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RESUMO

Os hidrogéis para uso tépico em queimaduras ou ulceracdes de pele foram introduzidos no mercado
europeu e norte-americano ha mais de uma década e recentemente vem ganhando grande aceitacdo
no mercado brasileiro. O IPEN desenvolve um projeto em cooperacdo com a AIEA para se obter o
dominio do processo de producdo de uma membrana de hidrogel a base de polivinilpirrolidona
(PVP), pali(etileno glical) (PEG) e agar, reticulados por radiacdo ionizante (gama e el étrons) e que
apresenta a propriedade de reter quantidades significativas de agua. Foram preparadas membranas
de composicdo Unica (8% PVP, 1,5% PEG, 1% é&gar e agua), irradiadas na dose de 25 kGy. A
radiacdo ionizante, além de promover a reticulagdo do PVP, simultaneamente a esteriliza. Foram
utilizadas as duas fontes industriais classicas - raios gama de fonte de Co-60 (taxa de dose baixa) e
el étrons provenientes de acel eradores el etrostéticos (taxa de dose alta, cerca de 5000 vezes maior) -
com o propésito de se qualificar as membranas para ambas as opgoes de producdo industrial. Neste
trabalho sdo apresentados os resultados de qualificacdo da membrana quanto a biocompatibilidade
“in vitro”. Os resultados obtidos a partir dos extratos aquosos das membranas ndo apresentaram
toxicidade nos testes realizados com células de mamiferos em cultura, independentemente da taxa
de dose de irradiagéo utilizada na preparagdo das mesmas.
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I. INTRODUCAO

Os hidrogéis para uso tépico em queimaduras ou
ulceragBes de pele foram introduzidos no mercado europeu
e norte-americano ha mais de uma década e recentemente
vém ganhando grande aceitagdo no mercado brasileiro. O
IPEN desenvolve um projeto em cooperacdo com a AIEA
para obter o dominio do processo de producdo de uma
membrana de hidrogel, desenvolvida por JM.Rosiak e
colaboradores(1), que apresenta as caracteristicas Unicas de
ser produzida a partir de polimeros comuns, portanto
baratos e de processamento extremamente simpl es.

As membranas de hidrogel assim constituidas tém
sido usadas como curativo de queimaduras e ulceracdes de
pele em virtude de seu conjunto excepcional de
propriedades, tais como:

- contato agradavel com a pele queimada, propiciando
um alivio imediato dador;
permeabilidade ao oxigénio, favorecendo a cura;
impermeabilidade as bactérias, impedindo a passagem
destas do meio exterior para a pele lesionada;

transparéncia, permitindo a avaliacdo da lesdo sem
remocdo da bandagem;

absorcdo de exsudato, mantendo a ferida limpa;
aderéncia a pele sd e ndo aderéncia ao tecido em
cicatrizag8o, propiciando uma troca indolor e sem
perda de tecido epitelizado.

O produto ja se encontra em fase avancada de
desenvolvimento, tendo sido atingidas propriedades fisicas
similares as dos demais do mercado. Houve, naturalmente,
uma grande preocupacd em adaptar o produto as
especificagbes do mercado. Vérios aperfeicoamentos foram
propostos, principamente para mehorar as suas
propriedades mecanicas.

Estabelecidas as condicdes de preparo das
membranas de hidrogel para uso tdpico e efetuadas as
caracterizagdes  fisico-quimicas(2-7), o |IPEN esta
realizando a sua avaliagdo bioldgica utilizando testes de
biocompatibilidade. A biocompatibilidade pode ser
definida como a capacidade de um materia funcionar em
uma aplicacdo especifica frente a uma resposta apropriada
do hospedeiro(8). Esta resposta apropriada, na maioria dos



casos, significa nenhuma resposta adversa de um sistema
Vivo na presenca de tal material.

A caracterizacdo de materiais biocompativeis
implica na obrigatoriedade do teste de citotoxicidade. A
toxicidade de um material pode ser avaliada por testes in
vitro, em animais de experimentacdo, incluindo testes de
uso, e por estudos clinicos em seres humanos. Os testes in
vitro sdo efetuados principamente para avaiar a
citotoxicidade, isto € os danos causados pelo material as
células. Dentre os varios testes de toxicidade para
biomateriais, o teste de citotoxicidade é o mais sensivel e
sua sensibilidade depende da linhagem celular, do tipo de
aplicagdo dos materiais no teste e da interpretacdo da
resposta celular. O método utilizado neste trabalho
compara a capacidade de formagdo de col6nias numa
cultura celular em contato com extratos dos materiais em
teste, pela medida da citoletalidade. E um método simples
e barato, comparado com outros de avaliagdo da resposta
celular como dosagem de proteinas totais, dosagem de
atividade enzimatica, mudanca morfolégica da célula, que
requerem experiéncias muito mais especificas.

O objetivo do presente trabaho foi avaliar e
comparar a biocompatibilidade das membranas de hidrogel
obtidas por radiacdo gama e por feixe de détrons. O teste
in vitro de citotoxicidade consistiu em incubar o material
indiretamente numa cultura de células de mamiferos.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Preparo das membranas

Foram preparadas membranas de composi¢do
Unica (8% de polivinilpirrolidona, 1,5% de poli(etileno
glical), 1% de &gar e &gua), irradiadas na dose de 25 kGy.
A radiacdo ionizante, aém de promover a reticulagdo do
PVP, formando a rede tridimensional que propicia a
estabilidade fisica a membrana, simultaneamente a
esteriliza. Foram utilizadas as duas fontes industriais
classicas: radiacdo gama de fonte de ®°Co (Membrana 1),
com taxa de dose de 2,27Gyl/s, e elétrons provenientes de
aceleradores eletrostaticos (Membrana 2) com taxa de dose
de 11,35kGy/s, com o propésito de qualificar as
membranas para ambas as op¢Bes de producdo industrial.
As membranas foram caracterizadas anteriormente quanto
as suas propriedades fisicas e quimicas.

Teste de Citotoxicidade(9, 10)

O método para avaliacdo de citotoxicidade das
membranas de hidrogel utiliza uma cultura de células de
ovario de hamster chinés (CHO), da American Type
Culture Collection, CHO k-1.

O teste foi redlizado, colocando-se diluicBes dos
extratos das membranas em contato com a cultura de
células CHO em placa de Petri de 15x60 mm, utilizando-se
como controle positivo uma soluc&o de fenol 0,02% e como
controle negativo um extrato de polietileno de dta
densidade (HDPE). Os extratos foram preparados,

utilizando-se cerca de 1,4 cm? do material para cadamL do
meio de cultura RPMI-FCS ( RPMI 1640 contendo 10% de
soro fetal bovino e 1% de uma solucdo de penicilina e
estreptomicina), e incubados por 24 h em estufa a 37°C.
Foram feitas dilui¢des seriadas (50, 25, 12,5, 6,25%) dos
extratos das membranas, do HDPE e da solugdo de fenol
0,02%. As células CHO foram cultivadas em garrafa de
pléstico, em RPMI-FCS, em estufa com atmosfera Umida e
5% CO, a 37°C, até obtencdo de uma monocamada com
crescimento confluente. O desprendimento das células da
garrafa foi feito com a tripsinizacdo das mesmas e foi
preparada uma suspensdo de 100 célulasfmL. Foram
distribuidos 2 mL dessa suspensio em cada placa de Petri e
incubadas por cerca de 5 h para adesdo das células. Apbs
esse periodo, o meio de cultura foi removido, e nessas
placas foram adicionados 5 mL do extrato puro e de cada
diluicdo seriada. Na placa de controle de CHO foi
adicionado 5 mL do meio fresco (RPMI-FCS). Foram feitas
triplicatas de cada concentragdo dos extratos testados. As
placas foram incubadas em estufa imida com 5% CO,,
37°C por 7 dias. Decorrido esse tempo, o meio foi
removido e as col6nias formadas foram fixadas em formol
10% em salina 0,9% e coradas com corante de Giemsa. As
colénias visiveis em cada placa foram contadas e
comparadas com o nimero de coldnias da placa controle de
CHO. O potencial citotéxico do material avaiado foi
expresso em indice de citotoxicidade (ICsow)) Que
corresponde a concentracdo do extrato que suprime 50% de
formag&o de colbnias em relacdo ao controle.

I1l. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a porcentagem média do
ndimero de colénias visiveis em cada placa em relagdo a
placa controle de CHO, em funcéo da diluicdo do extrato.
Lancando-se esses valores num grafico semilogaritmico,
pode-se calcular quantitativamente o potencial citotoxico,
expresso como | Csge, COMO mostra a Figural.

Tabela 1 - Teste de citotoxicidade das membranas de
hidrogel: nimero de col6nias visiveis nas placas de CHO,
em relacdo a placa controle.

% numero de colbnias
Concentragédo
do extrato | Controle | Controle
(%) negativo | positivo M-1 M-2
6,25 94 87 89 78
12.5 103 73 97 96
25 106 47 80 71
50 93 26 73 78
100 98 1 68 71

M-1= membrana de hidrogel exposta a radiacdo gama, M-
2= membrana de hidrogel irradiada com feixe de el étrons
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Figura 1. Curva de Supressdo de Col6nias.

Como se pode verificar na Fig.l, o controle
positivo apresentou | Csoep = 23, isto &, a solucdo de fenol,
na diluicdo de 23% mata 50% das células na cultura. Por
outro lado, o controle negativo, como era esperado,
apresentou 1 Csoes > 100, significando nenhuma toxicidade
para as células em cultura. As membranas testadas,
reticuladas tanto pela radiagdo gama como pelo feixe de
elétrons (M1 e M2), apresentaram |Csqy > 100, portanto,
ndo citotoxicas, uma das provas in vitro de sua
biocompatibilidade.

IV. CONCLUSOES

O resultado do teste de citotoxicidade das
membranas de hidrogel reticuladas tanto pela radiacdo
gama, com baixa taxa de dose, como por feixe de elétrons,
com taxa de dose cerca de 5000 vezes maior, demonstrou
gue as membranas, independentemente da fonte de
radiacdo, ndo apresentaram toxicidade quando testadas em
culturade células.

Para complementar os testes in vitro de
biocompatibilidade, sera realizado o ensaio de hemdlise e,
em seguida, serdo procedidos 0s ensaios in vivo, em
animais.
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ABSTRACT

Hydrogels to be used as wound burn dressings
were introduced in European and American market more
than one decade ago and recently have been succeeded in
the Brazilian market. IPEN has been developping a
production process under IAEA support to obtain a
hydrogel membrane composed by polyvinylpirrolidone



(PVP), polyethyleneglycol (PEG) and agar, crosslinked by
ionizing radiation (gamma and electron beam), which
possess the property of retaining significant amount of
water. Membranes were prepared in a basic composition
(8% PVP, 1.5% PEG, 1% agar and water), and irradiated
at a dose of 25 kGy. Besides the PVP crosslinking the
ionizing radiation promotes simultaneously  the
sterilization. Two classical industrial sources were used -
gamma radiation from a Co-60 irradiator (low dose rate)
and electrons from electrostatic accelerator (high dose rate,
about 5000 times higher) - with the purpose of qualifying
the membranes for the two industrial production options.
In this work were presented the evauation of the
membranes in a biocompatible study in vitro . The results
obtained from agueous extracts of membranes did not show
toxicity in the test carried out with mammal cells in
culture, independently of dose rate employed in the
preparation of the hydrogel membranes.



