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Resumo. Os hidrogéis tém sido empregados na medicina como biosensores, na engenharia de tecidos e como
sistema de liberacdo de farmacos por serem biocompativeis e atdxicos. Estudos recentes demonstram o uso de
hidrogéis como curativos para a liberacdo controlada de antiinflamatorios, fatores de crescimentos e
antibidticos para o tratamento tépico de infec¢des. Com o aumento de casos de bactérias super-resistentes,
principalmente Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA), o higrogel tornou-se uma ferramenta
importante para superar esse problema, pois esses fArmacos sao liberados diretamente na regido comprometida
aumentando a efetividade do tratamento. Além disso, fornecem um ambiente Umido evitando a ades&o ao local
da ferida e apresentam boa barreira contra microrganismos. A presenga do farmaco nao alterou a fracdo gel. O
intumescimento foi realizado com a imersdo da membrana em agua a temperatura ambiente e pesagem até peso
constante. O intumescimento méximo foi atingido apds 24 horas de imersdo O intumescimento foi realizado com
imersdo da membrana em dgua. A libera¢do “in vitro” da neomicina foi avaliada empregando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS). Observou-se
gue 0 aumento da dose de irradiacdo influenciou na absorcéo de agua e na fragao gel devido ao aumento da
densidade de ligacOes cruzadas. A presenga do fArmaco ndo alterou a fragdo gel. O intumescimento em solugédo
salina foi 4% maor que o obtido em agua. A liberagdo do farmaco foi avaliada “in vitro” empregando-se a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS). O
pico maximo de liberagdo foi alcancado apds 8 horas e permaneceu constante até 48h. O teste microbiol4gico
demonstrou que o hidrogel foi capaz de inibir o crescimento microbioldgico.
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1. INTRODUCAO

As infe¢bes sdo consideradas problemas comuns em feridas cronicas (Bazzi, 2015;
Gainza, 2015). A bactéria Staphylococcus aureus € um dos mais comuns microrganismos
associados a infecgdes de feridas (Hub, 2011; Theuretzbacher, 2013; Boekeme, 2013;
Pimenta, 2014). Em geral, essas lesbes estdo localizadas em regides da pele com interrupcéo
do fornecimento de sangue, como por exemplo em pacientes acamados, queimados, ou com
Ulceras de pressao ou em decorréncia de obesidade e diabetes, e o tratamento sistémico pode
ndo ser efetivo nesses casos, aumentando o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(Bazzi, 2015, Hub, 2011; Theuretzbacher, 2013; Boekeme, 2013).0 aumento da incidéncia
desse patdégeno vem preocupando as autoridades sanitarias de todo o mundo. De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a prevaléncia de cepas Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) pode chegar a 80% em pacientes internados nas
unidades de terapia intensiva. Para superar esse problema é necessario novas estratégias e
agentes alternativos para o tratamento dessas infecgdes tdpicas (Bazzi, 2015; Hub 2011;
Theuretzbacher, 2013; Boekeme, 2013).

Nesse sentido, os biomateriais tém sido amplamente estudados como um sistema de
liberacdo de drogas, na forma de curativos, com a finalidade de liberar o farmaco de forma
localizada, controlada, aumentando o tempo de contato da droga com o local afetado,
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reduzindo a toxicidade e superando a resisténcia bacteriana (Gainza, 2015). Os hidrogéis s&o
estruturas tridimensionais insolGveis, com consisténcia macia e elastica, formadas por
polimeros reticulados e com alta capacidade de absorver agua, entumecer e podem ser um
material promissor para essa aplicacdo (Peppas, 2000; Peppas, 2000b; Hub, 2011;
Theuretzbacher, 2013; Dragan, 2014).

A formacéo de hidrogeéis, por meio de reticulacdo de polimeros, pode ser obtidas por
varios métodos, entre eles a radiagdo gama de fonte ®°Co, que induz & modificacdo das
caracteristicas reoldgicas dos polimeros e tem a vantagem de ndo utilizar iniciadores ou
reagentes toxicos durante o processo (Rosiak, 2003; Lugdo, 2007; Kadlubowski, 2010).

Hidrogel de Poli (N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) € um gel biocompativel, formado por
polimero sintético de PVP ou em combinagdo com outros polimero para obter hidrogéis com
caracteristicas especificas, principalmente para desenvolvimento de sistema de liberacdo de
drogas em forma de curativos para tratamento de infecgdes topicas (Peppas, 2000b;
Kadlubowski, 2010; Villanova, 2010; Dragan, 2014; Halake, 2014).

A Neomicina é um antibidtico de amplo espectro utilizado topicamente para o tratamento
e profilaxia das infeccGes da pele (Bruton, 2006; Korolkovas, 2010).

O objetivo desse estudo foi preparar hidrogéis & base de poli (N-vinilpirrolidona) (PVP),
agar, polietilenoglicol processados por radiacdo em fonte de cobalto na dose de 25 kGy para
liberag&o controlada de neomicina.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo das membranas de hidrogel

O PVP foi imerso em agua por 24h, adicionado Polietilenoglicol (PEG 300), agar e
aquecido a 85°C por 5 minutos até total solubilizacdo dos componentes. A solucdo foi
resfriada a 50 °C, incorporada a neomicina e transferida para moldes de plastico
termoformados medindo 100 x 25 mm e selados em sacos plasticos.

2.2 Processo de irradiacdo das amostras

As membranas foram enviadas para o Centro de Tecnologia das Radiacdes (IPEN-CTR),
onde ocorreu a reticulagdo e esterilizacdo por radiacdo ionizante de fonte gama obtido por
meio do Irradiador Multiproposito de Cobalto-60 tipo compacto, com dose de 25 kGy.

2.3 Determinacéao da fracao gel

Para 0 método de extracdo que utiliza a técnica do refluxo, foram utilizadas membranas
pesando 2g + 0,015, secas em estufa a 50°C + 3°C por 24h. As amostras foram embaladas
em bolsas de aco inoxidavel com tela de 500 meshes.

Os baldes de fundo redondo foram preenchidos com 350mL de agua e mantidos por 6h a
100°C. Apos esse periodo as amostras foram retiradas, secas em estufa por 24h e pesadas.

Para o calculo da frac&o gel baseou-se na norma ASTM D 2765, utilizando a Eq. 1.

imi — m
M= —_fx'J.UU
i

Onde:
FG = fracdo gel; mi = massa inicial; mf = massa ap0s extracédo

2.4 Intumescimento
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As amostrras de hidrogel foram secas em estufa aa 50 °C por 24 horas (Pi) e imersas em
solugdo salina e soro fisioldgico por 24h (Pf). O intumescimento foi calculado pela equacéo:

Pi—Pf
—— x 100

Intuimescimento(40) =

2.5 Liberacéo de neomicina

As amostras de hidrogel pesando 10,0 £ 0,5g foram imersas em 100 mL de agua destilada
a temperatura de 37 °C sob agitagdo de 60 rpm. Aliquotas de 2 mL foram retiradas nos
tempos de 15 e 30 min, 1 h, 1,5 ; 2;3 ;4 ;6 ;8 ;24 e 48h, e substituidas pelo mesmo volume de
agua. As aliquotas foram analisadas por meio da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) Utilizou-se agua, acetonitrila e cido formico como fase maével, fluxo de
250 pl min " e coluna Aquasil C18 (100x2.1) 5u. O tempo de retencdo foi de 3 min para a
neomicina. O espectrdmetro de massas (MS-MS) foi empregado como detector, equipado
com interface eletrospray, e a varredura dos ions formados foi realizada de 250 a 620 m/z.

2.6 Inibicéo crescimento microbiologico

A eficéacia da atividade antibacteriana da do hidrogel foi determinado de acordo com a
JIS Z 2801:2010. O microorganismo S. aureus foi inoculado em placa de Petri em meio
Mueller-Hinton. O hidrogel foi cortado em discos de 5 milimetros de didametro e colocados
sobre 0 meio de cultura. A placa de Petri foi incubada por 24 horas a 37 °C. A atividade
microbiana foi mensurada pela observacdo do aparecimento do halo de inibicdo em volta do
hidrogel.

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Sintese das membranas

As membranas apresentaram-se, ap0s 0 processo de irradiacdo ionizantes, estrutura
tridimensional insoltvel, transparéncia, elasticidade e maciez. Essas caracteristicas sdo
requeridas para a aplicacdo como curativos. A técnica de preparo apresentou facilidade no
controle do processo, baixo custo de processo e a esterilizagdo concomitante da membrana
(Chapiro, 2002; Roziak, 2003; Lugéo 2007) [Ajji, 2005; Kadluboswski, 2014].

3.2 Intumescimento

Os hidrogéis sintetizados foram imersos em agua destilada e soro fisioldgico por 24 horas
e pesados. O resultado do intumescimento em soro fisiologico foi 4,62% maior que quando
comparado com a agua.

3.3 Fracéo gel

A fracdo gel é diretamente influenciada pela concentracdo do polimero, dose de
irradiacdo e presenca de agente plastificante, nesse ultimo exemplo, o PEG atua como um
sequestrante de radicais livre , 0 que reduz a reacdo de reticulagdo. Estudos realizados Ajji et.
al. (2005) relacionam a influéncia desses fatores na fracdo gel do hidrogel. Para o presente
trabalho foi utilizado uma concentracdo de 0,45% de PEG em relacdo ao peso total da
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membrana, acarretando uma fragdo gel de 96%. A presenca do antibidtico neomicina ndo
alterou a reticulacdo do polimero e consequentemente ndo houve alteracdo na fracdo gel
quando comparado com o hidrogel sem o farmaco

3.4 Estudo da libera¢ao de neomicina “in vitro”

A determinacdo de antibioticos pelo método analitico HPLC apresenta alta eficiéncia e
reprodutibilidade e vem sendo utilizados para determinar a concentracdo da liberacdo de
farmacos de matrizes poliméricas (Ortel, 2004; Stypulkowska, 2013; Apyari, 2013).

A avaliacdo da liberacdo da neomicina da membrana esta relacionada com o
intumescimento da matriz. Quando o hidrogel é imerso em agua, ocorre um relaxamento da
estrutura tridimensional e o farmaco pode ser liberado do sistema.
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Figura 3 — Curva de liberag&o de neomicina da membrana de hidrogel.

Pode-se observar uma répida liberacdo de neomicina nas primeiras horas de
experimento, atingindo o pico maximo de liberacdo em 8 horas e permanecendo estavel até 48
horas.

3.5 Inibigdo crescimento microbioldgico
O teste de inibicdo do crescimento microbioldgico foi determinado pelo teste de difuséo
em &gar, empregando a bactéria S. aureus. Apos 24 horas de incubagdo, foi possivel observar

0 halo de inibicdo ao redor do hidrogel com neomicina (amostras 2, 3 e 4), enquanto que a
amostra de hidrogel sem o farmaco ndo apresentou didmetro consideravel de halo (amostra 1).
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Figura 4: Atividade antimicrobiana do hidrogel com neomicina contra bactéria S. aureus
ATCC 6538 ap0s 24 horas de incubacdo. Amostra 1: hidrogel sem neomicina. Amostras 2, 3
e 4: hidrogel com neomicina

Esse resultado indica que a neomicina foi liberada do hidrogel, difundiu-se no agar e
interagiu com o DNA da bactéria causando a lise celular e assim acarretando a inibigdo do
crescimento microbioldgico.

4. CONCLUSAO

As membranas de hidrogel obtidas por radiacdo gama sdo muito estudadas devido a
potenciais aplicacfes médicas, inclusive como sistemas de liberagdo modificadas de farmacos
em curativos. Os hidrogeéis de PVP/neomicina foram obtidos por radiacdo ionizante e suas
caracteristicas de intumescimento, fracdo gel, capacidade de liberar o farmaco em estudo e
inibicdo microbiologica foram mensuradas.

A neomicina foi liberada da membrana durante as primeiras horas e atingiu equilibrio
depois de 8 horas, permanecendo estavel até 48 horas, indicando que a formulagéo é adequada
para liberagdo controlada de farmaco. As andlises microbioldgicas indicaram que o
hidrogel/neomicina foi efetivo contra bactéria S. aureus MRSA. Estes resultados foram
significativos pois o hidrogel apresentou as caracteristicas necessarias para 0 UsO COMO
curativo, pois foi capaz de absorver liquido sem perder a integridade e liberou o farmaco de
forma controlada. A neomicina € um antibiético muito utilizado na forma farmacéutica de
pomada ou creme para aplicacdo em pequenos ferimentos e apresentar baixa efetividade
contra microrganismos resistentes. Os resultados microbioldgicos “in vitro” indicaram que a
associacao da neomicina com o hidrogel alterou a efetividade do antibidtico que foi capaz de
inibir o crescimento de bactéria resistente como o S. aureus MRSA. Contudo, para
continuacdo desse estudo, sugere-se novos ensaios "in vivo" para avaliar a utilizagcdo destes
curativos como uma alternativa para o tratamento topico convencional.
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