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RESUMO

As zedlitas, associadas ou ndo a outros compasiosamplamente utilizadas
em varios campos da ciéncia, inclusive em mediometerinaria, como
adsorventes, agentes coagulantes e antimicrobiantsg, outras aplicacdes. No
entanto, ndo é possivel encontrar registros de esaprego na area de
dermatologia de pequenos animais. Diante dos dalesrvados na literatura,
objetivou-se, neste trabalho, verificar as promik da clinoptilolita,
incorporada em gel, associada ou ndo aos ions a& @ zinco e ao
antimicrobiano enrofloxacino, por meio de test@s Vitro”. O estudo foi
composto de trés etapas, sendo a primeira o prefusgrodutos; as demais
visaram o teste de uma propriedade especifica ddicareento. Foram
manipulados 16 tipos de géis, com trés concentsagdelinoptilolita (5%, 10%
e 20%), associados ou ndo com sais de prata / efwo enrofloxacino. Na
segunda etapa, confrontou-se um possivel aumerteEng®eratura causado pela
zedlita quando, em contato com a pele, relatadmpps pesquisadores. Para
isso, foram utilizadas pecas anatémicas de suamiskraco), cuja temperatura
intradérmica foi monitorada com termémetro desdaamnento inicial (zero -
antes da aplicacdo dos produtos), até o momentgl35minutos apos a
aplicacdo dos produtos), registrando, dessa foan@mperatura a cada minuto.
As pecas foram mantidas em temperatura ambiengetagobém foi monitorada
nos mesmos periodos de tempo. No terceiro expeiwmea eficacia
antimicrobiana dos tratamentos foi testada cordrs mhicro-organismos de alta
relevancia clinica na area de dermatologia veteanaStaphylococcus
intermedius e Pseudomonas aeruginasa@)s compostos dos géis foram
incorporados ao agar Mieller-Hinton e depositadwos pdacas de Petri. As
bactérias foram inoculadas pelo método de supediaicubadas a 37°C, por 24
horas. Apés o periodo de incubacéo, foi avaliadeoaréncia de inibicdo ou néo
de crescimento. Na avaliagdo termométrica, ndoéauwnento da temperatura
intradérmica significativo nos diferentes momergaoncentra¢des do produto.
Os dados foram comparados por analise de variapela, teste de Kruskal-
Wallis, com 5% de significancia. Na avaliacdo migoddgica, observou-se que
todas as preparagBes contendo prata e zinco efofiogacino inibiram o
crescimento de ambos 0s micro-organismos testawogirmando o grande
potencial da utilizacdo do medicamento na area esst§o. A partir dos
resultados promissores, os pesquisadores sugenmalizacdo dos testesn“
vivad', dando continuidade a génese de um novo recusmthmento de feridas
ulceradas e piodermites na dermatologia de pequaniosis, e a realizagédo de
testes para outras areas da clinica veterinaria.

Palavras-chave: Clinoptilolita. Prata. Zinco. r&loxacino. Temperatura.
Acao antimicrobiana.



ABSTRACT

Zeolites, associated or not to other compoundswately used in many science
fields, including in veterinary, as adsorbentsftalg agents and antimicrobials,
among other applications. However, it's not possitdl find data of its use in
small animals’ dermatology. Based on literatureagdart this study was aimed to
verify the properties of clinoptilolite, incorpoedt in gel, associated or not to
silver and zinc ions and to the antimicrobial eluxdcin within vitro trials. The
study was made in three stages. The first was ridggapation of the products; in
the others stages, each specific property of thdigime was tested. Sixteen
types of gel were made, with three different cotregions of clinoptilolite (5%,
10% and 20%), associated or not with silver / Aalts and/or enrofloxacin. In
the second stage, a possible temperature increased by the contact of the
zeolite with the skin was tested as reported byerottesearchers. For that,
anatomical parts of swine (forearms) were used.irTkemperature was
measured with the same termometer since the imittahent (zero — before the
produts’ application) until the moment 15 (15 memitafter the products’
application), registering, this way, the tempematin each minute. The
anatomical parts were kept in room temperatureadsm monitored in the same
periods of time. In the third trial, the treatmemtstimicrobial effectiveness was
tested against two microorganisms of high clinicalevance in veterinary
dermatology: Staphylococcus intermediwsd Pseudomonas aeruginas@he
gel compounds were incorporated to Mieller Hintgaraand poured in Petri
dishes. The bacteria were inoculated with the sarfaethod and incubated in
98.6F at 24 hours. After this incubation periode tbccurrence of growth
inhibition or not was evaluated. In the thermonwegivaluation, there wasn’t any
significant increase of the intradermal temperainrthe different moments and
concentrations. The data was compared by KruskdlisMast, with 5% of
significance. In the microbiological evaluation,vias observed that all the
compositions containing silver and zinc and/or &axacin inhibited both of the
tested microorganisms’ growth, confirming the gneetiential of the medicine’s
use in the area. From the promissing results, twearchers suggest the
implementation ofin vivo trials, continuing the creation process of a new
resource in the treatment of ulcerated wounds adigrma in small animals’
dermatology and the implementation of trials toeothreas of veterinary clinics.

Key-words: Clinoptilolite.  Silver.  Zinc. Enroflacine. = Temperature.
Antimicrobial action.



ZUZAMMENFASSUNG

Zeolithe, verbunden oder nicht auf andere Verbigdmn werden in vielen
wissenschaftlichen Bereichen eingesetzt, darunteter Veterindrmedizin, als
Adsorbentien, Gerinnungswirkstoffe und  Antibiotikaunter anderen
Anwendungen. Allerdings ist es nicht mdéglich, Datesn ihren Einsatz in
kleinen Tiere Dermatologie finden. Basierend aufeDaaus der Literatur wurde
in dieser Studie das Ziel, die Eigenschaften vonndgtilolith, in Gel
eingearbeitet, verbunden oder nicht, Silber-und kZemen und dem
Antibiotikum Enrofloxacin mit in-vitro-Studien zubérprifen. Die Studie wurde
in drei Stufen. Die erste war die Herstellung deod@kte, bei den anderen
Stufen, die jeweils spezifische Eigenschaft der i¥iad getestet wurde.
Sechzehn Arten von Gel wurden mit drei verschiedelenzentrationen von
Klinoptilolith (5%, 10% und 20%), verbunden odechti mit Silber / Zink-Salze
und / oder Enrofloxacin. In der zweiten Stufe einmogliche
Temperaturerhbhung durch den Kontakt des Zeolitlitsder Haut getestet
wurde, wie von anderen Forschern berichtet verbtsaDafir wurden
anatomische Teile von Schweinen (Unterarme) vereerils zu dem Moment
15 (15 Minuten nach dem Produkte-Anwendung), Regising, auf diese
Weise die Temperatur in jeder Minute - ihre Temparavurde mit dem
gleichen-Thermometer seit dem ersten Moment (Nwlor dem Produkte-
Anwendung) gemessen. Die anatomische Teile wurdemRaumtemperatur
gehalten und auch in der gleichen Zeit (iberwachtddr dritten Studie wurde
die Behandlung antimikrobielle Wirksamkeit gegenekzvMikroorganismen
hoher klinischer Relevanz in der Veterindar Dern@d@ getestet:
Staphylococcus intermediusund Pseudomonas aeruginasaDas Gel
Verbindungen wurden Mueller-Hinton Agar aufgenommeand goss in
Petrischalen. Die Bakterien wurden mit der Obehi#a®Methode inokuliert und
in 37°C, fur 24 Stunden. Nach dieser Inkubatioriszeirde das Auftreten von
Wachstumshemmung oder nicht ausgewertet. In demrmtmaetrische
Bewertung, es gab keine signifikante Erh6hung deadermale Temperatur in
den verschiedenen Momenten und Konzentrationen. Ziken wurden von
Kruskal-Wallis-Test  verglichen mit 5% von Bedeutungln der
mikrobiologischen Auswertung wurde festgestellt, sgda alle
Zusammensetzungen mit Silber-und Zink-und / odeoffloxacin sowohl der
getesteten Mikroorganismen das Wachstum gehemnstatiig das grolie
Potenzial des Medikaments die Nutzung in der Regigon der viel
versprechende Ergebnisse, empfehlen die Forschddmisetzung voim vivo-
Studien.

Schliusselwoérter:  Klinoptilolith.  Silver.  Zink. Enftoxacine. Temperatur.
Antimikrobielle Wirkung.



RESUMEN

Zeolitas, asociadas o no a otros compuestos, sqiiaanente utilizados en
muchos campos de la ciencia, incluso en veterineoi@o adsorbentes, agentes
coagulantes y los antimicrobianos, entre otragagilbnes. Sin embargo, no es
posible encontrar los datos de su uso en derméadolig) pequefios animales.
Sobre la base de datos de la literatura, en efidi@guvo como propdsito
verificar que las propiedades de la clinoptilolitegorporada en gel, asociada o
no a la plata y los iones de zinc y lo enrofloxacton antibiéticos en los
ensayos in vitro. El estudio se realiz6 en tregpasa La primera fue la
elaboracion de los productos, en las etapas deddosas, cada propiedad
especifica de la medicina se puso a prueba. Diedipés de gel se realizaron,
con tres diferentes concentraciones de clinopgtldb%, 10% y 20%), asociada
0 no a las sales de plata / zinc y / o enroflox@ackn la segunda etapa, un
aumento de temperatura causado por el contacta zkplita con la piel ha sido
probado segun lo informado por otros investigadoRera ello, las partes
anatomicas de la especie porcina (antebrazos)ilsmnein. Su temperatura se
midié con el termémetro mismo desde el momentaahigero - antes de la
aplicacion de producto) hasta el momento 15 (15utoi después de la
aplicacion de producto), su registro, de esta naarlartemperatura en cada
minuto. Las piezas anatomicas se mantuvieron a dempga ambiente y
también se controla en los mismos periodos de tefap el tercer ensayo, la
eficacia de los tratamientos antimicrobianos se ugrueba en contra de dos
microorganismos de relevancia clinica en dermatalogveterinaria:
Staphylococcus intermediysPseudomonas aeruginodeos compuestos de gel
se incorporaron al agar Mueller Hinton y se viegte placas de Petri. Las
bacterias se inocularon con el método de la superfi se incuba a 37°C,
durante 24 horas. Después de este periodo de @iéobda incidencia de la
inhibicion del crecimiento o no fue evaluado. EmValuacion termométrica, no
hubo un aumento significativo de la temperatureadérmica en los diferentes
momentos y concentraciones. Los datos fueron cadparpor Kruskal-Wallis,
con un 5% de significacion. En la evaluacion mitigica, se observé que
todas las composiciones que contienen plata yyiho enrofloxacino inhibe
tanto el crecimiento de los microorganismos ensagjad que confirma el gran
potencial de uso del medicamento en el area. Deekagdtados prometedor, los
investigadores sugieren la aplicacién de juiaiogvo.

Palabras clave: Clinoptilolita. Plata. Zinc. Encofhcino. Temperatura. Accion
antimicrobiana.
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1 INTRODUCAO

As zeodlitas sdo ceramicas inorganicas com altcepalg® adsorcao,
especialmente em razéo das suas caracteristicasulases. A aplicacdo desses
minerais € ampla em diversos setores industrimsjocna engenharia, na
metalurgia e na nutricdo. Em medicina humana, adita® sdo utilizadas
comercialmente como substéncias anti-hemorragigamcipalmente para
combatentes feridos), com um produto comercial steglo no mercado
americano.

Além das aplicacbes em emergéncias hemorragisagditas também
possuem capacidade adsortiva de toxinas e virugug@ndo associadas a outros
compostos, exercem alta capacidade antibacterizssas propriedades ainda
sdo pouco exploradas, principalmente em funcaotesasa reacdo exotérmica
de alguns desses compostos minerais ou mesmo @otélamico aos tecidos
guando na forma de pos.

A aplicacdo das zedlitas em medicina veterindgiaestringe a area
nutricional, como adsorventes de toxinas e cordola do crescimento
microbiano gastrentérico. Na area dermatologicdanse tem sobre sua real
eficacia, especialmente nas feridas ulceradaspogssuem como caracteristica a
alta carga microbiana e grande concentracdo denasxitissulares e/ou
bacterianas.

No presente trabalho, buscou-se avaliar as pagies exotérmicas e
antimicrobianas de géis compostos por trés coreges da zedlita
clinoptilolita (5%, 10% e 20%), associados ou ném csais de prata / zinco e
um antimicrobiano da classe das fluorquinolonas sgyunda geragéo
(enrofloxacino), tentando-se estabelecer uma fagdd topica dermatoldgica a

ser utilizada em animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histoérico e tipos de zedlitas

Segundo Mumpton e Fishman (1977), as zedlitas fatesesobertas em
1756, por Baron Axel Fredrick Cronstedt, um minegata sueco, que as
nomeou a partir de palavras gregas, que signifinaVgedras ferventes”. O
termo foi aplicado a partir da observacédo de gpés @ aquecimento rapido, as
pedras comecavam a saltitar & medida que a agnaperava (MAIA, 2008).

No final da década de 1940, surgiram as primeieggitas sintéticas
(primordialmente a modernita). Em seguida, veioradpcdo comercial das
zedlitas A ou LTA (“Linde Type A", referente a “Lde Division” da
organizacdo Union Carbide), X (“Linde Type X") e (fLinde Type Y”)
(BRAGA; MORGON, 2007). Em 1962, as faujazitas ding&s (X e Y) foram
introduzidas, em escala industrial, para catalimasecraqueamento do 6éleo cru
(BRAGA; MORGON, 2007).

No final da década de 50, ja havia mais de 2.00@r@&acias distintas de
zedlitas naturais, descobertas em mais de 40 pdsssa forma, foi possivel
gue esses minerais fossem utilizados em diversaas amdustriais, que
exploravam suas propriedades fisico-quimicas (SKAINZ, 2007).

A grande explosdo ocorreu nas décadas de 1980 @, X@®n o
desenvolvimento de espécies com microporos polioosf baseados em
aluminofosfatos e metalosilica (BRAGA; MORGON, 2R(Yo final da década
de 1980, ja se conheciam mais de 10.000 pateréesorgadas com a sintese das
zedlitas (LUZ, 1995).

As zedlitas naturais se formam em locais onde @nzachas vulcanicas
reagem com agua alcalina (MAIA, 2008). Elas possusenor custo de

producdo e sdo relativamente abundantes. Locaigrc@mente explorados
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nos Estados Unidos, Cuba, Hungria, Bulgéaria, Japdloyvaquia, Africa do Sul,
Italia, RUssia, Indonésia e Coréia, em geral, ténmtezido zeolitico maior que
60%, podendo alcancar até 90%. A China é o maiodytor e também
consumidor do mineral (RESENDE; MONTE; PAIVA, 2008)

A vantagem das zedlitas sintéticas é apresentédormidade no
tamanho e forma dos canais, além de composicadagufiré-definida, evitando
possiveis impurezas e variagbes dentro de um mdeteoou em lotes
diferentes, em funcéo dos fins a que se destinamsi@erando, entretanto, seu
elevado custo, as zedlitas sintéticas sédo reseyvadaplicacbes que exigem
caracteristicas mais uniformes de estrutura e csigi @ COmMO NOS Processos
de catalise de hidrocarbonetos e na indistria dergbntes (BRAGA,
MORGON, 2007; RESENDE; MONTE; PAIVA, 2008).

2.2 Zeoblitas e sua estrutura

A definicdo atual de zedlita é toda substanciaatiig com estrutura
caracterizada por um arcabouco de tetraedrosigadds, do tipo TQ(T = Si,
Al, B, Fe, P, Co), unidos nos vértices por meicattemos de oxigénio (MAIA,
2008), tendo uma estrutura infinita, aberta enratisional (MUMPTON, 1999,
p. 3463). Sao caracterizadas pela habilidade dieperganhar agua de forma
reversivel e trocar cations constituintes, senralteua estrutura de maneira
significativa (MUMPTON; FISHMAN, 1977).

O arcabouco das zedlitas contém cavidades abeatésrma de canais e
“gaiolas”, normalmente ocupadas por moléculas deaag cations extra-
-arcabouco, ou seja, cada tetraedro envolve uronc§RESENDE; MONTE;
PAIVA, 2008). As moléculas de agua formam esfemsidratacdo em torno
dos cations permutaveis (MUMPTON, 1999).
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Com sua estrutura aberta, esses minerais podenodaomma grande
variedade de ions positivos (como, por exemplo,osdpotassio, calcio e
magnésio). Esses ions apresentam-se fracamerdedigaestrutura, podendo ser
prontamente substituidos por outros da solucdo @rtaim. Essa capacidade é
chamada de capacidade de troca cati6nica (CTC) A12008).

A CTC é uma medida do numero de cations, por ueidda peso,
disponiveis para troca por outros cétions, expressailiequivalentes por 100
gramas de material (RESENDE; MONTE; PAIVA, 2008)décorrente da sua
alta CTC que as zedlitas podem ser usadas nadutaigimal como agentes
carreadores de micotoxinas e ions que poderiamacapsblemas de
intoxicacdo em animais em decorréncia do excesslietea(MAIA, 2008).

A caracteristica adsortiva das zedlitas ocorre amdia da estrutura
formada pelos pequenos poros, de cerca de 5A dmetlidi (BRAGA;
MORGON, 2007), que podem variar de 3 a 10A (SHINDAT2007). Essa
estrutura microporosa confere as zedlitas uma Bojgemterna muito grande,
guando comparada a sua estrutura externa (MAIA8)200

O termopeneira molecularé adotado porque se sabe que moléculas
muito grandes, ao passar pelos canais de entr@dal@&xsluidas, permanecendo
no exterior; as de tamanho compativel com a es&rutio poro conseguem
entrar, ou seja, sua natureza microporosa permitdsorcdo seletiva de
moléculas e ions iguais ou menores em tamanho gakedura dos poros
(BRAGA; MORGON, 2007). Os canais tém dimensfesirites para permitir
a passagem de elementos selecionados (RESENDE; HCRNIVA, 2008).

Quando ocorre aquecimento a 300 a 400°C por pdwras, a agua é
removida e moléculas que tém o didmetro efetivoupeq o suficiente para
passar pelos canais de entrada sdo prontamenteviddsopara as superficies
internas das cavidades centrais desidratadas (MUMPTFISHMAN, 1977;
MUMPTON, 1999; TOP, 2001).
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O tamanho do poro corresponde a estrutura bidimealsda zedlita e é
determinado pelo niumero de atomos tetraédricosldigaem sequéncia. As
interacBes tridimensionais levam a diferentes gédsse formando desde
grandes cavidades internas até uma série de cgnaisatravessam todo o
zedlita. Existe flexibilidade na formacéo de zedlide acordo com a aplicacéao
de interesse, promovendo-se o0 controle seletivopdssagem de certas
moléculas de acordo com suas formas e polaridadgsando um vasto campo
de interesse comercial na aplicacdo dessas peraibteculares (BRAGA;
MORGON, 2007).

2.3 Aplicagbes gerais das zedlitas

Diversos autores citam a aplicacdo das zedlitas mais variados
campos. Mumpton (1999) citou a importancia dasitesbha engenharia civil,
com destaque no dimensionamento de rochas e comgocente de cimento e
concreto. Esse pesquisador aponta, também, a @@icdesses minerais no
tratamento da agua e seus efluentes, na purifide@ases hidrocarbonetos, na
agricultura, na nutricdo e saude animal, na hdtticu e no tratamento de
residuos hidricos da criacdo de animais. E ressalt@inda, o emprego das
zedlitas em produtos, como desodorantes e, posfimaplicacdo médica.

Mumpton (1999) ja escrevia sobre a importancia deélitas na
preparacédo de catalisadores para o refinamentetddqn. Atualmente, estima-
se que sem a utilizacdo das zedlitas, o custo finameento do petroleo
aumentaria cerca de 10 bilhdes de dolares porBRAGA; MORGON, 2007).

Em decorréncia das suas propriedades Unicas degadstroca idnica,
as zedlitas naturais, especialmente a clinoptilot&m uma ampla variedade de
aplicacdes no tratamento de residuos animais,imduo controle de odores,

para criar um ambiente mais saudavel para cria@@®esonfinamento, limpeza
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de efluentes e controle da viscosidade e retenedoutfientes no estrume de
animais (OTKER; BALCIOGLU, 2005).

Cai et al. (2007) relataram o potencial da zedlatural clinoptilolita
para controlar ions de aménia nos efluentes. Eaficaram que sua aplicacéo
direta no estrume mostrou ser mais eficiente emzieds emissdes de amonia;
no entanto, constataram a adi¢cdo por meio do alomesmo uma aplicagdo
mais pratica.

Chrétien, Heafey e Scaiano (2010) trabalharam cofiltro solar
supramolecular, no qual o oxibenzbnio, substanaa udo frequente na
composi¢do de filtros solares por suas propriedatesharreira dos raios
ultravioleta, porém comumente causadora de reagi@&gicas em seres
humanos, foi encapsulada por zedélitas, evitandoacgiebstancia tivesse contato
com a pele e preservando sua eficiéncia como barn@i mesmo ja havia sido
feito por Chrétien, Migahed e Scaiano (2006), esalmdo o acido

paraminobenzoico (PABA) e alcancando os mesmosivige

2.4 Aplicagbes das zedlitas nas ciéncias animais

As zedlitas sdo utilizadas na nutricdo animal desdigcada de 1960,
visando a melhora do desempenho dos animais ou kigamte de toxinas para
a prevencdo de micotoxicoses e melhorar o ambiatgalpdes de aves por
meio da adsorcédo da amonia (DEDOUSSI et al., 2008).

Desde 1971, Mumpton e Fishman (1977) ja vislumbrawgue as
propriedades de adsorcdo e troca ibnica das zedldderiam ser exploradas
para tornar o uso do nitrogénio alimentar maisiesite, diminuir doencas
intestinais prevalentes em suinos e ruminantesngveontrolar a umidade e

guantidade de ambnia no estrume dos animais, garifiguas utilizadas na
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aquacultura e prover ar enriquecido com oxigénioa pa respiracdo e o
transporte de peixes, atualmente utilizado conugagia.

Prvuloviae et al. (2009) provaram que a adicdo ldeniaosilicatos
hidratados a dieta de animais, em taxas entredg/&dresultou em melhora no
crescimento e utilizacdo do alimento e reducdonec@éncia e gravidade de
diarreias.

Em experimentos nutricionais com suinos, Trckovaakt (2004)
verificaram que a administra¢@o concomitante deptilolita e antimicrobianos
(enrofloxacino e salinomicina) resultou em formasnos graves de sindrome
diarreica pés-desmame, com curso clinico mais cortwtalidade diminuida no
periodo de desmama e efeito positivo no ganho ske @@ fase de engorda.

Segundo Maia (2008), as zedlitas absorveram osegcde agua no
trato gastrintestinal e adsorveram toxinas, que sa@sponsaveis pela
hipersecrecdo de agua e eletrélitos no limen ingstiumentando a matéria
seca das fezes e reduzindo a incidéncia de dianmesaanimais. Sua alta
porosidade permite absorver dgua em quantidadé® @e50% do seu volume
(MAIA, 2008).

As zedlitas sdo utilizadas como adsorventes efetivoagentes toxicos,
particularmente aflatoxinas dos alimentos, minimidm efetivamente seus
efeitos adversos sobre o consumo alimentar, desgmpe conversdo de
nutrientes e reduzindo a concentracdo de micotexima figado de animais
afetados.

Huwig et al. (2001) verificaram alta efetividade meo das zeolitas na
prevencdo das aflatoxicoses, mas relataram efiddwitada na presenca de

zearalenona, ocratoxina e tricotecenos.
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2.5 Propriedade hemostatica das zedlitas e sua apl¢do

Em 2002, foi lancado no mercado americano um poodomercial
denominado QuikClI6t (Z-Medica Corporation Wallingford, CT, USA), que
tinha suas propriedades hemostéticas primariagadiais da zedlita. O produto
realizava a ativacdo plaquetéaria e trabalhava seata de coagulagdo, uma vez
que a zedlita especifica utilizada continha célei,cofator em varios passos da
cascata. Além disso, facilitava um fenébmeno amptdeneonhecido como o
“efeito vidro”, conhecido desde 1800, no qual ogsencoagula mais rapido
guando em contato com vidro, uma vez que a cargatima da superficie do
material ativa uma proteina do inicio da cascatachto, a superficie da zedlita
realizaria o0 mesmo efeito, e sua carga de superiéciponto isoelétrico
estabeleceriam uma réapida coagulacédo e forte fémnae codgulos. Todos
esses efeitos auxiliavam no estancamento de hegrasr@-MEDICA, 2008).

A composi¢do do produto era baseada em mineraigpmpmoviam a
formagcdo de coagulos por meio de uma reacdo excgrimesultando em
absorcao de agua e concentragdo de fatores ddagi@mguhemacias e plaquetas
(ACHESON et al., 2005), tratando-se de um produiteeral inerte, composto
de oOxidos de silicone, aluminio, s6dio, magnésipequenas quantidades de
quartzo (RHEE et al., 2008).

O produto foi aprovado pelo Food and Drug Admiaistm (FDA) para
uso topico somente para estancar hemorragias queatham ser controladas
por medidas convencionais (LI et al., 2009).

Embora fosse efetivo quando aplicado corretameziée gerava calor
consideravel, podendo causar danos térmicos sigtifos ao tecido. Outra
desvantagem era que, pela sua natureza granujansagranulos de zedlita
poderiam aderir muito proximamente aos tecidogrfda com que sua remog¢ao

de feridas profundas fosse dificil e demandassertempo (LI et al., 2009).
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Cox et al. (2009) afirmaram que os granulos praiuzuma reacao
exotérmica significativa e requeriam irrigacdo brilamento para remové-los
da ferida ap6s a chegada ao hospital.

Li et al. (2009) demonstraram que a substituicda@aldans ions calcio
por ions de prata e zinco na zedlita reduziu sieagotérmica.

O produto adsorvia os componentes aquosos do samguégndo-0s no
interior dos poros por meio de ligagbes de pontes hidrogénio,
consequentemente, concentrando fatores de coagulacf®laquetas; essa
alteracdo promovia a interrupcdo do sangramentesdedsor¢cdo de agua
resultaria a reacdo exotérmica, que poderia provtesbes no tecido de
aplicacdo e nos adjacentes a ele (ARNAUD et ali7R0

A reacgdo exotérmica pode anular rapidamente géesale coagulacao,
porém pequenos aumentos de temperatura podem diosebenéficos na
formacéo dos coagulos. Outra hip6tese é que aaeagitérmica promoveria
cauterizacdo dentro de minutos apds sua aplicab&o.qualquer forma,
verificou-se que o aumento de temperatura acinmaétha fisioldgica promovia
danos aos tecidos (ARNAUD et al., 2007).

Em um trabalho realizado por Rhee et al. (2008gnfodocumentados
103 casos nos quais o QuikCldbi utilizado com o objetivo de controlar a
hemorragia em seres humanos. A eficacia, em gwiatle 92%; a principal
razao para a ineficiéncia ocorreu quando o prodét pode ser aplicado na
principal fonte da hemorragia. Apesar de o prodetcsido aprovado somente
para uso topico, existem relatos de 20 casos déntrecorpéreo, nos quais a
hemorragia ndo conseguia ser controlada, em si&gadé risco de morte.
Nesses casos, houve sucesso no estancamento dadwygane nenhum dos
pacientes desenvolveu complicagfes infecciosas.

No entanto, Plurad et al. (2009) observaram umadgraomplicacéo

decorrente do uso intracorporeo do Quik&lam seres humanos. Os
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pesquisadores postularam que o calor produzido ggliacdo do produto
resultou em necrose coagulativa tecidual e fibrdeeando a estenose e
subsequente ruptura ureteral.

Em um relato de caso feito por Shanmugam e RobifZ@09), utilizou-
se QuikClo? internamente nos tecidos, em uma situacéo de grasahorragia
pélvica, dificil de ser controlada. Eles relatargoe todas as outras medidas
para controle da hemorragia falharam e, dianteedativa de salvar a vida do
paciente, os cirurgibes optaram pelo uso do prodgte interrompeu a
hemorragia imediatamente. Os pesquisadores afirmagae os granulos
perdidos de zedlita puderam ser facilmente lavadogue a lavagem com
solucéo fisiolodgica os auxiliou na dissipacdo drceéEles ainda sugeriram a
colocacdo desses granulos em sachés, como formexitde que os mesmos
ficassem soltos.

Margulis et al. (2005) utilizaram o QuikCfotlurante um procedimento
de nefrectomia parcial laparoscépica em suinos,@objetivo de interromper o
sangramento do parénquima renal e verificaram cgehum procedimento
hemostatico adicional foi necessario. Na analistopatoldgica, foi verificada a
preservacao do parénquima renal imediatamente@bdaixamada de aplicacédo
e nenhum efeito deletério foi observado nessedeamidem érgdos proximos.

Wright et al. (2004) testaram o produto em summe®rificaram que as
feridas de pele nas quais o produto foi aplicado ftkam completamente
curadas em 30 dias, ocorrendo a formacdo de gramsloApds aplicacdo no
figado e baco, verificou-se que as lesdes hepatcasplénicas estavam
espessamente revestidas por cicatrizes e tecidgrasilacdo. Além disso, a
aplicacdo causou um grande dano térmico, resultamdoecrose dos tecidos.

Alam et al. (2004) propuseram o modelo experimentasuinos, com o
objetivo de avaliar os produtos comerciais anti-ieagicos quanto a taxa de

sobrevivéncia, perda sanguinea e quantificacaceagéo exotérmica. Apds a
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realizacdo de ferida cirdrgica que ocasionou umaonegia abundante, os
pesquisadores verificaram uma taxa de sobreviv&eia00% com o uso do
QuikClot®, porém encontraram temperaturas de at€ Spos a aplicacdo do
produto.

No estudo de Arnaud et al. (2007), utilizandoadedo experimental de
suinos proposto por Alam et al. (2004), com o dolgede aferir tais elevagfes
de temperatura, o pico de aumento de temperaturgeocum a dois minutos
apoés sua aplicacdo, com o produto original em ip§iatlo temperaturas médias
de 58,1C, diminuindo para 4C ap6s 60 minutos.

A primeira geracdo do QuikCfofoi retirada do mercado americano em
2008, sendo substituida pela segunda geracéo aistps (Z-MEDICA, 2012).

Arnaud et al. (2007) compararam a primeira e arsgg geracdo do
QuikClot®, 0 ACS’ (Advanced Clotting Sponge), de mesma composigaeénp
empacotada em bolsas de malha para facilitar slisagfo e remocao.
Utilizando o modelo experimental proposto por Alan al. (2004), ele
apresentou a mesma eficicia no estancamento sangufas com a mesma
reacdo exotérmica indesejavel, com temperaturasamée 58,ZC. Arnaud et
al. (2008), também seguindo o modelo experimentalsainos proposto por
Alam et al. (2004), encontraram temperaturas d&/Z€ com a utilizacdo do
ACS®. Alam et al. (2004) verificaram uma diminuico eficacia do produto
empacotado, com uma maior perda sanguinea e nexaodé sobrevivéncia nos
animais tratados com a zedlita empacotada. Os jgesigues sugeriram a
realizacdo de estudos utilizando pacotes mais fpara tentar resolver esse
problema.

Foi verificado que em contato com excesso de safigto é, sangue
nao retirado da ferida), a reacao exotérmica do®Ail6Selativamente atenuada
guando comparada com o uso do mesmo na presengaidigde relativamente

baixa (tanto sangue quanto tecidos moles Umididrathdos) (ARNAUD et al.,
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2008). Os pesquisadores afirmaram que esse efeitende de uma série de
fatores, como area de superficie, porosidade eadmidesidual dos granulos
utilizados (ARNAUD et al., 2007).

O produto foi reformulado como QuikClot AC%+com a substancia
mineral inerte revestida por uma esponja, destaganantendo os granulos fora
da ferida. No entanto, o novo produto continuouagdo altas temperaturas
(58°C), quando colocado em feridas (COX et al. 9200

Arnaud et al. (2008) demonstraram que o AESpresentou a mesma
eficiéncia em estancamento de sangue que 0°A@Bém com reduzida reacdo
exotérmica quando em contato com feridas simil@e&CS+® causou aumento
de temperatura entre 1,5 e 6,5°C, que durou memngsiel 30 minutos; assim, o
dano tecidual degenerativo em decorréncia das @uokiras previamente
observadas com o AESn3o foi detectado no AC8;+confirmando-se esse fato
por exames histologicos.

O produto ACS+® ainda é utilizado por soldadoswerddido em mais
de 20 paises atualmente (Z-MEDICA, 2012).

Nessa segunda geracdo, também foi desenvolvidoroduto destinado
para o uso em civis, o0 QuikClot Spgyrpara uso de esportistas, com uma versio
contendo sais de prata, visando a atividade ariviEna em feridas. O produto
ainda é comercializado em lojas especializadas EDMA, 2012).

Atualmente, a linha de produtos foi reformuladaoata com diversas
opcOes destinadas para militares, civis, animaisnadalidades a serem
empregadas em diversas areas da saude humanal@zaadi dermatologia,
radiologia, entre outras). A zedlita, componentavehdos produtos anteriores,
foi substituida por produtos & base de caulim.nhdiVetClof, é destinada ao
controle da hemorragia em feridas traumaticas @meaas de pequeno e grande
porte. A linha militar conta também com uma bandagenbebida em caulim
(Z-MEDICA, 2012).
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2.6 Propriedade antimicrobiana das zedlitas assodlas a prata, zinco e
antimicrobianos e suas aplicacdes

Metais como prata e zinco possuem propriedadesniantbianas de
amplo espectro e sabe-se que a associacdo destsis pwmm as zedlitas
prolonga seu efeito antimicrobiano (EGGER et @09.

Os efeitos antimicrobianos dos ions de prata fomat®nsivamente
estudados, porém o mecanismo de acdo inibitorio pd#ta sobre os
microorganismos ainda néo foi completamente complide. Foi proposta uma
possibilidade na qual os ions de prata interagem goupos dissulfito e
sulfidrila das enzimas, causando mudancas estisitguz levam a interrupcéo
de processos metabdlicos, seguida pela morte HdascEGGER et al., 2009).

Segundo Casemiro et al. (2008), cations antimierats, como a prata e
0 zinco, podem ser alojados dentro dos espacogsvalzs zedlitas, e serem
trocados, com o tempo, com outros cations de séieate. Neste trabalho, eles
verificaram a atividade antimicrobiana bem sucedida zedlitas associadas
com prata e zinco contra a leved@andida albicans

A prata integrada a zedlita possui efeitos antioficmos em longo
prazo contra indmeros microorganismos, liberanddpdma continua, pequenas
guantidades (cerca de 10ppb) de ions de prataoddatdgua. A zedlita age
como uma bomba de ions, fornecendo a liberacdordede prata controlada
pelo tempo, na presenca de umidade. Conforme aadmicumenta e o
ambiente se torna ideal para o crescimento de fiténais prata € liberada.
No entanto, ha um limite maximo para essa taxailtkralcdo, mesmo sob
condi¢cBes de grande umidade (ABE et al., 2004).

Galeano, Korff e Nicholson (2003) utilizaram umagaracédo de prata,
zinco e zedlita em materiais de aco inoxidaveljficando a inativagdo de

células vegetativas dgacillus anthracis, B. cereusB. subtilis em condicdes
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laboratoriais. Com a mesma preparacdo, Cowan &f2@03) verificaram a
eficiéncia antimicrobiana contfascherichiacoli, Pseudomonas aeruginosa
Listeria monocytogenasm aco inoxidavel.

Segundo Dedoussi et al. (2008), as zedlitas natwéan sido aceitas
como materiais promissores para a imobilizacao ideoorganismos, em razao
da sua grande porosidade e area de superficie.neestudan vitro realizado
por Ramu et al. (1997), demonstrou-se que a cliotif## pode adsorver a
toxina da colera e a enterotoxina termolabilEfeherichia coli Clark et al.
(1998) também provaram que a clinoptilolita tem edsiste capacidade de
adsorver drotaviruse Coronavirusbovinoin vitro.

Kwakye-Awuah et al. (2007), em um estudo visandavaliar a acéo
antimicrobiana da zedlita X associada a prata aolscherichia coli
Pseudomonas aeruginosaStaphylococcus aureuserificaram que nenhuma
atividade bacteriana foi observada no tratamentm aedlita X sem a
incorporacdo de ions de prata. Os ions de pragaatibs pela zedlita é que
foram responsaveis pela acdo antimicrobiana cortwdos os trés
microorganismos, sugerindo, novamente, que a aeditfoi responsavel
somente pela liberacdo lenta e constante dos mpsada, ndo possuindo acao
antibacteriana quando isolada.

2.7 Justificativa para a escolha do antimicrobian@nrofloxacino e os micro-

organismos testadosStaphyl ococcus intermedius e Pseudomonas aeruginosa

As fluorquinolonas sdo um amplo grupo de agentagbacterianos
sintéticos, que tém grande aceita¢do tanto na maditumana, quanto na
medicina veterinaria. S&o antimicrobianos bactaigi agindo contra uma
grande variedade de micro-organismos, pela suacickgoke de interferir no

espiralamento do material cromossdmico bacteriahdRKE; PAPICH,;
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DENANUELLE, 1999). Todas as fluorquinolonas saoteacidas e agem no
mesmo sitio bacteriano: a DNA girase bacterianpo{tmmerase tipo Il). As
topoisomerases catalisam a direcdo e extensaopialamento das cadeias de
DNA. Essa enzima tem papel crucial em separaraicertiesenrolar o DNA. A
inibicdo do enrolamento da hélice de DNA forneagiinentos, que depois sédo
destruidos pelas exonucleases bacterianas (VANCNITSBABISH;
SHWARK, 1990).

A introducgédo das fluorquinolonas, como o enroftixa, ha mais de 20
anos, ofereceu aos clinicos uma variedade de agemt&microbianos com
atividade de amplo espectro. O enrofloxacino, dgumsd@a geracdo de
fluorquinolonas possui grande atividade antiba@beri ndo somente contra
bactérias gram-negativas, mas também atividadeacatgumas bactérias gram-
positivas (RIBEIRO; LOPES; GAMEIRO, 2011). Segundancutsem, Babisch
e Shwark (1990), na década de 80, pesquisas a @astiprimeiras quinolonas
originaram as quinolonas de segunda geracéo, orgtlinolonas. A adicdo de
uma molécula de fldor na posicdo seis de estrdtésica da quinolona e a
substituicdo do anel de piperazina, na posicdo setmentaram a atividade
antibacteriana da quinolona, ganhando efetividadeitra Pseudomonas
aeruginosa cocos gram-positivos, aumentando a extensdo stargio oral da
droga e distribuicao tecidual.

Culturas puras d&taphylococcus intermediusescem da maioria das
amostras retiradas de caes com piodermites. Nomndémquando bactérias
gram-negativas comoProteus Pseudomonas ou Escherichia coli sdo
encontradas em piodermites, é porque cresceranmamente com 0S.
intermediuse acredita-se que a condi¢cdo dermatolégica caysadssse micro-
-organismo cria um microambiente propicio a invabacteriana secundaria
(IHRKE; PAPICH; DEMANUELLE, 1999).

Fluorquinolonas, como o enrofloxacino, séo altameefetivas no
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controle de piodermites caninas, uma vez que posfuwa atividade contr&.
intermedius responsavel pela maioria das piodermites em ¢B¢RKE;
PAPICH; DEMANUELLE, 1999). Ihrke, Papich e Demanadl1999) afirmam
gue a concentracdo inibitéria minima do enrofloxacparaStaphylococcus
intermediugé de 0,125 pg/nit

Segundo Metry et al. (2011), o enrofloxacino posatividade
antimicrobiana contra a bactéria gram-negafisaudomonas aeruginodarke,
Papisch e Demanuelle (1999) afirmam que a conggdrimibitoria minima do

antimicrobiano par®. aeruginosa de 2pg/mtL.

3 MATERIAL E METODOS

Como delineamento geral, esta pesquisa constowdtoqfases (ensaias

vitro):

A) Preparo dos compostos de géis.

B) Verificacdo de propriedades exotérmicas.

C) Verificacao de propriedades antibacterianas.
D) Verificacdo de propriedades coagulantes.

3.1 Preparo dos compostos de géis

A zedlita escolhida para o teste foi a clinopitidol (Na K4) (Alg Sig
Oge) * 24 HO - na forma de pé (particulas menores que 150um).

Na formulagdo do gel, foi utilizado como veiculdidroxietilcelulose
(Natrozof - Hercules Inc., Aqualon Division, USA), um gelori@nico inerte e

aprovado para uso dermatolégico pelo FDA.
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A incorporagéo dos ativos no gel foi feita em facia de manipulacao
devidamente autorizada pela Vigilancia Sanitarianidipal, visando as boas
praticas de manejo sugeridas pelo Ministério dal&ANVISA.

Foram manipulados 16 tratamentos, constituidaedkta clinoptilolita,
variando nas concentracdes de 0%, 5%, 10% e 2@¥ciada ou ndo a prata e
ao zinco e/ou ao antimicrobiano enrofloxacino, emncentracdes constantes,

conforme indicado no Quadro 1.

Quadro 1 Composicgdo dos géis testados e denomidas&catamentos

COMPOSICAO / OBSERVACOES

NOME

Somente o gel (Controle clinoptilolita)

Tratamefto

Gel + Clinoptilolita 5%

Tratamento 2

Gel + Clinoptilolita 10%

Tratamento 3

Gel + Clinoptilolita 20%

Tratamento 4|

Gel + Enrofloxacin 1% (Controle enrofloxacinc Tratamento
Gel + Clinoptilolita 5% + Enrofloxacino 1% Tratanteré
Gel + Clinoptilolita 10% + Enrofloxacino 1% Tratante 7
Gel + Clinoptilolita 20% + Enrofloxacino 1% Tratante 8

Gel + Ag-Zn 1% (Controle Ag-Zn) Tratamento 9
Gel +Clinoptilolita5% + Ac 1% +Zn 1% Tratamentc1Q
Gel + Clinoptilolita 10% + Ag1% + Zn 1% Tratameritb

Gel +Clinoptilolita 20% + Ac1% +Zn 1%

Tratamento 1

Gel + Enrofloxacino 1% + Ag 1% + Zn 1% (Controlgaoxacino + Ag-
Zn)

Tratamento 13

Gel +Clinoptilolita 5% + Enrofloxacin 1% + Ac 1% +Zn 1%

Tratamentc14

Gel + Clinoptilolita 10% + Enrofloxacino 1% + Ag 1%Zn 1%

Tratamento 15

Gel + Clinoptilolita 20% + Enrofloxacino 1% + Ag 1%6Zn 1%

Tratamento 16

As formulagBes geradas foram estocadas em fradeopolietileno
devidamente identificados (Figura 1), sob tempeaatmmbiente e livre de

luminosidade.



37

Figura 1 Géis armazenados em frascos de polietiEeno
embalados para estocagem

Os ativos metalicos (prata e zinco) foram incaados a zedlita, de
acordo com metodologia proposta por Li et al. (3008 qual 100g de
clinoptilolita foram maceradas em solucdo de Na®bh2 100C por duas horas.
Foi realizada a decantacdo da solucdo e lavaggm tom 500mL de agua
deionizada. Logo em seguida, foi feita a imerséddldeg de zedlita-Na em
solucdo aquosa de AgN@ Zn(NQ), a 0,1mol/L a 68C por quatro horas. Foi
realizada a decantacdo da solucdo, lavagem tripla 800mL de agua
deionizada, desidratacdo da solucéo zedlita-Ag-rc@rporagdo em gel. Para
finalizar, foi realizada a esterilizagéo.

O enrofloxacino teve incorporacdo constante, sempgr proporcao de
1% (v/v), seguindo a metodologia proposta por OtkeéBalcioglu (2005), na
qual foi utilizado o enrofloxacino com 99,8% de gua. Foi realizada a
solubilizagdo em agua deionizada, na concentragdd(v/v) e o acerto de pH
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(NaOH/HCI) = 5,27 + 0,5.

3.2 Verificacdo de propriedades exotérmicas dos tt@amentos

3.2.1 Base fisica da investigacao

Esta fase da experimentacéo foi realizada no laafeo de Otologia do
Hospital Veterinario da Universidade Federal derhayno Departamento de

Medicina Veterinaria.

3.2.2 Material

Foram utilizadas 16 pecas anatdmicas de suinoslfnoe anterior,
regido de antebraco - Figura 2). Todas as pecémntintamanho e peso
semelhantes, estando frescas e sendo adquiridassma data e de um mesmo
fornecedor. Elas foram mantidas em temperaturaeartdyi que foi monitorada
durante todo o periodo de experimentacdo por meitedndémetro ambiental
(Digital Thermometer EP-1fF Grand LkBf, Germany) (Figura 3).

A escolha de pecas anatdmicas ocorreu em deciarréas restricdes
éticas. Como o presente estudo se trata da prieteipa de desenvolvimento de
um produto inédito, ele foi inteiramente realizadwitro, e somente quando o
produto for comprovadamente seguro é que podetaéstado em animais vivos,
dando continuidade aos passos rumo a producao ciainér escolha da espécie
suina ocorreu de acordo com o modelo proposto f@on A&t al. (2004), seguido
por todos os outros trabalhos sobre o assunto.

Para a determinacdo da temperatura intradérmicautfiizado um
termdmetro intradérmico digital (InstrutefhDigital Thermometer ITDT801)

(Figura 4) para todos os testes, evitando possieeiacdes entre equipamentos



diferentes.

Figura 2 Pecas anatdbmicas de suinos (membro anterio
utilizadas para avaliacao termométrica dos géis

Figura 3 Termdmetro utilizado para mensuracdo da
temperatura ambiental

39



40

Figura 4 Termbmetro digital utilizado para mensugar
temperatura das pecas anatémicas

Para a contagem de tempo, foi utilizado crondémeigidal (Cronobio
SW2018).

Foram utilizados 38wabsestéreis (Figura 5), um para cada um dos 16
tratamentos, testados em duplicata (Quadro 1). Apésutilizacdo, ewabera
descartado, evitando, dessa forma, contaminacd@adau com outros
tratamentos.

Foram feitos, em papel cartdo preto, 32 gabativos circunferéncia de
1,5cm de raio, resultando em uma &rea livre pdreagfo do produto de 4,7ém
(Figura 5).
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Figura 5 Aplicacdo do produto coswabestéril e utilizagéo
de gabarito para demarcacdo da area de
espalhamento do produto

3.2.3 Método

Cada tratamento foi testado em duplicata, altelmaposicdo de
espalhamento e peca testada.

O termdmetro intradérmico digital foi introduzidogo abaixo da
epiderme, exatamente abaixo do centro do ponto usd g produto seria
espalhado (Figura 6).
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Figura 6 Sensor do termdmetro em posicao intrad@&mi
logo abaixo do centro de espalhamento do
produto

Uma porcédo de cada composto era espalhada, coxilm ale umswab
estéril, na &rea circular pré-determinada pelo m@b@igura 7).

Figura 7 Espalhamento restrito do gel em area elstaida
pelo gabarito

As leituras termométricas de ambos os termbémetnabzados
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(intradérmico e ambiental) foram efetuadas nos nmbose0 (antes do contato
com o tratamento) ent+(em quen corresponde ao tempo em minutos apoés

contato, variando em uma escala de +1 a +15), doistcado na Figura 8.

Figura 8 Momento de realizacdo de leitura termoogtr
intradérmica com auxilio de cronémetro digital

3.3 Verificagcdo de propriedades antibacterianas dasatamentos
3.3.1 Base fisica da investigacao

Esta fase da experimentacdo foi desenvolvida noorasfirio de
Microbiologia do Departamento de Medicina Veterimada Universidade
Federal de Lavras.

3.3.2 Material

Foram testadas duas espécies bacterianas de neéevalinica,
especialmente  em dermatologia veterinaria de pegueranimais:
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Staphylococcus intermedius(cepa 08/96PE-FUNED) e Pseudomonas
aeruginosgcepa ATCC 27853).

Como meio de cultura desses micro-organismos fitizado agar
Mueller-Hinton (OXOID), disposto em placas de Retri

3.3.3 Método

Em uma etapa piloto, observou-se que nao foi pelsse obter uma
completa homogeneizacdo na incorporacdo diretagéis ao meio, 0 que
poderia comprometer os resultados. Dessa formap comeiculo (gel) utilizado
era inerte e ndo influenciaria no resultado mialdlgico, 0 mesmo foi
descartado. Cada composto presente nas diferentgmosicdes dos tratamentos
foi pesado e incorporado diretamente no meio, camaatidade e metodologia
idénticas as dos compostos preparados na farméeiamdnipulagéo,
promovendo homogeneizacédo satisfatéria.

O meio de cultivo foi preparo de modo a preseavaomposicao basica
em termos de nutrientes e conteldo de agua pasauraddos tratamentos. A
clinoptilolita e os sais de prata e zinco forantaxtiados ao meio previamente a
autoclavacdo. O enrofloxacino foi adicionado quarmlomeio estava em
temperatura de 45-50°C, para evitar a sua inativa¢a

Apls a autoclavacdo do meio e da adicdo do ememfloo nos
tratamentos especificos, os meios contendo osedifes tratamentos foram
distribuidos em placas de Petri (25 mL/placa), comstra a Figura 9.

Para o preparo dos inéculos, os tubetes contesdni@o-organismos
testados foram retirados do ultrafrio (-70°C), degelados e uma aliquota de
cada um dos tubetes semeada em tubos contenddvidglier-Hinton. Estes
foram incubados a 37°C por 18-24 horas para avegdth dos micro-

organismos. Apés a reativacdo das amostras, fioi fepique dos agentes em
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agar Mueller-Hinton e incubagéo a 37°C por 24 hokagartir das culturas em
meio soélido, foi produzida uma suspenséo-padrécadia uma das bactérias
correspondente a escala 10 de Mc Farland (3XEG/mL). Uma aliquota de
20uL de cada suspensdo padronizada foi depositadeada uma das placas
contendo os respectivos tratamentos, utilizandersa micropipeta automatica.
A distribuicdo dos in6culos em cada tratamentadalizada por meio de algas
de Drigalski.

As placas de Petri inoculadas foram incubadas®&€ ®o6r 24 horas,
momento em que foram feitas as leituras macrosagpavaliando-se se houve

ou nao crescimento dos micro-organismos testados.

Figura 9 Placa de Petri com agar Mueller-Hintoremafte
ao Tratamento 7
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3.4 Verificacdo de propriedades coagulantes dos teamentos

3.4.1 Base fisica da investigacao

Esta fase da experimentacéo foi realizada no laafao de Otologia do
Hospital Veterindrio da Universidade Federal derhayno Departamento de

Medicina Veterinaria.

3.4.2 Material

Foram utilizados 32 tubos de ensaio 12 x 100mmadesiicato, com
tampa de rosca, balanca de precisdo,s@2abs estéreis, estufa a 37§
crondmetro digital.

Foi realizada a coleta de 100mL de sangue de urm@asaudavel,
imediatamente antes do inicio dos testes.

3.4.3 Método

Os compostos de cada tratamento foram expostosibos de ensaio,
contendo 3mL de sangue caniito natura (colhido imediatamente antes do
teste).

Uma aliquota de 250pg de cada composto foi adidi@rao sangue, e
incubada a 37,5°C. As leituras de coagulacgéo foeafivadas a cada minuto, no
patamar de 15 minutos.

Os testes foram realizados em duplicata para cadtantento,

totalizando 32 testes.
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3.5 Andlise estatistica

Os dados qualitativos referentes a etapa micradiicd foram abordados
por meio da estatistica descritiva.

Para os dados quantitativos referentes a etapserdaometria foi
realizada uma andlise de variancia para dados a@oAgtricos, com o teste de

Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Propriedade exotérmica

Na utilizacao da zedlita em p6 como um anti-hengied Alam et al.
(2004) relataram temperaturas que chegaram °€ %pos a aplicacdo do
QuikClot® em sua vers&o original. Arnaud et al. (2007) aetah temperaturas
de 58,1 + 4,5 apds a aplicacdo da primeira geracdo do QuikCéot
temperaturas de 58,2 + %3apds a aplicacédo do QuikClot AER\rnaud et al.
(2008) encontraram temperaturas de atéC7&pés a utilizacdo do QuikClot
ACS®. Cox et al. (2009) relataram temperaturas d&C5&nquanto 0 menor
aumento de temperatura, de °C5a 6,3C, foi registrado por Arnaud et al.
(2008) em uma formulac&o mais recente do produ@uiaClot ACS+. Neste
estudo, a elevacdo média maxima da temperatungedas foi de 1,2&, menor
gue a encontrada em todos os outros estudos, csttnoepresentado no Grafico
1.

N&o se observou diferenca estatistica signifiaaéatre os diferentes
tratamentos, apontando que a variagdo da inclusfiocahcentracdo da
clinoptilolita, bem como dos sais de prata e ziecale enrofloxacino, nao

influenciou a elevacdo de temperatura (Tabela 1).
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Ao contrario das formulagdes anti-hemorragicas ezoiis - como
citado por, Alam et al. (2004), Arnaud et al. (2Q0RIlurad et al. (2009) e
Wright et al. (2004) - os géis testados elevaramndneira pouco significativa,
a temperatura tissular local. E provavel que egsartermia branda ocorra em
funcdo da menor granulacdo da zedlita e de suapoagdo em gel. As
observacdes feitas por Cox et al. (2009) confirnga® é justamente o residuo
em pé que causa a elevacao térmica acentuada,crm®quente lesdo tissular.

Também se pode inferir que o veiculo usado nas géi reconhecida
caracteristica hidrofilica e dispersante, possacéatribuido para abrandar o
efeito térmico, seja pelo aumento da umidade lodatorrente da interface
isolante - efeito barreira - ou mesmo por evitar eontato maior do mineral
diretamente com a pele.

Além disso, a discrepancia entre os resultados eldwacdo de
temperatura encontrados no presente estudo e dos da literatura pode ser
explicada pelas diferentes condi¢cbes de experip@ofauma vez que, no
presente estudo, foram utilizadas pecas anatérdieasuinos, sem circulacao
sanguinea, com a fisiologia dermatolégica e tentperanicial alteradas. Além
disso, no presente estudo, o produto foi testadwuma pele integra, livre de
feridas e/ou escoriacfes. No entanto, 0 modeloriemeetal seguiu o proposto
por Alam et al. (2004), utilizando a espécie su@®@mmo o produto é destinado a
cdes e gatos, futuros trabalhos devem realizaesiest na pele de cadaveres
dessas espécies e, futuramente, em animais vivosjderando variacfes de
espécie para espécie. Novamente, ressalta-se goeesente trabalho, trata-se
da primeira etapa de desenvolvimento do novo poodut
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Elevagdes médias de temperaturadas pecas
anatdomicas (°C) para cada tratamento

1,15

0,35
0.3
0,25

0.4 0.4 0.4
0.3
0,25 0,25 0,25 0.25
0.2 0.2
0.15
I I 0.1

TTL T2 T3 T4 TS5 T& T/ TE TS T10 T11 Ti2 T13 Ti4 TI15 T16

Gréfico 1 Amplitudes médias das temperaturas sébeas de pecas anatdmicas de
membros de suinos tratadas com diferentes con¢éetae géis

Como o experimento ndo foi realizado sob condicéawbientais
controladas, a temperatura ambiental foi menswladante toda a realizagdo do
experimento e, apOs andlise estatistica, foi peksienstatar que a mesma
também nédo sofreu alteracdo significativa ao lodgotempo, podendo-se
descartar uma possivel influéncia da temperatulsiesntal sobre a temperatura
mensurada na peca (Tabela 2).
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Tabela 1 Medidas descritivas (média e desvio-padrdesultado do teste de Kruskal-
Wallis para variavel “temperatura da pec¢a”, conehde significancia de 5%

DESVIO-

TRATAMENTOS N MEDIA PADRAO P
C1 2 0,3C 0,0c
Tl 2 1,15 1,48
T2 2 0,25 0,07
T3 2 0,2¢ 0,0C
Cc2 2 0,30 0,28
T4 2 0,40 0,00
T5 2 0,2t 0,07
T6 2 0,25 0,21 0,851326
C3 2 0,15 0,21 (NS)
T7 2 0,2t 0,21
T8 2 0,40 0,28
T9 2 0,35 0,21
C4 2 0,25 0,21
T10 2 0,40 0,14
T11 2 0,20 0,00
T12 2 0,1c 0,0c

(NS): Teste nao significativo com nivel de 5% debabilidade;
C: Grupo-controle; T: Grupo-teste

Tabela 2 Medidas descritivas (média e desvio-padrdesultado do teste de Kruskal-
Wallis para variavel “temperatura do ambiente”, aufrel de significancia de

5%
- DESVIO-

TRATAMENTOS N MEDIA PADRAG P

C1 2 0,10 0,00

T1 2 0,2t 0,07

T2 2 0,4( 0,14

T3 2 0,25 0,07

c2 2 0,2( 0,14

T4 2 0,2t 0,07

5 2 0,15 0,07

T6 2 0,1t 0,07 0,084657

C3 2 0,5t 0,07 (NS)

T7 2 0,25 0,07

T8 2 0,25 0,07

T9 2 0,3t 0,07

c4 2 0,10 0,00

T10 2 0,20 0,14

T11 2 0,0t 0,07

T12 2 0,15 0,07

(NS): Teste nao significativo com nivel de 5% debabilidade;
C: Grupo-controle; T: Grupo-teste
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4.2 Propriedade antimicrobiana

Na etapa microbiol6gica, foi constatado que d=utnantos que tinham
em sua composicao a clinoptilolita sem associagéaedoram capazes de inibir
0 crescimento dos micro-organismos, enquanto tammstratamentos que
continham os sais de prata e zinco e o enroflogacnzinhos ou associados
entre si e/ou com a zeodlita, inibiram o crescimed&s bactérias testadas
(Quadro 2).

Quadro 2 Crescimento macroscopico de cepas bawsriastadas frente aos géis apés
24 horas de incubagdo em agar Miueller-Hinton

Tratamentos Staphylococcus intermedius | Pseudomonas aeruginosa
T1 + +

T2 + +

T3 + +

T4 + +

T5 - -

T6 - -

T7 - -

T8 - -

T9 - -

T10 - -

T11 - -

T12 - -

T13 - -

T14 - B

T15 - -

T16 - -

(+): presenca de crescimento macroscépico; (-Eraaia de crescimento macroscopico;
C: Grupo-controle; T: Grupo-teste

Foi demonstrado que a associacdo da clinoptilaiden os outros
compostos ndo interferiu na inibicdo bacterianajue sua aplicagdo como
composto isolado nado foi capaz de inibir o cresnimebacteriano, como ja
havia sido mostrado por Kwakye-Awuah et al. (20@8se resultado reforca a

sugestdo de que o real valor das zedlitas nessasiagdes se da pela sua
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capacidade de se comportar como uma “bomba”, @lieae liberagédo gradual
e continua dos compostos aos quais estd assoc@damportancia em longo
prazo, prolongando os efeitos dos mesmos, commsgiogor Casemiro et al.
(2008). Essa propriedade néo foi avaliada no pteseabalho e merece estudos
posteriores, pois se trata de uma das principaitagans da formulacdo em
estudo, sendo, particularmente, interessante aadérenatoldgica.

Como Casemiro et al. (2008), Cowan et al. (20@Gjleano, Korff e
Nicholson (2003) e Kwakye-Awuah et al. (2007)h@viam demonstrado, os
sais de prata e zinco se mostraram altamente eficaendo capazes de inibir
completamente o crescimento das bactérias na doacga de 1% utilizada em
todos os tratamentos, associados ou ndo a zedtta @ antimicrobiano
utilizado.

O efeito antimicrobiano do enrofloxacino, inibinds bactérias testadas
quando associadas aos outros compostos ou nacértamta completamente
esperado, tendo sido escolhido justamente poatse tte uma fluorquinolona de

amplo espectro, bactericida, tendo eficacia clinatabelecida.

4.3 Propriedade coagulante

Sendo o primeiro trabalho da area com a tentatigatabtar as
propriedades coagulantesvitro, a metodologia criada nao foi capaz de prover
resultados fidedignos, mostrando-se ineficaz. Agotzgdo em frasco se deu,
em todos os tratamentos testados, em ambas regstigftes da aplicacdo do
produto, assim que o sangue era colocado no fréewez pelo proprio “efeito
vidro”, citado por Z-Medica (2008).

Como o produto se encontra na primeira fase dengef/imento e

testes, pelas restricdes éticas, ndo se podeldesid-animais vivos, condi¢do a
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qual ja possui metodologia bem estabelecida, cainadotado por Alam et al.
(2004), Arnaud et al. (2007) e Arnaud et al. (20@8m o modelo em suinos.
Em razao dos registros de alta eficiéncia antidredgica das zedlitas,
outros testes devem ser realizados e, caso seamenéisse efeito, o que é
altamente esperado em decorréncia dos regist@agtentes, 0 mesmo podera

agregar mais uma fungéo ao produto.

5 CONCLUSAO

Nas condi¢Bes deste experimento, pode-se compleiras formulacdes
de géis, nas concentracdes propostas e contemaptdblita, enrofloxacino e
sais de prata/zinco, possuem baixo efeito térmissular e alto poder

antibacteriano contr&taphylococcus intermedief®seudomonas aeruginasa

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho se refere a primeira etapa do dekémento de um novo
produto dermatoldgico. E o primeiro a consideraplicacido das zedlitas em
dermatologia veterinaria, possibilidade considerata razao dos diversos
registros da utilizacdo desse mineral em outragsae®mo um excelente
adsorvente, o que levou a se pensar no possived eftsorvente de toxinas,
presentes com frequéncia em piodermites e feridesradas; também foi
considerada a sua capacidade liberadora de sulastéme longo do tempo
(efeito “bomba”), que seria extremamente Ut nasoemcdo com
antimicrobianos e ions, visando a um prolongameatseu efeito.

Os resultados obtidos na primeira etapa de testesitro foram
altamente favoraveis, pois ndo foi verificada aacdo exotérmica, o maior

problema encontrado na literatura a respeito diaagéo da composicao em pé.



54

Adicionalmente, o potencial efeito antibacteriareo @bmposicao testada foi
confirmado contra as cepas bacterianas testadas.

Dessa forma, sendo o pioneiro na area, a padgitizde metodologias
se tornou uma etapa desafiadora no desenvolvindenpoojeto. Nesta pesquisa,
visava-se a verificacdim vitro das propriedades dos géis formulados e se elas
realmente poderiam ser transferidas a partir dasaideareas, mantendo sua
eficacia como um produto em gel. Além disso, busmwerificar a possivel
ocorréncia de efeitos nocivos, frequentementeaddet na formulacdo em pé ja
existente. Associando varias metodologias de difesetrabalhos, tentou-se
estabelecer um padréo adequado para essa pesgujsa, foi realizado com
muito estudo e cuidado por meio de diversos engdio®s que permitissem
confirmar que a melhor técnica a ser empregada.

Na etapa antimicrobiana, foi indicado que a pregeda clinoptilolita
ndo interferiu na inibigdo dos micro-organismossenados. Esse resultado
deve-se, a auséncia de uma metodolagigitro adequada que confirmasse a
acdo em longo prazo desse mineral. Posteriormepi@ndo o produto for
comprovadamente seguro, em uma etapavo de desenvolvimento poder-se-a
ressaltar com maior propriedade esse importanectsp

Quanto a verificacdo das propriedades exotérmicas,resultados
encontrados foram altamente positivos. Diante dadosl da literatura, de
significativas elevacdes de temperatura, no ind@opesquisa, ndo se sabia
exatamente o que esperar nestes testes; o quectwiteado nesta etapavitro
foi uma elevacdo muito pequena, levando a congiélerde que o produto ndo
apresentara risco térmico a pele dos animais,adaer comprovado em etapa
posterior de estudo.

A instituicdo e o sucesso do tratamento de depa#as € um desafio
na rotina de médicos veterinarios, ja que as aéscdérmatologicas sdo as que

mais levam caes ao consultério. Produtos inovadémges do desenvolvimento
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da pesquisa dentro das universidades, servem rdgata a sociedade e aos
profissionais que atuam na area, valorizando oalinab da comunidade
académica. Atualmente, a pesquisa e a inovacdomdeamdar paralelas,
transformando trabalhos de pesquisadores em rdgsiltangiveis que levem ao
desenvolvimento e a modernizacdo das areas do comEo e,

consequentemente, da ciéncia do pais.
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