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RESUMO

Feridas cutaneas sdo um problema de abrangéncia mundial com morbimortalidade
significativa, particularmente quando ocorre infeccdo. Os patdégenos mais comuns
sdo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Na
reparacdo tecidual é imprescindivel o controle da colonizagdo bacteriana.
Biomateriais sdo utilizados nesse processo, dentre eles, hidrogéis com
nanoparticulas. Esse trabalho objetivou a producédo de hidrogel a base de laponita
com liberacdo controlada de oxigénio para aplicagcdo em feridas cutaneas infectadas.
Muitas argilas séo adicionadas a polimeros para melhorar suas propriedades dentre
elas, a laponita de formula Na*o7[(SisMgs.sLio.3)O20(OH)4]. Substancias vém sendo
associadas aos hidrogéis para serem liberadas nas feridas, inclusive os 0xidos em
meio aquoso. Trata-se de um estudo experimental, descritivo e quantitativo
verificando in vitro a atividade bactericida do hidrogel de laponita com perdxido de
célcio (CPO) liberando oxigénio. Foram cultivadas E. Coli e S. Aureus. Formularam-
se em hidrogéis de laponita a 9% com CPO a 5%, 10% e 20% em laponita.
Verificou-se a atividade bactericida dos hidrogéis pelo tamanho do halo inibitorio, em
milimetros. A relacdo entre o tamanho dos halos inibitorios e as concentracdes foi
verificada por meio da Correlagdo de Pearson com nivel de significancia de 5%.
Durante as primeiras 5h os hidrogéis de CPO em laponita apresentaram aumento da
liberacdo de oxigénio. Considerando a liberacdo de oxigénio presente no hidrogel,
dispersando-se pelo meio e inibindo o crescimento microbiano, foi possivel observar
a formacao de halos de inibicdo em todas as concentracdes testadas. Os resultados
demonstraram que as trés formulacbes de laponita a 9% contendo peroxido de
célcio foram capazes de inibir o crescimento microbiano em 100%, com halos
superiores a 9mm contra ambas as cepas bacterianas. Contra S. aureus, verificou-
se que a correlacéo entre o tamanho dos halos inibitérios e a atividade dos hidrogéis
nas diferentes concentracfes demonstrou diferenca estatistica significativa (p<0,05).
Contra E. coli percebe-se forte correlacdo entre o tamanho dos halos inibitérios e as
maiores concentracdes de hidrogel, particularmente a 10% que apresentou diferenca
estatistica significativa. A Laponita atuou como barreira eficiente ao oxigénio e
apresentou atividades antomicrobianas sendo o hidrogel produzido, um potencial
candidato para o tratamento das infeccdes e cicatrizacdo das feridas cutaneas.

Palavras-chave: Feridas cutaneas, Hidrogel, Laponita, Atividade bactericida,
Liberacdo Controlada de Oxigénio.
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ABSTRACT

Skin wounds are a worldwide problem with significant morbidity and mortality,
particularly when infection occurs. The most common pathogens are Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. In tissue repair, control of
bacterial colonization is essential. Biomaterials are used in this process, among
them, hydrogels with nanoparticles. This work aims at the production of hydrogel
based on laponite with controlled release of oxygen for application in infected skin
wounds. Many clays are added to polymers to improve their properties, among them,
Laponite of formula Na + 0.7 [(Si8Mg5.5Li0.3) O20 (OH) 4]. Substances have been
associated with hydrogels to be released into wounds, including oxides in aqueous
media. This is an experimental, descriptive and quantitative study verifying in vitro
the bactericidal activity of laponite hydrogel with calcium peroxide (CPO) releasing
oxygen. E. Coli and S. Aureus were grown. They were formulated in 9% laponite
hydrogels with 5% CPO, 10% and 20% laponite. The bactericidal activity of the
hydrogels was verified by the size of the inhibitory halo, in millimeters. The
relationship between the size of the inhibitory halos and the concentrations was
verified through Pearson's Correlation with a significance level of 5%. During the first
5h, the CPO hydrogels in laponite showed increased oxygen release. Considering
the release of oxygen present in the hydrogel, dispersing through the medium and
inhibiting microbial growth, it was possible to observe the formation of inhibition halos
in all tested concentrations. The results showed that the three formulations of 9%
laponite containing calcium peroxide were able to inhibit microbial growth by 100%,
with halos greater than 9 mm against both bacterial strains. Against S. aureus, it was
found that the correlation between the size of the inhibitory halos and the activity of
the hydrogels at different concentrations showed a statistically significant difference
(p <0.05). Against E. coli there is a strong correlation between the size of the
inhibitory halos and the highest concentrations of hydrogel, particularly at 10%, which
showed a statistically significant difference. Laponite acted as an efficient barrier to
oxygen and showed antomicrobial activities and the hydrogel produced was a
potential candidate for the treatment of infections and healing of skin wounds.

Keywords: Skin wounds, Hydrogel, Laponite, Bactericidal activity, Controlled
Oxygen Release
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1.1.1 Divulgacéo e transferéncia de conhecimento

Os antibidticos atuam contra as infeccdes causadas por bactérias seu efeito é
percebido pela inibicdo do crescimento bacteriano e, isso € avaliado pelo tamanho
da area onde as bactérias morreram em um meio de cultura, esse espaco é
chamado de halo de inibicdo de crescimento. Os resultados desse efeito sao
interpretados comparando-se o valor do halo com valores padronizados. As
bactérias, ap0s esses testes, sdo classificadas em sensiveis, resistentes ou
intermediarias. Muitas substancias matam as bactérias, inclusive alguns hidrogéis. A
presenca de halos maiores de 13mm e que 15mm contra as bactéria
Staphylococcus aureus e Escherichia Coli respectivamente, demonstram efetividade.
Os hidrogéis produzidos nesse estudo inibiram, em todas as concentracdes 100%
das bactérias testadas. Possivelmente as bactérias sofreram acdo das espécies
reativas de oxigénio (ERO). O oxigénio liberado pelos hidrogéis provavelmente
desencadeou reacdes na membrana bacteriana o que levou a desestabilizacdo de
sua integridade e sua consequente morte.
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INTRODUGCAO

As feridas cutaneas constituem um problema grave e de abrangéncia
mundial responsavel por indices de morbidade e mortalidade significativos; além de
provocar consideravel impacto econémico (ZAHO, 2010) com gastos em torno de
25 bilhdes de délares por ano (HAN et al., 2011b). Quando ocorre a presenca de
infeccdo na lesdo, uma grande parte destes gastos esta relacionada com o uso de
agentes antimicrobianos (HAN et al., 2011; BARRETO, 2015).

As infeccbes, em especial as de natureza bacteriana, sdo grandes
desafios para a saude publica e o 6nus esta crescendo rapidamente devido ao
aumento do custo dos cuidados de saude e da resisténcia a antibidticos, em
particular no que concerne a cicatrizacao de feridas. Uma infeccdo microbiana no
local da ferida pode prolongar ou mesmo impedir severamente a cicatrizacao
processo, levando a necrose, sepse e até a morte (DE PAULA MMM et al., 2018).

Quando existem ferimentos graves e extensos, impde-se a necessidade
de estabelecimento de tratamento adequado que produza a cicatrizacédo das lesbes
superficiais e profundas (FONTES, 2013). No entanto, o notério aumento da
prevaléncia e o incremento no numero de bactérias multirresistentes, trazem a
necessidade de reduzir ou eliminar as infeccbes de feridas usando artificios que
limitem a capacidade das bactérias de evoluir para cepas resistentes a drogas
(MOHITI-ASLI, POURDEYHIMI, LOBOA 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a resisténcia a
antibidticos € uma das maiores ameacas a saude global, portanto, a concepc¢ao de
materiais com a capacidade de reduzir significativamente a administracdo de
antibidticos e evitar infeccdes de alta resisténcia por parte das bactérias € o
desejavel. Assim, o desenvolvimento de polimeros com propriedades mecanicas,
bioldgicas e quimicas ajustaveis e de facil fabricacdo pode ser atraente (DE PAULA
MMM et al., 2018).

17




UNIVERSIDADE

BR¥SIL

O desenvolvimento de coberturas funcionalmente ativas, que interagem
com as feridas, criando e mantendo a umidade no campo lesado, pode promover,
na maioria das vezes, melhor meio de cicatrizacdo e isso tudo demonstra a
relevancia do estudo e justifica o continuo desenvolvimento de novos materiais e 0
aperfeicoamento de suas propriedades. Nesse contexto os biomateriais surgem
como alternativa eficaz para o tratamento das feridas. Dentre estes se destacam o0s
hidrogéis. O acréscimo de nanoparticulas a polimeros convencionais como 0s
hidrogéis podem representar uma alternativa racional (FONSECA, 2003). De
acordo com Oliveira (2013), empregando-se pequena porcentagem de argila ao
hidrogel é possivel garantir melhores propriedades mecanicas, boa transparéncia,
maior estabilidade térmica e baixa permeabilidade a gases.

Esse trabalho tem como objetivo principal a producéo de um hidrogel a
base de laponita com liberacdo controlada de oxigénio para aplicacdo em feridas
cutaneas infectadas e como objetivos especificos, produzir um hidrogel a base de
laponita contendo diferentes concentracdes de perdoxido de calcio e avaliar a

liberacdo de oxigénio do hidrogel produzido.

18
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REVISAO DA LITERATURA

As feridas cutaneas como anteriormente exposto, configuram um
relevante problema de saude publica. Elas podem sofrer alteracdes provocadas por
fatores enddgenos/organicos e por fatores externos, como as infec¢des bacterianas.
O tratamento dessas infeccbes muitas vezes é baseado no uso de drogas de efeito
sisttmico associadas a curativos locais que também, muitas vezes, utilizam
farmacos ou enzimas capazes de alterar o microambiente da lesdo. Muitas vezes
esse processo pode resultar em cicatrizagcdo lenta, ndo cicatrizacdo; muitas
tentativas de encontrar um curativo adequado; em piora das lesdes ou o surgimento
de resisténcia bacteriana a antibioticos.

O desafio ao desenvolver um curativo para feridas € adequar o mesmo de
acordo com o tipo de leséo, podendo ser aguda, cronica, exsudativa ou seca. Com
iSO, ndo existe apenas um tipo de curativo que seja apropriado ao tratamento de
todos os tipos de feridas. Portanto, ao estudar diferentes tipos de materiais para este
propdésito, busca-se utilizar os biopolimeros, por possuir uma denominacdo mais
aceita na literatura relacionada a saude devido suas caracteristicas como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e facilidade de absorcdo de secrecdes
(IMMICH et al., 2017).

Muitos desses biomateriais precisardo da capacidade de promover nao
apenas a integracdo saudavel dos tecidos, mas também de resistir simultaneamente

a colonizacao bacteriana e as infec¢des associadas (YU X. et al., 2019).
1.1 Pele e lesdes Cutaneas: caracteristicas e natureza

A pele € uma membrana com duas camadas principais (epiderme e
derme) que reveste a superficie exterior do corpo e que se continua com as

membranas das cavidades, as mucosas (Figura 1). Tem inimeras funcées como:
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manter a integridade do corpo e protegé-lo contra agressdes externas, regular a
temperatura, absorver e excretar liquidos, absorver luz ultravioleta, metabolizar
vitamina D, detectar estimulos sensoriais, servir de barreira contra microrganismos e
exercer papel estético (ARAUJO, 2017).

Figura 1. Pele e suas camadas

Fonte: VAN DE GRAAF, K.M 2003.
No decorrer da vida, a pele sofre inGmeras injurias que podem ser

classificadas como traumaticas (escoriacoes, perfuracdes, cortes, queimaduras),
cirargicas (incisbes realizadas por material cortante hospitalar) e patoldgicas
(infeccbes, doencas cronicas). Essas lesbes sdo conhecidas como feridas
(DOMENEGUETTI, R. R 2018).

De acordo com Fontes (2013), ferida é a expressao da interrupcao da
continuidade de um tecido corpdreo, em maior ou menor extensdo, causada por
gualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma
enfermidade clinica que aciona de imediato as frentes da defesa orgéanica para o

reparo. Seu manejo tradicional envolve desinfeccao, retirada de tecido desvitalizado

20
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e provisdo de ambiente que forneca o melhor ambiente para que ocorra o processo
natural de cura.

Segundo Barreto (2015), muitas vezes o0 aparecimento da ferida tem
como fator de relevo a troca inadequada de oxigénio e outros nutrientes no tecido.
As causas sao variadas e muitas vezes multifatoriais (traumas, infecgdes — primo-
infeccdes ou infec¢des oportunistas) ou a associacao de mais de um desses fatores.
Pode surgir ainda como consequéncia do aprisionamento sanguineo (nas Ulceras
venosas, por exemplo) ou da diminuicdo do aporte sanguineo, como nas Ulceras
arteriais. Um aspecto que sempre esta em evidéncia quando se fala de feridas, € o
risco elevado de essas lesdes serem alvo de complicacdes, sendo as infecciosas, de
origem bacteriana, o principal foco de atencdo dos prestadores de cuidado a esse
tipo de agravo.

Em relacdo a complexidade, as feridas agudas cutaneas podem ser
simples ou complexas. As primeiras ocorrem nas incisdes cirargicas que Sao
suturadas para promover cicatrizagdo por primeira intencdo e nao apresentam
complicacbes durante a reparacdo tecidual. Ja as ultimas, ocorrem quando ha
complicacBes sistémicas ou locais relacionadas as condi¢cdes gerais do paciente e
ao mecanismo causador da lesdo. As principais complicagcbes que tornam uma
ferida complexa sédo: hematoma, seroma, infeccbes de partes moles e deiscéncia
(BORGES, 2012).

Quanto ao tempo de cicatrizacdo, as feridas sédo classificadas como
agudas e cronicas. As feridas agudas sdo aquelas ocasionadas em cirurgias ou
traumas, em que 0 reparo ocorre geralmente dentro do tempo previsto, sem
dificuldades e intercorréncias. Ja as feridas cronicas, sdo aquelas que nao cicatrizam
em tempo previsto e sao suscetiveis a complicacdes. Sdo exemplos destas ultimas,
as Ulceras venosas, arteriais, neuropaticas e Ulcera por pressdo (ABBADE e
LASTORIA 2009).
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O modo de cicatrizacao da ferida cutanea pode ser por primeira, segunda
ou terceira intencdo (Figura 2). A primeira ocorre quando uma ferida aguda é
deixada cicatrizar ap6s aproximacdo de suas bordas (sutura direta nas bordas,
enxerto ou retalho). Cicatrizacdo por segunda intencao ocorre quando uma ferida é
deixada cicatrizar por ela mesma. Ja a de terceira, ocorre quando uma ferida é
corrigida cirurgicamente apés a formacdo de tecido de granulacdo, a fim de que
apresente melhores resultados funcionais e estéticos (MANDELBAUM et al., 2003).

Figura 2. Etapas de cicatrizacdo por primeira e segunda intencao
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Fonte: Ungulino Neto, 2009.
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O processo de cicatrizagdo pode ser didaticamente subdividido em trés
fases, porém muitas vezes, estas fases se sobrepdem e ocorrem simultaneamente
(JORGE e DANTAS, 2005):

Fase inflamatéria (exsudativa): caracterizada pelos sinais tipicos do
processo inflamatorio localizado como dor, rubor, calor e tumor (edema), além de
perda da funcéo local. Comeg¢a no momento que ocorre a leséo com duracao entre
trés e seis dias (a depender da extensdo da area a ser cicatrizada e da natureza da
leséo), caracterizada por dois processos que buscam limitar a lesdo tecidual: a
hemostasia e a resposta inflamatéria aguda. Corresponde a ativacédo do sistema de
coagulacao sanguinea e a liberacdo de mediadores quimicos como fator de ativacao
de plaquetas, fator de crescimento, serotonina, adrenalina e fatores de
complemento.

Fase proliferativa (regenerativa ou fibroblastica): fase regenerativa
que pode durar entre cinco e vinte dias. E caracterizada pela proliferacio de
fibroblastos, sob a acédo de citocinas que dao origem a um processo denominado
fibroplasia. Ao mesmo tempo, ocorre a proliferacdo de células endoteliais, com
formacdo de rica vascularizacado (angiogénese) e infiltracdo densa de macroéfagos,
formando o tecido de granulagéo.

Fase reparadora (maturacao): fase de maturacédo que inicia no 21° dia e
pode durar meses. E a Ultima fase do processo de cicatrizacdo. A densidade celular
e a vascularizacdo da ferida diminuem, enquanto ha a maturacdo das fibras
colagenas, ocorre uma remodelacao do tecido cicatricial formado na fase anterior. O
alinhamento das fibras é reorganizado a fim de aumentar a resisténcia do tecido e
diminuir a espessura da cicatriz, reduzindo a deformidade. Durante esse periodo a
cicatriz vai progressivamente alterando sua tonalidade passando do vermelho escuro
ao rosa claro.

Segundo Araujo (2017), a infeccdo da ferida prolonga a fase inflamatéria

do processo cicatricial e interfere na epitelizacdo, contracdo e deposicdo de
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coldgeno. Muitas vezes, havendo grande contaminacdo bacteriana o processo de
cicatrizacdo nao ocorre, mesmo com o uso de enxertos ou retalhos. Clinicamente h4
sinais inflamatorios, geralmente acompanhados de exsudato purulento. Nesses
casos, devem-se realizar cuidados locais associados a antibioticoterapia.

Os indicadores locais (ndo-sistémicos) do processo infeccioso s&o:
aumento da dor na ferida, eritema, edema, aquecimento da area ao redor, odor
desagradavel e drenagem purulenta (FIERHELLER; SIBBALD, 2010). Entretanto, a
identificacdo do agente etiolégico apenas por sinais e sintomas clinicos é dificil
devido a grande variedade de microrganismos que podem ser isolados em culturas
de lesbes (MARTINS et al., 2010).

Em relacdo a carga bacteriana, para as feridas agudas traumaticas ha a
seguinte classificacdo (SAAR et al., 2008):

e Limpa: auséncia de microrganismos;

e Limpa-contaminadas: ferida inferior a 6 h entre o trauma e o atendimento, sem
contaminacao significativa;

e Contaminadas: sdo aquelas com tempo maior que 6 h até atendimento, sem
sinal de infeccéo;

Infectadas: apresentam agente infeccioso no local, com evidéncia de
intensa reacao inflamatéria e destruicdo de tecidos, podendo haver presenca de

secrecao purulenta.
1.2 InfeccBes das lesBes cutaneas e suas modalidades de tratamento

Nas lesbBes cutaneas (agudas ou crdnicas) as bactérias podem formar
estruturas complexas chamadas biofilmes que sdo comunidades de microrganismos
envoltos por matriz de polissacarideos extracelular. Bactérias com biofilmes sé&o
melhores protegidas e mais resistentes as defesas do organismo, antissépticos e
antibiéticos tanto topicos quanto sistémicos (SIBBALD et al., 2003).
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As bactérias patogénicas mais comuns encontradas nas feridas no
ambiente hospitalar sdo Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus epidermis (S.
epidermis), e varios fungos filamentosos, bem como leveduras (Candida spp.). O uso
de antibidticos pode resultar em uma crescente resisténcia a medicamentos nos
microrganismos patogénicos, que esta associada com maior morbimortalidade e,

portanto, deve ser evitado sempre que possivel (DE PAULA et al., 2018).

Figura 3. Infeccao da Ferida Cutanea
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Fonte: Daniela Kroshinsk, MD, MPH, Harvard Medical School, 2017

No processo de reparacao tecidual nas lesGes cutaneas é imprescindivel
o controle da colonizacdo bacteriana. Nesse sentido, muitas vezes sdo necessarios
os desbridamentos cirargico ou enzimatico das Ulceras com colonizacao critica para
acelerar esse processo. O desbridamento cirdrgico € uma forma rapida de promover
a reducdo da carga bacteriana; contudo, € um método ndo seletivo e pode causar
dor (SIBBALD et al., 2003). E importante ressaltar que os antibiéticos sistémicos

muitas vezes tém atuacdo limitada, que seja por ndo conseguirem agir nestas
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bactérias formadoras de biofilme, seja pelo surgimento da resisténcia bacteriana
(ARAUJO, 2017).

A resisténcia das bactérias aos antibidticos representa uma preocupacao
crescente (TODAR, K; NEVES et al., 2011) nas infec¢des de feridas e a utilizacdo de
nanoparticulas e biomateriais como a prata coloidal, por exemplo, € defendida no
tratamento de queimaduras nas quais as infeccdes sdo conhecidas pela sua
intolerancia e resisténcia a antibiéticos. Além da excelente propriedade bactericida,
as nanoparticulas (incluindo-se as de prata) também se mostraram favoraveis na
minimizagdo da resposta inflamatoria local facilitando a cicatrizagdo das feridas
(NAIR & LAURENQN, 2007; TIAN et al., 2007).

De acordo com Araujo (2017), a necessidade ou escolha de um
tratamento para ferida depende do seu grau de contaminag¢do, da maneira como foi
produzida, dos fatores locais e sistémicos relacionados com o processo de
cicatrizacdo e do tipo de exsudato. A abordagem sobre a preparacdo do leito da
ferida estad relacionada a retirada de todos os fatores que possam dificultar o
processo de cicatrizacdo das feridas cronicas, a fim de identificar a causa do
problema e elaborar um processo de trabalho para otimizar a reparacao tecidual
(ARAUJO, 2017).

Nesse sentido, a fim de potencializar a implementacdo do conceito de
preparo do leito da ferida, alguns especialistas em tratamento de feridas criaram
uma regra mnemonica utilizando o acrénimo TIME (FALABELLA, 2006), onde a letra
T refere-se a tecido, ou seja, avaliacdo quanto a presenca de tecidos desvitalizados
ou nao viaveis no leito da ulcera. A letra | refere-se a presenca de infeccdo ou
colonizacéo. A letra M refere-se a “moisture imbalance”, ou seja, desequilibrios da

umidade; e a letra E refere-se a “edge”, isto €, avaliagao da borda da ferida.

1.3 Nanotecnologia e Nanoparticulas: aplicacdes na area biomédica
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Por mais de trinta anos, intensas pesquisas vem sendo conduzidas no
campo da nanotecnologia em todo o mundo, em particular, na é&rea de
nanomateriais. Na Ultima década, produtos contendo nanomateriais, como téxteis e
cosmeticos, por exemplo, tém sido desenvolvidos e recentemente produtos para
aplicacdo biomédica tém entrado no mercado em ritmo acelerado.

Nanoparticulas constituem o objeto de estudo da nanotecnologia que € a
ciéncia que diz respeito ao entendimento, controle e exploracdo de materiais e
sistemas cujas estruturas e componentes exibem propriedades e fenémenos fisicos,
guimicos e biologicos significativamente novos e/ou modificados devido a sua escala
nanométrica. A nanoescala (Figura 4) é definida pela existéncia de pelo menos uma
dimensdo fisica caracteristica na faixa entre 1 e 100 nm (1 nm = 10° m, ou 1
bilionésimo de metro). Nanoparticulas, portanto, sdo definidas como pequenos
objetos que se comportam como uma unidade inteira em termos de seu transporte e
propriedades e cujo tamanho situa-se entre 1 e 100 nm (REZENDE, 2018).

Figura 4. Escala Nanométrica
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Fonte: Candice Felippi, 2015.
De acordo com Hofmann (2012), no final da década de 1970, Granqvist e

Buhrman descobriram as nanoparticulas e identificaram suas propriedades
especificas, chamando-as de particulas ultrafinas. As primeiras publicacdes lidando
com a engenharia de nanoparticulas sugeriu 0 uso de nanoparticulas para a

liberacdo de drogas. E importante ressaltar que apenas particulas inorganicas ou
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organicas de tamanho de nandmetros sdo consideradas nanopatrticulas; moléculas e
entidades biolégicas (como virus) mesmo que também estejam na faixa de tamanho
de nanGmetros, n&do o sao.

A aplicagdo de nanotecnologia para medicina, conhecida como
nanomedicina, envolve o uso de materiais de engenharia nesta gama de tamanhos
para desenvolver novas terapias e modalidades de diagnéstico. As propriedades
fisicas e quimicas Unicas das nanoparticulas, em particular seu pequeno tamanho e
alta relacdo superficie-volume, podem superar barreiras e permitir que eles
proporcionem acesso a moléculas e sistemas (WESTERNDORF, 2013).

A nanotecnologia tem trabalhado com sistemas funcionais baseados no
uso de subunidades com propriedades especifico-dependentes do tamanho dessas
subunidades individuais ou de um sistema das mesmas. Um exemplo de sistema
funcional poderia ser o do oxido de titanio na forma anatase. Com o tamanho do
cristalito, os comprimentos de onda da luz absorvida mudam. Particulas menores,
com menos de 10 nm de tamanho, mostram uma lacuna de banda maior e absorvem
a luz de uma energia maior, como a luz ultravioleta (UV). Tais particulas sdo usadas
hoje em produtos como cremes solares por conta de sua grande capacidade de
absorcao de luz UV (HOFMANN, 2012).

As estruturas nanomeétricas juntamente com suas novas propriedades
guimicas e fisicas frequentemente resultam em alta reatividade de suas superficies
para seus homologos em massa. Muitas vezes a alta relacdo volume-superficie pode
levar a mudancas nas estruturas de cristal, subsequentemente as propriedades
guimicas e Opticas do material sdo influenciadas. Os materiais de nanoparticulas
mais frequentemente utilizados para aplicacdes médicas, diagndstico e liberacéo de
medicamentos podem ser divididos nos seguintes subgrupos: lipossomas, micelas
poliméricas; conjugados drogas-polimero; dendrimeros, 6leos de nano-emulsdes,

particulas mesoporosas de silica e nanoparticulas de éxido de ferro.

28




UNIVERSIDADE

BR¥SIL

1.3.1 Laponita: uma nanoparticula especial

As nanonparticulas de silica, estruturas de escala submicrométrica, séo
nanonestruturas com alta quantidade de poros que podem carregar varias moléculas
dentro delas. Além disso, o corpo de silica fornece uma superficie externa entre
aberturas de poros e moléculas anibnicas ligadas a sua superficie externa. Esses
elos anidnicos garantem hidrofilicidade a estrutra submicrémica (SABOURY et al.,
2019).

Essas estruturas tém uma melhor relacdo superficie/volume em relacéo
as particulas nuas, o que as torna um bom agente para fins de carregamento de
carga e assim por diante (SLATER, COOPER, 2015; BAO et al., 2016). Aléem das
propriedades de superficie apropriadas, esses materiais mesoporosos possuem boa
biocompatibilidade, tamanho controlavel, facil modificacdo da superficie entre outros
aspectos, o que os torna excelentes candidatos para varias aplicacées biomédicas
(SABOURY et al., 2019).

Em aplicagbes biomédicas, minerais argilosos inorganicos sao
adicionados a polimeros biocompativeis para melhorar as propriedades mecanicas e
reoldgicas e auxiliam na degradacao da base polimérica (LOBO et al. 2019). Uma
das argilas que tem sido objeto de estudo € a laponita (Figura 5) que é uma argila
sintética, que pertence a uma familia de filossilicatos, com uma férmula empirica de
Na*o,7[(SisMgs.sLio.3)O20(0OH)4], tendo 0,7 A a 300 A de diametro e altura de cerca de
10 A (OLIVEIRA et al., 2010).

De acordo com Tomas, Alves e Rodrigues (2017), a laponita é uma argila
esmectita que possui muitas aplicacfes tecnolégicas importantes, que vao além dos
usos convencionais de argilas na industria farmacéutica e cosmética. Em aplicacdes

biomédicas, particularmente na nanomedicina, esse material possui um grande

potencial.
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E um nanomaterial bidimensional (2D) composto de cristais em
nanoescala em forma de disco que tém uma alta propor¢cado e que podem interagir
fortemente com muitos tipos de elementos quimicos (de pequenas moléculas ou
fons, a polimeros naturais ou sintéticos, a diferentes nanoparticulas inorganicas) e
também sédo facilmente funcionalizados e prontamente degradados no ambiente
fisiol6gico, dando origem a substancias néo toxicas e até bioativas. (TOMAS, ALVES
E RODRIGUES 2017).

Figura 5. Laponita
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Fonte: TOMAS, ALVES E RODRIGUES 2017.

Segundo Lobo et al., (2019), a laponita, € particularmente notavel por
causa do pequeno diametro (25-30 nm) e espessura (£ 1 nm) de suas particulas.
Esses recursos resultam em uma area superficial especifica alta e anisotropia, com
heteregoneidade de sua carga, sendo negativa permanentemente na superficie e
positiva nas bordas. Seu uso nas aplicacbes biomédicas € amplo e pode ser
explorado em varias frentes.

O estudo de Tomas, Alves e Rodrigues (2017), afirma que, por sua
excelente capacidade para interagir com outras moléculas faz com que a laponita

seja um veiculo ideal para o transporte e a liberacdo sustentada de uma ampla

gama de moléculas sendo utilizada para formar sistemas de liberacéo controlada de

drogas. Nesses casos a laponita pode ser conformada como gel ou associada a
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polimeros. No campo da bioimagem, a laponita pode ser utilizada para estudos in
vitro (para visualizar materiais e processos bioldgicos) e in vivo e nesse escopo
muitos estudos focam na interacdo da laponita com corantes conhecidos como
fluor6foros. Pode também ser considerada, um material bioativo, pois sua
degradacdo em ambiente fisiol6gico leva a liberacdo de produtos que sabidamente
tem papel bioldégico como o &cido ortossilico, Si(OH.), encontrado no plasma
sanguineo.

A laponita também é muito utilizada na medicina regenerativa e na
engenharia tecidual, aqui ela demonstra trés importantes niveis de atuacao:
primeiramente pode, por si sO, provocar respostas bioldgicas; segundo, pode carrear
fatores bioquimicos (fatores de diferenciacéo, mitogenes, por exemplo) e finalmente
pode ser usada para melhorar as propriedades mecanicas de géis e sistemas que
s&o usados para o crescimento tecidual (TOMAS, ALVES E RODRIGUES, 2017).

E sabido também que a laponita a uma concentragdo superior a 2% em
peso, forma facilmente hidrogel exibindo comportamentos tixotropicos (fenbmeno no
gual um coloide muda sua viscosidade) na agua. Além disso, nanoparticulas de
laponita podem atuar como reticuladores fisicos de hidrogéis (Figura 6) que ligam as
propriedades dinamicas dos géis fisicos, fornecendo resisténcia ao sistema
polimérico. Interagcdes podem ocorrer entre as moléculas polares ou ions
moleculares negativos presentes no ambiente e as cargas positivas nas bordas da
argila (LOBO et al., 2019).

Por conseguinte Oliveira et al., (2010) afirmam que biomateriais como os
hidrogéis com argila dispersa sdo uma nova classe de compostos que combinam a
elasticidade e a permeabilidade dos géis com a alta capacidade das argilas de
adsorver diferentes substancias. O estudo de Tomas, Alves e Rodrigues (2017) traz
gue uma importante aplicacdo da laponita tem sido o tratamento de doencas de pele
bem como de feridas nesse 6rgao. Ghadri et al., (2014) elaboraram géis a base de

laponita com diferentes aminoacidos para serem aplicados como curativos em
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feridas cutdneas e conseguiram demonstrar que eles foram essenciais no processo
de reparacéo tecidual.

Figura 6. Diferentes formas de associacao de farmacos a laponita

A B C

A: adsorcao nas superficies da laponita quando a argila é o estado esfoliado. B: fixacdo covalente
nas bordas da argila; C: por intercalacdo dentro das pilhas de cristais de argila; D: interagdo ou
encapsulamento pelo polimero, além de interagdes com a argila; E: encapsulamento dentro dos
espacos inter-cristais definidos pelos cristais auto-montados.

Fonte: TOMAS, ALVES E RODRIGUES, 2017.

1.4  Os hidrogéis como cobertura das lesdes cutaneas

Os hidrogéis sao biomateriais importantes devido as suas propriedades,
tais como elevado teor de agua que contribui para sua superior biocompatibilidade
(HOFFMAN, 2012); baixa tenséo interfacial entre a superficie do hidrogel e uma
solucdo aquosa, possibilitando baixa tendéncia a adeséo celular e adsorcdo de
proteinas dos fluidos corpéreos; propriedades fisicas similares as do tecido humano,
como consisténcia macia e elastica exibida por alguns hidrogéis, minimizando a

irritacdo mecanica por atrito; além da prevengdo da perda de fluidos corporais,
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barreira contra bactérias e permeabilidade ao oxigénio (ALCANTARA, 2013;
BENAMER et al., 2006; PEPPAS, 2000; OLIVEIRA, 2013).

Sabe-se que os hidrogéis atendem a muitos dos requisitos que favorecem
a cicatrizacao de lesdes: podem liberar substancias ativas para estimular o processo
de cicatrizacdo, evitar ou combater infec¢cdes. Sabendo-se que a infec¢do é o fator
mais prejudicial da cura de uma ferida, pois determina uma maior destruicdo de
tecidos e prolonga a fase inflamatdria, retardando a reparacédo tecidual, essa
propriedade dos hidrogéis, os torna uma alternativa cada vez mais atraente
(ARAUJO, 2017; BLANES, 2004).

Hidrogéis sdo materiais poliméricos modificados por reticulacdo, formados
por redes tridimensionais. S&o caracterizados por sua hidrofilicidade e insolubilidade
em agua. Em meio aquoso, esses hidrogéis intumescem (ou incham) até um volume
de equilibrio, mas preservam sua integridade. A hidrofilicidade se deve a presenca
de grupos —-OH, —COOH, — CONH, —-SOszH entre outros presentes na cadeia
polimérica (BAVARESCO, 2002). Eles tém sido usados como suportes na
investigacdo de sistemas inteligentes para liberacdo de drogas. A utilizacdo de
polimeros sintéticos e naturais modificados tem estimulado a aplicacdo da
nanotecnologia em sistemas poliméricos formados por novas estruturas (PEPPAS,
2006).

Existem varias técnicas para a modificacdo de polimeros, entre elas a
radiacdo ionizante que tem demonstrado grande eficiéncia nessas modificacdes no
decorrer dos anos (JAGUR-GRODZINSKI, 2010). Além do processo da radiacdo
ionizante para a modificacdo de polimeros, recentemente tém sido usadas
nanoparticulas inorganicas, para a formacdo de nanocompdsitos poliméricos.
Especialmente os nanocompoésitos de polimeros com argilas naturais e sintéticas
tém despertado o interesse de varios pesquisadores para a possibilidade da
obtencdo de novos materiais, dentre esses o0s hidrogéis (LEE, 2009). Estas

nanoparticulas inorganicas representam uma alternativa racional para polimeros
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convencionais, pois empregando uma pequena porcentagem de argila é possivel
formar polimeros com melhores propriedades mecanicas, boa transparéncia e maior
estabilidade térmica (FONSECA, 2003).

As importantes propriedades apresentadas pelos hidrogéis os tornam
ideais para varias aplicacbes como na engenharia de tecidos (DRURY e MOONEY,
2003; SLAUGHTER et al., 2009), sistemas de liberacdo controlada de principios
ativos (BENAMER et al., 2006; ROMAN et al., 2010), curativos e tratamento de
gueimaduras e ferimentos (PAWDE E DESHMUKH, 2008 e VARSHREY 2007).

1.5 Liberacéo de substancias para o tratamento das feridas infectadas

Os hidrogéis sao biomateriais. Esses biomateriais compdem uma area da
ciéncia em que materiais sintéticos sdo desenvolvidos para funcfes biologicamente
pertinentes, proporcionando grande diversidade de novos produtos. Estima-se que o
mercado mundial para biomateriais movimente aproximadamente 35 bilhfes de
ddlares todo ano. Além disso, este mercado apresenta crescimento de 11% ao ano,
0 que demonstra a grande necessidade deste tipo de produtos (OLIVEIRA, 2013).

Embora estejam sendo largamente empregados, os biomateriais ainda
precisam ser aperfeicoados para fins terapéuticos. Entretanto, os biomateriais
melhoram significativamente a qualidade de vida de milhdes de pessoas, que
provavelmente estariam condenadas as limitagcdes no desempenho de atividades ou
até mesmo, em Uultima analise, a morte (Conferéncia Nacional de Ciéncia, 2004;
ONUKI, 2008; CGEE, 2010). Entre esses biomateriais destacam-se 0s nanogeis,
microgéis e macrogéis poliméricos, que sdo utilizados como carregadores de
farmacos.

Observa-se que nas Ultimas décadas tém sido realizadas varias

mudanc¢as na investigacdo para o desenvolvimento do sistema de liberacdo de

substancias (MOHAMAD AL-SHEIKHLY, 2008; ULANSKI, 2002). Este campo é
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conhecido como "terapia inteligente” e envolve dispositivos que administram, por
exemplo, medicamentos com sistemas que detectam, isolam e tratam o local afetado
pela doenca, sem interferir no sistema biol6gico, melhorando a qualidade de vida do
paciente (PEPPAS, 2006).

Muitos farmacos estdo sendo associados aos biomateriais para serem
liberados, de forma controlada, nos leitos das feridas ou em locais especificos do
organismo, com 0ss0s, células tumorais, etc. Nesse tipo de sistema (de liberacao
controlada), a velocidade de liberacdo do farmaco ou da substancia é mais
precisamente controlada de acordo com a necessidade do tratamento (ANSEL,
2007).

As drogas mais comumente utilizadas sdo os antibioticos e os
antineoplasicos. Nesse interim ressalta-se que muitos estudos tém se voltado para o
controle bacteriano por meio do estresse oxidativo, campo no qual se verifica as
propriedades antibacterianas da liberacdo controlada de oxigénio, por meio de
associacao de 6xidos em meio aquoso.

Dentre os Oxidos utilizados destacam-se o Oxido de zinco (ZnO) e os
oxidos de calcio (Ca0), estes ultimos geralmente se dissociam em ions de célcio e
ions de hidroxila, sendo que a acéo desta sobre os tecidos e as bactérias explicam
muitas de suas propriedades biologicas e antimicrobianas. De acordo com Estrela e
Pécora (1997), a difusdo dos ions hidroxila confere atividade antibacteriana, pois
esta substancia altera o metabolismo enzimatico das bactérias, a partir da influéncia
de um gradiente de pH existente na membrana citoplasmatica.

O peroxido de célcio, também conhecido como diéxido de calcio tem
formula (CaO2) se decompde para liberar oxigénio quando em contato com o
material hidratado, € um dos perdxidos inorganicos mais estaveis a temperatura e se
decompde lentamente no ar imido. (NCBI, 2017).

Ainda segundo o NCBI (2017), o peroxido de célcio € um pd branco ou

amarelado, sem aroma ou sabor caracteristico, tem um peso molecular de 72,0768
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g/mol e uma densidade de 2,91 g/mL. O composto tem um ponto de fusdo de 200 °C
e decompde-se acima de 355 °C. E ligeiramente soltGvel em agua formando peroxido
de hidrogénio. Tem um pKa de 12,5.

Como os 6xidos formam bases fortes que na presenca de hidratacao,
liberando grupos hidroxila que promovem citotoxicidade e esse efeito é percebido
nas células microbianas, bacterianas e fungicas, isso faz com que esses compostos
sejam bastante utilizados na antissepsia de tecidos e superficies.

Portanto, a utilizacdo de polimeros inteligentes moldados em escala
molecular, com capacidade de liberar farmacos ou enzimas, tem sido reconhecida
como um grande avanco na area biomédica (ULASNK, 2004; ROSIAK, 2004;
VITALIY, 2007). A capacidade de transportar moléculas terapéuticas para o local
especifico, sem qualquer perda de suas funcdes, bem como sua estrutura é um

requisito significativo para um transportador eficiente (JAFARI, et al., 2017).
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PROPOSICAO

A situacéo enfrentada hoje em dia, com as feridas cutaneas, as limitagdes
trazidas aos pacientes, 0s custos impostos ao sistema de salde e a tecnologia
disponivel se apresenta como um desafio multifacetado trazendo diversas formas de
interpretagdo para 0s profissionais, principalmente os enfermeiros e outros
profissionais estomaterapeutas (MORAIS et al., 2008).

E importante ressaltar que uma série de agentes tOpicos, como
antissépticos, degermantes, antibioticos e coberturas sempre exercem algum efeito
na ferida, podendo constituir, em alguns casos, agentes adversos que podem
inclusive prejudicar a cicatrizagdo (MANDELBAUM et al. 2003).

A existéncia de uma grande variedade de feridas, com suas diversas
fases e modos de cicatrizacdo, levou a evolucao de diferentes tipos de coberturas.
Com a expansao dos conhecimentos acerca das feridas percebeu-se a importancia
da promocdo de ambiente Otimo para a cicatrizacdo das feridas e do ativo
envolvimento das coberturas para a estabilizacdo e manutencdo desse ambiente.
(FONTES, 2013).

A cicatrizacdo, como ja largamente descrito, representa uma série de
eventos celulares, bioquimicos e fisiologicos complexos, integrados e altamente
dinAmicos e o desenvolvimento de biomateriais inteligentes deve visar a promocao
da harmonia desses eventos. Esta consciéncia resultou no desenvolvimento de
coberturas funcionalmente ativas adicionadas de componentes como, por exemplo,
as nanoparticulas, que interagem com as feridas que recobrem, criando e mantendo
a umidade no campo lesado promovendo, na maioria das vezes um melhor meio de
cicatrizacdo (MORAIS et al., 2008). Todos esses fatores demonstram a relevancia
do estudo e justificam o continuo desenvolvimento de novos materiais bem como o

aperfeicoamento das suas propriedades.
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MATERIAIS E METODOS

Trata-se um estudo experimental do tipo descritivo, com abordagem
quantitativa que verificou in vitro a atividade bactericida do hidrogel & base de argila
laponita com liberacdo controlada de oxigénio.

Substéancias testes (Producédo dos Hidrogeis)

Foram formulados quatro tipos de hidrogéis com agua deionizada como
meio dispersor, sendo um hidrogel de laponita a 9% e trés hidrogeis de laponita a
9% contendo peréxido de calcio (CaO2) em concentracdes de 5%, 10% e 20%.

A laponita a 9% em peso foi carregada com (5, 10 e 20% em peso) de

CPO em 4 mL de agua deionizada (DI) e agitada em um vortice por 30 minutos.
Liberacao de Oxigénio

A concentracdo de oxigénio foi medida usando um sensor optico
PRESENS (modelo OXY-1 ST) por 6 h e a medida analisada usando o software
PreSens Measurement (Studio 2, Alemanha).

Amostras de laponita em hidrogéis de CPO (5%, 10% e 20%) de 5 mm de
diametro e 4 mm de espessura foram colocados em agua DI em ambientes
hipoxicos por 6 horas e, usando sensor Optico, para a medida da concentracédo de

oxigénio a cada hora.
Cultivo das espécies bacterianas

Foram utilizadas cepas do Gram-positivo Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Gram-negativo Escherichia coli ATCC 25922 obtidos pela (Sigma). Os
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ensaios antibacterianos foram executados no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Preparo dos In6culos

As culturas de bactérias foram reativadas em meio de cultura Brain Heart
Infusion Broth (Caldo Cérebro-coragéao) BHI-3% e colocadas em estufa a 37°C para
crescimento por 24 horas. Posteriormente foi realizada a retirada de uma aliquota da
cultura microbiana e diluida em tubos de ensaio contendo 03 mL de solucédo salina

0,9% levados a turbidez da solucdo até se igualar ao controle de McFarland 0,5%.
Concentracdao inibitéria minima

Inicialmente foram feitos ensaios piloto para verificar se seria possivel
observar a formacéo de halos de inibicdo ou dispersao lenta levando a diminuicéao
de crescimento seguindo metodologia descrita em por Ferreira et al. (2016).
Posteriormente foi feita determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) por
difusdo em disco nas concentracdes 5%, 10% e 20%.

As culturas bacterianas foram preparadas transferindo o in6culo do meio
nutriente para o meio de infusdo cerebral do coracdo (BHI), ap6s incubacédo a 37
°C/24 h. As suspensfes de bactérias foram padronizadas usando um padréao de 0,5
McFarland.

Em seguida para primeiro teste apds ser semeado com auxilio do Swab
suspensao de bactérias padrdo de 0,5 McFarland em placa contendo meio de
cultura Mueller-Hinton medium. Na superficie de cada placa foi adicionada uma
lamina de vidro com solucédo de teste de 100L espalhada por cima (laponita 9%;
laponita 9% + 5% (CPO), laponita 9% + 10% (CPO), laponita 9% + 20% (CPO).
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Ap6s os resultados, confirmando formacéo de halo nas proximidades da
lamina, foi feito ensaio de difusdo em disco. Seguindo metodologia descrita por
Bauer e Kirby (1966) e revisada por Leal et al. (2019), com o auxilio de swab estéril,
0s microrganismos foram replicados do inéculo para a placa de Petri esterilizada
previamente preparada com Mueller Hinton, em seguida 10 yL da substancia teste
foi impregnada no disco de 5% e 20 pL nos demais devido densidade, em seguida

cada disco foi colocado na placa para ser incubada.
ANALISE ESTATISTICA

As variaveis de desfechos foram analisadas quanto a normalidade de
distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk. A analise de correlacdo entre o
tamanho dos halos inibitérios e as concentracdes foi realizada utilizando o
Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Para essa andlise, foi utilizado o tamanho
dos halos inibitérios e das concentracdes dos hidrogéis. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. O programa estatistico utilizado para a analise dos dados foi 0
GraphPad Prism.
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RESULTADOS
Teste 1 Concentragédo de oxigénio

O CPO incorporado no interior da laponita se converte em peroxido em
contato com a agua, seguindo a equacao (1)

Ca0, + 2H,0 - Ca(OH), + H,0, (2)
2H,0, + catalase — 2H,0 + 0,

A liberacdo de oxigénio foi medida em condi¢des hipdxicas com controle
de temperatura para laponita carregada com 5%, 10% e 20% de CPO,
respectivamente. Apos 5h, a concentracdo de oxigénio diminuiu para 28,99% para
20% de CPO em Laponita, no entanto, durante as primeiras 5h de hidrogéis de CPO
em laponita apresentaram aumento da liberacdo de oxigénio controlada. De acordo
com a Figura 7 a liberacdo de oxigénio parou apos 3 horas.

Esses resultados confirmam que o aumento de CPO no interior da
laponita permite a liberacdo controlada de oxigénio. Em comparacdo com outras
pesquisas, por exemplo, Adrover, et al. (2019), com goma de gelatina sintetizada
(GG) em laponita como sistemas de administracdo sustentada de drogas, nos seus
resultados mostraram que a presenca de laponita permitiu uma desaceleracao
significativa da cinética de liberacdo de drogas hidrofilicas, portanto, confirmando
gue a laponita pode ser um aditivo eficaz para a fabricacdo de sistemas sustentados
de administracdo de medicamentos (Adrover, et al., 2019).

Porion et al. usaram essa argila para determinar as moléculas de agua da
mobilidade e a difusdo da agua, os resultados confirmam que héa difusdo da agua
porque existe a presenca de porosidade, no entanto, a acdo da laponita como matriz

para particulas carregadas limita a porosidade interparticula (Porion, et al., 2018 ).
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Além disso, a adicdo de CPO, ajuda na porosidade dos hidrogéis e o aumento de
CPO no interior dos hidrogéis permite maior liberacdo de oxigénio (Alemdar, et al.,
2016).

Carrasco et al. sintetizaram hidrogéis de GelMA carregados com CPO a
0,5%, 1% e 3% p/p. Seus resultados demostraram que uma concentracado de 3%
permite uma maior liberacdo de oxigénio por até 6 dias. Finalmente, o uso da
laponita como matriz de hidrogéis forma uma rede hibrida de interpenetracéo.
Tritschler et al., que usaram a laponita como polimero para a barreira ao oxigénio e
como resultado mostraram que a laponita atua como uma barreira eficiente
(Tritschler, et al., 2016). O tempo de liberacéo depende diretamente do contetdo do
LPN na formulacao (concentracdo) (Saya, et al., 2019).

Figura 7. Oxygen release of Laponite:CPO hydrogels (5 %, 10 % and 20 % wi/w),
oxygen release with control temperature
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Teste 2. Contato direto com lamina

Considerando a real liberacdo de oxigénio presente no hidrogel, e que
possivelmente pudesse agir de forma positiva sendo liberado do interior da laponita,
dispersando-se pelo meio e inibindo o crescimento microbiano, foi possivel observar

a formacgéo de halos de inibicdo em todas as concentragfes testadas, dessa forma
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procedeu-se em continuidade com os ensaios de difusdo em disco. No estudo de
Vishnuvarthanan e Rajeswari (2019), a atividade antimicrobiana melhorou
significativamente com a adicdo de laponita para microrganismos gram-positivos e
gram-negativos melhorando também as propriedades de barreira antibacteriana.

Figura 8. Acéo de hidrogel em concentracbes de laponita em cultura de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.: A — 9% LPN (controle); B — LPN
+CPO 5%; C — LPN + CPO 10%; D — LPN + CPO 20%.

Fonte: LPM/ UFPI

Isso ocorre porque curativo de hidrogel possui isoladores térmicos,
proporcionando assim um ambiente antimicrobiano potente e impermeavel aos
patogenos da ferida, aléem de proteger a ferida da contaminacdo externa (YAH;

SIMATE, 2015). Esses resultados revelam que os hidrogéis carregados com laponita
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com liberacdo controlada tém grandes perspectivas de curativos antibacterianos
(HUANG et al., 2019).

Teste 3. Sensibilidade do hidrogel a base de laponita

Os microrganismos escolhidos para esse teste sdo responsaveis por
causar inameras infecgcbes no corpo humano o Gram-positivo S. aureus ATCC
25923 e Gram negativo E. coli ATCC 25922. Apesar de comumente encontrado na
pele, colén esses microrganismos sdo capazes de levar a morte. Além disso, a
resisténcia a varios medicamentos tem sido um desafio para a indUstria farmacéutica
e, portanto, as formas de superar esses mecanismos de resisténcia tém sido
frequentemente estudadas (RATTI; SOUSA, 2009).

O teste de difusé@o representado na (Figura 9) utilizando laponita como
controle foi realizado para garantir que a atividade antibacteriana do hidrogel néo

fosse influenciada pelo nanoargila laponita.

Figura 9. Hidrogel LPN 9% controle: A — Sthapylococcus aureus; B —
Escherichia coli.

Fonte: LPM-UFPI

Os resultados demonstraram que as trés solucbes de laponita a 9%

contendo peroxido de célcio (CaO2) em concentracdes de 5%, 10% e 20% (teste)
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foram capazes de inibir o crescimento microbiano em 100%, com halos superiores a
9 mm contra ambas as cepas bacterianas. Esses resultados corroboram com
RAWAT et al., 2014 onde foi estudada a eficacia antimicrobiana da laponita e esta
exibiu atividade antibacteriana aumentada contra o patégeno E. coli.

Ghadiri; Chrzanowski; Rohanizadeh (2014) estudaram a atividade
antimicrobiana da laponita combinada com a mafenida formulados para tratar e curar
feridas de queimaduras. Estas foram testadas em cepas de S. aureus, E. colie P.
aeruginosa demostrando que o seu complexo mostrou caracteristicas adequadas
para serem potencialmente aplicadas como um gel ou filme curativo demostrando
gue evidéncias cientificas apoiam o0 mecanismo ag¢ao antimicrobiano de argilas
utilizados para promover cura em feridas (GASKELL; HAMILTON, 2014)

O teste de disco-difusdo em agar € realizado dispensando os discos de
antimicrobianos sobre a placa de agar apos a aplicacdo do inéculo bacteriano com
aproximadamente McFarland 0,5. Os diametros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano ao redor de cada disco sdo mensurados em milimetros
(mm). Estes séo relacionados a sensibilidade da amostra bacteriana e a velocidade
de difusdo do antimicrobiano no agar. Quando os halos de inibicdo sao
correlacionados aos valores logaritmicos da concentracdo inibitéria minima (CIM),
conforme apresentado na tabela 4 pela anélise de regresséo linear, encontra-se uma
relacdo linear consistente demonstrando que o halo de inibicdo é inversamente

proporcional a CIM daquele antimicrobiano. (Tabela 4)
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Tabela 4. Mostra os valores de Concentragdo Inibitéria Minima para laponita a 9%
contendo perédxido de célcio (CaO2) em concentracdes de 5%, 10% e 20%. Contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Linhagens
Média dos halos de inibicédo
Concentragdes (ug/mL) Staphylococcus Escherichia coli
aureus ATCC 25923 ATCC 25922
Laponita a 9% + 5 % CPO 11,73/12,27 12 9,82/9,04 9,43
16,30/13,53 14,91 8,88/9,47 9,17
16,32/17,39 16,81 8,88/9,28 9,08
Laponita a 9% + 10 % CPO 17,75/17,74 17,75 13,55/12,57 13,06
18,35/17,89 18,12 10,12/12,19 11,15
19,00/19,20 19,10 15,09/13,96 14,52
Laponita a 9% + 20 % CPO 14,01//13,09 13,55 12,93/11,73 12,33
10,56/10,72 10,64 14,13/13,53 13,83
10,10//10,11 10,10 11,10/12,33 11,71

Os resultados foram em triplicatas sendo feito medidas vertical e horizontal dos halos de cada disco
correspondente a sua concentracdo. Logo temos a media da triplicada e média por disco dado em
(mm) negrito.

Na pratica, os resultados do teste de disco-difusdo séo interpretados
comparando o valor do halo de inibicdo com os critérios publicados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2008). Desta maneira, as amostras
bacterianas sdo categorizadas em sensiveis, resistentes ou intermediarias.

Contra S. aureus, verifica-se conforme na tabela 5 que a correlacéo entre
o tamanho dos halos inibitérios e a atividade de todos os hidrogéis de laponita nas
diferentes concentracdes de peroxido de calcio, demonstraram diferenca estatistica
significativa (p<0,05) nas suas ac¢fes bactericidas.

Tabela 5. Correlacdo entre o tamanho do halo inibitério e as
concentracfes de Hidrogel de LPN 9% + CPO 5%, 10% e 20% contra
Staphylococcus aureus.

P VALUES HIDROGEL LPN | HIDROGEL LPN | HIDROGEL LPN
9%+ 5%CPO 9%+ 10%CPO 9%+ 20%CPO

HALOS LPN

9%+ 5%CPO 0,005 0,016
HALOS LPN 9%

+ 10%CPO 0,005 0,008
HALOS LPN 9%

+ 20%CPO 0,016 0,008

Fonte: GraphPad Prism
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Contra o microrganismo, E. coli percebe-se forte correlacdo entre o
tamanho dos halos inibitérios e as maiores concentracdes de hidrogel de laponita
com peroéxido de calcio (10% e 20%) conforme exposto na tabela 6, particularmente
no hidrogel de laponita 9% + CPO 10% que apresentou diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em relagcdo aos demais, isso € corroborado pela média do
tamanho dos halos inibitérios (12,91mm) que foi maior no grupo que recebeu o
hidrogel nessa concentragao.

Tabela 6. Correlacéo entre o tamanho do halo inibitério e as concentracdes de
Hidrogel de LPN 9% + CPO 5%, 10% e 20% contra Escherichia coli.

o VALUES HIDROGEL LPN | HIDROGEL LPN | HIDROGEL LPN
9%+ 596CPO 9%+ 10%CPO 9%+ 209%CPO

0,

HALCS);J ('Sgg e 0749921168 0,609637382
0,

HAJ';Cl)OSO AI)_CPFI’\IOQ/O 0749921168 0,043566822

HALOS LPN 9%

oS LN 0,609637382 0,043566822

Fonte: GraphPad Prism
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DISCUSSAO

Segundo a tabela de referéncia NCCLS, (2008) para teste de
sensibilidade contra S. aureus ATCC 25923, antibiéticos como Oxacilina (Oxa),
Norfloxacina (Nor), Meticilina (Met) com halos de inibicdo superiores & 16 mm para
Nor, 2 13 mm para Oxa e = 14 Met sao considerados sensiveis.

As maiores médias no tamanho dos halos inibitérios produzidos pelos
hidrogéis foram obtidas nas concentracbes de 5% e 10% (145 e 21,2
respectivamente), com isso pode-se dizer que o hidrogel em concentragcbes de 5% e
10% apresentaram Otima eficacia em relagdo a este patdogeno inibindo
completamente o crescimento bacteriano.

Figura 10 Hidrogel LPN + CPO 5% S. aureus

Fonte: LPM-UFPI

No entanto, foi possivel observar reducédo do halo, na maior concentracéo
do CaOg, isso possivelmente acontece devido a maior quantidade de CaO, (figura
11) e os discos adsorveram dificultando sua liberacdo para o meio, fato este que se
justifica por néo ter sido observado quando se utilizou a lamina para observar se
haveria difusdo (BAUER et al., 1996, NCCLS, 2008). LI et al., 2012). Mesmo assim &

importante ressaltar que o tamanho do halo, nessa concentracdo, embora menor,

48




UNIVERSIDADE

BRVSIL

também proporcionou inibicdo do crescimento bacteriano apresentando com forte

correlacdo (r de Pearson = -0,894) e diferenca estatistica significante (p < 0,05).

Figura 11 Hidrogel LPN + CPO 20% S.aureus

Fonte: LPM-UFPI

Contra cepa de E. coli ATCC 25922 antibidticos B-lactamicos como
Cefalexina (Cef) e Amoxicilina-ac. Clavulanico (Amox+ac.Clav) apresentam
sensiveis com halos = 15 mm (EUCAST, 2018).

Nesse caso as concentracbes do hidrogel que foram sensiveis sdo as

superiores 5%, conforme a figura 4.

Figura 12.Hidrogel LPN + CPO 20% E.coli

Fonte: LPM-UFPI.
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Isso mostra que neste caso possivelmente a membrana externa foi
atingida pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) aonde vieram a provocar danos
capazes de lizar o microrganismo. O radical mais potente na indugéo de dano celular
€ 0 Oy, presente em aproximadamente em todas as células aerdbicas apresentando
reacoes de agente redutor (GARCEZ et al. 2004; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010;
ZHAO; HONG; DRLICA, 2015).

Além disso, a laponita pode ter a capacidade de adsorcao e fixacao de
microrganismos, portanto aprimorado a atividade antimicrobiana (WU et al., 2018)
sendo essa atividade atribuida a sua estrutura e ao modo de acao antimicrobiana,
bem como a diferenca na estrutura da parede celular dos microrganismos
indicadores (VISHNUVARTHANAN, RAJESWARI, 2019)

O resultado final da atividade antibacteriana de forma resumida, acontece
possivelmente devido a danos na membrana bacteriana causado por ERO's,
levando a uma desestabilizacdo de sua integridade ocasionando influxo de ions e a
morte bacteriana (VATANSEVER et al., 2013; DA SILVA et al., 2019). O aumento da
acumulacdo de célcio (Ca?") no citoplasma resulta na ativacdo da cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons e na geracdo de ERO. Durante a producao
mitocondrial de trifosfato de adenosina (ATP) e agua, pequenas concentracdes de
oxigénio sado produzidas, resultando nos estagios iniciais da producdo de ERO
(VATANSEVER et al., 2013; ABDAL-DAYEM et al., 2017; DA SILVA et al., 2019)
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CONCLUSAO

A Laponita atuou como uma barreira eficiente ao oxigénio e apresentou
atividades antomicrobianas principalmente nas concentracdes de 5% e 10% de CPO
em relacdo ao patdgeno S. aureus, e nas concentracdes de 10% e 20% para a
bactéria E. coli, sendo o hidrogel produzido um potencial candidato para o
tratamento das infec¢des e consequente cicatrizacao das feridas cutaneas.

Para futuras aplicacdes clinicas, € essencial testar o hidrogel contra
microrganismos isolados clinicamente, especialmente cepas multirresistentes e
avaliar sua biocompatibilidade in vitro e in vivo além de analisar suas caracteristicas
guimicas como o perfil de intumescimento, para verificar sua capacidade absortiva,
por exemplo.

Os resultados da atividade antibacteriana apresentados, o0s agentes
envolvidos, dentre eles o oxigénio, associados a facilidade de obtenc&o do hidrogel
e 0 baixo custo em sua producdo, aumentam substancialmente as perspectivas de
sua utilizacao no futuro.

Ao fim conclui-se que o estudo sugere a criagdo de uma potente
formulacdo farmacéutica que pode ser muito Gtil para cicatrizacdo de feridas
cutaneas, entretanto, estudos adicionais devem ser realizados para a obtencéo de

mais informacdes acerca de biocompatibilidade, toxicidade e mecanismos de morte

celular.
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