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Resumo

A eficécia dos sistemas de libertacdo controlada de farmacos depende da concentragédo
libertada no local a tratar durante um periodo de tempo adequado. Nos dias de hoje, ja existem
alguns produtos disponiveis no mercado que permitem facilitar o tratamento de feridas,
minimizando o risco de infe¢des e acelerando o processo de cicatrizagdo. No entanto, a limpeza
e desinfecdo das feridas tem de ser feita varias vezes ao dia, com mudas frequentes de pensos,
0 que pode interferir no processo de cicatrizacdo de feridas. O uso de pensos curativos com
sistemas de libertagdo de farmacos € uma possivel solucéo, devido ao contacto prolongado com
o leito da ferida e ao elevado grau de conforto evitando as mudas frequentes de penso.

Ao longo deste trabalho foram desenvolvidos alguns filmes de hidrogel para poderem ser
usados como sistema de libertacdo controlada de um agente antissético (poli(hexametileno
biguanida), PHMB), partindo do quitosano, através do método de evaporacdo do solvente.
Apenas um dos filmes obtidos foi selecionado para caraterizagéo e para os estudos de libertagdo
de PHMB: o filme a base de quitosano também, contém acido sucinico, 1-ciclohexil-3-(2-
morfolinoetil)carbodiimida meto-p-toluenossulfonato (CMC; reticulante) e glicerol
(plastificante).

Foi analisada a capacidade de inchaco do filme selecionado (141%), os espetros
vibracionais no infravermelho, a curva de termogravimetria e as imagens de SEM. Os
resultados revelaram uma capacidade de inchaco de 141%, superior a de produtos comerciais,
como por exemplo, XCell® (~71%). O filme é facilmente dobrado e manuseado sem que se
quebre, apresenta fortes propriedades de adesdo e revelou uma rapida capacidade de absorcao
de agua.

A PHMB foi imobilizada/ carregada por imersao no filme selecionado como o mais
promissor. Os resultados do estudo de libertacdo controlada de PHMB foram realizados sob
condigdes sink, em trés ensaios. Um dos ensaios destaca-se dos outros porque 0 processo de
lavagem das amostras utilizadas foi diferente. O Ensaio 1 foi aquele que apresentou
absorvancias no branco mais elevadas, o que significa que a lavagem ndo foi eficaz. Assim, foi
realizado um processo de lavagem mais vigoroso nos Ensaios 2 e 3. Nestes dois ensaios, as
condicdes de lavagem e do estudo de libertacdo foram as mesmas para ambos, e confirmaram
a reprodutibilidade dos ensaios. Os ensaios de libertacdo foram realizados durante 3 dias, porém
as amostras libertaram PHMB durante ~0,5 dias para 0s Ensaios 2 e 3 e ~1 dia para 0 Ensaio 1,
sendo a maior quantidade de PHMB libertada nas primeiras 8 h e o equilibrio atingido quando

~33 - 34 ug de PHMB/mg de disco seco foram libertadas. A concentracdo de PHMB libertada



encontra-se acima dos valores da MIC2sn (2 pg/mL) ~10 — 11 h apds comecar 0 ensaio de
libertacdo para os trés ensaios realizados. O modelo cinético que melhor se adequou ao perfil
de libertacdo foi 0 modelo de Korsmeyer-Peppas, 0 tipo de transporte carateristico € a difusdo
Fickiana e o coeficiente difusional de 25 x 10" mm?/d. Assim sendo, o filme FBQ 1 é adequado

para aplicacdo em pensos curativos.

Palavras-chave: Hidrogel; Quitosano; Sistemas de Libertacdo Controlada de Farmacos;

Poli(hexametineleno biguanida); Pensos curativos.



Abstract

The efficacy of controlled drug delivery systems depends on the concentration released
at the site to be treated for a suitable period of time. Nowadays, there are already some products
available in the market that facilitate wound treatment, minimizing the risk of infections and
accelerating the healing process. However, wound cleaning and disinfection has to be done
several times a day, with frequent dressing changes, which can interfere with the wound healing
process. The use of wound dressings with drug delivery systems is a possible solution, due to
prolonged contact with the wound bed and to the high degree of comfort avoiding frequent
dressing changes.

Throughout this work, some hydrogel films have been developed to be used as a
controlled delivery system of an antiseptic agent (poly(hexamethylene biguanide), PHMB),
starting from chitosan, by the solvent evaporation method. Only one of the obtained films was
selected for characterization and for the PHMB release studies: the chitosan-based film also,
contains  succinic acid, 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)  carbodiimide  met-p-
toluenesulfonate (CMC; crosslinker) and glycerol (plasticizer).

The swelling capacity of the selected film (141%), the infrared vibrational spectra, the
thermogravimetry curve and the SEM images were analyzed. The results showed a swelling
capacity of 141%, higher than commercial products, for example XCell® (~71%). The film is
easily folded and handled without breaking, has strong adhesion properties and has revealed a
rapid water absorption capacity.

The PHMB was immobilized/loaded by immersion in the film selected as the most
promising. The results of the PHMB controlled release study were performed under sink
conditions in three trials. One of the trials highlights from the others because the washing
process of the samples used was different. Trial 1 was the one with the highest white
absorbencies, which means that the wash was not effective. Thus, a more vigorous washing
process was performed in trials 2 and 3. In these two trials, the washing and release study
conditions were the same for both, and confirmed the reproducibility of the assays. The release
assays were performed for 3 days, however the samples released PHMB for ~0,5 days for trials
2 and 3 and ~1 day for trial 1, the highest amount of PHMB being released in the first 8 h and
the equilibrium reached when ~33 — 34 ug of PHMB/mg of dry disk were released. The
concentration of released PHMB is above MIC24h (2 pg/mL) ~10 — 11 h after starting the release
assay for the three trials performed. The kinetic model that best suited the release profile was

the Korsmeyer-Peppas model, the type of characteristic transport is Fickian diffusion and the

\



diffusional coefficient of 25 x 10 mm?/d. Therefore, the FBQ 1 film is suitable for application

to wound dressings.

Key-words: Hydrogel; Chitosan; Controlled drug delivery systems; Poly(hexamethylene
biguanide); Wound dressings.

Vi



indice geral

F o [ (o [=Tol 1 T=] 0 (01RO STOSRRSR i
RESUMIO ..ttt b bbbt b ettt b e b bbbt ii
ADSTFACT ... bbb b b %
T30 TTe=N =T TR vii
(TS s W LI T U LSS X
LiSta A8 TaDRIAS. ... .ccueeiiee et nes xiii
LiSta A& ADIBVIALUIAS .......eeiiieieiie ettt nre e nnes Xiv
MOLIVAGED € ODJETIVOS ...ttt ettt 1
CAPITULO 1 — INTOUUGED. .......ecveveveeeeeeeseeeese ettt en st 3
I T o USSP SITRPS 3
1.2 Sistemas de libertacdo controlada de fArmacos...........ccoceveiieieiiieniisceee s 5
1.3 HIANOGAIS ...ttt ettt b b 6
1.4 Filmes & base de QUITOSANO0..........ccueiveiieiieieeie et 10
1.4.1 QUITOSANO ....veeveeieieceree ettt ettt et stte et e et e e be e s ateebeesbeeebeesreeanbeesreeebaeas 10
1.4.2 PIASHTICANTES ...oviviiiciieieee et et 11
1.4.3 AQeNtes retiCUIANTES .........ecviivieie e 12

1.5 FArMAcO: PHIMB ..ot 14
1.5.1 Imobilizagao do FArMACO..........cccveieiiece e 16

1.6 Andlise da cinética de libertagd0o do fArmaco.........c.ccoceveiiiiieiei e, 17
I IS - Vo (o I [ U (S 21
1.8 TECNICAS de CArateriZAGA0.........eiveveieiteitisieeee et 26
1.8.1 Capacidade de INCNAGO..........coiiiiiiiiiiieeee s 28
1.8.2 Espetroscopia vibracional de infravermelno.........cccccoovviiiiiciin 28
1.8.3 TEIrMOQGraVIMELITA. ... .cveiuieiieieieiie ittt 29
1.8.4 Microscopia eletronica de Varrimento.........cccooevererineninieene e 29
1.8.5 Goniometria de Angulos de CONtACLO ..........cccvevveerieiieie e 30



CAPITULO 2 — Materiais € MELOUOS .......veeveereeeeeeeeeeeeeer e eeeeeereereeereereeeeeseeseeeseeseneans 31

2.1 IMTAEETTAIS. ...ttt bbbttt et 31
2.2 IMBLOUOS ...ttt bbbttt bt 32
2.2.1 Preparagdo dos filmes a base de qUItoSan0 ..........ccccoeveieiiinencinc e 32
2.2.2 Carregamento do TArMACO .........covieiiiiiicecee e 34
2.2.3 Quantificacdo do farmaco carregado ..........ccceeeevveieeieece e 34
2.2.4 Estudos de libertagdo do farmaco .........cccccveveieerecie e 35

2.3 Caraterizagao do FIlME .......c.ooiee e 36
2.3.1 Capacidade de INCNAGO..........cceiieiieie e 36
2.3.2 Espetroscopia de Infravermelnos ..o 36
2.3.3 TeIrMOQraVIMELIIA......ecveiieiieeie et re e 36
2.3.4 Microscopia eletronica de Varrimento..........coevrereereneresiese e 37
2.3.5 Goniometria de &ngulos de CONACTD .........cveveieriiiieniiiree e 37
CAPITULO 3 — ReSUltad0s € DISCUSSAD .........c.c..curvererrreeereeesniseeeseseesessessssessssssseseesenss 38
3.1 Preparacédo dos filmes a base de qUItOSAN0 ..........ccceveiiiveeeicese e 38
3.2 SeleGi0 da fOrMUIAGED ........ccveiviriiiiei s 42
3.3 Caraterizacdo do filme Selecionado ............ccoevereiiiiiiniseee s 43
3.3.1 Capacidade de INCNAGO ...........erueiiriiiieiieieiee e 43
3.3.2 Espectroscopia de Infravermelnos ..o 44
3.3.3 TeIrMOQIaVIMELIIA. ...c.ecveivieiiieie ettt te et esbeesre e sree e 45
3.3.4 Microscopia eletronica de Varrimento..........ccccovueveereiieieese e 46
3.3.5 Goniometria de &ngulo de CONtACEO..........cceevviiieiieiecc e 47

3.4 Cinética de libertagdo para o sistema de libertagdo controlada...........c..cccccevnenne. 48
3.4.1 Quantificacdo de fArmaco Carregado.........cccovverererieienieieierese e 48
3.4.2 Perfil de libertag8o do fArmMaco .........cccceveieiiieni e 49
3.4.3 Estudo da cinética de libertagdo do farmaco...........ccocevvvirenene i 55

4 Conclusdes & PerspPetivas TUTUIAS .........ccouiiiirieieeie et 61
RETEIBNCIAS ...ttt bbbt 63_



Anexo A — Filmes & base de quitosano preparados. ..........cccoevereeeereneeieneseneeeseens
Anexo B — Curva de Calibragao ............cooeiiiiiiiiiicieee e

Anexo C — Frases de Risco e de Seguranca dos principais reagentes utilizados........



Lista de Figuras

Figura 1.1 - Estagios de cicatrizacdo de feridas: (a) Epiderme intacta; (b) Hemostasia;
(c) Inflamacdo; (d) Migracdo e proliferacdo; (e) Maturacdo/ Remodelacdo da epiderme
(adaptado de Sonnemann e Bement, 2011). .......ccooviieiiiiieie e 4
Figura 1.2 - Estrutura quimica de alguns polimeros sintéticos: (a) PEG; (b) PHEMA; (c)
PAA; (d) PNIPAAM; (€) PLA; (f) PVP; € (0) PVA. ..o 8
Figura 1.3 - Estrutura quimica de alguns polimeros naturais: (a) Quitosano (b) Alginato

(em que m representa o acido S-D-manurénico e n o &cido a-L-gulurénico); (c) Acido

hIalurONICO; € (d) PECLING........ecieiecce et re e 9
Figura 1.4 - Estrutura quimica de (a) Quitina e; (b) QUItOSaN0. ........cccervevrerericirienns 10
Figura 1.5 - Estrutura quimica de (a) CMC g; (b) GlioXal.........ccccocevvriniinieieiiincne 12

Figura 1.6 - Reticulacdo do quitosano pelo glioxal. (a) Glioxal reage com 0s grupos
hidroxilo do quitosano; (b) Glioxal reage com os grupos amina do quitosano (adaptado de Yang
A= LI 001 ) RS S 13

Figura 1.7 - Reacdo entre os grupos carboxilicos do acido carboxilico com 0s grupos
diimina da CMC, resultando no intermediario ativo O-acilisoureia. .........c.ccoeeererevenenvnnnen 13

Figura 1.8 - Reacdo entre o intermediario ativo e o quitosano, resultando a formacéo de
uma ligagdo amida entre 0 4CId0 € 0 QUITOSANO. .......ccueveuiiierieieie e 13

Figura 1.9 - Reticulacdo do quitosano pela CMC na presenca de acido succinico........ 14

Figura 1.10 - Estrutura quimica da PHMB. ...........ccccooieiiie e 15

Figura 1.11 - Métodos de carregamento de agentes terapéuticos: (a) Permeacdo; (b)
Ocluséo; e (c) Ligacédo covalente (adaptado de Liu et al., 2018). ......cccevvreevveieiiereee e 17

Figura 1.12 - Angulo de contacto entre uma superficie sélida e uma gota de liquido... 30

Figura 3.1 - Esquema da formacdo do PEC entre a pectina e o quitosano (adaptado de
(OF0] [ o] o] - =] A |2 0 ) RSOOSR 38

Figura 3.2 - Aspeto visual dos filmes a base de quitosano preparadas em laboratério. 39

Figura 3.3 - Aspeto visual do filme FBQ 8 ap0s tratamento. ..........ccccvveveneieiennnnnn 41

Figura 3.4 - Variacdo da capacidade de inchago de amostra do filme FBQ 1 até ser
atingido o equilibrio, em funcgdo do tempo de imersdo numa solucdo de NaCl (0,9%) a 37 °C (n
= 3, SD). Insercdo: Ampliacdo das 2 horas iniciais da curva. CS (t) é a capacidade de inchacgo
0T T 1517 T (= OSSPSR 43

Figura 3.5 - Espetro FTIR-ATR do filme FBQ 1. .....ccoooiiiiiiieceeee e 44



Figura 3.6 - Perfil da perda de massa durante a decomposi¢do térmica de uma amostra
de FBQ 1 e quitosano. Linha continua: curva termogravimétrica de FBQ 1; Linha descontinua:
curva termogravimétrica do quitoSan0 €M PO. ......ecveiieiieie e 45

Figura 3.7 - Imagens obtidas por SEM de FBQ 1: (a) e (b) superficie; (c) e (d) seccédo
transversal. (2) e (c) obtidas com uma ampliacdo de 100x; (b) e (d) obtidas com uma ampliagéo
de 500x. (As particulas que se observam na imagem devem-se a presenca de outras amostras,
analisadas em simultaneo, na camara do MICrOSCOPIO). ......eceerveeruerierreriesiesee e se e 47

Figura 3.8 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a
37 °C e sob agitacdo (100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para 0 Ensaio 1 de libertacdo
do filme FBQ 1. Losango azul: curva de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva
de libertacdo ndo corrigida; triangulo verde: curva de libertagdo com subtracdo do branco. ..50

Figura 3.9 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a
37 °C e sob agitagéo (100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para 0 Ensaio 2 de libertagédo
do filme FBQ 1. Losango azul: curva de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva
de libertacdo n&o corrigida; tridangulo verde: curva de libertagdo com subtracdo do branco. ..51

Figura 3.10 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF,
a 37 °C e sob agitacao (100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para o Ensaio 3 de libertacédo
do filme FBQ 1. Losango azul: curva de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva
de libertacdo ndo corrigida; triangulo verde: curva de libertacdo com subtracdo do branco. ..52

Figura 3.11 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF,
a 37 °C e sob agitacdo (100 rpm), para os Ensaios 1, 2 e 3 de libertagcdo. Losango azul: curva
de libertagdo corrigida com a subtracdo do branco para o Ensaio 1: quadrado vermelho: curva
de libertacdo corrigida com a subtracdo do branco para o Ensaio 2; tridngulo verde: curva de
libertacdo corrigida com a subtracdo do branco para o Ensaio 3. (Nota: o Ensaio 1 ndo é
comparavel com os Ensaios 2 e 3 porque o processo de lavagem foi diferente). .................... 53

Figura 3.12 - Concentracdo de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e
sob agitacdo (100 rpm) e valor da MICasn € MIC2sn-méxima da literatura. Linha azul escuro:
concentracdo de PHMB libertada com subtracdo do branco para o Ensaio 1; linha vermelha:
concentracdo de PHMB libertada com subtracdo do branco para o Ensaio 2; linha verde:
concentracdo de PHMB libertada com subtragéo do branco para o Ensaio 3; linha roxa: valor
de MIC méaxima ao fim de 24h (ver seccdo 1.5); linha azul claro: valor de MIC ao fim de 24h
sem considerar VRE (VI SECGAO 1.5).....couiuiiiiiriiriiiieieieite ettt 54

Figura 3.13 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de

libertagdo obtido para FBQ 1 obtidos N0 ENSAI0 1. ......c.ccceeiiiiiiiiiieiesieieee e 56
Xi



Figura 3.14 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de
libertac&o obtido para FBQ 1 obtidos N0 ENSAI0 2. .......cceeiiiiiiiiiiiiiiiiecieee e 57
Figura 3.15 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de

libertacdo obtido para FBQ 1 obtidos N0 ENSAI0 3.........ccceciieiiiieiicie e 58

Xii



Lista de Tabelas

Tabela 1.1- MICs para uma exposicédo de 24 e 48 h de PHMB em algumas estirpes de
microrganismos comuns em feridas (Koburger et al., 2010). ........cccooveieviieiienie e 16
Tabela 1.2 - Expoente difusional e respetivo mecanismo de libertagdo, para filmes
poliméricos (Agrawal e Purwar, 2018; Romero et al., 2018)..........ccccoevvviinieiernieie e 20
Tabela 1.3 — Principais pensos curativos comerciais nas diversas formas fisicas e
respetivas carateristicas e indicacfes de uso, existentes N0 mercado. ..........ccevvevvereiiieseennnns 22

Tabela 2.1 - Composicdo dos filmes a base de quitosano preparadas por evaporacéo do

10 V7T (=SSR 32
Tabela 2.2 - Composicdo do fluido pseudo-extracelular (Lin et al., 2001). .................. 35
Tabela 3.1 - Bandas do FTIR de FBQ 1 com as atribuiGoes. ..........ccccceveevveieeieeieennns 45

Tabela 3.2 - Massa de PHMB carregada por massa de disco seco correspondente aos trés
eNSAI0S dE HDEITAGAD. .....c.veeiieiitiei et 48
Tabela 3.3 - Absorvancias obtidas apds a lavagem dos discos de FBQ 1, para 0s Ensaios
1,2 e 3,a236 nm, para dois discos aleatorios (N = 2; SD). ....cccccceveeveeieieeie e 49
Tabela 3.4 - Percentagem de PHMB carregado em relagdo a PHMB presente na solugéo
de carregamento (N = 3; SD). .ooiiiiiiiiieie e 49
Tabela 3.5 — Duragéo da libertagd0o (tibertaczo), quantidade de PHMB libertada quando se
atingiu o equilibrio (([PHMB]eq) e percentagem de PHMB libertada no equilibrio relativamente
a PHMB carregada (PHMB_libertada), para cada ensaio (N = 3; SD). ....ccccocerernvrenineniennn. 53
Tabela 3.6 - Massa dos discos secos antes e depois dos ensaios de libertagdo (n = 3; SD).

Tabela 3.7 - Coeficiente de determinacdo ajustado médio, Rajustado2, obtido para 0s
diferentes modelos de cinética de libertacdo de PHMB (N = 3; SD).....c.cccevevieiecieveece e, 59
Tabela 3.8 - Valor do parametro n (coeficiente difusional) do modelo de Korsmeyer-
Peppas e respetivo tipo de mecanismo de difusdo para FBQ 1 (N =3; SD).....cccevevvvvevivivennnne 59
Tabela 3.9 - Constante de libertacdo, k, e coeficiente difusional aparente, Daparente,

obtidos pelo modelo de Korsmeyer-Peppas para FBQ 1 (N = 3; SD). ...coovvviviencieninisiee 60

Xiii



Lista de Abreviaturas

AA
AH
AIC
AL

Alg

AS
ATR
CMC
CS
CSeb
ECM
EG
FBQ
FTIR
GL
HMDA
MIC
MIC24n
MICasgn
MRSA
PAA
PEC
PECF
PEG
PG
PHEMA
PHMB
PLA
PNIPAAM
PVA
PVP

Acido acético

Acido hialurénico

Critério de informacdo Akaike
Acido latico

Alginato de sodio

Acido sucinico

Refletancia total atenuada

1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida meto-p-toluenossulfonato

Capacidade de inchaco (swelling)
Cloreto de sebacoilo

Matriz extracelular

Etileno glicol

Filme a base de quitosano

Espetroscopia de infravermelhos com transformadas de Fourier

Glicerol

Hexametilenodiamina

Concentracdo inibitéria minima

Concentracdo inibitdria minima para uma exposi¢do de 24 h
Concentracdo inibitdria minima para uma exposi¢do de 48 h
Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Poli(acido acrilico)

Complexo polieletrdlito

Fluido pseudoextracelular

Poli(etileno glicol)

Propileno glicol

Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo)

Poli(hexametileno biguanida)

Poli(acido latico)

Poli (N-isopropilacrilamida)

Poli(alcool vinilico)

Poli(N-vinilpirrolidona)

Xiv



PVP-I

SEM
SD
SLC
TGA
UV-Vis
VRE

lodopovidona

Quitosano

Microscopia eletronica de varrimento

Desvio padréo (standard deviation)

Sistema de libertacdo controlada
Termogravimetria ou analise termogravimétrica
Ultravioleta — visivel

Enterococcus resistente a vancomicina

XV



Motivacao e objetivos

Todos os anos milhdes de pessoas sofrem de feridas agudas e crénicas, sendo gastos
milhGes de euros no tratamento. Uma estimativa dos gastos totais da Medicare nos Estados
Unidos Da Ameérica (E.U.A.) no ano de 2014, para todos os tipos de ferimentos (desde feridas
com infe¢des, a feridas cirurgicas e Ulceras de pé diabético) variam entre 28,1 e 96,8 bilides de
ddlares (24,67 e 84,97 bilides de euros) (Nussbaum et al., 2018). Assim, surge a necessidade
de desenvolver pensos curativos multifuncionais que: (i) fornecam nao so protecéo fisica, bem
como ajudem a manter o ambiente himido ideal da ferida; (ii) durem mais tempo antes de serem
renovados; e (iii) permitam uma cicatrizacdo da pele mais rapida com 6timos resultados a nivel
estrutural e estético (Pachuau, 2015; Cremar et al., 2018).

Nem todas as feridas conseguem cicatrizar da melhor forma. Este problema é agravado
quando se trata de feridas cronicas, porque ha vérios factores externos a afectar o processo de
cicatrizacdo, tais como, contaminac@es, infecbes, complicacdes devido as condicdes fisicas e
fisioldgicas do paciente, diferentes tipos de Ulceras, entre outros. As infeces bacterianas sdo o
principal fator que atrasa o processo de cicatrizacdo, o que resulta da falta de agentes
antimicrobianos nos pensos, uma vez que a eficacia antimicrobiana de um penso isoladamente
é insuficiente, pelo que é necessario que este inclua outras propriedades que melhorem o
processo de cicatrizacdo (Cremar et al., 2018). Consequentemente, o tratamento de feridas
cronicas exige um tratamento mais longo e intensivo, sendo necessario o uso de agentes
terapéuticos que permitam a recuperacéo ideal das feridas (Pachuau, 2015). Nos E.U.A. o custo
estimado no mercado de tratamento de feridas incorporando esses agentes foi estimado em 7
bilides de ddlares (6,14 bilides de euros) em 2013, e devera crescer para 10 bilides de ddlares
(8,78 bilides de euros) em 2020.

Alguns sistemas de libertacdo controlada (SLC) de farmacos tém sido desenvolvidos ao
longo dos ultimos anos, com o objetivo de distribuir diretamente o farmaco no local da ferida,
para uma acdo sustentada (lenta e prolongada). Estes SLC promovem a otimizacdo da
distribuicdo do farmaco no organismo, evitando flutuaces indesejaveis na sua concentragéo, o
que permite uma melhoria na biodisponibilidade. Os SLC permitem adaptar o perfil
farmacocinético (“caminho” percorrido pelo farmaco), a velocidade de libertacdo do farmaco,
o local, a duracdo da acdo do farmaco e a sua estabilidade, diminuindo os efeitos secundarios
adversos, quando comparado com as vias de administragdo oral (no trato digestivo). Os SLC
sdo altamente vantajosos no tratamento de feridas cronicas uma vez que excluem a necessidade
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de administrar, frequentemente, farmacos sob a forma de dosagem convencional (comprimidos,
capsulas, pomadas, etc), e diminuem o tempo que a ferida estd exposta evitando possiveis
contaminac0es (Pachuau, 2015).

O objetivo deste trabalho é a criacdo de um hidrogel contendo o agente antissético,
poli(hexametileno biguanida) (PHMB), ja usado no tratamento de feridas, para ser utilizado
como penso curativo no tratamento de feridas. O trabalho focou-se no desenvolvimento de
filmes a base de quitosano, devido as excelentes propriedades antimicrobianas do quitosano,
preparados por evaporacdo do solvente. No melhor filme foi incorporada PHMB e foi estudada
a cinética da sua libertacdo. Por fim, foi efetuada uma caraterizacéo fisico-quimica do filme.

Este trabalho est& organizado em quatro capitulos distintos. No Capitulo 1 é apresentada
a historia, carateristicas, classificacdo e principais aplicagdes dos hidrogéis, mencionando os
polimeros que podem ser usados na sua preparacdo. Sdo descritos 0os materiais utilizados na
preparacao dos filmes preparados ao longo do trabalho e respetivas reagdes quimicas. E relatada
a anatomia, fisiologia e o0 processo de cicatrizacdo de feridas, bem como enumerados alguns
exemplos de pensos curativos existentes no mercado, utilizados no tratamento de feridas. E
discutido o farmaco escolhido, bem como sdo descritos os métodos de incorporacéo e abordados
0s modelos matematicos que descrevem a cinética de libertagdo do farmaco. Por fim, sdo
apresentadas as técnicas de caraterizacdo do(s) filme(s). No Capitulo 2 sdo apresentados 0s
materiais e métodos adotados na preparacao e caraterizacio dos filmes. E feita uma descricio
detalhada dos procedimentos experimentais, das técnicas de caraterizacdo e do método de
carregamento do(s) filme(s). No Capitulo 3 sdo apresentados os filmes preparados, escolhido(s)
o(s) filme(s) mais promissore(s) para prosseguir com o carregamento, apresentado o perfil de
libertacdo, os resultados da caraterizacdo e a discussdo de acordo com a sua aplicacdo. Para
finalizar, no Capitulo 4 resumem-se as principais conclusdes do trabalho e algumas sugestdes

de desenvolvimento futuro do trabalho.



CAPITULO 1 - Introducgéo

1.1 Feridas

Uma ferida é vista como uma descontinuidade do tecido epitelial, das mucosas ou de
6rgdos, comprometendo a sua estrutura e funcdo anatdmica normal. Esta pode ser provocada
por danos fisicos e térmicos (traumas), por condi¢cBes médicas (incisGes cirdrgicas) ou
fisioldgicas (infecBes) (Boateng et al., 2008).

As feridas podem ser classificadas quanto a causa (cirargicas, traumaticas ou ulcerativas),
quanto ao contetdo microbiano (limpas, limpas contaminadas, contaminadas ou infetadas),
quanto ao tipo de cicatrizacdo (cicatrizacdo por primeira intencdo - perda minima de tecido,
auséncia de infecdo e edema minimo; cicatrizacdo por segunda intencdo — perda excessiva de
tecido, com ou sem infecdo; ou cicatrizacdo por terceira intencdo — ferida com infecédo, que so
depois de limpa € suturada) (Tazima et al., 2008), quanto ao grau de abertura (aberta ou
fechada), quanto ao tempo de duragdo (agudas ou cronicas) e quanto ao niamero de camadas e
area da pele afetada (superficial ou de espessura total) (Santos et al., 2011).

A cicatrizacao de feridas é um processo bioldgico no qual ha regeneracdo e crescimento
de tecido. Este consiste num conjunto de estagios, ilustrados na Figura 1.1, em que Vvarios
componentes das células e da matriz extracelular atuam para reestabelecer e substituir o tecido
danificado, através de processos bioquimicos e celulares complexos (Boateng et al., 2008; Han
e Ceilley, 2017). Este processo é composto pelas seguintes fases: (i) hemostasia e inflamacéo,
(if) migracdo, (iii) proliferacdo e (iv) maturacdo/remodelacdo. Durante a hemostasia ha
constricdo dos vasos sanguineos danificados e ativacdo imediata da coagulacdo, formando-se
um coagulo de fibrina por acdo do fibrinogénio presente no exsudato, parando a hemorragia.
Em simultaneo, ocorre a fase inflamatoéria, em que 0s microrganismos presentes na ferida séo
eliminados através de respostas vasculares e celulares. Além disso, 0 exsudato (sangue isento
de células e plaquetas) libertado permite que os fagdcitos entrem na ferida, eliminem o tecido
necrotico e, por acdo enzimatica, forma-se uma massa amarelada sobre a ferida. Durante as
fases de migracdo e proliferacdo, as células epiteliais e os fibroblastos deslocam-se para a area
lesionada, para substituir o tecido danificado e/ou perdido. As células epiteliais entram em fase
rapida de crescimento, a par dos vasos sanguineos e linfaticos que proliferam (angiogénese),
nutrindo e oxigenando o local da ferida e assim possibilitando a proliferacdo dessas células. Na
fase de maturacdo/remodelacdo ha remocdao das estruturas formadas nos estagios anteriores. A

fase de migracdo termina e a fase de proliferacdo diminui. A matriz extracelular, ECM, é
3



remodelada, o tecido granular removido e o epitélio é fortalecido (Boateng et al., 2008;
Sonnemann e Bement, 2011; Eming et al., 2014; Gonzalez et al., 2016; Han e Ceilley, 2017).

— a s L P—
N\ XD
\ (a) (k)
Epiderme  Capilar Colagénio Plaquetas Fibrina
,’m YRR IR (s _M~:v‘..:.; %
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N N\
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Figura 1.1 - Estagios de cicatrizacao de feridas: (a) Epiderme intacta; (b) Hemostasia; (c) Inflamacéo; (d)
Migracéo e proliferacéo; (e) Maturagdo/ Remodelacdo da epiderme (adaptado de Sonnemann e Bement, 2011).

As feridas cronicas resultam de lesdes cujo processo de cicatrizagdo € lento e pode ir além
das 12 semanas, em que ndo ha a normal regeneracédo do tecido, por exemplo, com a reposicao
da integridade anatémica e funcional (Boateng et al., 2008; Ampawong e Aramwit, 2017). Este
tipo de feridas permanece no estagio inflamatoério por um longo periodo de tempo, responsavel
pela libertacdo de enzimas citotoxicas, radicais livres e mediadores inflamatdrios capazes de
causar danos no tecido hospedeiro se ndo forem adequadamente controladas (Finnegan e
Percival, 2015; Ampawong e Aramwit, 2017). Assim, é necessario tratar e controlar o exsudato
da ferida, bem como remover os corpos estranhos que potenciam complicagfes durante o seu
processo de cicatrizacdo. Em condices fisioldgicas normais, o restabelecimento da barreira
epidérmica ¢ altamente eficiente (Eming et al., 2014). Contudo, o processo pode ser agravado
devido a condigdes fisiologicas tais como diabetes, infegcdes persistentes, doencas malignas,
mau estado nutricional ou velhice, entre outras circunstancias relacionadas com o paciente

(Boateng et al., 2008). As feridas cronicas podem ser categorizadas em 3 grupos distintos: (i)
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feridas de pressdo (Ulceras do decubito, escaras); (ii) feridas na parte inferior da perna (Ulceras
de perna); e, (iii) sindrome do pé diabético (Boateng et al., 2008; Finnegan e Percival, 2015).
Assim sendo, € importante desenvolver um tratamento que diminua todas as problematicas

adjacentes a este tipo de feridas.

1.2 Sistemas de libertag&o controlada de farmacos

Quando um farmaco é administrado oralmente, apenas uma pequena fracao da dose atinge
o tecido alvo, sendo que a outra fragdo é desperdicada, devido a sua distribuicdo por outros
tecidos e ao metabolismo celular ou excrecéo antes de atingir o local de ag&o.

A libertacdo controlada de farmacos tem como principal objetivo o controlo temporal e
espacial, in vivo, da concentracdo de farmacos para que o efeito terapéutico do farmaco seja
maximizado e os efeitos secundarios minimizados (Liechty et al., 2010). A libertacdo
controlada implica a interacdo, fisica ou quimica, dos farmacos com sistemas biocompativeis
capazes de transportar o farmaco até ao tecido alvo em que deve atuar e/ou controlar a taxa de
libertacdo do farmaco. Estes sistemas geralmente sdo designados por sistemas de libertacdo
controlada (SLC) de farmacos (Horcajada et al., 2006). No que diz respeito ao tratamento de
feridas, os pensos curativos utilizados como SLC fornecem o meio adequado para administrar
farmacos no local da ferida de forma consistente e sustentada durantes longos periodos de
tempo sem a necessidade de trocar o penso com frequéncia (Boateng et al., 2008).

Alguns materiais de natureza lipidica, inorganica e polimérica tém sido os suportes dos
SLC mais utilizados. Destes, os poliméricos sdo 0s materiais mais usados. Tém sido
desenvolvidos SLC para o tratamento de feridas sob diversas formas como: (i) microesferas;
(if) nanoparticulas poliméricas, de ouro e prata; (iii) lipossomas; (iv) nanoparticulas lipidicas
solidas; (v) nano e micro-emulsdes; (vi) filmes de nanofibras; (vii) hidrogéis; e (viii) espumas
(Pachuau, 2015). Neste trabalho, pretende-se desenvolver um SLC sob a forma de um hidrogel

para aplicagdo em pensos curativos.



1.3 Hidrogéis

Os hidrogeis sdo estruturas tridimensionais compostas por cadeias poliméricas
hidrofilicas capazes de absorver grandes quantidades de dgua ou fluidos biologicos. Se a sua
capacidade de retencdo de agua for 95% superior ao seu peso seco, o hidrogel é designado de
superabsorvente (Lloyd et al., 1998). As cadeias polimeéricas hidrofilicas sdo reticuladas através
de ligacdes covalentes ou de ligagbes ndo covalentes (interacdes eletrostaticas, hidrofdbicas ou
de van der Waals), podendo ser quimicamente estaveis, degradar-se, ou eventualmente
desintegrar ou dissolver (Lloyd et al., 1998; Hoffman, 2012). E, sobretudo, devido & sua
capacidade de absorcdo e retencdo de agua, consisténcia, elasticidade e porosidade, que 0s
hidrogéis apresentam caracteristicas semelhantes ao tecido vivo natural (Boateng et al., 2008;
Cal6 et al., 2015).

O primeiro hidrogel sintético - poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), PHEMA - para uso
bioldgico, mais propriamente para lentes de contacto, foi desenvolvido nos anos 60 em 1960,
por Wichterle e Lim (Wichterle e Lim, 1960). Desde essa altura que o nimero de referéncias
sobre hidrogéis tem aumentado exponencialmente (Lee et al., 2013). Os hidrogéis tém
aplicacdes em diversas areas como a agricultura, engenharia e medicina. Esta Gltima pode ser
dividida em vérias subéreas, tais como, engenharia de tecidos e regeneracdo tecidual, sistemas
de entrega de farmacos, diagndstico, cicatrizacdo de feridas, oftalmologia, cirurgia plastica,
ortodontia, entre outras (Lee et al.,2013; Chirani et al., 2015).

Os hidrogeis sdo sintetizados de forma a serem flexiveis, duradouros, permeaveis a
metabolitos, biocompativeis e, se possivel, biodegradaveis. Estes ndo devem reagir nem irritar
a pele (Lloyd et al., 1998; Boateng et al., 2008), nem devem ser carcinogénicos, toxicos ou
radioativos.

A biocompatibilidade ¢ uma das propriedades mais importantes e indispensaveis nos
hidrogéis (Calo et al., 2015). Esta define a capacidade do material estar em contacto com 0s
tecidos e orgdos do corpo sem lhes causar danos ou sem desencadear uma resposta indesejavel
(reacBes inflamatorias, alérgicas ou tdxicas). Como ndo existem materiais totalmente inertes,
h& sempre uma resposta dos tecidos a qualquer corpo estranho inserido no organismo. No
entanto e possivel atenuar ou controlar essa resposta modificando os materiais (Shoichet, 2010).

A biodegradabilidade é particularmente desejavel na area da libertacdo de farmacos,
porque o material ap6s ser introduzido no organismo e desempenhar a sua funcéo ndo necessita
ser removido, “desaparecendo” sozinho. Os processos que levam a degradacdo dos hidrogéis

sdo: i) solubilizacdo, em que a difusdo da agua leva ao inchaco do sistema que acaba por se
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dissolver, dependendo da hidrofilicidade do polimero, da interacdo polimero-polimero e
polimero-agua, e do seu peso molecular, bem como das condi¢des ambientais, como pH, forca
i0nica e temperatura; ii) hidrolise quimica, que consiste na hidrolise de ligagdes covalentes na
cadeia carbonada (por exemplo, ligacGes éster, resultando na formacao de um acido carboxilico
e um &lcool), sendo afetada por varios fatores como a cristalinidade, o peso molecular e a
hidrofilicidade do polimero; iii) hidrolise enzimética, em que enzimas do tipo hidrolase clivam
ligacGes covalentes, sendo a taxa de degradacédo do hidrogel dependente da sua difusdo na rede
do hidrogel e das condi¢cdes ambientais; iv) a ionizacao ou troca idnica, dependente do pKa dos
grupos funcionais presentes no polimero e do pH no local de agdo, da qual resulta a
solubilizacdo do hidrogel (Kamath e Park, 1993).

Consoante a sua natureza polimérica, os hidrogéis podem ser classificados em trés grupos
distintos: i) naturais, ii) sintéticos e iii) hibridos (uma mistura dos dois anteriores). De acordo
com o0 método de reticulagdo, estes podem ser (i) quimicos/permanentes ou (ii)
fisicos/reversiveis. Nos hidrogéis reticulados fisicamente sdo estabelecidas interaces, mais
fortes ou mais fracas, do tipo idnicas, pontes de hidrogénio, hidrofobicas e/ou eletrostaticas, ao
passo que, nos hidrogeéis reticulados quimicamente, sdo estabelecidas ligacdes covalentes
irreversiveis entre as cadeias do polimero. Os hidrogéis também podem ser diferenciados em
(i) injetaveis, (ii) formados in situ apo6s injecdo dos precursores; ou (iii) pré-formados,
implantados in vivo através de cirurgia. Por ultimo, podem ser classificados de acordo com as
caracteristicas fisico-estruturais que apresentam tais como porosidade, biodegradabilidade,
capacidade de absorcao e sensibilidade a condi¢des ambientais (Chirani et al., 2015; Ahmed,
2015).

Os polimeros sintéticos comecaram a ser desenvolvidos no final do século XIX através
de técnicas de sintese organica, por reacdes de polimerizacdo, e podem ser facilmente
encontrados no dia-a-dia, como por exemplo nos plasticos, borrachas e materiais fibrosos. Eles
distinguem-se dos polimeros naturais porque permitem obter hidrogéis mais homogéneos, com
propriedades fisicas e quimicas controladas e reprodutiveis. O processo de sintese permite
controlar varias propriedades mecanicas como a resisténcia, tempo de degradacdo e estrutura e
composi¢do molecular quando comparado com os polimeros naturais (Tan e Marra, 2010).

As principais limitagbes dos polimeros sintéticos, muitas vezes, residem na falta de
biocompatibilidade e degradabilidade em condicdes fisioldgicas (biodegradabilidade). Sendo a
biocompatibilidade uma propriedade fundamental, estes polimeros apresentam limitagdes
porque ao estarem em contacto com tecido vivo provocam reacdes inflamatdrias. Quando séo

implantados no organismo humano para desempenharem uma determinada funcéo é desejavel
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que no fim sejam biodegradaveis. Porém, ha situacfes em que a ndo biodegradabilidade é
preferivel, como por exemplo em lentes de contacto, pensos curativos, revestimentos, etc. Além
disso, apresentam falta de bioatividade o que dificulta a adesdo celular ao material, sendo
combatida com a incorporacao de elementos bioativos (Tan e Marra, 2010).

Os polimeros sintéticos mais usados na sintese de hidrogéis sdo o poli(etileno glicol)
(PEG), o poli(acido acrilico) (PAA) e derivados como PHEMA, poli (N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM), o poli(alcool vinilico) (PVA), o poli(acido latico) (PLA) e o poli(N-
vinilpirrolidona) (PVP) (Lee e Yuk, 2007; Gibas e Janik, 2010; Tan e Marra, 2010; Kumar e
Erothus, 2016). A estrutura quimica dos polimeros enunciados € apresentada na Figura 1.2.
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Figura 1.2 - Estrutura quimica de alguns polimeros sintéticos: (a) PEG; (b) PHEMA, (c) PAA; (d)
PNIPAAmM; (e) PLA,; (f) PVP; e (g) PVA.

Como o préprio nome indica, os polimeros naturais, ou biopolimeros, podem ser
encontrados na natureza ou fazem parte da estrutura de organismos vivos (plantas e animais).
A sua sintese envolve processos bioldgicos (como a sintese por bactérias ou a fermentagéo) ou
sdo resultado da combinacédo de unidades monoméricas, onde podera haver ou ndo formacéo de
subprodutos, geralmente agua (Olatunji, 2015).

Estes biopolimeros sdo muito utilizados devido a sua biocompatibilidade,

biodegradabilidade e semelhanca a matriz extracelular (ECM), contendo dominios especificos
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capazes de interagir com recetores celulares (Tan e Marra, 2010; Mogosano e Grumezescu,
2014). O facto de estes serem muito semelhantes aos encontrados nas matrizes dos organismos
vivos faz com que exibam uma excelente bioactividade reduzindo a probabilidade de se
desencadearem reacdes inflamatorias e, ainda, de ocorrerem problemas associados a toxicidade
dos materiais e subprodutos da sua degradacgdo. A biodegradabilidade dos polimeros naturais é
essencial e traduz-se na capacidade destes serem metabolizados por mecanismos fisiol6gicos,
tornando-os, assim, muito atrativos em aplicacfes biomédicas tais como tratamento de feridas,
engenharia de tecidos, sistemas de libertacdo de farmacos e transplante de érgdos (Mogosano e
Grumezescu, 2014).

Os polimeros de origem natural podem ser classificados em duas principais classes: (i)
proteinas, das quais fazem parte o colagénio, gelatina, albumina, fibrina, queratina, fatores de
crescimento, enzimas, entre outros; e, (ii) polissacarideos, dos quais fazem parte a celulose,
agarose, pectina, acido hialurénico, quitosano, alginato, dextrano, amido, entre outros
(Mogosano e Grumezescu, 2014; Kaushik et al., 2016). Na Figura 1.3 € apresentada a estrutura

quimica de alguns dos polimeros enumerados anteriormente.
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Figura 1.3 - Estrutura quimica de alguns polimeros naturais: (a) Quitosano (b) Alginato (em que m
representa 0 acido S-p-manuronico e n o acido a-L-gulurénico); (c) Acido hialuronico; e (d) Pectina.



1.4 Filmes a base de quitosano

1.4.1 Quitosano

Em 1859, Rouget decidiu tratar a quitina com uma solucdo de hidréxido de potassio
(KOH) e, descobriu que o composto obtido era soltvel em &cidos organicos (por exemplo, &cido
acético, cido latico, acido malico, acido formico e &cido succinico), intitulando-o de “quitina
modificada”. Mais tarde, em 1894, Hoppe-Seyler tratou conchas de caranguejo, escorpiao e
aranhas, também, com uma solucdo de KOH e, consegui dissolvé-las em &cido acético e acido
cloridrico, dando-lhe o nome de quitosano (Novak et al., 2003; Tamura e Furuike, 2014; Ahmed
etal., 2015).

A quitina é um material bioldgico presente no exoesqueleto dos invertebrados, crustaceos
e na parede celular de fungos (Novak et al., 2003; Jayakumar et al., 2011) que, ao sofrer
desacetilacdo alcalina da origem ao quitosano. Quimicamente, a quitina e 0 quitosano sao
copolimeros das unidades N-acetil-p-glucosamina e pb-glucosamina ligadas através de ligacGes

B(1->4)-glicosidicas, tal como representado na Figura 1.4.
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Figura 1.4 - Estrutura quimica de (a) Quitina e; (b) Quitosano.

Tanto o contelldo como a sequéncia dessas unidades determinardo as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas do polimero. Em condigdes heterogéneas de desacetilacdo, proporciona-
se uma distribuicdo em bloco, enquanto em condigdes homogeéneas, obtém-se uma distribuicéo
aleatoria dos grupos acetila (-COCH3). Em meio acido, o quitosano é de natureza catiénica e

interage rapidamente com moléculas carregadas negativamente (tais como proteinas, alginato,
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fosfolipidos, polissacarideos anidnicos e acidos nucleicos). No entanto, também pode quelatar
metais (ajudando na remogdo destes metais da &gua, por exemplo) (Lloyd et al., 1998; Novak
et al., 2003; Prashanth e Tharanathan, 2007; Tamura e Furuike, 2014; Ahmed et al., 2015).

O quitosano pode ser modificado quimicamente, de forma a alterar-se as suas
propriedades fisicas e bioldgicas. As modificacbes quimicas dos grupos amina e hidroxilo
podem ser levadas a cabo por diferentes métodos tais como reticulacdo, eterificacao,
esterificacdo e copolimerizacdo de enxerto (Lloyde et al., 1998).

O quitosano € descrito como biocompativel, biodegradavel, ndo-tdxico, ndo-antigénico,
bioadesivo, antimicrobiano, bioativo e hidratante (Jayakumar et al., 2011; Ahmed et al., 2015).
Estas excelentes propriedades fazem com que possa ter aplicagcbes promissoras em diversas
areas como a alimentacdo, biotecnologia e materiais, bem como na area biomédica, em scaffolds
para engenharia de tecidos (dadas as semelhancgas estruturais com glicosaminoglicano, atraindo
fatores de crescimento), terapia génica, cicatrizacdo de feridas (acelera a reparagédo do tecido,
facilita a contracdo da ferida, estimula a proliferacdo de fibroblastos, a angiogénese e adesdo
celular, regula a secrecdo de medidores inflamatdrios e tem papel antimicrobiano), coagulacédo
sanguinea (estimula a hemostasia e bloqueia as terminacdes nervosas), entrega de farmacos e
como aglutinante de gordura (Prashanth e Tharanathan, 2007; Ahmed et al., 2015). Os efeitos
antibacterianos dos hidrogéis podem ser controlados por fatores intrinsecos incluindo o tipo de
quitosano, o grau de polimerizacdo, a composi¢cdo quimica e as condi¢bes ambientais (Moura
etal., 2013).

Este polimero, nos ultimos tempos, tem-se destacado pela sua versatilidade e
propriedades intrinsecas, quando comparado com outros polimeros quer naturais, quer
sintéticos. Tem-se dado énfase ao seu uso em SLCs de farmacos para tratamento/cicatrizacdo
de feridas, uma vez que este estimula a hemostasia e acelera a regeneracédo do tecido (Patrulea

et al., 2015). Por tudo o exposto, foi este 0 polimero selecionado para ser usado neste trabalho.

1.4.2 Plastificantes

A principal funcéo dos plastificantes € melhorar as propriedades mecénicas de um filme,
aumentando a sua flexibilidade. A eficiéncia destes depende da sua estrutura quimica,
compatibilidade e solubilidade com o polimero, e ainda do seu peso molecular, concentracéo e
volatilidade (Wojciechowska, 2012). Os plastificantes sdo compostos capazes de aumentar a

mobilidade das cadeias poliméricas, diminuindo a temperatura de transicao vitrea. Estes podem
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ser classificados como: (i) internos, que sdo co-mondmeros que interagem com as cadeias
principais, deixando espaco entre elas, diminuindo a temperatura de transicdo vitrea; e, (ii)
externos, que sao moléculas com peso molecular baixo que interagem com as cadeias
intermoleculares do polimero, rompendo as interacdes intermoleculares responsaveis pela falta
de flexibilidade (Immergut e Mark, 1965).

Os filmes de quitosano na presenca de um plastificante também apresentam maior
elasticidade (Srinivasa et al., 2007; Epure et al., 2011). Os plastificantes ndo volateis mais
estudados sdo o glicerol, propilenoglicol (PG), etilenoglicol (EG), PEG e sorbitol. Segundo
Suyatma et al., o glicerol e o PEG sdo melhores que o PG e 0 EG, uma vez que apresentam
melhor eficiéncia e estabilidade como agentes plastificantes e, por isso, foram utilizados neste
trabalho.

1.4.3 Agentes reticulantes

Neste trabalho foram utilizados como agentes reticulantes dos filmes de quitosano a 1-
ciclohexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida  meto-p-toluenossulfonato (CMCQ), uma
carbodiimida soltvel em agua e o glioxal, um aldeido bifuncional (Figura 1.5), com o objetivo
de interligar cadeias poliméricas através de ligagcdes covalentes e tornar a estrutura do hidrogel
mais rigida. Estas moléculas vao reagir com grupos carboxilo (CMC) e com grupos hidroxilo e
aminicos (glioxal).

HsC. N/\/N c= NO 0)
H\FHL
H
HGC—(: >—O— @ 0

Figura 1.5 - Estrutura quimica de (a) CMC e; (b) Glioxal.

O glioxal pode reagir com grupos hidroxilo formando um acetal entre os grupos hidroxilo
do quitosano e os grupos aldeido do glioxal a pH &cido (Figura 1.6 (a)), ou formando ligacdes
imina entre 0s grupos amina do quitosano e os grupos aldeido do glioxal, a pH alcalino (Figura
1.6 (b)). Os filmes de quitosano reticulado com glioxal apresentam maior hidrofobicidade (Xu
etal., 2015).
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Figura 1.6 - Reticulacdo do quitosano pelo glioxal. (a) Glioxal reage com os grupos hidroxilo do quitosano;
(b) Glioxal reage com os grupos amina do quitosano (adaptado de Yang et al., 2005).

A CMC reage com o0s grupos carboxilo do &cido, através da ligacdo diimina, resultando
no éster ativo carateristico, geralmente designado por intermediario ativo O-acilisoureia (Figura
1.7). O ataque nucleofilico nesse intermediario produz um derivado acilado do quitosano,
resultante da reacdo com a amina do quitosano (Figura 1.8) (Hermanson, 2013; Cammarata,
2015). Podem ocorrer outras reages secundarias, como por exemplo, a hidrélise da CMC ou
do intermediario ativo (Hermanson, 2013). Assim sendo, a reticulagcdo do quitosano ocorre
através da formacdo de ligacdes amida entre os grupos carboxilicos do acido succinico e 0s
grupos amina do quitosano (Figura 1.9).

0
el A
07 ™y CH, e
CH |
R%U U/\.]: 3 G"ﬂ'N L\/"V&N'ﬁﬁﬂ
+ kvax.,.-f‘“‘»H’f-‘ : — H
OH S

Q-acilisoursia O

Intermedidnio Ative

Figura 1.7 - Reacdo entre os grupos carboxilicos do &cido carboxilico com os grupos diimina da CMC,
resultando no intermediario ativo O-acilisoureia.

(o]
Il H
o™ o 'R H A SHoH 0
| CHOH .
K/N\/\N/&N + 4\(53021/0\ - > TI \
" \ \ o

‘T H
\ HQ 4 Vou
HO <\ _—7, ~~ L0 Y Nk
O-acilisouraia r NH ~ | M
H H

Intermediinio Ativo

Figura 1.8 - Reacdo entre o intermediario ativo e o0 quitosano, resultando a formacdo de uma ligacdo amida
entre o 4cido e o quitosano.
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Figura 1.9 - Reticulacdo do quitosano pela CMC na presenca de acido succinico.

NHJ

A presenca destes agentes reticulantes permite melhorar as propriedades mecanicas dos
filmes de quitosano, dependendo das condi¢cOes reacionais, concentragdo, pH, temperatura e

tempo da reacdo (Yang et al., 2005).

1.5 Farmaco: PHMB

A poli(hexametileno biguanida), PHMB, ou polihexanida, cuja férmula quimica é
(CsH17Ns)n, estd representada na Figura 1.10, € um polimero usado como desinfetante e
antissético, altamente solGvel em agua (426 g/L) (Bernauer et al., 2015). Ao contrario dos
antibidticos que atuam seletivamente num alvo especifico, os antisséticos tém multiplos alvos
e um espetro mais amplo de atividade, que incluem bactérias, fungos, virus e protozoarios. Os
antisséticos sdo agentes antimicrobianos que matam, inibem ou reduzem o numero de
microrganismos e, por isso, amplamente utilizados em solucdes desinfetantes na prevencgéo de
infecdes e tratamento de feridas (Atiyeh et al., 2009; Barrett, 2017).

14



NH NH
ENPN
N N N
H H H
Figura 1.10 - Estrutura quimica da PHMB.

A PHMB é dos antisséticos mais utilizados porque é altamente histocompativel e ndo
citotoxico (Atiyeh et al., 2009). Em termos de biocompatibilidade, a PHMB mostrou-se
superior a outros antisséticos muito utilizados, tais como, clorohexidina, iodo-povidona e
triclosan (Vig, 2010). A sua atividade antimicrobiana deve-se a sua estrutura molecular e carga.
Sendo um polimero catiénico, liga-se as membranas celulares dos microrganismos, que
possuem carga elétrica predominantemente negativa, a acidos nucleicos e outras moléculas
carregadas negativamente (por exemplo fosfolipidos). Ao ligar-se a membrana celular, interfere
com a sua estrutura, causando-lhe perda de integridade, que resulta na saida de componentes
essenciais do citoplasma; ao ligar-se ao DNA e a &cidos nucleicos, causa 0 mau funcionamento
da atividade metabdlica e consequente morte das bactérias (Kirker et al., 2009; Vig, 2010;
Finnegan e Percival, 2015; Barrett, 2017; Ampawong e Aramwit, 2017).

A PHMB ¢ indicada como a primeira escolha no tratamento de feridas criticamente colonizadas
e com risco de infecdo, de queimaduras, na limpeza de feridas agudas e crdnicas, e na prevencao
de infe¢des cirurgicas (Kramer et al., 2018).

De modo a avaliar o efeito microbicida de um antibidtico ou de um antissético, existe um
parametro designado MIC (do inglés Minimal Inhibitory Concentration) que é a menor
concentracdo que impede o crescimento de uma bactéria. Koburger et al. realizou um estudo
comparativo da eficcia antimicrobiana de vérios antisséticos utilizados no tratamento
antissético da pele, feridas e mucosas com base em padrdes internacionalmente aceites
(Koburger et al., 2010). Na Tabela 1.1 sdo apresentadas algumas das bactérias responsaveis
pela colonizacdo de feridas e respetiva MIC, para uma exposicdo de 24 h e 48 h a PHMB.
Assim, para 24 h, a MIC da PHMB apresenta valores entre 0.5 e 4 mg/L e, para 48 h, entre 0.5
e 16 mg/L.
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Tabela 1.1- MICs para uma exposi¢cdo de 24 e 48 h de PHMB em algumas estirpes de microrganismos
comuns em feridas (Koburger et al., 2010).

) ) MICaan MICash i i MICaan MICash
Mlcrorganlsmos Mlcrorganlsmos
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Staphylococcus Clostridium
0,5 1 ) 2 2
aureus perfringens
Enterococcus Haemophilus
2 16 2 2
faecalis influenzae
Streptococcus Candida albicans
) 1 2 1 1
pneumoniae
Escherichia coli 0,5 1 MRSA*! 0,5 0,5
Pseudomonas
) 2 2 VRE*? 4 8
aeruginosa
MIC méxima 4 16 4 16

*1 MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina); *2 VRE (Enterococcus resistente a vancomicina)

1.5.1 Imobilizacdo do farmaco

A cicatrizacdo de feridas agudas pode ser acelerada apenas devido ao quitosano presente
na constituicdo do hidrogel. No entanto, as feridas cronicas devem ser tratadas de maneira
diferente. A imobilizagao/incorporac¢do no hidrogel de um agente terapéutico com libertagédo
lenta oferece um tratamento mais eficaz (Liu et al., 2018).

O efeito dos SLC de farmacos preparados com quitosano ndo depende apenas das
propriedades fisicas e quimicas do gel, mas também da forma como o agente terapéutico €
imobilizado na rede tridimensional do hidrogel. Os trés métodos possiveis para imobilizar o
antissético no hidrogel estdo representados na Figura 1.11 e sdo os seguintes: (i) permeacao,

(ii) oclusao e (iii) ligacdo covalente.
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Figura 1.11 - Métodos de carregamento de agentes terapéuticos: (a) Permeacao; (b) Ocluso; e (c) Ligagéo
covalente (adaptado de Liu et al., 2018).

O método de permeacdo (soaking, em inglés) consiste na imersdo do hidrogel numa
solucdo de farmaco, com concentracao conhecida, durante algumas horas. Este método permite
que o hidrogel absorva a solucdo contendo o farmaco que, posteriormente, é libertado por
difusdo simples quando aplicado na ferida. A quantidade de fa&rmaco absorvida é limitada pela
solubilidade de equilibrio do farmaco no hidrogel e a sua libertacéo leva apenas algumas horas.

Ao contrario do método anterior, a oclusdo e a ligacao covalente sdo levadas a cabo antes
do processo de gelificacdo. Na oclusdo, o farmaco é dissolvido na mistura que ird formar o
hidrogel, permitindo que este fique retido na matriz polimérica. Enquanto na oclusdo ndo ha
ligacdo covalente entre o farmaco e o hidrogel, na ligacdo covalente existe. Podem referir-se
algumas vantagens da oclusdo, como por exemplo, permite carregar quantidades muito
pequenas ou muito elevadas de farmaco, simplicidade e a possibilidade de imobilizar diversos
farmacos. Todavia, também apresenta desvantagens, como a possibilidade do farmaco se
degradar durante o processo de gelificacdo, e a libertacdo do farmaco podera ser muito rapida
ou muito lenta, dependendo da porosidade do hidrogel, que esta relacionada com o grau de
reticulagéo dos SLC (Hoare e Kohane, 2008).

1.6 Anélise da cinética de libertacédo do farmaco

O processo de transferéncia de massa por detras do estudo realizado ao longo deste
trabalho € a difuséo. Este processo ocorre porque existe um gradiente de concentragdo, em que
17



o0 soluto (farmaco) em maior concentracdo (interior da matriz polimérica) migra para a zona
onde se encontra em menor concentracdo (meio da ferida), até se atingir o equilibrio. No
entanto, dependendo da matriz polimérica, esta transferéncia de massa pode ser afetada pela
relaxacdo das cadeias poliméricas. Alfrey, Gurner e Lloyd, em 1966, propuseram trés classes
distintas para qualificar o fendmeno de transferéncia de um material através de um polimero,
de acordo com a taxa relativa de difusdo do farmaco e de relaxamento dos polimeros (Crank,
1975):

@) Caso | ou difusdo Fickiana, em que a taxa de difusdo do farmaco € menor que a

de relaxamento da matriz polimérica;

(b) Caso Il, em que a taxa de difusdo do farmaco é muito rapida em comparacdo com

0s processos de relaxamento da matriz polimérica;

(©) Difusdo ndo-Fickiana ou andmala, em que as taxas de difusdo do farmaco e

relaxamento da matriz polimérica sdo analogas.

Para descrever a taxa de libertacdo de um farmaco a partir de diferentes sistemas de
libertacdo de farmacos foram desenvolvidos alguns modelos matematicos tais como: modelo
difusional ou lei de Fick, modelo cinético de ordem zero; modelo cinético de primeira ordem;
modelo de Higuchi; modelo de Korsmeyer-Peppas; modelo de massa — Hixson; modelo de
Weibull; modelo de Baker-Lonsdale; modelo de Hopfenberg; modelo de Gompertz; e, modelo
de camada superficial (Shaikh et al., 2015). Entre os modelos apresentados apenas alguns se
aplicam a geometria plana dos filmes desenvolvidos neste trabalho: os dois modelos de
aplicacdo geral (modelo cinético de ordem zero e modelo cinético de primeira ordem), o modelo
de Higuchi; e 0 modelo de Korsmeyer-Peppas (Shaikh et al., 2015; Agrawal e Purwar, 2018),
tendo sido esses os utilizados neste trabalho.

O modelo de ordem zero carateriza um sistema em que a taxa de libertacdo do farmaco é
independente da sua concentracdo. O sistema liberta o farmaco lentamente e ndo é degradavel.

Este modelo é descrito pela Equagéo 1,

Q; =0Qy—kt Equacédo 1

onde Q; é a quantidade de farmaco libertado e acumulado no instante t; Q, é a quantidade
inicial de farmaco; e k € a constante de libertagdo de ordem zero. A quantidade de farmaco
libertada é a mesma por unidade de tempo e as formas farmacéuticas que seguem este perfil sdo
as seguintes: filmes transdérmicos, libertagdo controlada oral, comprimidos com farmaco de

dissolucdo lenta e suspensdes (Savale, 2016).
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O modelo de primeira ordem carateriza um sistema em que a taxa de libertacdo depende
da concentragdo do farmaco e é descrita pela Equagéo 2.

log Q; = logQ, — Kt Equacéo 2

2,303

onde Q; é a quantidade de farmaco libertado e acumulado no instante t; Q, é a quantidade
inicial de farmaco; e k € a constante de libertacdo de primeira ordem. A representacdo grafica
apresenta do logaritmo da quantidade de farmaco acumulado em funcéo do tempo resulta numa
linha reta de declive —k/2,303. A forma farmacéutica que segue este perfil é: libertacdo
controlada por dissolucao da matriz (Savale, 2016).

Korsmeyer e outros colaboradores derivaram a relacdo que descreve a libertacdo de
farmacos a partir de sistemas poliméricos, tendo em conta a taxa de difusdo do fa&rmaco e a taxa

de relaxamento da matriz polimérica, expressa na Equagéo 3:
— = k.t" Equacdo 3

onde M, é a massa de farmaco libertada no tempo t; M., € a massa de farmaco libertada no
equilibrio; k é a constante cinética carateristica do sistema; n é o expoente difusional, que
depende do mecanismo de libertacdo e indica a ordem da cinética de libertacdo. A Equacédo 3
apenas é valida para os primeiros 60% da curva do perfil de libertacdo, ou seja, quando 0 <
M./M,, <0,6 (Ritger e Peppas, 1987; Peppas e Shalin, 1989; Shaikh et al., 2015). A Equacao
4 permite calcular o coeficiente difusional, D, e depende da espessura do filme, [ (Ritger e
Peppas, 1987).

1
D 2 ~
k=4 (ﬁ) Equacao 4
Na Tabela 1.2 sdo apresentados os possiveis valores que o expoente difusional pode tomar
e qual o mecanismo de libertacdo e 0 modelo empirico que Ihe corresponde, referente a filmes

poliméricos.
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Tabela 1.2 - Expoente difusional e respetivo mecanismo de libertagdo, para filmes poliméricos (Agrawal
e Purwar, 2018; Romero et al., 2018).

n Mecanismo de libertagédo Dependéncia do tempo
<0,5 Difuséo Fickiana (Caso I) t705
0,5<n <1 Transporte andmalo/ ndo-Fickiano tnt
=1 Transporte Caso Il Ordem zero
>1 Transporte Super Caso Il ot

Encontrando-se o farmaco uniformemente distribuido na matriz polimérica, é necessario
que este se dissolva no meio e s6 depois se difunda na matriz, de forma a ser libertado para o
meio. Assim, a difusdo Fickiana € o mecanismo que controla a libertacdo do farmaco e é
caraterizada por uma taxa de difusdo baixa quando comparada com a taxa de relaxamento da
matriz polimérica, isto é, o processo de difusdo € independente da relaxacdo da matriz
polimérica. Este mecanismo é caraterizado por n = 0, 5, que corresponde ao modelo de Higuchi
(apresentado a seguir). Em processos ndo-Fickianos, a taxa de relaxamento da matriz polimérica
é mais lenta que a de difusdo do farmaco, limitando-a. Nestes processos podemos encontrar trés
tipos de casos diferentes (Romero et al., 2018):

) Transporte anémalo (0,5 < n <1), em que a taxa de difusdo do farmaco e de

relaxamento da matriz polimérica sdo idénticas;

i) Transporte Caso Il (n = 1), em que a taxa de difusdo do farmaco é superior a de
relaxamento da matriz polimérica, sendo a libertacdo constante no tempo e,
consequentemente, o modelo é de ordem zero;

iii)  Transporte Super Caso Il (n > 1), em que a taxa de difusdo do farmaco
inicialmente é lenta, acelerando depois de atingir um certo valor.

Para se determinar o valor de n, representam-se 0s resultados obtidos no estudo de
libertacdo num grafico em que ao eixo das abcissas corresponde o logaritmo do tempo e, ao
eixo das ordenadas, o logaritmo das massas libertadas acumuladas (Dash et al., 2010). Assim,
é possivel obter os parametros n e k, em que n é dado pelo declive da reta obtida e k
corresponde a ordenada na origem. Sabendo a espessura do filme, [, é possivel calcular D pela
Equacéo 4.

Finalmente, o modelo de Higuchi para libertacdo de farmaco através de matrizes é

descrito pela Equacéo 5,
Q = kHtl/z Equacdo 5
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onde Q é a quantidade de farmaco libertado e acumulado no instante t; e, k; é a constante de
dissolucdo de Higuchi. Tal como referido anteriormente, quando, no modelo de Korsmeyer-
Peppas, n = 0, 5, temos 0 modelo de Higuchi. Assim, tal como para o modelo de Korsmeyer-
Peppas, s6 é valido para os primeiros 60% da curva do perfil de libertacdo, obtendo-se uma
linha reta que representa a fragdo de farmaco libertado em funcéo da raiz quadrada do tempo
(Savale, 2016). Assim sendo, obtemos uma reta do tipo f(t) = at®® + b.

O modelo que melhor se ajusta aos resultados obtidos é escolhido tendo em conta um dos
critérios de ajuste dos pontos experimentais a linha de regressdo linear. Entre os critérios usados
neste tipo de estudos, encontram-se o coeficiente de determinacdo (R?), o coeficiente de
determinagdo ajustado (R ;,seqq0; EQuagdo 6) ou o AIC, do inglés Akaike Information
Criterion (Cojocaru et al., 2015). Neste trabalho, optou-se por seguir 0 Rﬁjustado porque este
tem em conta 0 nimero de pardmetros de cada modelo e o nimero de dados experimentais
usados para construir a reta de regressdo linear. Considerou-se que existiria um bom ajuste do

modelo aos pontos experimentais quando 0,95 < R yseaq0 < 1.

1-R?
n-p

Réjustado =1-(n-1) Equagéo 6

onde n é o numero de dados experimentais e p 0 nimero de parametros do modelo.

1.7 Estado de arte

Os pensos sdo materiais aplicados diretamente sobre as feridas com o objetivo de estancar
hemorragias, absorver exsudato, aliviar a dor e proteger contra infe¢cdes, cuja forma fisica pode
variar desde gazes a pomadas, espumas, fibras, hidrogéis, entre outras.

No mercado, é possivel encontrar pensos nas mais diversas formas fisicas (Tabela 1.3):
hidrocoldide (GranuGel®, DuoDERM® Gel, Biatain® Alginato Ag); gel amorfo (Nu-Gel®,
Intrasite® Gel e, AquaForm®); membrana (Opsite®, Bioclusive®e, Tegaderm®); solugio aquosa
(Prontosan®); hidrogel (Hydrosorb®, Purilon® Gel, Hypergel®, Spenco 2" Skin®, Solosite®,
Vigilon e, Geliperm®); penso primario (Kaltostat). Relativamente a pensos a base de quitosano,
podemos encontrar os seguintes: Celox™, Agquanova® Ag Superabsorvent, Kytocel®,
Chitoderm® Plus, HidroKi®, AbsorKi® e, HemCon® (Kytostat e ChitoFlex). Na Tabela 1.3 s&o

apresentados 0s pensos acima mencionados e respetivos constituintes, carateristicas e
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Tabela 1.3 — Principais pensos curativos comerciais nas diversas formas fisicas e respetivas carateristicas e indicacdes de uso, existentes no mercado.

Nome Comercial Componentes Forma Fisica Caracteristicas Aplicacdes Fabricante
-Auxilia o desbridamento -Feridas com tecido necroético
Alginato de sédio, autolitico natural ou desvitalizado KCI medical
Nu-Gel ® . : Gel amorfo - - x . .
propilenoglicol -Facilita a reidratacéo da -Feridas com pouco exsudato Systagenix
ferida -Feridas crénicas
-Mantem o ambiente himido | -Feridas de espessura parcial e
DuoDERM ® Gel Pectina, carboximetilcelulose de . . das feridas total
. . g HidrocolG6ide - . . x ConvaTec
Hidroativo sodio - Auxilia o desbridamento -Ulceras de pressdo, de perna e
autolitico de pé diabético
-Facilita a formac&o do tecido | -Feridas de espessura parcial e
Pectina, carboximetilcelulose de granulado total
GranuGel ® s . . Hidrocolébide -Reidrata as feridas -Ulceras de perna e de pé ConvaTec
sadio, propilenoglicol L
-Absorve o excesso de diabético
exsudato -Feridas cirdrgicas
-Absorve o excesso de
exsudato -Ulceras de presséo e de perna
. Carboximetilcelulose de sodio -Promove o desbridamento : € pre P Smith & Nephew
Intrasite ® Gel g - . Gel amorfo o . ~ . -Feridas cirurgicas e
modificada, propilenoglicol autolitico, hidratagdo da ferida . " Healthcare Limited
L -Feridas secas e necroticas
e reepitilizacdo
-Previne a dissecacdo
-Hidrata as feridas
-Promove o desbridamento do _Ulceras de pressio
AquaForm® Gel tecido necrotico ; P . Aspen Medical
-Feridas pouco exsudativas
-Absorve o excesso de
exsudato
~Limpeza, descontaminacdo, -Feridas agudas e crénicas
Prontosan® Hidrdxido de sddio Solucéo aquosa tratamento e hidratagéo de das ag B|IBRAUN
. . -Queimaduras
feridas contaminadas
-Auxilia o desbridamento . . .
_ _ _Atenua a dor —Fer!das m_mfco exsudapvas
Hydrosorb® Poliuretano Hidrogel -Feridas clinicamente infetadas Hartmann

-Controla a humidade das
feridas

-Feridas crénicas (Ulceras)
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Tabela 1.3 — (continuacéo)

Nome Comercial Componentes Forma Fisica Caracteristicas Aplicacdes Referéncia
-Hidrata o tecido necrético -Feridas necréticas secas e com
Carboximetilcelulose de sodio "ADSOIVe 0 excesso de crosta
Purilon® Gel alginato de calcio ' Hidrogel exsudato -Ulceras de perna, de pressao e Coloplast
g -Facilita o desbridamento de pé diabético ndo infetadas
autolitico -Queimaduras de 1° e 2° grau
N - -Efe[to antimicrobiano -Feridas infetadas moderada a
Carboximetilcelulose de sodio, continuo intensamente exsudativas
Biatain® Alginato Ag* alginato, complexo i6nico de Hidrocolébide -Efeito hemostatico . . Coloplast
. . -Feridas de espessura parcial e
prata -Controla o leito das feridas e total
infecdes
Cloreto de sédio. goma de -Amolece e ajuda a remover
Hypergel® 9 Hidrogel tecido necrotico seco -Feridas necréticas Molnlycke Health care
xantana - )
-Auxilia o desbridamento
-Feridas provocadas por
abrasdo .
Spenco 2" Skin Oxido de polietileno Hidrogel -Reduz a dor Ipcal . -Queimaduras pequenas Spenco Medical (UK)
-Mante a humidade nas feridas o Lda
-Pele danificada
-Feridas exsudativas
-Absorve o exsudato -Feridas crdnicas
Carboximetilcelulose de sédio, -Reidrata as feridas -Queimaduras menores
. glicerina, alantoina, alcool . -Ajuda a remocdo de tecido -Laceracdes superficiais Smith & Nephew
Solosite® o - Hidrogel o - x g
benzilico, metilparabeno, necrotico -Ulceras de pressao, de perna e Healthcare Limited
propilparabeno -Auxilia o desbridamento de pé diabético
autolitico -Incisdes cirlrgicas
) -Mantem o ambiente himido -Feridas com danos da pele Bard, distribuido por
Vigilon Oxido de polietileno Hidrogel nas feridas -Queimaduras leves Seton Healthcare
-Reduz a dor local -Feridas superficiais Group plc
- Reduz a dor local
-Previne que o tecido -Feridas agudas e cronicas, com
Geliperm® Agar, poliacrilamida, derivado Hidrogel braditrofico exposto seque perda de tecido e pele Geistlich Sons Ltd

acrilico

-Auxilia na preparagdo do
tecido em locais de
transplantes

-Feridas superficiais
-Queimaduras leves

23




Tabela 1.3 — (continuacéo)

Nome Comercial Componentes Forma Fisica Caracteristicas Aplicacdes Referéncia
-Feridas altamente exsudativas
Sais de s6dio e calcio. acido o -Fornec.e'um rr!icrogmbiente -Ulcgra.s dg presséo, de perna e
Kaltostat alginico ’ Penso primario ** | que facilita a cicatrizacdo de de pé diabético ConvaTec
feridas -Feridas agudas
-Feridas pés-cirlrgicas
Opsite® -Serve c_ie barreira contra Smith & Ne_ph_ew
contaminagdes . 04 50 Healthcare Limited
. L -Favorece a regeneracao do -Qut_almadgras_dg 1% 2% grau hrisi h
Bioclusive® Poliuretano Penso secundario *2 | . 2 -Feridas pos-cirdrgicas Johnsin & Johnson
“Mantern um ambiente -Feridas superficiais Medical Ltd
Tegaderm® htimido nas feridas 3M Health Care Ltd
-Ajuda no tratamento de -Feridas traumaticas, com
Celox™ Quitosano Gaze sangramento traumatico sanaramento ’ SAM Medical
-Agente hemostatico g
-Absorve o0 excesso de
exsudato -Feridas de espessura parcial e
-Mante um ambiente humido total
AQUANOVA® Ag Quitosano, derivados do Gel para a cicatrizagdo de feridas -Queimaduras de 1° e 2° grau Medtrade
Superabsorbent quitosano, prata idnica -Ajuda na remogé&o de tecido -Ulceras de pé diabético,
ndo viavel das feridas venosas, arteriais e de perna
-Auxilia o desbridamento -Feridas cirurgicas
autolitico
- ADSOIVE 0 eXCesso de —Ulcera_s de presséo, de perna,
de pé diabético
Kytocel® Quitosano Filme exsudato -Feridas abertas Aspen Medical
-Controla o sangramento . NV
-Agente hemostatico -Feridas cirurgicas
-Queimaduras

*1 penso que esta em contacto com o leito da ferida; *? penso que fixa 0s pensos primarios com capacidade de absorver exsudatos.
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Tabela 1.3 — (continuacao)

Nome Comercial Componentes Forma Fisica Caracteristicas Aplicacdes Referéncia
-Feridas agudas e cronicas
-Absorve o excesso de . :
-Feridas contaminadas
exsudato -Ulceras de presséo, de perna e
Chitoderm® Plus Quitosano Filme -Agente antibacteriano cras de p Laep Master aid - Hemicare
. o de pé diabético
-Mantem o ambiente himido . A
das feridas —Feru_jas cirlrgicas
-Queimaduras de 1° e 2° grau
-Feridas crénicas
. . . . -Controlo da humidade das -Ulceras de pressdo
®
HidroKi Quitosano Hidrogel feridas _Queimaduras de 1° e 2° grau Ceramed
-Feridas superficiais
-Mantem o ambiente humido . x .
L . -Feridas ndo exsudativas/
® . - -Auxilia no desbridamento .
AbsorKi Quitosano Penso primario P desidratadas Ceramed
natural autolitico .
N -Queimaduras
-Protege de contaminagdes
-Controla hemorragias -Feridas agudas
HemCon® Quitosano Filme g -Feridas profundas Tricol Biomedical, Inc

-Barreira antibacteriana

-Feridas faciais
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aplicacbes. Estes sdo principalmente utilizados no tratamento de feridas para (i) criar um
ambiente himido favoravel, (ii) promover o desbridamento autolitico natural, (iii) remover
tecido necrotico, (iv) evitar contaminacdes e (v) estancar hemorragias. Deste modo, o processo
de cicatrizacdo sera mais rapido e eficaz. Entre estes, 0s pensos sem quitosano ndo possuem
nenhum antibidtico ou antissético que auxilie o processo de cicatrizagdo de feridas,a excecéo
de Nu-Gel® e Solosite®, que apresentam parabenos? e, Biatain ® Alginato Ag contém prata® o
penso & base de quitosano, Aquanova® Ag Superabsorvent, também apresenta na sua
constituicdo o agente antimicrobiano prata.

Entre exemplos de pensos que apresentam na sua constituicdo um antissético encontram-
se Kerlix™ AMD, Excilon™AMD e Telfa™ AMD (com PHMB 0,2%), Kendall™ AMD (com
PHMB 0,5%), XCell®, ActivHeal PHMB, Acticoat™ e Inadine®. Gallant-Behm et al. testaram
a capacidade de agentes antimicrobianos e pensos comerciais inibirem o crescimento de
determinadas estirpes de bactérias, entre os quais 0 Kerlix™ e o Acticoat™. Kerlix exibiu uma
moderada a alta capacidade de inibir o crescimento da maioria das bactérias testadas dentro de
um curto periodo de tempo de exposicao. Ja o Acticoat mostrou alta capacidade de inibir todas
as estirpes de bactérias testadas. O que distingue estes dois pensos curativos é o antissético
incorporado: enquanto Kerlix contém PHMB (0,2%), Acticoat liberta prata (Gallant-Behm et
al., 2005).

Outro estudo avaliou os efeitos de dois pensos curativos semi-oclusivos (penso que
absorve exsudato impedindo que este entre em contacto com a pele adjacente saudavel) — Telfa
(filme de poliéster perfurado com algoddo comprimido, que contém 0,2% de PHMB), um penso
curativo oclusivo (penso que ndo impede a troca de ar ou fluidos, atuando como barreira
mecanica e, ainda, promove isolamento térmico, veda a ferida de modo a impedir enfisema e
formacédo de crosta) e um penso curativo bioldgico durante o periodo de cicatrizacdo de feridas
cirurgicas. Entre estes, Telfa foi o penso curativo em que o periodo de cicatrizacdo foi mais
curto (Stashak et al., 2004).

Suprasorb X® e XCell® s&o pensos curativos a base de celulose que tém a capacidade de
hidratar ou absorver exsudato libertado nas feridas. Estes apresentam propriedades
antimicrobianas uma vez que contém PHMB (0,3%). Serafica et al. realizou alguns testes a fim
de mostrar a elevada capacidade de XCell doar fluidos quando comparado com outros produtos
presentes no mercado. XCell apresentou uma capacidade de doar mais de 75% de seu peso

inicial, superando os outros produtos que doaram entre 9 e 31%. No que toca a capacidade de

2 Compostos quimicos usados como conservantes, dada a capacidade de eliminar microrganismos.
3 Composto quimico usado como agente antimicrobiano.
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absorcdo de fluidos, XCell apresentou resultados semelhantes aos outros produtos de ~72% do
seu peso inicial (Serafica et al., 2010).

ActivHeal PHMB é uma espuma antimicrobiana constituida por trés camadas: (i) uma
camada que estd em contacto com a ferida impede a aderéncia do penso ao leito da ferida,
impedindo o crescimento de tecido de granulagdo no penso, reduzindo o trauma durante a sua
remocdo; (ii) a almofada de poliuretano contendo PHMB, que é libertada na presenca de
exsudato e eficaz na prevencdo de infecdes e colonizacdo bacteriana; (iii) um filme de
poliuretano impermeavel, que funciona como barreira bacteriana. Foi feita uma avaliacéo de
ActivHeal PHMB em pacientes de varias faixas etarias, com niveis exsudativos e tipo de tecidos
diferentes de modo a ver a sua eficacia. Barret concluiu que nenhuma ferida aumentou de
tamanho, houve mudancas positivas nas dimensdes das feridas, houve uma reducdo na dor
sentida pelo paciente, e 0s niveis de exsudato diminuiram. Estes resultados revelam a eficacia
na absor¢do de exsudato mantendo um ambiente de ferida humido favoravel a cicatrizagéo
(Barret, 2017).

Inadine consiste num tecido de baixa aderéncia, impregnado com uma base de
polietilenoglicol (PEG) contendo 10% de iodopovidona (PVP-1), equivalente a 1% de iodo
disponivel. A base de PEG permite uma libertacdo controlada do iodo, isto é, a taxa de
libertagdo do iodo depende da quantidade de exsudato na ferida proporcionando uma acéo
antibacteriana na sua superficie. Inadine: (i) é eficaz no tratamento de infe¢6es localizadas (cura
ndo cicatrizada sem aumento da ferida; aumento do nivel de exsudato; tecido de granulacéo
vermelho que pode sangrar ao remover o penso; e, odor desagradavel devido a microrganismos
que invadem o tecido superficial); (ii) permite uma libertacdo lenta e sustentada de iodo ligado
a agentes de transporte, tornando-o mais seguro e minimizando os efeitos colaterais; (iii) a
presenca de PVVP-1 ajuda no processo de cicatrizacdo, reduzindo a carga bacteriana e diminuindo
a possibilidade de ocorrerem infecdes; (iv) € utilizada na maioria dos tipos de feridas
superficiais ndo curaveis (Ulceras de pressao, de perna, de pé diabético e feridas pos-cirdrgicas)
(Sibbald e Elliott, 2016). Dos restantes exemplos apresentados n&o foram encontrados estudos
realizados.

Neste trabalho interessa desenvolver um hidrogel a base de quitosano capaz de controlar
0 ambiente da ferida, com incorporacdo de um antisséptico de modo a prevenir o risco de
infecdo, que se distinga dos ja existentes no mercado. No entanto néo foi possivel encontrar um
estudo de libertacdo realizado com um exemplo equivalente ao desenvolvido ao longo deste
trabalho, isto €, um filme ou um penso a base de quitosano que libertasse PHMB ou outro

antissético/antibiotico.
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1.8 Técnicas de caraterizacao

1.8.1 Capacidade de inchaco

Durante o processo de cicatrizacao de feridas é importante controlar o teor de humidade
de forma a minimizar o tempo de cura. O penso deve ter a capacidade de absorver o excesso de
exsudato em feridas muito exsudativas e humedecer a ferida em feridas secas. A capacidade de
inchaco (CS) de um material traduz a capacidade maxima que tem de absorver agua. Pode ser

calculada atraves da Equacéo 7,

CS (%) = === x 100 Equacdo 7

0

onde m, corresponde a massa do disco ap6s a absorcdo maxima de agua e m, a massa do disco

Seco.

1.8.2 Espetroscopia vibracional de infravermelho

A espetroscopia de infravermelho por transformadas de Fourier (do inglés Fourier-
Transform InfraRed spectroscopy — FTIR) é baseada no facto das ligacGes quimicas, quando
excitadas com radiagdo infravermelha, vibrarem a comprimentos de onda carateristicos. Quer
isto dizer, que tipos especificos de ligagdes quimicas sdo associados a valores de frequéncias
vibracionais especificas e tabelados. Esta técnica pode ser combinada com uma ferramenta de
amostragem ATR (Attenuated Total Reflectance) de modo a permitir estudar diretamente
amostras no estado sélido ou liquido, sem preparagdo adicional. Um feixe infravermelho é
direcionado a um determinado angulo para o cristal oticamente denso, com um alto indice de
refracdo, que tem de estar em contacto com a amostra. O cristal reflete o feixe na sua superficie
interna e, em cada ponto de reflexdo, o feixe penetra cerca de 0,5 a 5 um além do cristal e entra
na amostra que se encontraa em contacto com a sua superficie. Esta técnica foi empregue com

0 intuito de identificar as ligagcdes quimicas presentes no filme final.
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1.8.3 Termogravimetria

A termogravimetria ou analise termogravimétrica (do inglés ThermoGravimetric
Analysis — TGA) é uma técnica destrutiva do ramo das analises térmicas, na qual a variacdo de
massa de uma amostra € monitorizada em funcéo da temperatura ou do tempo, num ambiente
de temperatura e atmosfera controladas. A amostra é colocada num suporte que se encontra
conetado a uma balanca e deixado na camara de aquecimento. A temperatura é programada
para variar no tempo segundo critérios pré-definidos, enquanto a balanca fornece os dados da
massa da amostra em fungéo do tempo. O sistema de controlo da atmosfera é muito importante
uma vez que 0s gases presentes no momento da analise podem ou ndo reagir com a amostra,
influenciando diretamente as variacdes da massa. Os resultados finais obtidos sdo registados na
forma de um gréafico, em que no eixo das abcissas é apresentada a temperatura e, no eixo das
ordenadas a massa. A utilizacdo desta técnica teve como objetivo verificar a que temperaturas
ocorrem grandes variacdes da massa da amostra, devido a perda de componentes volateis ou a
sua decomposicao térmica, e verificar se as variagcBes de massa do quitosano ndo sdo alteradas

devido a presenca dos outros constituintes da formulacéo.

1.8.4 Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento, SEM (do inglés Scanning Electron Microscopy)
permite obter imagens com uma gama de ampliacdo entre as 10x a 100000x e uma
profundidade de campo até 30 um. O principio de funcionamento consiste no uso de um feixe
de eletrdes que é rastreado sobre a superficie da amostra. Um conjunto de eletres, designados
de eletrGes secundarios, desprende-se da amostra e € coletado num detetor, originando uma
imagem topografica da amostra. Para que a amostra emita eletrGes, em primeiro lugar é
necessario revesti-la com uma camada fina de um metal capaz de aumentar a sua capacidade
condutora, geralmente ouro. Esta técnica foi realizada com o proposito de caraterizar a

morfologia e a topografia da superficie da amostra final.
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1.8.5 Goniometria de angulos de contacto

O angulo de contacto de uma gota de agua sobre uma superficie € um indicador da
molhabilidade dessa superficie. O angulo de contacto 6. (Figura 1.11) é definido a partir de
uma gota de agua em equilibrio mecanico sobre uma superficie (gota séssil), devido a acao de

trés forcas (tensGes interfaciais): tensdo interfacial solido-gas (ys,4), solido-liquido (y,;) €

liquido-gas (y,/4).

Figura 1.12 - Angulo de contacto entre uma superficie solida e uma gota de liquido.

A relacdo entre estas tensdes interfaciais e o angulo de contacto encontra-se expressa na
Equacdo 8, conhecida como a equacgdo de Young. A equacdo de Young soO € valida quando
estamos na presenca de uma superficie sdlida que seja lisa, plana, homogénea, inerte, insoltvel,

néo reativa e ndo porosa (Chau, 2009).
Vs/g = Vs/1 T Yi/g COSOc Equagéo 8
Neste trabalho a goniometria de angulos de contacto foi utilizada com o intuito de se
determinar o tempo que o filme leva a absorver uma gota de liquido colocada sobre a sua

superficie, dado que cedo se percebeu que ndo seria possivel medir o angulo de contacto dada

a rapida penetracdo da gota na amostra e consequente intumescimento desta.
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CAPITULO 2 — Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os reagentes utilizados na preparacao dos filmes a base de quitosano foram os seguintes:
quitosano (100 000 — 300 000 g/mol), da Acros Organics (China); acetato de celulose (100 000
g/mol), da Acrés Organics (EUA); &cido p-latico (90%), da Acros Organics (Bélgica); glicerol
(99,95%) e acetona pura, de José Manuel Gomes dos Santos, Lda (Portugal); acido acético
glacial (100%), da VWR Chemicals (Franca) e acido succinico (99,9%) provenientes da VWR
Chemicals (Bélgica); alginato de sddio (10 000 — 600 000 g/mol), da PanReac AppliChem
(Alemanha); CMC (>97%) e PEG (600 g/mol), da Fluka (Alemanha); glioxal (40%), da BASF
(Alemanha); acido hialurénico (1,5— 1,8 x 10® g/mol) e pectina, da Sigma-Aldrich (Alemanha).
Foram ainda utilizados hidroxido de sodio (99,3%), da VWR Chemicals (Republica Checa) e
tolueno (100%), da VWR Chemicals (Franca); HMDA (99,5%) da Acrds Organics (Bélgica);
cloreto de sebacoilo (97%), da AlfaAesar (Alemanha).

Na preparagdo do meio para simular o exsudato das feridas foram usados 0s seguintes
sais: cloreto de sodio (99,9%), da VWR Chemicals (Bélgica); cloreto de potassio (>99,5%), de
José Manuel Gomes dos Santos, Lda (Portugal); fosfato de sodio, anidro (>98%), da ChemLab
NV (Bélgica); bicarbonato de sédio (100%), da Fisher Scientific (Bélgica).

O antisseético utilizado foi a PHMB (>94%), fornecida pela Carbosynth.

As frases de risco e de seguranca presentes nas fichas de dados de seguranca de cada

reagente utilizado e considerado perigoso encontram-se sumarizadas no Anexo C.
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao dos filmes a base de quitosano

A composicéo dos filmes a base de quitosano (FBQ) preparados ao longo do projeto pode

ser vista na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Composicdo dos filmes a base de quitosano preparadas por evaporagdo do solvente.

FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ

Composi¢ado

1 11 2 21 2.2 2.3 3 4
Quitosano (%, m/v) 2 2 2 2 2 2 2 1
Acido latico (%, m/v) 1 1 1 - 1 1 - 1
Acido acético (%, m/v) - - - 1 - - 1 -
Acido succinico (%, m/iv) 2 2 - - - - - -
Alginato de sodio (%, m/v) - 5 - - - - - -
PEG (%, m/v) - - 2 2 2 2 - -
Pectina (%, m/v) - - - - - - 2 1
Glicerol (%, m/v) 5 5 - - 5 2 - -
CMC (% miv) 05 05 - - - - - -
Glioxal (%, v/v) - - 0,5 0,5 0,5 0,5 - 0,5

_ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ FBQ
Composi¢ado

5 51 5.2 6 6.1 7 8
Quitosano (%, m/v) 2 2 2 2 2 1,33 1,33
Acido latico (%, viv) - 1 - 1 - 0,67 0,67
Acido acético (%, viv) 1 - 2 - 1 - -
Pectina (%, m/v) - - - - - - -
Acido hialurénico (%, m/v) - - - - - 0,05 0,17
CMC (%, m/v) - - - 1 1 0,67 0,67

Glioxal (%, viv) - - - - - - -

Para avaliar o efeito do reticulante nas propriedades dos filmes, foram preparadas
amostras, pelo método de evaporacdo do solvente, onde o quitosano foi dissolvido numa
solucéo aquosa contendo 1% (v/v) de acido latico (FBQ 1, FBQ 1.1, FBQ 2, FBQ 2.2, FBQ 2.3
e FBQ 4) ou 1% (v/v) de acido acético (FBQ 2.1 e FBQ 3) utilizando um banho de ultrassons
a uma temperatura de, aproximadamente, 35 °C, até se obter dissolucdo completa. Todos os
outros reagentes foram adicionados depois do quitosano estar totalmente dissolvido, sendo o
reticulante, CMC ou glioxal, adicionado em ultimo. Em FBQ 3, o quitosano e a pectina foram
dissolvidos, em separado, numa solugéo aquosa de acido acético a 1% (v/v), e em FBQ 4, foram

dissolvidos simultaneamente. De seguida, a mistura com um volume de 10 mL foi vertida para
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a base de uma caixa de Petri de vidro com 5 cm de didmetro. Todas as amostras foram colocadas
numa estufa a 50 °C, durante 24 h, exceto FBQ 1 que esteve na estufa durante 72 h e FBQ 2.2
que foi colocada mais 5 h a 75 °C na estufa.

Foi adotado outro método de preparacdo de amostras - coagulacdo e evaporacdo do
solvente -, procurando melhorar as propriedades dos filmes & base de quitosano. Assim, 0s
filmes FBQ 5, FBQ 5.1 e FBQ 5.2 foram preparados dissolvendo o quitosano na solucdo aquosa
de acido acético a 1% (v/v) (FBQ 5), acido acético a 2% (v/v) (FBQ 5.2) e acido latico a 1%
(v/v) (FBQ 5.1). A mistura com um volume de 10 mL foi vertida para a base de uma caixa de
Petri de vidro com 5 cm de didmetro e colocadas na estufa a 50 °C durante 4 h. De seguida,
mergulharam-se num banho gelado de NaOH (1 M), durante 60 min para FBQ 5e FBQ 5.1 e
durante 10 min para FBQ 5.2. Para terminar, as amostras FBQ 5 e FBQ 5.1 foram, novamente,
colocadas na estufa a 50 °C durante 4 h, para secarem, enquanto FBQ 5.2 secou a temperatura
ambiente durante 2 dias.

Foi novamente adotado 0 método de evaporacdo de solvente na preparacdo dos filmes
FBQ 6 e FBQ 6.1 com adigédo de um reticulante, uma vez que os filmes obtidos por coagulacéo
e evaporacdo do solvente ndo apresentam as propriedades adequadas para a aplicacdo
pretendida. Assim, o quitosano foi dissolvido huma solucdo aquosa de acido latico a 1% (v/v)
e acido acético a 1% (v/v) para FBQ 6 e FBQ 6.1, respetivamente, e posteriormente foi
adicionado o reticulante CMC. A mistura foi vertida para a base de uma caixa de Petri de vidro
com 5 cm de didmetro e levada a estufa a 50 °C, durante 24 h.

Para avaliar o efeito que a presenca de &cido hialurénico tem nas propriedades dos filmes,
preparou-se o filme FBQ 7. Comecou por se dissolver o quitosano em 10 mL de solucgéo aquosa
de acido latico a 1% (v/v). O acido hialurénico foi dissolvido em 5 mL de &gua destilada. De
seguida, adicionou-se a solucdo aquosa de &cido hialurénico, gota a gota, sob agitacao
magnética, & solugdo de quitosano. A mistura foi vertida para a base de uma caixa de Petri de
vidro com 5 cm de didmetro, e levada a estufa a 50 °C durante 21 h.

Para melhorar as propriedades do filme obtido (FBQ 7), foi aumentada a concentracéo de
acido hialurénico e aplicado um tratamento a superficie do filme. Assim, prepararam-se dois
filmes FBQ 8 pelo mesmo método que FBQ 7, com a excepcdo de terem sido colocados na
estufa a 50 °C durante 48 h. Sobre o filme FBQ 8A foram colocados 2 mL de uma solugéo
aquosa de hexametilenodiamina (HMDA) a 1% (v/v), durante 5 min. Depois de removido o
excesso, foram adicionados mais 2 mL de uma solugéo de cloreto de sebacoilo (CSeb) a 1%

(v/v) em tolueno. Removido o excesso, foi deixada a secar a temperatura ambiente. O outro
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filme, FBQ 8B sofreu 0 mesmo tratamento, mas substituiu-se a solu¢do aquosa de HMDA por
uma solucdo aquosa de PEG a 1% (v/v).

Lavagem do filme

Para o primeiro ensaio de libertacdo os discos de FBQ 1 (3 discos sem farmaco — branco
— e 3 discos sem farmaco para carregamento, com 1 cm de didmetro) foram submetidos a
lavagem em 15 mL de agua destilada na incubadora, durante 24 h, a 37 °C e 100 rpm. O meio
de lavagem foi mudado 2 vezes. Aquando a realizacdo do Ensaio 1 de libertagdo, verificou-se
que o método de lavagem néo foi eficaz, dada as elevadas absorvancias do branco, pelo que,
para 0s Ensaios 2 e 3, os discos foram lavados em 15 mL de agua destilada nas mesmas

condigdes que no Ensaio 1, com renovacao do meio de lavagem de 5 vezes.

2.2.2 Carregamento do farmaco

Uma vez que os discos devem ser lavados (procedimento na secgdo 2.2.1) e secos antes
do carregamento do farmaco, a PHMB foi carregada em FBQ 1 através do método de
permeacao (soaking), apos a sua lavagem. Trés discos foram imersos em 5 mL de uma solucéo
contendo 0,5 mg de PHMB por mL de fluido pseudoextracelular (do inglés Pseudo
ExtraCelular Fluid - PECF) (seccdo 2.2.4), e deixado numa incubadora Thermoshake
TH500/1-THL/500/1 (Thermoshake Gerhardt, Alemanha) com agitacdo orbital (100 rpm),
durante 18 h, a 37 °C.

2.2.3 Quantificacdo do farmaco carregado

A quantidade de farmaco carregado foi calculada com base na absorvéncia ao
comprimento de onda a que a PHMB absorve maximamente (236 nm), de amostras da solugédo
de carregamento antes e apds o carregamento, utilizando um espetrofotémetro JASCO V-550
UV-VIS (Japdo). A conversdo da absorvancia em concentracgdo foi feita utilizando uma curva
de calibracdo preparada com um conjunto de solugdes de PHMB com concentracfes
conhecidas, entre 0s 2,5 e 50 pg/mL. tendo em conta o fator de dilui¢do da amostra (Figura B.1,
do Anexo B).
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2.2.4 Estudos de libertacdo do farmaco

A solucdo salina utilizada como modelo do exsudato da ferida, designada PECF (Lin et
al., 2001), foi preparada em agua Milli-Q® possuindo um pH de 7,4 + 0,2, uma forca i6nica de

0,48 M, sendo a sua composicao apresentada na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Composicédo do fluido pseudo-extracelular (Lin et al., 2001).

Sais NacCl KCI NaHCOs3 NaH2PO4
Concentracéo (g/L) 6,8 2,2 25,0 3,5

O estudo de libertagéo foi realizado utilizando discos com 1 cm de diametro, cortados
com um vazador de rolhas a partir dos filmes preparados, e carregados com PHMB. Estes discos
foram colocados em tubos de Falcon de 15 mL contendo 12 mL de PECF, em triplicado. Os
tubos foram colocados na incubadora a 37 °C, sob agitacdo (100 rpm).

Antes da colocacdo dos discos nos tubos de Falcon, estes foram rapidamente
mergulhados em agua destilada e a sua superficie seca com papel absorvente, com a finalidade
de remover solucdo de PHMB existente na superficie do disco, proveniente do carregamento
do disco por permeacao.

Antes do carregamento, os discos foram lavados de modo a remover restos dos reagentes
utilizados na sua preparacdo que pudessem lixiviar para a solucdo de PECF e absorver ao
mesmo comprimento de onda usado na quantificacdo da PHMB libertada.

Para determinar a quantidade de farmaco libertado, foram removidas aliquotas de 1 mL
e, subsequentemente, reposto o mesmo volume de PECF fresco, a tempos pre-definidos. A
quantidade de farmaco libertado foi calculada através da absorvancia medida a 236 nm da
aliquota, apo6s diluigdo adequada. A conversdo da absorvancia em concentragdo e em massa de
farmaco foi feita tendo em conta a diluicdo utilizada e a curva de calibracdo preparada, presente
na Figura B.1, do Anexo B.

Os perfis de libertacdo obtidos representam a massa de PHMB libertada e acumulada por
massa de disco seco, em fun¢do do tempo, tendo sido efectuados sob condigdes “sink™: 0
volume do meio de dissolucdo é 3 a 10 vezes superior ao volume necessario para atingir a

saturacdo de farmaco nesse meio (European Pharmacopoeia, 2008).
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2.3 Caraterizagéo do filme

2.3.1 Capacidade de inchaco

Para o estudo da capacidade de inchaco, inicialmente, foram cortadas 3 amostras com 2
cm de didmetro. Depois, foram colocadas na estufa a vacuo, a 40 °C, até se obter um peso
constante (massa do disco seco, m,). Posteriormente, as amostras foram colocadas em tubos
de Falcon de 15 mL com 3 mL de uma solucgédo aquosa de NaCl com 0,9% (m/v), e deixadas na
estufa a 37 °C. Em periodos de tempos pré-definidos, as amostras foram retiradas da solugéo,
removeu-se 0 excesso da agua superficial com um papel absorvente e pesou-se a amostra (m;).
As amostras foram devolvidas a solucdo e este processo repetiu-se até se obter um peso

constante, calculando-se a capacidade de inchago através da Equacéo 7.

2.3.2 Espetroscopia de Infravermelhos

Os espetros de FTIR-ATR do filme a base de quitosano foi registado entre 500 — 4000
cm® num espectrometro de FTIR-ATR Frontier™, da PerkinElmer (Massachusetts, EUA).
Para obter o espetro apresentado foram acumulados 128 espetros, obtidos a temperatura

ambiente, com uma resolucéo de 4 cm?, utilizando o acessorio de ATR.

2.3.3 Termogravimetria

Utilizou-se o analisador termogravimétrico TGA Q-500 da TA Instruments Company
(New Castel, EUA). As analises foram feitas aumentando a temperatura desde 25 a 600 °C,
numa atmosfera de azoto com um caudal de 40 mL/min e uma varia¢do da temperatura de 10

°C/min.
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2.3.4 Microscopia eletronica de varrimento

A morfologia do filme a base de quitosano foi analisada por microscopia eletronica de
varrimento (FE-SEM; Field Emission Scanning Electron Microscope, ZEISS MERLIN,
Gemini Il - Alemanha). Inicialmente, a amostra foi revestida com uma camada de ouro e,
posteriormente, colocada na camara do SEM para se observar a sua superficie. Observou-se,
também, uma secc¢do transversal da amostra. A amostra foi cortada a temperatura ambiente e
rasgada manualmente uma vez que o uso de uma tesoura iria provocar uma deformacéo do

filme, e colocada na horizontal no porta-amostras.

2.3.5 Goniometria de angulos de contacto

A medicdo do angulo de contacto foi tentada pelo método da gota séssil empregando um
goniémetro de angulo de contacto OCA-20 da Dataphysics (Alemanha). Com o auxilio da
camera de video do gonidmetro, com a qual se tem uma visdo de perfil da gota, o angulo de
contacto € calculado automaticamente pelo software do equipamento.

Inicialmente, uma amostra do filme é colocada sobre o suporte do goniometro, na qual se
deixou cair uma gota com 10 pL de PECF, e, posteriormente, fez-se a leitura do angulo de
contacto. Em simultaneo, foi medido o tempo que a gota levava até desaparecer da superficie

do filme, por penetracdo nele.
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CAPITULO 3 — Resultados e Discussao

3.1 Preparacao dos filmes a base de quitosano

Foram preparados diversos filmes a base de quitosano com diferentes reagentes,
concentracfes e métodos de preparacdo. Estes filmes destinam-se a uma aplicacdo na
preparacdo de um sistema de libertacdo controlada de um farmaco, para uso como penso
curativo. Na Figura 3.2 é possivel encontrar o aspeto visual dos filmes preparados. No Anexo
A ¢ possivel encontrar a Tabela A.1 com as principais carateristicas dos filmes a base de
quitosano, a sua composi¢do, método de preparacdo e aspeto visual.

O filme FBQ 1 apresenta uma colora¢do amarelada, com origem no préprio quitosano em
po6 que foi utilizado na sua preparacgdo. Isto deve-se, possivelmente, a presenca de impurezas
no quitosano utilizado. O filme possuia uma espessura inferior a 1 mm, é flexivel, resistente e
com capacidade de adeséo.

Pela observacdo da Figura 3.2 é possivel verificar que, quando se tentou adicionar outro
polimero natural a formulacdo de quitosano (FBQ 1.1, FBQ 3 e FBQ 4), ndo se conseguiram
obter filmes homogéneos. Em FBQ 1.1, o alginato de sddio foi dissolvido apos dissolucéo total
do quitosano e acido succinico. Em FBQ 3, o quitosano e a pectina foram dissolvidos em
solucBes separadas, e, quando adicionadas uma a outra, formou-se um precipitado na interface.
De modo a evitar que se formasse o precipitado, tentou dissolver-se simultaneamente o
quitosano e a pectina na solucdo aquosa de acido latico. No entanto, ndo se consegui. Isto
aconteceu, provavelmente, porque estamos perante polimeros com cargas elétricas opostas,
formando complexos de polieletrolitos (PEC). Uma representacdo esquematica da formacao do
PEC entre a pectina e o quitosano é apresentada na Figura 3.1.

Pectina
pKa~35-45

COOH COOH COOH M N
COOH COO' COO
COOH COO' COO

pKa Pectina < pH mistura < pKa Quitosano ——p»

Figura 3.1 - Esquema da formacdo do PEC entre a pectina e o quitosano (adaptado de Coimbra et al.,
2011).
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Estes PEC sdo o resultado das interacGes eletrostaticas, fortes e reversiveis, entre 0s grupos

carboxilicos da pectina/alginato, carregados negativamente, e 0s grupos amina do quitosano,
carregados positivamente. A formacado de PECs ocorre com maior eficacia na faixa de pH entre

3-6, ou seja, 0 pH da mistura deve estar entre os valores do pKa da pectina e alginato (3.5-4.5;
3,38-3,65, respetivamente) e do pKa do quitosano (6,2-7,0) (Coimbra et al., 2011).
Comparando FBQ 3 e FBQ 4, podemos ver que a quantidade de precipitado é menor em FBQ
4. Isto podera dever-se a presenca do reticulante, que evita a interacdo direta entre as cadeias

poliméricas da pectina com o quitosano, evitando a formacao do PEC.

FBQ 1: 1% AL + 2% Q + 2%
AS + 5% GL + 0,5% CMC

FBQ11:1% AL+2%Q +
2% AS + 5% Alginato + 5%
GL +0,5% CMC

FBQ 2: 1% AL + 2% Q + 2%
PEG 600 + 0,5% Glioxal

FBQ2.1: 1% AA+2%Q +
2% PEG 600 + 0,5% Glioxal

FBQ2.2: 1% AL + 2% Q +
2% PEG 600 + 0,5% Glioxal +
5% GL

FBQ23: 1% AL +2% Q +
2% PEG 600 + 0,5% Glioxal +
2% GL

FBQ3: 1% AA+2% Q + 2%
Pectina

FBQ4: 1% AL+ 1% Q+ 1%
Pectina + 0,5% Glioxal

FBQ5: 1% AA + 2% Q

FBQ5.1: 1% AL + 2% Q

FBQ5.2: 2% AA + 2% Q

FBQ6: 1% AL + 2% Q + 1%
cMC

Figura 3.2 - Aspeto visual dos filmes a base de quitosano preparadas em laboratério.
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FBQ6.1: 1% AA+2%Q+1% | FBQ7:0,67% AL +1,33% Q | FBQ8:0,67% AL +1,33% Q +
CMC +0,05% AH + 0,67% CMC 0,17% AH + 0,67% CMC

Figura 3.2- (continuacgdo).

Os filmes FBQ 2 a 2.3 foram preparados empregando o polimero sintético, PEG 600, em
vez de um polimero natural. Quando preparado com &cido acético, FBQ 2.1 mostrou-se mais
fino e mais fragil do que FBQ 2, que foi preparado em acido latico. Como FBQ 2 era rigido,
mas fragil, adicionou-se o plastificante glicerol a formulacéo, de modo a tentar tornd-lo mais
flexivel (FBQ 2.2). Apds 24 h a 50 °C, verificou-se que ainda havia glicerol na superficie do
filme e, por isso, colocou-se novamente na estufa, durante 5 h, aumentando a temperatura para
75 °C. Todavia, continuou a existir glicerol na superficie do filme, como se pode observar na
Figura 3.2. Deste modo, a concentracdo de glicerol foi reduzida (FBQ 2.3). Este, quando
comparado com FBQ 2.2, ainda apresentou algum glicerol na superficie, mas em menor
guantidade, e o seu diametro era inferior; quando comparado com FBQ 2, mostrando, ainda,
ser mais resistente e menos fragil, uma vez que era possivel dobra-lo sem que se partisse.

Dada a dificuldade em obter filmes com as propriedades necesséarias para a aplicacdo
pretendida e de modo a diminuir o tempo de preparacdo do filme, testou-se outro método que
consiste na pré-evaporacdo da solucdo de quitosano numa estufa, seguido da sua imersao num
banho gelado e, finalmente, nova evaporacao na estufa. Por observagao da Figura 3.2, podemos
ver que os filmes FBQ 5 a 5.2 ndo apresentam o mesmo tamanho que os outros filmes. FBQ 5
e FBQ 5.1, depois da coagulacdo no banho de NaOH, quebraram ao serem manuseados. De
modo a desidratar os filmes, estes foram colocados na estufa, como referido na secg¢éo 2.2.1.
Podemos ver na Figura 3.2 que diminuiram bastante de tamanho. A elevada concentracdo da
solugdo de NaOH aquando a coagulacéo dos filmes fez com que FBQ 5 e FBQ 5.1 ficassem
muito rigidos (muito reticulados), ndo sendo possivel dobra-los sem que se partissem. Além
disso apresentam um tamanho muito reduzido. FBQ 5.2 néo se apresenta tdo partido como FBQ
5 e FBQ 5.1, uma vez que se teve maior cuidado no manuseamento. Dadas as dificuldades

apresentadas com os outros filmes do mesmo tipo. A concentracdo da solucdo de NaOH devera
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ser reajustada de modo a obter filmes menos reticulados e com as propriedades necessérias para
a aplicacéo pretendida.

Os resultados obtidos com os filmes preparados pelo método anterior ndao foram os
melhores e por isso voltou-se a usar 0 método de evaporacdo do solvente, com a adi¢cdo de um
reticulante (CMC) para melhorar as propriedades mecénicas dos filmes. Surgiram, assim, os
filmes FBQ 6 e FBQ 6.1, cuja diferenca reside na solucéo aquosa de &cido, sendo utilizado o
acido latico e o acido acético, respetivamente. Tanto FBQ 6 como FBQ 6.1 eram extremamente
finos e ndo se conseguiram remover da caixa de Petri depois de evaporado todo o solvente.
Assim sendo, foi necessario hidratar os filmes para que se conseguissem remover. Os filmes
hidratados revelaram-se muito frageis e quebradicos e depois de secos, a temperatura ambiente,
ficaram extremamente finos e flexiveis, mas rasgavam com facilidade.

Como os filmes FBQ 6 e 6.1 se revelaram frageis, introduziu-se o AH e diminuiu-se o
tempo da reagdo para 50 °C, surgindo assim FBQ 7. Este mostrou ser flexivel, mas
extremamente fino, fragil e dificil de remover da caixa de Petri.

Visto que se obtiveram melhores resultados quando se introduziu o AH (FBQ 7), entdo
tentou-se aumentar a sua concentracdo. O filme obtido, FBQ 8, apresentou propriedades
semelhantes as de FBQ 7.

De modo a tornae o filme FBQ 7 mais resistente, foram feitos dois tratamentos distintos
a superficie dos filmes. O primeiro tratamento foi feito com uma solucdo aquosa de HMDA e
uma solucdo de cloreto de sebacoilo em tolueno (FBQ 8A); o segundo tratamento, foi feito com
uma solucédo aquosa de PEG, seguida de uma solugéo de cloreto de sebacoilo em tolueno (FBQ

8B). Na Figura 3.3 é possivel observar o aspeto visual dos filmes FBQ 8 ap6s tratamento.

FBQ 8A: HMDA + Cloreto de Sebacoilo | FBQ 8B: PEG + Cloreto de Sebacoilo

Figura 3.3 - Aspeto visual do filme FBQ 8 apds tratamento.

Por observacédo da Figura 3.3 pode ver-se que FBQ 8A apresenta melhor aspeto que FBQ 8B.

O filme FBQ 8A revelou-se flexivel e resistente e a sua superficie ndo apresentava cortes nem
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irregularidades. O mesmo ndo se pode dizer de FBQ 8B, que apresentava defeitos na superficie
e era menos flexivel que FBQ 8A.

3.2 Selec¢éo da formulagéo

Dos filmes apresentados na secc¢do anterior, foram logo excluidos alguns filmes por ndo
serem homogeneos - FBQ 1.1, FBQ 3 e FBQ 4; por néo se ter conseguido obter um filme - FBQ
2.1; e, porque eram demasiado rigidos, pouco flexiveis para a aplicacdo que pretendida e nao
apresentavam tamanho suficiente para continuar com os estudos - FBQ 5, FBQ 5.1 e FBQ 5.2.

Os filmes FBQ 2.2 e FBQ 2.3 também foram excluidos, uma vez que apresentavam um
excesso de glicerol na superficie e, por isso, seria necessario otimizar a sua quantidade, o que
ndo foi feito por falta de tempo.

Ja os filmes FBQ 6, FBQ 6.1 e FBQ 7 eram extremamente finos e ndo se conseguiam
retirar da caixa de Petri, sendo necessario hidrata-los. Visto serem tdo finos, depois de
hidratados acabaram por se rasgar, e por isso excluidos do estudo.

Um dos principais requisitos para que os filmes possam ser utilizados em pensos
curativos, é que estes ndo se dissolvam no exsudato das feridas durante o tratamento. Como tal,
a resisténcia a dissolugdo em agua foi avaliada. FBQ 2 ndo se dissolveu nem inchou ao fim de
algumas horas, pelo que foi excluida do estudo. Ja FBQ 1 e FBQ 8 ndo se dissolveram.

O filme FBQ 8B foi, também, excluido uma vez que apresentava irregularidades na
superficie do filme.

Em suma, restaram os filmes FBQ 1 e FBQ 8A. De modo a avaliar se eram adequados
para a aplicacdo pretendida e para os estudos a realizar, foram colocados em &gua destilada
numa incubadora a 37 °C e 100 rpm, com troca da agua de lavagem em tempos pré-definidos,
de modo a avaliar o0 seu comportamento durante um periodo de tempo mais prolongado e, em
simultaneo, proceder a lavagem dos filmes. O filme FBQ 1 foi lavado durante 1 dia, na forma
de discos com 1 cm de diametro uma vez que, ao fim de alguns minutos em contacto com a
agua comecou a enrolar-se, tornando-se fragil. J& FBQ 8A foi lavado com o seu tamanho
original, mas passado 1 dia, aproximadamente, acabou por se desfazer. Assim sendo, o filme

selecionado para os estudos subsequentes de carregamento e libertacdo do farmaco foi FBQ 1.
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3.3 Caraterizacao do filme selecionado

3.3.1 Capacidade de inchaco

Na Figura 3.4 é possivel observar a evolugdo da capacidade de inchago do filme FBQ 1

até atingir o equilibrio numa solucéo de NaCl a 0,9%.
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Figura 3.4 - Variacdo da capacidade de inchaco de amostra do filme FBQ 1 até ser atingido o equilibrio,
em fungdo do tempo de imersdo numa solucdo de NaCl (0,9%) a 37 °C (n = 3, SD). Inser¢do: Ampliacdo das 2
horas iniciais da curva. CS (t) é a capacidade de inchago no instante t.

Por observagdo da Figura 3.4 conseguimos ver que a massa de FBQ 1 hidratado tem um
aumento significativo na primeira meia-hora em que este é mergulhado na solucdo aquosa de
NaCl (0.9%). Nos dias seguintes, FBQ 1 continua a absorver agua, mas em quantidades muito
inferiores as primeiras horas. Ao fim do sétimo dia, FBQ 1 atinge o equilibrio, isto €, a amostra
ndo consegue absorver mais agua, apresentando uma CS de 141%. Em suma, FBQ 1 apresenta-
se como capaz de absorver rapidamento o excesso de exsudato em feridas muito exsudativas e

deveré ser capaz de manter o ambiente himido ideal para o tratamento de feridas.
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3.3.2 Espectroscopia de Infravermelhos

Tal como foi descrito na seccao 1.8.2, a técnica FTIR-ATR permite identificar os grupos
quimicos predominantes numa amostra. Na Figura 3.5 € possivel observar o espetro de FTIR

do filme FBQ 1 encontrando-se na Tabela 3.1 a atribui¢do das principais bandas.
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Figura 3.5 - Espetro FTIR-ATR do filme FBQ 1.

Ao observar a Figura 3.5 era de esperar que 0 espetro mostrasse as bandas carateristicas do
quitosano (Lawrie et al., 2007). Neste espetro a absorcao na regido dos 3500-3200 cm™ resulta
da sobreposicdo das bandas devidas ao elongamento dos grupos amina v(N-H) e dos grupos
hidroxilo v(O-H), os picos a volta dos 2931 cm™ sdo atribuidos a vibracdo de elongamento das
ligagBes C-H dos grupos —CH e —CHjs, 0 pico obtido a 1697 cm™ ¢ atribuido a vibracio de
elongamento do grupo carbonilo dos grupos amida (amida I) (-CONHy), carateristico das
unidades acetiladas do quitosano, a banda obtida a 1572 cm™ é atribuida a vibragio do NH dos
grupos amina e amida (amida 11), o pico obtido a 1416 cm™ resulta da vibragio de deformagcéo
dos grupos —CHy, o pico a 1310 cm ¢ atribuido a deformagéo simétrica dos grupos —CHs, e 0s
modos vibracionais associados as ligagdes S(1->4)-glicosidicas do quitosano v(—O-) e aos
grupos v(C—N) sdo caraterizados por bandas na regi&o entre 1177 cm™ e 1036 cm (Silverstein

et al., 2005). Na Tabela 3.1 estdo reunidas todas as atribuigdes.
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Tabela 3.1 - Bandas do FTIR de FBQ 1 com as atribuicdes.

Vibragado (cm)

Atribuicéo

3279
2931
1697
1572
1416
1310
1177 e 1036

Elongamento dos grupos O-H e N-H
Elongamento dos grupos C-H
Amida |
Torcédo dos grupos N-H das aminas e amidas 11
Torcdo dos grupos —CH;
Deformagéo simétrica dos grupos CH3
Elongamento dos grupos C-O-C e C-N

3.3.3 Termogravimetria

A curva representativa da perda de massa, em percentagem, durante a decomposicéo

térmica é apresentada na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Perfil da perda de massa durante a decomposi¢do térmica de uma amostra de FBQ 1 e
quitosano. Linha continua: curva termogravimétrica de FBQ 1; Linha descontinua: curva termogravimétrica do

quitosano em po.

Por observagdo da curva termogravimétrica de FBQ 1 verificou-se que esta possui quatro

estagios de decomposicdo: (i) um primeiro estdgio, que ocorreu entre 0s 25 e 76 °C,

aproximadamente, com uma perda de massa de proxima dos 18%; (ii) um segundo estagio,

compreendido entre os 76 e 220 °C, aproximadamente, com uma perda de massa proxima dos

41%; (iii) um terceiro estagio entre os 220 e 310 °C, aproximadamente, com uma perda de

massa de aproximadamente 19%; (iv) um quarto estagio encontra-se entre 0s 310 e 600 °C, cuja

perda de massa foi equivalente a 9%, aproximadamente. No segundo e terceiro estagios (76 a

45



310 °C) é onde ha uma perda de massa superior a metade do seu peso inicial (aproximadamente
60%). A perda de massa nos dois estagios iniciais corresponde a evaporacdo da agua residual
presente nas membranas. Por observacdo da Figura 3.5 é possivel ainda verificar que ndo houve
uma perda total da massa da amostra, devido a presenca de polissacarideos que, depois de
carbonizados, permanecem, ndo volatilizando.

Quando comparamos as curvas termogravimétricas do quitosano puro em pé e do filme
FBQ 1, podemos observar que, no primeiro estdgio de decomposicdo, a perda de massa €
superior em FBQ 1 e que o segundo estagio de decomposicao do quitosano abrange 0s estagios
dois e trés de FBQ 1. Adicionalmente, entre os 100 e 300 °C, a perda de massa do quitosano €
quase nula, enquanto que no caso de FBQ 1, ocorre uma perda de massa consideravel. Neste
estagio, podera haver uma perda de residuos dos outros componentes do filme FBQ 1, por
volatilizacdo, uma vez que as temperaturas de ebulicdo do acido latico e de fusdo do acido
sucinico sdo de 122 °C e 185 - 188 °C, respetivamente. Ao fim do ultimo estagio, a perda de
massa total do quitosano foi inferior a de FBQ 1, o que se deve a menor quantidade de quitosano

presente no filme FBQ 1.

3.3.4 Microscopia eletronica de varrimento
A Figura 3.7 apresentada a seguir permite ver a morfologia da superficie e de uma sec¢édo

transversal do filme, bem como a presenca ou ndo de poros e a homogeneidade do material

formado.
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Figura 3.7 - Imagens obtidas por SEM de FBQ 1: (a) e (b) superficie; (c) e (d) sec¢do transversal. (a) e (c)
obtidas com uma ampliagdo de 100x; (b) e (d) obtidas com uma ampliagdo de 500x. (As particulas que se observam
na imagem devem-se a presenga de outras amostras, analisadas em simultaneo, na cAmara do microscopio).

Na Figura 3.7 é possivel observar duas imagens da superficie da amostra com uma ampliacdo
de 100x do lado esquerdo (a), e com 500x do lado direito (b). A morfologia da superficie é
plana, lisa e sem irregularidades, o que indica que se obteve um filme homogéneo. A seccao
transversal também aparenta ser homogénea, simétrica, lisa, sem poros, sem irregularidades e
rachaduras. Nomeadamente na Figura 3.6 (c) e (d) é possivel observar impurezas na forma de
partuclas na amostra, que se devem a contaminagéo da amostra durante a analise por SEM; uma
vez que a amostra apresenta uma elevada capacidade de adesédo e existiam outras amostras em
p6 em andlise. A contaminacdo podera ter ocorrido aquando a preparagdo das amostras no
suporte ou durante o processo de evacuacgédo. Os resultados sdo concordantes com outros estudos
gue envolvem filmes a base de quitosano, onde € obtida uma superficie lisa, homogénea e sem
irregularidades (Sun et al., 2014; Llanos et al., 2015; Pérez-Cordoba et al., 2018; Riaz et al.,
2018).

3.3.5 Goniometria de angulo de contacto

Esta técnica ndo permitiu medir o angulo de contacto e, por isso, ndo sdo apresentados
resultados. Isto deve-se ao facto de FBQ 1 absorver a gota de PECF em poucos segundos e

empolar, isto é, deixou de existir uma superficie plana, necessaria para a determinacdo do
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angulo de contacto. Pelo mesmo motivo, também n&o foi possivel medir o tempo de penetragéo,
da gota. Estes resultados mostram que a gota € rapidamente absorvida por FBQ 1. Este facto é

vantajoso para a aplicacéo pretendida, uma vez que permitird uma absorcéao rapida do exsudato.

3.4 Cinética de libertacdo para o sistema de libertacdo controlada

3.4.1 Quantificacao de farmaco carregado

Para calcular a quantidade de PHMB carregada nos discos para os ensaios de libertacdo
comecou por se medir a absorvancia da solu¢do de PHMB utilizada para carregamento. Depois
de decorrido o processo de carregamento descrito na sec¢do 2.2.2, mediu-se a absorvancia da
solugdo apos carregamento. Estes valores de absorvancia foram convertidos em concentragao
de PHMB (ug de PHMB/mL de solucdo) com base na curva de calibracdo obtida paraa PHMB
(Figura B.1, do Anexo B) e no fator de diluicdo. Atendendo ao volume de solucdo utilizado
para o carregamento foi possivel calcular a quantidade de PHMB carregada (ug de PHMB). A
diferenca entre a quantidade antes e ap6s o carregamento da-nos a quantidade de PHMB
carregada (ug de PHMB). A massa de PHMB carregada por massa de disco seco correspondente
aos trés ensaios de libertacdo realizados é sumarizada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Massa de PHMB carregada por massa de disco seco correspondente aos trés ensaios de
libertacdo.

Ensaios 1 2 3 Média

Massa de PHMB carregada/Massa de disco seco
) 381 235 253 284 + 69
(ng PHMB/mg disco seco)

A gquantidade de farmaco absorvida pelos discos deveria ser aproximadamente a mesma, uma
vez que se trata de 3 réplicas. No entanto, verifica-se que o resultado dos discos do Ensaio 1 se
distingue dos outros dois. Esse resultado encontra explicacdo no diferente procedimento de
lavagem adotado para os discos do Ensaio 1. Tendo em conta que 0 1° processo de lavagem
testado (Ensaio 1) ndo foi eficaz, ja que ndo so6 foi detetada absorvancia a 236 nm, comprimento
de onda ao qual se quantifica a PHMB, como também foi possivel detetar residuos lixiviaveis.
Testou-se outro método de lavagem nos Ensaios 2 e 3, e como se pode ver na Tabela 3.2, ja se

obtiveram valores sdo semelhantes.
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Na Tabela 3.3 podemos ver a absorvancia da solugdo de lavagem final dos discos sem

farmaco usados como branco e dos discos sem farmaco para carregamento.

Tabela 3.3 - Absorvancias obtidas apds a lavagem dos discos de FBQ 1, para os Ensaios 1, 2 e 3, a 236
nm, para dois discos aleatorios (n = 2; SD).

Ensaio 1 2e3
Absovancia 0,051 0,014

Como e possivel verificar na Tabela 3.3, a solucdo de lavagem final revelou uma absorvancia
superior no Ensaio 1, quando comparada com as dos Ensaios 2 e 3, sugerindo uma diminuicéo
de residuos lixiviaveis na solucéo de lavagem quando foi aprimorado o processo de lavagem.
No entanto, o ideal sera proceder a lavagem até que a absorvancia da solucéo de lavagem seja
nula.

Na Tabela 3.4 encontramos a percentagem de PHMB carregado em relacdo ao presente

na solugao de carregamento.

Tabela 3.4 - Percentagem de PHMB carregado em relacdo a PHMB presente na solucéo de carregamento
(n=3; SD).

PHMB _carregada (%) PHMB_carregada (%)

Ensaio 1 15
Ensaio 2 9 11+£3
Ensaio 3 10

Podemos verificar que em média, apenas 11% + 3% do farmaco presente na solucdo de

carregamento, efetivamente entrou para a matriz polimérica do filme.

3.4.2 Perfil de libertacdo do farmaco
Na Figura 3.8 podemos encontrar representada a curva de libertagdo obtida, a curva do

branco (discos sem farmaco) e a curva de libertacdo apds corregdo com o branco, para o Ensaio
1 do filme FBQ 1.
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Figura 3.8 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e sob agita¢do
(100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para 0 Ensaio 1 de libertacdo do filme FBQ 1. Losango azul: curva
de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva de libertagdo ndo corrigida; tridngulo verde: curva de
libertacdo com subtragdo do branco.

As absorvancias obtidas para os brancos sdo elevadas, o que resulta da lavagem insuficiente das
amostras e, por isso, durante o ensaio de libertagdo, no mesmo comprimento de onda utilizado
para quantificar a PHMB, sdo quantificados residuos lixiviaveis das amostras. Procurou levar-
se isto em conta subtraindo a curva do branco a curva do ensaio (Figura 3.8), mas tornou-se
claro que seria necessario otimizar o processo de lavagem antes dos ensaios de libertacdo
seguintes. A maioria da PHMB foi libertada nas primeiras ~6 h, no entanto ndo se atingiu o
estado estacionario da libertacdo (plateau), que foi atingido ao fim de 24 h. O equilibrio foi
alcangado quando ~33 pg de PHMB/mg de disco seco foram libertadas. Na Figura 3.9 podemos
encontrar representada a curva de libertacdo obtida, a curva do branco (discos sem farmaco) e
a curva de libertacdo apds correcdo com o branco, para o Ensaio 2 do filme FBQ 1.
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Figura 3.9 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e sob agita¢do
(100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para 0 Ensaio 2 de libertacdo do filme FBQ 1. Losango azul: curva
de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva de libertacdo ndo corrigida; tridngulo verde: curva de
libertagcdo com subtracéo do branco.

Para o segundo ensaio de libertacdo, o processo de lavagem foi melhorado, como descrito na
seccdo 2.2.4. E percetivel que as absorvancias obtidas para o branco neste ensaio sio menores
quando comparadas com as do Ensaio 1, no entanto seria ideal otimizar o processo de lavagem
até que estas sejam nulas, s6 assim podemos garantir que todos os lixiviaveis que absorvem ao
mesmo comprimento de onda utilizado na quantificacdo da PHMB foram removidos. A maioria
da PHMB foi libertada nas primeiras ~8 h, mas o plateau foi atingido quando ~33 pg de
PHMB/mg de disco seco foram libertadas. As barras de erro (SD) obtidas foram reduzidas, pelo
que ha uma boa reprodutibilidade no ensaio e na preparacdo das amostras. Este ensaio foi, ainda,
repetido com novas amostras (Ensaio 3) de modo a verificar se se conseguiria obter os mesmos
resultados. Na Figura 3.10 podemos encontrar representada a curva de libertacéo obtida, a curva
do branco (discos sem farmaco) e a curva de libertacdo ap6s corre¢do com o branco, para o
Ensaio 3 do filme FBQ 1.
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Figura 3.10 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e sob
agitacdo (100 rpm), com as barras de erro (SD; n = 3), para o Ensaio 3 de libertacdo do filme FBQ 1. Losango
azul: curva de discos sem PHMB (branco); quadrado vermelho: curva de libertagdo néo corrigida; tridngulo verde:
curva de libertagdo com subtracdo do branco.

O processo de lavagem das membranas adotado no Ensaio 3 foi igual ao método utilizado para
0 Ensaio 2 como referido anteriormente e descrito na seccéo 2.2.4. Como as condicdes deste
ensaio eram exatamente as do Ensaio 2 e devido a escassez de amostras, utilizou-se a mesma
curva de libertacdo dos discos sem PHMB (branco) do Ensaio 2. A maioria da PHMB foi
libertada nas primeiras ~8 h. O equilibrio atingiu-se quando foram libertadas ~34 ug de
PHMB/mg de disco seco. As barras de erro (SD) foram superiores as do Ensaio 2.

De salientar que se verificou a ocorréncia de condigdes “sink” em todos 0s ensaios uma
vez que a concentracdo maxima de PHMB libertada se encontra muito abaixo do limite superior
(10x) da solubilidade da PHMB. Também é importante referir que nem o volume (1 mL), nem
a taxa de renovacdo do meio (PECF) (de hora a hora nas primeiras 24 h, e de 2 em 2 horas, até
ao término do ensaio) utilizados para os estudos de libertacdo, sdo equivalentes ao volume e
taxa de renovacdao de exsudato que ocorrem numa ferida.

Na Figura 3.11 encontram-se representadas as curvas de libertacdo corrigidas dos 3
ensaios. Verifica-se que as 3 curvas de libertacdo séo coincidentes, pelo que a preparagédo das

amostras e os ensaios de libertacdo s&o reprodutiveis.
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Figura 3.11 - Quantidade acumulada de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e sob
agitacdo (100 rpm), para os Ensaios 1, 2 e 3 de libertacdo. Losango azul: curva de libertacdo corrigida com a
subtracdo do branco para o Ensaio 1: quadrado vermelho: curva de libertacdo corrigida com a subtracéo do branco
para o Ensaio 2; tridngulo verde: curva de libertacdo corrigida com a subtracéo do branco para o Ensaio 3. (Nota:
0 Ensaio 1 ndo € comparavel com os Ensaios 2 e 3 porque o processo de lavagem foi diferente).

Na Tabela 3.5 encontra-se a percentagem de PHMB libertado no plateau face a
guantidade de farmaco carregado, bem como a concentracdo de PHMB libertada no equilibrio

e 0 tempo de duracdo da libertagdo, para cada ensaio de libertagéo.

Tabela 3.5 — Duragéo da libertacao (tivertacio), quantidade de PHMB libertada quando se atingiu o equilibrio
(([PHMB]eq) e percentagem de PHMB libertada no equilibrio relativamente a PHMB carregada
(PHMB_libertada), para cada ensaio (n = 3; SD).

: : [PHMBeq (Mg :
Ensaio tiibertagao (dia) ) PHMB_libertada (%0) PHMB _libertada (%)
PHMB/mg disco seco)
1 1 33 13
2 1 33 14 13,3+ 0.6
3 1 34 13

Podemos verificar que em média, apenas 13,3% = 0,6% do farmaco carregado nos discos para
0 ensaio de libertacdo de farmaco foi libertado durante o mesmo, tendo a libertagdo a duragdo
de, aproximadamente, 1 dia.

Na Figura 3.12 esti representada a concentracdo de PHMB no meio de libertagdo
(corrigida com o branco), em funcdo do tempo, de modo a analisar durante quanto tempo é
libertado o farmaco acima da MIC da PHMB.
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Figura 3.12 - Concentracdo de PHMB libertada ao longo do tempo em PECF, a 37 °C e sob agita¢éo (100
rpm) e valor da MICa4n € MICasn-méxima da literatura. Linha azul escuro: concentracdo de PHMB libertada com
subtracdo do branco para o Ensaio 1; linha vermelha: concentracdo de PHMB libertada com subtragcdo do branco
para o Ensaio 2; linha verde: concentragdo de PHMB libertada com subtracdo do branco para o Ensaio 3; linha
roxa: valor de MIC méxima ao fim de 24h (ver sec¢do 1.5); linha azul claro: valor de MIC ao fim de 24h sem
considerar VRE (ver seccéo 1.5).

Pela andlise da Figura 3.12 é possivel verificar que a PHMB foi libertada acima da MIC24
h maxima (4 pg/mL) ap6s ~4 h do inicio para o Ensaio 2 e apos ~3 h para o Ensaio 3; 0 mesmo
ndo acontece para Ensaio 1 que sé ao fim de ~13 h passou a libertar acima da MIC24 1, maxima.
No entanto permaneceu sempre acima da MIC24 » maxima nas horas seguintes. No entanto, a
guantidade de farmaco libertada neste ensaio podera estar sobrestimada, devido ao elevado
nivel de substancias lixiviaveis libertadas pelo filme, apesar de se ter subtraido o branco (discos
sem farmaco). A PHMB n&o é libertada acima da MIC4gn maxima (16 pg/mL; Tabela 1.1) em
nenhum dos ensaios de libertacdo, mas, geralmente, 0s pensos sdo renovados diariamente. No
entanto, a concentracdo de PHMB libertada encontra-se acima dos valores de MIC para todas
as bactérias (2 ug/mL), a excecao de VRE cujo valor da MIC2sh € de 4 pg/mL (MIC24n maxima),
0 que significa que a PHMB libertada é capaz de inibir o crescimento das principais bactérias
encontradas em feridas. Todavia, este resultado ndo € garantia de que 0 mesmo sucedera in vivo
ja que numa ferida, as condicdes de libertacdo sdo muito diferentes das deste ensaio e, em
particular, ndo deverdo ocorrer condigdes “sink”.

A fim de avaliar se houve degradacdo ou perda de material depois dos ensaios de
libertacdo, os discos, utilizados como branco (B1 — B3), foram colocados na estufa a 50 °C apds

terem sido usados como branco do ensaio de libertacdo, para se determinar a sua mass seca. Na
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Tabela 3.6 é apresentada a massa dos discos secos antes e depois dos ensaios de libertacdo e
respetivo desvio padréo.

Tabela 3.6 - Massa dos discos secos antes e depois dos ensaios de libertagdo (n = 3; SD).

. Massa (mg)
Ensaio 1 _
Antes Depois
Branco 29+04 33%£05
Massa (mg)
Ensaios 2 e 3 _
Antes Depois
Branco 28+0,7 4+1

A massa dos discos secos deveria ser igual antes e depois do ensaio de modo a garantir que néo
houve perda de massa dos discos durante o ensaio de libertagdo. Para comparar as massas
médias antes e depois do ensaio foi feito um teste estatistico de t Student. Foi possivel verificar
que ndo existia uma diferenca com significado estatistico entre as massa de discos nos estudos
de libertacdo dos 3 ensaios, para um grau de confianca de 95%. Assim, a absorvancia que se

detetou no branco durante o ensaio de libertacdo ndo podera dever-se a dissolucdo da amostra.

3.4.3 Estudo da cinética de libertacao do farmaco

Os modelos matematicos utilizados para analisar a cinética de libertagdo de PHMB nos
filmes a base de quitosano foram os seguintes: (i) Ordem Zero; (ii) Primeira Ordem; (iii)
Korsmeyer-Peppas; e, (iv) Higuchi (Sec¢édo 1.6). Dos resultados de libertacdo obtidos na Figura
3.11, em nenhum dos casos houve uma variacdo linear na quantidade de PHMB libertada ao
longo do tempo, durante a totalidade do ensaio, pelo que 0 mecanismo de libertagdo ndo é de
ordem zero. Nas Figuras 3.13 a 3.15 encontra-se a representacao grafica do ajuste do modelo
cinético de ordem zero, revelando a total auséncia de correlag&o.

Em relacdo ao modelo de primeira ordem, nas Figuras 3.13 a 3.15 encontra-se a
linearizagdo deste modelo (graficos de log(M¢Minf) em fungéo do tempo t) e é, também, visivel
0 ndo ajuste aos dados experimentais.

Em relagdo aos dois modelos restantes (modelo de Korsmeyer-Peppas e Higuchi), nas

Figuras 3.13 a 3.15 verifica-se algum ajuste dos modelos aos dados experimentais.
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Figura 3.13 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de libertacdo obtido
para FBQ 1 obtidos no Ensaio 1.
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Figura 3.14 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de libertacdo obtido
para FBQ 1 obtidos no Ensaio 2.
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Figura 3.15 - Representacdo grafica do ajuste dos modelos cinéticos aos resultados de libertacdo obtido
para FBQ 1 obtidos no Ensaio 3.

A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada com base no coeficiente de determinagéo

ajustado (Equacéo 6), Rﬁjusmdo. Foi considerado um ajuste adequado quando se verificar a
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seguinte condig&o: Rﬁjustado > 0,95. Na Tabela 3.7 estéo reunidos os valores obtidos para o

coeficiente de determinacgéo ajustado de cada modelo.

Tabela 3.7 - Coeficiente de determinacéo ajustado médio, Eﬁ,—usmdn, obtido para os diferentes modelos de
cinética de libertagdo de PHMB (n = 3; SD).

Modelos
. Korsmeyer- Primeira . .
Ensaios Ordem Zero Higuchi
Peppas Ordem
1 0,92 0,76 0,59 0,93
thljustado 2 0197 0160 0,44 0,97
3 0,98 0,63 0,45 0,96
Eﬁjusmdo 0,96 + 0,03 0,66 + 0,09 0,49 + 0,08 0,95+ 0,02

Pela analise da Tabela 3.7, os modelos de Korsmeyer-Peppas e Higuchi cumprem a condicao
de um bom ajuste aos resultados. Além disso, o valor de RZ;, 44, Para estes dois modelos é
semelhante. Este resultado encontra-se de acordo com o facto do valor de n (expoente
difusional) calculado usando o modelo de Korsmeyer-Peppas ter dado muito prémixo de 0,5
(Tabela 3.8), o que significa que estamos na presenca de um processo de difusdo Fickiana, que
é precisamente o caso tratado no modelo de Higuchi. Assim, torna-se indiferente usar um ou

outro destes modelos no célculo do coeficiente de difusdo que se segue.

Tabela 3.8 - Valor do pardmetro n (coeficiente difusional) do modelo de Korsmeyer-Peppas e respetivo
tipo de mecanismo de difusdo para FBQ 1 (n = 3; SD).

Ensaio 1 2 3
n 0,43 0,58 0,63
n 05+0,1
Tipo de Mecanismo Difuséo Fickiana

A partir do valor de n, pode concluir-se que o tipo de transporte carateristico do
mecanismo de libertacdo da PHMB no FBQ 1 ¢ a difusdo Fickiana, o que significa que a taxa
de difusdo do farmaco é menor gque a taxa de relaxamento da matriz polimérica. A partir do
modelo de Korsmeyer-Peppas € possivel estimar o coeficiente difusional aparente (Equacéo 4),
Dgparente: COM base na constante de libertagdo, k, obtida a partir do valor da ordenada na
origem. A designacdo de coeficiente difusional aparente deve-se ao facto do mecanismo de

difusdo nédo ser puramente Fickiano. Os resultados obtidos s@o apresentados na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 - Constante de libertacdo, k, e coeficiente difusional aparente, Doy qrente, Obtidos pelo modelo

de Korsmeyer-Peppas para FBQ 1 (n = 3; SD).

Ensaio 1 2 3
log (k) (d) 0,04 0,27 0,28
log (k) (d) 020,11
k (dY) 1,57
I (mm) 0,21 0,24 0,23
I(mm) 0,23+ 0,02
D aparente (Mm?/d) 25 x 1073
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4 Conclus0es e perspetivas futuras

Neste trabalho, foram preparadas diferentes formulacoes de filmes a base de quitosano e
outros polimeros naturais e sintéticos, de forma a obter um sistema de libertacdo controlada de
farmacos, capaz de prolongar o periodo de tempo de administracdo do farmaco. Nos filmes a
base de quitosano preparados com alginato de sédio (FBQ 1.1) e pectina (FBQ 3 e FBQ 4) ndo
se obtiveram filmes homogéneos. Os filmes FBQ 2, FBQ 2.1, FBQ 2.2 e FBQ 2.3 apresentam
na sua constitui¢do o polimero sintético, PEG 600, e o reticulante utilizado foi o glioxal. Estes
filmes eram muito rigidos e, por isso adicionou-se o plastificante, glicerol, de modo a torna-las
mais maledveis. No entanto, o glicerol ficou em excesso a superficie do filme. Devido a falta
das propriedades desejadas, optou-se por outro método de preparacdo dos filmes a base de
quitosano. Os filmes imersos numa solucdo de NaOH (1 M), FBQ 5 — FBQ 5.1, apresentavam
ma maleabilidade. A adicdo de &cido hialurénico melhorou as propriedades de maleabilidade
das membranas (FBQ 7 e FBQ 8), mas quando mergulhadas em agua acabaram por se desfazer.
Visto que o método de preparacdo anterior ndo revelou as propriedades desejadas, usarou-se
um tratamento com HMDA e cloreto de sebacoilo e outro com PEG e cloreto de sebacoilo a
FBQ 8 para tornar os filmes mais resistentes e maleaveis, mas acabaram por se desfazer durante
a lavagem necesséria antes de iniciar o ensaio de libertacdo de farmaco. Assim, o melhor filme
para estudos de caraterizacdo e incorporacdo de farmacos foi o filme FBQ 1 (1% AL + 2% Q +
2% AS + 5% GL + 0.5% CMC).

Depois de um primeiro ensaio em que a absorvancia dos discos sem farmaco (branco)
apresentavam residuos lixiviaveis no mesmo comprimento de onda a que a absorvida a PHMB
(Ensaio 1), aprimorou-se 0 processo de lavagem para 0s ensaios seguintes, aumentando o
naumero de renovacdo da agua de lavagem de 2x para 5x (Ensaios 2 e 3). O perfil de libertacdo
para 0s Ensaio 2 e 3 é muito semelhante, e por isso conclui-se que o ensaio e a prepara¢do das
amostras sdo reprodutiveis. A quantidade de farmaco libertada quando atingido o equilibrio
(plateau) foi de ~33-34 pug de PHMB/mg de disco seco.

Foram aplicados os modelos mateméticos para analisar a cinética de libertacdo de
farmaco e identificar o modelo de transporte pelo qual é libertado o farmaco. Conclui-se que o
modelo que melhor se ajusta aos perfis de libertacdo € o modelo de Korsmeyer-Peppas, do qual
resulta um valor de expoente difusional ~0,5. Obteve-se, também, um coeficiente de difusdo
aparente de 25 x 10 mm?/d.

Tendo em conta todos os resultados obtidos, conclui-se que a quantidade de PHMB

carregada nao foi muito elevada face a solucao de carregamento (11% + 3%). E, a quantidade
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de farmaco libertado face ao carregado também foi de 13,3% + 0,6%, no entanto a quantidade
libertada é suficiente para inibir o crescimento de microrganismos ao fim de poucas horas (entre
3 a4 horas), tendo em conta o valor da MICasn (2 pg/mL) carateristica da maioria das bactérias
apresentadas neste trabalho.

Para futuros trabalhos, a fim de avaliar as diferencas que existem no perfil e cinética de
libertacdo, poderia fazer-se um filme com farmaco incorporado por oclusdo, mas mantendo
todas as outras condi¢des adotadas ao longo deste trabalho. Visto que a membrana selecionada
se enrola e se torna fragil quando mergulhada em &gua, é necessario desenvolver uma
membrana composita que a torne mais resistente quando mergulhada em agua sem que esta se
enrola, dada a sua aplicacdo em pensos curativos. A quantidade de farmaco carregada foi muito
baixa quando comparada com a quantidade utilizada para o carregamento, por isso se podera
aumentar o tempo do carregamento. Para a aplicacdo a que se destinam os filmes, outras
formulacdes podem ser testadas. Para a caraterizagdo dos filmes podem ser avaliadas outras

propriedades importantes como por exemplo a permeabilidade a vapor de agua e citotoxicidade.
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Anexos

Anexo A — Filmes a base de quitosano preparados

Tabela A.1 — Filmes a base de quitosano preparados, respetiva formulagdo, condi¢Ges de preparacéo,

carateristicas principais e aspeto visual.

AL (1%) + Q (2%) + AS F:LT?t: r;;:;?:/é;?oé?; i
FBQ1 (2%) + Glicerol (5%) + 50°C, 72h : ek
capacidade de adesdo e
CMC (0.5%) .
sem defeitos
AL (1%) + Q (2%) + AS . )
roous | @0 G0 | oo, | eI du
: Alginato (5%) + CMC ’ pheol P
(0.5%)
AL (1%) + Q (2%) + PEG . Fillrr]ne a:jmarelad%,
FBQ 2 (2%) + Glioxal (0.5%) 50°C, 24h encolheu etar[lqn oe
ficou filme rigido
AA (1%) + Q (2%) + PEG o Filme sem flexibilidade,
FBQ21 (2%) + Glyoxal (0.5%) 50°C, 24h com uma cor clara
Filme fino e amarelado,
AL (1%) + Q (2%) + PEG 50°C. 24h com alguma
FBQ2.2 | (2%) + Glioxal (0.5%) + 75°(£ 5h flexibilidade, mas o
Glicerol (5%) ' glicerol esta a superficie
do filme
Filme amarelado e
AL (1% viv) + Q (2%) + resistente, mas o glicerol
FBQ 2.3 PEG (2%) + Glicerol 50°C, 24h ndo reage e acaba por
(2%) + Glioxal (0.5%) ficar na superficie da
membrana
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Tabela A.1 — (continuacéo).

. ~ CondicGes - .
Filmes Formulacéo da reaccio Caracteristicas finais
Filme heterogéneo
AA (1%) + Q (2%) + o devido & formacéo do
FBQ3 Pectin (2%) S0°C, 24h PEC entre o quitosano e
a pectina
AL (1%) + Q (1%) +
Pectina (1%) + Glioxal o Filme muito fino, com
FBQ4 (0.5%) 50°C, 24h aglomerados
50°C, 4h
NaOH Filme bastante rigido,
FBQ5 AA (1%) + Q (2%) (AM), 60 mas quebra-se com
min facilidade
50°C, 4h
50°C, 4h
NaGH Filme rigido, mas
0, 0, !
FBQS1 AL (1%) +Q (2%) (1';/'1)“’160 quebra-se com facilidade
50°C, 4h
50°C, 4h
1l\||\20|-1|0 Filmes finos, com uma
FBQ 5.2 AA (2%) + Q (2%) ( m)ln cor mais clara, fragil e
Tambiente, quebradica
2 dias
AL (1%) + Q (2%) + Filme extremamente
FBQ 6 50°C, 24h | finas, que ndo dava para
CMC (1%) . .
remover da caixa de Petri
AA (1%) + Q (2%) + Filme extremamente
FBQ 6.1 CMC (1%) 50°C, 24h | finas, que ndo dava para
remover da caixa de Petri
AL (0.67%) + Q (1.33%) Filme maleavel,
FBQ7 + AH (0.05%) + CMC 50°C, 21h resistente apesar de

(0.67%)

muito fino




Tabela A.1 — (continuacéo).

Filmes

Formulacéo

CondicGes
da reaccao

Caracteristicas finais

FBQ 8A

AL (0.67%) + Q (1.33%)
+ AH (0.17%) + CMC
(0.67%)

50°C, 48h
-HMDA
(1%), 2
mL, 5 min
-CSeb (1%
em
toluene), 2
mL, 5 min

Filme homogéneo, com
cor amarelada. Resistente
e maleavel

FBQ 8B

AL (0.67%) + Q (1.33%)
+ AH (0.17%) + CMC
(0.67%)

50°C, 48h
-PEG
(1%), 2
mL, 5 min
-CSeb (1%
em
toluene), 2
mL, 5 min

Filme resistente, mas
com irregularidades
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Anexo B — Curva de calibracao

Na Figura A.1 é apresentada a curva de calibracdo para a PHMB obtida ajustando os

dados experimentais numa reta linear do tipo y = m.x + b.

3,00 -
2,50 -
2,00 -

1,50 -

A236 nm

y =0,0507x - 0,0236
R?=0,9993

1,00 -

0,50 -

0,00 T T T T 1
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0

PHMB (pg/mL)

Figura B.1 — Curva de calibracdo para PHMB em PECF.
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Anexo C - Frases de Risco e de Seguranca dos principais reagentes

utilizados

Tabela C.1 — Frase de risco e de seguranca dos compostos quimicos perigosos usados ao longo do trabalho.

Composto

Quimico Mgy s

Frases de Risco
(Frases H)

Frases de Seguranca
(Frases P)

Acetona 67-64-1

H225 Liquido e vapor facilmente
inflamaveis.

H319 Provoca irritagdo ocular
grave.

H336 Pode provocar sonoléncia
ou vertigens.

EUHO066 Pode provocar pele seca
ou gretada, por exposi¢do
repetida.

P210 Manter afastado do calor, superficies
quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignicdo. N&o fumar.

P240 Ligacdo a terra/equipotencial do
recipiente e do equipamento receptor.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com A&gua durante Vvarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar.
P403 + P233 Armazenar em local bem
ventilado. Manter o recipiente bem fechado.

Acido acético  64-19-7

glarial

H226 Liquido e
inflamaveis.

vapor

H314 Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares graves.

P210 Manter afastado do calor, superficies
quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignicdo. N&o fumar.

P243 Evitar acumulacdo de
electrostaticas.

cargas

P280 Usar luvas de proteccdo/vestudrio de
protecgdo/proteccdo ocular/proteccéo facial.
P301 + P330 + P331 EM CASO DE
INGESTAO: enxaguar a boca. NAQO provocar
0 vémito.

P304 + P340 EM CASO DE INALACAO:
retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posi¢do que ndo dificulte a
respiragao.

P308 + P310 EM CASO DE exposi¢do ou
suspeita de exposicdo: Contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS/médico.

Acido latico 79-33-4

(90%)

H315 Provoca irritagdo cutanea.

H318 Provoca lesdes oculares

graves.

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO
COM A PELE: Lavar com sabonete e agua
abundantes.

P332 + P313 Em caso de irritagdo cutanea:
Consulte um médico.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com 4&gua durante Vvarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
P310 Contacte imediatamente um CENTRO
DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

P280 Usar luvas de protecdo/vestuario de
protecdo/protecdo ocular/protecao facial.

Acido succinico  110-15-6

H319 Provoca irritacdo ocular
grave.

P280 Usar luvas de protecdo/vestuario de
protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com 4&gua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
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Tabela C.1 — (continuacdo).

Composto
Quimico

No. CAS

Frases de Risco
(Frases H)

Frases de Seguranca
(Frases P)

Cloreto de
sebacoilo

111-19-3

H310 Mortal em contacto com a
pele

H314 Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares graves.

H302 Nocivo por ingestdo

P260 Néo respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE (ou cabelo):
retirar  imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com agua/ tomar
um duche

P305 +P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com 4agua durante Vvarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
P361 Despir/retirar imediatamente toda a
roupa contaminada.

P405 Armazenar em local fechado a chave.
P501 Eliminar o conteido/ recipiente de
acordo com a legislacéo
local/regional/nacional/internacional

Glicerina

56-81-5

H319 Provoca
grave.

irritacdo  ocular

P305 +P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com A&gua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.

Glioxal (40%)

107-22-2

H320 Provoca irritagdo ocular.
H315 Provoca irritagdo cutanea.

H332 Nocivo por inalagéo.

H317 Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

H335 Pode provocar irritagdo das
vias respiratorias.
H341 Suspeito  de
anomalias genéticas.
H402 Nocivo para a vida aquatica

provocar

P280 Usar luvas de protecdo/vestuario de
protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.

P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais
bem ventilados.

P260 Nédo respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P201 Pedir instrucdes especificas antes da
utilizagdo.
P273 Evitar a libertagdo para 0 ambiente.

P202 N&o manuseie o produto antes de ter lido
e percebido todas as precaucdes de seguranga.
P272 A roupa de trabalho contaminada néo
devera sair do local de trabalho.

P264 Lavar com  sabonete e
cuidadosamente ap6s manuseamento.
P308 + P311 EM CASO DE exposi¢do ou
suspeita de exposi¢do: contacte um CENTRO
DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com 4&gua durante Vvarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar.
P304 + P340 EM CASO DE INALAQAO:
Retirar a vitima para uma zona ao ar livre e
manté-la em repouso numa posi¢do que nao
dificulte a respiragéo.

P303 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO
COM A PELE (ou o cabelo): Lavar com
sabonete e 4gua abundantes.

P332 + P313 Em caso de irritacdo cutanea:
consulte um médico.

P362 + P364 Retirar a roupa contaminada e
lava-la antes de a voltar a usar.

agua
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Tabela C.1 — (continuacdo).

Composto
Quimico

No. CAS

Frases de Risco
(Frases H)

Frases de Seguranca
(Frases P)

Glioxal (40%)

107-22-2

P337 + P311 Caso a irritagdo ocular persista:
contacte um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico.

HMDA

124-09-4

H312 Nocivo em contacto com a
pele.
H302 Nocivo por ingestdo.

H335 Pode provocar irritacéo das
vias respiratdrias.

H314 Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares graves.

P280 Usar luvas de protecgdo/ vestuario de
proteccdo/ proteccéo ocular/ proteccéo facial.
P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO
COM A PELE: lavar abundantemente com
sabonete e agua.

P301 + P330 + P331 EM CASO DE
INGESTAO: Enxaguar a boca. NAO provocar
0 vémito.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com A&gua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar.
P308 + P310 EM CASO DE exposi¢do ou
suspeita de exposicdo: Contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico

Hidréxido de
sodio

1310-73-2

H314 Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares graves.

P280 Usar luvas de proteccdo/ vestuario de
proteccdo/ proteccédo ocular/ proteccéo facial.
P301 + P330 + P331 EM CASO DE
INGESTAO: Enxaguar a boca. NAO provocar
0 vémito.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com A&gua durante VAarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar.
P308 + P310 EM CASO DE exposi¢do ou
suspeita de exposicdo: Contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico

PHMB

32289-58-0

H315 Provoca irritagdo cutanea.

H317 Pode provocar uma reagdo
alérgica cutanea.
H318 Provoca
graves.

H335 Pode provocar irritagdo das
vias respiratorias.

lesdes oculares

H410 Muito  toéxico para 0S
organismos aquaticos com efeitos
duradouros.

P261 Evitar respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280 Usar luvas de protecdo/vestuario de
protecdo/protecdo ocular/protecéo facial.

P302 + P352 SE ENTRAR EM CONTACTO
COM A PELE: lavar abundantemente com
sabonete e agua.

P304 + P340 EM CASO DE INALACAO:
Retirar a vitima para uma zona ao ar livre e
manté-la em repouso numa posi¢do que nao
dificulte a respiragdo.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM OS OLHOS: Enxaguar
cuidadosamente com A&gua durante Vvarios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as,
se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar.
P310 Contacte imediatamente um CENTRO
DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico.

P501 Eliminar o contetdo/recipiente de acordo
com a legislacéo nacional

P332 + P313 Em caso de irritacdo cutanea:
consulte um médico.

P333 + P313 Em caso de irritacdo ou erupcao
cutanea: consulte um médico.

P362 + P364 Retirar a roupa contaminada e
lava-la antes de a voltar a usar.

P391 Recolher o produto derramado.
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Tabela C.1 — (continuacdo).

Composto
Quimico

No. CAS

Frases de Risco
(Frases H)

Frases de Seguranca
(Frases P)

Tolueno

108-88-3

H225 Liquido e vapor facilmente
inflamaveis.

H361d Suspeito de afectar o
nascituro.

H304 Pode ser mortal por
ingestdo e penetracdo nas vias
respiratorias.

H373 Pode afectar os 6rgéos.

H315 Provoca irritagdo cutanea.

H336 Pode provocar sonoléncia
ou vertigens.

P210 Manter afastado do calor, superficies
quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignicdo. Nédo fumar.

P243  Evitar acumulacdo de
electrostaticas.

P280 Usar luvas de proteccdo/vestuéario de
proteccdo/proteccdo ocular/proteccéo facial.

cargas

P260 Né&o respirar as
poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P202 N&o manuseie o produto antes de ter lido
e percebido todas as precaucdes de seguranga.
P301 + P310 EM CASO DE INGESTAO:
Enxaguar a boca.

P331 NAO provocar 0 vomito.

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo):
retirar  imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com dgua/tomar
um duche.

P304 + P340 EM CASO DE INALACAO:
retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posi¢do que ndo dificulte a
respiracdo.

P308 + P313 EM CASO DE exposi¢do ou
suspeita de exposi¢do: consulte um médico.

77



