e 1
g de perdxido de benzoila, estando o sistema sob agitagdo constante e temperatura de 60°C. O
sistema permanece nessas condi¢des durante quatro horas, tempo necessario para que ocorra a

polimerizacdo em cadeia do PVAC.

Figura 18: (a) Esquema basico do reator utilizado nas sinteses das microesferas de PVA; (b) e (c) Aparato
experimental e detalhe do reator utilizado nas sinteses.’

Apos a etapa de polimerizacao, inicia-se a saponificacdo (hidrolise completa ou parcial
do PVAc em PVA) com a temperatura do sistema entre 30°C e 35°C. Adiciona-se 10 mL de
solucédo K,SO4 ao sistema (1g de K;SO4em 10 mL de H,0). A saponificacdo ocorre mediante
adicéo lenta (gotejamento) de 100 mL de solucdo de NaOH, com diferentes concentragdes. A
tabela 1 resume os parametros para as sinteses que resultaram em microesferas com

morfologia e tamanho desejado:

Tabela 1: Parametros utilizados nas etapas de polimerizagdo e saponificagdo das microesferas de PVA/PVAC.

Amostra Velocidade de agitacéo (rpm) Concentracédo da solucdo de NaOH (mol/L)
1 700 4
2 700 8
3 700 12
4 700 16
5 700 20
6 700 25

As particulas de PVA/PVAc foram lavadas varias vezes com &gua destilada para

retirar 0 excesso de solucdo alcalina (pH da solucdo aproximadamente neutro) e congeladas

% Imagens do aparato experimental utilizado para sintese das microesferas de PVA/PVAc: LACET (Laboratory
for Clean Energy Technology). UNESP — Campus de S&o José do Rio Preto, 2011.
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para posteriormente serem submetidas a liofilizacdo (temperatura de -40°C por 24 horas). A
sintese é concluida com a separacao das particulas em varios tamanhos, mediante passagem

em diversas peneiras.

0,07g PVA em 100 mL de H,O

Agitagéo: 700 rpm

>
>

Temperatura ambiente

Y
25 mL de VAc, 25 mL de terc-butanol

1 g de perdxido de benzoila

Temperatura: 60°C

>
>

Tempo: 4 horas < Particulas de PVAc

Resfriamento do sistema (30-35°C)

l

10 mL solucdo K,SO4

l

100 mL solugdo NaOH
(diferentes concentrages)

l<— Microesferas de PVA/PVACc

Lavagem com H,O destilada e congelamento

Y
Liofilizacdo (-40°C por 24 horas)

l

Peneiramento (separacao por tamanhos)

Esquema 9: Descri¢do dos procedimentos para sintese das microesferas de PVA/PVAC.

2.2. Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo fisico-quimica das particulas foi realizada usando as técnicas de difracédo
de raios-X e microscopia eletronica de varredura. Tambeém foram analisadas duas particulas
disponiveis comercialmente: Contour PVA Embolization Particles (Boston Scientific, Natick,
USA) e PVA Foam Embolization Particles (Cook Medical, Bloomington, USA).
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2.2.1. Caracterizagao estrutural por difracéo de raios-X

As analises de difracdo de raios-X foram realizadas em um aparelho Rigaku Rotaflex
RU200B (Tokyo, Japdo) equipado com uma placa plana de geometria Bragg-Brentano,
monocromador de grafite e operando com radiacdo Cu-Ko (A = 1,5418 A), voltagem de 50 kV
e corrente elétrica 100 mA. A radiacéo refletidafoi coletada em intervalo 26 = 5-80°, com um

passo de 0,02° (taxa de 10s/passo).

2.2.2. Caracterizacdo morfologica por microscopia eletronica de varredura

As analises de microscopia eletrénica de varredura foram feitas em um microscopio
Philips XL30 FEG (Amsterdd, Holanda) operando com feixe regulavel de elétrons para
voltagens entre 5 kV e 25 kV.

2.3. Analise histopatologica

Os experimentos foram realizados por um médico veterindrio na faculdade de
medicina veterinaria de Aracatuba (UNESP — Campus de Aracatuba) apds aprovacédo pelo
comité de ética local (anexo B). QOito ratos (n = 8) adultos da linhagem Wistar, com massa
corporal entre 300g e 350g, foram incluidos no estudo e submetidos ao implante subcutéaneo
de trés tipos de particulas: grupo 1 e grupo 2, particulas sintetizadas usando solu¢do 4 mol/L e
25 mol/L de NaOH durante a saponificacdo, respectivamente. Ambas as particulas, em
auséncia de solucdo, possuem diametro entre 350um e 500um. O grupo 3 é composto por
particulas disponiveis comercialmente (PVA Foam Embolization Particles, Cook Medical,
Bloomington, USA) com didmetro entre 300um e 500um. Os animais foram anestesiados
mediante injecdo intramuscular, sendo que todas as particulas foram implantadas com os ratos
posicionados em decubito ventral. Cada animal recebeu os 3 grupos de particulas no tecido
celular subcutaneo, como ilustra a figura 19. Aos 7 dias apds implante, 2 animais sofreram
eutanasia humanitaria mediante aplicacdo excessiva de anestésico e 3 animais foram
submetidos ao mesmo procedimento apds 15 e 30 dias do implante das particulas.

O processamento dos tecidos foi realizado por um patologista da mesma instituicao.
Os retalhos cutaneos foram fixados em formaldeido, 10% tamponado, por 48 horas, seguindo-
se pela desidratacdo em alcodis, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Cortes de
tecido com tamanho entre 4um e 5um foram submetidos a coloracdo de hematoxilina-eosina

(HE) e examinados por microscopia Otica para avaliacdo da reacdo inflamatéria e

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Capitulo II: Materiais e Métodos 50
Sintese e caracterizagéo de particulas de poli(alcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuigo da anlise fractal e entropia de Shannon.

caracteristicas morfologicas. Os critérios para analise microscépica foram escolhidos

conforme grupos de particulas e tempo de permanéncia nos animais.

- - -
T = - in ool i

Figura 19: (a) Detalhe do tecido celular subcutaneo submetido ao implante das particulas e (b) Localizagdo dos
grupos de particulas implantadas (procedimento foi padronizado para todos os animais).

2.4. Dimensao fractal e entropia de Shannon

As andlises de dimensdo fractal e entropia de Shannon foram realizadas na tentativa de
relacionar trés fatores: reacdo inflamatoria induzida pelo implante das particulas, dimenséo
fractal/entropia de Shannon das particulas antes do implante e dimenséo fractal/entropia de
Shannon dos tecidos celulares subcutaneos apos diferentes periodos de permanéncia das
particulas nos ratos. Assim, foram analisadas imagens provenientes de dois conjuntos de
dados: microscopia eletrénica de varredura para as particulas sintetizadas (saponificacdo com
4 mol/L e 25 mol/L de solucdo alcalina) e resultados de microscopia 6tica para os tecidos
celulares subcutaneos. Também foram obtidas imagens do tecido celular subcutaneo para um
animal controle (mesma idade e massa corporal dos animais que receberam as particulas).

As anadlises de dimensdo fractal foram realizadas pelo método box-counting no
software ImageJ, versdo 1.45k (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Para
obtencdo do histograma de luminosidade, as imagens foram binarizadas com tons de cinza
variando entre 0 (preto) e 255 (branco). O contorno das imagens (outline) foi feito para as
regides escuras, cobertas com caixas quadradas de dimensdes entre 2 e 64 pixels (2, 3, 4, 6, 8,
12, 16, 32 e 64 pixels). O célculo da entropia de Shannon foi realizado conforme definic&o
descrita na secdo 1.8.3., usando a base logaritmica 2, sendo que os resultados obtidos

consistem da probabilidade de ocorréncia de pontos pretos na imagem analisada, associados
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as particulas de PVA (resultados de MEV) e tecidos celulares subcutaneos (microscopia otica
das laminas histologicas).

Todos os resultados foram analisados estatisticamente no software StatsDirect
Statistical Software, versdo 2.7.2 (StatsDirect Ltd, Altrinchan, UK). Os dados foram
analisados mediante analise estatistica descritiva para obtencdo dos valores minimos e
maximos, medianas, quartil inferior e superior (resultados descritos nos graficos box-plot).
Além disso, a comparagdo estatistica foi realizada por dois testes: Tukey-Kramer e Dunnett. A
analise estatistica pelo teste de Tukey-Krammer aplica-se no estudo de grupos/tratamentos que
apresentam diferentes quantidades de dados. A estratégia baseia-se na obtencdo da diferenca
minima significativa entre dois grupos de resultados, quantificando a magnitude para menor
diferenca estatistica entre eles. Quanto ao teste de Dunnett, os valores obtidos para o0s
diferentes grupos de dados sdo comparados com os resultados para um grupo controle. Nesse
caso, esse grupo consiste dos valores obtidos para dimenséo fractal e entropia de Shannon dos
tecidos subcutneos do animal controle (ndo foi submetido ao implante das particulas). Na
analise comparativa, os resultados foram considerados estatisticamente diferentes somente
para valores de P < 0,05 (ZAR, 1999).

2.4.1. Analise para as particulas antes do implante subcuténeo

Todas as imagens foram digitalizadas com resolucdo de 72 dpi (712x423 pixels) no
formato JPEG. No total foram analisadas 30 imagens de MEV obtidas com aumentos de 50X
e 100X. A figura 20 mostra as imagens utilizadas, as informac6es para calculo de entropia de
Shannon (conversdao no formato binario e obtencdo da quantidade de pontos pretos e brancos
da imagem) e calculo de dimensdo fractal pelo método box-counting (contorno das imagens

binarizadas para posterior preenchimento com caixas quadradas de diferentes dimensdes):
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Figura 20: Exemplos de imagens de MEV utilizadas para célculo de dimensdo fractal e entropia de Shannon
(al, a2, a3: 4 mol/L com aumento 50X; b1, b2, b3: 25 mol/L com aumento 50X; c1, c2, c3: 4 mol/L com
aumento 100X; d1, d2, d3: 25 mol/L com aumento 100X).

2.4.2. Analise para os tecidos celulares subcutaneos

Seguindo o0 mesmo procedimento para resultados de MEV, as imagens de microscopia
oOtica foram digitalizadas com resolucédo de 72 dpi (4140x3093 pixels) no formato JPEG. Os
resultados foram obtidos utilizando microscopio Olympus BX 60 (Olympus America Inc.,
Melville, NY, USA) equipado com software Image-Pro Plus, verséo 4.5 (Media Cybernetics
Inc., Silver Spring, MA, USA). Ao total, foram analisadas 980 imagens para os tecidos
subcutaneos do animal controle e dos animais submetidos ao implante, obtidas com diferentes

aumentos: 4X, 10X, 20X e 40X. As figuras 21 a 24 exemplificam as imagens analisadas:

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Capitulo II: Materiais e Métodos 53
Sintese e caracterizagdo de particulas de poli(&lcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuico da anélise fractal e entropia de Shannon.

Figura 21: Exemplos de imagens de microscopia 6tica utilizadas no calculo de dimensao fractal e entropia de
Shannon dos tecidos celulares subcutaneos submetidos ao implante das particulas 4 mol/L (al, a2, a3: aumento
4X; b1, b2, b3: aumento 10X; c1, c2, ¢3: aumento 20X; d1, d2, d3: aumento 40X).
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Figura 22: Exemplos de imagens de microscopia 6tica utilizadas no calculo de dimenséao fractal e entropia de
Shannon dos tecidos celulares subcutaneos submetidos ao implante das particulas 25 mol/L (al, a2, a3: aumento
4X; b1, b2, b3: aumento 10X; c1, c2, ¢3: aumento 20X; d1, d2, d3: aumento 40X).
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Figura 23: Exemplos de imagens de microscopia ética utilizadas no célculo de dimenséo fractal e entropia de
Shannon dos tecidos celulares subcutaneos submetidos ao implante das particulas comerciais (al, a2, a3:
aumento 4X; b1, b2, b3: aumento 10X; c1, c2, c3: aumento 20X; d1, d2, d3: aumento 40X).
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Figura 24: Exemplos de imagens de microscopia 6tica utilizadas no calculo de dimenséo fractal e entropia de
Shannon do tecido celular subcutaneo para o animal controle (al, a2, a3: aumento 4X; b1, b2, b3: aumento
10X; c1, c2, ¢3: aumento 20X; d1, d2, d3: aumento 40X).

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Capitulo Il Resultados e Discussdo 57
Sintese e caracterizagdo de particulas de poli(&lcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuico da anélise fractal e entropia de Shannon.

CAPITULO Il — RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas proximas secdes sdo apresentados e discutidos os resultados para a caracterizacdo
estrutural e morfoldgica, seguidos pelo estudo histopatoldgico, analise de dimensédo fractal e

entropia de Shannon das particulas e tecidos celulares subcutaneos.

3.1. Caracterizacao estrutural e morfologica

Na figura 25 sdo apresentados os padrdes de difracdo de raios-X para as particulas

sintetizadas de acordo com os parametros descritos na tabela 1 (se¢édo 2.1.1.):

Figura 25: Padrdes de difragdo de raios-X para as particulas sintetizadas usando diferentes concentracBes de
NaOH na saponificacdo (M = mol/L; u.a. = unidades arbitrarias).

A andlise dos difratogramas indica que a concentracdio de NaOH usada na

saponificacdo influencia diretamente na estrutura cristalina do PVA. As particulas sintetizadas
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com 4 mol/L e 8 mol/L de NaOH resultaram em polimeros que apresentaram largos picos de
difracdo na regido 20 = 7-30°, revelando sua natureza amorfa. Quando a concentracdo de
solucdo alcalina é aumentada de 12 mol/L para 25 mol/L, os resultados mostram aspectos
distintos. Os picos de difracdo nas posi¢des 20 = 11.5° e 40.5° perceptiveis a partir do
difratograma da amostra saponificada com solucdo 12M de NaOH, indicam que novos
arranjos atémicos estdo sendo formatos (os raios-X que incidiram na amostra encontraram
atomos em posi¢oes diferentes, resultando em diferentes valores para 20). O resultado mais
eloqliente ocorre para a amostra preparada com solugdo 25 mol/L de NaOH, apresentando
distintos picos de difracdo nas posigdes 20 = 11.5°, 19.5°, 23.0° e 40.5°. A amplitude e a forma
dos picos indicam claramente que possui uma estrutura cristalina mais organizada que as
demais amostras preparadas neste estudo, assim como outras particulas poliméricas de
PVA/PVAC descritas na literatura (LEE et al., 2005; PINTO et al., 2006; PEIXOTO et al.,
2006).

A figura 26 apresenta os dados obtidos para as particulas sintetizadas com 4 mol/L, 25

mol/L de NaOH e uma particula disponivel comercialmente:

Figura 26: Padrdes de difracéo de raios-X para as particulas sintetizadas usando 4 mol/L, 25 mol/L de NaOH na
saponificacdo e particula comercial (Contour PVA Embolization Particles, Boston Scientific, Natick, USA).

A comparagdo dos padrdes de difracdo de raios-X destacados na figura acima
corrobora os fatos de que a amostra sintetizada com alta concentracdo de solucdo alcalina

possui estrutura molecular mais organizada. Os dados obtidos para a particula comercial
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assemelham-se aos resultados encontrados na literatura (LEE et al., 2005; PINTO et al., 2006;
PEIXOTO et al., 2006) sendo que o padrdo de difracdo de raios-X da amostra saponificada
com 25 mol/L de NaOH configura-se como o melhor padrdo de cristalinidade observado em
agentes embolicos compostos por PVA, relatados na literatura (SEMENZIM et al., 2011).

Na figura 27 sdo apresentados os resultados de MEV para as amostras sintetizadas e

duas particulas disponiveis comercialmente:

Figura 27: MEV das amostras sintetizadas e particulas comerciais. (a), (b) Particulas sintetizadas usando
solucdo 4 mol/L de NaOH na saponificacdo (aumentos de 50X e 100X); (c), (d) 25 mol/L de NaOH na
saponificacdo (aumentos de 50X e 100X); (e) Contour PVA Embolization Particles, Boston Scientific, Natick,
USA (aumento de 100X); (f) PVA Foam Embolization Particles, Cook Medical, Bloomington, USA (aumento de
100X).

Os dados mostram que ndo ha diferenca significativa na morfologia das particulas
sintetizadas com diferentes concentragdes de NaOH na saponificacdo. Portanto, a morfologia
se define na polimerizagéo, pois todas as amostras preparadas neste estudo (de acordo com as
condicdes experimentias descritas na tabela 1) apresentaram morfologia esférica (embora aqui
sdo apresentados apenas resultados para duas condicBes de sintese). Diferentemente, as
particulas comerciais possuem morfologia ndo-esférica (figura 27e) e aspecto flocular (figura
27f). A morfologia esférica obtida esta de acordo com resultados descritos na literatura (LEE
et al., 2005; PINTO et al., 2006; PEIXOTO et al., 2006; LEE, LYO, 2008; PEIXOTO et al.,
2009; PEIXOTO et al., 2011).

A figura 28 permite uma comparagdo superficial detalhada das amostras sintetizadas.
Diferentemente da morfologia, a superficie das amostras € alterada pela concentracdo de

NaOH utilizada na saponificacdo. Observa-se claramente que o0 aumento na concentracdo de
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solucdo alcalina resulta em particulas com alta porosidade. Além disso, a coloracdo e
superficie de contato apresentada também foi diferente: particulas sintetizadas com 4 mol/L

de NaOH possuem coloragdo branca e aspecto mais aglutinante quando comparado com as

particulas sintetizadas usando-se 25 mol/L de NaOH, que possuem coloragdo avermelhada.

Figura 28: Comparacgdo entre as superficies das particulas sintetizadas. (a), (b) e (c) 4 mol/L de NaOH na
saponificacdo; (d), (e) e (f) 25 mol/L de NaOH na saponificacdo (aumentos de 500X, 5000X e 10000X).

3.2. Andlise histopatoldgica

A analise histopatologica foi realizada categorizando-se os resultados por tempo de
permanéncia nos ratos e grupos de particulas implantadas. Os parametros analisados foram:
caracteristicas morfologicas (aparéncia e deformacdo das particulas) e intensidade da reacao
inflamatdria quanto aos principais eventos encontrados. Na tabela 2 sdo apresentados os

resultados para os 3 grupos de particulas em todos os periodos analisados:

Tabela 2: Avaliacdo patoldgica dos tecidos subcutaneos ap6s diferentes periodos de permanéncia das particulas.

7 dias 15 dias 30 dias
Avaliacéo 4 o5 . 2 5 ' 7 o5 )
mol/L  mol/L Comercial mol/L  mol/L Comercial mol/L  mol/L Comercial
Polimorfonucleares + + ++ + + + + + +

++++ +++
Mononucleares + + ++++ +++ + + ++++ +++ + + (L/M) (P/M)

Vascularizacéo + ++ ++ + ++ ++ + ++ ++
Tecido conjuntivo ++ ++ ++ ++ ++ 4 +++ +++  ++++ +++

Células gigantes + ++ ++ + + + ++ + ++ ++
Células epitelioides + +++ +++ + ++ 4 +++ + +++ +++

Musculatura -- -- - - -- - - - .

Encapsulamento Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

--> ausente, +: raro, ++: discreto, +++: moderado, ++++: acentuado
L: linfocitos, M: macréfagos, P: plasmdcitos
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Os animais analisados apresentaram reacdo inflamatéria, sem invasdo e
comprometimento da musculatura devido ao encapsulamento das particulas para todos os
grupos implantados. As particulas do grupo 1 (saponificagdo com 4 mol/L de NaOH)

analisadas nos trés periodos de permanéncia nos ratos aparecem como imagem negativa,

como mostra a figura 29:

ciémcia dos companemtes celalanes
L
i

[

* Particulas de PVA; VS: vasos sanguineos (vascularizagdo); PM: polimorfonucleares; GN: granuloma; TC: tecido
conjuntivo; TA: tecido adiposo; CL: colageno; TM: tecido muscular. Coloragdo hematoxilina-eosina (HE), aumento de 40X.

Figura 29: Comparacdo entre reacdo inflamatéria para as particulas do grupo 1 (4 mol/L) ap6s diferentes
periodos de permanéncia nos animais. (a) 7 dias; (b) 15 dias; (c) 30 dias; (d) Intensidades para cada periodo. Em
todos os periodos houve encapsulamento das particulas, indicado pelas setas. A reagdo inflamatéria evoluiu de
um granuloma, aos 7 e 15 dias, para colageno apés 30 dias de permanéncia nos ratos.

Espacos vazios foram cercados por reacdo inflamatoria que evoluiu para um
granuloma, delimitado por tecido conjuntivo e inicialmente composto por fibroblastos e
fibrocitos, substituido por colageno ap6s 30 dias de permanéncia das particulas. Os animais

exibiram baixa reacdo inflamatoria, caracterizada por leve infiltrado polimorfonuclear. Foi
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observada discreta presenca de células gigantes e moderada ocorréncia de células epitelidides,
tipicas de reacbes de hipersensibilidade granulomatosa. Estas células podem sugerir a
presenca de macrofagos ativados como resultado da estimulacdo antigénica prolongada.

As particulas do grupo 2 (saponificagdo com 25 mol/L de NaOH) permaneceram
agregadas ao tecido ap6s o processamento histoldgico em todos os periodos analisados. O

tecido conjuntivo proliferado infiltrou-se nas particulas, como ilustra a figura 30:

* Particulas de PVA,; VS: vasos sanguineos (vascularizagdo); FB: fibroblastos; CG: células gigantes; GN: granuloma; TA:
tecido adiposo; TC: tecido conjuntivo. Coloragdo hematoxilina-eosina (HE), aumento de 40X.

Figura 30: Comparagdo entre reacdo inflamatoria para as particulas do grupo 2 (25 mol/L) ap6s diferentes
periodos de permanéncia nos animais. (a) 7 dias; (b) 15 dias; (c) 30 dias; (d) Intensidades para cada periodo.
Observa-se infiltragdo do tecido conjuntivo nas particulas em todos os periodos analisados, além da presenga de
células mononucleares e células gigantes multinucleadas.

As particulas deste grupo apresentaram coloracao basofilica e entremeadas a estruturas
esféricas acidofilicas. A reacdo inflamatoria ao redor das particulas mostrou-se constituida por
infiltrado mononuclear, observada em todos os periodos de avaliacdo, caracterizada pela
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acentuada presenca de linfocitos e macréfagos apos 30 dias do implante. Além disso foi
observada presenca discreta de células gigantes multinucleadas associadas a proliferacao
conjuntivo-vascular em todos os periodos analisados.

As particulas do grupo 3 apresentaram reacdo inflamatoria circunjacente, constituida
por células gigantes multinucleadas associadas com infiltrado histoplasmocitario e tecido

conjuntivo, como mostra a figura 31.

* Particulas de PVA; VS: vasos sanguineos (vascularizagdo); CG: células gigantes; TA: tecido adiposo; TC: tecido
conjuntivo; FB: fibroblastos; FS: fibrose. Coloracdo hematoxilina-eosina (HE), aumento de 40X.

Figura 31: Comparacdo entre reacdo inflamatoria para as particulas do grupo 3 (comerciais) apés diferentes
periodos de permanéncia nos animais. (a) 7 dias; (b) 15 dias; (c) 30 dias; (d) Intensidades para cada periodo. As
particulas apresentaram reagdo inflamatoria constituida por células gigantes multinucleadas associadas com
infiltrado histoplasmocitario e tecido conjuntivo.

Os tecidos subcutaneos analisados ap6s 30 dias de implante apresentaram necrose de
coagulacdo em associacdo a mineralizacdo focal, traduzido por contetdo basofilico granular.
A amplitude da reacdo inflamatoria foi similar a apresentada pelas particulas do grupo 2,

porém mais intensa quando comparadas com as particulas do grupo 1.
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3.3. Dimensao fractal e entropia de Shannon

Inicialmente sdo apresentados e discutidos os resultados para dimensao fractal e entropia
de Shannon das particulas de PVA antes do implante subcutaneo. A abordagem dos resultados
para os tecidos celulares subcutaneos foi dividida em duas partes: primeiramente dar-se-a a
discussdao do comportamento dos tecidos celulares subcutaneos nos diferentes periodos de
permanéncia das particulas nos ratos. Posteriormente, sdo discutidas as diferencas entre 0s
tecidos que receberam as particulas e a comparacdo com o tecido subcutédneo do animal

controle (ndo foi submetido ao implante das particulas de PVA).

3.3.1. Dimensdo fractal e entropia de Shannon antes do implante subcutaneo

A tabela 3 descreve os resultados obtidos para dimenséo fractal e entropia de Shannon
das particulas de PVA antes de serem implantadas nos ratos (resultados de MEV), assim
como a comparacgao estatistica entre os valores obtidos calculada pelo teste de Tukey-Kramer.
Os resultados descritos na tabela 3, para os diferentes aumentos utilizados, também sé&o
apresentados nos graficos box-plot das figuras 32 e 33.

Tabela 3: Resultados para dimensdo fractal, entropia de Shannon e comparagdo estatistica entre os valores
obtidos para as particulas de PVA antes do implante subcutaneo.

Dimensao fractal

Aumento Ne ~ Desvio ) Quartil ) Quartil ) 4 mol/L
. Média _ Minimo | ) Mediana ) Maximo X
50X imagens Padréo inferior superior
25 mol/L
4 mol/L 12 1,420 0,073 1,224 1,398 1,437 1,458 1,504
0,0006
25 mol/L 06 1,593 0,097 1,462 1,556 1,566 1,667 1,739

Aumento 100X

4 mol/L 06 1,357 0,101 1,207 1,235 1,402 1,432 1,449

25 mol/L 06 1,726 0,043 1,688 1,696 1,705 1,773 1,788 < 0,008
Entropia de Shannon

Aumento 50X

4 mol/L 12 0,403 0,075 0,280 0,349 0,395 0,468 0,500

25 mol/L 06 0,393 0,057 0,333 0,336 0,391 0,440 0,470 0.7815

Aumento 100X

4 mol/L 06 0,370 0,088 0,269 0,276 0,370 0,458 0,477

25 mol/L 06 0,358 0,086 0,245 0,306 0,345 0,422 0,487 08196
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@ (b)

Figura 32: Gréfico box-plot para dimensdo fractal das particulas de PVA antes do implante subcutaneo
(resultados de MEV): (a) aumento 50X e (b) aumento 100X.

(@) (b)

Figura 33: Gréfico box-plot para entropia de Shannon das particulas de PVA antes do implante subcutaneo
(resultados de MEV): (a) aumento 50X e (b) aumento 100X.

Os resultados apresentaram diferenca estatistica significativa para os dois aumentos
utilizados. As microesferas com maior cristalinidade (saponificacdo com 25 mol/L de solugéo
alcalina) obtiveram valores superiores para dimensdo fractal. Esse comportamento ¢é
justificado pela irregularidade superficial apresentada por essa particula, superior quando
comparada com a particula amorfa (figura 28), pois a dimenséo fractal pode ser compreendida
como uma “quantificacdo de irregularidades presentes em contornos/objetos complexos’.
Observados em diferentes ampliacdes, objetos mais complexos/irregulares revelam maior

guantidade de detalnes mensuraveis quando comparados com objetos menos
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complexos/irregulares. A geometria fractal também descreve que a dimensionalidade esta
relacionada com a capacidade de preenchimento espacial apresentado por um objeto/imagem:
objetos mais complexos (e assim, mais fractais) preenchem determinada regido espacial mais
acentuadamente quando comparados com objetos menos complexos (LANDINI, 2011). Dessa
forma, isso ainda indica que as particulas cristalinas possuem maior capacidade de ocupacgéo
espacial quando comparadas com as particulas amorfas.

Quanto aos resultados para entropia de Shannon, os valores ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa nos dois aumentos analisados. Diferentemente do
comportamento observado para dimensdo fractal, as particulas possuem entropias
completamente similares, com pequena superioridade dos resultados obtidos para as particulas
amorfas. A entropia esta associada com a regularidade e homogeneidade de um sistema:
baixos valores para entropia indicam maior previsibilidade de ocorréncia dos eventos
associados a esse sistema (LARSEN, GALLETLY, 2001). Assim, a superficie irregular
apresentada pela particula cristalina justifica os valores inferiores obtidos para entropia de
Shannon: quando comparada com as caracteristicas da particula amorfa, a irregularidade
superficial dessa particula implica em maiores quantidades de pixels com tonalidade escura
(resultados de MEV da figura 20). Como a entropia de Shannon consiste de uma funcédo de
densidade que representa a distribuicdo dos valores assumidos pelas intensidades desses
pixels, a maior probabilidade de ocorréncia de pixels nos resultados de MEV resulta em
valores levemente inferiores para entropia das particulas cristalinas. Assim, embora
apresentem maior irregularidade superficial, a entropia de Shannon indica que essas particulas

formam um sistema menos desordenado quando comparado com as particulas amorfas.

3.3.2. Dimensdo fractal e entropia de Shannon para os tecidos celulares subcutaneos

Todos os resultados para os calculos de dimensédo fractal e entropia de Shannon dos
tecidos subcutaneos encontram-se no apéndice A. Nas tabelas 4 e 5 sdo apresentados 0s
valores obtidos para os tecidos subcutaneos nos diferentes periodos de permanéncia das
particulas nos ratos. As tabelas 6 e 7 descrevem os resultados da andlise estatistica
comparativa para cada particula conforme os periodos: os valores em vermelho indicam que
os resultados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (ANOVA: Analysis of
Variance P > 0,05) enquanto que os dados descritos em verde apontam diferenca estatistica
significativa entre os resultados analisados. As figuras 34 e 35 mostram os graficos box-plot
para 0s resultados descritos no apéndice A.

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Capitulo Il Resultados e Discussdo 67
Sintese e caracterizagdo de particulas de poli(&lcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuico da anélise fractal e entropia de Shannon.

Tabela 4: Dimensdo fractal para os tecidos celulares subcutaneos nos diferentes periodos de permanéncia das
particulas nos ratos.

Aumentos Tecidos subcutéaneos 7 dias 15 dias 30 dias
Controle 1,537 +£ 0,052 1,537 +£ 0,052 1,537 +£ 0,052
4 mol/L 1,530 + 0,022 1,604 + 0,026 1,373+ 0,083
Aumento 4X 25 mol/L 1,652 +0,016 1,613 + 0,054 1,614 + 0,031
Comercial 1,638 + 0,010 1,601 + 0,006 1,556 + 0,056
Controle 1,488 £ 0,117 1,488 + 0,117 1,488 + 0,117
4 mol/L 1,387 + 0,064 1,476 + 0,043 1,324 + 0,062
Aumento 10X 25 mol/L 1,500 + 0,045 1,561 + 0,049 1,564 + 0,116
Comercial 1,426 + 0,038 1,548 + 0,027 1,519 + 0,026
Controle 1,367 + 0,094 1,367 + 0,094 1,367 + 0,094
4 mol/L 1,337 + 0,070 1,356 + 0,050 1,322 + 0,065
Aumento 20X 25 mol/L 1,420 + 0,041 1,468 + 0,044 1,491 0,070
Comercial 1,335+ 0,034 1,410+ 0,030 1,488 + 0,030
Controle 1,268 + 0,107 1,268 + 0,107 1,268 + 0,107
4 mol/L 1,274 + 0,060 1,291 + 0,041 1,311 + 0,050
Aumento 40X 25 mol/L 1,318+ 0,038 1,348 £ 0,033 1,391 0,038
Comercial 1,308 £ 0,023 1,314 + 0,042 1,403 + 0,027

Tabela 5: Entropia de Shannon para os tecidos celulares subcutaneos nos diferentes periodos de permanéncia

das particulas nos ratos.

Aumentos Tecidos subcutaneos 7 dias 15 dias 30 dias
Controle 0,376 £ 0,071 0,376 £ 0,071 0,376 £ 0,071
4 mol/L 0,239 £ 0,040 0,330 £ 0,039 0,183 + 0,056
Aumento 4X
25 mol/L 0,368 + 0,049 0,364 + 0,051 0,360 + 0,038
Comercial 0,278 £ 0,005 0,278 £ 0,005 0,337 £ 0,016
Controle 0,367 £ 0,066 0,367 = 0,066 0,367 = 0,066
4 mol/L 0,231 £ 0,050 0,255 + 0,055 0,191 £ 0,095
Aumento 10X
25 mol/L 0,314 £ 0,047 0,400 £ 0,053 0,348 £ 0,083
Comercial 0,259 + 0,044 0,349 £ 0,018 0,381 + 0,045
Controle 0,386 + 0,108 0,386 + 0,108 0,386 + 0,108
4 mol/L 0,206 + 0,053 0,204 + 0,049 0,152 £ 0,041
Aumento 20X
25 mol/L 0,312 + 0,050 0,374 £ 0,060 0,366 + 0,055
Comercial 0,257 £ 0,022 0,395 + 0,046 0,392 + 0,050
Controle 0,380 £ 0,104 0,380 + 0,104 0,380 + 0,104
4 mol/L 0,208 + 0,046 0,242 £ 0,070 0,197 £ 0,048
Aumento 40X
25 mol/L 0,350 + 0,063 0,371 £ 0,064 0,383 £ 0,044
Comercial 0,361 + 0,025 0,410 £ 0,023 0,391 + 0,021
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Tabela 6: Andlise estatistica comparativa para dimensao fractal e entropia de Shannon — resultados para cada particula nos diferentes periodos de permanéncia
nos ratos.

Aumento 4X Aumento 10X Aumento 20X Aumento 40X
4 mol/L DF ES DF ES DF ES DF ES
7d X 15d 0,0013 0,0002 0,0001 0,5307 0,7191 0,9997 0,7653 0,4224
7d X 30d <0,0001 0,0356 0,0094 0,1214 0,8509 0,0149 0,1522 0,9539
15d X 30d <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0028 0,2513 0,0193 0,6597 0,1752
25 mol/L
7d X 15d 0,0671 0,9988 0,0398 <0,0001 0,0272 0,0059 0,2396 0,7880
7d X 30d 0,0787 0,9858 0,0283 0,1703 0,0003 0,0201 <0,0001 0,4557
15d X 30d 0,9999 0,9974 0,9993 0,0088 0,5153 0,9772 0,0384 0,9481
Comercial
7d X 15d 0,3493 >0,9999 <0,0001 <0,0001 0,0047 <0,0001 0,9940 0,3285
7d X 30d <0,0001 0,0032 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4646
15d X 30d 0,1966 0,0592 0,6759 0,3113 0,0019 0,9991 0,0011 0,9088

* Os valores apresentados em vermelho referem-se a resultados que ndo apresentam diferenca estatistica significativa (ANOVA: Analysis of Variance P > 0,05). As analises comparativas foram
realizadas pelo teste de Tukey-Kramer. DF = Dimenséo fractal; ES = Entropia de Shannon.
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Tabela 7: Anélise estatistica comparativa para dimensdo fractal e entropia de Shannon dos tecidos celulares subcutaneos — comparacéo entre as diferentes
particulas implantadas nos ratos.

Dimensao fractal

4 mol/L X Comercial 25 mol/L X Comercial 4 mol/L X 25 mol/L
Aumentos 7d 15d 30d 7d 15d 30d 7d 15d 30d
Aumento 4X <0,0001 0,9992 <0,0001 0,6607 0,9547 0,0381 <0,0001 0,9479 <0,0001
Aumento 10X 0,1818 0,0437 <0,0001 0,0007 0,9561 0,2048 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Aumento 20X 0,9996 0,1166 <0,0001 < 0,0001 0,0558 0,9964 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Aumento 40X 0,1776 0,7832 <0,0001 0,9385 0,5046 0,8790 0,0479 0,0072 <0,0001

Entropia de Shannon

Aumento 4X 0,1722 0,2698 <0,0001 <0,0001 0,0184 0,6082 <0,0001 0,3235 <0,0001
Aumento 10X 0,1824 <0,0001 <0,0001 0,0005 0,0588 0,3187 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Aumento 20X 0,0164 <0,0001 <0,0001 0,0099 0,8516 0,4624 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Aumento 40X <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,9586 0,6613 0,9813 <0,0001 <0,0001 <0,0001

* Os valores apresentados em vermelho referem-se a resultados que ndo apresentam diferenca estatistica significativa (ANOVA: Analysis of Variance P > 0,05). As analises comparativas foram
realizadas pelo teste de Tukey-Kramer.
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(@) (b)
Figura 34: Grafico box-plot para dimensdo fractal dos tecidos subcutaneos. (a) Resultados agrupados por periodo de
permanéncia nos ratos e (b) Valores para cada particula nos diferentes periodos de permanéncia nos ratos.
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(@) (b)
Figura 35: Grafico box-plot para entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos. (a) Resultados agrupados por periodo de
permanéncia nos ratos e (b) Valores para cada particula nos diferentes periodos de permanéncia nos ratos.
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Para a maioria das analises estatisticas comparativas, a discrepancia foi menos intensa
para os resultados obtidos com ampliacfes de 20X e 40X, como mostram as figuras 34 e 35.
Isso deve-se ao aumento na uniformidade dos tecidos celulares subcutaneos quando as
imagens sdo obtidas para maiores escalas de amplia¢do. Esse comportamento esta associado
aos limites para auto-similaridade apresentado por objetos fractais. Como exemplo estdo os
aspectos analisados em sistemas bioldgicos: os detalhes contidos nos tecidos celulares
apresentam diferentes caracteristicas conforme sdo observados em ampliacfes a niveis
microscopicos, pois esse microambiente analisado consiste de uma representacdo espacial
geométrica dada por um conjunto integrado de células que direcionam funcdes bioldgicas
especificas. No estudo do céncer, essas consideragBes assumem extrema importancia pois
consiste de uma doenca associada a desorganizacdo de crescimento tecidual (DINICOLA et
al., 2011). Dessa forma, o estudo de dimensdo fractal deve ser antecedido pela escolha das
escalas de ampliacdo devido as interacGes que ocorrem microscopicamente, as caracteristicas
especificas de cada “microambiente celular” e aos tamanhos dos componentes estruturais
presentes em objetos/contornos fractais (LANDINI, 2011). Além disso, a partir de
determinadas resolugdes de observacao (denominada “ampliacéo critica’) a complexidade das
estruturas desaparecem e 0s objetos/contornos fractais sdo considerados euclidianos
(PAUMGARTNER et al., 1981).

Dimenséo fractal e entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos sofreram alteragdes
conforme o tempo de permanéncia das particulas nos ratos, como mostram as tabelas 4 e 5.
Para a maioria dos aumentos e periodos, os resultados apresentaram comportamentos
similares: ha um acréscimo nos valores obtidos aos 15 dias, com posterior diminuigdo ap6s 30
dias de permanéncia das particulas, como mostram as figuras 34b e 35b. Esses resultados sado
justificados pelas mudancas qualitativas observadas nos tecidos subcutaneos como resposta a
perturbacdo do sistema imunoldgico. A rejeicdo do organismo a permanéncia das particulas
foi caracterizada pela presenca de células mononucleares, polimorfonucleares e células
epitelidides nos primeiros dias ap6s o implante. As intensidades variaram de acordo com as
particulas implantadas (tabela 2) e apresentaram correlagdo satisfatoria com os resultados de
dimenséo fractal e entropia de Shannon.

A diminuicdo nos valores para entropia de Shannon indica que houve aceitacdo do
organismo ao implante, caracterizada pelo aumento na incidéncia de tecido conjuntivo e
fibrose nos animais que receberam as trés particulas (a intensidade variou conforme as

particulas implantadas). Esse comportamento foi observado mais acentuadamente apds 30
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dias de permanéncia das particulas nos ratos. Apesar desse parametro estar associado somente
a intensidade de luminosidade dos pixels das imagens, a entropia de Shannon possui relacao
direta com a entropia do sistema imunologico: a diminuicdo da reacdo inflamatoria,
resultado da aceitacdo do organismo ao implante das particulas de PVA, reflete na
homogeneizacdo tecidual observada nos dados de microscopia Otica e quantificada nos
resultados obtidos para entropia de Shannon (ROCHA et al., 2008). A tabela 6 ainda mostra
que os valores apresentaram diferenca estatistica significativa na maioria dos periodos
analisados, principalmente na comparacdo entre 7 dias e 30 dias de permanéncia das
particulas nos ratos.

Quanto a diferenciacdo entre os tecidos que receberam as diferentes particulas, 0s
resultados indicam a mesma tendéncia para andlise de dimensdo fractal e entropia de
Shannon: os tecidos subcutaneos que receberam a particula amorfa e comercial (tabela 7: 4
mol/L X Comercial) apresentaram valores estatisticamente diferentes somente ap6s 30 dias do
implante (a entropia de Shannon também apresentou diferenca estatistica aos 15 dias). As
figuras 34a e 35a mostram que dimensao fractal e entropia de Shannon foram superiores para
os tecidos que receberam a particula comercial. Esse resultado pode ser explicado mediante
analise do comportamento observado no estudo histopatolégico: em todos os periodos
analisados, a particula comercial resultou em intensidades ligeiramente superiores para
reacdo inflamatdria, principalmente apds 30 dias do implante, devido a maior presenca de
plasmacitos, macréfagos e células epitelidides nos tecidos que receberam essas particulas.

Os tecidos subcutaneos que receberam a particula cristalina e a particula comercial
(tabela 7: 25 mol/L X Comercial) apresentaram dimensdo fractal e entropia de Shannon
similares na maioria dos aumentos considerados, com valores levemente superiores para 0S
tecidos que receberam a particula cristalina (figuras 34a e 35a). A analise histopatoldgica
corrobora com esses resultados, sendo que as duas particulas induziram a quantidades
similares de células inflamatorias na maioria dos periodos analisados. A superioridade nos
valores para os tecidos subcutaneos que receberam a particula cristalina pode ser justificada
pela maior incidéncia de células mononucleares nos trés periodos de permanéncia das
particulas nos ratos, assim como a acentuada presenca de tecido conjuntivo apds 30 dias do
implante.

A comparacao entre os tecidos que receberam a particula amorfa e cristalina (tabela 7:
4 mol/L X 25 mol/L) deixa evidente que tratam-se de microesferas com dimensé&o fractal e
entropia de Shannon completamente diferentes, com superioridade dos valores para a
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particula cristalina (essa particula também apresentou valores superiores para dimensao
fractal antes do implante, como discutido na secdo 3.3.1.). Esse comportamento corrobora
com os resultados obtidos na andlise histopatoldgica, sendo que a intensidade de reacéo
inflamatoria induzida por essas duas particulas apresentou notéaveis diferengas: as particulas
cristalinas resultaram em maiores intensidades de reagdo inflamatdria em todos os periodos
analisados, formando um sistema mais “ desordenado” e heterogéneo. Isso justifica 0s
valores superiores para entropia de Shannon.

A tabela 8 mostra a comparacdo estatistica entre os resultados obtidos para os tecidos

que receberam as diferentes particulas com relagdo ao tecido subcutaneo do animal controle:
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Tabela 8: Analise estatistica comparativa dos tecidos subcutaneos - animal controle e animais submetidos ao implante das particulas.

Dimensao fractal

Modelo Comercial X Controle 4 mol/L X Controle 25 mol/L X Controle
Aumentos .
estatistico 7d 15d 30d 7d 15d 30d 7d 15d 30d
Tukey-Kramer <0,0001 0,0295 0,7703 0,9302 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0013
Aumento 4X
Dunnet <0,0001 0,0171 0,6675 0,8856 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0007
Tukey-Kramer 0,0061 0,1299 0,5354 <0,0001 0,9126 <0,0001 0,9272 0,0013 0,0066
Aumento 10X
Dunnet 0,0032 0,0804 0,3960 <0,0001 0,8607 <0,0001 0,8722 0,0007 0,0035
Tukey-Kramer 0,2412 0,2730 <0,0001 0,2901 0,9254 0,0670 0,0088 <0,0001 <0,0001
Aumento 20X
Dunnet 0,1530 0,1843 <0,0001 0,1889 0,8797 0,0381 0,0047 <0,0001 <0,0001
Tukey-Kramer 0,0789 0,2337 <0,0001 0,9819 0,5266 0,0405 0,0173 <0,0001 <0,0001
Aumento 40X
Dunnet 0,0453 0,1544 <0,0001 0,9657 0,4044 0,0225 0,0093 <0,0001 <0,0001
Entropia de Shannon
Modelo Comercial X Controle 4 mol/L X Controle 25 mol/L X Controle
Aumentos .
estatistico 7d 15d 30d 7d 15d 30d 7d 15d 30d
Tukey-Kramer < 0,0001 0,0041 0,1317 <0,0001 0,0765 <0,0001 0,9547 0,9210 0,8088
Aumento 4X
Dunnet <0,0001 0,0022 0,0816 <0,0001 0,0469 <0,0001 0,9238 0,8797 0,7160
Tukey-Kramer <0,0001 0,0861 0,8236 <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001 0,9959 0,0532
Aumento 10X
Dunnet <0,0001 0,0516 0,7204 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,9927 0,0299
Tukey-Kramer <0,0001 0,9876 0,9892 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 0,9069 0,6592
Aumento 20X
Dunnet <0,0001 0,9785 0,9792 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8524 0,5218
Tukey-Kramer 0,8011 0,8102 0,9479 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4967 0,9834 0,9984
Aumento 40X
Dunnet 0,6905 0,7202 0,9062 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3600 0,9714 0,9969

* Os valores apresentados em vermelho referem-se a resultados que ndo apresentam diferenca estatistica significativa (ANOVA: Analysis of Variance P > 0,05). As analises comparativas foram
realizadas pelo teste de Tukey-Kramer.
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Os resultados para dimensdo fractal e entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos
que receberam as particulas com relacdo ao animal controle apresentaram comportamentos
completamente diferentes. Embora os valores foram similares estatisticamente (tabela 8:
Comercial X Controle), a figura 34a mostra que os tecidos que receberam a particula
comercial apresentaram dimensdo fractal levemente superior aos tecidos subcutaneos do
animal controle. Quanto aos resultados obtidos para entropia de Shannon, os tecidos
subcutaneos do animal controle apresentaram valores superiores na maioria dos periodos e
aumentos (figura 35a).

Para os tecidos que receberam a particula amorfa, os resultados obtidos para dimenséao
fractal apresentaram diferenca estatistica somente apés 30 dias do implante (tabela 8: 4 mol/L
X Controle) com valores inferiores para os tecidos que receberam essa particula (figura 34a).
A similaridade com relacdo ao animal controle nos 15 primeiros dias de permanéncia nos
animais pode ser justificada pela baixa presenca de reacdo inflamatéria apresentada nesse
periodo (tabela 2 e figura 29). Porém, ap6s 30 dias do implante, essas particulas induziram ao
aumento de tecido conjuntivo caracterizado pela presenca de colageno e fibrose, resultando
em diferentes valores para dimensdo fractal. Assim como observado para os tecidos que
receberam a particula comercial, os resultados obtidos para entropia de Shannon sédo
completamente diferentes: os tecidos que receberam as particulas amorfas apresentaram
valores inferiores para todos os aumentos e periodos analisados.

A comparacao estatistica entre os resultados obtidos para dimenséo fractal dos tecidos
subcutaneos do animal controle e dos animais que receberam a particula cristalina (tabela 8:
25 mol/L X Controle) ndo deixa duvidas que sdo estatisticamente diferentes, com dimenséo
fractal superior dos tecidos que receberam essa particula em todos os periodos e aumentos
analisados (figura 34a). Quanto ao comportamento observado para entropia de Shannon, os
valores obtidos foram estatisticamente iguais para maioria dos aumentos e periodos
considerados, com superioridade nos valores obtidos para os tecidos subcutaneos do animal
controle (figura 35a).

A superioridade nos valores para entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos do
animal controle deve-se a problemas no processamento histoldgico: houve separacao entre as
camadas de tecido epitelial e muscular. Isso resultou em espacamentos e intersticios que
foram registrados nos resultados de microscopia Otica (figura 24), refletindo em menores
quantidades de pixels nas imagens e valores superiores para entropia de Shannon. Dessa

forma, a superioridade nos resultados obtidos n&o indica que trata-se de um sistema mais
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“ desordenado”, pois isso entraria em conflito com os aspectos observados na analise
histopatologica. Os resultados observados para os tecidos subcutaneos do animal controle
evidenciam a necessidade de cuidados na preparagdo das amostras analisadas, pois
problemas nessa etapa interferem diretamente na obtencdo de dados confiaveis e,

conseqlientemente, na interpretacéo segura dos resultados.
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CAPITULO IV — CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida para sintese de microesferas de PVA/PVAc por reacdo de
polimerizagdo em suspensdo seguida pela etapa de saponificacdo mostrou-se eficaz, quando
sdo considerados os dados para particulas disponiveis comercialmente e resultados reportados
na literatura. A concentragdo de solucdo alcalina exerce forte influéncia na estrutura,
coloracdo e caracteristicas superficiais do polimero obtido: a cristalinidade aumenta
consideravelmente com a concentracdo de solucdo alcalina usada na saponificacdo. Todas as
amostras sintetizadas apresentaram morfologia esférica, sugerindo que essa caracteristica é
obtida na polimerizacdo, nao sofrendo alteracdo no processo de saponificacdo polimérica.

As microesferas com alta cristalinidade induziram a reagdo inflamatdria similar ao
comportamento observado para as particulas comerciais, enquanto que as particulas com
menor cristalinidade resultaram em baixa intensidade de reacéo inflamatoria no tecido celular
subcutaneo dos ratos. Assim, as particulas amorfas sdo menos reativas ao tecido subcutéaneo
dos ratos quando comparadas com particulas disponiveis comercialmente.

As particulas cristalinas obtiveram valores superiores para dimensao fractal,
justificados pela maior irregularidade superficial quando comparada com as caracteristicas
superficiais da particula amorfa. Quanto aos resultados para entropia de Shannon, os valores
obtidos para a particula amorfa e cristalina ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa, com pequena superioridade nos valores obtidos para as particulas amorfas.
Assim, embora apresente maior irregularidade superficial, a entropia de Shannon indica que
as particulas cristalinas formam um sistema menos desordenado quando comparado com as
particulas amorfas.

Dimenséo fractal e entropia de Shannon sofreram alteragdes conforme o tempo de
permanéncia das particulas nos ratos. Esse comportamento foi satisfatorio do ponto de vista
clinico, pois corrobora com as mudancas qualitativas observadas nos tecidos subcutaneos
como resposta a perturbacdo do sistema imunoldgico devido ao implante das particulas. A
intensidade de reacdo inflamatoria induzida por cada particula também apresentou correlagao
com os parametros observados na analise histopatoldgica: os tecidos subcutdneos que
receberam as particulas cristalinas apresentaram dimensdo fractal e entropia de Shannon
significativamente maiores que os resultados obtidos para as particulas amorfas. Com relacao
aos tecidos que receberam a particula cristalina e comercial, os resultados foram similares

estatisticamente, corroborando com o aspecto observado na analise histopatoldgica.
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CAPITULO V — PERSPECTIVAS

As perspectivas para continuidade do projeto estdo condicionadas a execucdo das

seguintes etapas:

5.1. Suspenséo e liberagdo das microesferas de PVA/PVACc

A avaliacdo da capacidade de suspensdo (fluxo das particulas) e liberacdo via cateter
das microesferas de PVA/PVACc é importante para garantir que sua manipulagéo e injecdo ndo
apresentardo dificuldades, como a oclusdo do cateter durante o procedimento de embolizacdo
e/ou quimioembolizacdo. Para avaliacdo da caracteristica de suspensdo sera utilizado 1 mL
das microesferas misturadas a 6 mL de meio de contraste radiopaco, diluido em solucao
salina, em uma seringa de 10 mL. A mistura sera feita usando-se uma valvula de trés vias,
injetada em um cateter ou microcateter adequado, de limen pelo menos 15% maior que o
diametro das microesferas, sendo que o procedimento serd considerado satisfatério se

permanecerem suspensas pelo tempo minimo de um minuto.

5.2. Funcionalizacdo quimica das microesferas com o farmaco Irinotecano

A funcionalizac¢&o quimica das microesferas de PVA/PVAc com o farmaco Cloridrato
de Irinotecano (figura 36) sera realizada visando a utilizacédo das particulas em procedimentos
de quimioembolizacdo. O Cloridrato de Irinotecano é indicado, como agente Unico ou
combinado, em tratamentos de varias neoplasias: carcinoma do reto, sistema gastrointestinal,
mama, pulmdo, colo de uUtero e ovario (TAYLOR et al., 2007). A funcionalizacdo das
microesferas seré feita mediante interacdo dos grupos quimicos funcionais que caracterizam

as particulas e o grupo quimico funcional das drogas.

Figura 36: Formula estrutural do agente quimioterapico Cloridrato de Irinotecano (Cz3H3zsN,Og*HCI).

Danilo Antonio da Silva Dissertacéo de Mestrado



Perspectivas 80
Sintese e caracterizagdo de particulas de poli(&lcool vinilico) utilizadas em aplicagdes biomédicas: contribuico da anélise fractal e entropia de Shannon.

5.2.1. Determinagéo do nivel de carregamento

O carregamento das microesferas com a droga quimioterapica sera realizado mediante
imersdo das particulas em solugdo com concentragdo pré-estabelecida da droga, sob condigdes
controladas (temperatura, umidade e luminosidade). A concentracdo de droga na solucéo,
relacionada com o tempo de permanéncia das particulas no meio, serd quantificada mediante
andlise do espectro de absorcdo na regido do ultravioleta (UV) comparado com a curva inicial
da solucdo de droga. Durante o periodo de carregamento serdo avaliados o tamanho e
aparéncia das microesferas com auxilio de um microscépio 6tico equipado com sistema
digital para aquisi¢cdo de imagens, adquiridas em intervalos de tempo pré-determinados e

comparados ao longo de todo o periodo de carregamento.

5.2.2. Liberagéo da droga in vitro

A liberacdo da droga contida nas microesferas serd avaliada sob diferentes condicoes:
particulas imersas em agua pura, meio de contraste, solucao salina e tampéo (phosphate buffer
saline solution - PBS). Para cada 200 mL do meio escolhido (exceto para 0 meio de
contraste), 1 mL de particulas serdo depositadas e mantidas sob lenta agitacdo. A liberacdo da
droga em meio de contraste sera realizada utilizando-se 1 mL de particulas, diluidas em 1 mL
de solucéo salina e 2 mL de contraste radiopaco, misturados em uma valvula de trés vias. Em

periodos pré-determinados, aliquotas serdo retiradas e analisadas sob espectroscopia UV.

5.2.3. Avaliacéo da compressibilidade das microesferas

A compressibilidade das microesferas sera avaliada em dois momentos: antes e apos 0
carregamento com a droga quimioterdpica. As particulas serdo distribuidas sobre uma
superficie uniforme com area conhecida, cobertas com uma placa e submetidas a pressao. A
compressibilidade das microesferas estd relacionada com o deslocamento da placa apds a
aplicacdo de pressdo. Essa avaliacdo é necessaria para determinar se as particulas carregadas
mantém o grau de compressibilidade e caracteristicas que facilitam sua liberacdo através do

cateter ou microcateter, sem comprometimento de sua capacidade de embolizacao.

5.3. Experimentos in vivo com as microesferas de PVA/PVAc

Os experimentos in vivo (embolizacdo) com as microesferas de PVA/PVAC serdo

realizados utilizando-se 48 fémeas de coelhos albinos da raca New Zealand, com massa
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corporal entre 2,5 kg e 3,0 kg. O projeto foi submetido e aprovado pelo CEEA da FAMERP
(parecer da comissdo encontra-se no anexo C). Sera desenvolvido no Centro de Cirurgia
Experimental da empresa Braile Biomédica, sendo que os animais receberdo cuidados de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal do COBEA.

Os objetivos dos experimentos serdo: (a) implantar microesferas de PVA/PVAc com
diferentes graus de cristalinidade (diametro entre 100 um e 300 um) e particulas ndo-esféricas
(comerciais) na artéria renal direita dos coelhos, com o intuito de promover a embolizacdo
vascular renal; (b) avaliar e comparar as caracteristicas dos rins pos-embolizacdo. Os animais
serdo divididos em quatro grupos de 12 animais (um grupo para cada tipo de agente embolico
e outro grupo de simulacdo para controle da técnica de cateterizacdo) e mantidos em gaiolas
individuais por periodos pré-determinados (2, 10 e 30 dias). Posteriormente, serdo

anestesiados e sacrificados para retirada de ambos os rins (embolizado e contralateral).
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APENCICE

APENDICE A: RESULTADOS DOS CALCULOS DE DIMENSAO
FRACTAL E ENTROPIA DE SHANNON

Tabela 9: Dimenséo fractal dos tecidos subcutneos - animal controle e animais submetidos ao implante das
particulas (resultados agrupados por periodo de permanéncia nos ratos).

N° Desvio Quartil Quartil
Aumento 4X imagens Média Padrdo  Minimo inferior Mediana  superior Mé&ximo
Controle 20 1,537 0,052 1,439 1,500 1,532 1,585 1,622
4 mol/L 15 1,530 0,022 1,481 1,526 1,533 1,542 1,569
7 dias 25 mol/L 15 1,652 0,016 1,624 1,642 1,657 1,662 1,669
Comercial 15 1,638 0,010 1,614 1,635 1,642 1,646 1,647
4 mol/L 15 1,604 0,026 1,573 1,581 1,589 1,634 1,638
15 dias 25 mol/L 15 1,613 0,054 1,515 1,567 1,632 1,662 1,667
Comercial 05 1,601 0,006 1,594 1,595 1,602 1,603 1,609
4 mol/L 15 1,373 0,083 1,274 1,289 1,365 1,448 1,499
30 dias 25 mol/L 15 1,614 0,031 1,554 1,593 1,611 1,639 1,661
Comercial 15 1,556 0,056 1,461 1,510 1,534 1,606 1,638
Aumento 10X
Controle 30 1,488 0,117 1,282 1,368 1,517 1,606 1,642
4 mol/L 30 1,387 0,064 1,261 1,359 1,386 1,436 1,522
7 dias 25 mol/L 30 1,500 0,045 1,424 1,464 1,491 1,529 1,594
Comercial 30 1,426 0,038 1,340 1,405 1,435 1,457 1,487
4 mol/L 30 1,476 0,043 1,393 1,451 1,468 1,510 1,551
15 dias 25 mol/L 30 1,561 0,049 1,471 1,528 1,551 1,610 1,644
Comercial 10 1,548 0,027 1,483 1,540 1,557 1,566 1,573
4 mol/L 30 1,324 0,062 1,206 1,271 1,316 1,362 1,458
30 dias 25 mol/L 30 1,564 0,116 1,215 1,533 1,595 1,644 1,667
Comercial 30 1,519 0,026 1,454 1,500 1,521 1,540 1,559
Aumento 20X
Controle 30 1,367 0,094 1,157 1,309 1,368 1,440 1,515
4 mol/L 30 1,337 0,070 1,234 1,285 1,325 1,386 1,501
7 dias 25 mol/L 30 1,420 0,041 1,332 1,398 1,420 1,447 1,512
Comercial 30 1,335 0,034 1,247 1,311 1,340 1,356 1,401
4 mol/L 30 1,356 0,050 1,272 1,313 1,355 1,389 1,474
15 dias 25 mol/L 30 1,468 0,044 1,376 1,376 1,467 1,511 1,547
Comercial 10 1,410 0,030 1,353 1,353 1,420 1,427 1,457
4 mol/L 30 1,322 0,065 1,180 1,278 1,329 1,371 1,419
30 dias 25 mol/L 30 1,491 0,070 1,259 1,450 1,501 1,540 1,586
Comercial 30 1,488 0,030 1,426 1,462 1,486 1,513 1,543
Aumento 40X
Controle 30 1,268 0,107 1,091 1,201 1,264 1,353 1,500
4 mol/L 30 1,274 0,060 1,135 1,236 1,275 1,320 1,392
7 dias 25 mol/L 30 1,318 0,038 1,225 1,289 1,323 1,348 1,381
Comercial 30 1,308 0,023 1,251 1,295 1,312 1,327 1,339
4 mol/L 30 1,291 0,041 1,214 1,269 1,295 1,309 1,385
15 dias 25 mol/L 30 1,348 0,033 1,271 1,325 1,351 1,374 1,415
Comercial 10 1,314 0,042 1,244 1,296 1,318 1,334 1,396
4 mol/L 30 1,311 0,050 1,210 1,268 1,317 1,346 1,386
30 dias 25 mol/L 30 1,391 0,038 1,292 1,367 1,391 1,417 1,469
Comercial 30 1,403 0,027 1,333 1,385 1,404 1,423 1,449
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Tabela 10: Dimensdo fractal dos tecidos subcutdneos - animal controle e animais submetidos ao
implante das particulas (resultados para cada particula nos diferentes periodos de permanéncia).

N° Desvio uartil uartil
Aumento 4X imagens Média Padréo Minimo ianerior Mediana S(Sperior Méximo
Controle 20 1,537 0,052 1,439 1,500 1,532 1,585 1,622
7 dias 15 1,530 0,022 1,481 1,526 1,533 1,542 1,569
4 mol/L 15 dias 15 1,604 0,026 1,573 1,581 1,589 1,634 1,638
30 dias 15 1,373 0,083 1,274 1,289 1,365 1,448 1,499
7 dias 15 1,652 0,016 1,624 1,642 1,657 1,662 1,669
25 mol/L 15 dias 15 1,613 0,054 1,515 1,567 1,632 1,662 1,667
30 dias 15 1,614 0,031 1,554 1,593 1,611 1,639 1,661
7 dias 15 1,638 0,010 1,614 1,635 1,642 1,646 1,647
Comercial 15 dias 05 1,601 0,006 1,594 1,595 1,602 1,603 1,609
30 dias 15 1,556 0,056 1,461 1,510 1,534 1,606 1,638
Aumento 10X
Controle 30 1,488 0,117 1,282 1,368 1,517 1,606 1,642
7 dias 30 1,387 0,064 1,261 1,359 1,386 1,436 1,522
4 mol/L 15 dias 30 1,476 0,043 1,393 1,451 1,468 1,510 1,551
30 dias 30 1,324 0,062 1,206 1,271 1,316 1,362 1,458
7 dias 30 1,500 0,045 1,424 1,464 1,491 1,529 1,594
25 mol/L 15 dias 30 1,561 0,049 1,471 1,528 1,551 1,610 1,644
30 dias 30 1,564 0,116 1,215 1,533 1,595 1,644 1,667
7 dias 30 1,426 0,038 1,340 1,405 1,435 1,457 1,487
Comercial 15 dias 10 1,548 0,027 1,483 1,540 1,557 1,566 1,573
30 dias 30 1,519 0,026 1,454 1,500 1,521 1,540 1,559
Aumento 20X
Controle 30 1,367 0,094 1,157 1,309 1,368 1,440 1,515
7 dias 30 1,337 0,070 1,234 1,285 1,325 1,386 1,501
4 mol/L 15 dias 30 1,356 0,050 1,272 1,313 1,355 1,389 1,474
30 dias 30 1,322 0,065 1,180 1,278 1,329 1,371 1,419
7 dias 30 1,420 0,041 1,332 1,398 1,420 1,447 1,512
25mol/L 15 dias 30 1,468 0,044 1,376 1,376 1,467 1,511 1,547
30 dias 30 1,491 0,070 1,259 1,450 1,501 1,540 1,586
7 dias 30 1,335 0,034 1,247 1,311 1,340 1,356 1,401
Comercial 15 dias 10 1,410 0,030 1,353 1,353 1,420 1,427 1,457
30 dias 30 1,488 0,030 1,426 1,462 1,486 1,513 1,543
Aumento 40X
Controle 30 1,268 0,107 1,091 1,201 1,264 1,353 1,500
7 dias 30 1,274 0,060 1,135 1,236 1,275 1,320 1,392
4 mol/L 15 dias 30 1,291 0,041 1,214 1,269 1,295 1,309 1,385
30 dias 30 1,311 0,050 1,210 1,268 1,317 1,346 1,386
7 dias 30 1,318 0,038 1,225 1,289 1,323 1,348 1,381
25 mol/L 15 dias 30 1,348 0,033 1,271 1,325 1,351 1,374 1,415
30 dias 30 1,391 0,038 1,292 1,367 1,391 1,417 1,469
7 dias 30 1,308 0,023 1,251 1,295 1,312 1,327 1,339
Comercial 15 dias 10 1,314 0,042 1,244 1,296 1,318 1,334 1,396
30 dias 30 1,403 0,027 1,333 1,385 1,404 1,423 1,449
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Tabela 11: Entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos - animal controle e animais submetidos ao

implante das particulas (resultados agrupados por periodo de permanéncia nos ratos).

Aumento 4X . N Média Desvio Minimo .Quar.til Mediana Quar'til Maximo
imagens Padréo inferior superior
Controle 20 0,376 0,071 0,252 0,327 0,364 0,433 0,487
4 mol/L 15 0,239 0,040 0,190 0,200 0,236 0,271 0,316
7 dias 25 mol/L 15 0,368 0,049 0,300 0,315 0,368 0,422 0,432
Comercial 15 0,278 0,005 0,268 0,272 0,280 0,282 0,284
4 mol/L 15 0,330 0,039 0,270 0,298 0,339 0,347 0,437
15 dias 25 mol/L 15 0,364 0,051 0,292 0,309 0,384 0,409 0,426
Comercial 05 0,278 0,005 0,272 0,273 0,278 0,282 0,283
4 mol/L 15 0,183 0,056 0,110 0,132 0,194 0,218 0,284
30 dias 25 mol/L 15 0,360 0,038 0,277 0,335 0,366 0,398 0,411
Comercial 15 0,337 0,016 0,306 0,324 0,337 0,353 0,360
Aumento 10X
Controle 30 0,367 0,066 0,236 0,368 0,406 0,441 0,504
4 mol/L 30 0,231 0,050 0,131 0,193 0,235 0,275 0,310
7 dias 25 mol/L 30 0,314 0,047 0,242 0,272 0,312 0,348 0,403
Comercial 30 0,259 0,044 0,201 0,234 0,251 0,266 0,366
4 mol/L 30 0,255 0,055 0,186 0,209 0,241 0,270 0,375
15 dias 25 mol/L 30 0,400 0,053 0,318 0,353 0,422 0,445 0,474
Comercial 10 0,349 0,018 0,310 0,338 0,351 0,353 0,370
4 mol/L 30 0,191 0,095 0,076 0,120 0,176 0,218 0,427
30 dias 25 mol/L 30 0,348 0,083 0,144 0,321 0,355 0,415 0,452
Comercial 30 0,381 0,045 0,262 0,351 0,384 0,416 0,438
Aumento 20X
Controle 30 0,386 0,108 0,113 0,318 0,389 0,463 0,528
4 mol/L 30 0,206 0,053 0,144 0,155 0,203 0,248 0,294
7 dias 25 mol/L 30 0,312 0,050 0,241 0,273 0,302 0,336 0,426
Comercial 30 0,257 0,022 0,191 0,248 0,265 0,273 0,280
4 mol/L 30 0,204 0,049 0,126 0,167 0,194 0,245 0,319
15 dias 25 mol/L 30 0,374 0,060 0,285 0,325 0,362 0,410 0,475
Comercial 10 0,395 0,046 0,306 0,357 0,411 0,429 0,446
4 mol/L 30 0,152 0,041 0,091 0,118 0,147 0,183 0,268
30 dias 25 mol/L 30 0,366 0,055 0,208 0,332 0,385 0,409 0,427
Comercial 30 0,392 0,050 0,274 0,355 0,415 0,430 0,455
Aumento 40X
Controle 30 0,380 0,140 0,059 0,316 0,422 0,483 0,530
4 mol/L 30 0,208 0,046 0,125 0,163 0,203 0,243 0,310
7 dias 25 mol/L 30 0,350 0,063 0,216 0,303 0,365 0,403 0,446
Comercial 30 0,361 0,025 0,327 0,345 0,355 0,366 0,413
4 mol/L 30 0,242 0,070 0,126 0,184 0,241 0,291 0,386
15 dias 25 mol/L 30 0,371 0,065 0,270 0,312 0,362 0,440 0,480
Comercial 10 0,410 0,023 0,382 0,393 0,402 0,422 0,457
4 mol/L 30 0,197 0,048 0,096 0,164 0,198 0,237 0,292
30 dias 25 mol/L 30 0,383 0,044 0,277 0,350 0,390 0,404 0,469
Comercial 30 0,391 0,021 0,340 0,379 0,389 0,404 0,426
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Tabela 12: Entropia de Shannon dos tecidos subcutaneos - animal controle e animais submetidos ao
implante das particulas (resultados para cada particula nos diferentes periodos de permanéncia).

N° Desvio Quartil Quartil
Aumento 4X imagens Média Padrdo Minimo inferior Mediana  superior Maximo
Controle 20 0,376 0,071 0,252 0,327 0,364 0,433 0,487
7 dias 15 0,239 0,040 0,190 0,200 0,236 0,271 0,316
4 mol/L 15 dias 15 0,330 0,039 0,270 0,298 0,339 0,347 0,437
30 dias 15 0,183 0,056 0,110 0,132 0,194 0,218 0,284
7 dias 15 0,368 0,049 0,300 0,315 0,368 0,422 0,432
25mol/L 15 dias 15 0,364 0,051 0,292 0,309 0,384 0,409 0,426
30 dias 15 0,360 0,038 0,277 0,335 0,366 0,398 0,411
7 dias 15 0,278 0,005 0,268 0,272 0,280 0,282 0,284
Comercial 15 dias 05 0,278 0,005 0,272 0,273 0,278 0,282 0,283
30 dias 15 0,337 0,016 0,306 0,324 0,337 0,353 0,360
Aumento 10X
Controle 30 0,367 0,066 0,236 0,368 0,406 0,441 0,504
7 dias 30 0,231 0,050 0,131 0,193 0,235 0,275 0,310
4 mol/L 15 dias 30 0,255 0,055 0,186 0,209 0,241 0,270 0,375
30 dias 30 0,191 0,095 0,076 0,120 0,176 0,218 0,427
7 dias 30 0,314 0,047 0,242 0,272 0,312 0,348 0,403
25mol/L 15 dias 30 0,400 0,053 0,318 0,353 0,422 0,445 0,474
30 dias 30 0,348 0,083 0,144 0,321 0,355 0,415 0,452
7 dias 30 0,259 0,044 0,201 0,234 0,251 0,266 0,366
Comercial 15 dias 10 0,349 0,018 0,310 0,338 0,351 0,353 0,370
30 dias 30 0,381 0,045 0,262 0,351 0,384 0,416 0,438
Aumento 20X
Controle 30 0,386 0,108 0,113 0,318 0,389 0,463 0,528
7 dias 30 0,206 0,053 0,144 0,155 0,203 0,248 0,294
4 mol/L 15 dias 30 0,204 0,049 0,126 0,167 0,194 0,245 0,319
30 dias 30 0,152 0,041 0,091 0,118 0,147 0,183 0,268
7 dias 30 0,312 0,050 0,241 0,273 0,302 0,336 0,426
25mol/L 15 dias 30 0,374 0,060 0,285 0,325 0,362 0,410 0,475
30 dias 30 0,366 0,055 0,208 0,332 0,385 0,409 0,427
7 dias 30 0,257 0,022 0,191 0,248 0,265 0,273 0,280
Comercial 15 dias 10 0,395 0,046 0,306 0,357 0,411 0,429 0,446
30 dias 30 0,392 0,050 0,274 0,355 0,415 0,430 0,455
Aumento 40X
Controle 30 0,380 0,140 0,059 0,316 0,422 0,483 0,530
7 dias 30 0,208 0,046 0,125 0,163 0,203 0,243 0,310
4 mol/L 15 dias 30 0,242 0,070 0,126 0,184 0,241 0,291 0,386
30 dias 30 0,197 0,048 0,096 0,164 0,198 0,237 0,292
7 dias 30 0,350 0,063 0,216 0,303 0,365 0,403 0,446
25 mol/L 15 dias 30 0,371 0,065 0,270 0,312 0,362 0,440 0,480
30 dias 30 0,383 0,044 0,277 0,350 0,390 0,404 0,469
7 dias 30 0,361 0,025 0,327 0,345 0,355 0,366 0,413
Comercial 15 dias 10 0,410 0,023 0,382 0,393 0,402 0,422 0,457
30 dias 30 0,391 0,021 0,340 0,379 0,389 0,404 0,426
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ANEXO C: PARECER DA COMISSAO DE ETICA PARA
REALIZAGCAO DOS EXPERIMENTOS DE EMBOLIZACAO

Comissdo de Etica na
Experimentacio Animal

Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
BEEA Comissao de Etica na Experimentacao Animal - CEEA

FAMERP FAMERP Autarquia Estadual, Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090.000 Tel. 3201-5700 S.J.Rio Preto/ SP

DELIBERACAO CEEA N° 003/201

A Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto - CEEA/FAMERP, em reuni@o desta data analisou o projeto de
pesquisa intitulado “Embolizagao vascular renal e coelhos para estudo comparativo
da reacdo inflamatdria renal entre microparticulas de poli (alcool vinilico)"
(Protocolo FAMERP n° 0741/2011), sob responsabilidade do Prof. Dr. Domingo
Marcolino Braile, e deliberou que o mesmo esta de acordo com os principios éticos
estabelecidos na Lei n° 11.794/2008 e na Resolugdo n® 714/2002 e foi aprovado por essa
Comissdo, com a seguinte recomendagao: o pesquisador devera monitorar o bem estar
dos animais no periodo pos-cirurgico para se certificar da necessidade de um analgésico
que nao interfira com os dados a serem coletados na pesquisa.

Atengdo: Ao final do estudo o pesquisador devera preencher o Formulario do

Relatério Final e enviar ao CEEA.

Sio José do Rio Preto, 10 de fevereiro de 2011.

S
i

Profa. Dra. Débora Ap. Pires de Campos Zuccari
Presidente da CEEA
FAMERP
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