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RESUMO

Hidrogéis constituidos de poli (N-vinil-2-pirrolidona) [PVP] &gar e polietileno glicol
(PEG) sdo utilizados como membranas para uso topico, no tratamento de lesdes de pele. Com o
objetivo de melhorar algumas das propriedades mecéanicas da membrana como tensdo de ruptura e
elongacao, substituiu-se o PEG pelo copolimero silicona polidxido de etileno (SEO). Com este novo
componente efetuou-se a avaliagdo da biocompatibilidade in vitro das membranas de PVP-SEO
com diferentes concentracdes de SEO, em cultura de células. O teste de citotoxicidade foi realizado
fazendo-se um estudo comparativo de dois métodos diferentes: 1) difusdo em agar, utilizando-se
células de rim de coelho (RC-IAL) e células do tecido conectivo de camundongos (NCTC clone -
L929) e 2) supressdo de colbnias, utilizando-se células de ovario de hamster chinés (CHO). Na
avaliacdo bioldgica in vitro das membranas de PVP-SEO nos dois métodos, foram obtidos
resultados analogos.
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ABSTRACT

Hydrogels composed by poly(N-vinyl-2-pirrolidone) [PVP], agar and polyethyleneglycol
(PEG) are used as wound dressings in the treatment of ulcers of skin. In order to improve the
mechanical properties of the membrane as tensile strength and elongation, PEG was replaced by
copolymer silicone polyoxiethylene (SEO). The in vitro biocompatibility evaluation of PVP-SEO
membranes with different concentrations of SEO was carried out in cell culture. Comparative
study of cytotoxicity was performed by two different methods: 1) overlay assay using rabbit
kidney cells (RC-IAL) and mice connective tissue cells (NCTC clone — L929) and 2) colony
suppression assay, using Chinese Hamster Ovary cells (CHO). In the in vitro biological
evaluation of PVP-SEO membranes by both methods analogous results were obtained.

Key words: hydrogel, cytotoxicity, biocompatibility, polyvynilpirrolidone



3720

VI SEMEL \_f)“ N
et
O i

CBECIMAT

I. INTRODUCAO

Membranas de hidrogel constituidas por poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP), agar e
poli(etileno glicol) (PEG), reticuladas e esterilizadas por radiacdo ionizante, vém sendo utilizadas
como dispositivos médicos para uso topico[1]. A principal vantagem do uso da metodologia das
radiacdes sobre o método convencional na preparacdo de biomaterias poliméricos esta na
capacidade da radiacdo em promover a reticulacdo em condi¢bes razoavelmente brandas, sem
qualquer aditivo®, além da esterilizacdo simultanea. Souza, A e cols™ mostraram que a
substituicdo do PEG nas membranas de hidrogel pelo copolimero poli(dimetilsiloxano)-co-
poli(6xido de etileno) (SEO), aumenta o grau de reticulagdo tornando-as mais resistentes a
ruptura quando submetidas a uma forca externa. O SEO foi selecionado por ser um copolimero
bastante utilizado na industria de cosméticos e na fabricacéo de lentes de contato.

As membranas de hidrogel, como todos os biomateriais devem ser submetidas a avaliacao
bioldgica através de testes de biocompatibilidade, que incluem ensaios in vitro e in vivo.

Véarios métodos in vitro para avaliacdo da toxicidade de biomateriais tem sido
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em
colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos
verificando-se a viabilidade celular pela incorporacdo de corantes vitais ou pela inibi¢cdo do
crescimento de coldnias.

No presente trabalho foi realizado o teste de citotoxicidade dos filmes de PVP com
diferentes concentracdes de SEO, por dois métodos: difusdo em agar e ensaio de supressao de
col6nias. O objetivo foi comparar a sensibilidade desses dois ensaios in vitro na avaliacdo da
citotoxicidade dos hidrogéis.

Il. MATERIAIS E METODOS
Preparo das membranas

Os reagentes utilizados foram o PVP K-90, proveniente da GAF Corporation, com massa
molar 3,6x10° g/mol; o copolimero SEO L7604 doado pela Osi Specialties, com massa molar
4x10° g/mol e o 4gar técnico n° 03, sob o codigo L.13, proveniente da Oxdid.

Foram preparados 5 tipos de membranas onde as concentracfes de PVP e de agar foram
fixadas em 6% e 0,4%, respectivamente. A concentracdo de SEO variou de 0; 0,5; 1,5; 3,5 e
4,5%, nas membranas numeradas de 1 a 5, respectivamente. As solucbes aquosas de PVP, SEO e
agar foram preparadas separadamente e misturadas a uma temperatura aproximada de 60°C e
colocadas em placas de Petri. Apos a gelificacdo, as placas foram cobertas com filmes de PVC e
irradiadas com uma dose de 25kGy no acelerador de elétrons Dynamitron, com energia de
1,5MeV e taxa de dose de 22,4kGy/s. Ao término da irradiagdo, as amostras ficaram em repouso
por 24h para atingir o equilibrio.

Teste de Citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade das membranas de hidrogel foi realizada utilizando-se dois
métodos:

Método de difusdo em agar®®

Foram utilizadas as linhagens celulares NCTC clone L-929 (CCL1 - ATCC) de tecido
conectivo de camumdongo, e a linhagem RC-IAL de células fibroblasticas de rim de coelho,
isoladas no Instituto Adolfo Lutz.
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As células foram semeadas em placa de Petri (15 x 60mm), na concentracéo de 1,5 x 10°
cels/mL em Meio Minimo de Eagle (MEM) ¢/ 10% de soro fetal bovino (SFB) sem antibioticos
no volume de 5mL, e incubadas durante 48h a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO..

Apdbs esse periodo, com a monocamada de células ja formada, o meio de cultura foi
desprezado e adicionado 5mL do meio de cultivo “overlay” em cada placa de Petri. Este meio ¢é
composto de partes iguais de MEM, duas vezes concentrado e agar a 1,8% contendo 0,01% de
vermelho neutro como corante vital. No momento do uso, o &gar foi fundido e misturado na
mesma propor¢do com o MEM duas vezes concentrado, ambos a uma temperatura de 44°C e
adicionado sobre a monocamada de células. As membranas a serem testadas foram cortadas com
5mm de didmetro e colocadas sobre a camada de agar antes de sua solidificacdo completa. As
placas de Petri foram encubadas novamente em estufa a 37°C em atmosfera imida com 5% CO,
por 24h.

Foram utilizadas como controle positivo fragmentos de latex e como controle negativo
papel de filtro atoxico, ambos com 5mm de didmetro. As amostras foram avaliadas em duplicata
para cada linhagem celular.

As leituras das placas foram feitas macroscopicamente onde a presenca de citotoxicidade
foi constatada por halo claro ao redor do material em teste, correspondente as células mortas.

Ensaio de supressdo de coldnias®'?

Utilizou-se cultura de células de ovario de hamster chinés (CHO k1), da American Type
Culture Collection.

O ensaio foi realizado colocando-se diluicdes dos extratos das membranas em contato
com a cultura de células CHO k1 em placa de Petri de 15x60 mm, utilizando-se como controle
positivo uma solucdo de fenol 0,02% e como controle negativo, um extrato de polietileno de alta
densidade (HDPE).

Os extratos foram preparados utilizando-se cerca de 1,4 cm? do material para cada mL 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 24h em estufa a 37°C. Foram feitas
diluicBes seriadas dos extratos das membranas, do HDPE e da solucdo de fenol 0,02% (50; 25;
12,5; 6,25%).

As células CHO k1, foram cultivadas em garrafa de plastico, em RPMI-FCS, em estufa
com atmosfera Umida e 5% CO, a 37°C, até obtencdo de uma camada de células com
crescimento confluente. O desprendimento das células da garrafa foi feito com a tripsinizacédo
das mesmas e a suspensdo foi ajustada para 100 células/mL. Foram distribuidas 2mL dessa
suspensdo em cada placa de Petri e incubadas por cerca de 5h para adeséo das células. Apos esse
periodo o meio de cultura foi removido e nessas placas foram adicionados 5mL do extrato puro e
de cada diluicdo seriada. Na placa de controle de CHO k1 foi adicionado 5mL do meio fresco
(RPMI-FCS).

Foram feitas triplicatas de cada concentracdo dos extratos testados. As placas foram
incubadas em estufa tmida com 5% CO, 37°C por 7 dias. Decorrido esse tempo o meio foi
removido e as colonias formadas foram fixadas em formol 10% em uma solucédo salina 0,9% e
coradas com corante de Giemsa.

As colbnias visiveis em cada placa foram contadas e comparadas com o numero de
col6nias da placa controle de CHO k1. O potencial citotoxico do material avaliado foi expresso
em indice de citotoxicidade (ICsow) ), que € a concentragéo do extrato que suprime em 50% a
formacéo de coldnias em relacdo ao controle.
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I1l. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de citotoxicidade pelo método de difusdo em agar, a morte celular foi constatada
pela formacdo de um halo claro ao redor da membrana em teste, que foi medido com uma régua
milimétrica e apresentada na Tabela 1. A presenca de halo foi observada em todas as membranas
exceto na membrana 1, com 0% de SEO, o que pode ser observado também no controle negativo.
O controle positivo apresentou o halo maximo, ou seja, toda a area da placa de Petri.

Tabela 1 - Teste de citotoxicidade pela difusdo em agar das membranas de PVP-SEO

Medidas dos didmetros dos halos, em mm.

Amostras
Linhagem celular NCTC L929 | Linhagem celular RC-IAL

Contr. Negat. 0 0 0 0
Contr. Posit. 35 35 35 35

1 0 0 0 0

2 5,0 5,0 5,0 5,0

3 9,0 9,0 9,0 9,0

4 15,0 15,0 25,0 25,0

5 21,0 21,0 35,0 35,0

Na figura 1 sdo mostradas as placas de Petri do controle negativo e da membrana de
PVP-SEO contendo 1,5% de SEO, onde podemos observar que o controle negativo nao apresenta
halo claro ao redor do material (a) e

Figura 1: Teste de citotoxicidade pelo método de difusdo em agar.
a— controle negativo; b — membrana de PVP-SEO com 1,5% de SEO.
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No teste de citotoxicidade, pelo ensaio de supressdao de coldnias, a porcentagem do
numero de colénias em cada placa de Petri foi calculada em relacéo a placa controle de CHO k1
e é apresentada na Tabela 2. Através destes dados pode-se calcular quantitativamente o indice de
citotoxicidade, projetando-se os valores da Tabela 2 num gréafico. O indice de citotoxicidade
representado por ICso) , € a concentragdo do extrato do material analisado que inibe em 50% a
formacéo de coldnias.

Tabela 2 - Teste de citotoxicidade pela supressdo de colbnias das
membranas de PVP-SEQO: contagem do numero de coldnias de células CHO,
em relacdo a placa controle.

% NUmero de Colo6nias

Amostras Concentracdo do Extrato

6,25 % 12,5% 25 % 50 % 100 %

Contr. Negat. 84 103 78 93 87
Contr. Posit. 76 69 52 19 1
1 88 93 94 101 97
2 83 88 86 60 3
3 79 65 19 0 0
4 15 3 0 3 0
5 17 9 0 3 3

—® —CONTROLE NEGATIVO

—®—CONTROLE POSITIVO
v 1
—v—2
L] 3

T4
—X—5

100
’i::jjjiiii'\\\\\\x\\\v>x<:::::::-\\\\\\\\\\'

% No de Colbnias
3

Concentragao do Extrato (%)

Figura 2: Curva de supressao de coldnias. 1- 0% SEO; 2- 0,5% SEO; 3- 1,5% SEO; 4- 3,5% SEO
e 5- 4,5% SEO.
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Na Fig.2 podemos observar que a membrana de PVP, sem a presenca de SEO apresenta
ICs0) > 100, indicando ndo ser citotxica, como o controle negativo. A medida em que se
aumenta a concentracdo de SEO na formulacao, é aumentada a citotoxicidade da membrana.

Observou-se que houve aumento da citotoxicidade em funcdo do aumento da
concentragdo de SEO em ambos os métodos. Estes dados indicam que a adicdo de SEO na
formulacéo torna as membranas de hidrogel citotoxicas.

IV. CONCLUSAO
Tanto o método de difusdo em &gar como o0 método de supressdo de coldnias, para o
ensaio de citotoxicidade mostrou sensibilidade equivalente, demostrando que a presenca de SEO
nas membranas de PVP torna-as citotoxicas.
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