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Hidrogéis sao comumente usados na prética clinica da medicina em aplica¢cdes que incluem engenharia de tecidos e
medicina regenerativa, diagnésticos, separacio celular, imobiliza¢do de biomoléculas ou droga e como aderéncias para
regular a barreira de materiais biolégicos. O objetivo desse trabalho foi obter hidrogéis de Poli(N-2-vinil-pirrolidona)
(PVP), Poli(dlcool vinilico) (PVAIl) e 4cido citrico, por reticulagdo quimica e analisar suas caracteristicas quanto a
intumescimento e citotoxicidade para a aplicabilidade na imobilizacdo de farmaco usado em tratamento de lesdes
cutdneas. A caracterizacdo das membranas de hidrogel foi conduzida na forma seca. Os hidrogéis secos foram
analisados por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Andlise Termogravimetria (TGA), Andlise
Espectroscdpica no Infravermelho (FTIR), intumescimento e determinacdo de gel. Foi observado que o aumento da
concentragdo de dcido citrico na sintese diminui o intumescimento da membrana, aumenta a fracdo gel e caracteriza
uma membrana de maior estabilidade térmica. A membrana resultante ndo apresentou citotoxicidade. As caracteristicas
apresentadas como integridade, citotoxicidade, homogeneidade e intumescimento, observados nas membranas de
hidrogéis sdo favordveis para aplicacdo em imobiliza¢do de farmacos nos trabalhos futuros.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF PVAV PVP/ CITRIC ACID HYDROGELS MEMBRANES

Hydrogel are used in medicine clinical practice, including applications in tissue engineering and regenerative medicine,
diagnostics, cellular immobilization separation of biomolecules or cells, and barrier materials to regulate biological
adhesions. The work objective was the preparation of poly (N-2-vinyl-pyrrolidone) (PVP), Poly (vinyl alcohol) (PVAI)
hydrogel by chemical reticulation with citric acid and their characterization as swelling and cytotoxicity, to future
evaluation in the drug immobilization for treatment of skin lesions. The characterization of hydrogel membranes was
conducted on dried form. The dried hydrogel was analyzed by differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry analysis (TGA), infrared spectroscopic analysis (FTIR), swelling and gel determinations. The
increase of citric acid concentration impedes the swelling, increases the gel fraction and characterize a higher thermal
stability membrane. The produced membranes showed no cytotoxicity. The results of cytotoxicity, integrity,
homogeneity and swelling are favorable to the hydrogel use as drug immobilization in the future work.

Keywords: Hydrogels, crosslinked chemistry, PVAIL PVP.

1- Introducao

As modificacdes estruturais em polimeros t€m sido de grande interesse tanto comercial quanto
cientifico para obtencdo de novos materiais para uso farmacéutico e biomédico. Essas modificacoes
podem ser obtidas na presenga de um agente reticulante ou adicionando-se um segundo polimero,

por emprego de radiacdo gama [1-3], ou reticulagdo fisica por processo de ciclos térmicos de



congelamento e descongelamento [4-6], reticulagdo por agente quimico [7-10], ou por radiacio de
feixe de elétrons [11-13], efeito fenton [14] e radiacdo no ultravioleta [15].

Hidrogéis, ou géis contendo dgua, sdo polimeros caracterizados por sua hidrofilicidade e
insolubilidade em dgua. Em meio aquoso, esses hidrogéis intumescem (ou incham) até um volume
de equilibrio, mas preservam seu formato original. A hidrofilicidade € devida a presenca de grupos
soliveis em dgua como: “OH, —“COOH, — CONH, —SOs;H, entre outros presentes na cadeia
polimérica [16].

A insolubilidade e a estabilidade destes géis s@o devidas a presenga de uma rede tridimensional. O
intumescimento resulta de um balango entre as forcas de dispersdo atuando nas cadeias hidratadas e
as forcas coesivas devido as ligagdes covalentes cruzadas. Outras interagdes caracteristicas também
estdo presentes, entre elas as interagdes eletrostaticas e de dipolo-dipolo [17] tornando-se o grau e a
natureza das ligacdes cruzadas responsdveis por suas caracteristicas no estado intumescido. As
propriedades mecanicas dos hidrogéis dependem principalmente da rigidez original das cadeias
poliméricas, do tipo de reticulo, da densidade das ligagdes cruzadas e do intumescimento como
resultado do balanco hidrofilico e hidrofébico.

O desenvolvimento dos hidrogéis como biomateriais comecou em 1940 quando se descobriu que
esse material por causa da sua hidrofilicidade poderia ser utilizado para a substituicdo de tecidos
organicos ou para outras aplicacdes biomédicas [18]. Recentemente descobriu-se que esses
hidrogéis sdo excelentes suportes para liberacdo de droga e macromoléculas bioativas, surgindo
assim a idéia do sistema de liberacao controlada, um conceito promissor que devera substituir as
técnicas convencionais do uso de drogas (comprimidos, injecoes e pulverizacdes) [19]. Foi em
decorréncia do sucesso dessas propriedades e de suas avangadas aplicagdes que, nos ultimos 40
anos, pesquisadores de renome como Nikolaos Peppas, Janusz Rosiak, Edward Merrill, Robert
Langer, Michael Sefton, Joseph Kost e Richard Korsmeyer, entre outros, voltaram seus estudos para
esse campo.

Seguindo nesta mesma linha de pesquisa e com base em trabalhos da literatura, a proposta deste
trabalho foi preparar hidrogéis a base de poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP), poli(alcool vinilico)
(PVAI) e 4cido citrico, utilizando-se a reticulagao quimica.

Uma aplicagdo potencial de membranas € na superficie de tecidos lesados. A Leishmaniose cutanea
¢ causada por um protozodrio do gé€nero Leishmania transmitida por mosquitos flebotomideos,
clinicamente é caracterizado por febre prolongada, palidez, emagrecimento e feridas de dificil
cicatrizagdo na pele. Varios reservatérios t€m sido identificados, na drea urbana o cdo € a principal
fonte de infec¢do; no ambiente silvestre destacam-se as raposas € os marsupiais. O homem insere-se

no ciclo epidemiolégico como hospedeiro eventual, mas em areas epidémicas pode ser considerado
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reservatorio, podendo ocorrer a transmissao homem-vetor-homem, sem necessidade dos canideos
[20].

De acordo com o Dr. Valdir S. Amato responsavel pelo Laboratério de Doencgas Parasitarias do
Hospital das Clinicas — Faculdade de Medicina da Universidade Sdo Paulo (HC-FMUSP), para a
tentativa de liberacdo controlada de farmaco em aplicagdo cutinea a membrana deve possuir as

seguintes caracteristicas: maciez, flexibilidade e uma liberacdo lenta do farmaco.

2- Experimental

Esta etapa de sintese foi feita a partir de solucdo de PVP e PVAI utilizando-se 4cido citrico como
agente de reticulagdo. As formulagdes foram elaboradas com diferentes propor¢des de dcido citrico
ApOs a dissolugdo separada dos polimeros PVAI e PVP juntaram-se as duas solugdes e adicionou-se
o0 4cido citrico. A reticulagdo quimica foi iniciada usando como catalisador o HCI a temperatura de
80 °C por cinco minutos. Da solucdo final foram colocados 35mL em placas de Petri com 85 mm de
didmetro e deixados a temperatura ambiente por cinco dias para completar a reticulacdo. Por
ultimo, as amostras foram lavadas em 4gua destilada para extracdo de possiveis residuos acidos

indesejaveis.

3- Resultados e Discussao

As membranas de hidrogéis obtidas por reticulagdo quimica foram sintetizadas usando acido citrico
como agente reticulante e dcido cloridrico como catalisador. Para uma mesma relacdo de PVAI /
PVP variou-se a concentragdo do acido citrico. A concentracdo maxima utilizada foi de 3,0% de
dcido citrico que apresentou caracteristicas estaveis. Também foi preparada uma matriz PVP +
PVAI sem agente reticulante para comparac¢do. Quando colocada em dgua a membrana desintegrou-
se impossibilitando as andlises e indicando que este sistema sem agente reticulante ndo se mantém

estavel.

3.1 Intumescimento

A figura 1 mostra as curvas de intumescimento das membranas de reticulacdo quimica. A matriz
PVAI + PVP + 0,5 % de acido citrico intumesce relativamente mais do que as matrizes com 2,0 e
3,0 % de agente reticulante. Quando aumenta a concentragdo do dcido citrico diminui o
intumescimento, o que € atribuido ao aumento da reticulagdo da membrana. Os valores de equilibrio
de intumescimento em dgua das matrizes de hidrogéis com diferentes concentracdes 0,5; 2,0 e 3,0%

de 4cido citrico foram respectivamente 58,7; 44,5 e 40,4%.
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FIGURA 1 - Curvas de intumescimento da matriz de PVAI + PVP variando-se a concentragio de 4cido citrico.

3.2 Fracao gel

O conteudo de fragdo gel estd associado a extensdo de reticulagdo da matriz. A tabela 1 apresenta a
porcentagem da fracdo gel das matrizes de hidrogéis. O resultado estd também relacionado a
capacidade de intumescimento, quanto maior o grau de reticulacdo da matriz menor é o grau de

intumescimento e isto, foi verificado nas formulacdes preparadas.

TABELA 1 - Fracdo gel em porcentagem (%) das matrizes de hidrogel obtidas por reticulacao

quimica.
Membrana Fracgao gel (%)
PVP + PVAI + 0,5 4cido citrico 40,0
PVP + PVALI + 2,0 acido citrico 59,6
PVP + PVALI + 3,0 acido citrico 67,1

3.3 Analise termogravimétrica (TGA / DTGA)

Importante ressaltar que a membrana reticulada apresenta um resultado de maior estabilidade
térmica como observado na figura 2. O evento de decomposi¢do do PVALI que se inicia em 273 °C é
deslocado para uma temperatura superior de 80 °C, tabela 2, nas concentracdes utilizadas no estudo
evidenciando o aumento da estabilidade térmica em virtude da reticulagdo do sistema polimérico. O
evento de decomposicao do PVP ndo sofre alteragdes significantes. Como pode ser observado na
figura 3, as curvas de DTGA comprovam o aumento da estabilidade térmica pelo deslocamento da
temperatura maxima de decomposicdo do PVAI, a reticulacio quimica modifica a estrutura do
polimero dificultando a sua decomposic@o. Observa-se na mesma figura que o PVP se mantém com

amesma Tax.
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FIGURA 2 - Curvas de decomposi¢io térmica dos hidrogéis por reticulagdo quimica, variando-se a concentragdo de dcido citrico.
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FIGURA 3 - Curvas de DTGA de hidrogéis PVAL/ PVP por reticulagdo quimica.

TABELA 2 - Resultados da Topser da perda de massa e do residuo das matrizes de hidrogéis

PVAI+PVP+4cido citrico, obtidos por reticulagdo quimica.

1*T (°C) 2*T(°C) 3*T(°C) Perdade Residuo

(4gua) massa (%) (%)

PVP puro - - 410,7 95,2 4,8

PVAI puro - 273,3 408,3 94,1 5.9

PVP + PVAI + 0,5 4cido 105 349,0 425,3 94,4 5,6
PVP + PVAI + 2,0 4cido 105 358,0 4243 95,8 4,2
PVP + PVAI + 3,0 4cido 105 358,0 4247 94,5 5.5

T= Temperatura inicial de decomposi¢do do evento.

Hé4 também uma diferenca de cerca de 15°C para o inicio de decomposi¢do do terceiro evento.

Atribui-se essa diferenca a contribui¢do da decomposi¢do do PV Al reticulado no terceiro evento. A
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estabilidade da pirrolidona ao ataque dcido torna pouco provavel a ocorréncia de reticulagdo no

PVP.

3.4 Analise de calorimetria exploratoéria diferencial (DSC).

Como pode ser observado na figura 4 as curvas de DSC o pico localizado a 150 °C atribuido ao
PVP ndo sofreu deslocamento, porém nesse evento também ha a contribuicdo de desidratagdo do
PVAL. O pico atribuido a fusdo do PVAI (219 °C) € deslocado de cerca de 5 — 9 °C com diminui¢io
de intensidade. Isto indica que com a reticulacdo quimica do PVAI diminuem as cadeias livres para
cristalizacdo alterando portanto a entalpia do processo de cristalizacdo e como conseqiiéncia e

intensidade do pico.
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FIGURA 4 — Curvas de DSC primeira fusido PVP + PVAI variando-se a porcentagem de dcido citrico.

Na tabela 3 estdo apresentados os valores da temperatura das matrizes de hidrogéis obtidos por
reticulacdo quimica. A temperatura de 219 °C foi atribuida a parte cristalina do PVAI. A baixa
intensidade do pico em cerca de 210 °C, esta relacionado com a diminui¢do de cristalinidade do

PVAI novamente em razio da reticulacdo.

TABELA 3 - Valores de T das matrizes de hidrogéis PVP+PV Al + 4cido citrico.

Amostras T(°C)

PVAI puro 219

PVP puro* -
PVAI + PVP + 0,5% Acido citrico 210
PVAI + PVP + 2,0% Acido citrico 210
PVAI + PVP + 3,0% Acido citrico 215

* Polimero amorfo ndo apresenta T.
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O mecanismo de reticulagdo do PVAI envolve o ataque nucleofilico catalisado por acido. O acido
citrico € protonado 1 e o dtomo de oxigénio do PVAI age com nucledfilo sobre o C carboxilico
formando o estado intermedidrio 2. A deslocalizacao eletronica no 4tomo de oxigénio € estabilizada

como conseqiiéncia da elimina¢ao da molécula de dgua.
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FIGURA 5- Mecanismo que ocorre na reticulagdo do PVAI envolvendo o 4cido citrico

3.5 Analises de infravermelho (IR)

Como pode ser observado na figura 6, a menor intensidade relativa e o estreitamento da banda
correspondente as ligacdes O-H (3000 a 3500 cm™) indicam que houve condensacio. Aumentando-
se a concentracdo de acido citrico para 2,0% observa-se maior estreitamento do pico. Nota-se
também o deslocamento do sinal atribuido 2 carbonila do PVP de 1660 — 1640 cm™ quando o PVAI
¢ adicionado. O deslocamento dessas bandas para menores valores de freqiiéncia indica a formacao
de ligagcdes de hidrogénio entre os grupos carbonila e hidroxila como resultado das interacdes de
PVAI com o PVP. O aparecimento de sinal relativo a carbonila do PV Al reticulado é observado no
espectro do 2,0% de 4cido citrico a 1736 cm™, enquanto que o estiramento do grupo C-O-C do éster

é observado a 1100-1050 ¢cm’!
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FIGURA 6 — Espectros de absor¢do na regido do infravermelho das membranas dos hidrogéis obtidos por reticulagdo quimica.
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3.6 Matrizes de hidrogéis PVP+PVAl+Acido citrico

As matrizes de hidrogéis obtidas por reticulacdo quimica apresentam caracteristicas fisicas
diferentes das reticulacdes obtidas por irradiacdo gama e reticulagdo fisica, como sao ilustradas na
figura 7a e 7b. Quando submetida ao intumescimento apresenta-se em forma de hidrogel mantendo-

se maleavel.

FIGURA 7 - Fotos das matrizes de hidrogéis PVP+PV Al+idcido citrico, obtidos por reticulacdo quimica.(A)Antes do intumescimento (B) Apds

intumescimento.

3.7 - Citotoxicidade

Como no resultado do teste ndo foi observado halo de toxicidade ao redor ou sobre as amostras das
células. Estas se mostraram integras sem nenhuma alteracio morfoldgica apresentando
comportamento idéntico ao controle negativo, figura 8. Pode-se afirmar que os hidrogéis
sintetizados por reticulacdo quimica desenvolvidos nesse trabalho ndo causam morte ou prejuizo a

populagdo celular sendo, portanto, caracterizados como nao-citotdxicos.
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FIGURA 8 - Curvas de viabilidade celular das matrizes de hidrogéis pela incorpora¢io do vermelho neutro.
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4- Conclusoes

Os resultados evidenciam que o aumento da concentracio de &cido citrico diminui o
intumescimento, aumentando a quantidade de gel demonstra-se que reticularam em todas as
concentracoes usadas. Além disso, pode-se observar a ocorréncia de um estreitamento do pico de
infravermelho na regido correspondente as ligacdes O-H, indicando a ocorréncia de condensacao
atribuida ao aumento da reticulacio da membrana. Em virtude da reticulacdo as membranas
produzidas t€ém maior estabilidade térmica. No sistema PVAI/PVP observa-se que a reticulacdo se
processa no PVAL que esterifica-se em presenca do dcido citrico. As caracteristicas de integridade,
homogeneidade, nao citotoxicidade observados nas membranas sintetizadas por reticulagdo quimica

caracterizam sua potencialidade para aplicacdes como libera¢do de farmaco.
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