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Resumo

O uso de pensos curativos tem sido cada vez mais comum no tratamento de feridas
superficiais, gracas a sua eficiéncia e comodidade para o utilizador. Este tipo de pensos funciona
como um sistema de libertacdo controlada de farmacos e permite uma cicatrizagcdo da ferida
mais eficaz e rapida, sem haver necessidade de aplicacdo de antissépticos e trocas de penso
frequentes. Neste trabalho foram preparados hidrogéis a base quitosano, na forma de filme, por
evaporacdo do solvente. Estes filmes foram carregados com um agente antissético, a
polihexanida (poli(hexametileno biguanida); PHMB), de modo a se tornarem um sistema de
libertagdo controlada de PHMB, para uma aplicacdo como pensos antibacterianos. Foram
desenvolvidos filmes a partir de varias formulagdes, mas apenas um tipo de filme, composto
por quitosano reticulado com &cido succinico, com o auxilio de uma carbodiimida, se revelou
adequado, sendo caracterizado e avaliado em ensaios de libertacdo. Estes filmes eram
insolGveis, sem perderem coesdo quando em &gua destilada e PBS, possuindo uma capacidade
de inchaco em PBS de 1415% e uma espessura média de 0,45 mm quando inchados, sendo
permeaveis a PHMB. Um estudo termogravimétrico revelou que, além de ndo serem
grandemente afectados pelas condi¢des de uma esterilizacdo por autoclavagem, os filmes eram
termicamente mais estaveis quando carregados com PHMB.

Avaliaram-se trés tipos de carregamento da PHMB nestes filmes: por imersdo numa
solucdo de PHMB, por imersao numa solucdo de PHMB em simultaneo com esterilizacdo por
autoclavagem e por adicdo de PHMB a formulacdo utilizada para preparar os filmes. Com a
adicdo de PHMB a formulacgéo, ndo se conseguiu obter filmes que ndo se dissolvessem durante
0 ensaio de libertacdo. Quando carregados com PHMB por imersdo, partindo-se de filmes pré-
inchados, os filmes libertaram 10x mais PHMB do que quando se partiu de filmes secos e se
usou metade da concentracdo de PHMB no carregamento. Ja quando o carregamento de filmes
pré-inchados foi feito em simultaneo com a sua autoclavagem, a quantidade de PHMB libertada
quando se atingiu o equilibrio ndo foi grandemente afectada. No entanto, ndo é claro se a
quantidade méxima de PHMB libertada é suficiente para utilizar estes filmes num penso
antibacteriano, pois nao se pode comparar com o valor da MIC90 deste agente antisséptico para
as principais espécies bacterianas presentes em feridas, dado o volume de meio usado nos
ensaios ser muito superior ao do exsudato de uma ferida. Por outro lado, a libertacéo foi sempre

de duracdo demasiado curta (2 a 3 h) para uma aplicacdo como penso antibacteriano.

Palavras-chave: Hidrogel; Quitosano; Poli(hexametileno biguanida); Libertacdo controlada de

farmacos; Pensos curativos.






Abstract

The use of medicated wound dressings has become increasingly more common in the
treatment of superficial wounds, due to their efficiency and convenience for the user. This type
of wound dressings works as a controlled drug release system, allowing for a more efficient and
faster wound healing process, without the need for frequent rinsing with antiseptics and dressing
renewal. In this work, hydrogel films made of chitosan were prepared via solvent evaporation.
These films were loaded with an antiseptic, polihexanide (poly(hexamethylene biguanide);
PHMB), with the aim of becoming a controlled PHMB release system, for an application as an
antibacterial dressing. Films were developed from different formulations, but only one type of
film, composed of chitosan crosslinked with succinic acid, with the help of a carbodiimide, was
adequate. It was characterized and tested in drug release assays. These films were insoluble,
without losing cohesion when immersed in distilled water and PBS, had a swelling capacity of
1415%, an average thickness of 0.45 mm when swollen and were permeable to PHMB. A
thermogravimetric analysis revealed that they were not greatly affected by the autoclaving
conditions, and were thermally more stable when loaded with PHMB.

Three types of PHMB loading into these films were evaluated: immersion in a PHMB
solution, immersion in a PHMB solution simultaneously with autoclaving and addition of
PHMB to the formulation used to prepare the films. With the addition of PHMB to the
formulation, the obtained films dissolved during the drug release assays. When loaded by
immersion in a PHMB solution, the films released 10x more PHMB when using pre-swollen
films than when using dry films and half the concentration of PHMB. When the loading of
swollen films was done simultaneously with autoclaving, the total amount of PHMB released
when at equilibrium was not greatly affected. However, it is not clear if the maximum amount
of PHMB released is sufficient to use these films in an antibacterial dressing, since it cannot be
compared to the value of MIC90 of PHMB for the most common bacterial species in wounds,
because the volume of medium used in the drug release assay was much higher than the volume
of wound exudate. On the other hand, the drug release was always too short (2 to 3 h) for an

application as antibacterial dressing.

Keywords: Hydrogel; Chitosan; Poly(hexamethylene biguanide); Controlled drug release;

Medicated wound dressings.
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Motivacao, Objetivos e Estrutura da Tese

Varios microrganismos vivem a superficie da pele, mas, em geral, ndo constituem um
problema para satde. No entanto, se a pele sofrer algum tipo de lesdo, como um corte, 0s
microrganismos que se encontrem na pele ou no objeto que provocou a lesdo podem causar
uma infecdo. A gravidade desta infecdo depende da zona onde ocorreu o corte, da sua
profundidade e do tipo de microrganismos presentes na ferida. Em alguns casos, o sistema
imunitario consegue lidar com a infecdo. No entanto, noutros casos, pode ser necessario tratar
a ferida e, em situacbes mais graves, pode ser necessario intervencdo médica. Uma infecéo
grave pode causar dor, febre, retencdo de liquidos nos tecidos, manchas ou rubor da pele e
endurecimento da pele. Em certos casos, pode levar ao internamento do doente, a intervencoes
cirdrgicas e pode até levar a morte em situacfes mais criticas. Além disso, o seu tratamento
acarreta custos elevados para o sistema de salde e para o proprio doente.

E muito importante que o tratamento e contenco da infecdo seja feito logo a seguir a
ocorréncia da mesma, de modo a impedir a proliferacdo de microrganismos na ferida. Nos
ultimos anos, o mercado de tratamento de feridas tem-se desviado do tratamento feito por
especialistas da area, como era 0 caso antigamente, e tem-se direcionado para um tratamento
simples, rapido e de qualidade, que possa ser feito pelo préprio doente. Tem-se assistido,
também cada vez mais, a substituicdo de pensos que atuem meramente como barreiras fisicas
entre a ferida e o ambiente exterior, por pensos que sejam também capazes de manter a ferida
himida e que sejam capazes de libertar um antibiético a uma taxa constante diretamente sobre
a ferida (pensos curativos).

O aumento da ocorréncia de feridas cirdrgicas e cronicas € um problema cada vez mais
prevalente e que tem impulsionado o mercado de tratamento de feridas e, em particular, o
mercado de pensos curativos.># O aumento da ocorréncia de condicdes como obesidade e
diabetes, 0 aumento da percentagem da populacdo idosa e 0 aumento dos custos para o setor da
salde, fazem com que o tratamento de feridas crénicas se possa tornar num problema cada vez
mais presente face a maior tendéncia deste tipo de feridas ocorrerem entre a populacéo idosa
e/ou com condicdes de saude deficitarias pré-existentes.? Na Unido Europeia, é previsto que a
percentagem da populagdo com 65 anos ou mais aumente de 29,6% em 2016 para 51,2% em
2070 relativamente a populagdo que tem entre 15 e 64 anos.® Em 2017, havia 427 milhges de
adultos com diabetes, 58 milhdes dos quais na Europa, sendo previsto que, em 2045, haja 629
milhOes de pessoas a sofrer deste problema. Em 2014, foi reportado que 58% da populagéo da
Unido Europeia sofria de obesidade.®” A prevaléncia destes problemas aumenta a necessidade

da populagdo em aceder a uma forma de tratamento que permita que a cicatrizacdo de feridas



ocorra de forma mais répida e eficaz, diminuindo os custos para os sistemas de saude e
diminuindo o recurso a amputagdes nas situagdes mais graves.? E previsto que o mercado global
do tratamento de feridas cresca 4,6%, de 19,8 mil milhdes de ddlares em 2019 até 24,8 mil
milhdes de dblares em 2024.* Um dos subsetores deste mercado que mais tem evoluido nos
altimos tempos é o mercado de pensos curativos, que € previsto crescer de 7 mil milhdes de
ddlares em 2020 para 11,2 mil milhGes de délares em 20252 e que inclui pensos curativos a base
de quitosano,® o material utilizado neste trabalho. Gragas a este aumento do uso de quitosano
como base para pensos curativos, tém-se multiplicado o nimero de estudos neste &mbito, ao
longo dos ultimos anos.®

O interesse em usar quitosano no fabrico de pensos curativos provém da sua
biocompatibilidade, das suas propriedades antibacterianas, da sua hidrofilicidade e do seu
potencial para formar uma rede reticulada tridimensional. Esta rede tridimensional pode reter
um farmaco antibacteriano, que pode ser libertado sobre a ferida, ajudando assim a conter a
propagacdo e multiplicacdo de microrganismos na ferida, garantindo que esta mantenha um
ambiente humido que facilite na sua cicatrizacdo e podendo, ainda, absorver excesso de
exsudato que seja produzido.

Posto isto, o objetivo deste trabalho é a obtencdo de um hidrogel feito a base de
quitosano, na forma de filme, para uma aplicacdo como penso curativo para feridas superficiais,
que seja capaz de libertar um agente antibacteriano ja utilizado na desinfeccdo de feridas, a
poli(hexametileno biguadina) (PHMB), também designada polihexanida.

Esta dissertacdo encontra-se organizada em quatro capitulos. No primeiro capitulo,
comeca-se por definir o que é uma ferida, a sua fisiologia, formas de classificacéo e apresenta-
se 0 processo de cicatrizagdo. De seguida, é explicado o conceito de penso curativo e as
vantagens do seu uso. E, depois, apresentado o tipo de penso desenvolvido neste trabalho e o
material que o compde, bem como o agente antimicrobiano escolhido para incorporar no filme
a ser usado como penso e como pode ser adicionado ao filme. No final desta parte introdutdria,
é apresentada a caracterizacdo do filme preparado. Ao longo do capitulo, € feita uma
apresentacao do estado da arte, dividida em 3 partes: estado da arte de (i)) pensos curativos, (ii)
pensos a base de quitosano e (iii) pensos curativos que libertam PHMB. No segundo capitulo,
é feita uma descricdo dos métodos e materiais utilizados neste trabalho, sendo descritos os
processos de obtencdo e caracterizacdo dos filmes. No terceiro capitulo, sdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos na preparacdo e caracterizacdo de filmes e nos ensaios de
libertacdo de PHMB. Finalmente, no quarto capitulo, sdo apresentadas as conclusdes que se

tiraram deste trabalho e as perspectivas para a sua continuacao.



1. Introdugao

1.1. Feridas

Feridas podem ser definidas como uma quebra na estrutura e funcionamento anatémico
normal,® que podem envolver o rasgo de uma membrana como a pele ou cortes na superficie de
6rgdos.> Podem ser causadas por danos mecanicos externos, como cortes provocados por
acidentes ou cirurgias, por gueimadura, causada por contacto com fontes de calor extremo,
agentes quimicos, radiacdo ou electricidade, ou como resultado de uma condicdo
patoldgica. 1012

As feridas podem ser divididas em agudas, subagudas e crénicas, com base na idade da
ferida.!® Feridas agudas tém no méximo 6 horas e encontram-se, possivelmente, livres de
bactérias.!? Feridas subagudas tém entre 6 horas e 5 dias e possuem bactérias que se multiplicam
na ferida durante este periodo.° Feridas cronicas sdo todas as feridas com mais de 5 dias.'° Esta
classificacdo com base na idade da ferida tem limitac6es, uma vez que o tempo que uma ferida
leva a cicatrizar depende da natureza da ferida, do estado de satde da pessoa e do ambiente.®
Uma forma de distinguir feridas agudas de feridas crénicas é levando em conta o processo de
cicatrizacdo da ferida. Nas feridas agudas, o processo de cicatrizagdo ocorre de forma regular e
completa, resultando na restauracdo da estrutura e das funcionalidades do tecido lesado, num
periodo de 5 a 10 dias ou até 30 dias.!* Nas feridas cronicas, os tecidos lesados cicatrizam
lentamente nédo seguindo a mesma sequéncia de eventos que acontece na cicatrizacdo de feridas
agudas, muitas vezes devido a condic¢Ges de salde pré-existentes como diabetes ou doencas no

sistema circulatério.'12

1.2. Cicatrizagao de feridas

A cicatrizacdo de feridas € um processo continuo no qual células parenquimatosas,
células sanguineas e mediadores soluveis sdo libertados na regido onde ocorreu a ferida, logo
apos a ocorréncia da lesdo, desencadeando o processo de reconstrucdo do tecido danificado e
de recuperacdo das suas funcionalidades. Este processo pode ser dividido em 4 fases principais:
(i) hemostasia, (ii) inflamacao, (iii) proliferacio celular e (iv) remodelaco.*® Ainda que estas
fases se apresentem separadamente, existe alguma sobreposicéo temporal.®

A fase de hemostasia surge logo apds a ocorréncia da ferida.!®> Nesta fase, vasos
sanguineos danificados contraem, reduzindo a perda de sangue, e ocorre coagulacdo do sangue

libertado.®



A fase inflamatoria comeca assim que a hemorragia € controlada. Nesta fase, ocorre a
libertacdo de exsudato no local da ferida, a partir dos vasos sanguineos, uma solucgdo rica em
proteinas que permite que a ferida se mantenha humida e que contém leucocitos, que combatem
bactérias presentes no local, nutrientes, oxigenio e proteases, que lidam com detritos celulares
resultantes de morte celular causada pelo ferimento.'* Ao longo das primeiras 48 horas ap6s a
ocorréncia da ferida, os leucocitos e outras células do sistema imunitario migram para a célula
e sdo ativados, fagocitando microrganismos presentes e corpos estranhos.> Em feridas agudas,
as enzimas presentes no exsudato desempenham um papel crucial na cicatrizacdo da ferida ao
remover proteinas desnaturadas e detritos.!* No entanto, em feridas cronicas, o exsudato é
libertado em excesso, provocando maceragdo da epiderme, degradacao enzimatica da epiderme
quer intacta, quer lesada, além de afectar a mitose de fibroblastos e a proliferacdo celular.!*
Como resultado, o doente pode sentir desconforto e dor e a ferida levar mais tempo a
cicatrizar.®

Na fase de proliferacdo, ocorre a reparacdo de tecidos, com uma consequente
diminuicdo da area da ferida.’® Esta fase comeca dentro das primeiras 48 horas apés a
ocorréncia da ferida,’® e pode durar até 14 dias.’® Nesta fase, desenvolvem-se novos vasos
sanguineos e proliferam fibroblastos que produzem colagénio para dar resisténcia mecanica e
forma a pele e, eventualmente, selar a ferida.™

Na fase de remodelacdo (ou de maturagio’?), o tecido rico em novos capilares (tecido
granuloso) é remodelado, formando-se um tecido com menos vasos sanguineos, menos células
e com uma maior concentracdo de fibras de colagénio. A remodelagédo do tecido comeca duas
a trés semanas apds a ocorréncia da ferida, ocorre de forma gradual e pode durar de alguns
meses até 2 anos.®

Em condic¢des normais, o restabelecimento da epiderme é rapido e eficiente. No entanto,
varios fatores podem afetar a cicatrizacdo de feridas. Estes factores, podem ser categorizados
em fatores locais, como o estado de oxigenacao e o tipo de microrganismos que infetam a ferida,
ou fatores sistémicos, relacionados com a condic&o de satide da pessoa.'® A oxigenacéo de uma
ferida intensifica o metabolismo e migracédo das células, aumenta a diferenciacédo de células da
epiderme, a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colagénio.®® O tipo de microrganismos
presente afecta a duracdo da fase inflamatdria, que é responsavel pelo combate aos
microrganismos. Se estes resistirem a fase inflamatoria, esta pode ser prolongada,
comprometendo as fases seguintes. Assim, a ferida entra num estado crénico e n3o cicatriza.*?
Fatores como idade avancgada, diabetes, obesidade, méa nutrigdo, consumo de alcool e de tabaco
afetam negativamente o processo de cicatrizacéo de feridas.™®* Alguma medicacéo pode também

inibir este processo, em particular, o uso de anti-inflamatorios e medicacdo utilizada em
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quimioterapia, que causa reducdo do metabolismo e divisdo celulares.® Se a ferida n&o
mantiver um ambiente humido, a entrada e distribuicdo de nutrientes, globulos brancos, e a
remocao de células mortas pela zona lesionada é dificultada e, em consequéncia, a cicatrizacdo
da ferida torna-se mais complicada e demorada.**

A cicatrizacdo de uma ferida deve ser o mais rapida possivel de forma a evitar infecbes
e a repor o normal funcionamento do tecido bioldgico. O uso de pensos como barreira fisica
entre a ferida e o ambiente, reduzem a possibilidade de contaminagdo por microrganismos,
diminuem o grau de desidratacdo da ferida, absorvem o excesso de exsudato e deste modo

facilitam a cicatrizacdo da ferida e reduzem o risco de infecé&o.

1.3. Pensos

Ao longo da historia, tém sido usados pensos, principalmente como forma de manter a
ferida seca e isolar a ferida do ambiente exterior.!?> No entanto, ja eram também usados pensos
que garantiam um ambiente da ferida humido e, nalguns casos, possuiam propriedades
antibacterianas,!” embora que inadvertidamente, face ao desconhecimento da existéncia de
microrganismos. Na antiga Mesopotamia eram usados pedacos de argila limpos com agua ou
leite e cobertos com resina ou mel para tratar feridas superficiais e, na Grécia antiga, era usada
14 embebida em agua ou vinho a ferver.}” No século XIX, comecaram a ser usados agentes
antissépticos no tratamento das feridas e, no séc. XX, antibiéticos, de forma a controlar mais
facilmente a infecgdo.'® Nos anos 80, foi introduzido o primeiro penso moderno, capaz de
garantir um ambiente da ferida himido e de absorver fluidos, como o exsudato em excesso.8
Atualmente, os pensos sdo desenvolvidos ndo s6 como barreira fisica, mas também de forma a
manterem um ambiente himido e fornecerem elementos que auxiliem o processo de
cicatrizagdo.!’

Os pensos podem ser classificados atendendo a diversos critérios. Atendendo a sua
funcdo, dividem-se em (i) oclusivos, (ii) absorventes, (iii) antibacterianos e (iv)
desbridamentadores, consoante possuem uma funcéo de barreira, de absorcdo do exsudato, de
accao antibacteriana ou de remocao de tecido morto ou infectado, respectivamente. Quanto ao
material que os compde, podem dividir-se em pensos de (i) hidrocoléide, (ii) alginato, (ii)
colagénio, (iii) quitosano ou (iv) poliuretano, entre outros.'?> Atendendo & forma fisica, podem
ser classificados como (i) filmes, (ii) géis, (iii) espumas e (iv) pomadas e, quanto a0 modo como
cobrem a ferida, podem dividir-se em (i) primarios, se estiverem em contacto direto com a
ferida, (ii) secundarios, se tiverem sobrepostos a um penso primario, e (iii) pensos “ilha”, se

tiverem uma zona central absorvente rodeada por uma porc¢do adesiva.’> O objetivo deste



trabalho é a obtencdo de um hidrogel a base de quitosano que possibilite a preparacdo de um

penso primario absorvente e antibacteriano, na forma de filme.

1.4. Libertagao controlada de farmacos

Neste trabalho, pretende-se criar um penso antibacteriano, combinando o material que
compde 0 penso com um agente antibacteriano. Deste modo, através da libertacdo localizada e
controlada do agente antibacteriano, espera-se facilitar a cicatriza¢do de uma ferida superficial,
ja que os métodos tradicionais mais comuns de administracdo de farmacos — ingestao e injeccéao
— ndo se adequam a uma utilizacdo na promogéo directa da cicatrizagdo de feridas, pois a
administracao sistémica do farmaco faz com que actue sobre outras partes do corpo, podendo
ter efeitos secundarios negativos e imprevisiveis.'®?® Ao necessitar ser repetidamente
administrado a intervalos de tempo iguais e em quantidades que permitam a atuacéo eficaz do
farmaco até a administragdo seguinte (Figura 1.1, linha continua), como a quantidade de
farmaco no plasma decai rapidamente, € necessario administrar uma quantidade de farmaco que
possibilite que a sua ac¢do dure o tempo desejado.’®? Isto podera fazer com que o farmaco
atinja uma concentracdo excessiva imediatamente apos a sua administracdo, ultrapassando o
limite maximo da sua janela terapéutica, 0 que pode ter consequéncias negativas para o
paciente.'®% Duas formas de contrariar este problema seriam a administragdo de doses menores
ou a intervalos mais pequenos. Existe uma forma néo tradicional de administracdo de farmacos

que supera estas dificuldades: o uso de sistemas de libertacdo controlada de farmacos.

- Janela terapéutica

J Administragiio
periddica

K — — — Sistemas de libertaciio
¢ controlada
T

Comeentragio de firmaco na zona alvo

0 8 Tempo (h) 16 24
Figura 1.1 — Perfis de concentracdo de farmaco na zona alvo quando este é administrado de forma periddica, a
cada 8 h (linha fina) e quando este € libertado a partir de um sistema de libertacéo controlada de um
farmaco (linha a tracejado).

Os sistemas de libertagdo controlada de farmacos sao dispositivos compostos por uma
matriz polimérica e um ou mais farmacos que permitem uma libertacdo controlada de farmaco
no local onde foram colocados (estbmago, sistema circulatério, pele, etc.), com a taxa de
libertagdo desejada, através de uma unica aplicagdo?® (Figura 1.1, linha a tracejado). Como a

libertacdo ocorre, essencialmente, a uma taxa constante, o nivel de farmaco no local pode ser
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mantido num nivel desejado e constante durante um longo intervalo de tempo, até se esgotar o
farmaco, ndo existindo o problema de a quantidade de farmaco presente no corpo ser demasiado
elevada ou demasiado baixa,?® nem a necessidade de repetir a administragdo. Além disso, a
libertacdo pode ser feita num local especifico (o local onde o sistema de libertacdo controlada
é aplicado), evitando o contacto desnecessario com outras partes do corpo.?° Desta forma, os
sistemas de libertacdo controlada de farmacos constituem uma forma de administragdo mais
avancada do que sistemas administracdo tradicionais, permitindo uma atuacdo do farmaco mais
eficaz, efeitos secundarios mitigados e mais conforto para o paciente. Atualmente, existem
varios tipos de sistemas de libertacdo controlada de farmacos (Figura 1.2), tais como: (i)
emulsBes (ou microemulsdes),?t (ii) invélucros poliméricos,?? (iii) hidrogéis?® e (iv)

lipossomas. %23

(ii)

* Farmaco
Figura 1.2 — Representacdo esquematica dos diferentes tipos de sistemas de libertagdo controlada de farmacos.
(i) emulsdo ou microemulsdo, (ii) invélucros poliméricos, (iii) hidrogéis, (iv) lipossomas.

Atendendo ao tipo de processo que controla a libertacdo do farmaco, podem também ser
classificados em (Figura 1.3): (i) sistemas activados pelo solvente, (ii) sistemas biodegradaveis,
(iii) sistemas com resposta inteligente e (iv) sistemas controlados por difusdo.?? Nos sistemas
activados pelo solvente, a libertacdo controlada de farmaco ocorre por inchago controlado da
rede polimérica e por difusdo do farmaco, quando na presenca da agua presente no ambiente
bioldgico. Nos sistemas biodegradaveis, a matriz polimérica vai-se degradando ao longo tempo,
por hidrélise, ao entrar em contacto com a agua presente no ambiente biolégico, ambiente

bioldgico, libertando-se o farmaco quer por degradacdo da matriz, quer por difusdo. Em certos

X BN,

(i) -_— T
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Figura 1.3 — Representagdo esquematica das diferentes formas de libertacdo controlada de farmacos. (i) sistemas
activados pelo solvente, (ii) sistemas biodegradaveis, (iii) sistemas com resposta inteligente, (iv)
sistemas controlados por difuséo.
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. .

7



casos, a degradacdo ocorre apenas a nivel superficial, enquanto noutros, toda a matriz sofre
degradacdo. Nos sistemas com resposta inteligente, sdo usados polimeros cujas propriedades
fisicas e quimicas (capacidade de inchago, balango hidrofébico/hidrofilico ou conformagéo da
molécula) sdo alteradas face a um estimulo externo (temperatura, pH ou a concentracao de uma
determinada molécula no meio), sendo a libertacdo do farmaco despoletada por esse estimulo.
Nos sistemas controlados somente por difusdo, o farmaco encontra-se disperso ou dissolvido
numa matriz polimérica (sistema do tipo monolito) ou concentrado num nucleo que se encontra
rodeado por uma matriz polimérica (sistema do tipo reservatdrio), mantendo esta sua
integridade durante a libertacdo do farmaco, sendo a libertacdo controlada somente por difuséo
através da matriz polimérica. O sistema estudado neste trabalho é um sistema controlado por

difusdo, do tipo mondlito, com o farmaco dissolvido numa matriz polimérica.

1.5. Pensos curativos

Incorporando, num penso, uma substancia que auxilie o processo de cicatrizacdo da
ferida, passaremos a ter um penso curativo, que se comporta como um sistema de libertacédo de
dessa substancia, contribuindo de forma favoravel para o processo de cicatrizacao, ao libertar
essa substancia de forma localizada e controlada, para além de funcionar como barreira fisica
entre a ferida e o exterior.? Esta substancia, ou conjunto de substancias, podem ser (i) um
agente antibacteriano (p. ex., um antibidtico), (ii) um agente que auxilia o desbridamento (p.
ex., timol ou perdxido de hidrogénio), (iiif) um agente anti-inflamatério (p. ex., ibuprofeno), (iv)
fatores de crescimento (p. ex., EGF, o Fator de Crescimento Epidérmico) ou (v) suplementos
(p. ex., vitaminas e sais minerais).'?

Hé& duas formas principais de criar um sistema de libertacdo controlada de um farmaco
a partir de um hidrogel na forma de filme: (i) preparacédo do filme e sua imersdo numa solucéo
de farmaco, de modo a que o farmaco, soltvel em &gua, penetre no seu interior e (ii) adicdo do

farmaco a formulacéo que iré dar origem ao filme (Figura 1.4).

1.5.1. Pensos curativos: estado da arte

Em 2019, o mercado de pensos para feridas superficiais foi dominado pelo segmento de
mercado de pensos avangados e modernos,® de entre os quais fazem parte pensos curativos
(Tabela 1.1). Existem pensos curativos com constituicdes e formas fisicas diversas, libertando
uma vasta gama de farmacos. Encontram-se na forma de filme, fibras, gel ou espuma A maior
parte dos pensos curativos existentes libertam Ag*, tendo uma acdo antibacteriana. Estes
pensos sdo, com algumas excecOes, capazes de absorver grandes quantidades de exsudato.

Existem pensos constituidos por silicone (Biatain Silicone Ag e Mepilex® Ag), poliuretano
8
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(i)

Solucdo de farmaco
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soluciio de fairmaco
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Figura 1.4 — Formas de preparacdo de um sistema de libertac@o controlada a partir de um hidrogel na forma de
filme: (i) imersdo do filme numa solugdo de farmaco, (ii) adicdo do farmaco a formulacéao do filme.

Tabela 1.1 — Exemplos de pensos disponiveis comercialmente que libertam farmacos, utilizados para tratamento
de feridas superficiais.

. Forma P .
Nome comercial Componentes fisica Caracteristicas Fabricante
Biatain Ibu Non-Adhesive
o Poliuretano Espuma Liberta Ibuprofeno.
Biatain Ibu Soft Hold
s Silicone .
Biatain Silicone Ag . Espuma Liberta Ag*.
Poliuretano
Biatain Ag Non-Adhesive Coloplast, Humlebaek,
Poliuretano Espuma Liberta Ag*. ;
Biatain Ag Adhesive Dinamarca
L . Alginato . .
Biatain Alginate AG o Filme Liberta Ag*.
carboximetilcelulose
Poliéster i iazi
Physiotulle Ag olles Filme Liberta sulfadiazina de
Carboximetilcelulose prata.
lodoflex Pads Cadexémero de iodo Fibra Liberta iodo.
Jelonet Parafina Fibra Liberta um antibidtico a Smith+Nephew, Watford,
escolha. - .
Reino Unido
. . . Liberta acetato de
Bactigras Parafina Fibra clorexidina.
Inadine Poli(etilenoglicol) Fibras Liberta iodopovidona.
Polietil Kinetic Concepts, San Antonio,
olietileno
KerraContact™ Ag - Filme Liberta Ag*. Texas, EUA
Poliéster
Povitulle Né&o revelados Filme Liberta iodopovidona.. cb Medlcﬂ’n%%lton’ Reino
CHG Chlorhexidine Gluconate Nio revelados Gel Liberta gluconato de 3M Tegaderm, St. Paul,
\Y clorexidina. Minnesota
. . L . - Integra LifeSciences Holdings
®
Prmﬁ;g R/:g;??té?;?fgﬁg'al Colagigrrlligéprata Filme Contém Ag*. Corporation, Plainshoro
P Township, Nova Jersey, EUA
Propriedades
Melgisorb Ag Alginato, prata idnica Fibras antibacterianas e
antifingicas. MolnlyckeGo, Gotemburgo,
Suécia
. Carvéo activado Indicado para
® ’
Mepilex® Ag silicone, prata i6nica Espuma queimaduras.
Carboximetilcelulose, Liberta Ag*, EDTA e Convatec, Deeside, Reino
Aquacel AG + Extra celulose, prata iénica Gel cloreto de benzetonio. Unido
Calcicare calcium alginate Alginato Filme Liberta Ag. Hollister Incorporated,

dressing

Illinois, EUA




(Biatain Ag Adhesive e Biatain Ag Non-Adhesive), alginato (Biatain Alginate Ag e Melgisorb
Ag), colagénio (PriMatrix® Ag Antimicrobial Dermal Repair Scaffold), carboximetilcelulose
(Aquacel Ag+), poliéster/petrolato (Physiotulle) e polietileno/poliéster (Kerracontact Ag). Os
pensos Biatain Ibu Soft Hold e Biatain Ibu Non-Adhesive sdo uma espuma de poliuretano com
accdo anti-inflamatoria, através da libertacao de ibuprofeno, sendo capazes de absorver grandes
quantidades de exsudato. Finalmente, os pensos Inadine sdo feitos a base de fibras de
poli(etilenoglicol) e possuem uma accao antisséptica atraves da libertagdo de iodopovidona.
Neste trabalho, pretende-se preparar um hidrogel na forma de filme, carregado com um

agente antibacteriano, para uma aplicagdo como penso curativo.

1.5.2. Pensos curativos a base de hidrogéis

Hidrogéis sdo polimeros constituidos por uma estrutura em rede tridimensional
composta por cadeias de polimeros soliiveis em agua, que se encontram reticuladas.?* Devido
a reticulacdo, obtém-se um polimero insolivel mas com grande afinidade pela &gua, por possuir
grupos funcionais capazes de ligar moléculas de agua. Assim, conseguem absorver e reter
grandes quantidades de &gua e inchar até atingirem volumes vérias vezes superiores ao seu
volume original.?* S&o também deformaveis e podem ajustar-se a forma do local onde s&o
aplicados.?* As propriedades fisicas e quimicas de um hidrogel podem ser facilmente alteradas
e moldadas a volta da aplicacdo especifica a que sdo destinados, gracas a variedade de
formulacBes quimicas e formas fisicas com que podem ser criados e a possibilidade de alterar
a sua porosidade, manipulando-se o seu grau de reticulacéo, e a sua afinidade para com o meio
aquoso com que entra em contacto.?

Uma das areas onde os hidrogéis sdo cada vez mais aplicados é a area biomédica, ja que
podem ser preparados a partir de polimeros naturais e biocompativeis, possibilitando a sua
aplicacdo em varios tipos de tratamentos médicos, como em pensos.?* Gragas a sua porosidade,
um hidrogel pode ser carregado com um farmaco com actividade antibacteriana (agentes
antissépticos e antibidticos) a ser libertado na zona onde € desejado que este atue, criando-se,
deste modo, um sistema de libertagdo controlada de um farmaco a partir de um hidrogel.?* A
aplicacdo de um filme feito de um hidrogel biocompativel e carregado com um agente com
actividade antibacteriana num local da pele que sofreu uma lesdo, serviria ndo sé como um
sistema de libertagdo controlada de um agente antibacteriano no local lesado, que ajudaria na
cicatrizacdo da ferida, mas também como barreira fisica que protegeria o interior do corpo
humano do exterior enquanto a pele ndo regenerasse. Teria, ainda, a capacidade de (i) manter

um ambiente himido na ferida, cedendo dgua em caso de desidratacéo da ferida, (ii) controlar
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0 excesso de exsudato, absorvendo-o e deixando perder &gua na forma de vapor, (iii) controlar
o nivel de Oz, permitindo a sua passagem, de modo a permitir actividade celular.'?

No entanto, os hidrogéis apresentam algumas limitagdes que podem dificultar a sua
aplicacdo como sistemas de libertagdo controlada de farmacos. E caracteristico dos hidrogéis
possuirem baixa resisténcia a tracdo, o que os torna frageis e pode levar a sua desintegragéo ou
dissolucdo prematura.?* Além disso, quando o hidrogel é carregado por imerséo numa solucéo
de farmaco, a libertacdo pode ser demasiado rapida devido ao tamanho dos poros e ao farmaco
ndo conseguir penetrar na matriz em grandes quantidades, acumulando-se na camada mais
préxima da superficie.?* Como alternativa, o farmaco poderia ser dissolvido na solugdo que ira
dar origem ao hidrogel, mas nem sempre as condi¢Oes usadas na preparacdo do hidrogel (tais
como a temperatura e o pH) sdo compativeis com o farmaco ou o fa&rmaco néo é soltuvel nessa
solucéo.

A taxa de libertacdo e a quantidade carregada de farmaco dependem de fatores
relacionados com a preparacdo do hidrogel (material utilizado e sua afinidade com o farmaco,
formulacéo, solvente utilizado, agente reticulante e grau de reticulacéo, entre outros) e com as
condicdes de carregamento (concentracdo da solucdo de farmaco, duracdo, temperatura e tipo
de agitacdo, entre outros). Estes factores podem ser variados de forma a se chegar a resultados
adequados ao uso que se pretende dar.

A quantidade de farmaco libertada pelo penso curativo obtido deve ser suficiente para
atingir a Concentracao Inibitéria Minima (MIC) para as espécies bacterianas mais comuns em
feridas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli
e Corynebacterium spp.2®).2 Um farmaco numa concentragdo igual & sua MIC90 deve ser capaz
de inibir o crescimento de microrganismos em 18 a 24 h.2® Assim, 0s pensos curativos a preparar
neste trabalho devem libertar farmaco numa concentracao superior a MIC90 do farmaco para
as espécies bacterianas mais comuns em feridas.

Neste trabalho, é pretendido desenvolver um penso que funcione como um sistema de
libertagcdo controlada de um agente antibacteriano, feito com base num hidrogel obtido a partir
de um polimero biocompativel, ele proprio possuindo também capacidade antibacteriana: o

quitosano.

1.5.3. Esterilizacdo de pensos curativos

Qualquer penso curativo deve encontrar-se estéril. O método de esterilizagdo deve ser

escolhido de modo a que as propriedades fisicas, mecanicas e quimicas do penso e do farmaco

2 A MIC90 é a concentragdo minima de uma substancia com propriedades antimicrobianas que é necessaria para inibir o crescimento dos
microrganismos em 90% (MIC90).1%
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ndo sejam afetadas negativamente. A esterilizacdo do penso pode ser obtida mantendo
condicdes de assepsia durante o seu fabrico ou por esterilizagdo terminal (no final do processo
de fabrico).?” No caso do uso de condicbes de assepsia, todos os materiais utilizados na
producdo do penso, tais como matéria-prima, farmaco, recipientes, etc., sdo esterilizados
individualmente, e o penso é fabricado em condicBes de operacéo de fabrico estéreis. Esta forma
de esterilizacdo exige pessoal altamente treinado e um controlo rigoroso das condig¢des de
operacdo. Apresenta a grande vantagem de 0 penso ndo ser exposto a condi¢des que resultem
na sua degradacdo ou alteracdo. Na esterilizacdo terminal, o penso é esterilizado depois de
produzido e embalado. Existem varios métodos de esterilizacdo que podem ser aplicados em
pensos curativos, como exposicao a radiacao ultravioleta (UV), calor seco, a radiagdo gama ou
a 6xido de etileno e autoclavagem.?®2® A exposicdo a calor seco requer temperaturas e tempos
de exposicdo elevados, podendo levar a fusdo ou degradacdo do material que constitui 0 penso
e do farmaco.?” A exposicdo a radiacdo UV é um método pouco eficaz e inconsistente,?
enquanto que a exposicao a radiacdo gama é rapida e eficaz, mas pode provocar degradacao do
material utilizado, para além de requerer um local adequado ao trabalho com radiacdo
ionizante.?32% A exposicao a 6xido de etileno gasoso € um método eficaz mas o 6xido de etileno
€ uma substancia inflamavel, toxica e explosiva, e pode degradar a cadeia polimérica.?®?° A
autoclavagem é um método rapido e eficaz, ndo liberta residuos toxicos e é a mais segura das
mencionadas, mas pode levar a degradacdo do material e farmaco utilizado, dado se utilizar
uma temperatura elevada (121 °C, habitualmente).?® Face as vantagens da autoclavagem
relativamente aos outros métodos e por se saber que 0 agente antibacteriano seleccionado neste
trabalho era termicamente resistente, escolheu-se este método para esterilizar os filmes

preparados no ambito deste trabalho.

1.6. Quitosano

O quitosano (CS) € um polissacarideo com origem natural, sendo obtido a partir da
desacetilacdo da quitina, o segundo biopolimero mais comum na natureza.’® Encontra-se
presente, p. ex., na carapaca de crustaceos e possui uma estrutura cristalina rigida devido as
interaces entre grupos acetamida e grupos hidroxilo.*° Tanto a quitina como o CS (Figura 1.5)
séo constituidos por unidades de p-glucosamina e N-acetil-o-glucosamina ligadas por ligacdes
covalentes (1>4).%° Sio caracterizados pelo grau de desacetilagdo (DD), isto é, pela razdo entre
o0 nimero de grupos p-glucosamina e o nimero de grupos N-acetil-o-glucosamina.®! A quitina
ndo pode ser diretamente utilizada para aplicacGes praticas por ser rigida e ndo ser soltvel em

agua, devido a seu baixo DD. Por desacetilagdo da quitina através de hidrolise numa solucéo
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Figura 1.5 — Estrutura molecular da quitina e do quitosano.

de NaOH, ocorre a conversdo de grupos acetamida em grupos aminicos, obtendo-se CS.
Considera-se que estamos em presenca de CS somente quando o DD é superior a 50%.832-34 O
CS é uma base fraca (pKa = 6,5), sendo solivel em dgua somente para um valor de pH inferior
ao seu pKa, valor ao qual os seus grupos aminicos se encontram predominantemente
protonados, pelo que so se dissolve num meio aquoso ligeiramente acido.31%3 As propriedades
funcionais do CS, tais como solubilidade, biodegradabilidade e capacidade de inchaco, resultam
do grau de protonagdo dos seus grupos aminicos, pelo que dependem do seu DD.83337
Possuindo grupos reactivos. como o grupo hidroxilo e o grupo aminico, € susceptivel de ser
reticulado quimicamente, formando uma rede tridimensional insoltvel e com grande afinidade
para agua (hidrogel).

O CS tem sido aplicado em vérias areas como a agricultura (biopesticida ecoldgico),
tratamento de residuos (remocdo de metais e compostos organicos por complexacdo e
adsorcdo), industria alimentar (aditivo, agente antioxidante e preservante), industria téxtil
(integrado no produto final como agente antibacteriano e no tratamento de aguas residuais desta
indUstria), cosméticos (agente de hidratacdo ou modificador de viscosidade), e na area
biomédica e farmacéutica.®> Sendo um biopolimero hipoalergénico, biodegradavel,
biocompativel e possuindo propriedades antibacterianas, anticoagulantes e antifiingicas,*
possui uma vasta gama de aplicabilidade na &rea biomédica e farmacéutica. Nestas areas, 0 CS
pode ser empregado em Varias areas, tais como, (i) pensos (funcionando como barreira fisica
entre 0 ambiente exterior e a ferida, protegendo-a de bactérias),® (ii) cirurgia (como tecido
artificial na substituicdo e reparacio de 6rgéos e partes do corpo humano),*? (iii) engenharia de
tecidos (como parte integrante de uma matriz para cultura de osteoblastos), (iv) biossensores
(na encapsulacdo de enzimas e proteinas),® (v) tratamento de cancro (como veiculo de
libertagio localizada de medicamentos antitumorais)®® e (vi) fabrico de lentes de contacto,*°
entre muitas outras. Além destas aplicacdes, o CS tem sido aplicado em sistemas de libertacdo
controlada de farmacos e, concretamente, em pensos curativos, gracas a sua
biocompatibilidade, biodegrabilidade e propriedades anti-bacterianas.® A possibilidade de
reticulacdo deste polimero viabiliza o seu uso na preparacdo de hidrogéis, permitindo a

obtenco de uma rede tridimensional capaz de conter um farmaco no seu interior.3
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Existem varios métodos de reticulacdo de CS que permitem a obtencdo de um hidrogel,
que podem agrupar-se em dois tipos diferentes: reticulacdo fisica e reticulacdo quimica. A
reticulacéo fisica é possivel gracas a interagdes electrostéaticas, ionicas, hidrofobicas e ligacoes
de hidrogénio.* A reticulagéo fisica do CS é comum ser feita com solugdes de alginato de sodio
(ALG), heparina ou poli(4cido glutdmico).3* A reticulacio quimica deve-se a ligacdes
covalentes que unem as cadeias do CS, o que permite obter um hidrogel com propriedades mais
uniformes e com melhores propriedades mecanicas do que um hidrogel obtido por reticulacdo
fisica,>* além de o tornarem duradouro e resistente a alteracdes no meio onde esta inserido,
como sejam alteragbes de pH ou de temperatura.** A reticulagdo quimica do CS pode ser
conseguida com recurso a agentes reticulantes que ligam as cadeias poliméricas entre si ou pode
ocorrer gragas a reacdes entre as proprias cadeias de CS.*! Os agentes reticulantes possuem
grupos funcionais que reagem com 0s grupos hidroxilo ou aminico do quitosano, de modo a
ligarem as cadeias poliméricas entre si, criando uma rede tridimensional.** Os mais utilizados
com CS sdo dialdeidos, como o glioxal ou o glutaraldeido, que reagem com 0s grupos aminicos
do CS, embora sejam toxicos,*! e acidos dicarboxilicos, tais como acido maleico,*? &cido
malonico,*? 4cido glutamico®® e &cido succinico,*® em conjunto com uma carbodiimida, que
possibilitam a formacdo de uma ligacdo amida entre grupos carboxilicos do diacido e grupos
aminicos do CS. Neste trabalho, utilizou-se o &cido succinico (SA) e uma carbodiimida soltvel
em &gua. O SA é um &cido que existe naturalmente no corpo humano, sendo produzido e
utilizado durante o metabolismo.*® Permite a manutencdo de um pH baixo, necessario a
manutencdo do CS em solucdo e, sendo um acido fraco, ndo provocara hidrdlise significativa
das ligacdes glicosidicas do CS.*?

As carbodiimidas atuam como reagente intermediario na reacdo entre um grupo
carboxilico do SA e um grupo aminico do CS** (Figura 1.6). A reagdo comega com a protonagéo
da carbodiimida em meio &cido (Figura 1.6(i)) e a sua reac¢do com um grupo carboxilico
ionizado, levando a criacio de uma espécie intermediaria activa, uma O-acilisoureia** (Figura
1.6(ii)). Este intermediario sofre um ataque nucleofilico pelo grupo aminico do CS, formando-
se uma ligacdo amida entre um grupo aminico do CS e um grupo carboxilico do SA e, como
subproduto, uma ureia dissubstituida* (Figura 1.6iii). Esta reacdo pode ocorrer de um outro
modo: a O-acilisoureia que se formou como intermediario da reaccdo entre a carbodiimida
protonada e o grupo carboxilico ionizado pode reagir também com outro grupo carboxilico
ionizado e dar origem a um anidrido (Figura 1.6iv). Em seguida, por reacdo deste anidrido com
um grupo aminico do CS, forma-se uma ligacdo amida® (Figura 1.6v). Na auséncia de
nucledfilo, o intermediario O-acilisoureia pode também reagir com agua, regenerando o SA

e dando origem a uma ureia dissubstituida®® (Figura 1.6vi). Na presenca de um excesso de
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Figura 1.6 — Esquema do conjunto de rea¢des que ocorrem na reticulacédo do CS por um &cido carboxilico com a
ajuda de uma carbodiimida.

carbodiimida, a O-acilisoureia pode converter-se em N-acilisoureia® (Figura 1.6vii). A ativacéo
do acido carboxilico ocorre a pH 3,5-4,5, e a formacdo da ligacdo amida ocorre mais
favoravelmente a pH 4-6. No entanto, as carbodiimidas sofrem hidrolise em meio &cido,
apresentando maior estabilidade a pH superior a 6,5.4

Com a reticulacdo do CS com um acido dicarboxilico e uma carbodiimida, as cadeias
poliméricas do CS ficam ligadas entre si através de ligacdes amida (Figura 1.7). Cada molécula
do &cido dicarboxilico liga-se, através dos seus grupos carboxilicos, a dois grupos aminicos de
cadeias de CS, formando-se uma ligacdo amida, resultando uma rede tridimensional de cadeias

de CS unidas por moléculas do acido dicarboxilico.
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Figura 1.7 — Representagdo esquematica de cadeias poliméricas de CS reticuladas por SA na presenca de uma
carbodiimida.
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Filmes de CS podem ser preparados por (i) neutralizagdo com NaOH ou vapor de
amonia, (ii) por liofilizagéo ou (iii) por evaporagdo do solvente. No método de neutralizacéo
com NaOH, o CS em po é inicialmente dissolvido numa solucdo de um &cido orgénico,
normalmente, &cido acético ou acido latico. Em seguida, a solucao é deixada a uma temperatura
moderada durante algumas horas a cerca de um dia e o filme formado é imerso numa solugéo
de NaOH e subsequentemente lavado com agua destilada.*® Numa variante deste método, a
solucdo de CS ¢é adicionada uma solucdo de NaOH, sendo, em seguida, vertida para um molde
e colocada numa estufa para obtencéo de filmes por evaporacdo do solvente.*’ Por liofilizagao,
a solucdo de CS em meio acido € congelada sob vacuo, deixada a temperaturas negativas
durante alguns dias e liofilizada, obtendo-se um filme no final do processo.*® No método de
evaporacao de solvente, o CS é dissolvido em meio acido e a solugdo obtida € depois submetida
a temperaturas moderadas durante um intervalo de tempo prolongado, de modo a evaporar o
solvente sem que o CS se degrade. No método de neutralizagdo com vapor de amoénia, uma
solucdo de CS é inicialmente submetida a liofilizacdo ou sofre evaporacdo de solvente,
formando-se um filme que é depois exposto a vapor de amonia durante cerca de 3 dias.*

Um filme de CS é caracterizado por ser rigido e fragil quando seco. Isto torna os filmes
de CS pouco viaveis para serem aplicados como pensos curativos, que se querem flexiveis e
com alguma resisténcia mecénica. Uma forma de contornar este problema é adicionando um
plastificante & formulacdo do filme, uma molécula que é capaz de aumentar a mobilidade
molecular e o volume livre no interior da matriz e diminuir a interacdo entre cadeias de CS,
tornando-o mais flexivel e menos fragil.>! Os plastificantes mais utilizados com o CS sio o
glicerol (GLY), o xilitol, o sorbitol e 0 maltitol.>® Filmes com GLY como plastificante sdo mais
elasticos e tém um comportamento mais préoximo do de um elastdmero do que filmes com os
outros plastificantes mencionados.>® O GLY e as moléculas de 4gua de hidratacdo que possui,
ocupa 0s espacos entre as cadeias de CS, interagindo com elas através de ligacGes de
hidrogénio, levando a plastificacdo interna da matriz polimérica por aumento da mobilidade
molecular das cadeias do polimero, sem que a continuidade da cadeia polimérica seja afetada.>

Assim, neste trabalho, é pretendido obter-se um hidrogel de CS na forma de filme,
obtido por evaporacéao do solvente, reticulado por SA com a ajuda de uma carbodiimida, e com
GLY como plastificante, que possa ser utilizado como penso. Este filme sera carregado com
um agente antibacteriano, de modo a possibilitar uma utiliza¢cdo como penso curativo em feridas

superficiais.
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1.6.1. Pensos a base de quitosano: estado da arte

Tém sido desenvolvidos os seguintes tipos de pensos a base de CS: (i) filmes, (ii)
espumas e (iii) fibras, microfibras e nanofibras (Tabela 1.2). Quase todos 0s pensos a base de
CS encontrados no mercado sdo feitos para ajudar a controlar pequenas hemorragias
superficiais e tém a capacidade de absorver quantidades moderadas ou elevadas de
exsudato(Kytocel, MaxioCel, ChitoClot Bandage, Axiostat). Foi também encontrado um
penso que pode ser aplicado em intervengdes corondrias (ChitoClot Pad), um penso capaz de
libertar prata i6nica como agente antibacteriano (Opticell Ag Plus) e um penso que consegue

ajudar a controlar hemorragias severas (ChitoFlex Pro). A maior parte destes pensos sao na

Tabela 1.2 — Pensos comerciais e ndo comerciais para tratamento de feridas superficiais, a base de CS, sua

composic¢do, forma fisica e caracteristicas.

Nome Componentes Forma fisica do CS Caracteristicas Fabricante/Referéncia
comercial
Ideal para feridas que . :
Kytocel Quitosano Fibras libertam bastante Aspen Surgical, Caledonia,
Michigan, EUA
exsudato
MaxioCel Quitosano Microfibras Feridas superficiais )
Axio, Boston, Massachusetts,
Axiostat ; Penso com propriedades EUA
Quitosano Espuma antimicrobianas
Opticell . .
. . . Medline Industries Inc.
+ ,
Ag Plus Quitosano Fibras Liberta Ag". Northfield, I1linois, EUA
ChitoClot . . . Apl|~cado em - BenQ Materials, Taoyuan,
Quitosano Fibras intervengdes coronarias -
Pad A Taiwan
percutaneas
ChitoClot . . Possui propriedades BenQ Materials, Taoyuan,
Quitosano Filme - . .
Bandage antibacterianas Taiwan
ChitoFlex Quitosano Fibras Capaz de conter Tricol Biomedical Inc.,
Pro hemorragias severas Portland, Oregon, EUA
uitosano i ibili
* Q tos Nanofibras Boa blocompagll:)_llldade 52
Polietileno com condrdcitos
Quitosano
* Poli(acido latico-co- Nanofibras Liberta lbuprofeno 53
acido glicolico)
Poli(etileno glicol)
-* Quitosano Filme Liberta Ibuprofeno 4
-* Quitosano Filme Liberta Lidocaina 5
Quitosano . Liberta cloridrato de 56
-* o . Filme L
Acido citrico tetraciclina
- Quitosano Filme Liberta cloridrato de 57
tetraciclina
uitosano i
. Q y Filme Cloridrato de i
Zeina ciprofloxacina

* Trabalho relatado na literatura.
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forma de fibras (Kytocel, MaxioCel, ChitoClot Pad, Opticell Ag Plus, ChitoFlex Pro), mas
podem ser também na forma de filme (ChitoClot Bandage) ou na forma de espuma (Axiostat).
A maior parte destes pensos ndo libertam qualquer farmaco com a excecdo de um que liberta
Ag" (Opticell Ag Plus).

Os pensos a base de CS que tém sido investigados sdo maioritariamente na forma de
filme ou nanofibras. Excetuando um caso, todos os pensos reportados na literatura apresentados
na Tabela 1.2 sdo do tipo curativo, libertando antibidticos (cloreto de tetraciclina®®>’ e
cloridrato de ciprofloxacina®®) e agentes anti-inflamatdrios (ibuprofeno®***) ou anestésicos

(lidocaina®).

1.7. Poli(hexametileno biguanida)

A poli(hexametileno biguanida) (PHMB, também designada polihexanida) (Figura 1.8)
é um polimero de baixo peso molecular que age como um agente antisséptico cationico,
apresentando baixa toxicidade, boa estabilidade quimica, sendo utilizada a nivel mundial.>%
E utilizada como agente antisséptico nas solugbes para lavagem de lentes de contacto, em
produtos de higiene oral, de limpeza perioperatoria, de limpeza de piscinas e no tratamento de
feridas.®* No tratamento de feridas, pode ser aplicada sobre a regifo afetada em solucéo, na
forma de gel ou integrada num penso.%? E usada como forma de diminuir a taxa de infecdo em
feridas cronicas, apresentando um efeito benéfico em feridas causadas por queimaduras, sendo
ainda utilizada como agente antisséptico em tratamentos localizados. Neste trabalho, utilizou-

se o seu sal hidroclérico (Figura 1.8ii).

Cl
H H H
N g S
NKH NKH . Nk* )N )
RNH N I]}/\/%‘R NN N
(i) (i)

Figura 1.8 — Estrutura da PHMB (i) e do seu sal hidroclérico (ii).

A PHMB ¢é constituida por seis grupos biguanida separados por grupos metileno®
(Figura 1.8). Os grupos biguanida agem como bases fortes, encontrando-se monoprotonados a
pH neutro. Quando entra em contacto com microrganismos, a PHMB liga-se aos ides fosfato
dos fosfolipidos da membrana microbiana, aumentando a sua rigidez e rompendo-a
parcialmente, o que leva ao derramamento do conteudo intracelular para o exterior (lise) e
subsequente morte celular, ndo afectando as células dos tecidos.®® Ha evidéncia mais recente

de que a PHMB actua também através de um outro mecanismo, entrando no microrganismo
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e provocando condensacdo dos seus cromossomas, resultando na paragem da diviséo celular.5
Estas propriedades antibacterianas tornam a PHMB atrativa para ser usada no tratamento de
feridas. Como esta molécula é altamente sollvel em agua (> 40% em massa) e, apesar de ser
um polimero, possui um peso molecular médio relativamente baixo (entre 700 e 4200 g/mol)®
Quando em solugio, pode ser quantificada através da sua absorvancia a 236 nm.>® Tem um pKa
de 4,19(%°) e é termicamente estavel, s6 sofrendo degradagdo térmica acima dos 260 °C, quando
em pd.°® Quando em solugdo, ainda que n&o se tenha encontrado nenhum estudo, ha um estudo
em que se propde um método de quantificacdo da PHMB em solucdo em que as solucdes de
PHMB utilizadas sdo autoclavadas, indicando que deverAo resistir a autoclavagem.®

A quantidade de PHMB libertada pelo penso curativo deve ser suficiente para que,
durante a libertacdo controlada deste farmaco na ferida, a sua concentracdo seja igual ou
superior a MIC90 para as bactérias mais comuns nas feridas. A MIC90 da PHMB € de 1 mg/L
para Staphylococcus aureus,® 2 mg/L para Escherichia coli.%”% e 8 mg/L para Pseudomonas
aeruginosa.®®, Uma vez que o volume tipico de exsudato libertado numa ferida pode chegar
aos 2,8 mL/cm?/dia,®® para que a concentragio de PHMB na ferida seja igual ou superior a MIC
para 0 microrganismo mais resistente a este fArmaco, é necessario libertar, pelo menos, 22,4
ng/cm? de area de ferida/dia. Por outro lado, a aplicagdo de PHMB repetidamente sobre a pele,
com concentragcdes de cerca de 2% em massa (cerca de 20 mg/L), pode causar reacdes de
sensibilizagdo e, por esta razdo a libertagdo de farmaco, deve ser inferior a esta concentragéo.”®

Neste trabalho, pretende-se preparar um filme a base de CS carregado com PHMB, para

uma aplicacdo como penso curativo.

1.7.1. Pensos que libertam PHMB: estado da arte

Como a PHMB apresenta boa estabilidade quimica, baixa toxicidade e é ja amplamente
utilizada no tratamento de feridas como agente antissético, também tem sido implementada em
sistemas de libertacdo controlada de farmacos para tratamento de feridas superficiais, estando
disponivel comercialmente (Tabela 1.3). A maior parte dos pensos que libertam PHMB
encontrados no mercado sao feitos a base de poliuretano (ActivelHeal PHMB Foam, Suprasorb
P, PHMB Antimicrobial Foam, POREX, Telfa AMD). Ha ainda pensos feitos de poliester
(Excilon AMD), silicone (PHMB Antimicrobial Silicone Border Foam dressing) e celulose
(Suprasorb X + PHMB). Dependendo do penso, a duracdo da libertacdo de PHMB pode durar
24 h (PHMB Antimicrobial Foam, Suprasorb X + PHMB), 3 dias (Telfa AMD) ou 7 dias
(ActiveHeal PHMB, PHMB Antimicrobial Silicone Border Foam dressing). N&o se encontrou

um penso curativo comercial a base de CS que liberte PHMB. No entanto, foram encontrados

® N&o se conseguiu encontrar o valor de MIC90 para os microrganismos Proteus mirabilis e Corynebacterium spp.
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Tabela 1.3 — Pensos comerciais e ndo comerciais que libertam PHMB para tratamento de feridas superficiais, sua
composicdo, forma fisica e caracteristicas.

Modo de introdugdo

Nome comercial Componentes Forma Fisica da PHMB Caracteristicas Fabricante
Suprasorb X + . Sk Liberta PHMB Lohmann &
PHMB Celulose Filme durante 24 horas Rauscher,
Rengsdorf,
Suplg;(')\;l‘éP + Poliuretano Espuma Sl Liberta PHMB. Alemanha
Antimicrobial .
. Impregnado com Liberta PHMB
PHMB Foam Poliuretano Espuma PHMB durante 24 horas.
Dressing Gemcore360,
PHMB Hudson, Ohio,
Antimicrobial Silicone Espuma Impregnado com Liberta PHMB EUA
Silicone Border P PHMB durante 7 dias.
Foam dressing
. " Activheal,
e Wit
’ Reino Unido
Poliester Impregnado com i
Telfa AMD Algodao Filme Preg Liberta PHMB. Cardinal
- 0,2% PHMB. Health
Poliuretano ealth,
Dublin, Ohio,
. Rayon ek ; EUA
Excilon AMD Polister Espuma Liberta PHMB.
L PHMB imobilizada ;
. Liberta PHMB.
-* Poliacrilonitrilo Nanofibra covalentemente na T
Quitosano
membrana formada.
Poli(6xido de PHMB presente na .
* etileno) Nanofibra solugio usada para Ia:ﬁg;i';ﬂ? -T2
Quitosano preparar as nanofibras '

* Trabalho de investigagao relatado na literatura.
**: Informag&o ndo revelada pelo fabricante.

dois trabalhos de investigagdo com o objectivo de desenvolver um penso curativo a base de CS
que liberte PHMB. Num desses trabalhos, foram obtidas membranas a base de nanofibras de
poliacrilonitrilo e CS. Para carregar a PHMB, amostras foram mergulhadas numa solucdo de
PHMB a 0,05% em massa contendo uma carbodiimida e N-sulfosuccinimida, tendo-se obtido
nanofibras as quais a PHMB se encontrava ligada covalentemente. Neste trabalho, néo foi
estudada a cinética de libertacdo de PHMB, sabendo-se somente que 99,99% das col6nias
Escherichia coli desapareceram 10 minutos apds 0 meio de cultura ser coberto com a membrana
com PHMB.” No outro trabalho, foram obtidas membranas de nanofibras de CS e poli(éxido
de etileno) adicionando ambos os componentes a uma solucdo de PHMB, cuja concentragao
variou entre 0,5 mM e 1 mM. Neste trabalho foi avaliada a cinética de libertagdo da PHMB,
sendo inicialmente bastante elevada, com 63% da PHMB libertada nas primeiras 3 h e 85%
libertada ap6s 24 h.”

E pretendido que o penso curativo feito & base de CS a desenvolver neste trabalho seja
carregado com PHMB e que liberte este farmaco em quantidade suficiente para garantir uma
concentragdo de farmaco na superficie da ferida igual ou superior a MIC90 do organismo mais
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resistente presente numa ferida (8 mg/L; Pseudomonas aeruginosa®®), durante um intervalo de
tempo adequado. Dado a frequéncia de troca de pensos curativos comerciais com PHMB ser 3
vezes por semana,’® havendo mesmo pensos que libertam PHMB durante 7 dias (Tabela 1.3),
0 objectivo minimo para a duracédo da libertacéo serd de um pouco mais do que 2 dias, tendo de
libertar 22,4 ug de PHMB/cm? de ferida/dia.°

1.8. Caracterizagao dos filmes

Os filmes preparados neste trabalho foram caracterizados no que diz respeito as
condicBes necessarias para se removerem residuos dos reagentes usados na sua preparacgdo, a
sua solubilidade, capacidade de inchacgo, propriedades termogravimétricas e permeabilidade a

PHMB. Quando carregados com PHMB, foi caracterizada a cinética da libertacdo de PHMB.

1.8.1. Lavagem, capacidade de inchago e espessura

Filmes de CS preparados na forma de disco foram sujeitos a um processo de lavagem
destinado a remover reagentes em excesso e produtos de reaccdo, tendo-se variado 0 meio
aquoso usado, a temperatura e a duracdo do processo de lavagem.

A capacidade de inchago dos filmes foi determinada com filmes lavados e calculada

segundo a equacdo 1.1, em que ClI € a capacidade de inchago dos filmes, m, é a massa do filme
Cl (%) = =) % 100 11
ms

inchado apds ter sido imerso numa solucao salina tamponada com fosfato (PBS), apH 7,4 e se
atingir uma massa constante, e ms € a massa do filme seco.

A espessura dos filmes é uma varidvel que pode influenciar a reprodutibilidade dos
resultados obtidos, pelo que, de forma a garantir a possibilidade de comparacao dos resultados
dos ensaios feitos neste trabalho, os filmes utilizados ndo devem ter espessuras diferentes, pelo

que foram determinadas usando um micrémetro digital.

1.8.2. Anadlise Termogravimétrica

A anélise termogravimétrica (TGA) é uma técnica analitica utilizada para caracterizar
materiais, que quantifica a perda ou ganho de massa de uma amostra ao longo do tempo, quando

sujeita a aguecimento a uma taxa constante.”* Em amostras de polimeros, as perdas de massa

¢ Considerando o valor da MIC90 para o microrganismo mais resistente (8 mg/L; Pseudomonas aeruginosa®) e admitindo uma taxa de
produgéo de exsudato de 2,8 mL/cm? de area de ferida/dia)®.
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correspondem a evaporacdo de agua adsorvida ou de outras substancias volateis (tais como
residuos de solventes usados na sua preparacdo ou aditivos de baixo peso molecular) e a
volatilizacdo de produtos resultantes da quebra da cadeia polimérica ou saida dos seus grupos
substituintes.” O resultado de uma anélise de TGA é um termograma que representa a variagio
da massa de amostra em funcédo da temperatura. E também comum representar-se a primeira
derivada desta curva de perda de massa, de forma a melhor se identificar as temperaturas a que
ocorre a perda maxima de massa (Tn™®) e entre que intervalo de temperaturas ocorrem.

Na analise por TGA do CS, os termogramas dependem da forma em que a amostra de
CS se encontra, do seu peso molecular médio (PM) e do seu grau de desacetilagio (DD).” No
caso de amostras de CS em p0, é possivel, em geral, observar reduc6es de massa em duas zonas
do termograma (Tabela All.1):*® uma primeira zona (transi¢do 1) entre cerca de 35 °C e 200
oC,35:50.76-85 corresponde & evaporagdo de agua adsorvida no CS e de algum outro composto
volatil do filme e, uma segunda zona (transicdo 2, a transicao principal), entre 250 °C e 350
°C(Y), correspondente a despolimerizagio e decomposicio do CS.8° No caso do CS se encontrar
na forma de filme, a temperatura inicial da transi¢ao principal é ligeiramente mais baixa, a perda
de massa ocorre de forma menos drastica e ao longo dum intervalo de temperatura mais
prolongado, sendo a perda total de massa inferior (Tabela All.1).788!

A presenca de GLY como plastificante aumenta a temperatura a que ocorre a perda de
massa maxima na transicao principal (T2™®) em cerca de 10 °C e a ocorréncia de uma terceira
zona de transicdo entre a primeira e segunda (entre 180 °C e 225 °C), que corresponde a
volatilizacdo de GLY.76.77:8485

No estudo por TGA que foi feito, pretendeu-se avaliar o efeito da autoclavagem na
estabilidade térmica de filmes de CS. Pretendeu-se, ainda, verificar se a presenca de PHMB
teria algum efeito na estabilidade térmica dos filmes, pois é possivel que a PHMB penetre no
interior do filme, podendo ser detectavel. A degradacdo térmica da PHMB inicia-se por volta
dos 207 °C, apresentando taxas maximas de perda de massa aos 263 °C, 364 °C e 473 °C,*
ainda que haja um estudo que obteve taxas maximas de perda de massa aos 240 °C, 360 °C e
520 °C 8¢

1.8.3. Permeabilidade a PHMB

Para se carregar um filme por imersdo numa solucdo de PHMB, a PHMB devera
conseguir penetrar no filme, uma vez que, para 0 uso que se pretende dar aos filmes obtidos
neste trabalho, é importante que a libertagdo da PHMB seja duradoura, 0 que ndo se conseguira

somente com a adsorcdo da PHMB a superficie do filme. De forma a averiguar se o farmaco

4 Nalguns casos, em a transigdo principal pode comegar nos 200 °C ou ligeiramente abaixo e/ou acabar nos 400 °C.%
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consegue penetrar no filme, foi avaliada a permeabilidade a PHMB dos filmes preparados. Para
isso, utilizaram-se filmes sem PHMB, montados em células de difusdo de Franz (Figura 1.9),
em que a camara dadora contém uma solugdo de PHMB em PBS (solu¢éo salina tamponada a
pH 7,4), enquanto que a cAmara receptora contém somente PBS. E, assim, possivel avaliar se a
PHMB consegue atravessar o filme de CS. E, ainda, possivel determinar a permeabilidade do
filme a PHMB, através do uso de equagdes derivadas das equacdes de transferéncia de massa
propostas por Fick. Assim, de acordo com as equagdes de transferéncia de massa propostas por

Camara dadora

o T —

Saida de agua do —/—‘ I-\

banho termostatico

Tubo de recolha de

Camara receptora amostra

Circulacio de agua do
banho termostestatico

Entrada de dgua no —_— —

banho termoestitico Magnete

o Agitador

Figura 1.9 — Representacdo esquemaética de uma célula de difusdo de Franz.

Fick aplicaveis a sistemas deste tipo, a taxa de transporte de massa por unidade de area de uma
seccdo perpendicular a direcgdo de transporte, designada fluxo (J), € proporcional ao gradiente
de concentracdo (dc) ao longo do percurso de comprimento dx, sendo D a constante de

proporcionalidade, designada coeficiente de difusdo (1.2 lei de Fick, Equacéo 1.2).%87

— _p4
J=-D% 12

Para o caso da difusdo de uma substancia através de um filme que separa um
compartimento que contém uma substancia dissolvida a uma dada concentracdo, de um outro
no qual ela se encontra em menor concentracdo (Figura 1.10), o fluxo no estado estacionario
(Jss) é definido pela equacéo 1.3, onde M € a massa de substancia que atravessa o filme por

unidade de tempo (t), sendo S a area superficial do filme.%’

Ca Filme

h G

X ::0 X:: h

Figura 1.10 - Representacdo esquemética da difusdo em estado estaciondrio de uma substancia através de um
filme de espessura h, do lado que se encontra com concentragdo mais elevada (Cgq) para o lado de
concentracdo mais baixa (Cy).
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]SS = E 13

Assumindo que a difusdo ocorre somente segundo a direc¢do x (unidireccional) e que D
ndo variacom ¢, x e t, a 1.2 lei de Fick pode ser convertida na equacéo 1.4, designada 2.2 lei de
Fick, que indica que a variacdo da concentracdo no tempo, num dado local do filme, é

2
S=p2; 1.4
proporcional a variagdo do gradiente de concentracdo nesse local.®” A transferéncia de massa
em estado estacionario € atingida quando a concentracdo em ambos os lados da superficie do
filme for constante ao longo do tempo, ou seja, quando a equacdo 1.5 for valida. Nesse caso,
dc/dx também € zero, 0 que significa que a concentracdo varia linearmente através da espessura

do filme (Figura 1.10).%” Por integracéo desta equago, considerando que quando x =0, ¢ = ¢1

dc d?c
—=D—=0 15
dt dx?

e que quando x = h, ¢ = ¢z, sendo ¢, e ¢, as concentracdes no filme no lado de maior e de menor

concentragéo, respectivamente, obtém-se a equagio 1.6.%7

N 7
Jss=;=D——=0 1.6

Como, em geral, o interior do filme tem caracteristicas fisico-quimicas diferentes do
solvente e, como tal, a substancia pode ter preferéncia pelo filme ou pelo solvente, as
concentracdes Ci e C; do interior do filme ndo sdo conhecidas. No entanto, elas podem ser
substituidas pelo produto entre o coeficiente de particdo (K) e a concentracdo da substancia
no meio dador (c4) ou receptor (c;) (Equagdo 1.7; Figura 1.11).%" Introduzindo esta relagio na

Cq

KC,

¢

« h .
x=0 x=h
Figura 1.11 - Representacdo esquematica da difusdo em estado estacionario de uma substancia através de um

filme de espessura h, com maior afinidade para a substancia (K > 1) do lado com concentragéo de

meio mais elevada (Cgy) para o lado de concentracdo de meio mais baixa (C;).

K=2=2 1.7
Cq Cr
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equacdo 1.5, obtém-se a equacéo 1.8 e, substituindo a equacéo 1.3 nesta equacéo e designando

dM _ DSK(Cq—Cy)

— . 1.8

(DK)/h por P, o coeficiente de permeabilidade do filme a substéncia que o atravessou (equacéo
1.9), sob condicBes em que a diluicdo da substancia no meio receptor € tal que se pode

considerar que cr é igual a zero (condicOes de infinite sink), a equagdo 7 transforma-se nas

p=22 19

equagbes 1.10 e 1.11.87 Assim, representando a massa total de substancia que atravessa o filme

Jss = 25 1.10
pols 1.11
Ca

por unidade de area, em funcdo do tempo, pode calcular-se Jss a partir do declive da por¢éo
linear inicial do gréfico (estado estacionario) e, a partir dele, o coeficiente de permeabilidade
do filme & substancia. O coeficiente de difusdo pode ser calculado através da equacdo 1.12
que o relaciona com o tempo de laténcia (t.), o tempo que a substancia leva a atravessar o
filme de espessura h.88° Este tempo corresponde ao ponto em que o eixo das abcissas do
gréfico é atravessado por uma extrapolacdo da porcdo linear da curva de variacdo da massa total
de substancia que atravessa o filme em funcéo do tempo.

h2
- 6t

1.12

1.9. Caracterizag¢ao da libertagao de PHMB

Para se estudar a taxa e a duracdo da libertacdo de um farmaco a partir de um sistema
de libertacdo controlada, bem como a concentragdo de fa&rmaco libertada, comega-se por fazer
ensaios in vitro nos quais é medida a quantidade de farmaco libertada ao longo do tempo,
procurando-se condigdes que se aproximem da aplicacdo desejada. Neste trabalho, as condigOes
a utilizar deverdo ser um modelo do ambiente de uma ferida. Como meio para o qual o farmaco
se libertara, escolheu-se o PBS a pH 7,4, apesar de ser um meio muito diferente do exsudato,
pois ndo contém proteinas, glicoproteinas, glucose, diversos sais inorganicos, fatores de
crescimento, enzimas, plaquetas e leucécitos, entre outros,* mas possui a mesma forga ionica
dos fluidos bioldgicos, possui um valor de pH dentro do intervalo de valores de pH que ocorrem

em feridas (7,3 — 8,9)*° e tem sido usado em estudos de libertagdo de farmacos com vista a uma

25



aplicacdo como pensos curativos.’* Escolheu-se uma temperatura de 34 °C, por se tratar da
temperatura tipica de uma ferida superficial cronica infetada, provocada por uma Ulcera
localizada na zona da perna.®? Optou-se, ainda, por fazer os ensaios de libertagdo sob condicdes
de “perfeita” solubilidade da PHMB (condigdes de infinite sink), que ocorrem quando o volume
de meio para o qual o farmaco ¢ libertado €, pelo menos, 3 a 10 vezes superior ao volume de
saturagdo da solucéo de farmaco nesse meio,*® de modo a possibilitar a comparagdo com outros
estudos na literatura feitos nestas condi¢cdes. No entanto, numa ferida, estas condi¢des nédo
deverdo ocorrer, dado o reduzido volume do exsudato (entre 0,6 e 2,8 mL/cm? de area de
ferida/dia).5®

Quanto ao modo de contacto entre o hidrogel com farmaco e o meio para o qual o
farmaco iré ser libertado, 0 modo mais relevante para a aplicacdo como penso é aquele em que
s6 uma das faces do filme contacta o meio. E possivel conseguir este tipo de contacto montando
o filme, na forma de disco, numa célula de difusdo de Franz que, na cdmara receptora contém
0 meio (PBS) e que possui a cAmara dadora vazia. Assim, somente a face inferior do filme se
encontra em contacto com o meio presente na camara receptora. Recolhendo amostras do meio
na camara receptora, obtém-se o perfil da variacdo da quantidade de farmaco libertada e
acumulada ao longo do tempo. Com este ensaio, consegue-se estudar a cinética de libertacédo
do farmaco a partir de uma sé face do filme e, assim, ficar a conhecer a duragéo de libertacéo e
a quantidade de farmaco libertado.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Preparagao de filmes a base de quitosano

2.1.1. Filmes de quitosano reticulado com acido succinico e uma carbodiimida

Na preparacdo de hidrogéis de quitosano na forma de filme, utilizou-se uma formulagéo
anteriormente desenvolvida no laboratério, designada WD9.1. Para isso, 0s Varios reagentes
foram dissolvidos em 30 mL de acido latico (LA) a 1% (v/v) (Fisher Scientific, EUA, 85-90%)
em agua destilada, com o CS (Acros Organics, EUA, PM 100000-300000 g/mol) a ser
adicionado em primeiro lugar, seguido do &cido succinico (SA) (VWR International, EUA, >
99,5%), o glicerol (GLY) (Fisher Scientific, EUA, 99%) e, por ultimo, a N-ciclohexil-N’-(2-
morfolinoetil)carbodiimida meto-p-toluenossulfonato (CMC; Fisher Scientific, EUA, 95%),
estando as concentracdes de cada reagente indicadas na Tabela 2.1. Para a preparacdo desta

solucgéo, os reagentes que constam na Tabela 2.1 foram adicionados ao solvente (LA a 1%

Tabela 2.1 — Concentracdo de cada componente da formulacdo WD9.1.

Reagente Concentracdo
LA 1% viv
CS 2% miv
SA 2% miv

GLY 5% m/v
CMC 0,5 % miv

(v/v)), um de cada vez, de forma a evitar a formacdo de aglomerados dificeis de dissolver,
tendo-se recorrido a agitacdo magnética e, sempre que necessario, embora de forma moderada,
a ultrassons (banho de ultrassons VWR UCS300T, VWR, EUA). Depois da dissolucdo do
ultimo componente, deixou-se repousar a solucéo durante 30 min. Para a preparacao dos filmes,
transferiu-se a solucgdo para dois tipos de moldes: (i) a base de uma caixa de Petri com 5 cm de
diametro, na qual se colocaram 9 mL da solucdo e (ii) uma caixa de lentes de contacto (blister),

com 2 cm de diametro, na qual se colocaram 1,76 mL da solucao® (Figura 2.1). Ap6s 72 h a 50

°C numa estufa, os filmes foram retirados do molde com a ajuda de uma espétula e, com um

BO

vazador de

—

Figura 2.1 — Blister de 2 cm de diametro (esquerda) e base da caixa de Petri com 5 cm de diametro (direita).

rolhas, foram cortados discos com o diametro necessario.

¢ Volume seleccionado de forma a manter a razdo volume/area e, assim, manter a espessura do filme.
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Foi, também preparada outra formulacdo na qual o solvente usado na formulacéo
WD9.1 (LA a 1% (v/v)) foi substituido por uma solucdo diluida de HCI (Merck Group,
Alemanha, 37%) (WD9.1a) (Tabela 2.2), tendo-se seguido as condi¢6es usadas para a formacgéo

de filmes a partir da formulacdo WD?9.1, com a excec¢do de se terem usado blisters como moldes.

Tabela 2.2 — Constituicdo das formulacdes WD9.1 e WD?9.1a.

N Solvente, concentragdo Formulacéo (% m/v)
ome )

(% viv.ou M) cs SA GLY cMC
WD9.1 LA, 1% 2 2 5 0,5
WD9.1a  HCI, 0,3% (0,09 M) 16 1,6 4 0,4

Lavagem dos filmes WD9. 1

Os discos de CS preparados com a formulacdo WD9.1 foram sujeitos a um processo de
lavagem destinado a remover reagentes em excesso e produtos de reacgdo. Este processo
dividiu-se em vaérias etapas. Em cada etapa, um disco foi mergulhado num recipiente que
continha um volume definido de um meio de lavagem, durante determinado tempo e a uma
dada temperatura, sujeito ou ndo a agitacdo numa incubadora com agitacdo orbital (Comecta
Mod. 200D, Comecta S.A., Espanha). Entre cada etapa, houve troca de meio. Como meios de
lavagem, usaram-se uma solucé@o de NaCl a 0,9% (m/v) (99,5%, Karl Roth, Alemanha) e uma
solucdo de PBS (NaCl 0,14 M, KCI 2,7 mM, fosfato 10 mM; Karl Roth, Alemanha) a pH 7,4.
Os discos utilizados nos ensaios de permeabilidade foram lavados seguindo um protocolo de
lavagem distinto dos discos utilizados nos ensaios de libertagcdo. Na Tabela 2.3 encontram-se
as varias etapas dos protocolos de lavagem de cada conjunto de discos.

No final de cada etapa, recolheu-se uma amostra do meio, sendo subsequentemente
analisada num espectrofotometro Jenway 7315 (Jenway, Reino Unido) para determinacdo do
espectro de absorcdo no UV e medir a absorvancia a 236 nm (comprimento de onda utilizado
na quantificacdo do farmaco utilizado neste trabalho). O processo de lavagem foi continuado

até esta absorvancia ser nula.

2.1.2. Filmes de quitosano e alginato

Na formulagéo designada WD11 (Tabela 2.4), todos os reagentes foram adicionados de
forma idéntica a da formulacdo WD9.1, tendo ambas as formulagdes igual composicdo, com a
excecao de que o alginato (ALG; alginato de sodio, Acros Organics, EUA) foi adicionado a

seguir ao SA numa concentragdo de 5% (m/v). Foram, ainda, testadas algumas variagdes na
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Tabela 2.3 — Protocolos de lavagem para os discos utilizados nos ensaios de permeabilidade (didmetro: 2,3 cm) e

nos ensaios de libertacdo (didmetro: 1,65 cm). Tamp: temperatura ambiente.

Tempo Meio Vol. (mL) T (°C) Agitacao
Discos utilizados nos ensaios de permeabilidade
Oh NaCl 0,9 % 50 50 Nao
2h NaCl 0,9 % 50 50 Néo
4h PBS 50 50 Né&o
8h PBS 50 34 100 rpm
1 dia PBS 10 34 Nao
4 dias PBS 10 Tamb Né&o
5 dias PBS 10 Tamb Néo
6,2 dias PBS 10 Tamb N&o
7,2 dias PBS 10 Tamb Néo
Discos utilizados nos ensaios de libertacéo
Oh NaCl 0,9 % 150 50 100 rpm
15h NaCl 0,9 % 50 34 Nao
17h NaCl 0,9 % 50 34 Néo
20h PBS 50 34 Néo
21h PBS 50 34 Néo
1,6 dias PBS 10 34 Néo
1,7 dias PBS 10 34 Néo
1,8 dias PBS 10 34 Néo
1,9 dias PBS 10 34 Néo
2,6 dias PBS 10 34 Néo
Tabela 2.4 — Composicéo das formulacdes de CS e ALG.
N Solvente, concentracdo Formulagdo (%, m/v)
ome (% viIv ou m/iv*) CS SA ALG GLY CMC
WD11 LA (1) 2 5 5 05
WwD11.1 LA (1) 0 1 5 0,5
WD11.1a LA (0,8) e NaOH (0,5) 1,5 0 08 38 0,4
WD11.1b LA (1) 1,3 0 0,33 0 0
WD11.1c LA (1) 1,9 0 0,05 0 0
WD11.1d AA (1) 2 0 1 5 0,5
WD11.1d1 AA*(0,5) e PBS (50) 1 0 0,5 0 0
WD11.1d2 AA** (1) 1,3 0 0,3 0 0
WD11.1d3 AA** (1) 1,3 0 0,2 0 0
WD11.1d4 AA (0,5) e dgua destilada 0,4 0 0,4 0 0
WD11.1d5 AA (0,5) e dgua destilada 0,4 0 0,17 0 0
WD11.1d6 AA (0,5) e dgua destilada 0,4 0 0,93 0 0

* % m/v no caso do NaOH.

composicdo da formulacdo WD11, indicadas na Tabela 2.4, incluindo variacdo do solvente,
tendo sido usado &cido acético (AA, Fisher Scientific, EUA, 99,8%), uma solugdo de NaOH

(Fluka Chemie AG, Suica, > 98%), PBS e agua destilada.

2.1. Avaliagao da solubilidade dos filmes

Para se avaliar se os filmes preparados nédo se dissolviam em agua destilada e em PBS,

colocaram-se discos nestes meios por diversos periodos de tempo, quer a temperatura ambiente,

quer a 34 °C, em caixas de Petri fechadas, renovando-se 0 meio diariamente.
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2.2. Determinag¢ao da capacidade de inchago dos filmes

A capacidade de inchaco dos filmes da formulacdo WD?9.1 foi calculada com base na
equacdo 1.1 (subseccdo 1.8.1). Para isso, mergulharam-se discos numa solucdo de PBS a
temperatura ambiente, até se obter uma massa constante (massa do disco inchado). A massa
dos discos secos foi obtida colocando os discos numa estufa a 50 °C durante varios dias e,

depois, num exsicador com silica-gel seca, até a massa do disco permanecer constante.

2.3. Determinagao da espessura dos filmes

A espessura dos filmes secos ou inchados foi medida utilizando um micrémetro digital
(Digimatic Micrometer, Series 293, Mitutoyo, Japdo). Calculou-se o valor médio da espessura
medindo 3 discos diferentes, sendo cada disco medido em 3 pontos diferentes.

2.4. Analise termogravimétrica dos filmes

Amostras de filmes WD9.1 foram analisadas por TGA, recorrendo ao equipamento
TGA Q500 da Thermal Analysis Instruments, EUA. Foram analisadas as seguintes amostras:

1. Filme ndo esterilizado;

2. Filme seco, colocado num tubo de Falcon de 15 mL fechado, esterilizado por

autoclavagem;

3. Filme inchado e colocado em 5 mL de PBS, num tubo de Falcon de 15 mL fechado,

esterilizado por autoclavagem;

4. Filme inchado e colocado em 5 mL de uma solu¢do de PHMB a 10 mg/mL em PBS,

num tubo de Falcon de 15 mL fechado, esterilizado por autoclavagem.

As amostras a estudar, com massas compreendidas entre 1,4 e 4,2 mg, depois de
esterilizadas por autoclavagem (121 °C, 1,4 atm, 22 min; subseccaol.5.3), foram desidratadas
numa estufa a 40 °C e mantidas num exsicador até serem analisadas. Em cada andlise, obteve-
se o0 termograma de TGA submetendo a amostra a um aumento de temperatura dos 25 °C aos
600 °C, a uma taxa constante de 10 °C/min, sob uma atmosfera de azoto. Obteve-se, ainda a
curva de DTG (Termogravimetria Diferencial) a partir da 1.2 derivada da curva de perda de

massa em relacédo a temperatura (curva de TGA).

2.5. Permeabilidade dos filmes a PHMB

Montaram-se discos (diametro: 2 cm) WD?9.1 em células de difuséo de Franz calibradas,
com uma capacidade de 14,5 mL e uma abertura de 1,5 cm de didmetro (area = 1,7 cm?), sendo
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Figura 2.2 — Esquema do modo como a célula de difusdo de Franz foi utilizada nos ensaios de permeabilidade a
PHMB de discos WD9.1.

mantidas a uma temperatura de 34 °C por recirculacao de agua a partir de um banho termostatico
(Figura 2.2). A camara dadora foi cheia com uma solu¢cdo de PHMB em PBS (com uma
concentracdo de 5 ou 10 mg/mL) e a camara receptora, foi cheia com uma solucdo de PBS
(desgaseificada por vacuo) até ao topo e até a marca de calibracdo no tubo lateral e colocada
sob agitacdo magnética a ~660 rpm,’ tendo-se colocado o disco a ensaiar (2,3 cm de didmetro)
diretamente sobre a abertura da cAmara recetora da célula e em contacto com a solugéo recetora,
de modo a ndo existirem bolhas de ar aprisionadas na base do disco. Para se determinar a massa
de PHMB que atravessa o disco por difusdo, recolheram-se amostras de 0,4 mL pelo tubo de
recolha, com o auxilio de uma seringa Hamilton de 1 mL munida de uma agulha com 12 cm de
comprimento, previamente calibrada. De modo a se manter constante o volume de solucéo
recetora, adicionou-se igual volume de PBS a célula apés a recolha de cada amostra. A massa
de PHMB que se acumulou na camara receptora foi determinada a partir da absorvancia a 236
nm (branco: PBS), utilizando-se a curva de calibracdo referida na sec¢éo 2.7. Este estudo foi
feito em duplicado (dois discos em duas células de difusdo de Franz, ensaiados em simultaneo).

A curva cinética de difusdo da PHMB através do filme foi obtida representando-se a
massa acumulada de PHMB que atravessou o disco por unidade de area do disco exposta, em
funcdo do tempo. Para isso, calculou-se: (i) a massa de PHMB presente dentro da cadmara
receptora da célula de Franz em cada momento da recolha, (ii) a massa de PHMB presente em
cada amostra recolhida e (iii) a soma, para cada tempo, da massa de PHMB presente em todas
as amostras anteriormente recolhidas e descartadas, a massa de PHMB presente no interior da
célula, de que resulta a massa de PHMB que se acumulou na camara receptora da célula. Este

valor foi dividido pela area do disco exposta a solucéo de PBS.

fValor obtido a partir da posicio do botéo de selecgdo da velocidade de agitagio e da velocidade de agitagio maxima do agitador, admitindo
uma variag&o linear entre a posi¢ao do botdo e a velocidade de agitacéo (agitador: Rotilabo M3, Carl Roth, Alemanha).
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2.6. Quantificacao da PHMB

As concentracdes de amostras de solucGes de PHMB provenientes dos varios estudos
feitos foram determinadas com recurso a um espectrofotometro Jenway 7315 (Jenway, Reino
Unido), por medigdo da absorvancia a 236 nm.>® Para se calcular a concentragdo de PHMB
atraves da absorvancia a 236 nm, construiu-se uma curva de calibracdo representando a
absorvancia a 236 nm em func¢édo da concentracdo de PHMB (Anexo ). Para tal, mediu-se a
absorvancia de solugdes de concentracdo conhecida de PHMB em PBS, na gama 2 a 30 pg/mL,
utilizando PBS como branco.

2.7. Carregamento de PHMB nos filmes

Adotaram-se dois métodos de carregamento da PHMB nos filmes: (i) por imerséo dos
filmes numa solucdo de PHMB e (ii) por adicdo da PHMB a formulacéo, antes da formacao do

filme.

2.7.1. Carregamento por imersao

Discos lavados de 1,2 cm de didmetro, secos a 40 °C até atingirem uma massa constante,
ou de 2 cm de diametro, inchados em PBS, foram colocados em tubos de Falcon de 15 mL
contendo 5 mL de uma solucéo de hidrocloreto de poli(hexametileno biguanida) (PHMB, da
Biosynth Carbosynth, Reino Unido, min. 94%) com uma concentracdo de 5 mg/mL ou 10
mg/mL em PBS, durante 24 h, a 34 °C, sob agitacdo a 100 rpm, numa incubadora. Este
carregamento foi feito em triplicado (3 tubos de Falcon, cada um com um disco) e, uma parte
da solucdo de PHMB de partida, foi também incubada num tubo, a par dos tubos com discos.
Apbs a incubacdo, os discos foram retirados da solucdo de PHMB, limpando-se o seu exterior
através de um contacto rapido com papel absorvente, de modo a remover a solucéo de farmaco
que molhava a superficie do disco, sendo imediatamente montados nas células utilizadas para
os estudos de libertacdo (células de difusdo de Franz).

Numa variante do carregamento por imersdo, parte do carregamento decorreu em
simultaneo com a esterilizacdo dos discos por autoclavagem. Para isso, os discos foram
autoclavados em tubos de Falcon de 15 mL fechados, contendo 5 mL de uma solu¢do de PHMB
com uma concentragdo de 10 mg/mL em PBS. Autoclavou-se, também, um disco dentro de um
tubo de Falcon contendo 5 mL de PBS (branco). A autoclavagem foi efetuada a 121 °C e a uma
pressdo de 1,4 atm durante 22 min, num autoclave Prestige Medical, modelo Omega Media
(Prestige Medical, Reino Unido). As amostras estiveram dentro do autoclave um total de

80 min, tendo demorado 18 min a atingir-se a temperatura e pressao necessarias. Apos serem
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retirados do autoclave, o carregamento continuou a decorrer durante mais 24 h, a Tamb.
Calculou-se a quantidade de PHMB carregada nos discos a partir da diferenga entre a
massa de PHMB presente na solucdo de PHMB antes e apds o carregamento, a partir da
absorvancia a 236 nm (secc¢édo 2.6), em triplicado, de amostras da solu¢cdo de PHMB que tinha
sido incubada a par dos discos e da solucdo de PHMB em que cada disco esteve imerso,

respectivamente, tendo-se usado PBS como branco.

2.7.2. Carregamento por adi¢ao a formulagao

Foram preparadas formulagées WD9.1 contendo PHMB, seguindo todo o procedimento
mencionado na subsec¢do 2.1.1, mas adicionando PHMB, de modo a estar presente numa
concentracdo de 5 ou 10% m/m em relacdo a massa de CS, tendo sido adicionada em momentos
diferentes do procedimento (Tabela 2.5). Apos a dissolugdo da CMC, alterou-se o tempo de
espera antes da adicdo de PHMB: (i) adicdo imediatamente apds a dissolucdo da CMC, (ii) 30

min apds ou (iii) 15 h apds, a temperatura ambiente.

Tabela 2.5 — Composicao, concentragdo e momento de adicdo de PHMB nas formulagdes WD9.1 as quais foi
adicionada PHMB.

Formulagdo (% miv) [PHMB] emrelacdoa  Momento da adicdo

Nome Solvente CS (% m/m) da PHMB*
CS SA GLY CMC
WD9.1 5 5 Final
WD9.1_5al LA 1% 2 2 5 05 Final + 15 h (Tamb)
WD9.1 10 10 Final
WD9.1 10al 10 Final + 15 h (Tamb)
WD9.1 20 LA 1% 2 2 5 05 20 Final
WD9.1 20a2 Ap6s CS
WD9.4_10al AA 1% 2 2 5 05 10 Final +30 min
(Tamb)
HCI 0,3% )
WD9.5_10al (0,09 M) 1,6 1,6 4 04 Final + 1 h (Tamb)
10
HCI 0,2% .
WD9.5.1_10al (007 M) 2 2 5 05 Final + 1 h (Tamb)

* Final: PHMB adicionada ap6s o ultimo componente da formulagdo (CMC); Final + intervalo de tempo (Tamb): PHMB adicionada apds se aguardar o intervalo
de tempo indicado, a temperatura ambiente, depois da CMC se dissolver.

2.8. Caracterizagao da libertagao de PHMB

Discos de 1,2 ou 2 cm de diametro carregados com PHMB por imersdo como referido
na subsec¢do 2.7.1, foram montados em células de difusdo de Franz que possuiam a camara
recetora tal como mencionado na sec¢do 2.5, mas possuindo a camara dadora vazia (Figura
2.3). Colocou-se um disco transparente de PVC sobre o disco a ensaiar €, sobre este, a cAmara
dadora vazia. Este conjunto camara recetora/disco WD?9.1/disco de PVC/cadmara dadora vazia
foi mantido unido por meio de uma mola. As células de difusdo de Franz utilizadas possuiam

uma camara receptora de 5,3 mL (para discos de 1,2 cm de didmetro) ou 14,5 mL (discos de 2
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Figura 2.3 — Esquema do modo como a célula de difusao de Franz foi utilizada nos ensaios de libertacdo de PHMB
a partir de discos WD?9.1.

cm de didmetro), tendo-se recolhido amostras de 0,2 ou 0,4 mL, respectivamente (com
reposicéo de igual volume de PBS) ao longo do tempo. A absorvancia a 236 nm das amostras
recolhidas na camara receptora foi convertida em massa de PHMB acumulada por unidade de
area do disco exposta, tal como referido na seccdo 2.5. Todos os ensaios foram feitos em

triplicado (3 discos em 3 células de Franz, em simultaneo).

2.9. Analise estatistica

Os resultados de conjuntos de réplicas foram apresentados como a média + desvio
padrdo, tendo-se trabalhado com trés réplicas, sempre que possivel. Para a comparacdo de
médias, quando se compararam duas (n = 2), usou-se o teste t de Student e, quando se
compararam mais do que duas (n > 2), utilizou-se um teste ANOVA de fator Gnico. Quando,
neste caso, se encontraram diferencas significativas, usou-se o teste de Tukey para identificar
entre que médias existia uma diferenca significativa. Todos os testes estatisticos foram levados

a cabo com um nivel de significancia de 95%.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Preparacao de filmes a base de quitosano

3.1.1. Filmes de quitosano reticulado com acido succinico e uma carbodiimida

Com o objectivo de desenvolver pensos a partir de um hidrogel & base de quitosano, que
libertassem um agente antibacteriano que auxiliasse no combate a infec¢Oes presentes nas
feridas e, assim, auxiliasse o processo de cicatrizacao da ferida, procurou-se preparar hidrogéis
na forma de filme que exibissem caracteristicas que possibilitassem essa sua utilizacdo, tais
como, serem manuseaveis e serem capazes de carregar e libertar PHMB durante pouco mais de
2 dias sem se dissolverem ou degradarem quando em contacto com exudato. Tinham, ainda, de
possuir caracteristicas fisicas que permitissem efectuar um ensaio da libertacdo em que a PHMB
s0 se libertasse a partir de uma das faces do filme, situacdo encontrada na aplicagdo como penso,
0 que implicava poderem ser montados numa célula que possibilitava este tipo de estudo (célula
de difuséo de Franz, Figura 2.3, seccdo 2.8). O trabalho foi iniciado utilizando uma formulagéo
anteriormente desenvolvida (designada WD9.1; Tabela 2.1, subseccdo 2.1.1), que permitia
preparar filmes com algumas destas caracteristicas (Figura 3.1). Nesta formulacéo, os diversos
componentes foram dissolvidos com a ajuda de agitacdo magnética, a temperatura ambiente, e
por breve exposi¢do a ultrassons, essencialmente para libertar bolhas de ar aprisionadas na

solucéo, ja que o uso de ultrassons pode degradar o CS.%*

@ (i) (i)
Figura 3.1 — Filmes a base de CS da formulagdo WD9.1, tal como obtido (i), cortado na forma de disco (ii) e
lavado e inchado (iii).

Os filmes da formulacdo WD9.1 foram faceis de remover do molde, apresentaram uma
cor amarelo torrado, eram uniformes, lisos e flexiveis (Tabela 3.1). A insolubilidade em &gua e
em PBS indica que se encontram reticulados, ocorrendo esta reticulacdo por formacgdo de uma
ligacdo amida entre os dois grupos carboxilicos do SA e dois grupos aminicos do CS (Figura
1.6 e Figura 1.7, seccdo 1.6). A carbodiimida CMC participa nesta reaccao, activando o 4cido
carboxilico e convertendo-o quer numa O-acilisoureia, quer num derivado anidrido, muito mais
reactivos com grupos aminicos do que o acido carboxilico. Como o solvente usado (LA) é um

acido carboxilico, ird também reagir com a carbodiimida, consumindo-a, mas ndo dando
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Tabela 3.1 — Caracteristicas dos filmes WD9.1 e WD9.1a apds retirada do respetivo molde, sua solubilidade em
agua destilada e em PBS, capacidade de inchago em PBS e espessura ap0s retirada do molde (secos)
e inchados em PBS.

. ~ . ~ . Espessura

_ Solvente,~ Remogio Caracteristicas ; Dlssqlugao Dissolucao Cap_amdade (seco |

Filme concentracao do molde dos filmes Fotografia em éagua, em PBS, de inchaco inchado)
(% viv ou M) Tamb 34°C (%)
(mm)
Amarelo torrado x x

- . AR Né&o se Né&o se 0,31 +£0,02

0, i 1
WD9.1 LA 1% Fécil unlff?er)rz}\e/élllso, <) dissolveu dissolveu 1415 + 154 0.45 + 0,02

Branco amarelado,

WD9.1a HCI 0,3% Dificil, pouco uniforme, Dissolveu- N B )
: (0,09 M) rasgando rugoso, pouco se
flexivel

origem a reticulagdo, dado tratar-se de um &cido carboxilico monofuncional, ficando ligado
covalentemente ao CS. Os filmes desta formulacdo apresentaram uma capacidade de inchaco
média de 1415 £ 154 % (em PBS) e uma espessura média de 0,31 £ 0,02 mm guando destacados
do molde e de 0,45 + 0,02 mm, quando inchados (Tabela 3.1).

A cor amarelo torrado observada deve-se, possivelmente, a ocorréncia da reagdo de
Maillard (Figura 3.2) durante o tempo que a formulacdo se encontrou a 50 °C. A reaccdo de
Maillard inicia-se pela reacdo entre grupos aldeido de acucares redutores e grupos aminicos
(Figura 3.2).%> No caso desta formulacio, estes grupos funcionais pertencem ao proprio CS.

Esta reacdo origina uma imina, que sofre rearranjos estruturais e reac¢des de degradacgéo e

.
Ho = 1o ra
o
Ay
OH M, 10

NH,
Unidade terminal de N-acetilglucosamina

+
CH,0H TNEL
L -
CS|-—o OH — HO 0"
NH, Imina CH,0H
1 N
CH,0H
o Eoa-{C5] o O
L
L

Pigmentos melandides
de cor castanha

Figura 3.2 — Equilibrio entre a unidade terminal de N-acetilglucosamina na forma de anel fechado e na forma de
anel aberto e esquema da reagdo de Maillard que origina pigmentos melandides de cor castanha a
partir da unidade terminal de N-acetilglucosamina na forma de anel aberto.

combinacéo que, ultimamente, resultam na formacéo de melanoidinas, de cor castanha (Figura
3.2).% Apesar de existir somente um grupo terminal redutor por cadeia de CS, o que limitaria a
ocorréncia desta reagdo, durante o tempo que a formulagéo se encontra a 50 °C, devera ocorrer
alguma quebra da cadeia de CS, por hidrolise da ligagéo glicosidica, o que aumenta 0 niUmero
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de terminais redutores e o escurecimento do filme. O escurecimento do filme também se pode
dever a caramelizacdo® que, apesar de ser mais comum com mono- e dissacarideos, também
ocorre com polissacarideos.®®

Tendo-se verificado que algumas das caracteristicas dos filmes desta formulacao
poderiam ser melhoradas, em particular, a sua resisténcia ao manuseamento, procurou-se alterar
esta formulagdo. Neste sentido, procurou aumentar-se o grau de reticulagéo, substituindo o LA
a 1% por um acido mineral, de modo a que a carbodiimida ndo fosse gasta na reac¢cdo com 0
LA acima referida, uma reac¢do que néo resulta em reticulacdo. Iniciou-se o estudo com HCI,
usando uma concentracdo de 0,1 mM, de modo a ter-se um pH préximo do da solucédo de LA,
necessario para se dissolver o CS e por, sendo muito baixa, minimizar a possibilidade de
hidrélise significativa das ligacGes glicosidicas do CS. No entanto, surpreendentemente, ndo se
conseguiu dissolver o CS nesta solucéo, pelo que foram-se adicionando pequenas porcdes de
solucdes de HCI mais concentradas até se conseguir dissolver o CS. Isso sé sucedeu quando se
atingiu uma concentracgao de 90 mM (ou 0,3%; formulagdo WD9.1a, Tabelas 2.2 e 3.1). O filme
obtido apresentou uma cor branca com um ligeiro tom amarelo, sendo possivel cortad-lo em
forma de disco. Porém, dissolveu-se quando imerso em agua. Este resultado poder-se-a ficar a
dever a dois aspectos: (i) ao facto do HCI catalisar a hidrélise das ligacdes glicosidicas do CS,
causando quebra da cadeia polimérica do quitosano® e/ou (ii) perda da carbodiimida por
hidrolise, que é favoravel a pH baixo,® ndo estando disponivel para reagir com 0s grupos
carboxilicos do acido succinico e provocar a reticulacdo do quitosano, que o insolubiliza.

Em face destes resultados, continuou-se o trabalho com a formulacdo WD9.1. Apoés a
inversdo de fase e reticulacéo, o filme WD9.1 foi cortado em discos (Figura 3.3), que foram
utilizados para se verificar se ndo se dissolviam em agua destilada, a temperatura ambiente, ou
em PBS, a 34 °C. O filme da formulacdo WD?9.1 ndo se dissolveu, nem agua destilada nem em
PBS (Tabela 3.2). Além disso, o seu diametro aumentou significativamente, aumentando mais
em agua destilada (81%) do que em PBS (38%). Isto acontece porque o inchago dos
hidrogéis com grupos funcionais com cargas eléctricas é tanto maior quanto menor for a forca
ionica do meio no qual o filme foi imerso®, sendo que o PBS tem um forga ionica superior &

da dgua destilada.

i ii
Figura 3.3 — Discos de 2 cm de didmetro cortados a partir dos filmes de CS obtidos com a formulagdo WD?9.1 (i)
e com a formulacdo WD9.1a (ii).
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Tabela 3.2 — Variagdo do diametro de discos de filmes da formulagdo WD?9.1 ap6s serem colocados em agua
destilada (Tamn) € PBS (34 °C).

Agua destilada PBS
Diametro inicial Diametro apés 24 h, Variacdo Diametro apds 24 h, Rerefite (0
ALl (cm) Tam (M) (%) 34.°C (cm) VEMEEED (£19)
WD9.1 1,6 2,9 81 2,2 38

Lavagem dos filmes

Durante os ensaios de permeabilidade e de libertacdo em células de Franz, bem como
na quantificacdo do carregamento de PHMB, recolhem-se amostras do meio para, a partir da
sua Azss, Se determinar a concentracdo de PHMB. Por esta razdo, € necessario garantir que a
Unica substancia libertada e que absorve a 236 nm é a PHMB, pelo que os filmes tém de ser
bem lavados antes de serem utilizados, ja que a formulagdo possui outras substancias que

absorvem a este comprimento de onda (Figura 3.4). De entre os reagentes utilizados, todos

236 nm

LA
—— Quitosano

—3SA

—CMC

04

——Meio de lavagem (NaCl 0,9%) apos

lavagem de 2 h, diluido 4x
) M
]

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.4 — Espectro de absorcéo dos reagentes utilizados na preparagéo dos filmes WD9.1, dissolvidos em &gua
destilada (com excepcdo de CS, que foi dissolvido em LA a 1% (v/v)) e de uma amostra de meio de
lavagem retirada apds 2 h de lavagem em 50 mL de NaCl 0,9%, a 50 °C (diluida 4%, de modo a néo
exceder o limite maximo de absorvancia do espectrofotémetro).

absorvem a 236 nm, sendo o CS o que mais absorve. Assim, houve necessidade de submeter os
filmes WD9.1 a um processo de lavagem rigoroso. Uma possibilidade teria sido uma lavagem
num extractor de Soxhlet, utilizando 4gua como solvente. No entanto, uma vez que os discos
teriam de ser lavados individualmente porgque aderiam uns aos outros, danificando-se quando
se tentava separa-los, optou-se por ndo se usar este método de lavagem, devido ao numero
elevado de extractores necessario. Alem disso, esta extracgdo ocorreria a uma temperatura
elevada (100 °C), que poderia degradar o filme. Assim, optou-se por se seguir 0 procedimento
mencionado na subseccédo 2.1.1.

O protocolo de lavagem destes filmes anteriormente desenvolvido, durava 7 dias, uma
duracéo demasiado longa. A lavagem de um primeiro conjunto de filmes utilizados neste estudo

foi feita com base nesse protocolo (aqui designado antigo protocolo), mas procedeu-se de forma
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diferente para os conjuntos seguintes (Tabela 2.3, seccdo 2.1.1), de modo a encurtar a sua
duragéo (novo protocolo). Para isso, alterou-se os volumes dos meios de lavagem, a temperatura
e a duracdo de cada etapa. No entanto, como se pretendia seguir o processo de lavagem obtendo
espectros do meio de lavagem em cada etapa, ndo foram utilizados volumes de meio elevados,
de modo a que as substancias lixiviaveis ndo ficassem demasiado diluidas para serem
detectaveis. Também n&do se p6de comecar com um meio que provocasse um inchago méaximo
do hidrogel, de modo a facilitar a saida de substéncias lixiviaveis; como o inchago destes

hidrogéis é tanto maior quanto menor for a forca idnica do meio de lavagem,®

a agua
desionizada seria 0 meio indicado. No entanto, em agua destilada, o filme de CS inchou
demasiado e o didmetro do recipiente utilizado (copo de 250 mL) n&o era suficiente para o
conter, ficando o filme engelhado. Por outro lado, ndo era vidvel usar recipientes maiores, dado
0 espaco disponivel na incubadora. Por esta razdo, iniciou-se a lavagem, ndo com agua
desionizada, mas com NaCl 0,9% (m/v), a 50 °C. Com este meio, o filme inchou de forma a
que as substancias lixiviaveis pudessem difundir facilmente para o meio, mantendo-se o
diametro do disco ainda inferior ao didmetro do recipiente que o continha. Durante 0 processo
de lavagem, passou-se de NaCl 0,9% (m/v) para PBS e reduziu-se a temperatura de 50 °C para
34 °C, de forma a aproximar as condi¢des de lavagem as condi¢des dos ensaios de libertacdo
do farmaco, evitando-se assim que o disco alterasse as suas dimens@es quando fosse utilizado
nos ensaios de libertacdo. Quando o espectro das substancias lixiviaveis ja era de intensidade
muito reduzida, reduziu-se o volume de meio de lavagem de 50 mL para 10 mL, de modo a que
a sua concentracdo no meio de lavagem ndo fosse de tal modo baixa que impossibilitasse a sua
deteccdo, uma vez que se pretendia saber quando terminava a sua saida, para assim se dar por
concluido o processo de lavagem.

A sequéncia de espectros das amostras recolhidas ao longo da lavagem seguindo o
antigo protocolo, encontra-se representada na Figura 3.5i e a sequéncia de espectros das
amostras recolhidas ao longo da lavagem seguindo o novo protocolo, encontra-se representada
na Figura 3.5ii. Em ambos os casos, a maior remocéo de substancias lixiviaveis ocorreu nas
duas primeiras etapas. No caso do antigo protocolo, as absorvancias da primeira fase de
lavagem eram superiores as absorvancias observadas na primeira fase da lavagem com o novo
protocolo, por se ter utilizado, no antigo protocolo, um menor volume de meio. Seguidamente,
até se conseguir obter um valor de Az dentro dos limites de variabilidade do zero do
espectrofotometro, foi necessario continuar a lavagem até um total de aproximadamente 7 dias,
no antigo protocolo de lavagem, e de aproximadamente 2 dias e meio, no novo protocolo de

lavagem.
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Figura 3.5 — Sequéncia de espectros das amostras recolhidas ao longo do antigo (i) e do novo (ii) protocolos de
lavagem dos discos, com indicacdo das alteracdes feitas na solugéo utilizada como meio de lavagem

e seu volume, temperatura e agitacao.

Com base nos resultados na Figura 3.5, representou-se a variacdo da absorvancia a 236
nm das amostras recolhida ao longo do processo de lavagem (Figura 3.6). E possivel verificar
que a maior parte da remocdo de reagentes e/ou produtos de reac¢do que absorvem a 236 nm
também ocorre nas duas primeiras etapas da lavagem. Com a troca de meio de lavagem de NaCl
0,9% (m/v) para PBS, continua a remocao, sendo o nivel de residuos libertados bastante mais
baixo, ainda que se encontrem diluidos por se estar a usar um volume relativamente elevado.

Como, devido a instabilidade do espectrofotometro utilizado, a absorvancia a 236 nm
de uma solucéo de PBS (branco) oscilava entre 0,000 e 0,011, considerou-se que 0 processo
de lavagem se encontrava concluido quando se obteve, repetidamente, uma absorvancia a 236
nm entre estes valores, algo que aconteceu a partir dos 5 dias desde o inicio da lavagem,
utilizando o antigo protocolo de lavagem e 2 dias e 14 h, com o novo protocolo. Apesar de se
ter conseguido lavar os filmes em 2 dias e 14 h, esta duracdo ainda é demasiado longa,
necessitando de optimizagéo para que decorra num intervalo de tempo bastante menor.

Durante o processo de lavagem, verificou-se que os discos comecaram por aumentar de
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Figura 3.6 — Variacdo da absorvancia a 236 nm de amostras retiradas em cada etapa do processo de lavagem de
discos WD9.1 seguindo o antigo (i) e o novo (ii) protocolo de lavagem, com indicacéo dos diferentes
meios (NaCl 0,9% e PBS), volumes e temperaturas. No gréafico (ii), nas 2 dltimas colunas, encontra-
se representada a variagdo tipica da absorvancia a 236 nm de amostras de PBS (branco) que ocorreu
durante a medicdo das absorvancias representadas em ambos os graficos. As colunas inexistentes
(gréfico (ii), coluna 3 e 9) devem-se a Azss = 0.

diametro, diminuindo em seguida e terminando com um diametro ligeiramente superior ao
didmetro inicial. Os discos lavados de acordo com o antigo protocolo de lavagem (Figura 3.71)
que, inicialmente, possuiam um diametro de 2,3 cm, sofreram um aumento para 4,1 cm durante
as duas etapas de lavagem com NaCl 0,9% (m/v), tendo diminuido para 2,7 cm no final das
etapas com PBS. Ja os discos lavados de acordo com o novo protocolo (Figura 3.7ii) que,
inicialmente, possuiam um didmetro de 1,65 cm, sofreram um aumento para 3,1 cm durante as
duas etapas de lavagem com NaCl 0,9% (m/v), tendo diminuido para 2 cm no final das etapas
com PBS. O aumento de diametro inicial deve-se a penetracdo da dgua no hidrogel, devido a
natureza hidrofilica do hidrogel e ao gradiente de forga idnica entre o seu interior e o exterior,
causando um aumento do seu volume e ndo se dissolvendo por se encontrar reticulado
covalentemente. Como a sua espessura é bastante menor que o didmetro, este aumento de
volume reflete-se maioritariamente num aumento do didmetro. Quando se passou de NaCl 0,9%
(m/v) para PBS, como o PBS tem uma forca idnica superior & de uma solucdo de NaCl 0,9%
(m/v) (0,18 M versus 0,15 M, respectivamente), ao aumentar a forga ionica no meio onde 0s
discos sdo inseridos, o gradiente de forca idnica entre o exterior e o interior diminui, pelo que
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Figura 3.7 — Variacdo do didmetro dos discos WD9.1 no final de cada etapa do processo de lavagem dos discos
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ta

gera-se uma pressdo osmotica que causa um fluxo de agua do interior do disco para o exterior,

que provoca a diminuicao do seu diametro.

Espessura dos filmes

A espessura de filmes secos e de filmes inchados em PBS foi medida de forma a
conhecé-la e, também, verificar se se conseguia preparar discos que, depois de lavados e
inchados, possuissem uma espessura reprodutivel, de modo a que os resultados obtidos nos
ensaios de permeabilidade e de libertacdo sejam comparaveis. Para cada disco, foi calculada a
espessura média, a partir de medicdes feitas em trés pontos do disco, tendo-se medido trés
discos. Comecou-se por medir as espessuras de um conjunto de discos cortados a partir de 5
filmes preparados independentemente e que foram lavados e inchados em PBS (grupos laV,
Tabela 3.3). Em seguida, procurou-se saber se, em cada conjunto, as espessuras dos discos que
0 compunham eram ou ndo semelhantes. Os resultados obtidos mostram que, em 4 dos 5 grupos,
ndo se encontraram diferencas com significado estatistico mas, num deles (grupo 1), encontrou-
se uma diferenca com significado estatistico (p < 0.05). Assim, em geral, existe
reprodutibilidade nas espessuras de discos cortados a partir do mesmo filme, lavados e inchados
em PBS. Quando se comparou a espessura média dos 5 conjuntos de discos, também néo se
encontraram diferencas com significado estatistico (Tabela 3.3), indicando que existe

reprodutibilidade na espessura de discos com origem em filmes preparados independentemente.
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Tabela 3.3 — Avaliacdo da reprodutibilidade da espessura de 2 ou 3 discos de 1,65 e 2,3 cm de didmetro, lavados
e inchados, cortados a partir de 5 discos de 5 cm de diametro também lavados e inchados (grupos |

aVv).
Grupo de discos i i
P Elsp_essura Desvio padréo (mm) DITETEITE Al d|5(1:os Diferenca entre grupos?
(n=2o0u3) média (mm) do mesmo grupo

| 0,44 0,03 ns

1 0,45 0,01 *
i 0,46 0,01 ns ns
v 0,44 0,02 ns

\ 0,46 0,02 ns

% ns — Diferenca ndo significativa entre as espessuras de discos do mesmo grupo (p > 0,05); ANOVA (para n = 3) ou teste t de Student (para n = 2), a um nivel de
significancia de 95%. * — Diferenca significativa entre discos do mesmo grupo (p < 0,05); ANOVA (para n = 3) ou teste t de Student (para n = 2), a um nivel de
significancia de 95%.

2. ns — Diferenca ndo significativa entre as espessuras médias dos 5 grupos de discos (ns, p > 0,05); ANOVA, a um nivel de significancia de 95%.

Uma vez que a PHMB é uma molécula com grupos ionizaveis de carga positiva, podera
alterar a capacidade de inchago de um hidrogel de CS quando se encontra no seu interior,
alterando a espessura dos discos. Assim, procurou-se saber se a presenca de PHHMB nos discos
tinha algum efeito na espessura dos discos. Quando se comparou a espessura média de discos
com e sem PHMB (Tabela 3.4), verificou-se que a diferenca entre as respectivas espessuras
médias ndo tinha significado estatistico, indicando que a presenca de PHMB néo teve efeito na

espessura dos discos inchados.

Tabela 3.4 — Comparacao da espessura de discos lavados e inchados e carregados com PHMB em PBS e discos
lavados e inchados em PBS.

Grupo de discos Espessura média (mm) * Desvio padrao (mm)
Com PHMB em PBS? 0,45 0,02
Em PBSP 0,46 0,02
an=10;Pn=3.

1. Diferenga ndo significativa (ns) entre as espessuras médias dos 2 tipos de discos (p > 0,05); teste t de Student, a um nivel de significancia de 95%.

Como se estudaram discos que foram carregados e autoclavados, procurou-se saber se
a autoclavagem tinha algum efeito na espessura dos discos. A espessura média dos discos
carregados e autoclavados ndo apresentou uma diferenca com significado estatistico em relacéo
a espessura média de discos carregados e ndo autoclavados (Tabela 3.5), indicando que a

Tabela 3.5 — Comparacéo da espessura de discos carregados com PHMB e autoclavados com a espessura de discos
carregados com PHMB mas néo autoclavados.

Grupo de discos Espessura média (mm) Desvio padrdo (mm)!
Com PHMB, autoclavados? 0,44 0,02
Com PHMB, néo autoclavados® 0,46 0,02

an=2:n=3.
% Diferenca ndo significativa (ns) entre as espessuras médias dos 2 tipos de discos (p > 0,05); teste t de Student, a um nivel de significancia de 95%.
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autoclavagem néo afectou a espessura dos discos. Assim, dado concluir-se que, para o conjunto
de discos testado, a espessura dos discos é comparavel em todas as situa¢des estudadas, € seguro

fazer a comparacdo entre os resultados dos varios ensaios feitos com diferentes discos.

3.1.2. Filmes de quitosano e alginato

O ALG é um polimero natural biocompativel, com baixa toxicidade, economicamente
acessivel e capaz de reticular o CS com a ajuda da CMC, pois possui grupos carboxilicos.
Estudos publicados relativos ao desenvolvimento de hidrogéis de CS e ALG revelaram filmes
possuidores de melhor flexibilidade, resisténcia mecanica e capacidade inchaco, além de uma
libertagdo de farmaco mais duradoura e melhor controlada.’® Neste sentido, pretendeu-se
preparar filmes de CS e ALG como alternativa aos filmes da formulacdo WD9.1, de forma a
estudar o seu potencial como pensos curativos. As formulagdes testadas encontram-se na Tabela
2.4 (subseccdo 2.1.2) e, os resultados obtidos, na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Resultados da preparacdo de filmes de CS contendo ALG na formulagdo (a composicdo das
formulacBes encontra-se na Tabela 2.4).

Nome Resultado
WD11 ALG ndo se dissolveu completamente. Filme obtido era descontinuo e heterogéneo.
WD11.1 ~ .
ALG ndo se dissolveu.
WD11.1a
WD11.1c Ocorreu precipitacdo apds se juntar a solucdo de CS a de ALG.
wD11.1d
WD11.1d1 . .
ALG ndo se dissolveu.
WD11.1d2
WD11.1d3
WD11.1d4
WD11.1d5 Ocorreu precipitagio apos se juntar a solucio de CS a de ALG.
WD11.1d6
WD11.1b Ocorreu precipitacdo ap0s se juntar a solucdo de CS a de ALG.

A preparacdo de filmes de CS e ALG teve inicio na formulacdo WD11 (Tabela 2.4,
subseccdo 2.1.2). Esta formulagdo e idéntica @ WD9.1 (Tabela 2.4, subsecgdo 2.1.2), com a
diferenca de que se adicionou ALG (5% (m/v)) apos a adi¢do de SA. Com esta formulagéo,
embora ainda que nédo tenha sido possivel dissolver a totalidade do ALG, tentou-se obter um
filme, algo que foi possivel apds 24 h a 50 °C. No entanto, o filme resultante era heterogéneo e
descontinuo (Tabela 3.6). Uma vez que este filme ndo possuia as caracteristicas necessarias,
possivelmente devido a existéncia de ALG por dissolver, tentou-se procurar condi¢es que
dissolvessem o ALG na totalidade. Assim, diminuiu-se a concentracdo de ALG para 1% e

retirou-se 0 SA (WD11.1, Tabela 2.4, subsecc¢éo 2.1.2), mas ndo se conseguiu dissolver o ALG
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completamente (Tabela 3.6). Em seguida, procurou-se subir o valor de pH da solucéo de CS na
formulacdo WD11.1 adicionando NaOH (formulagdo WD11.1a, Tabela 2.4, subseccéo 2.1.2),
de modo a facilitar a solubilizacdo de ALG, j& que este é mais sollvel para valores de pH

elevados,%t

mas também ndo se conseguiu dissolver o ALG (Tabela 3.6). Também néo se
conseguiu obter uma solucdo em formulac6es em que o ALG foi primeiro dissolvido em LA a
1% e s6 depois adicionado a uma solucdo de CS em LA a 1%, em diferentes proporc¢des
(formulacbes WD11.1b e WD11.1c, Tabela 2.4, subsecgéo 2.1.2), tendo ocorrido precipitacéo
durante a adi¢do, nem se conseguiu dissolver o ALG quando se trocou o solvente da formulagéo
WD11.1 (LA) por AA, também a 1% em volume (formulacdo WD11.1d, Tabela 2.4, subsec¢éo
2.1.2). Explorou-se, ainda, esta formulacdo com AA, primeiro adicionando-lhe PBS
(WD11.1d1, Tabela 2.4, subsec¢do 2.1.2) de modo a subir o pH e, também, variando a
proporcdo CS/ALG, mas ndo se conseguiu ter ALG em solucédo (Tabela 3.6). Por fim, tentou-
se a mistura de uma solucao de CS em AA (0,5 %) com uma solucdo de ALG em agua destilada,
adicionando a 1.2 a 2.2 em diferentes propor¢oes (WD11.1d4, WD11.1d5 e WD11.1d6, Tabela
2.4, subsecgdo 2.1.2). Ainda que tanto o CS como o ALG se tenham dissolvido nas
respectivas solucdes, quando se adicionou a solucdo de CS a de ALG, ocorreu precipitacao
(Tabela 3.6). Assim, ndo foi possivel preparar filmes de CS/ALG pelo método escolhido e com

as formulagdes testadas, por ndo se conseguir dissolver o ALG.

3.2. Permeabilidade dos filmes a PHMB

Num ensaio preliminar de libertagdo de PHMB, concluiu-se que a velocidade de
libertacdo de PHMB a partir de filmes de CS era demasiado elevada para o uso que se lhes
pretende dar. Sendo a PHMB um polimero e, por isso, de tamanho superior ao dos farmacos
tipicos, podera ter dificuldade em penetrar na malha polimérica dos discos, limitando-se as
camadas superficiais. Adicionalmente, como tanto a PHMB como o CS possuem carga eléctrica
positiva e, apesar do carregamento ser feito numa solucdo que contém sais dissolvidos (PBS),
gue possuem o potencial de neutralizar a repulsdo eléctrica entre moléculas (screening), a
concentracdo de sais podera ser insuficiente para este efeito e podera haver dificuldade na
penetracdo da PHMB. Assim, procurou-se verificar se a PHMB era capaz de atravessar discos
WD?9.1. Neste estudo, utilizaram-se discos sem PHMB, montados em ceélulas de difusdo de
Franz que continham uma solugcdo de PHMB na camara dadora e PBS na camara receptora
(Figura 2.2, seccdo 2.5) e representou-se a evolucdo no tempo da massa total de PHMB que
atravessou o disco e se acumulou na cdmara receptora da célula. Foram feitos ensaios com duas

concentracdes de PHMB diferentes, com o intuito de confirmar que os resultados que
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indicariam que a PHMB atravessava o filme ndo surgiam por a PHMB ter passado para a cAmara
receptora através de um qualquer caminho que ndo implicasse a travessia do filme (fuga), ja
que a difusdo através do disco aumentaria com a concentracdo de PHMB na cdmara dadora.
Como se pode observar na Figura 3.8, ambas as curvas apresentaram um perfil linear nas
primeiras 3 horas. A partir desta parte das curvas, que corresponde a um estado estacionario,
calculou-se o fluxo no estado estacionario de PHMB através do disco (Jss) e o coeficiente de
permeabilidade da PHMB através do disco (P), obteve-se o tempo de laténcia (t.) e, a partir
deste, calculou-se o coeficiente de difusdo da PHMB através do disco (D), parametros
apresentados na Tabela 3.7. Os valores de Jss, P e D, aumentaram com a concentragdo de
PHMB, enquanto que t. diminuiu, significando que a PHMB atravessa o disco mais
rapidamente quando a sua concentracdo é mais elevada, tal como seria de esperar. Assim, pode

afirmar-se que a molécula de PHMB conseguiu difundir através dos discos ensaiados.
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Figura 3.8 — Massa de PHMB acumulada que atravessou o disco de CS ao longo do tempo, a 34 °C, numa célula
de Franz de 14,5 mL, utilizando uma solucdo de 5 mg/mL de PHMB em PBS (n = 2) e uma solu¢do
de 10 mg/mL de PHMB em PBS (n = 3). As linhas representam a regresséo linear feita com os pontos
na fase linear inicial (estado estaciondario). As barras de erro representam o desvio padrdo de cada
ponto. O grafico menor € uma ampliagdo da 1.2 hora do ensaio que permite melhor visualizar o t, de
ambos os estudos.

Tabela 3.7 — Fluxo no estado estacionario (Jss), coeficiente de permeabilidade (P), tempo de laténcia (t) e
coeficiente de difusdo (D) de PHMB através do disco, obtidos nos ensaios de permeabilidade com
solucBes de PHMB de 5 e 10 mg/mL em PBS.

Concentracéo da solucéo de PHMB 5 mg/mL 10 mg/mL
Jss (ng/cm?/h) 124 268
P (cm/h) 0,02 0,03
tL (min) 55 3,3
D (cm?/s) 9 x 107 1x 10
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N&o tendo sido encontrado qualquer relato na literatura em que fosse calculado o
coeficiente de difusdo da PHMB em PBS, noutra solucdo aquosa ou em &gua, ou algum dos
outros parametros calculados neste estudo, de modo a perceber se os valores obtidos para estes
parametros eram validos, procurou-se compara-los com o de uma molécula com alguma
semelhanca com a PHMB. Seleccionou-se a protamina, uma proteina predominantemente
composta por arginina e, como tal, com carga eléctrica positiva e com peso molecular tipico de
cerca de 4500 g/mol,*®2 um valor préximo do limite superior do intervalo de valores para a
PHMB (entre 700 a 4200 g/mL).%° O coeficiente de difusdo da protamina (em LiCl 10 mM) é
de 1,2 £ 0,1 x 108 cm?/s(*%%), sendo da mesma ordem de grandeza dos valores do coeficiente
de difusdo obtidos no ensaio de permeabilidade, parecendo validar os resultados obtidos. No
entanto, € preciso ter em conta que, apesar da semelhanca com a PHMB, a protamina podera
ter dimensGes e conformacdo diferentes da PHMB em solucdo e o valor do coeficiente de
difusdo da protamina resulta de um estudo eletroquimico efectuado numa solucéo de LiCl 0,01
M.

3.3. Carregamento e libertagao de PHMB

3.3.1. Carregamento de PHMB em filmes WD9.1 por imersao

Como mencionado na subseccdo 2.7.1, um dos tipos de carregamento de PHMB em
filmes WD9.1 foi o carregamento por imersdo, em que se submergiram os filmes na forma de
disco numa solucdo de PHMB e, por diferenca entre a massa de farmaco presente na solucéo
antes e depois do carregamento, determinou-se a capacidade de carregamento de PHMB no
filme. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.8. S6 se conseguiu obter resultados com
um dos discos e, com esse, 0 rendimento de carregamento foi somente de 1% em relagdo a
massa de PHMB presente na solugéo, tratando-se de um rendimento de carregamento muito
baixo. Este resultado pode ficar a dever-se ao facto de se ter optado por fazer o carregamento
na presenca de um grande excesso de PHMB, de modo a procurar fazé-lo em condigdes que

proporcionassem um carregamento maximo. Nestas condicGes, pode ndo conseguir detectar-se

Tabela 3.8 — Massa carregada e rendimento de carregamento de PHMB nos discos WD9.1, por imersdo numa
solugdo de 5 mg de PHMB/mL de PBS, durante 24 h a 34 °C, sob agitacéo a 100 rpm.

Massa de PHMB carregada Rendimento de carregamento
Di i
isco (ng de PHMB/mg disco (ug de PHMB/cm?) (%)
Seco)
1 5 67 1

2 _* _* _*

3 _* _* _*

* Nao determinado pois no se obteve diferenga entre a massa de PHMB presente na solugio de carregamento antes e depois do carregamento.
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diferenca entre a massa de PHMB presente na solucdo de carregamento antes e depois do
carregamento, ja que, existindo um grande excesso de PHMB, podera nao se conseguir detectar
a reduzida massa de PHMB que entrou no disco. Tudo indica ser este 0 caso ja que, 0s dois
discos em que ndo se encontrou diferenca entre a massa de PHMB antes e depois do

carregamento (discos 2 e 3), quando ensaiados, libertaram PHMB.

3.3.2. Carregamento de PHMB em filmes WD9.1 por imersao e autoclavagem

De forma a evitar que, ao serem usados como pensos curativos, os filmes de CS sejam
um veiculo para algum tipo de infecéo, os pensos curativos devem ser preparados em condicGes
assépticas ou submetidos a um processo de esterilizacdo terminal. No entanto, o processo de
esterilizacdo ndo pode danificar o filme ou o farmaco, nem alterar desfavoravelmente a cinética
de libertagdo do farmaco. Desta forma, utilizou-se a autoclavagem como método de
esterilizacdo terminal, por ser um método utilizado em pensos curativos e por se saber que 0
farmaco utilizado era termicamente resistente.>® Como a quantidade de farmaco carregado por
imersdo aumentaria quando se aumenta a temperatura a que o0 carregamento ocorre, se a
temperatura for o Unico factor a afectar significativamente o coeficiente de difusdo do farmaco,
aproveitou-se a autoclavagem para, em simultaneo, se proceder ao carregamento da PHMB,
levando a cabo a autoclavagem com o disco imerso numa solucdo de PHMB.

Comecou-se por investigar de que forma a autoclavagem afetava o aspecto visual dos
discos WD9.1. Foram autoclavados discos a seco, na presenca de PBS e na presenca de uma
solugcdo de 10 mg/mL de PHMB em PBS. A Figura 3.9 mostra o aspecto dos discos
autoclavados (discos 2 a 4) e de um disco mantido a temperatura ambiente (disco 1). Os discos
autoclavados em PBS e na solucdo de PHMB apresentavam-se ligeiramente enrolados. No
entanto, exibiam uma flexibilidade suficiente para voltarem a ficar planos, sendo possivel

monta-los em células de difusdo de Franz. Apresentavam uma cor amarelada, mais escura do

. Cl J ‘ ©
1 = 3 N
Figura 3.9 — Fotografias de discos WD?9.1 ap06s a autoclavagem. 1- Disco ndo autoclavado e mantido a temperatura
ambiente. 2- Disco autoclavado a seco. 3- Disco autoclavado imerso em PBS. 4- Disco autoclavado

imerso numa solugdo de PHMB em PBS.

que a de discos ndo autoclavados. Ja o disco autoclavado a seco apresentava-se castanho escuro,
indicativo de que sofreu forte degradacdo térmica. O escurecimento dos discos apos
autoclavagem pode ser devido a ocorréncia da reacdo de Maillard, ja referida na subsecgdo

3.1.1.7% No caso dos filmes de CS que sofreram autoclavagem a seco, para além da ocorréncia
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da reaccdo de Maillard, é possivel que ocorra degradacdo por despolimerizacdo da cadeia de
CS e reticulagdo intermolecular envolvendo grupos aminicos.*®> Assim, os discos WD9.1 ndo
poderéo ser autoclavados a seco, tendo de ser autoclavados em solug¢éo aquosa, o que possibilita

o carregamento da PHMB durante a autoclavagem.

3.3.3. Analise termogravimétrica dos filmes autoclavados

O objetivo desta analise por TGA foi de apurar o efeito da esterilizacdo em autoclave
sobre filmes de CS, em particular, sobre a sua estabilidade térmica, uma vez que a esterilizacdo
ocorre a uma temperatura elevada (121 °C). Pretendeu-se, também, saber se a presenca de
PHMB teria algum papel nalgum efeito detectado. Para isso, 0s termogramas de amostras
esterilizadas em PBS e numa solucdo de PHMB em PBS foram comparados entre si e com 0
do filme ndo esterilizado, assim como com resultados reportados noutros estudos, de forma a
também se perceber se os resultados da analise térmica eram ou ndo concordantes com os de
outros estudos.

Os resultados da analise térmica foram representados na forma de dois termogramas
(Figura 3.10): (i) o de TGA, que representa a perda de massa (m) ocorrida quando se variou a
temperatura (T); e (ii) o de DTG, que representa a primeira derivada em relagéo a temperatura
da curva do termograma de TGA (dm/dT, Figura 3.10). Os valores das temperaturas de inicio
da transicdo principal (T2'), de fim da transicdo principal (T2") e da temperatura correspondente
ao ponto de inflexdo na curva de DTG, correspondente ao ponto de perda maxima de massa na
curva de TGA (T2™®), encontram-se apresentados na Tabela 3.9.
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1 \ ——Filme WD9.1 néo esterilizado
100 '
1 = TFilme WD9 1 esterilizado em PBS 0.5
AL »
90 A1) Filme WD9 1 esterilizado em 10 mg/mL de
PHME em PBS
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= 80 —
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Figura 3.10 — Termogramas de TGA (linhas continuas) e de DTG (linhas a ponteado) de filmes WD9.1 nédo
esterilizados, esterilizados em PBS e esterilizados numa solucdo de 10 mg/mL de PHMB em PBS.

Como se pode observar na Figura 3.10, as trés curvas de TGA sdo semelhantes e, em
todas elas, a transicdo principal, correspondente a maior perda de massa, inicia-se entre 244 e

254 °C, devendo-se a degradacéo térmica do filme. A T2' do filme néo esterilizado foi idéntica
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Tabela 3.9 — Temperatura inicial da transicdo principal (T,), temperatura final da transi¢do principal (T2,
temperatura da perda maxima de massa (T.™®), percentagem de massa perdida na transicdo
principal e percentagem de massa total perdida, identificadas na analise por TGA/DTG de filmes
WD9.1 ndo esterilizados, esterilizados em PBS e esterilizados numa solucdo de PHMB em PBS.

Perda de massa da

Perda de massa

Filme T2 (°C) T2"™*(°C) T2'(°C) transigo principal total (%)
(%)
N&o esterilizado 244 273 300 38 56
Esterilizado em PBS 245 276 302 42 53
Esterilizado em 10 mg/mL de PHMB em PBS 254 272 294 39 54

a do filme esterilizado em PBS (244 °C e 245 °C, respetivamente), mas o filme esterilizado em
PHMB apresentou uma T>' superior a dos restantes em cerca de 10 °C (254 °C). A T foi
semelhante para os filmes nédo esterilizado e esterilizado em solu¢do de PHMB (273 °C
e 272 °C, respectivamente), sendo ligeiramente superior no caso do filme esterilizado em PBS
(276 °C). As T.' do filme nZo esterilizado e do filme esterilizado em PBS foram também
semelhantes (300 e 302 °C, respetivamente), sendo a do filme esterilizado em PHMB inferior
(294 °C). Posto isto, verifica-se que a presenca de solucdo de PHMB em PBS durante a
esterilizacdo resulta num valor de T2' que é cerca de 10 °C superior ao dos casos em que 0s
filmes ndo foram esterilizados ou foram esterilizados na presenga de PBS, sugerindo que a
presenca de PHMB tem um efeito estabilizador. Este efeito podera ocorrer por interac¢do entre
a PHMB e as cadeias poliméricas do filme, uma vez que ambos possuem a capacidade de
interaccdo através de ligagBes de hidrogénio. E, assim, vantajoso efectuar a esterilizacdo na
presenca da solucdo de PHMB, o que ocorre quando se efectua o carregamento dos discos
durante a autoclavagem.

E possivel, ainda, observar que ocorre alguma perda de massa antes de ocorrer a
degradacéo principal. Esta perda inicial comeca quase imediatamente ap6s o inicio do teste, no
caso do filme ndo esterilizado, mas comeca apenas por volta dos 100 °C no caso dos filmes
esterilizados em PBS e em solucdo de PHMB, tal como sucede com outros estudos na literatura
comparaveis (Anexo I, Tabela All.1 ), devendo-se, essencialmente, a evaporacdo de agua
residual adsorvida’® e de algum LA residual (ponto de ebuli¢do: 122 °C). No caso do filme ndo
esterilizado, a perda de massa comeca logo no inicio do termograma, contrariamente aos filmes
esterilizados, o que podera ser explicado pelo facto do filme nédo esterilizado néo ter sido
submetido a extraccdo em meio aquoso que ocorrera durante o processo de autoclavagem. Esta
extraccao resultard em perda de massa da amostra por remogéao de excesso de reagentes e por
alguma solubilizagéo, podendo ter também ocorrido perda de LA residual por volatilizagao,
ainda que todas as amostras usadas na analise por TGA, incluindo a amostra que néo sofreu

esterilizacdo, tenham sido sujeitas a um detalhado processo de lavagem antes da esterilizacdo
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(subseccéo 2.1.1).

O filme n&o esterilizado apresentou valores de T,', T;™* e T,f semelhantes ao que se
encontrou na literatura (Anexo I, Tabela All.1). Quanto aos dois filmes esterilizados, nédo foi
possivel comparar os resultados obtidos com a literatura, pois ndo se encontrou qualquer
trabalho no qual se tenha feito uma analise de TGA a filmes a base de CS que tenham sido
submetidos a esterilizagdo por autoclavagem.

A percentagem de massa perdida durante a transicdo principal foi semelhante nos trés
casos, com valores de 38% e 39% para os filmes néo esterilizado e esterilizado na solucéo de
PHMB em PBS, respectivamente, apresentando o filme esterilizado em PBS um valor
ligeiramente superior (42%). Ja no que diz respeito a percentagem total de massa perdida, ela
foi superior no caso do filme n&o esterilizado (56%) e semelhante entre si no caso dos filmes
esterilizados em PBS e na solugdo de PHMB (53 e 54%, respectivamente), indicando uma perda
de massa ligeiramente inferior devido a degradacdo térmica quando na presenca de PBS ou de
PHMB em PBS. Isto indica que a esterilizacdo destes filmes néo afeta significativamente a
perda de massa da transicéo correspondente a degradacdo do CS e que diminui a massa total
perdida. Tal podera ser explicado pelo facto do filme ndo esterilizado, ndo tendo sido submetido
ao processo de esterilizacdo por autoclavagem, ndo sofreu o processo de extraccdo em meio
aquoso atras referido, ainda que todas as amostras usadas na analise por TGA tenham sido
sujeitas a um detalhado processo de lavagem (subsecc¢do 2.1.1). A percentagem de massa
perdida na transicao principal do filme ndo esterilizado foi idéntica ao relatado na literatura,
enguanto que a perda de massa total deste filme foi inferior (Anexo I, Tabela All.1). A perda
de massa da transicdo principal e a perda de massa total dos filmes esterilizados ndo foram
comparadas com a literatura por ndo se ter encontrado qualquer trabalho em que se tenham
estudado por TGA filmes a base de CS autoclavados.

Caso a PHMB se encontrasse presente no interior do filme esterilizado numa solucéo de
PHMB em PBS, poderia ser possivel detectar a sua presenca por TGA, uma vez que as
temperaturas das transi¢des térmicas de PHMB (200 — 210 °C, 240 °C e 360 °C, 473 °C e 520
°C)%°6 njo ocorrem no intervalo em que ocorre a transigdo principal do filme esterilizado (245
— 302 °C). No entanto, ndo se conseguiu detectar, podendo isso ficar a dever-se a nao ter

penetrado no filme em quantidade suficiente para a sua detecgédo por TGA.

3.3.4. Carregamento de PHMB por adi¢do a formulacdo WD9.1

Como os resultados obtidos que a seguir serdo apresentados (subsec¢do 3.3.5) indicaram
que se esta longe de ter uma libertacdo de PHMB que dure cerca de 2 dias (a frequéncia de troca

de pensos curativos comerciais com PHMB)" e, como na subsecgéo 3.5.1. ndo se conseguiu
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quantificar o carregamento de farmaco em todos os discos, estes resultados levam a crer que a
quantidade de farmaco carregado podera ser insuficiente para o pretendido. Como ja referido
(seccdo 3.2), podera haver dificuldade na penetracdo da PHMB na malha do filme de quitosano
reticulado, o que tera como consequéncia um baixo carregamento de PHMB, limitando-se a sua
presenca a superficie do filme e pouco abaixo dela. Se assim for, a PHMB também se libertara
muito rapidamente. De modo a procurar resolver esta hipotética dificuldade de penetracdo da
PHMB no filme e conseguir ter PHMB distribuida em toda a espessura do filme, carregaram-
se os filmes com PHMB adicionando PHMB a formulacdo antes da formacgdo do filme,
dissolvendo-a juntamente com os componentes da formulacao. Para isso, adicionou-se a PHMB
a formulagdo WD9.1, seguindo o procedimento mencionado na subseccdo 2.1.1 para a
preparacdo da formulagdo WD9.1 e respectivos filmes, e cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 3.10. Esta adicdo da PHMB ocorreu em momentos diferentes da preparacdo e em
diferentes concentracfes (Tabela 2.5, subseccdo 2.7.2) de modo a permitir a ocorréncia de
reticulacdo antes da adicdo da PHMB. Quando a PHMB foi adicionada ap6s a adigdo de todos
0s componentes, dissolveu-se sempre, excepto quando se encontrava na concentragdo mais
elevada (20% em massa, em relacdo a massa de CS), sendo sempre possivel obter filmes com
caracteristicas promissoras. No entanto, contrariamente ao que sucedia com os filmes
resultantes da formulagdo WD?9.1, estes filmes dissolviam-se em PBS, a 34 °C (formulacGes
WD9.1 5, WD9.1 10, WD9.1 20 e WD9.1_20a2, Tabela 2.5, subseccéo 2.7.2), implicando
que a reaccdo de reticulacdo ndo ocorreu em grande extensdo. Esta falha na reticulacdo é

explicavel atendendo a que a PHMB possui grupos =NH, que sdo capazes de reagir com 0s

Tabela 3.10 — Caracteristicas de filmes com PHMB na formulacéo, apés retirada do respetivo molde.

AU Remogdo do  Caracteristicas dos Solubilidade
formulagéo i i
Nome ¢ molde filmes UG H20: T. PBS; 34 °C
(%, VIV) 2 amb :
WD9.1 5 -* -* -* Solavel Solavel
WD9.1_5al -* -* -* Solavel Solavel
WD9.1 10 LA 19 -* -* -* Solavel Solavel
WD9.1_10al i > > o Soluvel Solivel
WD9.1_20 -* -* -* Insoltvel Solavel
WD9.1 20a2 -* -* -* Solavel Solavel
Amarelo torrado, :
WD9.4 10al AA, 1% Fécil. pouco uniforme, Insoltvel Insoltvel
rugoso e flexivel. ok
Alguma Branco, pouco -
WD9.5_10al HCI, 0,3% dificuldade uniforme, rugoso e @ Solavel -*
em retirar. flexivel.
WD9.5.1_10al HCI, 0,2% Fécil. ?Jgggg'e“ﬂgg{\?;f' G N Insoldvel Insoldvel
' < o

* Néo se testou.
** Por lapso, ndo se possui fotografia do filme apés a sua retirada do molde. A fotografia apresentada é de um disco cortado a partir do filme obtido.
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grupos carboxilicos activados pela CMC,* competindo com os grupos aminicos do quitosano,
encontrando-se a PHMB em grande excesso. Assim, de modo a evitar esta competicéo,
adicionou-se PHMB somente ap0s deixar a carbodiimida reagir durante diferentes intervalos
de tempo e, assim, permitir a ocorréncia da reticulacdo do CS atraves do SA. Nesta tentativa,
conseguiu-se dissolver a PHMB e obter filmes, mas os filmes obtidos continuaram a dissolver-
se em PBS (formulagbes WD9.1 5al, WD9.1 10al, WD9.4 10al, WD9.5 10al e
WD9.5.1_10a1l, Tabela 2.5, subsecgdo 2.7.2).

De modo a procurar encontrar uma solucdo para a dissolucdo dos filmes contendo
PHMB, procurou usar-se outro acido na formulacdo, de modo a que o valor de pH da
formulagdo fosse mais proximo do valor mais favoravel a activacéo de grupos carboxilicos pela
CMC e a subsequente reaccdo destes com grupos aminicos (pH entre 4 e 6),% continuando a
adicionar-se a PHMB somente ap0s deixar a carbodiimida reagir durante algum tempo. Além
disso, diminui-se a perda da CMC por hidrdlise, ja que esta é tanto mais extensa quanto mais
baixo for o pH.% Quando o LA a 1% em volume foi substituido por AA a 1% (formulagio
WD9.4_10al), obteve-se um filme promissor, que ndo se dissolveu nem em agua, nem em PBS
a 34 °C. Ja quando se substituiu o LA por HCI, um &cido que nao € carboxilico e como tal ndo
reage com a CMC, a 0,3% em volume (0,085 M), o filme resultante (WD9.5_10a) néo foi téo
facil de remover do molde, apresentou-se pouco uniforme e dissolveu-se em agua (Tabela 2.5,
subsecdo 2.7.2). Tal como mencionado na subseccdo 3.1.1 para o caso da WD9.1la, a
concentracdo de HCI (0,09 M) para a preparacao do filme WD9.5_10al foi escolhida de modo
a ter-se um pH préximo do da solucdo de LA, necessario para se dissolver o CS, mas que
minimizasse a possibilidade de hidrélise significativa das ligacGes glicosidicas do CS. Neste
caso, o filme poder-se-a ter dissolvido devido a hidrélise das ligacGes glicosidicas do CS,
catalisada pelo HCI, e/ou devido a destruicdo da CMC por hidrélise, que ocorre a pH baixo,
ndo ocorrendo reticulacdo significativa, ou hidrélise da ligacdo amida responsavel pela
reticulagdo do CS. Procurou-se, ainda, baixar a concentracdo da solucdo de HCI de modo a
diminuir a extensao de hidrolise do CS e da CMC, de modo a ainda conseguir dissolver o CS,
tendo-se baixado para 0,2% (0,07 M). O filme resultante (WD9.5.1 10al) apresentou
caracteristicas promissoras e ndo se dissolveu nem em agua, nem em PBS. Assim, conseguiu-
se preparar filmes contendo PHMB que nao se dissolviam nem em agua, nem em PBS, a 34 °C,
utilizando solugbes de AA a 1% em volume e HCI a 0,3% em volume como solventes
(formulagGes WD9.4_10al e WD9.5.1 10al).
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3.3.5. Caracterizacao da libertagdo de PHMB

E pretendido que a PHMB carregada nos discos de CS ndo seja libertada toda de uma
sO vez, de forma a que os filmes de CS preparados sejam Vvidveis como pensos curativos,
libertando PHMB de forma controlada durante cerca de 2 dias, atendendo a periodicidade de
troca mais comum de pensos curativos que libertam PHMB (seccdo 1.7), e acima da
concentracdo correspondente a MIC90 para as espécies bacterianas mais comuns em feridas
(seccdo 1.7). O estudo da libertagcdo da PHMB a partir de filmes preparados por carregamento
em imersao foram levados a cabo em células de Franz, segundo o procedimento mencionado
na secc¢ao 2.8, tendo como objetivo estudar a cinética de libertacdo da PHMB e assim perceber
quais as formulacGes que permitem obter discos que libertem o farmaco da forma pretendida.
Como a camara dadora das células de Franz se encontra vazia, foi colocado um disco de PVC
transparente sobre o disco a ensaiar, de modo a ndo se perder solucdo recetora para a camara
dadora, através do disco a ser ensaiado, algo que sucedia na auséncia deste 2.° disco. Os
resultados obtidos foram representados na forma de um gréafico que relaciona a massa
acumulada de PHMB por area de disco exposta ao meio com o tempo decorrido, com o objetivo
de se perceber qual a duragdo da libertacdo de PHMB e qual a quantidade méxima libertada.

Inicialmente foi feito um ensaio preliminar utilizando discos WD?9.1 secos de 1,2 cm de
diametro e células de Franz de 5,3 mL (Figura 3.11i). Neste ensaio, os discos foram carregados
por imersdo numa solucdo de PHMB a 5 mg/mL em PBS, durante 24 h, a 34 °C e sob agitacgéo.
A curva obtida apresentou-se irregular e com réplicas com fraca reprodutibilidade,
apresentando barras de erro de dimensdo consideravel. Esta fraca reprodutibilidade foi

inesperada, dada a boa reprodutibilidade nas espessuras dos discos inchados. Também se
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Figura 3.11 — Massa de PHMB libertada pelo disco de CS e acumulada ao longo do tempo, numa célula de Franz
com PBS a pH 7,4 e a 34 °C, com um carregamento feito com discos secos, por imersdo numa
solucéo de 5 mg/mL de PHMB em PBS (n = 2), durante 24 h, a 34 °C, sob agitac&o (i), e comparacdo
entre a curva representada em (i) e a curva de libertagdo de discos pré-inchados em PBS e carregados
por imersdo numa solucdo de 10 mg/mL de PHMB em PBS durante 24 h, a 34 °C e sob agitacéo (n
= 2) (ii). As barras de erro representam o desvio padrdo de cada ponto.
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observa que a libertacdo de PHMB foi muito rapida, sendo dificil indicar a duragdo da
libertacdo, dada a irregularidade da curva (3 — 4 h). Nos primeiros 15 min, libertou entre 50 e
60% da quantidade de farmaco que libertou quando se atingiu o estado de equilibrio, que foi de
aproximadamente 64 pg de PHMB/cm? de area do disco (a concentragio de PHMB na cdmara
dadora quando se atingiu o equilibrio foi de 6 pg/mL). Uma possivel explicacdo para esta rapida
libertacdo poderd ser a dificuldade de penetragdo da PHMB na malha reticulada do filme,
encontrando-se presente somente a superficie do filme e camadas mais proximas da superficie.

Como, neste ensaio, 0 carregamento foi iniciado com discos secos, procurou-se
aumentar a quantidade de PHMB carregada e libertada iniciando o carregamento com discos ja
inchados em PBS e aumentando a concentracdo de PHMB de 5 para 10 mg/mL, mantendo as
restantes condi¢Ges do carregamento. A curva de libertacdo obtida (Figura 3.11ii) tambeém se
apresentou irregular e com fraca reprodutibilidade nas réplicas. A libertacdo de PHMB foi
novamente muito rapida, libertando-se entre 60 e 65% nos primeiros 15 minutos. Apesar de ser
dificil indicar a duracdo da libertacdo, devido a irregularidade da curva, esta devera ser entre 1
e 2 h. A quantidade de farmaco libertada quando se atingiu o equilibrio (630 pg/cm?,
correspondente a ~70 pug/mL) foi quase 10x superior ao caso de discos secos carregados em 5
mg/mL de PHMB, o que pode ser explicado pela concentracdo mais elevada da solucdo de
carregamento e a se ter iniciado o carregamento com discos pré-inchados.

No estado de equilibrio, as concentra¢des de PHMB acumuladas eram de ~6 pg/mL, no
caso do carregamento com discos secos e de 70 pg/mL, no caso do carregamento com discos
pré-inchados. Assim, o carregamento com discos pré-inchados e utilizando uma concentracao
de PHMB superior aparenta ser melhor do que o carregamento de discos secos e com uma
menor concentracdo de PHMB, pois a quantidade de PHMB libertada é superior, embora a
duracdo da libertacdo com discos secos pareca ser maior. Além disso, ndo se sabe se a
guantidade de PHMB libertada por qualquer dos dois tipos de carregamento é suficiente para o
fim pretendido, pois ndo se pode comparar com o valor da MIC90 deste agente antisséptico
para as principais espécies bacterianas presentes em feridas, dado o volume de meio usado nos
ensaios ser muito superior ao do exsudato de uma ferida (entre 0,6 e 2,8 mL/cm? de éarea de
ferida/dia).%° Por outro lado, os ensaios foram feitos em condicdes de infinite sink, em que o
farmaco que é libertado ndo encontra barreiras a sua dissolu¢cdo no meio, o que ndo acontece
numa ferida: devido ao seu reduzido volume e baixa taxa de renovacéo, o exsudato cedo ficara
saturado com PHMB, a concentragdo de PHMB libertada podera ser superior & concentracéo
atingida nos ensaios em células de Franz e a duracdo da libertacdo podera ser superior. No

entanto, a duracgdo de libertacdo obtida com estes discos foi muito inferior aos 2 dias que se
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pretendia (a frequéncia de troca de pensos curativos comerciais com PHMB), ou mesmo a 24
h, admitindo uma troca de penso diéria.

Os pensos curativos deverdo apresentar-se estéreis, uma vez que ndo devem ser um
veiculo para algum tipo de infec¢do. No entanto, o processo de esterilizacao, para além de poder
causar danos no filme que compde o0 penso e poder degradar o farmaco, pode alterar a cinética
de libertagdo do farmaco. Como a PHMB é termicamente estavel®® e como a perda de massa
total de um filme WD9.1 que ocorre no TGA é ligeiramente inferior quando autoclavado do
que quando ndo autoclavado (Tabela 3.9, subseccdo 3.3.3), utilizou-se a autoclavagem como
método de esterilizacdo, procurando verificar se a cinética de libertacdo era afectada pela
autoclavagem. Para isso, estudaram-se trés tipos de discos: (i) discos pré-inchados e carregados
com PHMB a 10 mg/mL em PBS, numa incubadora a 100 rpm e 34 °C, durante 24 h, (ii) discos
pré-inchados e autoclavados na presenca de uma solucdo de PHMB 10 mg/mL em PBS (isto é,
carregados durante um ciclo de autoclavagem com a duracdo de 22 min a 121 °C e 1,4 atm, com
uma duracdo total do processo de 80 min) e deixados durante mais 24 h, a Tam; (iii) discos pré-
inchados, ndo autoclavados e ndo carregados (branco). Os ensaios de libertagdo (Figura 3.12)
revelaram novamente irregularidade na curva e grande variabilidade nas réplicas. Os discos
libertaram grande parte da PHMB na primeira meia-hora (entre 60 a 65%, nos primeiros 15

min) e, a partir dos 30 min, as curvas apresentaram-se irregulares, até atingirem um plateau.
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Figura 3.12 — Massa de PHMB libertada e acumulada pelo disco de CS ao longo do tempo, a 34 °C, numa célula

de Franz com 14,5 mL de PBS, utilizando discos ndo autoclavados (n = 2, linha a tracejado)), discos
carregados com PHMB a 10 mg/mL em PBS durante a autoclavagem e durante 24 h a Tamp (n = 3;
linha a ponteado) e discos ndo carregados e ndo autoclavados (branco; n = 2; linha continua). As
barras de erro representam o desvio padrdo de cada ponto.

Embora seja dificil indicar a duragédo da libertacdo, devido a irregularidade das curvas,
esta devera ser de cerca de 2 h. Os valores obtidos no ensaio do branco (disco ndo carregado
com PHMB) eram da mesma ordem de grandeza da variabilidade que o zero do

espectrofotometro apresentava, pelo que se pode concluir que os discos nédo libertaram nada
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que absorvesse significativamente a 236 nm e que pudesse afetar a determinacdo da
concentracdo de PHMB. Apesar da elevada variabilidade das réplicas e da curva relativa aos
discos que sofreram autoclavagem se situar abaixo da dos discos que ndo sofreram
autoclavagem, ndo € claro se os discos que sofreram autoclavagem libertam PHMB em menor
quantidade, dada a proximidade das duas curvas e a magnitude das barras de erro. Como a
principal diferencga entre as condig¢des de carregamento nos dois casos foi a temperatura, sendo
mais elevada no caso do carregamento durante a autoclavagem, seria de esperar que ocorresse
maior carregamento e libertacdo neste caso, se a temperatura fosse o factor que
predominantemente afectasse o carregamento de PHMB, através do seu efeito no coeficiente
de difusdo da PHMB. N&o tendo isso sucedido, tudo indica que devera haver outro factor a
influenciar o carregamento, podendo ser o efeito da temperatura na capacidade de inchago dos
filmes (ndo estudado). Face a irregularidade observada na curva, ndo é possivel indicar com
exactiddo a quantidade de PHMB que foi libertada para a célula receptora no final da libertacéo,
sendo de cerca de 420 pg/cm? (correspondente a cerca de 39 pg/mL). No entanto, a duracgéo de
libertacdo obtida com estes discos foi muito inferior aos 2 dias que se pretendia (a frequéncia
de troca de pensos curativos comerciais com PHMB), ou mesmo a 24 h, admitindo uma troca
de penso diaria.

Ainda que se pretendesse perceber se a libertacdo da PHMB era controlada por difuséo,
através de uma analise das curvas de libertacdo obtidas, ndo foi possivel fazé-lo. Como este
estudo seria feito por ajuste das curvas de libertacdo obtidas aos modelos de Korsmeyer-Peppas,
Higuchi, ordem zero e primeira ordem,® n4o foi possivel fazer este ajuste por s haver 2 pontos
antes da quantidade de PHMB libertada atingir 60% da quantidade libertada quando se atingiu
o0 estado de equilibrio, o limite em que se aplicam os modelos de Korsmeyer-Peppas e de
Higuchi, o que aconteceu logo na primeira meia hora. N&o foi possivel aumentar o nimero de
pontos na primeira meia hora, pois tal implicaria diminuir o intervalo de tempo entre recolhas
na fase inicial de cada ensaio. Isso ndo é possivel, dado as 3 réplicas serem ensaiadas em
simultaneo, em 3 células de difusdo de Franz (de modo a procurar uma boa reprodutibilidade),
sucedendo que, durante a montagem de uma célula, ndo é possivel recolher amostras da célula
montada anteriormente.

Tal como ja referido, estes ensaios de caracterizacdo da libertagdo de PHMB foram
feitos em condicgdes de infinite sink, algo que ndo ocorre nas feridas, pelo que a concentracédo
de PHMB no exsudato podera ser superior a concentracdo maxima que se atingiu nos ensaios
de libertagdo. Adicionalmente, devera ocorrer saturagdo do exsudato pelo farmaco, o que
diminui a taxa de libertagdo. Deste modo, para os mesmos discos, espera-se que a libertacdo de

PHMB possua uma duragao maior em feridas do que nos ensaios em condi¢8es de infinite sink.
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Assim, para se ter uma ideia mais exacta da utilidade destes sistemas, seria necessario, numa
1.2 fase, fazer os ensaios de libertacdo in vitro em condigdes que mais se aproximassem das
condicdes in vivo, em particular, no que diz respeito ao volume de meio e, em seguida, avaliar
a actividade antibacteriana da PHMB libertada.

Tentou-se ainda, estudar a libertacdo de PHMB a partir dos discos carregados com
PHMB por adi¢do da PHMB a formulacéo que néo se dissolveram (formulagdes WD9.4_10al
e WD9.5.1 10al, Tabela 2.5, subseccdo 2.7.2). No entanto, ndo foi possivel obter ensaios de
libertacdo validos, tendo em conta a aplicacdo a que estes filmes se destinam, pois 0s discos
dissolveram-se antes do final do ensaio. Assim, a reprodutibilidade da preparacao de discos

carregados com PHMB por adicdo a formulag&o necessita ser mais estudada.

58



4. Conclusoes e Perspetivas Futuras

Este trabalho foi feito com o objetivo de desenvolver hidrogéis a base de CS, na forma
de filme, por evaporacdo do solvente, para uma aplicagdo como pensos curativos. Foram
desenvolvidas varias formulacGes para obtencdo de filmes, sendo uma delas utilizada na
preparacdo de sistemas de libertacdo controlada do antisséptico PHMB. A PHMB foi
introduzida nos filmes de trés maneiras diferentes: (i) por imersdo numa solucao de PHMB, (ii)
por imersdo numa solucdo de PHMB em simultaneo com esterilizacdo por autoclavagem e (iii)
por adicdo de PHMB a formulacéo utilizada para preparar os filmes. Com este trabalho também
se pretendia perceber se os filmes e a libertacdo de PHMB também seriam afectados de forma
significativa pelas condi¢des de uma esterilizagdo por autoclavagem.

A formulacgéo que se seleccionou consistia numa solucdo contendo CS dissolvido numa
solucdo de LA, SA, uma carbodiimida e glicerol, permitindo preparar filmes onde o CS se
encontrava reticulado covalentemente pelo SA. Estes filmes removiam-se facilmente do molde,
eram uniformes, lisos, flexiveis e insoltveis em agua destilada e em PBS, o que confirmava que
se encontravam reticulados. No entanto, foi necessario desenvolver uma metodologia de
lavagem, que necessitou ser longa (2 dias e meio), pois libertavam substancias soltveis em dgua
que absorviam ao comprimento de onda a que se quantificava a PHMB libertada. Os filmes
resultantes desta formulagéo apresentaram uma capacidade de inchago elevada (1415%) e uma
espessura média de 0,45 mm, quando em PBS a pH 7,4, tendo-se conseguido obter boa
reprodutibilidade nas espessuras de filmes inchados. Estes filmes suportaram uma esterilizacdo
por autoclavagem quando em presenca de PBS, mantendo a sua estabilidade térmica e
possuindo uma estabilidade térmica superior quando autoclavados na presenca de uma solucdo
de PHMB em PBS. Também mantiveram a sua espessura.

Apesar desta formulacdo apresentar uma resisténcia ao manuseamento suficiente para
ser ensaiada, seria preferivel que fosse superior, pelo que tentou-se alterar a formulacdo. No
entanto, ndo se conseguiu melhorias com as variantes testadas: quando se utilizou HCI como
solvente em vez de LA (de modo a ndo se perder carbodiimida por reaccdo com o LA e, assim,
procurar obter-se um maior grau de reticulacdo), os filmes resultantes dissolveram-se em agua
e, quando se adicionou ALG a formulacdo, que também participaria na reaccéo de reticulacgéo,
ndo se conseguiu dissolvé-lo ou manté-lo em solucéo.

Os filmes de CS reticulados com SA revelaram-se permeaveis a PHMB, o que significa
gue, durante o carregamento por imersao, a PHMB devera ser capaz de penetrar no seu interior.

Nas condig¢es do principal carregamento estudado (solu¢do de PHMB a 10 mg/mL de PBS, a
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34 °C e a pH 7,4), a membrana apresentou uma permeabilidade 8 PHMB de 268 pg/cm?/h e o
coeficiente de difusdo da PHMB apresentou um valor de 1 x 10 cm?/s.

Na preparacdo de um sistema de libertagdo controlada de PHMB por adi¢édo da PHMB
a formulacdo antes da preparacdo dos filmes, ndo se conseguiu obter filmes que nao se
dissolvessem durante o ensaio de libertacdo. Quando foram carregados por imersdo numa
solugéo de PHMB durante 24 h, a 34 °C, a quantidade de PHMB libertada quando se atingiu o
estado de equilibrio aumentou 10x quando a concentracdo da solugdo de PHMB usada no
carregamento também aumentou e se partiu de discos pre-inchados em vez de discos secos,
ainda que, em ambos os casos, se libertasse muito rapidamente (entre 1 e 4 h). Aproveitando-
se a resisténcia a autoclavagem quer destes filmes, quer da PHMB, efectuou-se um
carregamento em simultdneo com a autoclavagem. As caracteristicas da libertacdo de PHMB
ndo foram grandemente alteradas pela autoclavagem, sendo a libertacdo também muito rapida
(duracédo de cerca de 2 h) e a quantidade de PHMB libertada quando se atingiu o estado de
equilibrio foi proxima da libertada por filmes ndo autoclavados. Em todos os ensaios feitos
neste trabalho, a duracdo de libertacao foi muito inferior a duracdo de 2 dias que se pretendia.
Além disso, ndo foi possivel comparar a quantidade de PHMB libertada com a MIC90 da
PHMB para as principais bactérias encontradas em feridas, por se ter trabalhado em condicgdes
de infinite sink, o que ndo acontece em feridas, devido ao reduzido volume de exsudato
libertado, pelo que ndo é possivel saber se a quantidade de PHMB libertada € suficiente para
uma utilizacdo como penso curativo.

Como propostas para trabalho futuro, no que diz respeito a continuar o estudo do
desenvolvimento de formulagdes que permitam obter filmes com melhor resisténcia ao
manuseamento, por aumento da reticulacdo, poder-se-ia tentar obter filmes de CS usando como
solvente uma solucdo de HCI menos concentrada do que a que foi usada neste trabalho, de
modo a poder dissolver o CS num solvente que ndo reaja com a carbodiimida, em condicGes
em que ndo hidrolise nem a carbodiimida, nem as ligacdes glicosidicas do CS. De modo a que
o valor de pH da formulagdo seja mais proximo do valor mais favoravel a activacdo de grupos
carboxilicos pela CMC e subsequente reacgdo destes com grupos aminicos (pH entre 4 e 6),
também se poderia substituir o LA por AA, que possui um pKa superior. Em relacdo a
formulacdo com CS e ALG, poder-se-ia tentar dissolver quantidades reduzidas de ALG numa
solugédo de CS, investigar até que ponto seria possivel aumentar o pH de uma solucéo de CS
sem que ocorresse precipitacdo do CS e se o ALG se dissolveria nessa solugdo, bem como
alterar a temperatura a que se faz esta dissolugéo.

Quanto ao carregamento de PHMB nos filmes, poder-se-ia avaliar o resultado de

carregamentos por imersdo em diferentes solu¢des de PHMB, menos concentradas do que a
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utilizada, de forma a que a diferenca de concentracdo de PHMB na solucéo de carregamento
antes e depois do carregamento fosse mais notavel, sendo assim possivel saber-se qual a
verdadeira capacidade de carregamento dos filmes. De modo a aumentar a duracéo da libertacédo
de PHMB, poder-se-ia testar filmes que fossem carregados por imersdo numa solucdo de PHMB
com uma concentracdo superior a utilizada ou utilizar filmes mais reticulados. Poder-se-ia,
ainda, desenvolver um estudo mais completo de modo a conseguir obter filmes carregados com
PHMB por adi¢do a formulacdo que ndo se dissolvessem, 0 que poderd ser possivel se se
aumentar o grau de reticulacdo dos filmes, substituindo o LA por HCI, ou diminuindo a
quantidade de PHMB que é adicionada na formulacdo, de forma a reduzir a competicdo dos
grupos =NH da PHMB com os grupos aminicos do CS pelos grupos carboxilicos do SA
ativados pela CMC.
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Anexo |

Curva de calibragao de PHMB
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Figura Al.1 - Curva de calibragcdo de PHMB, que relaciona a absorvéancia a 236 nm com a concentracéo de PHMB
na gama 2-30 pg/mL de PBS (n = 3; barras de erro: desvio padrdo — ndo visiveis, dado a sua reduzida
magnitude).
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Anexo Il
Transicoes presentes em termogramas de TGA e DTG de quitosano

encontrados na literatura

Tabela All.1 - Intervalo de temperatura da primeira (T1) e da segunda (T, a principal) transicdes, temperatura da
taxa maxima de perda de massa da transicdo principal (T.™®) e percentagem de perda de massa
total, obtidas em estudos por TGA de CS na forma de pd e na forma de filme.

P Db I e N F e cje s da} Perdatgtealmassa Referéncia
(x103gmol) (%) C) °0) C) ransma(c()%p)nnmpa o
P6
10 99,2 * * 280 4 * s
10 97 = = 280 46 * s
400 87 - -* * 40 * 81
* 89 100193  256-333 303 * -* ®
* > 65 90 200-300 * 44 66 =
Filme

150 ™ 100168 230-400 274 83 64 %
* 83 <120 -* 287 * 63 85
* 83 <120 -* 300 * 85 85
* 575 <100 -* 290 21 * 76
160 90 <120  190-350%** * * « 50
263 92 - * 295 36 * 7
5060 100 35160 280-350 * * « 78
800-1000 100  35-160 280-350 * * « 78
400 87 -* -* -* 40 % 81
* > 85 * * 317 * 63 8
* >65  50-200 200-400 * « « %

*- Informagéo ndo indicada.
**. CS fornecido pela ACROS, assumindo-se um DD de 98%'%.
***_ Transi¢&o indicada inclui evaporagio de GLY que ocorre entre 180°C e os 225°C 765,
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