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RESUMO

Os hidrogéis de PVA séo biomateriais que apresentam biocompatibilidade s&o capazes de
absorver grandes quantidades de agua ou fluidos biologicos, além de possuirem porosidade, podendo ser
utilizados como sistemas de liberacéo controlada. O objetivo desse estudo foi confeccionar hidrogéis de
PVA carregados com 6leo essencial de Melaleuca Alternifolia reticulados fisicamente, com intuito de
aplicabilidade como curativo para queimaduras devido as propriedades curativas do 6leo. Os hidrogéis
foram confeccionados tendo como base 10 g de PVA em 100 mL de agua destilada e realizou-se a
incorporagdo de 1,5 mL de 6leo essencial de Melaleuca Alternifolia para cada 30 mL de solucdo. As
amostras foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho (FTIR), Anélise Termogravimétrica
(TGA), Tracdo, ensaios de intumescimento e microbiol6gico. Os espectros de FTIR indicam a presenca
de interacdes fisicas entre os componentes, os filmes apresentaram eficdcia como barreira contra
microrganismos. A presenca de poros na amostra contendo 6leo foi verificada por meio do estudo do
intumescimento, onde a presenca do Oleo afetou a ordenacdo das cadeias poliméricas. A fracdo gel
indicou-se o comprometimento fisico do empacotamento das cadeias dado pelo 6leo sugerindo que a
presenca do dleo afetou o processo de gelificacdo, além de se apresentarem menos rigidos e com alta
capacidade de absorcdo de agua. Os filmes apresentando 6leo de Melaleuca foram efetivas barreiras
fisicas para microrganismos.
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ABSTRACT

PVA hydrogels are capable of absorbing large amounts of water or biological fluids. These
gels are biocompatible; they present high porosity; and they can be used as a controlled released system.
The goal of this work was to prepare PVA hydrogels loaded with Melaleuca Alternifolia essential oil. The
gels were physically cross—linked. It was intended as dressings for burns due to the healing properties of
the oil. The samples were characterized by infrared spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric Analysis
(TGA), Tensile tests, swelling and microbiological analysis. The FTIR spectra indicate the presence of
physical interactions between the components; the films showed efficacy as barrier against
microorganisms’; through the swelling study it was found that the presence of the oil affected the
polymeric chains organization. It was observed that the oil affected the polymer chains’ ability to
package, but the samples containing oil were effective barrier to microorganisms’ permeation.

Keywords: PVA, Melaleuca, Hydrogel, Biomaterial.

INTRODUCAO
Os hidrogéis sdo biomateriais que apresentam biocompatibilidade no uso para cicatrizacdo

de feridas e para liberacdo controlada de farmacos [1]. Apresentam redes tridimensionais capazes de
absorver grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos além de possuir grande porosidade, que

de acordo com a densidade pode ser ajustada e, por isso, pode ser utilizado como sistema de
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liberac&o controlada [2]. Como processo de cicatrizagdo e tratamento de feridas, a hidratagdo tem
um papel relevante pois 0 meio hidratado previne ou reduz surgimento de cicatrizes durante o
processo de regeneracdo devido a formagdo de uma barreira protetora da epiderme evitando o
ressecamento da pele [3]. Os curativos de hidrogel sdo formados por 92% de agua e 8% de
polimeros. A vantagem, se comparado aos curativos tradicionais (gaze), € que ele reduz a dor
provocada pela queimadura (devido a exposicao das terminacGes nervosas dos ferimentos ao calor
excessivo). Ao manter a area queimada Umida, a dor diminui, simbolizando alivio para os
qgueimados [4]. A Melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel), por suas propriedades farmacologicas,
é utilizada em shampoos, sabonetes, repelente de insetos, produtos veterinarios, dentre outros [5].
Entre as propriedades do Oleo estdo: curativas, antissepticas, analgésicas, anti—inflamatdrias,
antiespasmaodica, bactericida, cicatrizante, expectorante, fungicida, balsdmico, antiviral, febrifugo,
inseticida, imunoestimulante, diaforético e parasiticida [6]. A acdo dos produtos naturais e sua
eficacia foram comprovados, contudo, deve—se analisar o grau de enfermidade e a area do corpo
tratada [7]. Oleos e produtos naturais podem ser incorporados em hidrogéis. Ha estudos que relatam
0 uso de prépolis [8], copaiba, melaleuca alternifolia e melaleuca armilaris [9], orégano e cravo
[10], cymbopogon citratus [11], orégano encapsulado [12] e mentha pulegium, corymbia citriodora
e cymbopogon citratus [13] por diversos meios de incorporacdo e concentragdes. O presente
trabalho teve por intento a incorporacdo do 6leo essencial de Melaleuca Alternifolia em géis de
PVA como material potencial para tratamento de queimaduras.

MATERIAIS E METODOS
Com base no poli (alcool vinilico) (PVA) (Sigma-Aldrich, USA, MM ~ 25.000) e 6leo

essencial de Melaleuca Alternifolia (Bioleux®) foram desenvolvidos hidrogéis de PVA/Melaleuca.
Para o desenvolvimento dos hidrogéis de PVA dissolveu-se 10 g de PVA em 100 mL de agua
destilada a 90°C sob agitagcdo mecanica por 4 horas. A solucéo final obtida foi mantida sob agitacéo
até que atingisse a temperatura ambiente. Realizou-se a incorporacdo do 6leo em seguida,
adicionando 1,5 mL de 6leo de Melaleuca Alternifolia para cada 30 mL de solucdo sob agitagdo
magnética. Em seguida, verteu-se cada aliquota de 10 mL em placas de Petri de ¢ 90 mm,
submetidas a 4 ciclos de criogelificacdo (primeiro ciclo de 20 horas a temperatura de
aproximadamente —16°C e posteriormente, a temperatura ambiente, por 40 minutos. Os demais
ciclos foram realizados por periodo de 1 hora a —16°C seguidos de 40 minutos em temperatura
ambiente para o descongelamento [8]. As amostras foram entdo secas em estufa a 50°C por 24
horas.

A caracterizacdo por analise por infravermelho com transformada de Fourier—FTIR utilizou
o0 equipamento Perkin Elmer FTIR Spectrum 100, faixa de anélise entre 4.000 e 400 cm™, 32 scans

por amostra. As amostras foram analisadas por TGA, em atmosfera de Nitrogénio e ar sintético com
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50 mL/min de fluxo, taxa de aquecimento de 10°C/min, entre temperatura ambiente e 600°C, porta
amostra de Alumina.

O ensaio de absor¢do de agua foi realizado a partir da avaliagdo do grau de intumescimento
(GI) das amostras [14]. A andlise de intumescimento foi realizada em triplicata [15]. As amostras
(massa normalizada) foram inicialmente pesadas (Mi) e depois imersas em 25 mL de soro
fisioldgico a temperatura ambiente, dispostas em soro fisiologico por 96 horas e pesadas (M) em
intervalos regulares pré—estabelecidos. Para a realizacdo da pesagem, as amostras foram retiradas do
soro, colocadas em papel de filtro para remover o excesso de liquido e, entdo, pesadas para
determinar a massa em balanga analitica. Apds a pesagem, as amostras foram colocadas novamente
no meio. Através da Equacdo 1 determinou—se o grau de intumescimento (GI) [16]. Posteriormente
a pesagem, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 3 dias para entdo serem
colocadas na estufa e pesadas (Ms). A fracdo gel (FG) foi calculada segundo a Equacdo 2 e a perda

de massa através da Equagdo 3

Gl (%) = 100.M 1)
04) = . MS

FG(%) =100 M (2)
%) = M - My)

PM(%) = 100 v ©)

Para o ensaio microbiologico, amostras, em triplicata, padronizadas em 3 centimetros de
didmetro foram obtidas. Preparou-se a solugdo com 5 mL de meio de crescimento de
microrganismos (Nutrient Broth No 1 — Sigma—Aldrich) e esterilizou—se amostras em autoclave por
15 minutos a 121°C e tubos de ensaio. As amostras dos filmes foram esterilizadas em uma capela de
fluxo lamelar por 15 minutos de cada lado por radiacdo UV [17].

Com a solucdo de crescimento dentro do tubo, as amostras foram posicionadas de forma a
cobrir a boca do tubo, e fixadas. Tubos abertos e fechados (em triplicata) foram os controles
positivo e negativo respectivamente, contendo meio de cultura liquido. Tubos cobertos por amostras
de PVA puro e PVA-Melaleuca Alternifolia, também estavam em triplicata. Os tubos foram
incubados em um ambiente com circulagdo de ar. Foram realizadas comparacdes da turbidez dos
tubos testes e controle, apos a incubacao. Posteriormente, coletou—se os dados apds 24, 48, 72, 76 e
96 h e mediu-se a turbidez por meio de um espectrofotdmetro (Spectrophotometer SP1105 BEL

Photonics), utilizando o comprimento de onda de 600 nm [17].

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os espectros de FTIR das amostras, Figura 1, mostram espectros similares entre PVA e

PVA-dbleo de Melaleuca, que correspondem as frequéncias de vibragdes entre as ligagcdes atbmicas
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do PVA e/ou do 6leo, conforme a composicao da amostra, tabela 1 [18].
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Figura 1. Espectro de FTIR do hidrogel PVA-Melaleuca comparado com o do hidrogel de PVA.

Tabela 1. Relacéo das bandas do PVA e Melaleuca Alternifolia obtidas
atraves da espectrofotometria no infravermelho [19-21].

Componente Grupo funcional N° de onda (cm™?)
caracteristico

PVA O-H 3.272
PVA C = C (cristalitos) 1.447
PVA C-0-C 1.143
PVA C-H 2.917
PVA C=0/IC-0 1.326
PVA e Melaleuca C-H 2.924
Melaleuca C=0 1.653

Melaleuca —CH2 1.446 e 1.357
Melaleuca O-H 3.272
Melaleuca Cc=0 1.089

No espectro de PVA-Melaleuca, o grupo C — H (2.924 cm™) estd presente nos alcanos,
encontrados tanto no PVA e como também no 0leo de Melaleuca, encontram-se também as bandas
caracteristicas do PVA, embora algumas com intensidade variada. A variacdo de intensidade e
definicdo de algumas bandas pode ser contribuicdo do dleo. Ha vibragdes relativas a carbonilas,
grupos funcionais dos principais componentes do 6leo, C = O (1.653 cm™); vibracdo de dobramento
da ligacdo —CH2 (1.446 e 1.357 cm™); O — H (3.272 cm™); e alongamento de CO (1.089 cm™), que
podem ser associados ao Oleo presente no hidrogel PVA/Melaleuca Alternifolia [19-21].
Comparando as curvas de FTIR dos filmes de hidrogel de PVA antes e depois da incorporacgdo do
6leo de essencial de Melaleuca Alternifolia, é possivel notar as principais bandas de absorcao foram

mantidas apds a incorporagédo dele. As bandas em 1.645 e 1.560 cm™ apresentaram diminuicéo de
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intensidade. A presenca do 6leo na amostra preservou a estrutura quimica original do filme do PVA
puro. Houve incorporacéo, mesmo que apenas fisica, do 6leo [8].

Ao observar as curvas do teste de TGA e DTGA dos filmes de PVA e PVA-Melaleuca
Alternifolia, Figura 2, mostraram que o PVA se decomp®de em duas etapas bem definidas, sendo que
a 12 degradacéo térmica do PVA em aproximadamente em 100°C e a 22 degradagdo do PVA puro
ocorre em aproximadamente em 390°C, com perda total de massa de 91,60%. A primeira etapa de
decomposicdo pode ser atribuida a desidratacdo de grupos hidroxilas vicinais com eliminacdo de
H20, ou seja, a evaporacdo da &gua ligada ao hidrogel. O Gltimo processo nas curvas TGA esta
relacionado a quebra das ligagdes entre cadeias do PVA e intramoleculares/degradacéo térmica da
amostra [22-23]. A amostra contendo 0leo apresenta degradacdo em série de reagdes secundarias
localizadas préximas as reaces principais (em aproximadamente 170, 252 e 308°C) onde é
possivel identificar a perda de massa em aproximadamente 245°C que, onde ha perda de volateis e
constituintes da mistura dos 6leos e posteriormente em 380 e em 464°C [24]. Os filmes contendo
6leo essencial de Melaleuca Alternifolia apresentam estabilidade térmica menor que o PVA puro
indicando incorporacdo fisica do 6leo [25], os filmes contendo 6leo essencial de Melaleuca
Alternifolia apresentaram influéncia na estabilidade térmica do hidrogel de PVA, aumentando os
eventos de decomposicdo, com perda total de massa de 94,65%. A perda de massa pode se dar
através da perda de volateis e constituintes da mistura do 6Oleo [24]. Ha indicativo de acdo
plastificante do 6leo na mistura que reduz a resisténcia térmica do filme. Essas ocorréncias podem
ser atribuidas a adicdo do dleo que se associa as cadeias do polimero por interacdo intermolecular
ou de forma fisica, afastando as cadeias umas das outras e assim, modificando a forma como ocorre

o rearranjo durante sua formacé&o, resultando na diminui¢do da estabilidade térmica [26].
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Figura 2. Curva da analise termogravimétrica do hidrogel de PVA e
PLA—Melaleuca e suas derivadas.

A Figura 3 apresenta o grau de intumescimento (Gl) dos filmes de PVA com e sem 6leo de
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Melaleuca Alternifolia. Pode—se observar que com 0 aumento do tempo de imersdo, aumenta—se a
absorcdo de soro. Observa-se também que os filmes que contém Oleo apresentaram maior
capacidade de intumescimento. As amostras atingiram o equilibrio de estiramento / relaxagdo em
aproximadamente 24 horas. Ou seja, quando o soro entra no gel, a rede da matriz é estirada e ocorre
um alto intumescimento. Conforme o hidrogel ¢ completamente preenchido, as forgas relacionadas
a entrada de soro sdo balanceadas pela relaxacdo da rede polimérica [27]. O 6leo de Melaleuca
Alternifolia contido nas amostras de PVA-Melaleuca pode estar localizado entre as cadeias do
polimero. Pode também estar ocupando os poros de maneira parcial e consequentemente menos
espaco esté disponivel para a ocupacdo de dgua quando as amostras sdo imersas no soro, podendo

indicar a troca do soro com o 0leo [27].
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Figura 3: (a) Grau de intumescimento (SD) das amostras; fracdo gel (GF) e perda de massa (WL) das amostras;
(c) crescimento microbiano em tubos contendo meio de crescimento e selados com amostras.

A fracdo gel (Figura 3) indica de forma indireta o grau de reticulacdo de um polimero [17].
O PVA apresenta maior fracdo gel e perda de massa quase nula. A amostra PVA-0leo apresenta
diminuicdo da fracdo gel (82%) devido ao comprometimento fisico do empacotamento das cadeias
causado pelo dleo [8] e com perda de massa de 18%. Valores menores de fracdo gel indicam que 0s
géis sdo menos rigidos e com alta capacidade de absorcdo de agua. A diminuicdo da fracdo gel
apresentada com a incorporacdo do 6leo de Melaleuca Alternifolia foi semelhante ao que foi
observado na adicdo de prépolis ao PVA, onde a propolis afetou o processo de gelificacdo das
amostras através da reducdo de pontos de ancoragem por emaranhamento e reticulacdo [27]. As
cadeias que ndo sdo incorporadas a rede por meio de cristais podem ser lixiviadas a medida que os
géis se hidratam, podendo ocorrer perda de massa devido a esse efeito. Além disso a entrada de soro
fisiologico pode lixiviar o 6leo ndo ligado a matriz de hidrogel [8]. Em relacdo a fracdo gel, a
Melaleuca Alternifolia pode estar dificultando a organizacdo do PVA, assim como a propolis,
intercalando—se entre as cadeias amorfas, fato igualmente observado na anélise termogravimétrica,
onde é possivel observar que a adicdo do 6leo modifica a forma como ocorre o rearranjo, devido ao
afastamento das cadeias, ocasionando a diminui¢do do emaranhado das cadeias, permitindo maior

movimentacdo das mesmas e assim inibindo seu empacotamento. Amostras de PVA-—prépolis,
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apresentaram a mesma tendéncia de perda de massa das amostras PVA—melaleuca, indicando que
tal efeito pode estar relacionado a liberacéo de 6leo para o meio [27]. O 6leo poderia estar atuando
como plastificante, diminuindo a porcentagem de fracdo gel da amostra de PVA-6leo e
consequentemente aumentando a perda de massa devido a facilidade de extrair as cadeias do gel
[16]. Salientando—se que foi possivel através de uma inspecéo visual relatar que, ao final do ensaio,
todas permaneceram com a superficie e integridade preservadas.

A turbidez é um pardmetro indicador da possivel presenca de substancias organica ou
inorganicas e materiais em suspensdo, expressa como unidade nefelométrica de turbidez (NTU ou
UTN) [28-29].

Apds 24 h de analise de crescimento microbiano, todos os tubos selados com as amostras
permaneceram sem crescimento de microrganismos ou mudancas na turbidez do meio. Apos 48 h,
observou-se uma mudanca na turbidez aparente dos tubos fechados com as amostras de PVA puro e
PVA-Melaleuca Alternifolia e no controle positivo. O controle negativo permaneceu sem
mudancas.

Em 72 h, o controle positivo apresentava crescimento de microrganismos e presenca de
pequenos insetos. Os tubos referentes as amostras de PVA puro apresentaram leve turbidez e os
tubos com as amostras de PVA-Melaleuca Alternifolia juntamente com o controle negativo
permaneceram sem alteracdo desde o inicio do ensaio. Todas as amostras preparadas agiram como
uma barreira para a entrada de microrganismos nos tubos, embora houvesse maior eficiéncia nas
amostras de PVA—Melaleuca Alternifolia devido a menor turbidez e auséncia de microrganismos,
provavel acdo do 6leo. E provével que a estrutura tridimensional do hidrogel seja responsavel por
impedir a entrada de microrganismos nos tubos, funcionando como barreira a contaminacéo externa
[17].

Foi realizada analise de variancia (ANOVA-2way e teste Tukey, sendo o nivel de confianca
de cada, 95%) com 2 parametros, cada um com 4 niveis: tipo de amostra (niveis: controle positivo,
controle negativo, PVA e PVA-M) e tempo (niveis: 24, 48, 72 e 96 h), Tabela 2. Observou-se que
0s parametros tipo de amostra e tempo sdo significativamente diferentes. Houve diferenca
significativa entre o crescimento microbiano entre 24 e 72, 24 e 96 h, observando—se crescimento
progressivo de microrganismos com o aumento de tempo em alguns tubos. Embora haja diferenca
significativa, houve diminuicdo de turbidez entre 48 e 72 h, provaveis alteragdes no meio, como por
exemplo de pH [30]. Em adigdo, ha diferencga de turbidez entre o tubo selado com metal e o tubo
coberto com a amostra PVA. Na amostra PVA houve maior crescimento microbiano que na amostra
coberta com PVA, indicando que ndo seria a rede do hidrogel a responsavel pelo impedimento de
contaminagéo [17], de infeccdo por permeacdo microbiana [31]. Conforme o presente estudo, as
amostras PVA-M seriam as mais efetivas para protecéo de infeccdo oriunda de fonte externa.
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Tabela 2. Analise de variancia ANOVA-2way e teste Tukey para a turbidez do
meio de crescimento em tubos expostos e selados.

ANOVA
Parametros DF Soma dos Médiados | Valor—F Valor-P
quadrados quadrados
Amostra 3 0,36468 0,12156 3,61706 0,0209
Tempo 3 0,68799 0,22933 6,82378 | 7,77445E-4
Modelo 6 1,05267 0,17545 5,22042 | 4,53269E-4
Erro 41 1,37791 0,03361 — —
Total corrigido 47 2,43058 — — —
Teste Tukey
Interacdes Prob Sig Interagdes Prob Sig

Fechado/aberto | 0,12351
PVA/aberto 0,81987
PVA/fechado | 0,01614
PVA-M/aberto | 0,99998 24 h/96h 0,00661
PVA-M/fechado | 0,11406 48 h/96 h 0,10668
PVA-M/PVA | 0,83907 0 72 h/96 h 0,9822 0

*No nivel de p < 0,05, a média populacional do parametro é significativamente diferente.
**Sig = 1 indica que a diferenca das meédias € significante no nivel de 95%.

24 h/48 h 0,67259
24 h/72 h 0,00229
48 h/72 h 0,04669

o O k| O O
ol k| k| k| O

CONCLUSAO
A incorporagdo do 0Oleo essencial de Melaleuca Alternifolia no hidrogel foi realizada com

sucesso de acordo com o FTIR, confirmando a presenga de bandas caracteristicas do 0Oleo. As
amostras contendo Oleo apresentaram uma menor estabilidade térmica, indicando que que o
processo ocasionou alteracbes microestruturais. O ensaio de intumescimento mostrou que a
presenca do 6leo pode estar localizada entres as cadeias do polimero, ocupando os poros de maneira
parcial, tornando possivel a troca do 6leo com o soro. Além disso, através da fracdo gel observou—
se o efeito fisico do empacotamento das cadeias devido ao 6leo, ou seja, a presenca do 6leo afetou o
processo de gelificacdo, além de se apresentarem com alta capacidade de absorcdo de agua. Os
filmes apresentando 6leo de Melaleuca apresentaram comportamento satisfatorio na protecdo como
barreira fisica para microrganismos no teste microbiologico, tendo em vista suas propriedades
antimicrobianas.
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