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RESUMO

Introducdo: Hidrogéis sdo formas farmacéuticas caracterizadas por uma estrutura formada
por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos que, em contato com agua, intumescem
mantendo sua integridade. Os hidrogeis sdo de particular interesse para emprego no
tratamento de feridas tdpicas devido a sua baixa toxicidade, potencial de liberacdo estendida
de farmacos e capacidade de manter a ferida hidratada. Dentre os diversos polimeros
empregados na obtencdo dos hidrogéis destaca-se o alcool polivinilico (PVA), em funcédo de
sua versatilidade, baixo custo e atoxicidade. A sulfadiazina de prata é a droga de escolha no
tratamento de queimaduras devido ao seu largo espectro de acdo antimicrobiana. O
desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica deve garantir ao consumidor eficécia,
eficiéncia e seguranca. Assim, para avaliacdo da qualidade de um produto farmacéutico sdo
realizados estudos de estabilidade. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas de um hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata para uso como curativo topico
em ensaio de estabilidade acelerada. Material e Métodos: Os hidrogéis foram preparados
utilizando-se 10% de PVA (89% e 99%) e 1; 2,5; 5,0 e 10% de sulfadiazina de prata
dissolvida em polietilenoglicol 400 e glutaraldeido como agente reticulador. Para a
confirmacéo da concentracdo adequada de ativo foi realizado ensaio de citotoxicidade celular
pela técnica do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio). ApoOs a preparacdo dos hidrogéis empregando-se 1% (m/v) de sulfadiazina de
prata, as amostras foram embaladas em sachés laminados e realizou-se o ensaio de
estabilidade acelerada com analises em 0, 30, 60, 90 e 180 dias em temperatura de 25 + 2°C e
umidade relativa (UR) de 60 £ 5 %. Os parametros de qualidade foram: caracteristicas
organolépticas, umidade, intumescimento, atividade antimicrobiana, resisténcia mecanica,
espectrofotometria de infravermelho, difracdo de raios X, calorimetria diferencial de
varredura, avaliacdo da liberagcdo de prata por potenciometria e avaliacdo de morfologia por
microscopia eletronica de varredura. Resultados e Discussdo: Os hidrogéis apresentaram-se
sem rachaduras, bolhas de ar e com coloracdo uniforme. Apds 90 dias de armazenamento as
amostras apresentaram escurecimento, provavelmente por reagéo da sulfadiazina de prata com
glutaraldeido residual. Em todos os demais pardmetros ndo houve diferenca significativa.
Conclusao: O hidrogel é viavel como curativo para infec¢bes de pele, devendo ser mantido

em temperatura de refrigerador (2-8°C).

Palavras-chave: Hidrogel. Sulfadiazina de prata. Alcool polivinilico. Ensaios de estabilidade.



ABSTRACT

Introduction: Hydrogels are dosage forms characterized by a structure formed by three-
dimensional networks of hydrophilic polymers which, in contact with water, swell,
maintaining their integrity. Hydrogels are of particular interest for use in the treatment of
topical wounds due to their low toxicity, extended release of drugs and potential ability to
keep the wound hydrated. Among the various polymers used in the obtaining of hydrogels,
the polyvinyl alcohol (PVA) stands out due to its versatility, low cost and low toxicity. Silver
sulfadiazine is the drug of choice in the treatment of burns due to its broad antimicrobial
spectrum. The development of a pharmaceutical formulation should guarantee effectiveness,
efficiency and safety to the consumer. To evaluate the quality of a pharmaceutical product
cytotoxicity and stability assays studies are used. Objective: The aim of this work was to
evaluate the characteristics of a PVA hydrogel and silver sulfadiazine for use as a dressing
topic in an accelerated stability test. Material and Methods: Hydrogels were prepared using
10% PVA (89% and 99%), 1% (w~) silver sulfadiazine dissolved in polyethylene glycol 400
and glutaraldehyde as crosslinker. After preparation of the hydrogels, cell viability by MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) assay was accomplished. Hydrogel samples were packed in sachets and the
accelerated stability test was done with analysis at 0, 30, 60, 90 and 180 days under 25 + 2°C
and relativy humidity (RH) 60 = 5 %. Quality parameters evaluated were: organoleptic
characteristics, moisture, swelling, antimicrobial activity by the diffusion method in agar,
mechanical strength, infrared spectrophotometry, X-ray diffraction, differential scanning
calorimetry, control release of silver by potentiometry and morphology evaluation by
scanning electron microscopy. Results and Discussion: The hydrogels were without cracks,
air bubbles and had uniform color. After 90 days of storage the samples showed browning
reaction probably because of the reaction of silver sulfadiazine with residual glutaraldehyde.
In all other parameters no significant difference was observed. Conclusion: The hydrogel is

feasible as dressing for skin infections and must be kept at refrigerator temperature (2-8°C).

Keywords: Hydrogel. Silver sulfadiazine. Polyvinyl alcohol. Stability tests.
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa que originou esta dissertacdo de mestrado de titulo
“Caracteristicas de hidrogel de PVA (&lcool polivinilico) com sulfadiazina de prata em ensaio
de estabilidade acelerada” foi desenvolvido seguindo uma linha de pesquisa denominada
“Sistemas de liberagdo modificada de farmacos antimicrobianos”. Nesta linha de trabalho
diversos estudos estdo sendo elaborados pelo nosso grupo de pesquisa, visando desenvolver
novas formas farmacéuticas com caracteristicas modificadas para a liberacdo de farmacos
antimicrobianos. Especificamente, esta proposta de pesquisa deu sequéncia em trabalhos
envolvendo hidrogéis de PVA com sulfadiazina de prata, tendo como foco principal
determinar a estabilidade do produto.

Resultados do trabalho desenvolvido foram apresentados na | Mostra de Atividades
Académicas (I MAAC) da Universidade de Sorocaba em 2015, com o titulo “Eficécia
antimicrobiana topica de hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata”, recebendo o primeiro
lugar na categoria Trabalhos da P6s-graduacdo. Também baseado nos resultados obtidos pela
pesquisa desenvolvida elaborou-se o artigo cientifico intitulado ‘“Development and
characterization of a hydrogel containing silver sulfadiazine for antimicrobial topical
applications. Part Il: stability, citotoxicity and silver release patterns”, o qual se encontra em

processo de submissao para publicacéo.
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1 INTRODUCAO

Hidrogéis sdo formas farmacéuticas caracterizadas por uma estrutura formada por
redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos que, em contato com a agua, intumescem
mantendo sua integridade. Hidrogéis sdo adequados como formulacdes para liberacéo
controlada, uma vez que ao intumescer, sao capazes de liberar principios ativos incorporados
por diversos mecanismos (RODRIGUES, 2012).

Inimeros tipos de polimeros naturais e/ou sintéticos tém sido utilizados na preparacao
de hidrogéis como poli (acido acrilico) (PAA), poli (6xido de etileno) (PEO), poli (etileno
glicol) (PEG), poli (vinil pirrolidona) (PVP), alcool polivinilico (PVA), ésteres de poliglicerol
de acidos graxos (PEGF), carbdmeros, alginato de sodio, sulfato de condroitina, pectina,
dextrana, carboximetilcelulose (CMC) e outros derivados da celulose, quitosana, gelatina e
gomas (GIBAS; JANIK, 2010; VILLANOVA et al., 2010). Dentre estes polimeros, o PVA é
um dos polimeros sintéticos mais utilizados em aplicacbes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade (KAMOUN et al., 2015). Além disto, o baixo custo e a féacil
disponibilidade deste polimero podem ser fatores atraentes para a producdo de curativos
topicos, visando acessibilidade do produto a uma extensa faixa da populacéo.

Para o tratamento de feridas topicas, os hidrogeéis sdo de particular interesse devido (i)
capacidade de manter a ferida hidratada, importante fator colaborador no processo de
cicatrizacdo, (ii) ao seu potencial de liberacdo estendida de farmacos, que ndo exige trocas
constantes de curativos, (iii) a sua baixa toxicidade que o torna biocompativel com a pele, e
(iv) ao seu comportamento viscoelastico similar ao tecido humano que favorece o uso em
diversas partes do corpo humano (SONG; RANE; CHRISTMAN, 2012). Em funcéo destas
caracteristicas, tem-se verificado uma tendéncia crescente no desenvolvimento de
formulacBes de hidrogel com a utilizacdo de varios materiais, numa tentativa de resolver
simultaneamente os diferentes aspectos da cicatrizacdo de feridas (epitelizacdo, sintese de
colageno, vascularizacdo e contracdo) e o tratamento (com a veiculacdo de ativos)
(MADAGHIELE et al., 2014).

As queimaduras sdo graves enfermidades que apresentam dificuldade no tratamento
em funcdo da dor que provocam, pela possibilidade de contaminacdo e pelas sequelas em
diversos graus (MADAGHIELE et al., 2014). Dentre os produtos utilizados no combate as
infeccOes locais secundéarias ligadas as queimaduras, existe consenso na utilizacdo da
sulfadiazina de prata (SSDZ), em fungéo de sua capacidade em desbridar tecidos necrosados,

combater a infeccdo local, apresentar boa tolerancia, ser efetiva contra uma ampla microbiota
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e possuir propriedades cicatrizantes (INTERNATIONAL CONSENSUS, 2012). Neste
sentido, curativos oclusivos contendo compostos de prata, como a sulfadiazina de prata, tém
merecido atencdo por parte da comunidade cientifica (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015;
CHAKAVALO et al., 2012; JODAR et al., 2015).

Para o sucesso de uma especialidade farmacéutica, deve-se garantir a qualidade,
seguranca e eficicia durante todo o periodo de vida do produto (shelf life). Para isto sdo
preconizados ensaios de estabilidade (BRASIL, 2005). Estes ensaios visam avaliar a
conformidade do produto com as especificacbes fisico-quimicas e microbioldgicas,
permitindo também determinar as condi¢cdes de armazenamento compativeis com a zona
climética da regido geografica onde o produto sera distribuido (MEIRELES, 2014).

Considerando os fatos mencionados objetivou-se, nesta proposta de pesquisa, a
avaliacdo da qualidade de um hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata, o qual foi
desenvolvido para uso como curativo tépico para o tratamento de infecgdes de pele, utilizando
ensaio de estabilidade acelerada.

1.1 Hidrogéis

Hidrogéis sdo estruturas tridimensionais de polimeros hidrofilos, sendo uma classe de
biomateriais que tem demonstrado grande potencial farmacéutico e biomédico (CHIRANI et
al., 2015; DAS; BERA; MUKHERJEE, 2012). Este potencial deve-se a possibilidade de
originarem materiais com ampla diversidade de propriedades fisicas e mecénicas. Dentre suas
caracteristicas, a biodegrabilidade é uma das propriedades de maior interesse pela
possibilidade de excrecdo ou reabsorcao sem qualquer tipo de intervencdo (ULERY; NAIR;
LAURENCIN, 2011).

As aplicacdes biomédicas de polimeros podem ser classificadas em trés grandes
categorias, sendo (i) uso extracorpéreo: catéteres, tubos e linhas para fluxos de fluidos,
membranas de dialise, dispositivos oculares, curativos para pele ferida e pele artificial; (ii)
dispositivos para implantes permanentes: ortopédicos, cardiovasculares, dentais, etc.; (iii)
implantes temporarios: suturas biodegradaveis; dispositivos implantaveis para entrega de
farmacos, scaffolds para regeneracdo de tecidos, enxertos vasculares temporarios, stents
arteriais e dispositivos temporarios de fixacdo 6ssea (SAHA et al., 2011).

No ano de 1960, Wichterle e Limm apresentaram um dos primeiros trabalhos

empregando hidrogéis na area medica apresentando nova utilizagdo para o composto 2-
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hidroximetil metacrilato (DELIGKARIS et al., 2010; MAITRA; SHUKLA, 2014). Desde
entdo, hidrogéis obtidos de polimeros naturais ou sintéticos tém sido utilizados como
materiais em diversas aplicacdes biomeédicas, como na engenharia de tecidos, regeneracao e
reparacdao de o6rgdos, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, entre outras
(OOMMEN et al., 2013).

O uso crescente destes biomateriais, na forma de hidrogéis, se deve ao fato de
apresentarem propriedades fisicas semelhantes as dos tecidos vivos, como a capacidade de
retencdo de elevado teor de agua, consisténcia macia e elastica, porosidade e baixa tenséo
interfacial (BARCELLOS et al., 2000; CHIRANI e al., 2015; GIBAS; JANIK, 2010).

Os hidrogéis sdo sistemas que apresentam estrutura tridimensional de cadeias de
polimeros sollveis em agua, com ligacdes cruzadas e grande quantidade de adgua retida. Umas
das principais caracteristicas dos hidrogéis é a capacidade de absorver e reter grande
quantidade de agua e/ou fluidos bioldgicos, sem que ocorra a perda da sua conformacao
tridimensional (BRITO; RODRIGUES, 2013). A estrutura tridimensional do hidrogel é
formada por ligacdes covalentes, forcas de van der Waals, pontes de hidrogénio e forcas
ibnicas (KIM et al., 2014).

As redes amplamente hidratadas promovem maciez e elasticidade aos produtos e,
muitas vezes, podendo conter mais de 90% de agua (OOMMEN et al., 2013). A afinidade dos
hidrogéis pela agua é devida aos grupos hidrofilicos como OH, COOH, NH,, CONH e
CONHj; presentes nos polimeros (KIM et al., 2014).

Os hidrogéis, normalmente, apresentam estrutura porosa que pode ser modelada pelo
controle do nimero de ligacGes cruzadas e pela hidrofilicidade do polimero. A porosidade
permite a liberacdo de farmacos a uma taxa dependente do coeficiente de difusdo das
moléculas no hidrogel (MELLO; CUNHA JR; FIALHO, 2012).

A liberacdo de principios ativos carreados por hidrogéis pode ocorrer em decorréncia
de diversos mecanismos em processos isolados ou ndo, como (i) por dissolucdo do farmaco,
no hidrogel, (ii) por liberacdo de microcapsulas contendo principios ativos, (iii) por liberacéo
via estimulos do ambiente como variacdo de pH, temperatura, etc., (iv) por degradagdo/erosdo
do hidrogel, e (v) por intumescimento do hidrogel com liberacdo do principio ativo. Estes
mecanismos sdo fortemente influenciados pelas caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis
tais como a estrutura molecular da matriz, grau de intumescimento, reticulacdo, entre outros
(ALCANTARA, 2013). A Figura 1 ilustra os mecanismos citados.



Figura 1. Mecanismos de liberagdo de ativos em hidrogéis.
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Fonte: PEPPAS et al., 2006.

Os hidrogéis podem ser obtidos por diversos processos quimicos e fisicos. Estes
procedimentos incluem aqueles realizados em uma Unica etapa de polimerizacdo e
reticulacdo, bem como os procedimentos com diversas fases envolvendo sintese de moléculas
poliméricas e posterior reticulacdo. Os hidrogéis, em fungdo das diversas formas de obtencéo

e constituintes, podem ser classificados por variados parametros, como 0s apresentados na

Tabela 1 (AHMED, 2015; DELIGKARIS et al., 2010).
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Tabela 1. Classificagdo de hidrogéis baseada em diferentes caracteristicas.

Caracteristicas Classificacdo
Origem do polimero Natural
Sintético
Composicao do polimero Homopolimérico
Copolimérico
Multipolimérico
Tipo de reticulacdo Quimica
Fisica
Aparéncia fisica Matriz
Filme

Microesferas

Estrutura fisica Amorfo
Semicristalino
LigagGes hidrogenionicas
Ligacdes supramoleculares

Configuracéo da carga elétrica N&o idnico (neutra)
I16nico (anibnico ou catidnico)
Anfotérico
Zwitteriénico

Sensibilidade a estimulos externos Sensivel
Nao sensivel

Fonte: AHMED, 2015; DELIGKARIS et al., 2010.

Os hidrogéis passaram a ser utilizados como curativos gracas a sua capacidade de
fornecer umidade a um tecido desidratado, bem como absorver exsudatos contaminados,
provenientes de feridas, mantendo-os retidos no interior da estrutura do hidrogel. Ao absorver
tais secrecdes, ocorre estiramento das ligacGes cruzadas nas cadeias poliméricas abrindo
espaco para inser¢do de bactérias, detritos, moléculas causadoras de odor e outros corpos
estranhos que ndo voltardo para o ferimento (JONES; VAUGHAN, 2005). Assim, 0sS
hidrogéis tém despertado interesse para aplicagGes na cobertura de feridas, pois além das suas
propriedades de biocompatibilidade, podem estar em contato direto com a ferida, gerando um
ambiente Umido, ideal para a cicatrizacdo de feridas (ARREDONDO et al.,, 2011;
MADAGHIELE et al.,, 2014). A importancia de proporcionar conforto e comodidade no
tratamento de feridas também tem sido uma preocupagéo por parte da industria farmacéutica e
de biomateriais. A escolha do curativo adequado é fundamental para a cura e a qualidade de
vida do paciente, sendo de vital importancia considerar parametros tais como necessidade de
trocas pouco frequentes, relacdo custo-eficacia e uma vida de prateleira estendida (CALO;

KHUTORYANSKIY, 2015). O uso de hidrogéis como curativos topicos tem permitido assim,
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melhor adesdo do paciente ao tratamento e reducdo de efeitos adversos (ALMEIDA, 2010;
VASHIST etal., 2014).

Para o sucesso no desenvolvimento de hidrogéis que atendam as necessidades
especificas de interesse, a escolha do polimero é crucial. O poli (&lcool vinilico) (PVA) é
uma escolha excelente para aplicagdes na engenharia de tecidos e hidrogéis de uso topico,
uma vez que, podem produzir produtos ndo toxicos e mecanicamente resistentes (GUPTA,
WEBSTER; SINHA, 2011).

1.2 Alcool polivinilico
O élcool polivinilico ou poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético, obtido
através da polimerizacdo do acetato de vinila seguido de reacdo de hidrélise do poli (acetato

de vinila) em poli (alcool vinilico) (GAAZ et al., 2015) como pode ser visualizado na Figura
2.

Figura 2. Formacao do alcool polivinilico (PVA) a partir do acetato de polivinila.
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Fonte: http://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com.br/2012/03/alcohol-depolivinilo.html

O grau de hidrdlise do PVA é representado através da relacdo entre o percentual do
numero total inicial de acidos acético e, apds reacdo de hidrolise, o numero de hidroxilas no
polimero final. Através do grau de hidrdlise é possivel caracterizar as propriedades do PVA,

pois um aumento do grau de hidrélise gera uma reducdo da solubilidade em agua, ocorrendo
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entdo a estabilizacdo energética através das pontes de hidrogénio, aumento da adesdo em
superficies hidrofilicas, e aumento da resisténcia a tracdo e da viscosidade (COSTA,;
MANSUR, 2008).

Segundo Faria, Vercelheze e Mali (2012) o PVA atua como um reforco mecéanico nos
produtos em que é adicionado, além de diminuir a permeabilidade ao vapor de agua. O PVA é
um polimero sintético, hidrofilico, biodegradavel, ndo toxico, biocompativel e que apresenta
boa capacidade de formacdo de filme. Possui ainda, propriedade de adesdo e elevada
resisténcia mecanica e de barreira ao oxigénio, aromas, 0leos e solventes. Deste modo, em
funcéo de sua versatilidade, o PVA tem sido muito utilizado, desde a primeira metade do
século XX, em todo o mundo, para a producdo de diversos compostos, como lacas, resinas,
fios cirdrgicos, materiais de embalagem para alimentos, entre outros fins (GAAZ et al., 2015).

Hidrogéis de PVA podem ser obtidos através de processos como criogelificacéo,
reticulacdo quimica e irradiacdo resultando, de modo geral, em produtos adequados para
inimeras aplicagdes na biomedicina. Dentre as propriedades interessantes para 0 emprego do
PVA em hidrogéis destacam-se a alta resisténcia mecanica e elasticidade, transparéncia,
minima adesdo celular, alta capacidade de intumescimento, atoxicicidade, bioadesividade,
auséncia de carcinogenicidade e facilidade de processamento. Assim, hidrogéis contendo
PVA podem ser aplicados in vivo sem apresentarem efeitos colaterais significativos (GIBAS;
JANIK, 2010; STASKO et al., 2009).

1.3 Queimaduras

As queimaduras estdo entre as mais devastadoras lesbes. As queimaduras sédo
consideradas um grave problema de salde publica e, quando ndo levam a morte, podem
resultar em graves sequelas como limitagcdes funcionais e desordens psicoldgicas e sociais
(FERNANDES et al., 2012; ARAGAO et al., 2012).

As queimaduras sdo ainda uma das principais causas de morte e incapacidade no
mundo (LEE; JOORY; MOIEMEN, 2014). Estima-se que mais de 300.000 mortes ocorrem a
cada ano, como consequéncia de queimaduras induzida pelo fogo, com mortes adicionais
atribuidas as queimaduras de outras origens (queimaduras por eletricidade, produtos
quimicos, radiacdo, etc.) (MADAGHIELE et al., 2014). Estima-se que aproximadamente 1
milh&o de brasileiros sofram anualmente acidentes com queimaduras, sendo que, apenas 100
mil buscam ajuda meédica (DAGA, MORAIS; PRESTES, 2015). No Brasil, no entanto, as



24

estatisticas sdo insuficientes, dificultando compreender a magnitude do problema, identificar
as populagfes mais atingidas e as circunstancias envolvidas nas queimaduras (BISCEGLI et
al., 2014).

As queimaduras sdo classificadas quanto ao seu grau, o qual se relaciona com a
extensdo da sua profundidade como ilustra a Figura 3, com a &rea corpdrea acometida e com 0

mecanismo de lesdo.

Figura 3. Esquema ilustrativo dos graus de queimaduras na pele em funcéo da profundidade da leséo.
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Fonte: http://healthdefine.com/conselho-medico/prevencdo-e-tratamento-de-queimaduras

As queimaduras de primeiro grau, que acometem somente a epiderme, sdo causadas
normalmente pela exposi¢édo a raios solares e resultam em uma inflamagdo simples que
cicatriza em uma semana, sem ocorréncia de repercussdes sistémicas. As queimaduras de
segundo grau ultrapassam a epiderme e atingem a derme, ocorrendo entdo, a liberacdo de
mediadores imunes e inflamat6rios como histamina, bradecina e interleucinas, que resultam
em um aumento da permeabilidade capilar com extravasamento de liquidos e acumulo destes
sob uma epiderme intacta, formando bolhas. Estas lesdes, de modo geral, ndo apresentam
complicagdes, cicatrizando espontaneamente. Ja as lesfes de terceiro grau acometem todos 0s
elementos da pele. Como causam destruicdo dessas estruturas, as feridas ndo se regeneram,
necessitando de implantes cutaneos para o tratamento (MOSER; PEREIMA; PEREIMA,
2013).

Um dos aspectos também de grande importadncia a serem caracterizados nas
gueimaduras € a extensdo da superficie corporal queimada (SCQ). A SCQ deve ser
cuidadosamente avaliada devido a sua repercussdo sistémica e a sua influéncia na sobrevida

do paciente. A avaliacdo da localizacdo das lesfes também se torna importante durante os
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cuidados prestados aos pacientes, devido ao prejuizo estético e funcional que queimaduras nas
méos, face e pescogo, podem causar (MONTES; BARBOSA; SOUZA, 2011).

O tratamento das queimaduras abrange cuidados locais e sistémicos, variando de
acordo com a profundidade, localizacdo corporal e extensdo. O uso de curativos contendo
substancias cicatrizantes e anti-infecciosas tem sido uma opgéo para a terapia local, que
pode favorecer a restauracdo da pele queimada. Dentre as substancias e coberturas utilizadas
nos curativos utilizados em queimaduras, pode-se mencionar a sulfadiazina de prata, materiais
substitutivos de pele, oxigenoterapia hiperbarica e coberturas impregnadas com prata
(TAVARES; SILVA, 2015). Os curativos de prata ttm-se mostrado altamente eficazes e,
deste modo, tém-se tornado um dos focos para o aprimoramento do tratamento de
gueimaduras aliado ao uso de compostos bioativos para regeneracdo dérmica e esclarecimento
da fisiopatologia deste tipo de trauma (MOSER et al., 2014).

1.4 Sulfadiazina de prata

A prata tem uma longa histéria de uso medicinal com base em seus efeitos
antimicrobianos, particularmente no tratamento de feridas infectadas. O uso da prata como
profilatico e no tratamento para a infeccdo e outras doencas remonta a 1000 aC, quando 0s
antigos gregos e 0s romanos a usavam como desinfetante (VERMEULEN et al., 2007).

Na medicina moderna, a prata comecou a ser utilizada para o tratamento de
queimaduras na forma de solucdo de nitrato de prata a 0,5% (m/v), na década de 1960. A
terapia tépica de queimaduras envolvendo a aplicagdo de solucGes de compostos de prata ou
de sais de prata foi um marco importante pela reducdo da taxa de sepses e mortalidade (LEE;
JOORY; MOIEMEN, 2014). Posteriormente, desenvolveram-se cremes a base de sulfadiazina
de prata. Nos dias de hoje, verifica-se 0 uso de prata em diferentes formas (ionizada,
micronizada ou nanocristalina) e em apresentacdes de curativos com gaze, rayon ou
membranas de celulose (MOSER et al., 2014; WHITE; COOPER, 2005).

Em 1968, Charles L. Fox Jr., da Universidade de Columbia (Estados Unidos da
Ameérica), desenvolveu a sulfadiazina de prata por meio da associacao do nitrato de prata e da
sulfadiazina, dois agentes ja utilizados anteriormente no tratamento de queimaduras.
Desenvolveu assim um composto extremamente eficaz contra infeccbes, que obteve
aprovacao pela Food and Drug Administration (FDA) em 1975 (RAGONHA et al., 2005).

Este composto uniu a acdo inibitéria da prata como o efeito antimicrobiano da sulfadiazina
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(DAI et al., 2010) e, deste modo, tornou-se o esteio da terapia antimicrobiana topica em
queimaduras devido ao sucesso em controlar infeccbes e aos minimos efeitos colaterais (LEE;
JOORY; MOIEMEN, 2014).

Do ponto de vista fisico-quimico, a sulfadiazina de prata apresenta-se na forma de um
po branco, inodoro e hidrossoltvel, de formula molecular C1oHgAgN,4O, (Figura 4) e massa
molecular de 357,14 g.mol™ (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 4. Formula estrutural da sulfadiazina de prata.
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Fonte: https://pt. wikipedia.org/wiki/Sulfadiazina

A sulfadiazina de prata é um antibidtico de uso topico da classe das sulfanilamidas,
considerado a farmaco de escolha no tratamento de queimaduras devido ao seu largo espectro
de acdo antimicrobiana. A sulfadiazina de prata é efetiva contra varios microrganismos,
particularmente, bactérias Gram negativas (E. coli, Enterobacter, Klebisiela sp, Pseudomonas
aeruginosa), incluindo também Gram positivas (Staphylococcus aureus) e Candida albicans
(RAGONHA et al., 2005). Além disto, a utilizacdo de sulfadiazina de prata em queimaduras é
favorecida pela sua capacidade de desbridar tecidos necrosados (FERREIRA et al., 2003).
Segundo Mandelbaum, Di Santis e Mandelbaum (2003) as vantagens apresentadas pelo uso
da sulfadiazina de prata no tratamento de queimaduras sdo também devidas a facilidade no
uso e seu baixo custo. Montes, Barbosa e Souza (2011) destacaram a sulfadiazina de prata a
1% (m/m) como sendo um agente eficaz no tratamento de queimaduras, e ainda como um dos

principais produtos empregados.
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O mecanismo de acdo da sulfadiazina de prata ocorre devido a precipitagdo de
proteinas causada pelos ions de prata, que agem diretamente na membrana citoplasmatica das
células bacterianas, exercendo acdo bactericida imediata e residual acdo bacteriostatica
(SOUZA et al., 2013). Os atomos de prata (Ag) ao perderem um elétron se tornam ions de
prata com carga positiva (Ag®), os quais sdo altamente reativos. Destaca-se ainda, que a prata
elementar ioniza-se mais facilmente quando exposta a um ambiente aquoso, tal como o
exsudado da ferida. Compostos de prata contém ions de prata positivos ligados a ions ou
moléculas carregadas negativamente. Quando estas moléculas sdo expostas a ambientes
aquosos, alguns dos ions de prata se separam a partir do composto, ligando-se & membrana de
células bacterianas, causando ruptura da parede da célula, infiltragdo bacteriana e morte
celular. Os ions de prata transportados para dentro da célula interrompem a funcédo celular
ligando-se a proteinas, interferindo com a producéo de energia, alterando funcdes enzimaticas
e a replicacdo celular. Os ions de prata sdo ativos contra uma ampla gama de bactérias, fungos
e virus, incluindo bactérias antibi6ticos resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Enterococcus vancomicina resistente (VRE), importantes agentes
causadores de infeccdes cutaneas de dificil tratamento (INTERNATIONAL CONSENSUS,
2012).

O uso de medicamentos contendo compostos inorganicos deve ser realizado de forma
cautelosa, pois pode ocorrer a bioacumulacdo dos ions metalicos. (RODRIGUES;
RUGGIERO; GUERRA, 2009). No entanto, segundo Lansdown (2010), estudos clinicos
com curativos contendo prata tém demonstrado que a maior parte dos ions de prata liberados
para o leito da ferida é depositada superficialmente, e que os niveis disponiveis para absorcao
sdo minimos. A absorcao de prata na pele intacta é baixa (menos de 1 ppm), pois grande parte
dos ions livres é precipitada na forma de sulfeto de prata (Ag.S) na parte exterior do estrato
corneo. Na pele lesionada, pode ocorrer absorcdo de até 10% da prata aplicada quando
utilizada em queimaduras localizadas em regides muito vascularizadas (LANSDOWN, 2006).
Além disto, mesmo se absorvida sistemicamente, a prata € excretada principalmente pela via
biliar nas fezes e também na urina, ndo sendo absorvida para o sistema nervoso central ou
periférico (INTERNATIONAL CONSENSUS, 2012). Por outro lado, a prata absorvida pelo
intestino, ou a partir de inalacdo pode se acumular na cérnea (argirose) e na derme da pele
(argiria) (LANSDOWN, 2006). Segundo Lansdown (2006) a alergia é uma das poucas
contraindicacBes conhecidas advinda do uso topico da prata. Contudo, em tratamentos de
grandes feridas utilizando aplicagdo tdpica de sulfadiazina de prata foram relatados casos de
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toxicidade hepética, toxicidade renal e leucopenia, porém com uso justificado por sua eficacia
antimicrobiana (SHAHZAD; AHMED, 2013).

Atualmente, hd& uma gama de produtos de prata disponiveis, com diferentes
formulac@es, substratos e formas de liberacdo deste principio ativo. As pesquisas atuais ndo
demonstram, claramente, que um produto é mais eficaz do que outro, sendo que a escolha de
um produto deve ser baseada no tipo de ferida, nas caracteristicas do paciente, na
disponibilidade do produto e no custo (LEAPER; DRAKE, 2011; MOSER; PEREIMA,
PEREIMA, 2013; WOODWARD, 2005). Além disto, um produto farmacéutico deve garantir
ao usuario seguranca, eficacia e qualidade. Neste sentido, ensaios de estabilidade sdo

fundamentais no desenvolvimento de um produto farmacéutico.

1.5 Ensaios de estabilidade

O ensaio de estabilidade de produtos farmacéuticos compreende um complexo
conjunto de procedimentos envolvendo custo elevado, tempo consideravel e conhecimento
cientifico apropriado, a fim de avaliar a qualidade, eficacia e seguranca de uma formulacgéo
medicamentosa (BAJAJ; SINGLA; SAKHUYA, 2012).

Os ensaios de estabilidade tém como objetivos principais garantirem a integridade
quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica e toxicolégica do farmaco e da forma
farmacéutica (BRASIL, 2005; SILVA et al., 2009). Também tém como propdsito fornecer
evidéncias de como a qualidade de um produto varia com o tempo sob influéncia de fatores
ambientais, como temperatura, umidade e luminosidade, e estabelecer o shelf life, no caso de
produtos finais, além de recomendar condigdes de armazenamento adequadas (ORIQUI et al.,
2011). A estabilidade quimica é um dos aspectos mais importantes na avaliagdo da
estabilidade farmacéutica, uma vez que, pode determinar quaisquer incompatibilidades
farmaco-excipiente na formulacdo e permite selecionar as condi¢es de armazenamento e de
acondicionamento adequadas para o produto desenvolvido (MEIRELES, 2014).

A estabilidade de um produto é determinada pelo espaco de tempo em que o mesmo,
em sua embalagem especifica, mantém suas caracteristicas, dentro de limites especificados, os
quais garantem a sua qualidade. A avaliacdo de uma formulacdo pode ser efetuada através de
ensaios de estabilidade, os quais fornecem informagOes capazes de indicar o grau de
estabilidade relativa de um produto, nas variadas condi¢Ges de exposi¢do a que possam estar

sujeito, até o encerramento de seu prazo de validade. Esse tipo de estudo contribui para
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posteriores aprimoramentos nas formulagdes, na escolha do material adequado para o
acondicionamento, na correta estimativa do prazo de validade e ainda na geracdo de
informacdes sobre a confiabilidade e seguranca dos produtos (BRASIL, 2005; ORIQUI et al.,
2011). Para atender a estes propdsitos, os estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos
iniciam-se na etapa de pré-formulacdo e seguem até o produto final com fins de
comercializacdo (BHOWMIK et al., 2012).

A estabilidade das formulacdes pode ser alterada por fatores extrinsecos e intrinsecos
com sérias consequéncias para a qualidade dos produtos farmacéuticos. A Tabela 2 apresenta

alguns efeitos negativos que os medicamentos estdo sujeitos em funcdo da perda de

estabilidade.

Tabela 2. Efeitos negativos em produtos farmacéuticos ligados a instabilidade.

Efeitos negativos

Causa

Perda da atividade do ativo

Degradacéo do ativo com perda superior a 10%

Aumento da concentracdo do
ativo

Perda por evaporagdo de solventes/diluentes em produtos em bolsa
de perfuséo.

Alteracdo da biodisponibilidade

Mudancas na taxa e na extensdo da absor¢do do ativo pelo
organismo como, por exemplo, a formacao de polimorfos.

Contaminagdo microbiana

Perda da eficicia do antimicrobiano com aumento do nimero de
microrganismos viaveis.

Perda da elegéncia farmacéutica
com reducdo da aceitacdo pelo
usuario

Perda de caracteristicas organolépticas, como a perda da estabilidade
fisica em emulsdes.

Formacéo de produtos toxicos

Degradacdo dos componentes da formulagdo com formacdo de
produtos tdxicos.

Perda da integridade da
embalagem

Mudanca na integridade da embalagem durante armazenamento ou
distribuicdo, como, por exemplo, a perda do torque de tampa de
rosca pléastica.

Perda da qualidade do rétulo

Deterioracdo da etiqueta com o tempo afetando adversamente a
legibilidade, como por exemplo, por migracdo do plastificante do
frasco pléastico para o rétulo.

Modificagdo de algum fator
funcional de relevancia

Mudanca de qualquer atributo relevante de um medicamento que
afete negativamente a seguranca, eficacia, ou a aceitabilidade do
paciente ou sua facilidade de utilizac8o, como, por exemplo, a perda
da capacidade adesiva de um adesivo transdérmico.

Fonte: BAJAJ; SINGLA; SAKHUYA, 2012
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Destacam-se como fatores extrinsecos ou ambientais causadores de degradacdo a
exposicdo a temperatura elevada, luz, oxigénio, umidade e microrganismos. Além disto, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também considera fatores extrinsecos 0s
processos de fabricacdo, as condi¢Bes de transporte e ambientais, uma vez que, podem ser
responsaveis por alteracfes na estabilidade dos produtos (BRASIL, 2004).

Fatores intrinsecos sdo aqueles relacionados com a interagdo entre 0os componentes da
formulacdo capazes de influenciar a estabilidade dos medicamentos, propiciando alteracdo do
valor do pH, da viscosidade, das caracteristicas organolépticas, separacao de fases, reducéo do
teor da substancia ativa, entre outras mudancgas (QUEIROZ, 2008). Os fatores de formulagéo
que influenciam a estabilidade incluem aditivos quimicos, excipientes, composicéo do sistema
solvente, incompatibilidade com anions e cations, poténcia da solucdo i6nica, tamanho das
particulas, embalagem primaria, difusdo de farmacos, etc. Assim, qualquer um dos
componentes presentes na composicdo de produtos finais pode ser responsavel pela alteracao
de sua estabilidade (SANTOS Jr; MORETTO, 2005).

Para o procedimento dos ensaios de estabilidade realizados no Brasil, de zona
climatica 1V, as industrias farmacéuticas seguem a RE n° 1/2005 da ANVISA (BRASIL,
2005) que define os Estudos de Estabilidade Acelerada, Estabilidade de Longa Duragéo e
Estudo de Estabilidade de Acompanhamento como:

e Estudo de Estabilidade Acelerada: estudo desenvolvido para acelerar a degradacéo
quimica e/ou mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicGes forcadas de
armazenamento. Os dados alcancados, associados aos derivados dos Estudos de Longa
Duracéo, sdo usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condicdes
ndo aceleradas e para avaliar o impacto de curtas exposi¢cdes as condigcdes fora

daquelas estabelecidas pelo fabricante, que podem ocorrer durante o transporte.

e Estudo de Estabilidade de Longa Duragdo: estudo realizado para avaliar
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbioldgicas de um produto
farmacéutico durante e, eventualmente, depois do prazo de validade estabelecido. Os
resultados sdo utilizados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e

recomendar as condi¢des de armazenamento.

e Estudo de Estabilidade de Acompanhamento: estudo projetado para averiguar se 0

produto farmacéutico preserva suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e
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microbioldgicas conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa
duracdo (BRASIL, 2005; SANTOS Jr; MORETTO, 2005; SILVA et al., 2009).

O Estudo de Estabilidade Acelerada tem o objetivo de fornecer dados preditivos do
tempo de vida util do produto, bem como sua compatibilidade com o material de
acondicionamento. O Estudo de Estabilidade Acelerada deve ser de, no minimo, 90 dias
podendo chegar a um ano, sendo necessario avaliar caracteristicas microbiologicas,
organolépticas e fisico-quimicas. Os testes referentes ao estudo de longa duracdo devem ser
realizados em 0, 3, 6, 9 e 12 meses e, anualmente, apos o primeiro ano até o tempo de vida de
prateleira declarado no registro. Os testes de acompanhamento exigem que as amostras devam
ser testadas em intervalos de 6 meses para confirmacdo da vida de prateleira prevista ou a
cada 12 meses para produtos ja estabelecidos. Formulacdes altamente estaveis podem ser
testadas apos 12 meses e no final da vida de prateleira. Produtos contendo substancias menos
estaveis devem ser testados a cada 3 meses no primeiro ano, cada 6 meses no segundo ano e
depois, anualmente até o tempo de vida de prateleira estabelecido. As frequéncias dos ensaios
estdo sumarizadas na Tabela 3 (BRASIL, 2005; MALIK et al., 2011).

Tabela 3. Frequéncia para realizacdo dos testes de estabilidade acelerada, longa duracdo e de

acompanhamento.
Ensaio de estabilidade Ensaio de estabilidade de longa Ensaio de
acelerada duracéo acompanhamento

0, 3, 6 meses para doseamento, 0,3,6,9, 12,18, e 24 meses para A cada 12 meses deverdo ser

quantificagdo de produtos de doseamento, quantificacdo de realizados todos os testes de
degradacéo, dissolugéo (quando | produtos de degradacéo, estabilidade.

aplicavel) e pH (quando dissolucdo (quando aplicavel), e

aplicavel). Para as demais pH (quando aplicavel). Para as

provas apresentar aos 6 meses demais provas apresentar estudo

estudo comparativo ao comparativo no prazo requerido

momento zero. ao momento zero.

Fonte: SANTOS Jr; MORETTO, 2005.

Os parametros de temperatura e umidade que devem ser respeitados nos ensaios

podem ser visualizar na Tabela 4. Estes parametros alteram-se em fungéo da temperatura de
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armazenamento recomendada pelo fabricante, as quais devem estar indicadas nas bulas e
rotulos (SANTOS, Jr; MORETTO, 2005).

Tabela 4. Condicdes relativas a temperatura e a umidade* exigidas nos testes de estabilidade
acelerada, longa duracdo e de acompanhamento.

Condicdes de Ensaio de estabilidade | Ensaio de estabilidade Ensaio de
estocagem acelerada de longa duracéo acompanhamento
recomendadas
15-30°C 40+2°Ce 75+ 5% UR 30£2°Ce75+5% UR | 30+ 2°Ce 75+ 5% UR
2-8°C 25+ 2°C e 60 = 5%UR 5+ 3°Ce60+5% UR 5+ 3°Ce60+5% UR
-20°C -20°C £5°C -20°C £ 5°C -20°C £ 5°C

* O controle da umidade é necessario para 0os medicamentos em embalagens semipermeéaveis; °C -
graus Celsius; UR — umidade relativa.
Fonte: SANTOS Jr; MORETTO, 2005.

Os testes de estabilidade sdo realizados para que as condi¢des recomendadas de
armazenagem e vida de prateleira possam ser incluidas no rotulo para garantir que o
medicamento é seguro e eficaz em toda a seu periodo de vida util. Assim, os testes de
estabilidade sdo fundamentais no desenvolvimento farmacéutico para um novo medicamento,
bem como para uma nova formulacdo (BAJAJ; SINGLA; SAKHUYA, 2012;
BHAGYASHREE et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas de um hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata para uso

como curativo topico em ensaio de estabilidade acelerada.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar o hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata;

e Realizar teste de citotoxicidade celular;

e Realizar ensaios de estabilidade acelerada. Para a determinacdo dos parametros de
qualidade foram realizados o0s ensaios de: avaliacdo das caracteristicas
organolépticas, teor de umidade, intumescimento, atividade antimicrobiana pelo
método de disco-difusdo, resisténcia mecanica (perfuracédo resiliéncia e relaxacao),
espectrofotometria de infravermelho, difracdo de raios X, andlise térmica por
calorimetria diferencial de varredura, avaliacdo do comportamento de liberacdo de
ativo (prata) por potenciometria e avaliagdo da morfologia por microscopia

eletronica de varredura.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material e reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho de pesquisa foram de grau de pureza
farmacéutico ou analitico PA (Pr6-Analise) e a agua purificada em sistema Milli-Q®.
Especificamente, para a obtencdo dos hidrogéis foram utilizados alcool polivinilico com grau
de hidrolise de 89% (PVA 89%); solucdo de glutaraldeido em &gua a 25% (v/v) e
polietilenoglicol 400 (PEG 400) adquiridos da empresa Dindmica Produtos Quimicos Ltda.
(Diadema, Brasil). O PVA com grau de hidrélise de 98,99% utilizado foi da marca Sigma-
Aldrich Chemical (Saint Louis, USA).

Os ensaios microbioldgicos foram realizados utilizando cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 10390 e de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721 doadas pela Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os meios de culturas utilizados foram TSB (tryptone soy broth)
adquirido da HiMedia Laboratories (Mumbai, india) e o agar bacteriologico adquirido da
Promidol Biotecnolégica (Belo Horizonte, Brasil).

As células utilizadas nos testes de citotoxicidade foram células da linhagem de
fibroblastos L1929 adquiridos da Sigma (S&o Paulo, Brasil). O meio de cultura para estas
células foi Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, 500mL, Low Glucose, Sigma, Sao
Paulo, Brasil), adicionado de 10%, em relagdo ao volume de DMEN, mais soro fetal bovino
(FBS, Sigma, S&o Paulo, Brasil) e 1% de antibidtico (PEN/STREP, Sigma, Sdo Paulo, Brasil).

O material de embalagem utilizado para protecdo dos filmes foram sachés
farmacéuticos laminados compostos por camadas de poliéster 17 g/m? adesivo; aluminio
0,008 mm 21,6 g/m? adesivo; polietileno 45 g/m? com tamanho de 7,0 cm x 7,0 cm,
adquiridos da empresa Tepron Equipamentos para Laboratdrios (Sao Paulo, Brasil).

3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados incluiram balanca analitica da marca Tecnal, modelo SHI-
AUY-220, (Hong Kong, Taiwan), balanca analitica da marca Explorer Ohaus modelo 220
(EUA), homogeneizador Ultra-Turrax da marca IKA Hielscher Ultrasonics modelo 50
(Berlim, Alemanha), estufa da marca Fanem modelo 515A (Karnataka, India),
ultrapurificador de &gua da marca Milli-Q® modelo Elga Purelab (Molsheim, Franca),
texturdmetro TA. XT plus - Texture Analyser da Stable Micro Systems (Godalming, Reino
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Unido), analisador de umidade com aquecimento por lampada de halogénio da marca
Shimadzu modelo MOC63U (Kioto, Japdo), estufa de incubacdo microbioldgica da marca
Fanen modelo 515 (S&o Paulo, Brasil), capela de fluxo laminar unidirecional da marca Quimis
modelo Q216F20M (Diadema, S&o Paulo, Brasil), seladora manual da Tepron Equipamentos
para Laboratérios (S&o Paulo, SP, Brasil), centrifuga de bancada da marca Eppendorf®
modelo 5804R (Hamburgo, Alemanha), microscopio da marca Zeiss (Oberkochen,
Alemanha), leitor de microplacas da marca Tecan modelo Infinite M200 Pro, software
Magellan (Ménnedorf, Suica), paquimetro manual da marca Kanon (Toquio, Japdo),
autoclave marca Phoenix Luferco modelo AV — 75 Plus (Araraquara, Sdo Paulo, Brasil) e
camara climatizada marca American Lab modelo Al 5100 (Charqueada, S&o Paulo, Brasil).
Também foram utilizados os equipamentos calorimetro diferencial de varredura da marca TA
Instruments modelo MDSC 2910 (New Castle, EUA), espectrometro de absor¢do na regido do
infravermelho com transformada de Fourier da marca Agilent modelo Cary 630 (USA),
microscopio eletrénico de varredura Quanta FEG 250 (FEI Company, Hillsboro, EUA) com
fonte de emissdo de campo (FESEM), equipamento metalizador BAL-TEC MED 020 (BAL-
TEC, Balzers, Liechtenstein), difrator de raios-X da marca Shimadzu modelo XRD 7000
(Kioto, Japao), pHmetro Analyzer modelo pH 300 S (S&o Paulo, Brasil) e bomba peristéltica
da marca Ismatec modelo MP 13GJ-4 (Wertheim, Alemanha) do Instituto de Quimica da

Unicamp.

3.3 Métodos

3.3.1 Preparo dos hidrogéis

Os hidrogéis de PVA e sulfadiazina de prata foram preparados de acordo com as
especificacOes de Jodar (2014).

A primeira etapa para a preparacdo do hidrogel consistiu em obter dispersdes aquosas
de PVA a 10% (m/v). Utilizou-se PVA com graus de hidrolise de 89% e 99% (PVA 89 e
PVA 99). Pesou-se 20 g de cada PVA, adicionou-se 200 mL de &gua e manteve-se sob
agitacdo constante a 150 rpm a 80 °C até completa dissolucdo. A segunda etapa consistiu em
preparar a dispersao de sulfadiazina de prata 1% (m/v). Adicionou-se 0,5 g de sulfadiazina de
prata a solucdo de 50 mL de polietilenoglicol 400 (PEG 400) e, manteve-se agitacdo manual
até completa dissolucéo. Realizou-se entdo, a fusdo das dispersdes de PVA junto a dispersao
de sulfadiazina de prata, com agitacdo manual até homogeneizacdo completa.


https://www.google.com.br/search?espv=2&rlz=1C1NHXL_pt-BRBR684BR685&biw=1366&bih=667&q=Hillsboro+Oregon&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCosis_OVeIAsavS03K1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAhkl58UQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwilzNiCpJTPAhUBj5AKHUX8BYMQmxMIiQEoATAS
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Na terceira etapa, para realizar a reticulacdo dos polimeros, adicionou-se 2,25 mL de
glutaraldeido. Por fim, foram vertidos 8 mL de hidrogel em moldes plasticos. A seguir, 0s
hidrogéis foram secos em estufa a 60 °C por aproximadamente 4 horas. Depois de secos, 0s
hidrogéis foram cortados em retangulos de 2,5 por 3,0 cm, utilizando-se tesoura e embalados
em sachés laminados. Os sachés contendo os filmes foram selados e mantidos a temperatura
ambiente até o inicio dos experimentos. Esquematicamente o processo de obtencdo do

hidrogel pode ser visualizado na figura abaixo (Figura 5).

Figura 5. Esquema simplificado de preparo do hidrogel de PVA e sulfadiazina de prata.

12 Etapa
Sol. de PVA 89%
a 10% (m/v)

+
Sol. de PVA 99%
a 10% (m/v)

22 Etapa

Dispersao de
sulfadiazina de prata
+ PEG 400 a 10%
(m/m)

32 Etapa

Reticulagdo quimica
com 0,5% (m/m) de

glutaraldeido a 25%
(\74%)

Secagem em estufa
a 60°C por 4 horas

Cortee
embalagem

Fonte: Elaboracgdo propria
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3.3.2 Citotoxicidade celular pelo método do MTS, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio).

Para o ensaio de citotoxicidade, inicialmente, se faz necessario o cultivo das células,
para numa segunda etapa, avaliar a agdo toxica ou ndo do produto testado.

As células da linhagem de fibroblastos L929 foram incubadas em meio de cultura
Dulbecco's modified Eagle’s médium (DMEM, 500mL, Low Glucose, Sigma, Sdo Paulo,
Brasil), pH 7,4 suplementado com soro fetal de bovino (FBS, Sigma, Sdo Paulo, Brasil) (10%,
m/m) e antibidticos (100 UI / mL de penicilina / 100 uL./ mL de sulfato de estreptomicina)
(1%, m/m) (PEN/STREP, Sigma, S&o Paulo, Brasil). Os cultivos foram realizados em
garrafas de cultura de células com volume de 25 cm® e mantidos a 37°C em atmosfera
contendo 5% (v/v) de CO, até que as células atingissem confluéncia de 80%, o que levou
aproximadamente 48 horas. Apos a formacdo de coldnias em monocamada, o meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas com solucdo de tampé&o fosfato, livre de magnésio e
calcio (PBS-MCF). Em seguida adicionou-se 1 mL de solugdo de tripsina EDTA 0,25%
(Sigma, Sdo Paulo, Brasil) por 3 a 5 min para a dissociacdo das células aderentes ao
recipiente. Ap0s a tripsinizacdo, as células foram transferidas para um tubo conico, lavadas
com PBS-MCF, centrifugadas a 300 rpm, ressuspensas em meio de cultura (DMEM) e
contadas em camara de Neubauer e azul de Trypan (GIANNELLI et al., 2008; HIDALGO;
DOMINGUEZ, 2001).

Foram utilizadas aproximadamente 3 x 10* células por pogo em placa de 24 pogos. Em
cada poco, foram adicionados 150 pL de meio de cultura DMEM completo e amostras de
hidrogel com aproximadamente 7,0 mm de didmetro, contendo sulfadiazina de prata. As
placas, entdo, foram incubadas a 37° C em uma atmosfera de 5% (v/v) CO,. A viabilidade
celular foi avaliada em 24, 48 e 72 horas. Os controles da determinacdo foram realizados
utilizando 50 pL de PBS e DMEM. A viabilidade celular foi determinada pela atividade
mitocondrial da cultura celular por ensaio colorimétrico utilizando MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-4-(sulfophenyl)-2H-tetrazolium].  As
leituras de absorbancia foram realizadas a 490 nm, utilizando um leitor de microplacas ELISA
apos 2 horas de incubacéo das células com o reagente MTS (PERTILE, 2007).

A analise dos resultados foi efetuada assumindo como 100% de viabilidade celular a

média dos valores de absorbancia obtidos para o controle ndo tratado. Os calculos de
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viabilidade celular (%) relativamente ao controle negativo foram realizados para cada
concentracdo de amostra.

Todas as etapas foram realizadas em capela de fluxo laminar seguindo os protocolos
para manutencdo de esterilidade dos materiais, meios de cultura e suplementos adotados pelo

Laboratdrio de Pesquisa Toxicoldgica (Lapetox) da Universidade de Sorocaba.

3.3.3 Ensaios de estabilidade

Os estudos de estabilidade foram realizados durante seis meses, com analises em 0 (24
horas), 30, 60 e 90 e 180 dias, obedecendo as diretrizes da ANVISA (BRASIL, 2005). As
amostras foram mantidas em cdmara climatizada a 25+ 2°C e 60 + 5% de URea 40 + 2°C e
75 £ 5 % de UR. Os parametros analisados foram relativos as caracteristicas organolépticas,
teor de umidade, intumescimento, atividade antimicrobiana pelo método de disco-difuséo,
resisténcia mecanica (perfuracdo, resiliéncia e relaxacdo), espectrofotometria de
infravermelho, difracdo de raios X, analise térmica por calorimetria diferencial de varredura,
avaliacdo do comportamento de liberagdo de ativo (prata) por potenciometria e avaliagdo da
morfologia por microscopia eletronica de varredura de acordo com os procedimentos abaixo

descritos.

3.3.4 Atividade antimicrobiana

A eficacia antimicrobiana dos hidrogéis foi determinada através do teste de
sensibilidade a antimicrobianos, pela técnica de disco-difusdo segundo o padrdo do Manual
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003; JORGENSEN; TURNIDGE;
WASHINGTON, 1999). Foram avaliadas as atividades antimicrobianas do hidrogel contendo
sulfadiazina de prata 1% ( m/v) (amostras), do hidrogel de PVA (controle negativo) e da
solucdo de sulfadiazina de prata dissolvida em PEG 400 e diluida em &gua até a concentracdo
de 1% (m/v) (controle positivo). Os ensaios foram realizados utilizando cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 10390 e de Pseudomonas aeuroginosa ATCC 9721 doadas
pela Fundacdo FIOCRUZ e mantidas a -80°C em meio de cultura com 40% (v/v) de glicerol.

Para reativagdo dos microrganismos, os mesmos foram, individualmente, suspensos

em 50 mL de meio de cultura TSB (tryptone soy broth) e incubados em agitador rotacional a
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100 rpm, 37°C por 24 horas. Ap0s este periodo realizou-se incubagdo dos microrganismos em
placas de Petri contendo soft-agar TSB (caldo TSB com 0,8% (m/v) de agar bacteriol6gico)
para contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) pelo método Pour-plate. Obteve-se
uma suspensdo contendo 1x10° UFC/mL, a qual foi homogeneizada em 100 mL de soft-agar
TSB e invertida em placas de Petri (£ 20 ml em cada placa). Os hidrogéis com e sem
sulfadiazina de prata foram dispostos uniformemente nas placas e medidos os halos de
inibicdo com auxilio de paquimetro da marca Kanon (Toquio, Japdo). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo de tempo os didmetros dos halos de
inibicdo do crescimento foram medidos e a média dos didmetros dos halos relacionados com o
potencial de acdo antimicrobiana dos hidrogéis (CORREIA et al., 2015). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Como padrdo positivo para comparacdo da atividade antimicrobiana do farmaco
liberado dos hidrogéis, foram utilizados discos de papel filtro embebidos em solugdo de
sulfadiazina de prata dissolvida em PEG 400 e diluida em agua até a concentracdo de 1%.
(m/v) Para o controle negativo, utilizaram-se hidrogéis sem sulfadiazina de prata. As amostras
e controles foram cortados com a ajuda de um cortador especialmente desenvolvido para este
proposito, para que cada amostra e controle apresentassem o mesmo didmetro de 7 mm

(Figura 6). O cortador foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 30 minutos.

Figura 6. Cortador utilizado para obtencdo de amostras de hidrogel utilizadas nos ensaios
microbioldgicos.

Fonte: Elaboracédo prdpria.
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3.3.5 Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas foram observadas em relacdo a cor, odor,
homogeneidade e presenca ou auséncia de rachaduras e bolhas através de analise visual e com

auxilio de lupa.

3.3.6 Capacidade de absorcao de agua

A capacidade de absorcdo de &gua ou grau de intumescimento do hidrogel foi
determinada segundo metodologia proposta por Enslin-Neff em 1933. O teste é incluido em
Norma Industrial Alema denominada DIN 18 132 de 1995, sendo conhecido como teste de
absorcdo de agua Enslin-Neff (PETKOVSEK; MACEK; MAJES, 2009).

Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se o dispositivo ilustrado na
figura abaixo (Figura 7). As amostras com cerca de 0,05 g de massa foram colocadas em funil
de vidro sinterizado com auxilio de uma pinca e deixadas em contato com agua purificada por

1,2,3,6,12, 24 e 48 horas, medindo-se o volume de liquido absorvido pelas amostras.

Figura 7. Esquema ilustrativo do dispositivo de Enslin-Neff para determinacdo do perfil de
intumescimento.
Amostra

Placa
Sinterizada

- - - X X | Nl d ‘JJA.JJJ-I-;
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Graduada

Fonte: CARBINATTO, 2010.
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Os resultados foram expressos em % de absorcdo de agua em relagdo a massa inicial
da amostra, de acordo com a equagéo 1.

Vxd 100

absorcao de agua = % x 100 =

Onde: P (g) = a massa de volume de meio absorvido; M (g) = a massa inicial da amostra; V (mL) = o
volume de meio absorvido; d= densidade da agua (g.cm™).
Fonte: KIVIRANTA; KUMPULAINEN, 2011.

3.3.7 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos hidrogéis de PVA e sulfadiazina de prata foram
avaliadas utilizando texturémetro, modelo TA-TX Plus, marca Stabile Micro Systems
(Godalming, Reino Unido).

As propriedades mecéanicas dos hidrogéis foram avaliadas através dos ensaios de
perfuracdo, relaxacdo e resiliéncia, utilizando-se amostras livres de imperfeicdes fisicas.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os parametros utilizados foram de 5 mm de
distancia para o ensaio de perfuracdo e de 2 mm para os ensaios de resiliéncia e relaxacao
com calibracdo utilizando forca maxima de 5kgf (quilograma- forca) para todos o0s ensaios.

As amostras de hidrogel utilizadas para os testes de perfuracdo apresentaram:
espessura média de 0,70 + 0,05 mm; peso médio de 245,00 + 2,45 mg e area média de 25 mm
x 30 mm. Para os ensaios de relaxacdo as amostra apresentaram: espessura média de 0,65 +
0,07 mm; peso médio de 268,50 + 2,98 mg e area média de 25 mm x 30 mm. Para 0s testes de
resiliéncia os hidrogéis utilizados tinham: espessura média de 0,68 + 0,06 mm; peso médio de

233,30 + 2,52 mg e area média de 25 mm x 30 mm.

3.3.8 Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura

Para a caracterizacdo térmica dos hidrogéis foi realizada a anélise por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) empregando-se um calorimetro diferencial de varredura da
marca TA Instruments modelo MDSC 2910 (New Castle, EUA). As curvas de DSC foram

obtidas em atmosfera dindmica de nitrogénio com vaz&o de 30 mL min™, razéo ou velocidade
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de aquecimento de 10 °C min™, faixa de aquecimento de 25 °C a 200 °C. Empregou-se

cadinho de aluminio e massa de amostra em torno de 2 mg.

3.3.9 Teor de umidade

As analises de umidade foram realizadas em triplicata utilizando-se uma balanca de
umidade da marca Shimadzu modelo OC63U (Kioto, Japdo) com aquecimento através de
ldmpada de halogénio com capacidade minima 0,02g e maxima de 30g, utilizando amostras
de hidrogéis com peso médio de 183,33 mg + 0,068 e temperatura de 60°C modo slow. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.10 Espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier

Para obtencdo dos espectros de infravermelho utilizou-se um Espectrometro de
Absorgéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier da marca Agilent (modelo
Cary 630, USA), na faixa de comprimento de onda de 400 a 4000 cm™ e resolucéo de 2 cm™.

As amostras foram analisadas sem qualquer preparacao prévia.

3.3.11 Avaliacdo do perfil de liberacdo de sulfadiazina de prata no hidrogel por

potenciometria

A determinacdo do perfil de liberacdo de prata pelo hidrogel foi realizada por
potenciometria. O metodo baseia-se no principio que o potencial eletroquimico entre dois
eletrodos ou semi-células pode ser associado a concentragdo de uma espécie idnica (SKOOG
et al., 2006).

Os experimentos foram realizados utilizando eletrodo de prata combinado acoplado
em pHmetro da marca Analyzer modelo pH 300 (S&o Paulo, Brasil) conforme ilustrado na
Figura 8. Inicialmente tentou-se agitacdo magnética, uma vez que medidas envolvendo
eletrodos exigem homogeneizagdo do meio reacional para evitar o desenvolvimento de
gradientes de concentracdo. No entanto, houve dissolucdo completa do hidrogel apos poucos

minutos de agitacdo. Assim, optou-se por anexar uma bomba peristaltica com retirada e
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reposicdo continua do meio. A bomba peristéltica utilizada foi da marca Ismatec (modelo MP
13GJ-4, Wertheim, Alemanha) com vazdo de 0,5 mL min™. Utilizou-se cerca de 0,100 g de
amostras de hidrogel em 20 mL de agua ultrapura a temperatura de cerca de 25 °C+ 0,1. As

medidas foram em mV por tempo de contato (min).

Figura 8. Montagem do sistema utilizado para determinacéo da liberacdo de prata por potenciometria.
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Fonte: Elaboracéo prdpria.

3.3.12 Difracdo de raios X

Os hidrogéis (tempo 0 e ap6s 180 dias de armazenamento) foram analisados por
difratometria de raios X (DRX) a temperatura ambiente, utilizando-se difratbmetro Shimadzu
modelo XRD 7000 (Kioto, Japdo) com lampada de cobre de radiagdo Ko (A= 1,5418 A) e
velocidade de varredura de 2°min™, com 26 variando de 10° a 90°. As amostras n3o passaram

por processo de preparacao previa.

3.3.13 Microscopia eletronica de varredura

A superficie e a morfologia da fratura criogénica dos hidrogéis com sulfadiazina de
prata foram observadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) da marca QUANTA
FEG 250 (FEI Company, Hillsboro, EUA) com fonte de emisséo de campo (FESEM - field
emission scanning electron microscopy). As amostras foram imersas em nitrogénio liquido
com o auxilio de pingas e apds cerca de 5 min, as amostras congeladas foram partidas. As
amostras fraturadas criogenicamente foram metalizadas por revestimento com filme

de ouro/paladio (80%/20%) por pulverizacdo catodica sobre uma camada de carbono


https://www.google.com.br/search?espv=2&rlz=1C1NHXL_pt-BRBR684BR685&biw=1366&bih=667&q=Hillsboro+Oregon&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCosis_OVeIAsavS03K1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAhkl58UQAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwilzNiCpJTPAhUBj5AKHUX8BYMQmxMIiQEoATAS
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depositada por evaporagéo utilizando o equipamento metalizador BAL-TEC MED 020 (BAL-
TEC, Balzers, Liechtenstein).

3.4 Analise estatistica

Empregou-se o teste ANOVA e posterior andlise de teste post hoc Tukey. Os testes
estatisticos foram realizados com o auxilio do programa Statistica® v 8.0 (TX, USA) e

valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

3.5 Estudo cinético da liberacdo da sulfadiazina de prata a partir do hidrogel

desenvolvido

Os dados obtidos a partir do perfil de liberacdo da sulfadiazina de prata dos hidrogéis
em diferentes tempos de armazenamento foram submetidos a tratamentos matematicos para a
determinacdo da cinética de liberacdo do principio ativo. Para isso foram aplicados trés
modelos matematicos (COSTA, 2002; SHAIKH; KSHIRSAGAR; PATIL, 2015), sendo:
(i) cinética de primeira ordem, expresso pela equacéo 2.
LnQ =LnQ, +k " t (Equagéo 2)
Onde: Qt € a quantidade de farmaco libertado ao tempo t; Qo a quantidade inicial de farmaco; k é a

constante de liberacéo; e t € o tempo.

(if) modelo de Higuchi, expresso pela equagao 3.
Q =k, %/t

Onde: Qt é a quantidade de farmaco liberado ao tempo t; Ky é a constante de Higuchi; e t é o tempo.

(Equagéo 3)

(iii) modelo Korsmeyer-Peppas, expresso pela equacéo 4.

—_ n
Q/Q =k (Equacao 4)
Onde: Qt é a quantidade de farmaco libertado ao tempo t; Q.. é a quantidade total de farmaco

dissolvido, quando a forma de dosagem (hidrogel) é exaurida; Kgp é a constante cinética Korsmeyer-

Peppas; n é o expoente de difusdo; e t é o tempo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa desenvolvida envolveu varios ensaios com o objetivo de determinar a

estabilidade e a seguranca do produto, sendo os resultados obtidos apresentados na sequéncia.

4.1 Preparo dos hidrogéis

Os hidrogéis apresentaram-se sem rachaduras, bolhas de ar e com coloracdo
uniformemente esbranquicada, conforme mostra a Figura 9. As amostras produzidas foram
entdo, separadas e embaladas para a realizagcdo dos ensaios de estabilidade acelerada com
armazenamento em camara climatizadaa 25 £2°C e 60 £+ 5% de URea40+2°Ce 75+ 5%
de UR e também para os ensaios de viabilidade celular. Como material de embalagem foi
escolhido um saché laminado. Os sachés, por serem compostos de camadas de poliéster e
aluminio, foram escolhidos por, a principio, terem a capacidade de protecdo da luz e da

umidade.

Figura 9. Imagem do hidrogel no tempo zero.

Fonte: Elaboragdo propria.

Para os ensaios de citotoxicidade foram preparadas amostras contendo 0; 1,0; 2,5; 5,0;
e 10% (m/m) de sulfadiazina de prata envolvendo o mesmo procedimento. O uso de
concentracdes mais elevadas de prata nos hidrogeéis teve como objetivo verificar a capacidade
do hidrogel em suportar maior volume de prata, e sua possivel utilizagdo como curativo
topico. GIRATA (2011) desenvolveu um curativo com teor de 10% (m/m) de prata e, segundo
sua avaliacdo, com elevado potencial no tratamento de queimaduras e outras lesdes de pele.
Assim, avaliou-se a possibilidade de utilizar concentracbes mais elevadas de prata nos

hidrogéis visando maior gama de concentracfes a serem utilizadas em fungdo de necessidades
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diferenciadas dos pacientes. Em relagdo ao preparo dos hidrogéis, observou-se que a férmula
foi capaz de suportar até 10% (m/m) de sulfadiazina de prata sem alteracGes significativas nas

caracteristicas visuais dos mesmos.

4.2 Citotoxicidade celular pelo método do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)

Quando ha o desenvolvimento de qualquer produto novo com fins profilaticos ou
curativos, preconiza-se, antes mesmo da realizacdo dos ensaios clinicos, a avaliacdo de sua
toxicidade, por meio de estudos in vitro e/ou in vivo com uso de animais. Neste sentido, 0s
testes de citotoxicidade in vitro s&o os primeiros testes indicados para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos. Varios
métodos in vitro, com o objetivo de determinar a toxicidade de bio e nanomateriais, foram
padronizados, nestas Ultimas décadas, utilizando diferentes culturas celulares (NOGUEIRA et
al., 2014). Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou
indiretamente em contato com uma cultura de células, verificando-se as alteracdes celulares
basais por diferentes mecanismos (ROGERO et al., 2003). O objetivo dos ensaios de
citotoxicidade com linhagens celulares é observar se o material é capaz de produzir efeitos
letais ao sistema bioldgico em niveis celulares (MUNDSTOCK et al., 2012), sendo que, a
toxicidade é determinada pela lise celular (morte celular) ou pela inibicdo da proliferacéo
celular (WANG et al., 2013).

Nestes testes, existe a possibilidade de avaliar o comportamento celular em meio
controlado, livre das complexas interacdes envolvidas nos organismos, sendo que 0S mesmos
ainda oferecem rapidez analitica e relativa facilidade de execucdo (MARTINS et al., 2009).
Os ensaios in vitro envolvendo culturas celulares para fins de avaliacdo de toxicidade,
provavelmente, nunca irdo substituir completamente os ensaios envolvendo animais,
justamente pela complexidade das intera¢fes biologicas que ocorrem nos organismos Vivos,
no entanto, sdo importantes como parametros para os ensaios preliminares de toxicidade
(NOGUEIRA et al., 2014).

Existem varios ensaios disponiveis para a avaliagdo da citotoxicidade de celular. Entre
eles podem-se destacar os que usam MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazdlio), o MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio) e o vermelho neutro (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006; NOZAKI et al., 2012). O
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teste de MTT baseia-se na capacidade das células vivas reduzirem este composto, que passa
da cor amarelada para azul em funcéo da formacdo de cristais de formaz. A intensidade da cor
é proporcional ao numero de células presentes. O corante MTS ¢é reduzido da mesma forma
que o MTT, pela enzima desidrogenase mitocondrial, com a formacdo de cristais de
formazan. A diferenca é que os cristais formados a partir do MTS s&o solUveis em 4gua e,
portanto, o uso de solventes organicos ndo é necessario (NOZAKI et al., 2012). Os métodos
utilizando MTS tém se mostrado rapidos e sensiveis (DECHSAKULTHORN et al., 2007),
sendo interessantes para 0 ensaio proposto.

Neste ensaio foram utilizadas amostras de hidrogéis com diferentes concentracdes de
sulfadiazina de prata (0,0; 1,0; 2,5; 5,0 10,0% (mvm)) com o objetivo de verificar a possivel
toxicidade celular com o aumento do teor de prata.

Os resultados obtidos indicaram que, inicialmente, houve decréscimo da atividade
mitocondrial e consequente morte celular (24 horas de contato) com todas as amostras,
inclusive com o hidrogel sem sulfadiazina de prata. Este resultado, a principio, poderia indicar
que o hidrogel por si so poderia ser toxico para as células. No entanto, ap6s 48 h, observou-se
recuperacdo da atividade mitocondrial. A Figura 10 compara a atividade mitocondrial nos trés

tempos estudados.
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Figura 10. Citotoxicidade em células de linhagem de fibroblastos L929 expostas a hidrogéis de PVA e
sulfadiazina de prata por 24, 48 e 72 horas pelo método de MTS. Resultados expressos em
% de viabilidade celular considerando como 100% as células expostas ao meio de cultura
(controle).
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SSDZ= sulfadiazina de prata; PBS-CMF = solucdo tampdo fosfato, livre de magnésio e calcio;
DMEM= Meio Dulbecco MEM; PVA= alcool polivinilico; MTS= reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio.

Fonte: Elaboragdo propria.

No experimento realizado, a taxa de viabilidade mitocondrial em 72 horas de contato
foi superior aquela observada por Rigo et al. (2013). Os autores, trabalhando com
nanoparticulas de pratas veiculadas em curativos numa concentracdo de 821 + 20 pg cm™,
observaram viabilidade celular de cerca de 17% em 72 horas de contato. No entanto, 0s
autores sugerem que a reducdo da atividade mitocondrial em funcéo das particulas de prata,
ocorreu temporariamente ndo prejudicando a viabilidade das células. Os estudos foram
conduzidos por 9 dias e, concluiram que ndo foi tempo suficiente para verificar o
renascimento da atividade mitocondrial, como sugerido por suas observa¢es in vivo
realizadas no mesmo ensaio.

A Figura 11, um grafico da viabilidade celular normalizada em fungdo do tempo de
contato das células com os produtos em analise indicou que o hidrogel livre de sulfadiazina de
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prata e o hidrogel com 1 % (m/m) de sulfadiazina de prata exibiram praticamente a mesma
viabilidade celular.

Figura 11. Citotoxicidade em células de linhagem de fibroblastos L929 expostas a hidrogéis de PVA
em 24, 48 e 72 horas de contato pelo método de MTS. Resultados expressos em % de
viabilidade celular (considerando 100% as células expostas ao meio de cultura (controle))
normalizada em funcdo do tempo de contato da célula.
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SSDZ= sulfadiazina de prata; PBS-CMF = solucdo tampdo fosfato, livre de magnésio e calcio;
DMEM= Meio Dulbecco MEM; PVA = élcool polivinilico; MTS= reagente 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio.

Fonte: Elaboragdo propria.

Os melhores resultados obtidos em relagdo a citotoxicidade celular indicaram que o
hidrogel com teor de 1% (mvin) de sulfadiazina de prata foi o mais adequado, avaliando desde
as primeiras horas de contato. Assim, este teor foi confirmado para a preparagéo dos hidrogéis

e mantido em todos os demais ensaios.
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4.3 Ensaios de estabilidade acelerada

Para a comercializacdo de um novo medicamento, a industria deve realizar ensaios
para avaliar sua conformidade com as especificacBes fisico-quimicas e microbiologicas e
determinar as condi¢fes de armazenamento compativeis com a zona climética da regido
geogréfica onde o produto sera distribuido (MEIRELES, 2014). Em funcdo desta exigéncia
foram realizados ensaios de estabilidade acelerada mantendo as amostras em camara
climatizadaem 40 +2°Ce 755 % URea 25+ 2°C e 60 £ 5% UR.

Ap6s 30 dias de armazenamento das amostras mantidas a 40 = 2°C e 75 + 5 % UR
observou-se 0 escurecimento das amostras de hidrogel, como mostra a Figura 12. Em funcgéo
da aparéncia ndo desejavel, optou-se por descontinuar 0s ensaios nestas condi¢cdes. Somente o
estudo de estabilidade acelerado a 25 + 2°C e 60 + 5% de UR foi conduzido até o final (180

dias de armazenamento).

Figura 12. Hidrogel ap6s 30 dias de armazenamento em camara climatizada a 40 + 2°C e 75 + 5 % de
UR.

Fonte: Elaboracgdo propria.

O escurecimento do hidrogel, ja no primeiro més de armazenamento a 40 + 2°C e 75 +
5 % UR indicou que produto ndo suportaria ser mantido em temperatura ambiente em um pais
como o Brasil, da zona climética IV (quente e imida). A delimitagdo do mundo em quatro
zonas climaéticas é feita de acordo com a prevaléncia anual das condi¢fes climéticas, sendo
em funcdo de critérios de temperatura cinética média e umidade relativa, possuindo particular

relevancia em estudos de estabilidade e defini¢do de shelf life para qual o produto é destinado.
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O Brasil é considerado um pais de zona climética IV com temperatura cinética media de 30 +
2°C e porcentagem de umidade relativa de 70+ 5% (ORIQUI et al., 2011).

A sulfadiazina de prata sofre processo de degradacdo em condi¢cbes rotineiras de
estresse (40°C) em preparacdes farmacéuticas, conforme verificou Lopes e Moreno (2014)
quando desenvolveram cremes dermatoldgicos (anidnicos e ndo-anidnicos) incorporados de
sulfadiazina de prata a 1% (m/m). Assim, o resultado obtido no ensaio de estabilidade
acelerada com as amostras de hidrogel a 40 °C poderia ser esperado.

Na avaliacdo da estabilidade dos hidrogéis a 25 £ 2°C e 60 = 5% de UR o0s ensaios
realizados foram relativos as caracteristicas organolépticas, teor de umidade, intumescimento,
atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo, resisténcia mecéanica (perfuracgéo,
resiliéncia e relaxacdo), espectrofotometria de infravermelho, difracdo de raios X, anélise
térmica por calorimetria diferencial de varredura, avaliacdo do comportamento de liberacédo
de ativo (prata) por potenciometria e avaliacdo da morfologia por microscopia eletrénica de

varredura.

4.3.1 Caracteristicas organolépticas

Visualmente, as amostras de hidrogéis apresentaram escurecimento a partir dos 90 dias
de armazenamento, como ilustra a Figura 13. Nenhuma outra alteragdo organoléptica foi

observada. Assim, a partir dos 90 dias o produto ndo estaria visualmente adequado.

Figura 13. Caracteristicas visuais dos hidrogéis armazenados a 25 + 2°C e 60 = 5% de UR.
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Fonte: Elaboracdo propria.
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4.3.2 Atividade antimicrobiana

O teste de disco-difusdo € um método comumente utilizado na determinacdo da
sensibilidade de microrganismos frente a diferentes agentes antimicrobianos. A escolha deste
método para a avaliagdo da eficiéncia antimicrobiana do hidrogel desenvolvido deu-se em
funcdo de sua praticidade. O método de disco-difusdo € de facil execucdo, tem padronizacdo
bem estabelecida, ndo exige equipamentos especiais e permite facil interpretacdo dos
resultados obtidos (JORGENSEN; FERRARO, 2009; BALOUIRI et al., 2016). O teste de
difusdo em &gar € um método fisico, onde um microrganismo é desafiado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e relaciona o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentracdo da substancia
ensaiada (OSTROSKY et al., 2008). Contudo, pode haver reacdo da prata com o0 meio, ndo
propiciando um resultado fidedigno (INTERNATIONAL CONSENSUS, 2012). No entanto,
ha a compensacdo pelo controle positivo e, desta forma, o método pode ser considerado
adequado para esta proposta de pesquisa.

Os microrganismos empregados no teste foram Staphylococcus aureus ATCC 10390 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721 em funcdo de serem agentes infectantes presentes em
feridas cutaneas. A bactéria Staphylococcus aureus apresenta relevancia clinica pela sua
elevada incidéncia em infec¢des cutaneas e bom crescimento em meios de cultura, 0 que o
torna um agente patogénico de pele adequado para o estudo. As infeccdes por Pseudomonas
aeruginosa sdo também importantes causa de morbidade e mortalidade em vitimas de
queimaduras (CHILLER; SELKIN; MURAKAWA, 2001). Em um trabalho realizado por
Rempel, Tizzot e Vasco (2011) em um hospital universitario, os autores obtiveram, como
agentes etiologicos de maior incidéncia nas infeccbes em pacientes queimados as bactérias
Pseudomonas aeruginosa (38,7%), Acinetobacter baumannii (24,4%) e Staphylococcus
aureus (19,3%). Isto corrobora para escolha dos microrganismos Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeuroginosa no ensaio.

No teste para mensurar a eficacia antimicrobiana dos hidrogéis contendo sulfadiazina
de prata foram utilizadas amostras de hidrogéis no tempo 0, 30, 60, 90 e 180 dias de
armazenamento a 25 + 2°C e 60 £ 5% de UR. Como controle positivo (C+) utilizou-se
solucéo de sulfadiazina de prata a 1% (m\v) impregnada em disco de papel e como controle
negativo (C-) um disco de hidrogel sem sulfadiazina de prata. Apds o tempo de incubacéo de
24 horas a 37°C, observou-se a formacdo de halos de inibicdo microbiana com didmetros

préximos entre si e semelhantes ao padrdo positivo que continha somente a sulfadiazina de
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prata 1% (m/v), conforme pode ser observado na Figura 14. Pode-se concluir que houve a
liberacdo do ativo dos hidrogéis em todos 0s tempos de armazenamento.
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Figura 14. Resultados obtidos no teste de disco-difusdo apds 24 h de incubacdo em estufa a 37°C das
amostras armazenadas em diferentes tempos de armazenamento a 25 + 2°C e 60 + 5% de
UR. As placas contendo meio de cultura TSB, da direita foram inoculadas com
Staphylococcus aureus e as da esquerda com Pseudomonas aeruginosa, sendo: a) tempo O;
b) 30 dias de armazenamento; ¢) 60 dias de armazenamento; d) 90 dias de armazenamento;
e) 180 dias de armazenamento; 1 amostras, 2 controle positivo (solu¢do de sulfadiazina de
prata 1% (m/v)) e 3 controle negativo (hidrogel sem sulfadiazina de prata).

Fonte: Elaboracéo propria.
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No teste de disco-difusdo a avaliacdo da atividade antimicrobiana é feita por
comparacdo dos halos de inibicdo de crescimento frente a um padréo de referéncia (controle
positivo). Os resultados do teste de difusdo em disco sdo qualitativos, em relacdo a
suscetibilidade bacteriana, sendo 0s microrganismos classificados em sensiveis,
moderadamente sensiveis ou resistentes em relacdo ao controle positivo (JORGENSEN;
FERRARO, 2009; OSTROSKY et al., 2008). Este método ndo permite a quantificacdo do
agente antimicrobiano que difunde para o meio (BALOUIRI et al., 2016). No entanto, para o
experimento proposto nesta pesquisa, o objetivo foi verificar a capacidade ou ndo de liberagédo
do ativo dos hidrogéis, sendo assim, este método foi adequado para os ensaios realizdos. A
tabela ilustra os valores dos halos de inibigdo, em mm, obtidos ap6s a incubacéo e sua relacdo

com o halo de inibicéo obtido a partir do controle.

Tabela 5. Valores médios (n=3) para halos de inibicdo de crescimento microbiano (mm) empregando
amostras de hidrogéis com sulfadiazina de prata em diferentes tempos de armazenamento (0,
30, 60, 90 e 180 dias).

Amostras Halo de Halo de % de inibicdo | % de inibigéo
Tempo de inibicéo inibicéo Staphylococcus | Pseudomonas
armazenamento (dias) | Staphylococcus Pseudomonas aureus aeruginosa
aureus aeruginosa
(mm) (mm)
0 224 +6 251+7 114,09 86,55
30 2107 238+5 108,18 82,07
60 19,7+6 21,77 89,54 74,83
90 18,7+4 20,2+6 85,00 69,65
180 18,6 + 6 19,7+5 84,54 67,93
Controle positivo (C+) 2205 29,07 100 100
Controle negativo (C-) 0 0 0 0

Controle positivo - solucdo de sulfadiazina de prata a 1% (p\v); controle negativo - hidrogel sem

sulfadiazina de prata.
Fonte: Elaboracgdo propria.
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O hidrogel sem sulfadiazina de prata (padrédo negativo de inibi¢cdo) ndo inibiu o
crescimento bacteriano. Por outro lado, o hidrogel com sulfadiazina de prata promoveu um
halo de inibi¢do do crescimento microbiano (diametro de 22,4 mm) ligeiramente maior (cerca
de 1,02 x) do que a do padrdo positivo de inibicao (solucdo aquosa a 1% (m/v) de sulfadiazina
de prata (m / v)) o qual apresentou um halo de inibicdo de diametro de 22,0 mm) (Tabela 5).
Pelos resultados obtidos, constatou-se que o hidrogel impregnado com sulfadiazina de prata
permitiu a libertacdo continua do principio antimicrobiano, em concentracdes capazes de
inibir o crescimento bacteriano. Os resultados obtidos estdo em concordancia com os
publicados por Jodar et al. (2015).

Utilizando o teste ANOVA e posterior analise de teste post hoc Tukey, conclui-se que
ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os halos de inibicdo de crescimento
bacteriano tanto para Pseudomonas aeruginosa como para Staphylococcus aureus obtidos de
amostras armazenadas em diferentes tempos de armazenamento, como pode ser visto nas
Tabelas 6 e 7. Assim, o tempo de armazenamento (0 - 180 dias) ndo influenciou na eficécia do
hidrogel quanto ao potencial antimicrobiano. Também n&do se observou diferenca entre o
hidrogel e o controle positivo, demonstrando que o hidrogel € tdo eficaz quanto a sulfadiazina

de prata em solugéo a 1% (m/v).

Tabela 6. Diferengas médias dos halos de inibi¢do de crescimento bacteriano obtidos em culturas de
Pseudomonas aeruginosa empregando amostras de hidrogel armazenadas em diferentes
tempos (0, 30, 60, 90 e 180 dias) pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de 5%.

Dias de Tratamentos
armazenamento {1} {2} {3} {4} {5} {6}

0 {1} 0,999379 | 0,949964 | 0,812333 | 0,747905 | 0,999519
30 {2} 0,999379 0,993812 | 0,937302 | 0,897718 | 0,985564
60 {3} 0,949964 | 0,993812 0,998754 | 0,995058 | 0,843539
90 {4} 0,812333 0,937302 0,998754 0,999994 | 0,644609
180 {5} 0,747905 0,897718 0,995058 0,999994 0,572269
C positivo {6} 0,999519 0,985564 0,843539 0,644609 | 0,572269

C positivo = controle positivo (disco de papel embebido com solucdo a 1% (M/v) de sulfadiazina de
prata).
Fonte: Elaboracéo propria.
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Tabela 7. Diferencas médias dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano obtidos em culturas de
Staphylococcus aureus empregando amostras de hidrogel armazenadas em diferentes
tempos (0, 30, 60, 90 e 180 dias) pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de

5%.
Dias de Tratamentos

armazenamento {1} {2} {3} {4} {5} {6}

0 {1} 0,990473 | 0,863137 | 0,649060 | 0,625192 | 0,999978
30 {2} ]0,990473 0,993193 | 0,923332 | 0,910073 | 0,998017
60 {3} |0,863137 | 0,993193 0,998017 | 0,996894 | 0,923332
90 {4} | 0,649060 | 0,923332 | 0,998017 1,000000 | 0,742103
180 {5} |0,625192 | 0,910073 | 0,996894 | 1,000000 0,719414
C positivo {6} | 0,999978 | 0,998017 | 0,923332 | 0,742103 | 0,719414

C positivo = controle positivo (disco de papel embebido com solugéo a 1% de sulfadiazina de prata).
Fonte: Elaboragdo propria.

4.3.3 Capacidade de absorcédo de dgua

A capacidade de intumescimento ou inchamento de hidrogéis, quando colocados em
contato com solvente compativel, € uma importante caracteristica para uso dos hidrogéis
como curativos (GANJI; VASHEGHANI-FARAHANI; VASHEGHANI-FARAHANI,
2010).

Os hidrogéis sdo capazes tanto de doar umidade para o tecido desidratado como
absorver umidade a partir do exsudato, ajudando na manutencdo de um microclima adequado
sobre a superficie da ferida, de extrema importancia para as reacfes biossintéticas necessarias
para atividades celulares. Os hidrogéis sdo capazes de absorver e reter os exsudados da ferida,
bem como quaisquer organismos contaminantes, tais como células bacterianas, dentro da sua
estrutura de rede tridimensional. Adicionalmente, os hidrogéis em funcdo da capacidade de
manutencdo do ambiente Umido sdo Uteis na promocdo da proliferacdo de fibroblastos e,
também na protecdo da ferida de fatores nocivos externos (PAL; BANTHIA; MAJUMDAR,

2009). Assim, curativos na forma de hidrogel sdo de valor inegavel para utilizacdo em
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diferentes tipos de feridas, com potencial de serem utilizados em feridas agudas ou cronicas
(RIPPON; WHITE; DAVIES, 2007; HWANG et al., 2010).

O fendmeno de extensdo da absorcdo de agua ou eventual desintegracdo da rede
polimérica dos hidrogéis é dependente de fatores chaves que regulam estes processos ligados
as interacdes polimero(s)-solventes(s), massa molecular do(s) polimero(s) e forca das ligacGes
moleculares (OOMMEN et al., 2013). A propriedade de intumescimento ou absor¢do também
é dependente da presenca de grupos hidrofilicos como OH, CONH, CONH; e SOsH na rede
tridimensional (LAFTAH; HASHIM; IBRAHIM, 2011).

A Figura 15 apresenta o comportamento dos hidrogéis de PVA com sulfadiazina de
prata armazenados em 0, 30, 60, 90 e 180 dias a 25 + 2°C e 60 = 5% UR em contato com o
solvente (adgua ultrapura) em 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Observando os resultados obtidos,
verificou-se uma maxima absorcéo ocorrendo durante as primeiras doze horas de contato com
a agua. Apoés este periodo, as amostras de hidrogel armazenados em diferentes tempos
absorveram uma quantidade menor de agua, provavelmente devido a saturacdo dos filmes.
Verificou-se também que ndo houve alteracdo significativa em relacdo a capacidade de

absorcéo de liquidos em funcdo do tempo de armazenamento.

Figura 15. A capacidade de absorcao de agua das amostras de hidrogéis de PVA com sulfadiazina de
prata armazenados em 0, 30, 60, 90 e 180 dias a 25 + 2°C e 60 + 5%UR.
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Fonte: Elaboracdo propria.
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4.3.4 Propriedades mecénicas

As propriedades mecanicas dos hidrogéis foram avaliadas em relacdo aos parametros
resisténcia a perfuracéo, relaxacéo e resiliéncia.

As propriedades mecénicas do hidrogel estdo principalmente relacionadas com a
capacidade do polimero para formar ligacdes em cadeias de polimeros, dificultando a sua
separacdo, quando sujeitos a forcas mecanicas (YANG, 2012). Desta forma, os plastificantes
usados nas formulagdes tém intensa influéncia nestas propriedades (BOURTOOM, 2008).
Além disto, as caracteristicas mecanicas macroscopicas dos hidrogéis tém forte ligacdo com
sua microestrutura (GONG; HONG, 2012). Assim, determinar estas propriedades, ao longo
do tempo, pode ser uma forma de avaliar a degradacdo de um produto.

O ensaio de perfuracdo sujeita o hidrogel a uma compressdao em kgf (quilograma-
forca), em funcdo do tempo, observando-se a resisténcia que o material apresenta. Pelo teste
de relaxacao obtém-se informacdes sobre a conformacéo das macromoléculas. O fendmeno de
relaxacdo molecular relaciona-se com a propriedade viscoelastica do material. Ja a
propriedade de resiliéncia indica a capacidade do filme em absorver energia quando nele se
aplica uma tensdo, a qual pode causar uma deformacéo permanente ou ndo, mas sem a ruptura
do material (COWE; ARRIGHI, 2007).

Os resultados obtidos em relacéo a resisténcia mecénica estdo apresentados na Figura
16, sendo a Figura 16a relacionada a perfuracdo; Figura 16b relacionada a relaxacao e Figura

16c¢ relacionada a resiliéncia.
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Figura 16. Representacdo grafica dos resultados de resisténcia mecénica dos hidrogéis obtidos por
texturémetro nos tempos 0, 30, 60, 90 e 180 dias de armazenamento a 25 + 2°C e 60 +

5%UR, sendo a) perfuracdo; b) relaxacdo; c) resiliéncia.
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Na resisténcia mecanica em relacdo a perfuracdo (Figura 16a) pode-se perceber que
houve diminuicdo gradual ao longo do tempo de armazenamento, apds os primeiros 30 dias de
armazenamento, mas mantendo ao mesmo tempo o comportamento.

Ao comparar a evolucdo da relaxacdo durante todo o periodo de armazenamento,
pode-se ver, a partir de inspecdo da Figura 16b, que houve diminuicdo em intensidade (forga
aplicada) de modo consistente ao longo do periodo de armazenamento.

No que diz respeito as caracteristicas relativas a resiliéncia dos hidrogeis (Figura 16c)
houve um aumento marcante apos os primeiros 30 dias de armazenamento com decréscimo
constante durante o restante do periodo de armazenamento. Assim, pode concluir-se que as
caracteristicas visco-elasticas de deformacdo e relaxamento molecular melhoram em relagéo
aos primeiros 30 dias de armazenagem, com diminuicdo persistente (embora suave) destas
propriedades durante o resto do periodo de armazenamento.

Os resultados aqui apresentados foram similares aos de Amaral et al. (2008). Os
autores compararam a resisténcia mecanica de um hidrogel de PVA obtido por radiagdo
ionizante, em amostras recém-preparadas e armazenadas por 5 (cinco) meses. Puderam
constatar que o hidrogel recém-preparado mostrou ser mais resistente a tracdo que o hidrogel
estocado. Por outro lado, o hidrogel estocado apresentou maior resisténcia a perfuracéo,
provavelmente por apresentar maior elongacéo que o recém-preparado.

Alteracdo da cristalinidade ou da umidade podem ser fatores que colaborariam para
alteracdes significativas das propriedades mecanicas dos hidrogéis. Transformacdes quimicas
que ocorrem com o decorrer do tempo, também representam um importante fator de
degradacdo dos materiais, provocando alteracdo nas propriedades mecanicas (AMARAL et
al., 2008). Neste ensaio, sugere-se que a diminuicdo da relaxacdo e da resiliéncia, com o
passar do tempo, possam ser explicadas como resultado de uma modificagdo quimica, como
aquela ocorrida pela reacdo de derivatizacdo do glutaraldeido que provocou o escurecimento
do hidrogel (Item 4.3.7).

4.3.5 Andlise térmica por calorimetria exploratoria diferencial

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC - "Differential Scanning Calorimetry™)
é uma técnica de analise térmica na qual a temperatura de uma amostra, comparada com a
temperatura de um material termicamente inerte, é registrada em funcéo do fornecimento de

temperatura @ medida que a amostra é aquecida ou resfriada a uma razdo constante. A DSC
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mede a entalpia das amostras podendo indicar a temperatura de transicdo vitrea e 0s eventos
endotérmicos e exotérmicos das amostras estudadas (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000;
SKOOG et al., 2006).

Geralmente, as analises térmicas sao ferramentas Uteis para 0 processo de
desenvolvimento de formulagdes, uma vez que permitem avaliar a compatibilidade entre os
componentes de uma formulacdo, a estabilidade e a decomposicdo térmica de ativos. Os
dados obtidos por anélises térmicas estdo diretamente relacionados com a qualidade final de
um produto farmacéutico, permitindo inferir aspectos da eficacia terapéutica ou a estabilidade
do produto durante todo o periodo de vida de prateleira (OLIVEIRA; YOSHIDA; LIMA
GOMES, 2011).

Os resultados da analise térmica dos hidrogel por DSC realizada em diferentes tempos
de armazenamento podem ser encontrados na Figura 17 e na Tabela 8. De modo geral, 0s
picos observados nas curvas de DSC das amostras indicaram perda de massa em dois picos
endotérmicos, sendo as temperaturas de ponto de fusdo apontadas na Tabela 8. A primeira
perda de massa associada ao pico endotérmico pode ser atribuida a desidratacdo
(IONASHIRO, 2004). Os segundos picos endotérmicos sao referentes ao ponto de fuséo.
Segundo Peppas e Merril (1976), em estudos avaliando hidrogéis de PVA, observaram pontos
de fusdo de hidrogéis de PVA variando de 208,2 °C a 216,5 °C dependendo da porcentagem
do PVA e do tipo de reticulagéo.

Tabela 8. Temperaturas dos eventos térmicos observados nas anélises de DSC dos hidrogéis de PVA e
sulfadiazina de prata em 0, 30, 60, 90 e 180 dias de armazenamento a 25 + 2°C e 60 *

5%UR.
Tempo de Temperatura do 1° Temperatura do 2° AT
armazenamento (dias) pico endotérmico pico endotérmico (°C)
(°C) 0

0 129,80 216,58 86,78

30 135,85 216,19 80,34

60 146,15 215,71 69,56

90 138,15 215,94 77,79

180 135,34 215,24 79,90

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 17. Curvas de DSC dos hidrogéis de PVA e sulfadiazina de prata em 0 (a), 30 (b), 60 (c), 90
(d) e 180 (e) dias de armazenamento a 25 =+ 2 °C e 60 + 5% UR.
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Pelos valores obtidos (Tabela 8) pode-se concluir que ndo houve diferenca em relacéo
aos eventos térmicos. Isto indica que ndo ocorreram alteracfes significativas na estrutura
formada como polimerizacGes, oxidacdes, dessorcdo, etc., em fungcdo do tempo de
armazenamento. No entanto, quando se observam as areas das curvas de entalpia dos
primeiros eventos endotérmicos foram verificadas diferencas. Provavelmente, estas alteracfes
possam ser atribuidas a reacao de derivatizacdo entre o glutaraldeido e a sulfadiazina de prata.

Os segundos eventos endotérmicos, que aconteceram em torno de 216°C, foram
provavelmente devidos a eventos de decomposicdo. Os resultados obtidos a partir das analises
térmicas de DSC estdo em estreita concordancia com os obtidos a partir de estudos de
difracdo de raios X (item 4.3.9.). A impregnacdo do PVA com moléculas menores (como
PEG) levou a uma redugdo da cristalinidade com estreitamento do perfil de fusdo. Os
eventos térmicos descritos na Figura 17 e os difratogramas de raios-X (item 4.3.9., Figura 22)
indicaram uma amorfizacdo do sistema de hidrogel e sulfadiazina de prata, conduzindo assim

a0 aumento da estabilidade verificada.

4.3.6 Teor de umidade

As amostras de hidrogéis foram colocadas no analisador de umidade por
infravermelho e o resultado foi dado em % (m/m) de umidade. Os resultados estdo

apresentados na tabela abaixo (Tabela 9).

Tabela 9. Teores médios (n=3) de umidade obtidos em amostras de hidrogel de PVA e sulfadiazina de
prata nos diferentes tempos de armazenamento a 25 + 2°C e 60 £ 5%UR.

Tempo de armazenamento (dias) % de umidade (m/m)
0 8,45+1,38
30 7,92 2,04
60 7,62 2,67
90 7,45+ 1,53
180 6,98 £ 2,94

Fonte: Elaboracéo propria.
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O teor médio de umidade (% , m/m) obtido durante todo o periodo de armazenamento
foi de 7,68% + 0,48. Os resultados foram considerados adequados para a conservacdo do
produto, em funcdo de uma porcentagem de umidade relativamente baixa, 0 que reduz a
possibilidade de degradacdo dos ativos por hidrolise e dificulta a proliferacdo de
microrganismos contaminantes. A reacdo de hidrolise é uma das reacGes de degradacdo
quimica mais comum em extensa faixa de pH (BLESSY et al., 2014).

Utilizando o teste ANOVA e posterior analise de teste post hoc Tukey, conclui-se que
ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os teores de umidade encontrados nos
diferentes tempos de armazenamento, como pode ser visto (Tabela 10). Neste sentido, pode-
se considerar que a embalagem foi adequada para a manutencdo da qualidade, em relagéo ao

teor de umidade, durante todo o ensaio de estabilidade.

Tabela 10. Diferengas médias de umidade entre os diferentes tempos de armazenamento (0, 30, 60, 90
e 180 dias) pelo teste de Tukey, para um nivel de significancia de 5%.

Dias de Tratamentos
armazenamento {1} {2} {3} {4} {5}
0 {1} 0,998094 0,989220 0,978552 0,918942
30 {2} 0,998094 0,999802 0,998826 | 0,982885
60 {3} 0,989220 0,999802 0,999979 | 0,995991
90 {4} 0,978552 0,998826 0,999979 0,998826
180 {5} 0,918942 0,982885 0,995991 0,998826

Fonte: Elaboracdo propria.
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4.3.7 Espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier

Para a caraterizacdo dos hidrogéis submetidos ao ensaio de estabilidade acelerada
utilizou-se também a Espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR- Fourier transform Infrared).

A FTIR é uma técnica espectroscopica vibracional que tem sido bastante utilizada por
apresentar alta resolucéo, rapidez analitica e ndo ser destrutiva. Além disso, esta técnica ndo
exige o0 uso de solventes ou outros reagentes quimicos (ROHMAN, 2012).

A absorcdo de luz na regido do infravermelho (IV) causa alteragdes no estado de
energia vibracional da molécula. Essas transi¢fes vibracionais sdo associadas a mudancas de
rotacdo dos atomos das ligacbes quimicas. Cada grupo funcional absorve em frequéncia
caracteristica de radiacdo no espectro de V. Assim, a espectroscopia de infravermelho é util
para a deteccdo de grupos funcionais na molécula e, um gréafico de intensidade de radiacéo
versus frequéncia, permite caracterizar os grupos funcionais das mesmas. Cada pico de um
espectro de IV corresponde a um grupo funcional especifico (CIENFUEGOS; VAITSMAN,
2000).

Assim, visando observar possiveis interaces entre os componentes da formulacéo
foram obtidos espectros de infravermelho de amostras de hidrogel com sulfadiazina de prata
em todos os tempos de armazenamento (0, 30, 60, 90 e 180 dias). Pelos resultados obtidos

pode-se afirmar que eles foram semelhantes entre si (Figura 18).
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Figura 18. Espectros de infravermelho da sulfadiazina de prata e dos hidrogéis de PVA e sulfadiazina
de prata em diferentes tempos de armazenamento a 25 = 2°C e 60 £ 5%UR, sendo: a)
sulfadiazina de prata; b) hidrogel em 0 dia de armazenamento; c) hidrogel em 30 dias de
armazenamento; d) hidrogel em 60 dias de armazenamento; e) hidrogel em 90 dias de

armazenamento; f) hidrogel em 180 dias de armazenamento.
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Os picos indicativos da sulfadiazina de prata estdo entre 1390 - 1250 cm™ para a
ligacdo C-N; entre 1640 - 1500 cm™ para grupamento N-H (vibragdes de deformacéo);
proximo de 1050 cm™ correspondente a ligagdo S=0,; entre 3500 - 3300 cm™ referente ao
grupamento N-H (vibracdes de estiramento) e entre 2950 - 3000 cm™ referente ao grupamento
C-H (METHA et al.,, 2013). A Figura 22a apresenta o espectro de infravermelho da
sulfadiazina de prata.

O PVA reage com o glutaraldeido através de ligacGes de hidrogénio como visualizado
na figura abaixo (Figura 19). Esta ligacdo pode ser observada em vibracGes de estiramento
entre 3330-3350 cm™ (REIS et al., 2006). Nos hidrogéis analisados verificam-se picos

proximos a 3290 cm™, indicando a reacdo de reticulacéo.

Figura 19. Reacdo de reticulagdo entre alcool polivinilico (PVA) e glutaraldeido (GA).
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Fonte: REIS et al., 2006.

Ainda, segundo REIS et al. (2006) a presenca de bandas préximas a 1720 cm™ podem
indicar grupos aldeidos do glutaraldeido livres, ou seja, que ndo reagiram com o0s grupos OH
da cadeia de PVA. Valores proximos ao indicado sdo observados nos espectros obtidos (1735
cm™). No entanto, verifica-se menor intensidade apds o tempo zero. Isto pode indicar que os
grupos do glutaraldeido que ndo reagiram com o PVA reagiram, com o passar do tempo, com

0 grupo amina da sulfadiazina. O grupo amina da sulfadiazina é indicado por picos entre



69

2950-3000 cm™ (METHA et al., 2013), conforme jé citado acima. Pode-se observar que estes
picos estdo presentes em todos 0s espectros, diminuindo a intensidade com o passar do tempo.
Grupos aldeido livres podem reagir com grupos aminas (oriundos da sulfadiazina de prata)
promovendo uma reacdo de polimerizagdo com escurecimento do hidrogel (BALCAO et al.,
2001a; BALCAO et al., 2001b; LAMAS et al., 2001) como ilustrado na Figura 20. Desta
forma, o escurecimento observado nos hidrogéis durante o periodo de armazenamento pode
ser explicado por esta reacdo e nao por degradacdo da sulfadiazina. Pode-se afirmar que a
embalagem utilizada foi adequada para evitar a degradacao da sulfadiazina por fotélise, mas

ndo impediu a reacdo de derivatizagdo do glutaraldeido.

Figura 20. Mecanismo de reacdo entre sulfadiazina de prata (SSDZ) e glutaraldeido (GA).

99
HzN‘©‘802_r|\14</ } + HC—(CH;);—CH
N=

Glutaraldeido

Sulfadiazina de prata (SSDZ)

Derivatizacao
[pH7;T=~ 25°C]

o N
HC—((H;)g—C=N~©—SOZ—II\J~</ }
Ag N

Derivado carbonilo de SSDZ
(composto de coloracao amarelo-escuro)

Hidrogel de PVA-SSDZ

Fonte: Elaboragdo propria.
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4.3.8 Perfil de liberagdo da sulfadiazina de prata no hidrogel

A liberacédo tdpica de ativos pode ser definida como a aplicacdo de uma formulacao
diretamente sobre a pele para o tratamento de diversas desordens ou manifestacGes cutaneas
advindas de outras patologias com a intencdo de levar um ou mais ativos sobre ou para o
interior da pele (GANESH; MANOHAR; BHANUDAS, 2013).

A liberacdo do ativo em sistemas poliméricos pode ocorrer por difusdo do farmaco;
por penetracdo de agua (inchamento do hidrogel) ou por processo quimico, em que o farmaco
é liberado pela degradacdo do polimero ou ainda por uma combinacdo de processos. Assim, a
determinacdo da capacidade de liberacdo do ativo € um importante parametro para conhecer a
forma e constancia de liberacdo durante o periodo de uso da forma farmacéutica pretendida
(AMARAL, 2009; KALSHETTI et al., 2012).

A liberacdo por difusdo envolve os principios fundamentais da solubilidade e da
difusividade do farmaco na matriz polimérica. Pelo mecanismo de inchamento, a liberac&o do
ativo ocorre quando o hidrogel em contato com uma solucdo aquosa absorve moléculas de
agua, ocorrendo acréscimo do volume da estrutura polimérica, com aumento da flexibilidade
das cadeias de polimero e, consequente, difusividade do farmaco. Por fim, a degradacdo da
estrutura polimérica, a qual abriga o farmaco, seja por reacBes quimicas ou enzimaticas
permite a liberacdo do principio ativo (FIGUEIREDO, 2011; COSTA, 2013).

Para avaliar a capacidade de liberacdo da sulfadiazina de prata do hidrogel ao longo do
tempo do hidrogel, escolheu-se determinar a liberacdo de prata. A técnica escolhida foi a
potenciometria empregando-se eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) em
funcdo da facilidade, baixo custo e rapidez analitica, embora este método seja, neste caso,
preditivo em funcdo de algumas varidveis ndo controlaveis como a propria desintegracdo dos
hidrogéis. Os resultados obtidos, e apresentados na Figura 21, indicaram que o perfil de
liberacdo de ativo pouco se modificou em fung@o do tempo de armazenamento (0, 30, 60, 90 e
180 dias). Pode-se dizer que houve um ligeiro aumento da liberagcdo do ativo com o passar do
tempo. Inicialmente, e até 30 minutos, houve uma liberacdo continua, indicando que
provavelmente, houve liberacdo por inchamento do hidrogel. Apds cerca de 10 a 15 minutos
de imersdo em agua a liberacdo da prata elevava-se. Apds este periodo a concentracdo da
prata permanecia quase que constante, indicando, provavelmente, a degradacdo da estrutura

quimica do hidrogel.
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Figura 21. Liberacéo de prata dos hidrogéis armazenados em 0, 30, 60, 90, 180 dias a 25 £ 2°C e 60 +
5% UR obtidos por potenciometria.
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Fonte: Elaboragdo propria.

A interpretacdo dos valores obtidos em ensaios de liberagdo de principios ativos pode

ser facilitada pela utilizacdo de modelos matematicos. Os sistemas de liberacdo que obedecem

ao modelo de cinética de primeira ordem (Lth =LnQy+k " t (onde: Qt é a quantidade de
farmaco libertado ao tempo t; Qg a quantidade inicial de farmaco; k é a constante de liberacéo;
e t é o tempo)) apresentam resposta linear em um grafico do logaritmo decimal da quantidade
liberada de farmaco versus o tempo decorrido de ensaio. As formas farmacéuticas que seguem
este perfil de liberacdo liberam uma quantidade de farmaco proporcional a quantidade restante
no seu interior, por unidade de tempo, de modo que a quantidade de farmaco liberada vai
diminuindo (COSTA, 2002).

O modelo matematico de Higuchi (Qt =k, Xt (onde: Qt é a quantidade de farmaco
liberado ao tempo t; Ky é a constante de Higuchi; e t € o tempo)) € utilizado para descrever a

velocidade de liberagdo controlada do farmaco a partir de um sistema matricial, sendo obtido
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pela construcdo de gréficos da raiz quadrada do tempo versus porcentagem dissolvida
(LOPES, LOBO, COSTA, 2005).

O modelo matemético Korsmeyer-Peppas (Qt 1Q =ke X" (onde: Qt é a quantidade
de farmaco libertado ao tempo t; Q.. é a quantidade total de farmaco dissolvido, quando a
forma de dosagem (hidrogel) é exaurida; Kgp € a constante cinética Korsmeyer-Peppas; n é o
expoente de difusdo; e t € o tempo)) deriva de uma relacdo simples, que descreve a libertacdo
de droga a partir de um sistema polimeérico. O modelo de Korsmeyer-Peppas permite calcular
o exponencial de liberacdo do farmaco (n), sendo obtido a partir da construcdo de gréaficos de
log do tempo pelo log da porcentagem de farmaco ndo dissolvida e prevé uma avaliacdo mais
detalhada sobre o mecanismo de transporte do farmaco (SHAIKH; KSHIRSAGAR; PATIL,
2015). Os modelos matematicos foram ajustados aos dados experimentais normalizados
(concentracdo normalizada) e transformados de acordo com os referidos modelos. Pelos
coeficientes de determinacdo (r’) obtidos e apresentados na Tabela 11, podem-se observar
menores valores de r? para os modelos de primeira ordem e para 0 modelo de Higuchi e,

quase uma correlagdo perfeita para 0 modelo Korsmeyer-Peppas.

Tabela 11. Valores de r* (coeficiente de determinacdo) referentes a cinética de liberacdo de
sulfadiazina de prata a partir do hidrogel, obtidos atraves da construgdo de graficos para
0s modelos de primeira ordem, Higuchi e de Korsmeyer-Peppas.

Tempo de re r’ re
armazenamento Primeira ordem Higuchi Korsmeyer-

(dias) Peppas

0 0,69959 0,84236 0,99604

30 0,62130 0,88794 0,98352

60 0,76640 0,91610 0,99163

90 0,65341 0,89886 0,98265

180 0,88636 0,80012 0,96629

Fonte: Elaboracéo propria.

Além disto, calculou-se o coeficiente de liberagdo (n) no modelo Korsmeyer-Peppas.

O calculo de n é geralmente utilizado para interpretar a libera¢do do principio ativo quando o
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mecanismo que prevalece ndo é bem conhecido ou resulta da combinacéo de dois processos
aparentemente independentes, um devido ao transporte de farmaco que obedece as leis de
Fick, e outro em consequéncia dos fendmenos de inchamento/relaxamento dos polimeros
(expansdo dinamica), chamado transporte caso 1l (BICHERI et al., 2011). Valores de n entre
0,45<n<0,89 indicam cinética de transporte anémalo, ou seja, uma combinacdo dos dois
mecanismos de liberacdo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). Pelos resultados obtidos (Tabela
12) sugere-se que a liberacdo da sulfadiazina de prata a partir do hidrogel ocorreu,
inicialmente, até 30 dias de armazenamento por erosdo da cadeia polimeérica do hidrogel e
apo6s o primeiro més de armazenamento a liberacdo da sulfadiazina de prata do hidrogel
ocorreu por difusdo anémala ou difuséo ndo Fickiana, devido ao endurecimento do hidrogel.

Tabela 12. Valores de n (coeficiente de liberagdo) para as amostras de hidrogel nos diferentes tempos
de armazenamento.

Tempo de armazenamento (dias) Valor de n (coeficiente de liberacéo)
0 0,9972
30 0,9478
60 0,7119
90 0,8775
180 0,7879

Fonte: Elaboragdo propria.

4.3.9 Difracéo de raios X

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica que emprega o fendmeno de espalhamento
da radiacdo eletromagnética, provocada pela interacdo entre um feixe de raios X incidente e
os elétrons dos a&tomos componentes de um material para a elucidagdo da natureza cristalina
dos materiais. A grande vantagem da andlise de difracdo de raios X sobre outras técnicas
analiticas reside na unicidade dos padrbes de difracdo de substancias cristalinas, na
capacidade para distinguir entre os elementos e o0s seus Oxidos e na possibilidade de
identificar compostos quimicos através de analises ndo destrutivas (DAS; ALI; HAMID,
2014).
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Os difratogramas dos hidrogeéis de PVA e sulfadiazina de prata foram analisados nos
tempos 0, 90 e 180 dias e sdo apresentados na Figura 22, sob a forma de difratogramas
normalizados. A normalizacéo da intensidade em todos os difratogramas foi feita dividindo-se
os valores de intensidade pelo valor maximo da intensidade em cada difratograma, permitindo
assim uma melhor comparacdo entre eles. Os difratogramas de raios X dos hidrogéis
apresentaram 0 mesmo padrdo de intensidade ao longo do tempo de armazenamento, mas com
amplitudes diferentes em alguns picos, indicando que ndo houve alteracdes significativas na

estrutura do hidrogel.

Figura 22. Difratogramas normalizados de raios X dos hidrogéis de PVA e sulfadiazina de prata
(SSDZ) em 0, 90 e 180 dias de armazenamento a 25 + 2°C e 60 + 5%UR.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Costa Jr. e Mansur (2008) avaliando resultados de anlises de difragdo de raios X de
uma mistura de PVA/quitosana indicaram que o PVA apresenta uma forma amorfa. Os
resultados obtidos com as analises de difracdo de raios X nos hidrogéis com sulfadiazina de
prata durante diferentes periodos (0, 90 e 180 dias), ou seja, no inicio, no meio e no final do

periodo de armazenamento permitiram observar uma ampla faixa de sinais de pequena
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intensidade indicando a predominancia da forma amorfa do material. Os pequenos picos em
20 = 41° nos difratogramas dos hidrogéis com sulfadiazina de prata sdo relacionados com a
presenca de &gua residual nas amostras de hidrogéis. Os difratogramas de raios X revelaram
picos caracteristicos de cristalinidade em 26 = 19° (intensidade mais elevada), 20 = 22°
(menos definido) e uma vasta gama de sinais de baixa intensidade, que indicaram o dominio
do material amorfo no hidrogel. Os resultados obtidos nesta pesquisa foram muito
semelhantes aos relatados por Parparita et al. (2014), avaliando hidrogéis de PVA e quitosana
mostraram que o PV A produz picos de cristalinidade em 20 = 19,59° e 20 = 22°.

Em difratogramas de raios X, a presenca de picos com alta intensidade e largura da
base estreita relaciona-se com materiais cristalinos, enquanto os picos de base larga estédo
relacionados com materiais amorfos. Uma vez que a intensidade dos picos nos padrbes de
difracdo de raios X também dependem da concentracdo do ativo, um aumento na intensidade
de alguns picos era esperado para o hidrogel impregnado com sulfadiazina de prata (Figura
22, 0d).

Comparando-se os difratogramas de sulfadiazina de prata e do hidrogel com
sulfadiazina de prata no tempo 0, um pico caracteristico atribuido a sulfadiazina de prata
aparece em 20 = 10°. Este pico esta ausente nos difratogramas das amostras de hidrogéis com
sulfadiazina de prata com 90 e 180 dias de armazenamento. Isto é compativel com a provéavel
reacdo entre o grupo aldeido das moléculas de glutaraldeido residuais com o grupo amina da
sulfadiazina de prata que, provavelmente, causou o escurecimento do hidrogel durante o

armazenamento.

4.3.10 Microscopia eletronica de varredura

A partir dos resultados observados nas imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) realizadas nas amostras dos hidrogel no tempo zero (Figuras 23a (x1000),
23c (x4000), 23e (x16000), 23g (x30000)) e apos 180 dias de armazenamento (Figuras 23b
(x1000), 23d (x4000), 23f (x16000), 23h (x30000)) pode ser observada uma morfologia
uniforme, com pontos de deposic¢ao de sulfadiazina de prata.

A diferenca de estrutura interna entre os hidrogéis no tempo zero e apos 180 dias de
armazenamento pode ser observada nas imagens por microscopia eletronica de varredura das

fraturas das amostras (Figuras 23 a e 23 b).
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Figura 23. Imagens de microscopia eletronica de varredura de hidrogéis de PVA e sulfadiazina de
prata: a) imagem da zona de fratura do hidrogel no tempo zero; b) imagem da fratura com
180 dias de armazenamento; c) hidrogel no tempo zero com ampliagéo de 4000 vezes; d)
hidrogel com 180 dias de armazenamento com ampliagdo de 4000 vezes; e) hidrogel no
tempo zero com ampliacdo de 16000 vezes; f) hidrogel com 180 dias de armazenamento
com ampliacdo de 16000 vezes; g) hidrogel no tempo zero com ampliagdo de 30000
vezes; h) hidrogel com 180 dias de armazenamento com ampliagdo de 30000 vezes.

Fonte: Elaboracéo prdpria.
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O armazenamento por 180 dias conferiu ao hidrogel uma aparéncia estrutural mais
compacta e, isto, provavelmente, pode tornar o hidrogel mais fragil. Estes resultados
corroboram com os as caracteristicas visco-elasticas de deformacéo e relaxamento molecular
observadas nos ensaios de textura que indicaram diminuicdo destas propriedades em funcéo

do tempo de armazenamento.

4.4 Outras consideracoes

Atualmente, existe consenso dos efeitos positivos do uso de curativos contendo prata
para o tratamento de feridas infectadas, quando usado adequadamente (INTERNATIONAL
CONSENSUS, 2012). Neste sentido, varios curativos com prata tém sido desenvolvidos com
0 proposito de tratamento de feridas infectadas. Sabe-se também que para o desenvolvimento
de um produto se faz necessario avaliar ndo sé as caracteristicas do ativo, mas também da
formulacédo e da embalagem (AULTON, 2005). Assim, inicialmente, pelo fato da sulfadiazina
de prata ser fotossensivel pensou-se que a protecdo por embalagem adequada seria suficiente
para evitar reagOes de degradacgéo.

A embalagem escolhida como embalagem primaria dos hidrogéis foi um “saché”
aluminizado composto de varias camadas (poliéster/adesivo/aluminio/adesivo/polietileno). A
embalagem eleita apresentou capacidade adequada de protecdo para o0s hidrogéis,
considerando varios parametros como, por exemplo, o teor de umidade. Este tipo de
embalagem é de facil aquisicdo, apresenta varias op¢des de tamanho, pode ser armazenada em
diferentes temperaturas e aceitam design personalizado.

No entanto, ap6s 30 dias de armazenamento a 40 °C + 2 e umidade relativa (UR) de
75% + 5% UR observou-se escurecimento dos hidrogéis. Isto indicou, a principio, que o
produto ndo poderia ser comercializado sem controle de temperatura. O Brasil é um pais
enquadrado na zona climatica IV e, deste modo, os medicamentos (que ndo exigem controle
de temperatura) devem suportar a temperatura considerada ambiente no pais (15 a 30°C)
(BRASIL, 2005).

Considerou-se que o produto deveria ser mantido em temperatura de refrigeracéo (2 °C
a 8 °C segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010)) e, deste modo, os estudos de
estabilidade poderiam ser conduzidos a 25 + 2°C e 60 + 5% UR. Nestas condi¢des 0s

produtos mantiveram-se adequados em quase todas suas propriedades avaliadas. Contudo,
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como mencionado, ainda houve um escurecimento com o passar do tempo. Este fato pode
levar o produto a uma rejeicéo por parte do consumidor, com a ndo adeséo ao tratamento.

Neste sentido, decidiu-se prepara um curativo sem glutaraldeido, uma vez que, pelas
pesquisas realizadas, considerou-se que o escurecimento deu-se, provavelmente, em funcdo da
reacdo entre glutaraldeido e a sulfadiazina de prata. Isto foi feito, mesmo sabendo que haveria
perda de propriedades mecénicas, uma vez que o glutaraldeido, como agente reticulante, é
usado para aumentar a estabilidade quimica e a resisténcia mecéanica (LARANJEIRA,;
FAVERE, 2009).

Inicialmente, preparou-se o filme sem glutaraldeido (Figura 24) e, na sequéncia,

avaliou-se sua eficacia através do ensaio de atividade antimicrobiana.

Figura 24. Imagem do filme formado de PVA e sulfadiazina de prata sem glutaraldeido.

Fonte: Elaboracéo prdpria.

Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Houve a formagdo de um filme
visualmente adequado (Figura 24), porém ndo se observou atividade antimicrobiana, como
pode ser visto na Figura 25. Provavelmente, isto se deu pela ndo formacgéo de um hidrogel. O
hidrogel, como ja citado, deve ter uma estrutura com caracteristica estrutural em rede
tridimensional formada pelas ligagbes cruzadas entre os polimeros (MELLO; CUNHA JR;
FIALHO, 2012). A estrutura porosa de um hidrogel permite a liberacdo de farmacos mais
facilmente e, deste modo, o ativo pode ser liberado e atuar no meio. No filme preparado sem
glutaraldeido, ndo houve formacdo desta estrutura porosa e a sulfadiazina, provavelmente,

permaneceu aprisionada no polimero.
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Figura 25. Resultados obtidos no teste de disco-difuséo apds 24 h de incubacéo em estufa a 37°C do
filme formado de PVA e sulfadiazina de prata sem glutaraldeido. As placas contendo meio
de cultura TSB da direita foram inoculadas com Staphylococcus aureus e as da esquerda
com Pseudomonas aeruginosa, sendo 1 amostras, 2 controle positivo (solucdo de
sulfadiazina de prata 1% (m/v)) e 3 controle negativo (hidrogel sem sulfadiazina de prata).

Fonte: Elaboragdo propria.
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5. CONCLUSOES E PROPOSTAS PARA FUTUROS TRABALHOS

Pode-se concluir que o hidrogel preparado com PVA e 1% (mA) de sulfadiazina de
prata pode ser usado com seguranca para o tratamento de infecgdes de pele. O hidrogel
permitiu a liberacdo imediata e constante do principio ativo, tendo eficiente atividade
antimicrobiana. Exibiram também boas propriedades mecanicas, 0 que permite 0 seu emprego
em diferentes partes do corpo.

Durante o ensaio de estabilidade conduzido a 25°C + 2°C e 60% + 5% UR, o hidrogel
apresentou escurecimento por volta dos 90 dias de armazenamento, provavelmente por reacao
da sulfadiazina de prata com glutaraldeido residual. Assim, o produto devera ser mantido em
temperatura de refrigeracéo (2 °C a 8 °C) e, de preferéncia, ser utilizado até 60 dias ap6s seu
preparo.

Pelos resultados obtidos o produto pode ser considerado adequado para uso como
curativo em infeccdes da pele. No entanto, para viabilizacdo comercial do produto sera ainda
necessaria a realizacdo do estudo de estabilidade de longa duracdo para obtencdo do prazo de
validade.

Além disto, propde-se estudar a inclusdo de mais uma fase na metodologia para a
obtencdo do hidrogel, com lavagem com &gua ultrapura, imediatamente apds a reticulagéo.
Poder-se-ia ainda avaliar o uso de corantes farmacéuticos no preparo dos hidrogéis, de modo a
minimizar os efeitos do escurecimento. Também novos processos de reticulacdo poderiam ser
estudados como, por exemplo, por fotoreticulagéo.

De modo geral, pode afirmar-se que o produto elaborado, pela sua simplicidade quanto
aos componentes, facilidade de preparo e custo reduzido, quando comparado a outros
curativos a base de prata, apresentou resultados promissores para seu emprego como curativo

em peles infeccionadas.
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