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Biocompatibily study for PVP hydrogels produced ultraviolet radiation

A hydrogel has been defined as a polymeric material that exhibits the ability to swell in water and retains a significant
fraction of water within its structure, but it will not dissolve in water. Hydrogels composed of PVP produced by
ultraviolet radiation are use mainly as wound dressing. In this work, hydrogels prepared in different conditions were
tested and their characteristics as biocompatibility were investigated. The results showed that the hydrogels can be

considered as non toxic and non hemolytic to the cell.

I ntroducdo

Os hidrogéis sao polimeros hidrofilicos reticulados por
radiacdo que, na presenca de agua, absorvem uma
significante quantidade desta formando um ge
elastico’. Rosiak e colaboradores® desenvolveram um
sistema polimérico hidréfilo a base de poli(N-vinil-2-
pirrolidona) (PVP), polietilenoglicol (PEG) e agar,
reticulado por feixe de elétrons de alta energia, com
excelentes caracteristicas para ser utilizado como
curativo principalmente em queimaduras. Na prética
clinica foi observado que a manipulagdo desta
membrana € dificultada devido a sua baixa resisténcia
mecanica, pois 0 sistema polimérico sendo composto
exclusivamente por polimeros hidréfilos tende a ser
fragilizado a medida que a membrana absorve &gua.
Como melhoria das propriedades mecénicas, a
utilizacdo de reforco de fibras de polipropileno, na
forma de “no-woven”, enxertadas com metacrilato de
metila se mostrou adequada®. Como melhoria do
processo, temos investigado metodologias que
substituam a radiacdo ionizante, viabilizando sua
producdo por indUstrias de pequeno/médio porte. Neste
sentido temos estudado o comportamento do poli(N-
vinil-2-pirrolidona) a acdo da luz Utravioleta e a reagéo

de Fenton®. O objetivo deste trabaho foi estudar a
biocompatibilidade de hidrogéis a base de PVP
preparados em diferentes condigbes por radiagdo
ionizante e ultravioleta e por reacdo de Fenton. Foram
realizados teste in vitro, de citotoxicidade e in vivo, de
irritacio  dérmica primaria, para veificar a
biocompeatibilidade desses hidrogéis.

Experimental

Preparacdo dos Hidrogéis

O PVP utilizado neste trabalho foi da ACROS
ORGANICS com massa molar média  pondera
nominal de M,, = 1,2x10°. A concentracdo da solucio
aquosa de PVP foi de 80mg/mL. A irradiacgo procedeu
em um sistema de irradiacdo PCQ-X1 da Ultra-Violet
Products com | gnisso= 254nm. As amostras foram
irradiadas com dose entre 2,02 a 13,44J. Foram
produzidos, também hidrogéis por reacdo de Fenton.
As amostras foram colocadas em um extrator Soxhlet
por aproximadamente 36 horas. Apls a extragdo as
membranas foram submetidas a secagem, em estufa a
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60°C , até massa constante. A fragdo sol e a fragdo gel
foram obtidas por meio das seguintes rel agdes:

S(%) = [Wy - W, / W] x 100 e
G(%) = 100 - S

onde : S(%) = porcentagem da fracdo sol; G(%) =
porcentagem da fragéo gel; W, = massainicial de PVP
na amostra; W, = massa do gel seco.

Analises de Biocompatibilidade

Para 0 estudo da biocompatibilidade dos hidrogéis
obtidos foram redizados. teste in vitro de
citotoxicidade e teste in vivo de irritacdo dérmica
primaria.

No ensaio de citotoxicidade foram utilizadas células
da linhagem celular NCTC-clone 929 de tecido
conectivo de camundongo, originaria da American
Type Culture Collection [ATCC-(CCL1)]. O meio de
cultura foi o de Eagle (MEM) com adicdo de 10% de
soro feta bovino, aminodcidos ndo essenciais e
piruvato de sédio (Meio-uso). Volumes de 0,2 ml de
uma suspensio celular de 2x10° células /ml foram
distribuidas em cada pogo da microplaca de 96 wells.
A placa foi incubada em estufa Umida a 37°C e
atmosfera com 5% CO, por cerca de 24h, para que as
células obtenham confluéncia desgjada. O teste foi
realizado colocando-se 0 extrato do hidrogel a ser
anadlisado em contato com as células em cultura e a
toxicidade foi determinada pela medida da viabilidade
celular através daincorporacao do vermelho neutro.

A preparacdo do extrato do materia a ser testado foi
redlizada de acordo com a norma 1SO 10993-5 de
19927, 0,1g do material a ser testado para cada mL do
meio de cultura utilizado. No teste propriamente dito o
extrato do material foi diluido em série, com o meio de
cultura Meio-uso e 0,2mL de cada diluicBo foi
colocado em contato com as células aderidas em cada
poco, em triplicata. Controles positivo e negativo
receberam o mesmo procedimento da amostra. A placa
foi mantida em estufa Umida a 37°C e atmosfera com
5% CO, por 24h. Decorrido este periodo os meios
foram trocados por Meio-uso fresco contendo 50my do
corante vermelho neutro/mL® e incubados por 3hpara a
captacdo do corante. A placa foi lavada com a solugéo
de CaCl, em formadeido e em seguida cada poco
recebeu 0,2mL da solucdo de &cido acético em etanal.
Apb6s agitagdo por 10min foi feita medida da
incorporacdo do vermelho neutro num leitor de ELISA
com filtro de 540nm.

O ensaio de irritacdo dérmica priméaria’ foi realizado
em coelhos abinos de raca Nova Zelandia, machos de
peso corporeo acima de 2kg, na regido dorsa
tricotomizada. As amostras foram aplicadas na regido
superior (areas 1 e 2), e aregido inferior (areas 3 e 4)
serviu de controle. Todas as &reas foram cobertas com
gaze estéril e fixadas ao animal com fita adesiva hipo-

alergénica. As leituras de edema e eritema foram
efetuadas apos 24 e 72h.

Resultados e Discussdo

SolugBes aquosas de PVP submetidas a radiacéo UV
sofrem um aumento da viscosidade. Inicialmente, este
aumento é lento e quando se aproxima da dose de
gelificacdo torna-se mais acentuado. Prosseguindo-se 0
processo de irradiacdo , observa-se a formacdo de uma
fracdo  polimérica  insollvel(gel). Rosiegk e
colaboradores demonstraram que quando esta fracéo
insoltvel chega a 80-90%, o gel adquire propriedades
fisicas adequadas a0 manuseio'. A Tabela 1 mostra os
resultados das andlises sol-gel para solugdes aquosas a
8% de PVP.

Tabela 1. Comportamento da fragdo sol-gel em relacéo
adose de radiacdo ultravioleta.

Dose (J) Fracdo Sol(%) Fracéo Gel (%)

2,02 81,65 +2,15 18,35+ 2,15
2,69 76,18 + 2,20 23,82+2,20
537 38,85 + 5,00 61,15 + 5,00
8,06 23,68 +1,27 76,32 £1,27
10,75  15,40+0,62 84,60 +0,62
1344 20,26 +1,39 79,74 + 1,39

Observarse que com dose acima de 10,753 o hidrogel
de PVP sofre uma queda na porcentagem de gel,
revelando sinais de degradacdo.

A porcentagem relativa de viabilidade celular em
diferentes concentragdes do extrato das membranas foi
caculada e esta representada na Figura 1. A
concentracdo de extrato que danifica a metade da
populacdo celular € conhecido como indice de
citotoxicidade, expresso como I1Csw,. O controle
negativo PVC ndo apresentou efeito toxico (ICsp, >
100) e o controle positivo, solugdo de fenol 0,02%
apresentou toxicidade (1Csgy, ~ 20 ). Todos os hidrogéis
foram considerados estéreis. O hidrogel com reforgo de
polipropileno enxertado com 50% de metacrilato de
metila®, também ndo apresentou efeito téxico, nem
mesmo em altas concentragdes de extrato.
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Figura 1. Curva de incorporagéo do vermelho neutro no ensaio de
citotoxicidade do hidrogel a base de PVP, agar e PEG
produzido via radiacdo ionizante, descrito em trabalhos
anteriores®
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Figura 2. Curva de incorporagéo do vermelho neutro no ensaio de
citotoxicidade de hidrogéis de PVP irradiados por UV em
diferentes doses. Concentracgo de PVP 80mg/mL.

A Figura 2 mostra a viabilidade celular em diferentes
concentragdes de extrato dos hidrogéis produzidos por
radiacdo ultravioleta. Todos os hidrogéis submetidos a
diferentes doses de irradiagdo foram considerados néo
citotoxicos, pois apresentaram |Csy, > 100. A Figura 3
ilustra os hidrogéis produzidos por reacdo de Fenton e
também foram considerados ndo citotdxicos.
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Figura 3. Curva de incorporaggo do vermelho neutro no ensaio de
citotoxicidade do hidrogel de PVP produzido por reagéo
de Fenton®. Concentragéo de PVP de 80mg/mL.

As amostras de hidrogel submetidas ao teste de
irritacdo dérmica primaria apresentaram indice de
irritacdo dentro da faixa considerada satisfatéria
(1=0,0-0,9), ou sgja, ndo irritante.

Conclusdes

Todas as amostras de hidrogel obtidas neste trabalho
mostraram ser ndo toxicas, estéreis e ndo irritantes a
derme.
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