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Resumo. Caracteristicas como a biocompatibilidade, possibilidade de incorporagédo de principio ativo de
natureza diversa e ndo toxicidade contribuiram para a ampla utilizagdo de hidrogéis poliméricos no
desenvolvimento de formulages para liberacdo controlada de farmacos. Resvetrol® (trans-3, 4°, 5 trihidroxi
estilbeno) é um polifenol, que faz parte do conjunto das fitoalexinas produzidas em resposta ao estresse por
alguns espermatdfitos, como as videiras. Este principio ativo apresenta varios beneficios a salde, como
capacidade antioxidante, antiinflamatéria e protecdo contra doencas cardiovasculares. Este trabalho visa a
obtencdo de matrizes de PVP, contendo PEG ou Glicerol, reticuladas por radiacdo gama para serem utilizadas
em sistema de liberacdo de Resvetrol®. As propriedades fisico-quimicas foram avaliadas pelos ensaios de
intumescimento e fragdo gel. Avaliacdo da biocompatibilidade iniciou-se com teste in vitro de citotoxicidade.
Foi realizada determinaco in vitro da toxicidade de Resvetrol®, obtendo-se a dose letal 50% de 50pM.L™.
Resultados de intumescimento, fracdo gel e citotoxicidade das matrizes poliméricas demonstraram serem
adequadas para compor um sistema de liberacdo. Estudos devem ser continuados para incorporacéo do
Resvetrol® nas matrizes poliméricas estudadas.
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1. INTRODUCAO

O interesse pelos hidrogéis se baseia em suas caracteristicas que, entre outras, podem ser
destacadas a biocompatibilidade e a ndo toxicidade (Aouda, 2005). As propriedades
apresentadas pela membrana de hidrogel, como boa adesédo a pele e baixa adeséo a feridas ou
cicatrizes, facilidade de aplicacdo associadas a capacidade de incorporacdo de diferentes
ingredientes ativos e de propiciar liberacdo controlada dos mesmos, permitem a ampla
utilizacdo deste tipo de matriz polimérica para aplicagcdes biomédicas e farmacéuticas.

Uma variedade de hidrogéis obtida de materiais sintéticos ou naturais tem sido estudada
para ser utilizada em dispositivos de liberacdo controlada de ingredientes ativos (Rogero et
al.,2004; Chen et al., 2004).

Em dispositivos de liberacdo controlada, o ingrediente ativo é liberado de forma
controlada e continua mantendo a concentragdo em niveis desejaveis por longos periodos, sem
alcancar niveis toxicos ou ficar abaixo do nivel minimo efetivo (Heller, 1996).

Em 1976, Langcake e Pryce detectaram em videiras (Vitis vinifera) a presenca de um
composto denominado Resveratrol (3, 4°, 5-trihidroxiestilbeno). Este composto faz parte do
conjunto das fitoalexinas, produzidas por alguns espermatofitos em resposta ao estresse
causado por estimulos exdgenos, como a radiacdo ultravioleta, dano mecénico ou ataque por
fungos patogénicos (principalmente Botrytis cinérea) (Fremont, 2000; Gusman et al., 2001).

Resvetrol® trata-se do trans-3, 4°, 5-trihidroxiestilbeno na forma trans pura padronizada
100% ativa. Dentre as varias propriedades apresentadas por este principio ativo, citamos a
atividade antioxidante exercendo efeitos protetores em certas formas de danos oxidativos e a



capacidade antiinflamatoria (Fremont, 2000; Sautter et al., 2005). Propriedades estas, que
tornam interessante a imobilizacdo de Resvetrol® em membranas de hidrogel, com a
finalidade de serem utilizadas topicamente em tratamentos dermatolégicos, como por
exemplo, no pés-pelling.

No presente trabalho foi realizado um estudo utilizando matrizes poliméricas preparadas
com PVP (poli-vinil pirrolidona) e PEG (polietilenoglicol) 300 ou Glicerol, reticuladas por
radiacdo gama, com o objetivo de obtencdo de matrizes adequadas para incorporacdo de
Resvetrol®. Estudos devem ser continuados no sentido de imobilizar o principio ativo nas
membranas estudadas e avaliar a liberacdo de Resvetrol®, para obtencdo de um sistema de
liberacdo que possa ser utilizado em tratamentos dermatologicos.

2. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados no preparo das matrizes foram o PVP K-90 (Kollidon®)
proveniente da BASF, PEG 300 e Glicerol da Oxiteno, Agar da Oxoid, e Resvetrol® da
Attivos Magistrais.

2.1. Preparo das matrizes poliméricas

Foram avaliados dois tipos de matrizes poliméricas com PVP K90 contendo PEG 300 ou
Glicerol, conforme a Tabela. 1. As membranas foram obtidas, vertendo-se cerca de 5 ml da
formulacdo em moldes, que foram selados e enviados para irradiacdo em uma fonte de raios
gama de Co-60 na dose de 25kGy.

Tabela 1. Formulac@es utilizadas no preparo de matrizes poliméricas de PVP.

Matriz Componentes (%)
PVP K90 6,0

1 PEG 300 15
Agar 0,5

5 PVP K90 20,0
Glicerol 50

As membranas de hidrogel obtidas foram caracterizadas pelos ensaios de intumescimento,
fracdo gel e citotoxicidade.

2.2. Ensaio de Intumescimento

Os ensaios de intumescimento foram realizados em triplicata utilizando solugdo tampéo
fosfato salina (PBS) pH 5 (pele) para imersdo das amostras. As amostras foram imersas em
30mL de PBS durante 24h e a capacidade de absorcdo verificada a cada hora durante as 6
primeiras horas do ensaio e apds 24h. Para o calculo do grau de intumescimento foi utilizada a

Eq. (1):

mf —mo

—X
mo

% Int = 100 (1)

Onde:
Mo = massa inicial desidratada
mf = massa final



2.3. Ensaio de Fracéo Gel

Os ensaios de fracdo gel foram realizados em triplicata. A extracdo da fracdo soltvel foi
feita em extrator Sohxlet durante 40h, utilizando agua destilada como solvente. Apds a
extracdo, as amostras foram secas em estufa a temperatura de 50°C até obtencdo de peso
constante. Para o célculo da fracao gel foi utilizado a Eq. (2):

% fragcdo gel = mf x 100 (2)
mo

Onde:
mo = massa inicial desidratada
mf = massa final seca

2.4. Avaliagéo Preliminar de Biocompatibilidade

O ensaio in vitro de citotoxicidade € o primeiro teste realizado para avaliar a
biocompatibilidade de um material para uso em dispositivos médicos. Depois de comprovada
a sua nao toxicidade é que o estudo da biocompatibilidade do material pode ter continuidade
realizando-se 0s ensaios necessarios in vivo. (ISO 10993-5, 1992)

A avaliacdo in vitro da citotoxicidade foi realizada pelo método de incorporacdo do
vermelho neutro seguindo normas internacionais (1SO 10993-5, 1992) e metodologia descrita
anteriormente (Rogero et al, 2003). Utilizou-se cultura de células da linhagem NCTC Clone
929, da American Type Culture Collection (ATCC), colocando-se os extratos dos controles
positivo e negativo e das amostras de polimeros, diluidos em série em contato com uma
monocamada de células cultivadas em microplaca de 96 pogos. Os extratos foram obtidos
pela imersdo da amostra em meio de cultura celular MEM (meio minimo de Eagle)
adicionados de soro fetal bovino e aminoécidos ndo essenciais. Como controle positivo foi
utilizada uma solucéo de fenol 0,02% e como controle negativo pellets de PVC (policloreto de
vinila).

Os extratos apds 24h de contato com as células na microplaca foram substituidos por
MEM contendo o corante vital vermelho neutro, corante este que é incorporado pelas células
vivas. A viabilidade celular foi calculada pelas leituras de DO em espectrofotdmetro leitor de
ELISA Sunrise da Tecan, em 540 nm, em relacdo ao controle de células no ensaio (100%
viabilidade).

2.5. Verificacdo do nivel de toxicidade do Resvetrol®

A toxicidade in vitro do Resvetrol® foi verificada pelo ensaio em microplaca de 96 pocos
contendo células de mamiferos em cultura utilizando a metodologia descrita no item 2.4,
método de incorporagdo do corante vermelho neutro. Foram realizadas diluicbes em série da
solugdo alcodlica de Resvetrol® (250uMol.L™Y) em meio de cultura celular MEM (meio
minimo Eagle) e distribuidas 200uL em cada poco da microplaca. Apds 24hs de incubagdo
em estufa imida a 37°C com 5% CO,, as solu¢bes foram substituidas por MEM contendo
corante vital vermelho neutro e incubadas por mais 3hs. Decorrido esse tempo, as células
foram lavadas e 200uL de uma solucdo de extracdo composta por acido acetico e etanol foi
adicionada em cada poco. A leitura de DO da microplaca foi efetuada no espectrofotémetro
leitor de ELISA, modelo RC Sunrise da Tecan em 540nm.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas obtidas apos a irradiacdo apresentaram propriedades adequadas ao seu

manuseio, transparente, com boa elasticidade e muito confortavel ao toque.

Na Fig. 1 estdo apresentadas as curvas de intumescimento das matrizes de PVP/PEG e
PVP/Glicerol. Pode-se observar que até duas horas a membrana de PVP/PEG intumesceu
mais rapidamente que a de PVP/Glicerol. A matriz de PVP/Glicerol continuou intumescendo,
enquanto que o intumescimento da matriz de PVVP/PEG estabilizou em torno de 6 horas e apos
24h o grau de intumescimento da membrana PVP/Glicerol foi cerca de duas vezes maior.
Estes resultados indicam que sera possivel incorporar maior quantidade do principio ativo na
membrana de PVVP/Glicerol pelo método de intumescimento.
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Figura 1. Curvas de intumescimento das matrizes poliméricas de PVP/PEG e PVP/Glicerol.

Os resultados do ensaio de fracdo gel estdo apresentados na Tabela 2 onde pode ser
observado que as matrizes de PVP/PEG e PVP/Glicerol apresentaram porcentagem de fracdo
gel semelhantes, de 66,7 e 63,0% respectivamente, isto €, apresentaram mesmo nivel de

reticulagéo.

Tabela 2. Resultados dos ensaios de fracdo gel das matrizes de PVP/PEG e PVP/Glicerina

Amostras Mo mf % fracao gel
0,0798 0,0538
PVP/PEG 0,0833 0,0559 66,7 £0,6
0,0813 0,0534
0,1452 0,1537
PVP/Glicerol 0,2011 0,1351 63,0+ 7,0
0,1954 0,1160




A medida da citotoxicidade das membranas de hidrogel em estudo foi realizada pela
viabilidade celular que foi calculada em relagdo ao controle de células no ensaio,
correspondente a 100%. Colocando-se em grafico a porcentagem de viabilidade celular em
funcdo da concentracdo do extrato foram obtidas as curvas de viabilidade celular,
apresentadas na Fig. 2. Neste grafico pode ser obtido o indice de citotoxicidade ICsoy que € a
concentragdo do extrato que reduz em 50% a viabilidade celular no ensaio. As curvas de
viabilidade celular que estiverem acima da linha do 1Csgy Sd0 consideradas ndo citotoxicas e
as que cruzarem ou estiverem abaixo da linha do 1Csqe S&0 consideradas toxicas. Na Fig. 2
pode ser observado que as matrizes estudadas mostraram comportamento semelhante ao
controle negativo, ou seja, ndo toxicidade. Somente o controle positivo, solu¢do de fenol
0,02%, apresentou-se toxico, com ICsqq, de 38 significando que a solugdo do controle positivo
na concentracdo de 38% provocou a morte de 50% da populacao celular no ensaio.
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Figura 2. Curvas de viabilidade celular das matrizes poliméricas de PVP/PEG e PVP/Glicerol
no ensaio de citotoxicidade pelo método de incorporagdo do vermelho neutro.

No ensaio de verificacdo da toxicidade do Resvetrol® foi calculada a porcentagem de
sobrevida celular em relagdo ao controle de células no ensaio (100% de viabilidade)
semelhante ao ensaio de citotoxicidade realizado nas matrizes.

O indice de citotoxicidade (ICsoy) foi estimado em grafico, tracando a viabilidade celular
(%) em funcédo da concentracdo do extrato (%), e indica qual a concentracdo do composto que
induz 50% de morte celular.

A Fig. 3 apresenta as curvas de viabilidade celular do Resvetrol® e dos controles positivo
e negativo, obtidas através do ensaio in vitro de citotoxicidade pelo método de incorporagéo
do vermelho neutro.

Os controles sdo utilizados para verificacdo da eficacia do ensaio. O controle negativo
apresentou uma curva acima do 1Cs indicando ndo citotoxicidade. O controle positivo
apresentou ICsy Cerca de 44, portanto citotoxicidade. O Resvetrol® na concentracdo de
250puMol.L™ apresentou curva de viabilidade celular semelhante ao controle positivo com
ICs00 de 20, que corresponde a dose letal 50% (DL50) de 50pMol.L™.

Estudos recentes sobre a toxicidade do Resveratrol em linhagens celulares normais de
diferentes origens histogenéticas de mamiferos, utilizando método de analise com MTT,
apresentaram valores entre 20-90uM.L™ (Sgambato et al., 2001, Clément, et al.,1998).



Portanto o nivel de toxicidade do Resvetrol® obtido neste trabalho estd dentro da faixa de
valores encontrada na literatura, sendo muito importante para a realizacdo de estudos
posteriores de incorporacgéo do principio ativo nas membranas avaliadas.
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Figura 3. Curvas de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade pelo método de
incorporacdo do vermelho neutro para obtencéo da DL50 do Resvetrol®.

4. CONCLUSAO

As matrizes poliméricas compostas de PVP/PEG 300 e PVP/Glicerol apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas e ensaios preliminares de biocompatibilidade in vitro
adequadas para comporem um sistema de liberacio de Resvetrol®. O ensaio de citotoxicidade
do Resvetrol® permitiu a determinagéo in vitro da dose letal 50%. Estudos serdo continuados
no sentido de estabelecer a capacidade e o processo de incorporacdo de Resvetrol® nas
matrizes poliméricas de PVP/PEG e PVP/Glicerol.
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Abstract. Biocompatibility, possibility of incorporation of different kind of active ingredient and non toxicity
contributed to the wide polymeric hydrogels utilization in the development of controlled release formulations.
Resvetrol® (trans-3, 4’, 5 trihidroxi estilbeno) is a polyphenol, a type of phytoalexin produced by some
spermatophytes, such as grapevines in response to injury. This active ingredient presents some benefits to the
health, as antioxidant activity, anti-inflammatory and protection against cardiovascular illnesses. This work
aims the development of PVP matrices, with PEG or Glycerol, cross-linked by gamma radiation to be used in
Resvetrol® release systems. The physical-chemical properties were evaluated by the swelling and gel fraction
assays. Evaluation of the preliminary biocompatibility was performed by in vitro test of cytotoxicity. The
Resvetrol® was analyzed and the in vitro toxicity was determined, obtaining the lethal dose 50% of 50puM.L™.
Swelling, gel fraction and cytotoxicity polymeric matrices results demonstrated to be adequate to compose a
release system. Studies have to be continued aiming the Resvetrol® immobilization, in the studied polymeric
matrices.

Keywords: Controlled release, PVP, Resvetrol®, Cytotoxicity.



