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RESUMO
As lesdes cronicas, como as presentes no pé diabético, representam um desafio significativo
para a saude publica, exigindo uma quantidade substancial de cuidados e recursos, tanto
materiais quanto humanos, devido a sua natureza de dificil cicatrizagdo. A presenca de infec¢ao
bacteriana ¢ um dos fatores que contribuem para o atraso no processo de cicatrizacdo e, por
conseguinte, para a cronicidade da lesdo. Considerando os danos causados por infec¢des
bacterianas em lesdes cutidneas cronicas, varias coberturas sao utilizadas para controlar a
proliferacdo bacteriana e prevenir infec¢cdes. Uma das abordagens terap€uticas mais comuns ¢
o uso do agente antibacteriano topico sulfadiazina de prata devido a sua eficacia de amplo
espectro contra microrganismos. Contudo, ¢ frequente a falta de adesdo dos pacientes devido
as dificuldades em manter o medicamento no local da ferida e a necessidade de multiplas
aplicagdes diarias. Assim, o proposito deste estudo foi formular um hidrogel utilizando
laponita® (LAP) para a liberagdo gradual de sulfadiazina de prata, visando seu emprego
terapéutico no tratamento de lesdes cutaneas. As formulagdes, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%,
foram desenvolvidas pela técnica de incorporagao e foram caracterizadas por espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR), analisada as caracteristicas reologicas (viscosidade e
espalhabilidade), a liberagdo in vitro por célula de difusdo de Franz em membrana sintética ¢ a
atividade antibacteriana in vitro contra cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A formacao do hidrogel
foi avaliada, empregando a analise da viscosidade, em diferentes concentragoes de LAP (3,2 a
3,8%) e em tempos variados. O processo de gelificacio nas formulagdes com maior
concentragcdo de LAP (3,8%) foi mais rapido (1h) em comparagdo as de menor concentragao.
A avaliacdo da capacidade de espalhamento para LAP 3,8%, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%
mostrou um perfil positivo, j& que conforme o peso aumentava, esse aspecto também
aumentava. Os resultados do FTIR demonstraram presenca de bandas caracteristicas de grupos
funcionais de ambos componentes da formulagdo indicando preservacdo do aspecto quimico
durante a produ¢do da formulacdo. O hidrogel (LAPSP 1%) demonstrou uma taxa de liberagao
controlada e sustentada ao longo de 24 horas, comparada a formulagao comercial CCSP 1%. O
estudo in vitro da agdo antibacteriana mostrou que a concentragao inibitoria minima (CIM)
contra E. coli foi de 62,5 pg/ml (LAPSP 1%) e 37,5 ug/ml (LAPSP 1,2%), enquanto a
concentragdo bactericida minima (CBM) foi de 62,5 pg/ml (LAPSP 1%) e 37,5 pg/ml (LAPSP
1,2%). Para Pseudomonas aeruginosa, a CIM foi de 31,25 pg/ml (LAPSP 1%) e 18,75 pg/ml
(LAPSP 1,2%), com CBM de 31,25 pg/ml e 18,75 ng/ml, respectivamente. Para S. aureus, a
CIM foi de 31,25 pg/ml (LAPSP 1%) e 18,75 pg/ml (LAPSP 1,2%), enquanto a CBM foi de



31,25 pg/ml (LAPSP 1%) e 37,5 pg/ml (LAPSP 1,2%). Dessa forma, os resultados evidenciam
a eficacia da formagao do hidrogel utilizando exclusivamente LAP como excipiente. Isso pode
ser vantajoso para o tratamento de lesdes cutaneas em pacientes com ulceras cronicas. Além
disso, devido ao baixo custo de producdo, essa abordagem pode ser incorporada ao Sistema
Unico de Saude (SUS), contribuindo para o fortalecimento da industria nacional e fomentando

a inovagdo tecnologica.

Palavras-Chave: laponita; sulfadiazina de prata; hidrogel; liberacdo controlada; lesdes

cutaneas.



ABSTRACT
Chronic lesions, such as those present in diabetic feet, pose a significant challenge to public
health, requiring substantial amounts of care and resources, both material and human, due to
their difficult healing nature. The presence of bacterial infection is one of the factors that
contribute to the delay in the healing process and, consequently, to the chronicity of the lesion.
Considering the damage caused by bacterial infections in chronic wounds, various dressings
are used to control bacterial proliferation and prevent infections. One of the most common
therapeutic approaches is the use of the topical antibacterial agent silver sulfadiazine due to its
broad-spectrum efficacy against microorganisms. However, patient adherence is frequently
lacking due to difficulties in maintaining the medication at the wound site and the need for
multiple daily applications. Thus, the purpose of this study was to formulate a hydrogel using
laponite® (LAP) for the gradual release of silver sulfadiazine, aiming at its therapeutic use in
the treatment of skin wounds. The formulations, LAPSP 1% and LAPSP 1.2%, were developed
using the incorporation technique and were characterized by infrared spectroscopy (FTIR),
analyzed for rheological characteristics (viscosity and spreadability), in vitro release by Franz
diffusion cell in synthetic membrane, and in vitro antibacterial activity against Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC
25923). The formation of the hydrogel was evaluated using viscosity analysis at different LAP
concentrations (3.2% to 3.8%) and at varying times, with gelation observed to be faster (1 hour)
in formulations with higher LAP concentration (3.8%) compared to those with lower
concentration. The evaluation of spreadability for LAP 3.8%, LAPSP 1%, and LAPSP 1.2%
showed a positive profile, as this aspect increased with increasing weight. The FTIR results
demonstrated the presence of characteristic bands of functional groups of both components of
the formulation indicating the preservation of the chemical aspect during the formulation's
production. The hydrogel (LAPSP 1%) demonstrated a controlled and sustained release rate
over 24 hours, compared to the commercial formulation CCSP 1%. The in vitro study of the
antibacterial action showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) against E. coli
was 62.5 ng/ml (LAPSP 1%) and 37.5 pg/ml (LAPSP 1.2%), while the minimum bactericidal
concentration (MBC) was 62.5 pg/ml (LAPSP 1%) and 37.5 pg/ml (LAPSP 1.2%). For
Pseudomonas aeruginosa, the MIC was 31.25 pg/ml (LAPSP 1%) and 18.75 pg/ml (LAPSP
1.2%), with MBC of 31.25 pg/ml and 18.75 pg/ml, respectively. For S. aureus, the MIC was
31.25 pg/ml (LAPSP 1%) and 18.75 pg/ml (LAPSP 1.2%), while the MBC was 31.25 pg/ml
(LAPSP 1%) and 37.5 pg/ml (LAPSP 1.2%). Thus, the results demonstrate the efficacy of

hydrogel formation using exclusively LAP as an excipient. This can be advantageous for the



treatment of skin lesions in patients with chronic ulcers. Additionally, due to the low production
cost, this approach can be incorporated into the Unified Health System (SUS), contributing to

the strengthening of the national industry and fostering technological innovation.

Keywords: laponite; silver sulfadiazine; hydrogel; controlled release; skin lesions.
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1 INTRODUCAO

A dificuldade no processo de cicatrizacao das lesdes cutaneas tém sido uma fonte de
sérios desafios para a Saude Publica, devido ao grande numero de individuos com
comprometimento da integridade da pele devido a complexidade do tratamento. Esse fator
condiciona a um processo de recuperacdo dificil e prolongado e que aumenta de forma
significativa os custos da assisténcia de satide, com Onus significativos para os gastos publicos.
Além disso, causam impactos pessoais, sociais, psicologicos, econdomicos, ¢ pode estar
associado com diversas comorbidades, tais como Diabetes Mellitus, desnutrigdo, doengas
autoimunes, entre outras. Essa complexidade torna o tratamento desafiador ¢ demanda nao so
apenas habilidades e conhecimento, mas também a utilizagdo de recursos e tecnologias
disponiveis para proporcionar uma assisténcia mais eficaz e confortavel (Silva et al., 2017).

Como tratamento topico, o curativo/farmaco ou enxerto deve ser selecionado de forma
a fornecer cobertura suficiente da ferida para prevenir infec¢do ou sepse, e deve ter porosidade
suficiente para passagem de ar e fornecimento de nutrientes para rapida recuperagao (Singh et
al., 2022). No manual do pé diabético do Ministério da Saude, as terapias topicas t€ém como
principal objetivo manter a ulcera limpa, imida e coberta, favorecendo o processo de
cicatrizacdo e para tecidos de granulagdo com colonizagao critica ou infec¢do, ¢ utilizado como
protocolo um curativo contendo (creme) sulfadiazina de prata (SP) (Brasil, 2016).

A SP ¢ um antibacteriano e possui caracteristicas fisico quimicas como baixa
permeabilidade e baixa solubilidade pertencente a Classe IV do Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB), além disso, ¢ fotossensivel (escurecimento gradual quando expostos a
luz) que ¢ uma caracteristica comum a todos sais de prata, devido a oxidacdo ¢ formagao de
oxidos de prata (Rosa, 2017; Nunes et al., 2023). Esta atualmente disponivel na forma de creme
topico a 1% e a posologia ¢ a aplicagdo de duas a trés vezes ao dia, conforme haja saturagdo do
local. Essas multiplas aplicacdes didrias, expde o paciente a dor/trauma, no qual pode reduzir a
atividade do farmaco, bem como a aderéncia do paciente ao tratamento, comprometendo a
cicatrizagdo (Khodami et al., 2023; Zhang et al., 2023).

Nesse sentido, varios designs de curativos tém sido estudado para viabilizar o
tratamento, reduzir contaminantes externos, facilitar o processo de cicatrizagdo, reduzir a
populacao de microrganismos presentes ao longo do tempo, mantendo a alta umidade no local
da ferida, removendo o excesso de exsudato, ndo apresentando toxicidade e/ou reagdo alérgica,

permitindo a troca de oxigénio e biodegradagao no local e mantendo a liberagdo do fArmaco no
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local de acdo, para aumentar a aderéncia do paciente ao tratamento (Alvarado- Gomez ef al.,
2018; Cho et al., 2021).

Como forma farmacéutica convencional, o gel ¢ formado por agregacao de particulas
de sais coloidais interpenetrado por um liquido, caso o liquido seja agua, forma-se hidrogéis.
Esses ultimos, t€ém sido amplamente estudados como materiais para cicatrizagdo de lesdes
cutaneas devido a sua estrutura de matriz extracelular semelhante. As particulas ligam-se umas
as outras para formar uma rede entrelagada, o que confere rigidez a estrutura. Alguns materiais
formados por floculos continuos, na escala nanométrica t€m sido estudados, como o
argilomineral Laponita® (Ghadiri et al., 2013; Suterio et al., 2022).

Com formula empirica Nao7[(SisMgssLio3) O2 (OH)4], esse argilomineral possui
tamanho reduzido, em nanodiscos de 25 nm de didmetro e 0,92 nm de altura, aproximadamente.
Possui presenca de litio que substitui aleatoriamente cations de magnésio na estrutura, gerando
carga negativa, e sendo contrabalanceado por cargas positivas de ions sodio, localizados no
espaco entre as lamelas (Suterio et al., 2022; Tomas et al., 2017). Na forma de pd, esse
argilomineral tem uma geometria bidimensional (2D) em forma de disco, no entanto na
presenga de agua, as particulas formam estruturas coloidais tridimensionais como “castelo de
cartas” (Suterio et al., 2022; Tomas et al., 2017).

Dessa forma, considerando as limitagdes clinicas da farmacoterapia de lesdes cutaneas
e seu manejo, como avaliacdo da potencialidade dos materiais e seu ineditismo, o presente
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de nanohibrido hidrogel formado a partir do
argilomineral Laponita® para liberacdo controlada do farmaco sulfadiazina de prata como

tratamento antibacteriano para lesdes cutaneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver hidrogel formado a partir do argilomineral Laponita® para liberagdo

controlada da sulfadiazina de prata como tratamento antibacteriano para lesdes cutaneas

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as condigdes experimentais para formacao do hidrogel, verificando a
influéncia da concentragao e do tempo de agitacao do argilomineral LAP;

e Obter o hidrogel a partir da incorporagdo da SP em LAP;

e Caracterizar por técnicas reologicas de viscosidade e espalhabilidade dos hidrogéis
contendo LAP sem farmaco sob influéncia da concentracdo e do tempo de agitacdo e
com farmaco SP e por técnicas estruturais.

e Avaliar a liberagdo in vitro da SP a partir do hidrogel formado por LAP/SP em
comparagdo com o gel comercial utilizando aparato células de difusao de Franz.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos hidrogéis formados por LAP/SP e do gel
comercial a partir das bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele, maior 6rgao do corpo humano, desempenha um papel fundamental na protecao
dos tecidos internos contra microrganismos, agentes térmicos e quimicos, além de contribuir
para a manutengdo da homeostase. E composta por duas camadas distintas, conforme Figura 1
a: a epiderme ¢ a derme, ambas sustentadas pela hipoderme. A epiderme, a camada mais
externas, ¢ principalmente constituida por queratindcitos. Logo abaixo, encontra-se a derme,
composta pela matriz extracelular (MEC) (Figura 1b) e uma rede de fibras colagenas, além de
conter c¢lulas residentes como macrofagos, adipdcitos e fibroblastos. Na pele, também sdo
encontrados vasos sanguineos, nervos sensoriais e estruturas acessorias como glandulas, pelos
e musculo eretor dos pelos. A hipoderme ou tecido subcutaneo, por sua vez, composta por

tecido conjuntivo frouxo, ndo faz parte da pele propriamente dita, sendo responsavel pela

Figura 1- Figura 1. a) Estrutura anatomica e b) Histologia da pele.
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Fonte: Adaptado de Hess (2012)

A pele tem seis fungdes fundamentais como: 1. prote¢do, atuando como uma barreira
fisica contra microrganismos € outros materiais estranhos, protegendo o corpo contra infec¢des
e perda excessiva de fluidos. 2. Sensa¢do: contendo terminagdes nervosas que permitem sentir
dor, pressdo, calor e frio. 3. Termorregulagdo, com a pele regulando a temperatura corporal por
meio de vasoconstricao, vasodilatagdo, suor e excre¢ao de certos residuos, como eletrolitos e
agua. 4. Metabolismo, a partir da sintese de vitamina D na pele que € exposta a luz solar ativa
o metabolismo de célcio e fosfato, minerais que desempenham um papel importante na
formacao 6ssea. 5. Imagem corporal, a partir da aparéncia (cosmética), atributos individuais

(identificacdo), capacidade de transmitir significado por meio da expressdo (comunicagdo). 6.
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Processo imunoldgico, possuindo células imunes residentes tanto na epiderme (células de
Langerhans) quanto na derme (células dendriticas dérmicas) (Avci et al., 2013; Hess, 2012;
Sator, 2006).

E importante destacar que esse orgo altera conforme a idade, uma vez que a fungio
geral da pele diminui ou fica mais lenta. Ocorrem mudangas na jun¢do epidérmica-dérmica que
achata, contribuindo para uma diminui¢do na resisténcia geral, as células de Langerhans e as
células dos melanocitos encolhem, causando maior risco de reagdes alérgicas e maior
sensibilidade a luz solar. Além disso, a resposta vascular ¢ reduzida, levando a diminuicao da
temperatura da pele e palidez, também h4 uma diminui¢do da producao de sebo e do suor que
hidrata a pele contribuindo para o ressecamento e descamacao (Hess, 2012; Kim et al., 2020;

Solé-Boldo et al., 2020).

3.2 Lesdes cutaneas cronicas

Todos os dias nossa pele € exposta a agressdes fisicas e mecanicas, que podem ou ndo
ter consequéncias permanentes (Hess, 2012). As lesdes cutaneas na pele ocorrem quando ha
ruptura da estrutura anatomica desse o6rgao, impossibilitando a regido afetada de desempenhar
suas fungdes biologicas. Elas podem ser classificadas em duas categorias principais: (i) lesdes
cutaneas agudas, causadas por procedimentos cirurgicos, traumas, queimaduras superficiais,
entre outros, que geralmente se recuperam rapidamente seguindo os mecanismos naturais de
cicatrizacdo; e (ii) lesdes cutineas cronicas, resultantes de doencas especificas como ulceras
diabéticas, tlceras de pressdo e Ulceras venosas nas pernas, que alteram a fisiologia do
organismo, dificultando a cicatrizagdo e aumentando o risco de infec¢des (Santos et al., 2023).

As lesdes cutaneas cronicas, independentemente de sua etiologia, tém elevadas taxas de
incidéncia, trazem diminui¢do da qualidade de vida dos pacientes e causam impactos
socioeconOmicos importantes para os familiares e servigos de satide. Uma ferida cronica ¢ uma
lesdo que ndo cicatrizou e o paciente que possui esse tipo de ferida, possui um processo que
impede o processo de cicatrizagdo (Hess, 2012). Por exemplo, o Diabetes Mellitus (DM) € um
desafio para a saude publica globalmente e os dados da 9* edicdo do Atlas de Diabetes da IDF
(International Diabetes Federation) mostram que existem 463 milhdes de adultos com diabetes
em todo o mundo, sendo que a prevaléncia do DM estd aumentando em paises de baixa e média
renda (Pititto et al., 2019). De acordo com a Federacao Internacional de Diabetes, em 2013, o
Brasil tinha o maior nimero de casos de diabetes na América do Sul e Central, com
aproximadamente 11,9 milhdes de pessoas afetadas. O DM apresenta repercussoes sistémicas

em longo prazo e as suas complicagdes podem ser classificadas em agudas e cronicas. Em
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relacdo as complicacdes cronicas, destaca-se o aparecimento de lesdes cutdneas em membros
inferiores e nos pés, sendo este tltimo designado como pé diabético (Oliveira ef al., 2019).

Para obter uma cicatrizacdo bem-sucedida da pele e da ferida, o clinico deve seguir
meticulosamente cada etapa do tratamento da pele e da ferida, incluindo a avaliagdo,
planejamento, implementag¢do, avaliagao e documentacgao (Hess, 2012). A partir das altera¢des
encontradas o tratamento deve ser centrado no individuo (Brasil., 2016).

No tratamento topico t€ém como objetivo primordial manter a Ulcera limpa, imida e
coberta, promovendo assim o processo de cicatrizagdo. O uso de gaze umedecida com solugao
salina 0,9%, mantendo o ambiente Umido ¢ util para o tratamento. Quando ha uma
reepitelizagdo sem nenhum exsudato, conforme visualizado na Figura 2 a, € preconizado o uso
de uma camada fina de hidrocoloide por até 7 dias. Quando hd um tecido com granulagdo e um
exsudato sanguinolento, conforme Figura 2b, é preconizado o uso de alginato de calcio e sdédio,
por 2 a 3 dias. Ja quando o tecido possui granulacdo com colonizagdo critica ou infecgao,
conforme Figura 2¢, com exsudato seropurulento, ¢ preconizado uma pomada com sulfadiazina
de prata, com troca de 2 a 3 vezes ao dia. Em tecidos com necrose e exsudato seropurulento
conforme Figura 2d, € preconizado a aplica¢do de gaze umedecida com soro fisiologico a 0,9%

e pomada com curativo com sulfadiazina de prata, de 2 a 3 vezes ao dia.

Figura 2- Ferida cronica com a) epitelizacdo sem exsudato b) granulagcdo sanguinolento c)
granulag¢do com colonizagdo critica ou infec¢ao e exsudato seropurulento d) necrose
umida/esfacelo com exsudato seropurulento.

i

Fonte: Brasil (2016).
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A colonizagdo da microbiana das lesdes cutaneas diabéticas esta relacionada ao
prognostico dos pacientes. As lesdes cutaneas gravemente infectadas por alterar a estrutura da
comunidade microbiana da pele, mostrando uma ligagdo entre a ferida e a sua gravidade.
Assim, pode-se dizer que a instabilidade da estrutura da populagdo microbiana reflete as
mudangas dinamicas da flora da ferida, que por outro lado quando se detecta certas bactérias
crescem de forma estavel nos locais, isso reflete um estado de cicatrizagao de lesdes cutaneas
paralisada, na qual as bactérias colonizadoras anularam as defesas do hospedeiro para um estado
patogénico de homeostase (Lipsky et al., 2012; Wang et al., 2023).

O microrganismo mais comum presente ¢ Staphylococcus, que tem maior abundancia
relativa com 22,7%, tanto o Staphyloccus aureus (13,3%) e Staphylococcus pettenkoferi (Wang
et al., 2023). Além desses, tem o Streptococcus (11,98%), Corynebacterium (11,46%),
Bactérias anaerdbicas (7%) (Lipsky et al., 2012), Actinomycetales ¢ Bacillales (nas lesdes
cutaneas de cicatrizagdo rapida) e Bacteroidale e Lactobacillales (nas lesdes cutaneas de
cicatrizacdo longa) (MacDonald et al., 2019). Outros microrganismos estdo presentes com
proporcoes diferentes nas lesdes cutdneas como Corynebacterium (14,64%), Pseudomonas

(9,37%) (Oh et al., 2014).

3.3 Cicatrizacao de lesdes cutineas

Apos a alteracdo da integridade da pele e o surgimento de uma ferida, o processo de
cicatrizacdo comeca. Em lesdes cutaneas cronicas, o processo para na fase inflamatoria, que
com o tempo, as células-chave tornam-se senescentes, entender e corrigir as barreiras a
cicatrizagdo ira desencadear a formacgao de tecido de granulagdo, levando a proxima fase de
cicatrizacdo (MacDonald et al., 2019).

Sdo quatro fases de cicatrizagdo de lesdes cutdneas: 1. Hemostasia: ocorre
imediatamente apoOs a lesdo, onde as plaquetas (célula-chave) responsavel por essa fungao,
forma um coagulo e liberam fatores de crescimento; 2. Inflamagdo: comega logo apds a lesdo e
normalmente dura de 4 a 6 dias. Esta fase ¢ caracterizada por uma série de células infiltrando o
local da ferida. Muitas delas sdo células inflamatoérias, como leucécitos e macrofagos; 3.
Proliferag@o: A fase proliferativa, também conhecida como fase fibroblastica, regenerativa ou
do tecido conjuntivo, geralmente dura varias semanas. Em uma ferida aberta, o tecido de
granulagdo se forma como brotos vermelhos e carnudos (ou granulos) de tecido. Este tecido
consiste em macrdfagos, fibroblastos, colageno imaturo, vasos sanguineos e substincia

fundamental; 4. Maturagdo: Durante a fase de maturacdo ou remodelagdo, que pode durar de



19

21 dias a meses ou anos, as fibras de colageno se reorganizam, remodelam e amadurecem,
ganhando resisténcia a tracao. Fibroblastos, MMPs e seus inibidores desempenham um papel
crucial nesse processo, assim como certos fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformador beta. Esse processo continua até que o tecido cicatricial tenha recuperado cerca
de 80% da resisténcia original da pele (Hess, 2012; Kim et al., 2020; Lipsky et al., 2012; Wang
etal.,2023).

3.4 Sulfadiazina de prata

A utilizagdo da prata e seus derivados para o tratamento de lesdes cutineas e
queimaduras existe desde os séculos 17 e 18, quando o nitrato de prata comecou a ser
empregado no tratamento de ulceras cutaneas. Na década de 60, a Sulfadiazina de Prata (SP),
um produto derivado da combinag¢do do nitrato de prata com sulfadiazina de s6dio, substituindo
um atomo de hidrogénio por prata na molécula da sulfadiazina, foi introduzida na terapéutica
de queimaduras por Charles L. Fox Jr. Seu uso foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) em 1973, demonstrando melhorias significativas na taxa de sobrevivéncia dos pacientes
(Heyneman et al., 2016; Melo, 2021).

A SP pertence a classe das sulfonamidas ao qual, os firmacos pioneiros da classe, foram
as primeiras drogas sintéticas com atividade antibacteriana eficaz a serem desenvolvidas. As
sulfonamidas apresentam uma ampla gama de atividades bioldgicas, como antitumoral,
antifungica, anti-inflamatoria, antibacteriana e antiviral. Um dos principais alvos relacionado a
atividade antibacteriana dessa classe farmacolédgica ¢ a enzima diidropteroato sintase (DHPS),
enzima responsavel pela incorporacdo do &cido para-aminobenzoico (PABA) ao 4cido
diidropteroico, precursor do acido félico (Nunes et al., 2023).

As sulfonamidas por possuirem estrutura quimica semelhante ao 4cido para-
aminobenzobico (PABA), substrato natural da enzima DHPS, sdo antagonistas competitivos e
inibidores potentes da sintese do acido folico pelas bactérias, sem o mesmo as bactérias sao
incapazes de entrar na divisdo celular, o que tornam as sulfonamidas agentes bacteriostaticos
(Rosa, 2017; Nunes et al., 2023).

Esse farmaco ¢ segundo a [IUPAC prata [(4-aminofenil)sulfonil |(pirimidin-2-il)azanida,
com CAS 22199-08-2. Este composto apresenta-se na forma de um p6 cristalino branco ou
amarelo palido, sendo inodoro. Apresenta praticamente insolubilidade em &gua, etanol e éter
dietilico, mas € soluvel em amonia. Classificado como farmaco de classe IV (baixa solubilidade

e baixa permeabilidade) no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, ¢ também fotossensivel,
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escurecendo gradualmente quando exposto a luz, uma caracteristica compartilhada por todos
os sais de prata, devido a formagao de o6xido de prata (Rosa, 2017).

A mesma ¢ comercializada na forma de creme a 1% sendo uma das primeiras
alternativas farmacologicas no tratamento de queimaduras com processo infeccioso instaurado.
Em sua estrutura ha uma ligagdo coordenada entre a sulfadiazina e a prata (Figura 3), onde a
acdo bacteriostatica depende da porc¢ao sulfonamida e a prata presente no composto liga-se ao
DNA bacteriano e aos componentes da superficie celular, causando toxicidade (Rosa, 2017;

Soltani; Akhbari; Phuruangrat, 2022).

Figura 3- Representagao esquematica da Sulfadiazina de Prata.
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Fonte: Rosa (2017).

A SP apresenta amplo espectro de agdo, afetando bactérias gram-negativas, gram-
positivas e fungos patogénicos (Zhou et al., 2023). Por ser um firmaco de uso topico, apresenta
efeitos adversos dermatologicos como bolhas ou descamagdo da pele, prurido, aumento da
sensibilidade a luz solar, entre outros. Com o objetivo de aprimorar a eficacia antibacteriana,
aumentar a solubilidade, prevenir a agregacdo, garantir a oOtima disponibilidade do
medicamento, controlar a liberacao e reduzir reagdes alérgicas relacionadas aos ions de prata,
estdo sendo realizados esfor¢os para desenvolver sistemas que estabilizem a SP em outros

materiais (Soltani; Akhbari; Phuruangrat, 2022).
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3.5 Biomateriais

3.5.1 Laponita®

No inicio da década de 1960, foi desenvolvido uma argilomineral sintética denominada
Laponita®, marca registrada da empresa BYK Additives Ltd, com o objetivo de ser um aditivo
reoldgico para dispersdes de pigmentos. Esta foi desenvolvida pelo método de co-precipitacao
utilizando fontes de Mg e Li (silicato de s6dio) em meio basico. Desde entdo, a Laponita®
(LAP) tem sido utilizada em uma variedade de aplicacdes industriais e tem sido alvo de extensas
pesquisas no ambito cientifico e tecnologico, especialmente na industria farmacéutica (Rodrigo
etal.,2024).

Os estudos com a LAP tém se concentrado principalmente na sua utilizagdo para
cicatrizagdo de lesdes cutaneas, sistemas de carreamento de farmacos, matriz de formacao de
hidrogel, aumentar a taxa de dissolu¢do de farmacos, engenharia de tecidos para estruturas
Osseas ou ainda ser utilizado como material de bioimagem (Rodrigo et al., 2024; Tomas; Alves;
Rodrigues, 2018).

A LAP pertence ao grupo dos filossilicatos, com estrutura lamelar do tipo 2:1, ou seja,
possui uma folha octaédrica entre duas tetraédricas (Figura 4). Empiricamente, sua célula
unitaria apresenta formula quimica Na*®’[(MgssLio3)SiO20(OH)4] %7 ao qual se repete em
torno de 2000 vezes em duas dimensdes, resultando em uma estrutura em formato de disco em
escala nanométrica, com aproximadamente 25 nm de didametro e 0,92 nm de altura (Suterio et
al., 2022; Oliveira, 2022). Esse argilomineral tem uma superficie com carga dupla, onde as
faces (superficie inferior e superior) sdo negativamente carregadas ocasionada pelo
desequilibrio de carga oriunda da substituicdo do magnésio pelo litio na camada octaédrica,
enquanto as bordas podem ser carregadas positivamente por protonacdao dos grupos terminais
de hidroxila (OH) das camadas tetraé¢dricas. As camadas dessa argila, por ter uma area
superficial elevada (<700m?/g), permite que ocorra interagdo e retencdo de farmacos, proteinas,

vesiculas extracelulares ou polimeros (Rodrigo et al., 2024).
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Figura 4- Representacdo esquematica da geometria do nanocristal Laponite® (formato do

disco) e estrutura quimica.
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Fonte: Tomas; Alves; Rodrigues (2018).

A LAP apresenta geometria bidimensional (2D) na forma seca em forma de disco. Por
outro lado, em contato com a agua, a LAP se transforma em particulas coloidais tridimensionais
(3D) de gel incolor, devido as forcas de repulsdo eletroestatica que ocorre entre os cristais
(Figura 5). A distribui¢do de cargas fracamente positivas ao longo das bordas dos cristais de
LAP podem interagir diretamente com as cargas negativas na superficie de outros cristais,
originando a fase auto-montavel do “Castelo de Cartas” (Rodrigo et al., 2024; Tomas; Alves;
Rodrigues, 2018).

Figura 5- Cristais de Laponita® na forma seca, formando pilhas e cristais de Laponita®, em
contato com agua, formando géis automontados.
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23

Os farmacos podem ser transportados pela LAP de diversas formas, como adsor¢do em
superficies de LAP quando a argila esta no estado esfoliado, nas bordas da argila, intercalado
dentro dos discos de cristais, encapsulamento ou interacdo com/pelo polimero além de
interagdes com a LAP e encapsulamento dentro dos espagos intercristais oriundos dos cristais
automontados (Figura 6) (Sutério et al., 2022).

Figura 6- Representacdo esquematica das diferentes formas como o farmaco ¢ transportado
pela Laponita® no estado esfoliado (a); nas bordas da argila (b); intercalando dentro das
pilhas dos cristais (c¢); encapsulamento ou interagdo com/pelo polimero além de interagdes

com a LAP (d) e encapsulamento dentro dos espagos intercristais oriundos dos cristais
automontados (e).
B

A

Fonte: Tomas; Alves; Rodrigues (2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A sulfadiazina de prata (CAS 22199-08-2) foi fornecida pela GEMINI (lote 19-
20/SSD/[U]/038 no padrao de pureza USP (pureza 99%). Hidroxido de amonio do €xodo
cientifica foi utilizado como solvente. Citrato de sddio (pureza 99,5%) da Sigma aldrich. A
Laponita® RD foi fornecida pela Colormix (BRA), apresenta qualidade farmacéutica e foi

utilizada sem pré-tratamento.

4.2 Formagio do hidrogel de laponita®

4.2.1 Preparacdo do hidrogel de laponita® sem farmaco

As formulagdes do gel foram preparadas em diferentes concentragdes de LAP 3,2 %
(LAP 3,2%), 3,4% (LAP 3,4%) e 3,8% (LAP 3,8%) (p/ v), com o intuito de avaliar a influéncia
sobre a concentracao e diferentes tempos de agitacao para formagdo do gel. Primeiramente, 3,2
%, 3,4% e 3,8% de LAP foram adicionados a 10 ml de agua destilada e, posteriormente essas
solucdes foram vedadas e submetidas a diferentes tempos de agitacdo magnética sob uma
mesma velocidade de rotagdo. Os tempos de agitagdo magnética utilizados para avaliagdo da
formacgdo do gel foram de 1 hora, 6 horas e 12 horas. Apos a determinacgdo viscosidade, a

amostra de LAP 3,8% foi selecionada para continuar os estudos subsequentes.

4.2.2 Formacdo do hidrogel de laponita® e sulfadiazina de prata (LAPSP)

Pelo método de incorporagdo descrito por Khan (2021), a sulfadiazina de prata foi
solubilizada em hidréxido de amodnio sob agitacdo constante para completa solubiliza¢do antes
de ser incorporada ao hidrogel. A solu¢ao de SP foi adicionada gota a gota no hidrogel de LAP
3,8% sob agitacdo continua para completa homogeneizagdo, na concentragdo de 1% para
formacao de LAPSP 1% e 1,2% para formacdo de LAPSP 1,2%. Posteriormente, o pH foi
ajustado para 5,0 = 0,6 (pH da pele) com uma solugdo de acido citrico a 20%, seguindo a

metodologia descrita por Suterio (2022).

4.3 Caracterizacao das propriedades reologicas

4.3.1 Viscosidade

Para avaliagdo da viscosidade empregou-se o viscosimetro rotativo digital de
BROOKFIELD, da Fungilab Viscolead, modelo One, no qual a amostra foi medida por
velocidade de rotacdo de eixo metélico, com cone coaxial spindle R7, imerso no material. A
utilizagdo desse aparato foi eleita conforme a leitura adequada do aparelho foi medida. Uma

quantidade de 10 g de amostra, apds verificacao da auséncia de bolhas, sob temperatura fixa de
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25°C, foi acondicionada em frasco de polietileno. A andlise foi realizada, sob agitagdo
rotacional variavel, sob velocidade de rotagdo crescente, sendo 2.5, 3.0, 4,0, 5, 6, 10, 12, 20,
30, 50, 60, 100 rpm. A leitura foi realizada, em triplicata, com valor em centipoise (cP), de
acordo com a capacidade de leitura do aparelho, para anélise das formulagdes com 3,2%, 3,4%

e 3,8% de LAP.

4.3.2 Espalhabilidade

Para a determinagao da espalhabilidade, foi utilizada a metodologia descrita por Lange
et al. (2009). O teste avaliou a LAP 3,8%, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%. As amostras, foram
colocadas numa placa circular de vidro, com diametro de (20 cm x 20 cm) e 0,2 mm de
espessura, onde foi posicionada sobre outra placa de suporte de mesma largura, e entre ambas
as placas, foi posicionado uma folha de papel milimetrado e em seguida adicionado uma terceira
placa, com orificio central de 1,2 cm de didmetro. A amostra foi introduzida no orificio da placa
e a superficie nivelada com uma espatula. Apds a aplicagio da amostra retirou-se
completamente esse molde e sob esse material, foi disposto uma placa, com massa pré-
determinado. Ap6s 1 minuto, foi calculada a superficie abrangida através da medicdo do
diametro em duas posigdes opostas, calculando o didmetro médio. Este procedimento foi
repetido, com a adi¢ao de 10 placas adicionadas sobre a amostra. Os resultados foram expressos
em espalhabilidade da amostra em fun¢do do peso adicionado. As anélises foram realizadas em

triplicata. A equacdo 1 (Eq.1) foi utilizada para os calculos de espalhabilidade.

2

Ei (max) = d4'n (Eq. 1)

Onde:
Ei: é a espalhabilidade da amostra para o peso i, em mm?;

d: é o diametro médio, em milimetros.

4.4 Caracterizacio por espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier
(FTIR)
A composicdo quimica e as alteragdes estruturais foram observadas utilizando um

espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) PerkinElmer 400,
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utilizando diamante através da técnica de reflexdo total atenuada (ATR). A anélise foi realizada

na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400 cm .

4.5 Estudo da liberacao in vitro da sulfadiazina de prata

O estudo foi conduzido utilizando um aparelho de célula de difusao de Franz, composto
por seis compartimentos, dos quais trés foram dedicados a avaliagdo do hibrido hidrogel
(LAPSP 1%) e trés para avaliacao do creme comercial de sulfadiazina de prata a 1%, realizando
assim o teste em triplicata. A solucdo receptora utilizada foi o tampao fosfato (PBS) pH 7.4,
uma vez que a sulfadiazina de prata apresenta liberacdo maxima nestas condi¢des (Mangindaan
etal.,2012; Khan et al., 2021).

Para a realizacdo do ensaio, membranas artificiais hidrofilicas de acetato de celulose
foram empregadas como substitutas do modelo de pele animal. Essas membranas foram
colocadas entre os compartimentos doador e receptor, previamente umedecidas com o meio
receptor por 24 horas. O compartimento doador foi preenchido com 100 mg do hibrido (LAP
SP 1%) e a mesma quantidade do creme comercial de sulfadiazina de prata a 1% (CCSP 1%) e
o compartimento receptor foi totalmente preenchido com o tampdo fosfato pH 7.4. A
temperatura do compartimento receptor foi mantida a 37 + 0,5 °C utilizando um banho
termostatico com circulador de 4gua (Vendidandala et al., 2021; Khan et al., 2021).

Todos os compartimentos foram continuamente agitados a mesma velocidade, e o
volume total dos compartimentos receptores foi coletado em intervalos regulares de 10, 30, 60,
120, 180, 360, 720 e 1440 minutos, sendo substituidos por igual volume de solugdo receptora.
Posteriormente, essas amostras foram analisadas utilizando um espectrofotometro UV-vis no
comprimento de onda de 256 nm, para a determinacdo de sulfadiazina de prata permeada

(Mangindaan et al., 2012; Lucero et al., 2013; Khan et al., 2021).

4.6 Atividade antibacteriana de hidrogeis de laponita® e sulfadizina de prata
As concentragdes inibitorias minimas foram determinadas em placas de microdilui¢do
de 96 pocos seguindo a metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards

Institute M07-A09 (CLSI, 2012).

4.6.1 Padronizacdo do inoculo

Para este estudo, foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922). Apds o repique
das cepas em agar Mueller Hinton e crescimento de 24 horas a 35 + 2°C em estufa

bacteriologica, foram preparados os inoculos, onde coldnias bacterianas isoladas na placa de



27

Petri foram selecionadas e diluidas em caldo Mueller Hinton até obter uma suspensao
correspondente a escala 0,5 de McFarland (1,5x10® UFC/ml) (CLSI, 2012). Para tal, o in6culo
foi padronizado no espectrofotometro UV/VIS em um comprimento de onda de 620nm até que
se obtivesse uma absorbancia entre 0,063 e 0,070. Posteriormente, os indculos foram diluidos
em caldo Mueller Hinton numa proporc¢do de 1:20 para que estivessem em torno de 7,5x10°

UFC/ml para serem utilizados nos experimentos.

.....

Para avaliacdo antibacteriana in vitro, foram testadas os hidrogéis com as duas
concentragdes de SP, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%, o hidrogel sem o farmaco, LAP 3,8% e uma
formulagdo comercial de sulfadiazina de prata 1%. Em placas de microdilui¢do estéreis de
fundo redondo de 96 pogos foram adicionados 90 pL de caldo Mueller Hinton, para cada pogo,
e entdo adicionou-se 129 mg (correspondente a 100 uL, densidade hidrogel= 1,29 g) do hidrogel
LAPSP 1% nas trés primeiras colunas da placa e a mesma quantidade de hidrogel LAPSP 1,2%
nas outras trés colunas subsequentes. Posteriormente, foram feitas dilui¢cdes seriadas com uma
pipeta calibrada de 100 pL desprezando a ultima dilui¢do para que, dessa forma, todos os pogos
tenham o mesmo volume de 200 puL. As concentracdes utilizadas nos testes foram de 1000 —
7,8125 pg/ml para LAPSP 1% e 1200 — 9,375 pg/ml para LAPSP 1,2%. Os pogos D, E ¢ F da
coluna 8 foram designados para controle positivo contendo100 puL. do caldo MH e 10 pL do
indculo. Para controle negativo, foi adicionado aos pocos D, E e F da coluna 7 apenas o caldo
Mueller Hinton estéril, sendo adicionado a todos os outros pogos 10 pL do indculo. Logo apds
a micropipetagem, as placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas. Finalizado o periodo de
incubacao, foram adicionados em cada poco 20 uL do reagente TCC (trifenil tetrazolio cloreto
2,3,5) na concentracao de 2%, o reagente foi preparado em agua esterilizada, e ap6s 1 hora de
incubacdo foi realizado a leitura visual. A utilizacdo do reagente TCC facilita verificar o
crescimento microbiano, a nio mudanca de coloragdao indica auséncia de crescimento
microbiano, enquanto a cor vermelha indica a presenga de células vidveis em crescimento. A
CIM foi definida como a menor concentragdo de LAPSP 1% e LAPSP 1,2% que inibiu o
crescimento bacteriano, evidenciado pela auséncia de alteracdo de cor (CLSI, 2012).

Visando maior fidedignidade e reprodutibilidade do estudo, os ensaios foram

realizados em triplicata.
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4.6.3 Determinacgdo da concentragdo bactericida minima (CBM)

A Concentragdo Bactericida Minima foi obtida por meio da semeadura, em Agar
Mueller Hinton, de aliquotas de 10uL das dilui¢des correspondentes a CIM, uma diluigdo acima
¢ uma abaixo. Posteriormente, foram incubadas por 24h a 35 + 2°C em estufa bacteriologica.
A CBM foi considerada a menor concentra¢do que impediu o crescimento visivel das bactérias
ou permitiu a formacao de até trés Unidades Formadoras de Colonias (UFC). As concentragdes
na qual se observou nulidade de crescimento ou menos de 3 UFC, foram consideradas

bactericidas (Pozzatti et al., 2009). O experimento foi realizado em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedade reologicas do hidrogel formado

5.1.1 Viscosidade

A andlise reologica proporciona informagdes sobre a estrutura fisica ou quimica dos
géis, modelando tanto o comportamento dindmico quanto o fluxo, assim como as transi¢des
solido-liquido (Cui; Zhang; Han, 2020). Entre os parametros reologicos, a viscosidade ¢ o mais
amplamente estudado. Ela avalia a resisténcia de um material a deformagdo ou ao fluxo por
atrito, assim como o tempo de fluxo de uma solucdo, dependendo de suas propriedades fisico-
quimicas e da temperatura aplicada (Lopes et al., 2019). Em formula¢des farmacéuticas, esse
parametro desempenha um papel crucial na taxa de liberagdo do principio ativo no local de acdo
e na melhoria da estabilidade. Além disso, compreender as propriedades de fluxo de um gel
destinado a aplicagdo topica pode ser fundamental para prever sua aceitacdo pelos
consumidores.

O comportamento reologico da suspensdo coloidal de particulas da LAP ¢ ilustrado na
Figura 7. O aumento da viscosidade aparente estd diretamente relacionado a concentracdo de
solidos de LAP, uma vez que isso aumenta a capacidade de absor¢do de dgua pelo material,
resultando em um aumento de volume e na formagdo subsequente do gel. Observou-se que o
processo de gelificacdo ocorreu de forma mais rapida em formulagdes com maior concentragao
de LAP (Laponita® 3,8%), ocorrendo em cerca de 1 hora, em comparagdo com formulagdes de
menor concentracdo (Laponita® 3,2% e Laponita® 3,4%), corroborando com o resultado
obtido por Rodrigo et al. (2024) que descreveu que o tempo de gelificagdo aumenta
significativamente com a redugdo da concentracdo de Laponita®. Ainda assim, a relagdo entre
o aumento da viscosidade e o tempo ndo segue uma tendéncia linear, como observado

anteriormente por Suterio et al. 2022.



Figura 7- Viscosidade do hidrogel em concentragdes de 3,2, 3,4 e 3,8% em
diferentes tempos de formacao (a) 1 hora; (b) 6 horas e (c) 12 horas.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.1.2 Espalhabilidade

A espalhabilidade ¢ a capacidade de uma formulagdo se distribuir quando submetida a
uma determinada forca. Ela reflete as condigdes de esfor¢o necessarias para que uma
formulagdo semissoélida se espalhe sobre uma superficie, sendo uma caracteristica essencial das
formas farmaceéuticas destinadas a aplicacao topica (Borghetti; Knorst, 2006).

O hidrogel de LAP 3,8%, a LAPSP1% séo exibidos na Figura 8. E possivel observar
que o gel LAP 3,8% ¢ transparente, com a adi¢cao de SP 1%, ajustado a pH 5,0, altera a aparéncia
do hidrogel. Isso ¢ devido a adicdo de eletrolitos, particularmente de um eletrélito cujos ions
tornam-se fortemente hidratados, o material coloidal perde sua dgua de solvatagdo para esses
ions e coagula, ou seja, ocorre um efeito de precipitagdo por sal (“salt out”). Um exemplo disso
foi realizado pelo estudo de Bujok, 2022, onde verificou que sais de fosfato afeta a
transparéncia, a estabilidade dimensional e a resisténcia dos hidrogéis de Laponita,
desempenhando assim um papel significativo na rede e nas propriedades mecanicas dos

hidrogéis finais.



Figura 8- Hidrogel de a) LAP 3,8%, e b) LAPSP1%.

Fonte: Dados da pesquisa.

32

Assim sendo, conforme exibido na Figura 9, a espalhabilidade tanto do hidrogel LAP

3,8% quanto das formulagdes, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%, aumentaram a medida que o peso

foi adicionado, indicando capacidade de espalhamento e cobertura da area afetada. No entanto,

o hidrogel LAP 3,8% demonstraram um perfil de espalhabilidade superior em comparagdo as

formulagoes.

Figura 9- Espalhabilidade do hidrogel LAP 3,8% e das formula¢des LAPSP 1% e LAPSP
1,2% em fung¢do do peso.
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5.2 Analise FTIR

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada para detectar a
possivel ocorréncia de interagdes quimicas entre os componentes dos hibridos, evidenciadas
pela identificagdo de bandas relacionadas aos grupos funcionais presentes nesses compostos.
Os espectros de FTIR sdo exibidos na Figura 10. Em relagdo a SP, os espectros exibiram bandas
de absor¢do em 1655 cm™! correspondente a flexdo do grupo funcional -NHa, em 1411 cm’!
vibragio esquelética da pirimidina e em 1292 e 1075 cm! vibragdes de estiramento assimétrico
do grupo SO-. Esses achados s3o congruentes aos relatados por Luo ef al. (2020).

A LAP pura apresentou bandas de vibracdo de estiramento e a vibracdo de flexdo do
grupo -OH em 3626 e 1633 cm™!, respectivamente, além de vibracio de tragdo do grupo Si-O-
Siem 961 cm™! dentro das folhas octaédricas da argila. Com a formacao do hidrogel LAP 3,8%,
bandas de -OH foram deslocadas para valores de 3300 cm™' e aumentaram a intensidade devido
a rede tridimensional formada a partir das particulas de LAP com a dgua, o mesmo acontece
quando uma concentragdo de 1% (LAPSP 1%), ¢ adicionada de SP. Com o aumento da
concentracdo de SP no hibrido LAPSP 1,2%, algumas bandas da SP sdo exibidas com alguns
deslocamentos e reducao da intensidade que sdo indicativos da preservagao do aspecto quimico

do farmaco durante a producdo do hidrogel (SILVA, et al., 2023).

Figura 10- Espectros de infravermelho da LAP isolada, Sulfadiazina de prata isolada, LAP
3,8%, LAPSP 1% e LAPSP 1,2%.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Estudo da liberacao in vitro por células de difusdao de Franz

A andlise dos resultados do estudo de liberacdo estd representada na Figura 11,
mostrando os perfis de liberagao do hidrogel LAPSP 1% e do creme comercial de SP 1% (CCSP
1%). Para o CCSP 1%, a liberagdo de SP aumentou ao longo do tempo, com 145,61 pg/cm?
(14,5%) liberados em 60 minutos, enquanto para o LAPSP 1%, 94,65 pg/cm? (9,46%) foram
liberados no mesmo periodo. Apds 24 horas, a liberagdao de SP no CCSP 1% atingiu 752,34
ug/cm? (75,23%), enquanto para o LAPSP 1%, foi de 117,1 ug/cm? (11,71%). Portanto, o
hidrogel formado a partir de LAPSP 1% apresentou uma taxa de liberacdo controlada e
sustentada ao longo de 24 horas em comparac¢do a formulagdo comercial CCSP 1%. Isso sugere
que a formulagdo com SP pode permanecer na ferida por mais tempo, exercendo sua acao
terapéutica durante o tratamento sem a necessidade de troca frequente de curativo, o que pode

resultar em maior adesdo do paciente ao tratamento.

Figura 11- Liberagdo in vitro do hibrido via difusdo por células de Franz.
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5.4 Determinacio da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima ¢ definida como a mais baixa concentra¢ao de uma
substancia capaz de limitar o crescimento visivel de determinado microrganismo. Nesse
experimento, os resultados desses testes, foram determinados a partir de trés experimentos
independentes, cujos valores obtidos foram idénticos.

A LAP 3,8% nao demonstrou efeito antibacteriano dentro da faixa de concentracao
testada para os trés microrganismos (Figura 12). Em um estudo anterior realizado por Hamilton
et al. (2019), a LAP XL21 também nao evidenciou atividade antibacteriana contra bactérias
gram-positivas (Staphylococcus epidermidis e Cutibacterium acnes) € gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa). De acordo com os autores, os cations intercalados na LAP eram
predominantemente Na* as quais ndo possuiam atividade antibacteriana intrinseca (Hamilton et
al., 2019). Portanto, qualquer efeito observado deve ser atribuido, em principio, a incorporagao
da sulfadiazina de prata nas amostras.

Figura 12- Placa de 96 pocos ao término do teste da CIM, coluna 9, linha A, B e C € possivel
visualizar a coloragdo vermelha indicando a presenga de células bacterianas viaveis
demonstrando que o hidrogel LAP 3,8% nao apresentou atividade antibacteriana nessa
concentragao.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os resultados da microdilui¢do em caldo frente a Escherichia coli demonstraram cinco
pocos com auséncia aparente de crescimento (sem modificacdo da coloragdo do reagente trifenil
tetrazolio cloreto 2,3,5) para a formulacdo LAPSP 1% e seis pocos sem alteragdo de cor para a
formulagdao LAPSP 1,2%. Os valores do CIM das formulagdes de LAPSP 1% ¢ LAPSP 1,2%
foram, respectivamente, 62,5 pg/ml (Figura 13) e 37,5 pg/ml (Figura 14). Esses resultados sao
semelhantes aos relatados por Evangelista (2020), ao qual avaliou a ag¢do da sulfadiazina de
prata em um complexo de polieletrolitico supramolecular k-carragena-quitosana ancorado com
B-CD para liberag¢do controlada da sulfadiazina de prata, descrevendo concentracgao inibitoria
minima de 64 pg/ml contra Escherichia coli. Um sistema bastante complexo foi desenvolvido
para retardar a liberacdo do farmaco. Em contrapartida, a formula¢do desenvolvida nesta

pesquisa utiliza apenas um Unico excipiente, apresentando resultados eficazes.

Figura 13- Placa de 96 pogos ao término do teste da CIM frente a Escherichia coli. As
colunas 1, 2 e 3 foram utilizadas para a formulacdo LAPSP 1% sendo possivel ver a auséncia
de crescimento até os pogos E.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 14- Placa de 96 pocos ao término do teste da CIM frente a Escherichia coli. As
colunas 4, 5 e 6 foram utilizadas para a formulacao LAPSP 1,2%, visualiza-se a auséncia de
crescimento até os pocos F.
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Fonte: Dados da pesquisa.

J& para Pseudomonas aeruginosa, a concentragao inibitéria minima para a formulagao
LAPSP 1% e LAPSP 1,2% foram, respectivamente, 31,25 pg/ml e 18,75 pg/ml, como ¢
possivel observar na Figura 15. Os estudos de Peixoto (2017) e Deutsch (2014) demonstraram
resultados do MIC semelhantes. No estudo de Peixoto, ao qual avaliaram a atividade da
sulfadiazina de prata de forma isolada, (2017), as cepas analisadas apresentaram crescimento
inibido até a concentra¢do de 32 pg/ml, enquanto os resultados obtidos por Deutsch (2014)
exibiram varia¢des no valor do CIM, com valores de 32 pg/ml (21%), 64 pg/ml (10%), e 128
pg/ml (64%). Este achado ressalta a disparidade nos padrdes de resisténcia dentro de uma
mesma espécie bacteriana, sublinhando a crucial necessidade de monitorar regularmente a

suscetibilidade aos antibacterianos.
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Figura 15- Placa de 96 pocos ao término da CIM para Pseudomonas aeruginosa. Nas colunas
1,2 e 3 (destinadas para a formulagdao LAPSP 1%) € possivel perceber a auséncia visual de
crescimento até os pocos F. As colunas 4, 5 e 6 (LAPSP 1,2%) visualiza-se a auséncia de

crescimento até os pocos G.

N\

4

4
N
/

\/’

A

D 2/

J

&, 5% \\ /'II

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relacdo a bactéria gram-positiva, Staphylococcus aureus, a CIM obtida para a
formulacao LAPSP 1% foi de 31,25 ng/ml e para LAPSP 1,2% consistiu em 18,75 pg/ml
(Figura 16), corroborando com os resultados obtidos por Peixoto (2017) e Deutsch (2014) que
verificaram a agdo da sulfadiazina de prata frente a cepas de Staphylococcus aureus através do

MIC, ambos obtendo concentragdes de inibi¢dao de 32 pg/ml.
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Figura 16- Placa de 96 pocos ao término da MIC para Staphylococcus aureus. Nas colunas 1,
2 e 3 (destinadas para a formulacao LAPSP 1%) ¢é possivel perceber a auséncia visual de
crescimento até os pocos F. As colunas 4, 5 e 6 (LAPSP 1,2%) visualiza-se a auséncia de

crescimento até os pogos G.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Determinacio da Concentraciao Bactericida Minima (CBM)

O plaqueamento das formulagdes contra Escherichia coli exibiu valores de CBM de
62,5 png/ml para LAPSP 1%, onde apresentou nulidade de crescimento bacteriano na
concentragdo correspondente ao poco E (Figura 17) e para LAPSP 1,2% a CBM foi de 18,75

pg/ml apresentando nulidade de crescimento na concentragao correspondente ao poco F (Figura
14).
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Figura 17- Plaqueamento das amostras em agar Mueller Hinton exibindo a CBM das
formulagdes LAPSP 1% (a) e LAPSP 1,2% (B) contra Escherichia coli.
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Fonte: Dados da pesquisa.

J& para Pseudomonas aeruginosa, a CBM apresentou valores de 31,25 pg/ml para
LAPSP 1% e para LAPSP 1,2% a CBM foi de 18,75 pg/ml, ambas formulagdes exibiram

nulidade de crescimento nos pogos F (Figura 18).

Figura 18-Plaqueamento das amostras em dgar Mueller Hinton exibindo a CBM das
formulagoes LAPSP 1% (a) e LAPSP 1,2% (B) contra Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Em relagdo a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, a CBM para a formulacao
LAPSP 1% foi de 31,25 png/ml, onde houve crescimento de trés unidades formadoras de
colonias. Para a formulagao LAPSP 1,2%, a CBM foi de 37,5 pg/ml, apresentando auséncia de

crescimento bacteriano nessa concentragao (Figura 19).

Figura 19- Plaqueamento das amostras em agar Mueller Hinton exibindo a CBM das
formulagdes LAPSP 1% (a) e LAPSP 1,2% (B) contra Staphylococcus aureus.

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento e avaliacao de formulagdes dermatoldgicas tdpicas sao de extrema
importancia, devido aos beneficios em relacdo a outras vias de administracdo, e nesse sentido,
o argilomineral Laponita®, como unico excipiente no desenvolvimento do hidrogel foi eficaz,
a partir de 3,8% do argilomineral. A adicdo do farmaco SP aumenta a resisténcia a
espalhabilidade do produto, sob a pele, devido a organizacao e interagdes quimicas inerente do
argilomineral com o farmaco. E esse aumento da concentracdo aumenta a probabilidade de
cristalizacdo do farmaco na matriz. Ainda, ¢ importante destacar que quando comparado ao
creme comercializado no mercado, a LAPSP 1% demonstrou liberagao controlada ao longo do
tempo, por um periodo de 24 horas, além de expressarem atividade antibacteriana contra cepas
presentes em lesdes cutaneas cronicas.

Assim, os resultados demonstram a potencialidade dos hibridos LAPSP como
formulagdes curativas/antibacteriana e que pode representar uma nova proposta terapéutica
para pacientes com lesdes cutineas cronicas sem necessidade de troca diaria, com melhor
aderéncia ao tratamento. Além de que, esta formulagdo e projeto, devido a facilidade produgao
e baixo custo podem beneficiar e proporcionar a inovagao tecnoldgica com formulagdes mais

seguras e eficazes para os usuérios do Sistema Unico de Satde (SUS).
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