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RESUMO

O tratamento de feridas tem sido prejudicado pela presengca de infecgbes, que
frequentemente atrasam a recuperacao natural e afetam de maneira substancial a
qualidade de vida das pessoas afetadas. Frequentemente bactérias como
Staphylococcus aureus sao encontradas nos locais acometidos, resultando em um
quadro inflamatoério exacerbado. Este trabalho descreve o desenvolvimento e a
caracterizagdo de filmes hibridos de alginato e quitosana incorporados com
neomicina e lidocaina para a administracdo local de antibiotico/anestésico.
Inicialmente foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR), em
seguida os filmes foram avaliados de acordo com a uniformidade, rachaduras,
presenca de bolhas, desprendimento da placa, transparéncia e consisténcia, apos
avaliar a melhor formulagéo, os agentes farmacologicos foram incorporados. Para a
caracterizacao dos filmes, foram realizados, os ensaios de rugosidade, umidade,
coloragdo, inchago, espessura, microscopia eletrdbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR) e analise
termogravimétrica (TGA). Ja referente a biocompatibilidade e potencial
antimicrobiano, foram realizados o testes de hemodlise relativa, padrao de liberagao da
neomicina, atividade antimicrobiana dos filmes por difusdo em agar e em modelo ex-
vivo. Em relagéo a rugosidade a combinagao farmacoldgica AQ+Lido+Neo teve como
resultado 1,8+0.19 ym, uma diferenga significativa deste parametro em relagdo aos
outros grupos. Os filmes apresentam percentuais de umidade estatisticamente
similares, entorno de 70%, ja o intumescimento foi avaliado por gravimetria, onde os
filmes AQ+Neo e AQ+Lido+Neo, conseguiram absorver 100,7% e 69,4% do seu peso,
respectivamente, apds 300s. Para o ensaio de coloragao, os valores médios de AE
giram em torno de 2,05+0,72, logo as diferengas colorimétricas entre os filmes foram
praticamente imperceptiveis. A espessura dos filmes AQ, AQ+Lido, AQ+Neo e
AQ+Lido+Neo, em torno de 99.1+5.8um, 1254+5 uym, 98.0£2.3 um, e 106.2+2.7 pm,
respectivamente. Ao realizar o MEV, foi possivel visualizar a incorporagdo dos
farmacos. O Espectro FTIR dos filmes é caracteristico de um polissacarideo, no qual
observa-se a presengca de grupos hidroxila (OH) abundantes e vibragcbes de
estiramento NH. Para o TGA os grupos testados tiveram perfis semelhantes,
sugerindo que a estabilidade quimica & preservada apds a incorporagdo dos
antibiodticos nos filmes hibridos. A hemdlise relativa foi nula, com isso, os filmes podem
ser considerados biocompativeis. A atividade frente S. aureus foi determinada por
difusdo em agar, onde AQ+Neo e AQ+Lid+Neo apresentaram as respectivas areas de
inibicdo, 20,66+1,5mm e 26,16+£0,28mm. Ao que se refere ao padrao de liberagao da
neomicina, nos filmes AQ+Lido+Neo a presenca da lidocaina parece facilitar a
dissociagao de neomicina da matriz polimérica dos filmes. Em concluséo, um filme a
base de biopolimeros com ativadade antimicrobiana e anestésica foi desenvolvido,
apresentando biocompatibilidade, atoxicidade e a capacidade de absorver liquidos,
tornando-se um curativo promissor.

Palavras-chave: Filmes; Alginato; Quitosana; Neomicina; Feridas.



ABSTRACT

Wound care has been hampered by the presence of infections, which often delay
natural recovery and substantially affect the quality of life of those affected. Bacteria
such as Staphylococcus aureus are often found at the affected sites, resulting in an
exacerbated inflammatory condition. This work describes the development and
characterization of hybrid alginate and chitosan films incorporated with neomycin and
lidocaine for the local administration of antibiotics/anesthetics. Initially, a rotational
central composite design (RCCD) was carried out, then the films were evaluated
according to uniformity, cracking, presence of bubbles, detachment from the plate,
transparency and consistency, after evaluating the best formulation, the
pharmacological agents were incorporated. To characterize the films, the following
tests were carried out: roughness, humidity, color, swelling, thickness, scanning
electron microscopy (SEM), fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and
thermogravimetric analysis (TGA). With regard to biocompatibility and antimicrobial
potential, relative hemolysis tests, neomycin release pattern, antimicrobial activity of
the films by agar diffusion and in an ex-vivo model were carried out. In terms of
roughness, the pharmacological combination AQ+Lido+Neo resulted in 1.8+0.19 ym,
a significant difference in this parameter compared to the other groups. The films
showed statistically similar percentages of humidity, around 70%, while swelling was
assessed by gravimetry, where the AQ+Neo and AQ+Lido+Neo films were able to
absorb 100.7% and 69.4% of their weight, respectively, after 300s. For the staining
test, the average AE values were around 2.05+0.72, so the colorimetric differences
between the films were practically imperceptible. The thickness of the AQ, AQ+Lido,
AQ+Neo and AQ+Lido+Neo films was around 99.1+£5.8um, 12515 pym, 98.0+2.3 um,
and 106.2+2.7 um, respectively. When the SEM was carried out, it was possible to
visualize the incorporation of the drugs. The FTIR spectrum of the films is characteristic
of a polysaccharide, in which the presence of abundant hydroxyl groups (OH) and NH
stretching vibrations can be observed. For TGA, the groups tested had similar profiles,
suggesting that chemical stability is preserved after incorporating the antibiotics into
the hybrid films. Relative hemolysis was zero, so the films can be considered
biocompatible. The activity against S. aureus was determined by agar diffusion, where
AQ+Neo and AQ+Lid+Neo showed respective inhibition areas of 20.66+1.5mm and
26.16+0.28mm. As far as the neomycin release pattern is concerned, in the
AQ+Lid+Neo films the presence of lidocaine seems to facilitate the dissociation of
neomycin from the polymeric matrix of the films. In conclusion, a biopolymer-based film
with antimicrobial and anesthetic activity was developed, showing biocompatibility,
non-toxicity and the ability to absorb liquids, making it a promising dressing.

Keywords: Films; Alginate; Chitosan; Neomycin; Wounds.
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1 INTRODUGAO

O tratamento de feridas tem sido dificultado pela presenca de infeccdes, que
geralmente prolongam a cicatrizagao fisiolégica e impactam significativamente a
qualidade de vida dos individuos acometidos (SHARMA et al., 2024).
Frequentemente, Staphylococcus aureus é encontrado causando doengas em sitios
tépicos, induzindo o desenvolvimento de lesbes com aspectos clinicos anormais e
aumentando a dor local (LINZ et al., 2023). Neste sentido, a industria farmacéutica
tem utilizado a neomicina, um aminoglicosideo de amplo espectro altamente eficaz no
tratamento de infecgdes topicas. Entretanto, embora o combate a infeccdo mereca
grandes esforgos, o controle da dor também precisa ser considerado (DALLO; PATEL;
HEBERT, 2023; FALCONE et al., 2021).

O uso de agentes sistémicos para o controle da dor é geralmente empregado,
entretanto, os anestésicos locais sdo evidenciados como uma alternativa viavel,
diminuindo os efeitos adversos sistémicos e permitindo um controle de dor localizada
(NAVARRO-RODRIGUEZ et al., 2021; RUSSO; FIEGEL; BROGDEN, 2020). Neste
sentido, tem-se a lidocaina, que exerce efeitos anestésicos pelo bloqueio reversivel
da propagacao do impulso nervoso. Além disso, um potente efeito anti-inflamatoério
tem sido associado a este agente, atuando em processos como fagocitose, migragao,

exocitose e metabolismo celular (KARNINA et al., 2021).

Um sistema combinado para administragdo de antibidtico/anestésico pode
atuar simultaneamente no tratamento de infeccdes e no controle da dor em feridas,
porém, esta abordagem ainda é pouco explorada (SANCHEZ et al., 2021). Neste
ambito, pode-se citar a caracterizagado de hidrogéis contendo levofloxacina/lidocaina
(SHARMA et al.,, 2024), a producdo de nanofibras carregadas com
mupirocina/bupivacaina (HABIBI et al., 2023) e de biomembranas com polimixina

B/lidocaina com potencial aplicagao em feridas (OLIVEIRA et al., 2020).

Filmes poliméricos também podem ser funcionalizados e usados em sistemas
de entrega, sendo vantajosos no tratamento de feridas por sua baixa
imunogenicidade, flexibilidade, facil manuseio, além de permitir a troca de umidade
entre a ferida e o ambiente (SANCHEZ et al., 2021). Novas tendéncias de filmes
curativos tém se voltado a associagédo de dois ou mais agentes para a formulagao de

materiais hibridos (PRIYA et al., 2024). Uma opg¢ao € a combinacdo de alginato e
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quitosana, que geram produtos com melhores propriedades mecanicas e favoraveis

na cargal/liberacdo de medicamentos (LI et al., 2019; SEIDI et al., 2021a).

O alginato é extraido principalmente de algas marinhas, formado por uma
cadeia linear de blocos G (acido L-gulurénico) unidos por ligagdes glicosidicas a
blocos M (acido D-manurénico) (RIBEIRO et al.,, 2024). J& a quitosana € um
aminopolissacarideo derivado da quitina, sendo constituida por unidades de D-
glucosamina e N -acetil-D-glucosamina (ALMAJIDI et al., 2024). A combinagdo de
alginato e quitosana tem sido importante na criagdo de plataformas de distribuicéo
inteligente. No entanto, raramente sao funcionalizadas com neomicina, um

antimicrobiano com destaque em formulagdes topicas (SEIDI et al., 2021).

Entendendo que pesquisas no campo dos biomateriais tém se voltado para a
producao de filmes visando a entrega medicamentosa localizada, este estudo se
propde a desenvolver um filme hibrido (alginato e quitosana) para administragao
tépica de neomicina (agente antimicrobiano) e lidocaina (agente anestésico), com o
intuito de gerar um curativo que possa melhorar a sensibilidade e combater a infecgao

de feridas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um filme cicatrizante a base de alginato e quitosana contendo

neomicina e lidocaina para o tratamento de lesbes cutaneas infectadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar as melhores formulag¢des dos filmes a base de alginato e quitosana;
e Avaliar a acao da melhor formulagcao frente ao isolados de S. aureus;
e Determinar a curva de liberacdo da neomicina;

e Avaliar a integridade da membrana plasmatica de hemacias em contato com

os filmes;

e Analisar o arranjo e a incorporagdo dos farmacos no filme através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV), Espectroscopia Infravermelha

Transformada de Fourier (FTIR) e Termogravimetria (TGA) ;

e Avaliar o teor de umidade, rugosidade e inchago dos filmes;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Composicao da Pele e Feridas

A pele, um dos 6rgaos mais impressionantes do corpo humano, desempenha
um papel multifuncional vital, atuando como barreira fisica, quimica e imunoldgica
contra agentes externos nocivos e microrganismos potencialmente patogénicos, além
disso efetua outras fun¢gdes como termorregulagao, absorcao e excregao de liquidos,
eliminagcao de metabdlitos e consciéncia sensorial (DE ANDRADE RIBEIRO, 2020;
DYRING-ANDERSEN et al., 2020; FEARNS et al., 2017).

Esse complexo 6rgao € formado por duas camadas justapostas: epiderme e
derme (ZWIERELLO et al., 2023). Acompanhada de suas estruturas acessorias, que
a conceituam como o0 maior 6rgao do corpo humano, compreendendo cerca de 16%
do peso corporal (BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019). A epiderme € a camada mais
superficial da pele, sendo constituida por epitélio escamoso simples queratinizado,
onde as células majoritarias sao os queratinécitos e melanécitos (NASCIMENTO,
2023).

A derme é a camada intermediaria, constituida por tecido conjuntivo denso,
possuindo fibroblastos, células dendriticas, mastocitos e macréfagos como
representantes celulares, assim como, glandulas sebaceas, foliculos pilosos, fibras de
colageno, elastina, vasos sanguineos e linfaticos como componentes estruturais
(BHARTIYA et al., 2021; LEME, 2023)

Abaixo dessas duas camadas esta localizado o tecido adiposo, essa regido é
composta por tecido conjuntivo frouxo e adipocitos (CESTARI, 2018; PAWLINA,
2021). O adipdcito é considerado uma glandula enddcrina, devido a secregao de
leptina - hormdnio responsavel pelo controle do apetite e do regimento do balango
energético do organismo (DE CASTRO; GARCIA; GASQUES, 2023).

A saude da pele desempenha um papel crucial na preservacao da vida, visto
que é responsavel por uma ampla gama de fungdes fisioldgicas (JOHNER; NETO,
2021). Diversos elementos podem prejudicar a pele, ocasionando danos. O
envelhecimento inerente provoca algumas alteragdes na pele que impactam
diretamente a configuragao e o funcionamento do tegumento (MANGELA; MARTINS,
2021).
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Algumas influéncias do ambiente também podem desencadear essas
mudangas, sobretudo a prolongada exposi¢ao a radiagao ultravioleta (ZOUBOULIS et
al., 2019). No entanto, € de conhecimento geral que o tabagismo, o consumo de
alcool, a poluicdo e o estresse também podem colaborar com esse fenbmeno
(FEITOSA; DA SILVA, 2023)

Figura 1- Estrutura anatdmica das camadas da pele.

Pelo

Plexo vascular papilar

/ s ’ 4
Cristas epidérmicas / - F 8
L / 4
‘.\_-, J & ; L /
L A 4 4 /
\ '\",.-\, i /
\d f
Papilas derrnimst:: i m’w f

Alga capilar

Poro da glandula_ A
sudorifera o ; I
Gléndula sebdcea N o -y

iy it j &
Corpuseulo tatil —__-‘x\?""“—{_‘_‘ NS 2| . (= it
(compusculo de Meissner) | i el w/
v

Terminagio
nervosa livre

! | fie ¥
Misculo eretor do pelo—_SII © ’ ;‘- [
1 ) |

Foliculo pilosa Wla.  pogso - DERME

. _ Namun f F2 il * reticular
Raiz pilosa ——— fy A | | P {
Glandula sudorifera Wi 4 d (1
Corpusculo lamelar ———

écrina ;
Glandula sudorifera ____ NG
] £ Cheg SRS i
iy & ? £
{de Pagini) ) \ VL # HPODERME
Nervo sensitive ——— By 3, ol P~ "H‘_é}x = |

apderina
Tecido adiposo—"

_— Vasos sanguineos:
Plexo vascular cutineo [ Veia

o T ' g
¢ g Artéria

Fonte: (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

Quando ocorre uma modificacdo na integridade da pele, se torna menos
resistente, aumentando a probabilidade de ocorréncia de lesées (OLIVEIRA, 2021).
Essas alteragbes podem surgir adjunto as patologias de base do individuo, tal como,
doencas autoimunes, diabetes, doencgas vasculares e hipertensdo, da mesma forma
que, pode ser originada por fatores externos, como, trauma, pressao, temperatura,

agentes quimicos e biologicos (OLIVEIRA et al., 2019).

As alteragbes na integridade da pele adjunto de fatores intrinsecos e
extrinsecos podem desencadear o surgimento de feridas. A ferida é descrita como a
modificagdo da integridade da pele que se desenvolve desde a epiderme até tecidos
mais internos (PIMENTA, 2023). Essas lesdes podem ser classificadas quanto ao
periodo de duragdo (aguda ou crbnica), a sua causa (incisas, escoriagdes,
perfurantes) e nivel de contaminagéo (infectadas ou assépticas) (GALDINO JUNIOR
et al., 2018; VIANA DE SOUSA et al., 2020).

Percebe-se que a prevaléncia desse imbroglio prejudica milhdes de pessoas
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em todo o mundo, influenciando de maneira significativa a vida dos individuos
afetados e gerando consequéncias fisicas, psicoldgicas, financeiras e sociais.
Portanto, torna-se crucial o conhecimento desse assunto, considerando sua
relevancia e procurando o melhor método de soluciona-lo (BRITO; ALMEIDA, 2023;
LENTSCK et al., 2018; PALAMIN, 2018).

3.2 Cicatrizacao e Processos moleculares na cura das feridas

A cicatrizagao € um processo crucial para preservar a fungao de protecao da
pele, dessa forma, é pertinente evidenciar que esse reparo ocorre de modo altamente
orquestrado e complexo, através de recursos celulares e moleculares (SANTANA,
2021). Esses processos estdo ordenados em quatro etapas consecutivas e
fundamentais para a cicatrizacao, iniciando na fase de hemostasia continuada das

fases inflamatoria, proliferativa e por ultimo remodelacdo (KORDESTANI, 2019).

A hemostasia é a resposta inicial a lesdo, caracterizada pela vasoconstricio,
agregacao de plaquetas e a conjugacao fibrina no local lesado. A cascata de
coagulagao é iniciada formando um tampao hemostatico composto por plaquetas e
fibrina, tendo como fungdo primordial cessar a hemorragia (RODRIGUES et al.,
2019a).

Para além de sua fungao na criacdo do coagulo, as plaquetas também liberam
substéancias bioativas, tais como citocinas e fatores de crescimento que promovem o
estimulo de queratindcitos e fibroblastos, interagem com receptores Toll-Like (TLR) na
regulacéo da sintese de peptideos antimicrobianos e impulsionam a quimiotaxia de
neutroéfilos e macréfagos (WANG et al., 2018; WILKINSON; HARDMAN, 2020).

Em sequéncia, inicia-se a fase inflamatdria. Nessa fase ocorrem eventos de
alta complexidade, que sao regulados por multiplos fatores intrinsecos e extrinsecos
(BARON; GLATZ; PROKSCH, 2020). A fase inflamatoria é descrita pela migragao de
células do sistema imunologico, como neutréfilos, mastécitos, mondcitos e linfocitos
para o local alvo, devido a presenca exacerbada de mediadores pro-inflamatérios e
substancias quimiotaticas (MITTAL et al., 2017).

Para iniciar a vasodilatagdo os mastocitos liberam histamina e prostaglandinas
que interagem com receptores para impulsionar as vias inflamatérias e os sinais

cardinais da inflamagao, como calor, rubor, edema e dor (KOMI; KHOMTCHOUK;
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SANTA MARIA, 2020). Os neutroéfilos sao as primeiras células a migrarem para o local
de injuria, convocados por interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral a (TNF-a),
fatores moleculares associados a danos (DAMPs) e/ou a patégenos (PAMPs), no qual,
desempenham o papel de fagocitar patdégenos e residuos teciduais (NOSENKO;
AMBARYAN; DRUTSKAYA, 2019).

Os mondcitos circulantes sdo atraidos por quimiotaxia maturando-se em
macréfagos(KIM; NAIR, 2019). Essas células s&o cruciais para 0 processo
inflamatdrio e reparo tecidual, sdo muito versateis, onde a depender dos estimulos
submetidos, podem ser divididos em fendtipos proé-inflamatérios (M1) ou anti-
inflamatorios (M2) (NGUYEN; SOULIKA, 2019; YUNNA et al., 2020) .

O macréfago atua na formagdo de oOxido nitrico (NO), secregdo citocinas
inflamatdrias (IL-1B, IL-6 e TNF-a), anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13) e fatores de
crescimento como VEGF, EGF, PDGF, bFGF, e TGF-B (WANG et al., 2021). Os quais,
modulam a angiogénese, a proliferagdo e migracao de fibroblastos, promovendo a re-
epitelizacao e fibroplasia do tecido, além de fagocitarem neutréfilos apoptéticos por
esferocitose, gerando um cenario favoravel de transicdo para a fase proliferativa
(KIMURA; TSUJI, 2021; STONE; LEAVITT; VARACALLO, 2024).

A fase proliferativa € marcada pela acentuada migragao celular, angiogénese e
a formacéao do tecido de granulagao (MONY et al., 2023). O VEGF induz as células
endoteliais a originarem novos vasos, PDGF e EGF estimulam os fibroblastos a
produzirem uma matriz extracelular rica em colageno tipo lll, proteoglicanos e
fibronectina, compondo o tecido de granulagdo, em seguida, os fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos, promovendo a contragcado e o fechamento da ferida
(SHOOK et al., 2018).

A remodelacao é a etapa final do processo de cicatrizacdo, onde a finalidade é
restaurar a morfologia natural do tecido danificado (LANDEN; LI; STAHLE, 2016).
Essa fase se evidencia pela reorganizagdo da matriz extracelular (MEC) e conversao
do tecido de granulagédo em tecido cicatricial, em que as fibras de colageno tipo lll
(imaturas) majoritariamente presentes na fase proliferativa sdo substituidas por
colageno tipo | (maduras), proporcionando o aumento da forca ténsil do tecido
(RODRIGUES et al., 2019b). Ao final da restaurac&o tecidual, a cicatriz tera até 80%
de resisténcia a tracdo em comparacgao ao tecido original (WILKINSON; HARDMAN,
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2020),

3.3 Biopolimeros e suas propriedades
3.3.1 Alginato

O Alginato € um polissacarideo anionico extraido da parede celular de algas
marrons das espécies, Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis
pyrifera, no estado de sal sédico do acido alginico (VARAPRASAD et al., 2020). E
classificado como um composto atdxico, biocompativel, de baixo custo,
biodegradavel, acessivel e com alta capacidade de absor¢do (GUNES; ZIYLAN

ALBAYRAK, 2021).

E um copolimero linear formado por dois monémeros, o acido B-D-manurdnico
(M) e o acido a-L-gulurénico (G), unidos por ligagdes glicosidicas 1,4, onde os
mondmeros estdo distribuidos em proporgdes e arranjos variados, como mostra a
Figura 2 (SEVERINO et al.,, 2019). As caracteristicas fisico-quimicas do alginato
obedecem a disposi¢cao e proporcado da sequéncia monomérica, dos quais varia entre
as espécies de algas marrons. A estrutura molecular do alginato apresenta numerosos
grupos hidroxilas (-OH) e carboxila (-COOH) livres, possibilitando a formagao de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares (CAO et al., 2020)

Figura 2 — Estrutura quimica do alginato. Bloco M (acido B-D-manurénico), Bloco G

(acido a-L-gulurénico) e Blocos 1,4 M-G.
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Fonte: (LEE; MOONEY, 2012) adaptado.
Esse biopolimero tem a capacidade formar um gel pelo processo de

reticulacdo, quando exposto a cations bivalentes, como Ca?*, Ba**, Mg®" e Sr**, onde
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os grupos hidroxilas e carboxilas presentes nos residuos de acido a-L-gulurénico e B-
D-manurdnico formam ligagdes cruzadas, criando uma malha tridimensional, levando
a uma estrutura de “caixa de ovo” como pode ser observado na Figura 3 (DODERO
et al., 2021; GUNES; ZIYLAN ALBAYRAK, 2021).

Figura 3 — llustracdo do modelo “caixa de ovos” na reticulagéo do alginato
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Fonte: (FERNANDO et al., 2020)

Os atributos excepcionais do alginato, descritos acima, torna-o promissor,
podendo ser utilizado como base para criacdo de curativos biocompatives,
aumentando a absorgado do exsudato de feridas, formando géis e filmes, acelerando
0 processo de cicatrizagdo e minimizando ou erradicando infecgbes bacterianas
quando incorporado um agente antibiotico (ZHANG; ZHAO, 2020; ZHANG et al.,
2023).

No estudo de MAO e colaboradores (2023) ratos Wistar foram submetidos a
uma incis&do na regido dorsal com 15mm de diédmetro, em seguida foram tratados com
filmes a base de alginato e arginina reticulados com ions de zinco. No 7° e 14° dia de
tratamento a taxa de fechamento da ferida foi de 80% e 100%, respectivamente. No
ensaio da dosagem de citocinas, foram obtidas altas expressdes de TGF- e VEGF,
que contribuiram intensamente para formagdo de uma MEC mais densa, maior
angiogénese e organizagao celular, conforme constatado no histolégico (MAO et al.,
2023).

3.3.2 Quitosana

A Quitosana é um polissacarideo obtido através do processo de desacetilagao

da quitina (TANG et al., 2023). E formada por monémeros de D-glicosamina e N-Acetil-
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D-glicosamina unidas por ligagao glicosidica B(1—4), como pode ser observado na
figura 4 (Bl et al.,, 2021). O grau de desacetilagdo é crucial para a organizagao,
distribuicao e proporgdo dos monémeros, influenciando também nas caracteristicas
bioldgicas, mecanicas e fisico-quimicas, como solubilidade, transparéncia, massa
molar e atividade antimicrobiana (H. ROLIM et al., 2018).

Figura 4 — Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: (YOUNES; RINAUDO, 2015)
Os grupamentos amino configuram a quitosana como um polieletrélito com
carga positiva, facilitando a sua solubilidade em solucgdes acidas (ZHANG et al., 2021).
Existe uma correlacio entre o peso molecular da quitosana e a sua solubilidade, onde
a quitosana se torna mais soluvel quando o seu peso molecular diminui (KOU;
PETERS; MUCALO, 2022; THOMAS; PIUS; GOPI, 2020).

Se trata de um biopolimero n&o toxico, biocompativel, biodegradavel, com
atividade antimicrobiana, imunorreguladora, hemostatica, facilitando a cicatrizagéo de
feridas (BENVIDI; NIKMANESH; DEHGHAN TEZERJANI, 2022; KE et al., 2021).
Assim como o alginato, a quitosana também tem um grande potencial de aplicagéo,
na cicatrizagao de feridas, liberagdo controlada de farmacos e industria alimenticia
(WANG et al., 2020). Uma das aplicagbes mais recorrentes € a elaboragao de filmes

antibacterianos e cicatrizantes (MATICA et al., 2019).

(STEFANOWSKA et al., 2023) desenvolveram filmes a base de quitosana
incorporados com cafeina e extrato de propolis. Esses filmes apresentaram atividade
antimicrobiana frente a maioria dos microrganismos testados, dando o destaque para
o combate a Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,

onde o halo de inibicdo foi de 28mm, 28mm e 27mm, respectivamente.



24

3.4 Neomicina

A neomicina €& um antibidtico de amplo espectro da classe dos
aminoglicosideos, que atua inibindo a subunidade 30s do ribossomo bacteriano,
interrompendo a sintese proteica. Essa intervencdo desordena o processo de
tradugao, resultando no efeito bactericida (BANDYOPADHYAY, 2021).

A neomicina é formada pelo conjunto de dois esterecisébmeros, neomicina B e
neomicina C, como ilustrado na Figura 5. A neomicina B é majoritariamente mais ativa
que a neomicina C frente a uma diversidade maior de microrganismos (ZHENG et al.,
2020). E efetiva contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter e Proteus vulgaris) (BERCEA et al., 2023).

Figura 5 — Estereoisémeros: Neomicina C e Neomicina B
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Fonte: (KUDO et al., 2014)

O sulfato de neomicina € um complexo antibiético soluvel em agua, empregado
em diversas formulagcdes farmacéuticas, incluindo preparacdes oftalmicas, topicas,
orais e para administracdo intravenosa (CHOI et al., 2016). E comumente utilizado no
tratamento de diversas infec¢gdes de pele ou mucosas, como queimaduras, ulceras,
ceratites e otite externa, no qual é frequentemente associada com corticoides e
antifungicos (SCHERRER; ABREU; ROCHA, 2023).

A atividade sistémica € limitada, pois apresenta baixa absorg¢ao gastrointestinal,
onde cerca de 97% da dose oral ndo é absorvida, sendo eliminado de forma inalterada
pelas fezes. Quando utilizada por via oral apresenta apenas agao local sobre as

bactérias intestinais (LIU et al., 2021).
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3.5 Lidocaina

A lidocaina € um anestésico do tipo aminoamida, tem utilidade sistémica e
tépica como agente anestésico e analgésico (AGARWAL et al., 2022; WEI et al., 2015;
XU et al., 2023). Comercialmente esta disponivel em formulagdées de géis, cremes,
sprays e emplastros (BAHAR; YOON, 2021). Tem como mecanismo de acado o
bloqueio dos canais idénicos ha membrana neuronal, impedindo a neurotransmissao

do potencial de acao, resultando em uma anestesia local (BARLETTA; REED, 2019).

A lidocaina possui agdes antinociceptivas, anti-hiperalgésicas e anti-
inflamatdrias, e sdo essas agdes, ao invés de um unico efeito anestésico local direto,
que provavelmente explicam o seu aparente efeito prolongado por horas apds o
término de uma infusdo (CASTRO et al., 2023). Inicialmente as infusdes intravenosas
de lidocaina estavam sendo utilizadas para fornecer analgesia poés-operatéria.

Atualmente é utilizada como analgésico perioperatorio.(WALL; BUGGY, 2021).

Como uma amina, a lidocaina estd em equilibrio entre um cation carregado
positivamente e uma base livre, lipossoluvel e sem carga. A base livre e sem carga da
lidocaina pode penetrar facilmente na matriz lipidica da camada externa da pele
(HERMANNS et al., 2019; KARNINA et al., 2021). A lidocaina tem pKa de 7,9 e
condicdes levemente basicas favorecerao a formagao da base livre e aumentarao a
penetracao (BAKHTIARI et al., 2023). Ao que se refere as suas caracteristicas
organolépticas, trata-se de um solido estavel, cristalino e incolor, cujo sal cloridrato é
soluvel em agua (BAKHTIARI et al., 2023).
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4 METODOLOGIA
4.1 Desenvolvimento dos filmes hibridos de alginato e quitosana
4.1.1 Otimizagao do processo de formulagao

A influéncia das concentragdes de alginato e quitosana na qualidade final dos
filmes foi investigada através de um delineamento composto central rotacional
(DCCR) com dois fatores, dois niveis e dois pontos axiais (Tabela 1) com 11

experimentos (Tabela 2).

Tabela 1. Niveis codificados e decodificados das variaveis independentes.

Variaveis -a -1 0 1 +a
Concentracao de alginato (p/v) 1 1,58 3 4,42 5
Concentracao de quitosana (p/v) 1 1,58 3 4,42 5

Solugdes filmogénicas de alginato (dissolvido em agua destilada) e quitosana
(dissolvida em 1% de acido acético p/v) foram preparadas com uma concentragao fixa
de 2% glicerol (p/v). Em seguida, os filmes foram fabricados adicionando-se 15 mL da
solugédo de alginato em um Placa de Petri (90x15) que foi imediatamente levada a
estufa (37°C por 24 horas). No dia seguinte, a solugdo de quitosana (15 mL) foi
despejada sobre a camada de alginato recém-formada e novamente incubada a 37°C

por mais 18 h, até que os filmes hibridos fossem resgatados para analise de qualidade.

A qualidade das 11 formulagbes produzidas foi avaliada de acordo com um
score que aborda diferentes parametros: (i) uniformidade; (ii) rachaduras; (iii)
presenca de bolhas; (iv) desprendimento da placa; (v) transparéncia, (vi) consisténcia.
Foi utilizada uma pontuacao de classificacdo geral baseada nos seguintes critérios de
avaliagdo: 0 = auséncia/ruim; 1 = pouco/ruim; 2 = médio/bom; e 3 = intenso/muito bom
(VALE DE MACEDO et al., 2022).

Tabela 2. Influéncia das concentragcdes de alginato e quitosana sobre o indice de
qualidade dos filmes.

Formulagoes Quitosana Alginato (g/100 Qualidade

(9/100 mL) mL) (pontuagao)
1 1,58 1,58 12
2 4,42 1,58 9
3 1,58 4,42
4 4,42 4,42 7
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4.1.2 Incorporagao de agentes farmacolégicos

A formulagdo de maior qualidade foi selecionada para incorporacido de um
agente antimicrobiano (neomicina 1 mg/mL) e um agente anestésico (lidocaina 10
mg/mL). Estes agentes foram adicionados diretamente a ambas as solugbes
filmogénicas (alginato e quitosana) e os filmes foram fabricados conforme descrito na
secao anterior. Neste sentido, foram fabricados quatro diferentes filmes: Alginato e
Quitosana (AQ); Alginato e Quitosana contendo neomicina (AQ+Neo); Alginato e
Quitosana contendo lidocaina (AQ+Lido) e; Alginato e Quitosana contendo neomicina
e lidocaina (AQ+Neo+Lido).

4.2 Caracterizagao de filmes hibridos de alginato e quitosana

4.2.1 Avaliagao da morfologia e da espessura por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

Os filmes produzidos foram fixados em stubs metalicos com fita dupla-face de
carbono e submetidos a analise de microscopia eletrénica de varredura (TM3030,
Hitachi, Jap&o), com operagao de elétrons retroespalhados e aceleragéo de tenséo de
15KV. Foram obtidas imagens da superficie superior (1000x) e da se¢ao transversal
(250x) de cada filme. Imagens da segdo transversal foram utilizadas na mensuragao

da espessura.
4.2.2 Teor de umidade, rugosidade e inchago

A umidade dos filmes foi mesurada pela diferenca entre a massa dos filmes
recém formulados e a massa dos filmes secos a 105 °C por 24 h em estufa a vacuo
(Lab-Line, Squaroid, EUA). Foram utilizados filmes contendo 2cm? de area. A umidade
foi em expressa em percentual apds a realizagdo do teste em triplicata para cada

formulacdo. A umidade(%) foi determinada de acordo com a equagao:
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mi —mf

U% = x100

mi

Onde: U = umidade (%), mi; = massa inicial da amostra (g), mf = massa seca
(g) (BAZAN et al., 2023).

A Rugosidade foi determinada por meio de rugosimetro digital (Mitutoyo SJ-
201, Japao), ao serem executadas nove leituras para cada grupo. O cumprimento de
amostragem (cutoff) foi de 4 mm, foram analisados cinco intervalos a uma velocidade
de 0,8 mm/s a 0,5 mm/s, a fim de se obter os valores de rugosidade média (RA). Os
padroes adotados foram devidamente programados no equipamento antes da

realizagao das medidas.

Para avaliar a capacidade de inchaco, filmes recém formulados (medindo 2 cm
de didametro) foram imersos em 30 mL de tampé&o fosfato-salino (PBS) em suporte
apropriado para pesagem. As amostras entdo foram retiradas em intervalos de 60

segundos e pesadas. O grau de intumescimento (%) foi determinado de acordo com

a equacao:
mi —mf
1% = ————x100
mf
Onde: | = intumescimento (%), mi; = massa inicial da amostra (g), mf = massa

umida nos diferentes tempos da amostra (g) (BAZAN et al., 2023).

4.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

Analise termogravimétrica (TGA)

Os filmes foram caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) em um aparelho Shimadzu IRAffinity-1 FTIR. Os
espectros foram registrados na faixa de 400 cm-1 a 4.000 cm-1 com resolugao de 4
cm-1. Para melhorar a relagdo sinal-ruido, 64 varreduras foram integradas por
espectro. A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada usando um instrumento TA
Q-5000. O método envolveu o aquecimento da amostra em uma faixa de temperatura

de 25 a 600 °C a uma taxa de 10 °C/min em uma atmosfera inerte.
4.2.4 Coloragao

A coloracdo dos filmes foi verificada quantitativamente com auxilio de
colorimetro portatil (VITA Easy Shade IV®, EUA) que adota o padrdo CIELAB. Em
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cada amostra foram mensurados os parametros L, a e b, que também foram usados
para calcular a tonalidade métrica (Hue), que indica a cor do material; o croma métrico
(Cr), relacionado a intensidade da cor, numa escala de 0 a 16; e a diferenca de cor
em relagdo a um padrao (AE), que foi definido como o filme AQ. Os calculos foram

realizados de acordo com as seguintes equagdes:

e Hue = arctan(b/a)
e Cr=+Va?+bh?
e AE =,/(AL% + Aa? + Ab?)

4.3 Biocompatibilidade de filmes hibridos de alginato e quitosana

4.3.1 Efeito de filmes hibridos na integridade da membrana plasmaticas de

hemacias

Para o procedimento, aliquotas de uma de solu¢cdo de sangue a 5% foram
colocadas diretamente em contato com os diferentes filmes (AQ, AQ+Neo, AQ+Lido
e AQ+Neo+Lido). Uma solugédo de hemacias preparadas em agua destilada foi usada
como controle de hemolise total. Apds 3 h, as amostras foram centrifugadas a 3000
rom/5 min para isolar as células integras e o sobrenadante foi medido a 550 nm de
absorbancia. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de hemdlise e

calculados a partir da seguinte equacéo:

. absorbancia teste — absorbancia do controle negativo
Hemolise = - — — —— x 100
absorbancia do controle de hemdlise — absorbancia do controle negativo

4.4 Efeito antimicrobiano de filmes hibridos de alginato e quitosana
4.4.1 Liberagao de Neomicina

A medicao da liberacdo de neomicina dos filmes hibridos foi medida por um
ensaio de difusdo em agar usando uma curva padrao de sulfato de neomicina de
poténcia conhecida (1000-6,25 ug/mL). Para o procedimento, os filmes foram imersos
em 500 uL de PBS e incubados a 37 °C. Aliquotas de 50 pyL foram coletadas em
horarios especificos (30, 60, 120 e 240 min) e colocadas em agar MH recém-cultivado
com S. aureus (VALE DE MACEDO et al., 2022).

4.4.2 Avaliagao in vitro do efeito antimicrobiano dos filmes hibridos

Uma suspensdo recente de S. aureus ATCC 6538 (1,5 x 108 UFC/mL) foi
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espalhada agar Mueller-Hinton (MHA), onde amostras com diametro de 8 mm de cada
filme (AQ, AQ+Neo, AQ+Lido e AQ+Neo+Lido) foram dispostas pontualmente e
fixadas. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h até que

as areas de inibicdo (em mm?) fossem medidas.

4.4.2.1 Avaliagao do efeito antimicrobiano dos filmes hibridos de alginato e

quitosana em modelo ex vivo de feridas infectadas
4.4.2.2 Obtencao e desinfecgao de pele suina

A pele suina foi coletada em frigorifico regulamentado na cidade de S&o Luis
(Maranh&o, Sao Luis) e armazenada a -20°C até a realizagdo do experimento. A pele
descongelada foi dividida em pequenos fragmentos (2 x 2 cm) e submetida ao
processo de desinfeccao. Para este processo, as peles foram mergulhadas em tubos
estéreis contendo alcool etilico 70% (30 minutos), hipoclorito de sédio 0,615% (30 min)
e agua destilada (30 min). Por fim, as peles foram depois colocadas em placas de

Petri estéreis para secagem sob luz ultravioleta (SOUSA et al., 2023).
4.4.2.3 Inducao e infecgao das feridas

As peles desinfectadas foram estabilizadas no centro da placa de Petri com 0,7
% de agarose estéril. Posteriormente, utilizado um punch (n° 8) uma lesdo foi
produzida nos fragmentos de pele estabilizados. Para a infecgéo, 25 uL de um in6culo
de S. aureus ATCC 6538 (1,5 x 108 UFC/mL) foram adicionados em cada ferida e as
peles foram incubadas a 37°C por 72 h (SOUSA et al., 2023a)

4.4.2.4 Tratamento das feridas

Apos o estabelecimento da infecgdo, uma amostra com didmetro de 8 mm de
cada filme (AQ, AQ+Neo, AQ+Lido e AQ+Neo+Lido) foi aplicada sobre as feridas.
Apods 24 horas de tratamento os filmes foram retirados com auxilio de uma pinca estéril

e a carga de S. aures da ferida foi quantificada (SOUSA et al., 2023a).
4.4.2.5 Quantificagdo de UFC de S. aures nas feridas ex vivo

Para quantificar as UFC, cada ferida recebeu 50 yL de PBS, que foram
seguidamente aspirados e descartados. Posteriormente, um swab estéril foi
introduzido perpendicularmente no leito da ferida e completamente rotacionado em
seu proprio eixo por duas vezes. O swab foi transferido para um tubo contendo 1 mL

de PBS, os tubos foram agitados em vortex por 1 min para desprendimento das células
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bacterianas. Em seguida, 100 uL de cada suspenséao foram diluidos seriadamente e
semeados agar manitol salgado, as placas foram incubadas a 37 ° C por 24 horas
para contagem de UFC (SOUSA et al., 2023a).

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia = erro padrdo da média. A
avaliagao estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). A suposicao de distribuicdo gaussiana dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e as comparag¢des multiplas foram testadas pela
Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey e Bonferroni. P < 0,05

indicou significancia estatistica.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizagao do processo de formulagao dos filmes hibridos de alginato e

quitosana

Baseado no DCCR foram produzidos 11 filmes poliméricos duplos com
diferentes concentragdes de alginato e quitosana. As formulagdes foram avaliadas e
a soma das pontuacgdes definiu a qualidade final dos filmes gerados (figura 6A). A
variagdo na concentragao de cada polimero foi capaz de afetar diretamente as
propriedades dos filmes, dessa forma, baixas concentragcdes associativas resultaram
em formulagdes de maior qualidade (figura 6B e 6C). Portanto, a formulagéo 1 (1,58
g/100 mL de alginato + 1,58 g/100 mL de quitosana) foi selecionada para testes
posteriores.

Figura 6: Avaliacdo do indice de qualidade filmes hibridos de alginato e

quitosana.
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A) Aspecto macroscopico dos diferentes filmes gerados; B) Superficie resposta relacionada a qualidade
dos filmes em fungédo das proporgdes associativas de alginato e quitosana; C) Mapa de contorno
relacionado a qualidade dos filmes em fungéo das proporgdes associativas de alginato e quitosana.

Para a producgao dos filmes hibridos, este estudo se beneficiou da interagcao
eletrostatica entre as cadeias poliméricas de alginato (polimero polianidnico) e
quitosana (polimero policatidnico), que sdo capazes de se unir e formar uma rede
estavel para a liberagao controlada de agentes farmacolégicos (XU et al., 2019). Neste
sentido podemos citar a neomicina e a lidocaina, que podem ser associadas a filmes
poliméricos e encaminhadas ao tratamento de feridas infectadas, permitindo melhora
na sensibilidade cutanea e o controle de infec¢des (AKASH et al., 2021). A formulagao
1 foi incorporada com concentrag¢des fixas de neomicina (1 mg/mL) e lidocaina (10
mg/mL) e submetida a testes de caracterizagao e de potencial antimicrobiano (in vitro

€ ex vivo).

5.2 Caracterizacdao de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo

neomicina e/ou lidocaina
5.2.1 Morfologia, rugosidade, umidade e inchago

A morfologia superficial dos filmes foi avaliada por MEV em um aumento de
1000x, as imagens obtidas evidenciam diferentes padrdes morfolégicos para cada
amostra analisada. O filme controle (AQ) apresenta superficie homogénea e sem
sinais de agentes extrapoliméricos (figura 7A), por outro lado, as demais formulag¢des
avaliadas apresentam em sua estrutura indicios de incorporagao farmacolégica eficaz.
Cristais de lidocaina aparecem no filme AQ+Lido (Figura 7B) enquanto granulos de
neomicina estdo presentes no filme AQ+Neo (Figura 7C). Cristais de lidocaina e
granulos de neomicina podem ser vistos em conjunto no filme AQ+Lido+Neo (Figura
7D).

Imagens transversais de cada filme também foram obtidas por MEV e s&o
mostradas na figura 7E, 7F, 7G e 7H. Com intuito de avaliar a espessura e encontrar
o ponto interfacial entre os dois polimeros, os filmes foram propositalmente registrados
em amplitude inferior (250x). As imagens transversais nao conseguem evidenciar uma
interfase bem delimitada de alginato-quitosana, indicando que embora as camadas
poliméricas tenham secado em momentos distintos as solugdes filmogénicas
formaram uma estrutura hibrida fortemente integrada, como observado em estudos
anteriores (AGOSTINI DE MORAES et al., 2013; KLOSTER et al., 2021).
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Figura 7: Morfologia e espessura de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo
lidocaina e/ou neomicina.
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A) Imagem superficial de AQ (1000X); B) Imagem superficial de AQ+Lido (1000X); C) Imagem
superficial de AQ+Neo (1000X); D) Imagem superficial de AQ+Lido+Neo (1000X); E) Imagem
transversal de AQ (250x); F) Imagem transversal de AQ+Lido (250x); G) Imagem transversal de
AQ+Neo (250x); G) Imagem transversal de AQ+Lido+Neo (250x); F) Espessura de filmes hibridos de

alginato e quitosana contendo lidocaina e/ou neomicina. AQ: Filme de alginato e quitosana; AQ+Lido:

Lid+ Neo X250 300 pm

Filme de alginato e quitosana contendo lidocaina; AQ+Neo: Filme de alginato e quitosana contendo
neomicina; AQ+Neo+Lido: Filme de alginato e quitosana contendo neomicina e lidocaina. **** indica
p<0,0001.

Ainda com auxilios do MEV, as imagens das seg¢des transversais foram usadas
para mensurar a espessura dos filmes em diferentes pontos. Os resultados sao
demonstrados na figura 71 e indicam que a espessura média do filme controle (AQ)
gira em torno de 99.1£5.8 ym, enquanto os filmes AQ+Neo e AQ+Lido+Neo tem
respectivamente 98.0+2.3 um e 106.2+2.7 um. O filme contendo apenas lidocaina
(AQ+Lido) apresentou espessura significativamente superior aos demais (p<0,05).
Estudos anteriores ja demonstraram que o conteudo de lidocaina pode impedir uma

compactacgao polimérica adequada, o que afeta tanto a espessura como a resisténcia
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de filmes (AGOSTINI DE MORAES et al., 2013). Curiosamente, o filme contendo

neomicina e lidocaina n&o teve sua espessura modificada.

Figura 8: Caracterizacdo de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo
lidocaina e/ou neomicina.
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A) Percentual de umidade de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo lidocaina e/ou
neomicina; B) Rugosidade de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo lidocaina e/ou
neomicina; C) Percentual de intumescimento de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo
lidocaina e/ou neomicina; AQ: Filme de alginato e quitosana; AQ+Lido: Filme de alginato e quitosana
contendo lidocaina; AQ+Neo: Filme de alginato e quitosana contendo neomicina; AQ+Neo+Lido: Filme
de alginato e quitosana contendo neomicina e lidocaina. **** indica p<0,0001.

A diferenca de peso antes e apos exposi¢cao a 105 °C mostrou que todos os
filmes possuem percentuais de umidade estatisticamente similares (Figura 8A). Ja
para o parametro rugosidade a semelhancga so foi notada entre AQ (1.31 £ 0,08 ym)
e AQ+Lido (1.30 = 0.13 um) (p>0,05). A adicdo da neomicina diminuiu de forma
significativa a rugosidade dos filmes AQ+Neo (0.89 + 0.11 pm), enquanto a

combinagao farmacologica em AQ+Lido+Neo aumentou este parametro (1,8+0.19
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pm) (p<0,05) (Figura 8B). Propriedades relacionadas a melhora na aderéncia
superficial, fixagao celular e principalmente na difusdo de medicamentos e fluidos
favorecem a aplicagdo de AQ+Lido+Neo no tratamento de feridas (KOUSER et al.,
2021; SINGH et al., 2023).

O intumescimento de cada formulagao foi investigado por gravimetria, nos
diferentes periodos de analise AQ e AQ+Lido conseguiram reter em média 60% do
seu proprio peso. Os filmes AQ+Neo e AQ+Lido+Neo tiveram um intumescimento
gradativo, absorvendo 100,7% e 69,4% de seu préprio peso apos 300s,
respectivamente (figura 8C). Em filmes poliméricos de aplicacao tépica a analise de
intumescimento € indispensavel, pois reflete a capacidade do curativo em controlar os
niveis de exsudato nas feridas, um dos caminhos para a cicatrizacdo (BERNARDES
et al., 2021). Matrizes poliméricas a base de alginato e quitosana geralmente estéao
associadas a boas capacidades de intumescimento, fato relacionado principalmente
a forte interagao entre a agua e os grupos carboxila presentes na estrutura do alginato
(MONTEIRO et al., 2024).

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

Analise termogravimétrica (TGA)

Os espectros de FTIR foram registrados para o filme hibrido de alginato-
quitosana e para filmes hibridos contendo neomicina ou neomicina e lidocaina. Todos
0s espectros sdo comparados na Figura 9A. O espectro FTIR do filme de alginato-
quitosana é caracteristico de um polissacarideo. Uma banda larga entre 3.300 cm-1 e
3.400 cm-1 indica a presenga de grupos hidroxila (OH) abundantes e vibragbes de
estiramento N-H (BHATIA et al., 2023).

Estiramentos aromaticos C-H s&o evidentes em torno de 3.000 cm-1. A
presencga de grupos amina (NH2) é confirmada por um pico em torno de 1.650 cm-1
(VIDMAR et al., 2023; WANG et al., 2024). Os picos de impressao digital entre 1.300
e 1.000 cm-1 correspondem ao estiramento C-O e C-N na estrutura do agucar. Picos
em torno de 1.600 e 1.400 cm-1 correspondem a vibragdes de estiramento em grupos
carboxilato (COO-). Além disso, bandas entre 1.100 e 1.000 cm-1 revelam estiramento
C-0O-C nos anéis de agucar (KONDAVEETI et al., 2018).
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Figura 9: Analise da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) e Termogravimetria (TGA).
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Apds comparagao cuidadosa, os espectros de FTIR dos filmes de alginato-
quitosana-neomicina e alginato-quitosana-neomicina-lidocaina mostram um aumento
adicional no pico em 1.653 cm-1 (indicado pela seta azul na Figura 9A). Este pico
corresponde a vibragdo de alongamento da carbonila (C = O) na banda amida | dos
farmacos (neomicina e lidocaina) (SILVA et al., 2024). Estes resultados sugerem
fortemente a formacao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares entre os ativos e 0
filme de alginato-quitosana, indicando a incorporagdo bem sucedida dos farmacos no
filme hibrido.

A Figura 9B mostra os perfis de TGA para o filme hibrido de alginato-quitosana

e para filmes hibridos contendo neomicina ou neomicina e lidocaina. Todos os perfis
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TGA exibem um padrdo de perda de peso em trés etapas muito semelhante. Na
primeira etapa (25 oC a 100 oC), aproximadamente 30% do peso é perdido devido a
evaporagao da agua adsorvida. A segunda etapa (100 oC a 250 oC) envolve a
decomposicao térmica dos filmes hibridos, resultando em uma perda total de peso de
cerca de 90%. Por fim, a terceira etapa (acima de 250 oC) corresponde a combustéo
do material residual. Como a neomicina e a lidocaina sao consideradas compostos
termoestaveis, os perfis semelhantes de TGA observados para todas as trés
amostras, juntamente com a analise FTIR, sugerem que a cristalinidade, a reticulagéo
e a estabilidade quimica séo preservadas apds a incorporacdo dos antibiéticos nos

filmes hibridos.

5.2.3 Coloragao

A coloracao dos filmes foi mesurada quantitativamente com base no sistema
CEILAB, foram avaliados os parametros “L” que tem variagdo de O (preto) a 100
(branco), “a” que tem variacao de —60 (verde) a +60 (vermelho) e “b” que tem variagao
de -60 (azul) a +60 (amarelo). Os resultados ndo indicaram variagdes significativas
entre as amostras analisadas, porém, o filme controle (AQ) apresentou luminosidade
(L) ligeiramente superior aos demais, além disso, a adigdo dos farmacos tornou as

formulagdes mais avermelhados em relagéo ao controle (AQ) (tabela 3).

Tabela 3. Analise dos parametros de coloragao dos diferentes filmes formulados.

Filmes L A B Hue Croma AE
AQ 7156+ 91+065¢ 2220+  1194003° 23,90+1,09° ]

2,272 0,90°

AQ+Lido 70,02 + 9904+ 2308+  11640,01° 24.81+090° 2,01+

0,567 0,382 0,90° 1,062

AQ+Neo 69,32 + 958 + 2278+  11740,02° 2472+080° 244+

1,32 0,512 0722 0,497

AQ+Lido+Neo 7024 + 936 + 2175+ 11640012 2345:070° 170+

1,60 0,297 0,442 0,578

L: luminosidade; a e b: indices de cor; Hue: tonalidade métrica; Croma: croma métrico; AE: diferenga
de cor em relagao ao filme controle (AQ). AQ: Filme de alginato e quitosana; AQ+Lido: Filme de alginato
e quitosana contendo lidocaina; AQ+Neo: Filme de alginato e quitosana contendo neomicina;
AQ+Neo+Lido: Filme de alginato e quitosana contendo neomicina e lidocaina.
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Os dados gerados no sistema CIELAB foram utilizados para mensurar Hue
(indica a cor) e croma (indica intensidade da cor 0-16), diferencas significativas
também nao foram encontradas entre as formulagdes (tabela 3). Por fim, a coloragao
de cada filme foi comparada com o controle (AQ) e os resultados indicaram variagdes
sutis apds a incorporagéo farmacologica, com valores médios de AE girando em torno
de 2,0510,72 (tabela 3). Dessa forma, as diferengas colorimétricas entre os filmes
foram praticamente imperceptiveis, pois o olho humano ¢é incapaz de diferenciar duas
cores que possuem AE inferior a 2,0 (MCGRATH; BECK; HILL, 2017).

5.3 Biocompatibilidade de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo

neomicina e/ou lidocaina

A biocompatibilidade de novos curativos deve ser investigada para garantir a
seguranga na utilizacdo do produto, neste sentido, o perfil citotoxico dos filmes foi
buscado pelo ensaio de hemdlise (THANKA RAJAN; SUBRAMANIAN;
AROCKIARAJAN, 2022). Os resultados ndo demonstraram ruptura na membrana de
hemacias que entraram em contato direto com os filmes, como pode ser visto na figura
10. Com base em padrdoes anteriormente estabelecidos, produtos que possuem
percentual de hemolise inferior a 5% podem ser considerados biocompativeis, dessa
maneira, os resultados obtidos atestam a seguranga biolégica das diferentes
formulacgoes testadas (GHAHREMANI-NASAB et al., 2023; LI et al., 2024; SALEEM et
al., 2023).

Figura 10: Hemdlise relativa de filmes hibridos de alginato e quitosana contendo
lidocaina e/ou neomicina.
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quitosana contendo neomicina e lidocaina. # indica auséncia de hemdlise.
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5.4 Potencial antimicrobiano de filmes hibridos de alginato e quitosana

contendo neomicina e/ou lidocaina

A atividade dos filmes contra S. aureus foi determinada por difusdo em agar e
os resultados estdo expressos na tabela 4, nota-se que AQ e AQ+Lido ndo exerceram
inibicdo bacteriana. Este padrdo era esperado, pois apesar de relatos sobre o
potencial antimicrobiano da quitosana, os valores utilizados na fabricagado dos filmes
foram inferiores a minima concentragao inibitoria. De maneira semelhante a lidocaina,
que teve seu efeito anti-Staphylococcus spp recentemente abordado em uma reviséo
sistematica e as concentragdes inibitérias, apesar de variadas, foram superiores as
utilizadas neste estudo (BARRETO BELLUSCI et al., 2024).

Por outro lado, a concentragdo de neomicina incorporada na matriz dos filmes
causou forte antagonismo contra S. aureus e a associagao antibidtico-anestésico
(AQ+Lido+Neo) aumentou significativamente essa inibicdo (p<0,05). Embora o
sinergismo entre lidocaina e neomicina ndo tenha sido o foco deste estudo, a
associacdo destes farmacos no interior da formulacdo potencializou as acodes
antimicrobianas do produto, destacando-o para o combate de infecgdes topicas. De
fato, a combinagdo da lidocaina com agentes antimicrobianos parece melhorar a
inibicdo de fungos e bactérias, porém uma explicacdo clara dos mecanismos
envolvidos nesta acdo ainda é uma lacuna (RAZAVI; FAZLY BAZZAZ, 2019;
RODRIGUES; ARAUJO; PINAVAZ, 2006; TON THAT et al., 2010)

Tabela 4: Potencial antimicrobiano de filmes hibridos de alginato e quitosana
contendo lidocaina e/ou neomicina em ensaio de difusdo em agar

Filmes Inibicdo de Staphylococcus aureus
(mm)
AQ -
AQ+tLido -
AQ+Neo 20.66 +1,5*
AQ+Lido+Neo 26.16 £ 0.28”

O padrao de liberagdo do agente antimicrobiano a partir das formulagées
produzidas foi mensurado 30, 60, 120 e 240 min e uma liberag&o gradual foi observada
(figura 11A). Além disso, a presenca da lidocaina parece facilitar a dissociagdo de
neomicina da matriz polimérica dos filmes, fato que pode se relacionar ao aumento da

atividade antimicrobiana observado em AQ+Lido+Neo.
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O potencial das formulagcdes em combater infeccbes de ferida foi avaliada
através de um modelo de ex vivo em pele suina. Nota-se que os filmes que continham
neomicina (AQ+Neo e AQ+Lido+Neo) conseguiram reduzir em mais que 15% o
numero de UFC de S. aureus nas feridas, enquanto AQ e AQ+Lido ndo exerceram
efeitos antimicrobianos (figura 11B), corroborando com os resultados do ensaio in

vitro.

Embora limitado pela auséncia de resposta imune do hospedeiro, 0 modelo ex
vivo de feridas infetadas pode apresentar uma via alternativa para avaliagédo do
potencial antimicrobiano de formulagdes curativas, permitindo uma analise preliminar
da agao do produto em condigdes clinicas (ANDERSSON et al., 2021; SOUSA et al.,
2023; VILA NOVA et al., 2024).

Figura 11: Perfil de liberagéo e atividade antimicrobiana de filmes hibridos de alginato
e quitosana contendo lidocaina e/ou neomicina.
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A) Liberagdo de neomicina a partir dos filmes hibridos de alginato e quitosana; B) Efeito da aplicagéao
dos diferentes filmes na carga de bacteriana de feridas infectadas em modelo ex vivo. AQ: Filme de
alginato e quitosana; AQ+Lido: Filme de alginato e quitosana contendo lidocaina; AQ+Neo: Filme de
alginato e quitosana contendo neomicina; AQ+Neo+Lido: Filme de alginato e quitosana contendo
neomicina e lidocaina.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel desenvolver e caracterizar filmes hibridos de
alginato e quitosana contendo neomicina e lidocaina. A rugosidade do grupo
AQ+Lido+Neo teve como resultado 1,8+0.19 um, uma diferenga significativa deste
parametro em relagdo aos outros grupos. Os filmes apresentaram teor de umidade,
entorno de 70%, ja em relacdo ao intumescimento, os filmes AQ+Neo e

AQ+Lido+Neo, conseguiram absorver cerca de 100,7% e 69,4% do seu peso,
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respectivamente, apos 300s. Ao realizar o MEV, FTIR e TGA foi possivel visualizar a
composic¢ao polissacaridica dos filmes e a incorporacdo da neomicina e lidocaina.

A hemodlise relativa foi nula, considerando os filmes biocompativeis. Os filmes
AQ+Neo e AQ+Lid+Neo demonstraram eficacia no combate frente S. aureus no, onde
apresentaram as respectivas areas de inibicao, 20,66+1,5mm e 26,16£0,28mm. Ao
que se refere ao padrdo de liberagdo da neomicina, nos filmes AQ+Lido+Neo a
presenca da lidocaina facilitou a liberagcdo de neomicina no meio, ja no ex-vivo Os
filmes AQ+Neo e AQ+Lid+Neo reduziram em 15% a unidades formadoras de colonias.

Dessa forma, os filmes produzidos neste trabalho possuem um grande
potencial para tratar feridas contamidas, uma vez que apresentaram
biocompatibilidade, atoxicidade, atividade antibidtica e grande capacidade de
absorver liquidos. Entretanto, ainda € necessario a realizacdo de futuros ensaios
clinicos para a validacao dos resultados obtidos em condigoes in-vitro e ex-vivo, a fim

de explorar as possiveis otimizagdes de suas propriedades terapéuticas.
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