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PRODUCAO DE FILMES DE PBAT/PLA POR ELETROFIACAO PARA
LIBERACAO DE NITROFURAZONA

Leonardo de Souza Megliorini

Resumo

A nitrofurazona é um farmaco utilizado no tratamento de queimaduras e em
transplantes de pele. O medicamento € comercializado na forma de pomada e
solucédo. O polimero ecovio® é composto de poli(acido latico)/poli(butileno adipato co-
teraftalato) e é biocompativel. Neste trabalho foi produzido um filme com a
combinacdo de ecovio® e nitrofurazona pela técnica de eletrofiacdo formando
nanofibras. Dois filmes foram produzidos. O primeiro foi produzido com
dimetilformamida/tetrahidrofurano (15:85 v/v) e foi capaz de liberar 100% da
nitrofurazona de forma reprodutivel no teste de perfil de dissolucéo avaliado por 300
minutos. O segundo filme foi produzido com dimetilformamida/cloroférmio (15:85 v/v)
e liberou cerca de 90% da nitrofurazona, mas ndo apresentou resultados reprodutiveis
no mesmo intervalo. Analises fisico-quimicas levam a conclusdo de que a interagéo
da nitrofurazona com o polimero ocorre principalmente entre os grupamentos mais
polares. O teste de dissolugéo foi realizado seguindo parametros farmacopeicos. A
quantificacdo da nitrofurazona liberada foi realizada por espectrofotometria na regiao
do UV-Vis em 375 nm. O método utilizado foi validado e comprovou-se
estatisticamente que é adequado, apresentando linearidade no intervalo de 0,25 a
12,50 mg.Lt com coeficiente de correlagédo de 0,9999, preciséo elevada com desvio
padrao relativo < 1,6%, exatiddo de 98,9 a 100,4%, seletividade e limite de

quantificacdo de 0,4 mg.L™.

Palavra-chave: nitrofural, nanofibras, perfil de dissolucéo.



PRODUCAO DE FILMES DE PBAT/PLA POR ELETROFIACAO PARA
LIBERACAO DE NITROFURAZONA

Leonardo de Souza Megliorini

Abstract

Nitrofurazone is a drug used to treat burns and skin transplants. The drug product is
salled in cream and solution form. The ecovio® polymer is composed of poly(lactic
acid) / poly(butylene adipate co-teraphtalate) and is biocompatible. In this work a film
with the combination of ecovio® and nitrofurazone was produced by the
electrospinning technique forming nanofibers. Two films were produced. The first was
produced with dimethylformamide / tetrahydrofuran (15:85 v / v) and was capable of
releasing 100% of the nitrofurazone reproducibly in the dissolution profile test
evaluated for 300 minutes. The second film was produced with
dimethylformamide/chloroform (15:85 v/v) and released about 90% of the
nitrofurazone. But did not show reproducible results in the same range. Physical-
chemical analyzes lead to the conclusion that the interaction of nitrofurazone with the
polymer occurs mainly among the more polar groups. The dissolution test was
performed following pharmacopoeial parameters. The quantitation of the released
nitrofurazone was performed by UV-Vis spectrophotometry at 375 nm. The method
used was validated and proved to be adequate, showing linearity in range 0.25 - 12.50
mg.L? with correlation coefficient 0.9999, high precision with relative standard
deviation < 1.6%, accuracy 98.9 - 100.4%, selectivity and limit of quantification 0.4
mg.L2.

Keywords: nitrofural, nanofibers, dissolution profile.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
1.1 — INTRODUCAO GERAL

Lesbes por queimaduras sempre foram motivagdo para pesquisas em
diversos ramos da ciéncia e da saude. Devido a dificil cicatrizacdo, diversos
tratamentos sdo propostos e muitos farmacos utilizados nos mesmos. Segundos apos
a lesdo, o organismo libera células e proteinas defensivas, principalmente para
remocdo de células necrosadas e combater as bactérias. Em funcdo disso, os
tratamentos de queimaduras, usualmente utilizam-se bactericidas, auxiliando o
sistema imunoldgico. Segundo Moncrief et al (1966), um tratamento ideal é aquele
capaz de inibir o crescimento bacteriano, remover células desativadas e estimular o
crescimento do novo tecido.[1]

Um dos vérios tratamentos é o uso de curativos umidos. Em que gazes
umedecidas com solucao fisioldgica sdo trocadas varias vezes ao dia. Em alguns
casos a cada duas horas. Quando ha contaminacdo na lesdo antibiéticos sao
utilizados na solucéo. Pelos mesmos principios uma membrana polimérica pode ser
utilizada em substituicdo as gazes. Em funcao disso varios estudos séo direcionados
para a producao e utilizacdo de membranas poliméricas contendo antibiético. [2]

Membranas poliméricas podem ser produzidas com alta resisténcia e alta
porosidade; permitindo trocas gasosas, protegendo a lesdo e mantendo a umidade na
regido lesionada. Uma das técnicas mais utilizadas para producdo de membranas
poliméricas € a eletrofiagcdo, onde um ou mais polimeros geram fibras que formam
filmes (membranas).

Em 1920 foi publicada a primeira teoria envolvendo o que depois seriam
tratados como polimeros, quando Hermann Staudinger propds que alguns tipos de
materiais possuem, na verdade, moléculas de grande peso molecular iguais unidas
por ligagBes covalentes. A teoria foi comprovada através de reagdes de polimerizacgéo.
Desde entdo polimeros tém sido utilizados para producao de fibras por eletrofiacéo,
aplicados a diversos segmentos da saude, como a regeneracao e cicatrizacao de
feridas. [3]

Uma boa cicatrizacdo depende muito da utilizagdo de um tratamento
adequado, com curativos, procedimentos e medicamentos adequados a lesdo. O

curativo ideal para feridas deve obter cicatrizacdo rapida com hemostasia, atividade
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antimicrobiana e manutencdo de um revestimento umido para a ferida. O filme
polimérico atende aos requisitos descritos para a cicatrizacdo de feridas, por meio de
estruturas microfibrosas que proporcionam um ambiente adequado para cicatrizagao
de feridas. Neste estudo busca-se a producao fibras de poli(acido latico) e poli(butileno
adipato co-tereftalato) (PLA/PBAT) contendo nitrofurazona. Curativos realizados com
um filme composto destas fibras tém atividade antibacteriana satisfatoria contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Assim como o creme dermatoldgico de
nitrofurazona é considerado néo toxico, as fibras com nitrofurazona também devem
ser consideradas, uma vez que a blenda PLA/PBAT (polimero suporte) néo € toxico e
€ biocompativel. O filme proposto pode fornecer um candidato promissor para acelerar
a cicatrizacao de feridas e queimaduras, visto que atualmente a nitrofurazona ja é
utilizada no tratamento de lesGes graves por queimaduras juntamente com gazes. [4,
5, 10, 84]

O material produzido pode melhorar um tratamento substituindo gazes
umedecidas com solu¢Bes ou pomadas que precisam ser substituidas diversas vezes,
causando incomodo, dor e possiveis lesdes durante as trocas. Este material constitui

um filme bioativo e biocompativel.

1.2 - JUSTIFICATIVA

Atualmente a nitrofurazona é comercializada na forma de creme ou solucdo
contendo 0,2% de principio ativo e excipientes constituidos por macrogol
(polietilenoglicol). Em casos de utilizacdo diaria do farmaco em grandes feridas ou
gueimaduras, ocorre absorcdo excessiva de macrogol, causando insuficiéncia renal
progressiva. A substituicdo dos excipientes macrogol pelo copolimero PLA/PBAT
elimina os problemas renais causados por absor¢cdo de macrogol. [6-7]

Nos tratamentos sdo utilizadas gazes para protecdo da regido afetada que
posteriormente devem ser removidas, muitas vezes de forma dolorosa. O material
proposto é constituido de nitrofurazona e PLA/PBAT. O farmaco tem funcéo
antimicrobiana e a blenda polimérica possui a capacidade de proteger a regiao de
interesse permitindo trocas gasosas devido a alta porosidade intrinseca das fibras. O
PLA/PBAT (composto majoritario) é biocompativel. Desta forma néo se faz necesséria

a remocéo do filme.
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Ha trabalhos envolvendo a nitrofurazona associada a diversos polimeros
gerando géis ou filmes. Porém, ndo foram encontrados trabalhos abordando materiais
com nitrofurazona produzidos por eletrofiagéo. [8-9]

A grande vantagem na producéo da fibra é que a mesma pode ser produzida
com pequena quantidade de farmaco, visto que a atividade da nitrofurazona € téao
intensa que a concentracdo do medicamento comercializado é de 0,2%. Além disso,
a nitrofurazona é ativa para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas por inibicdo
enzimatica, levando a versatilidade do farmaco, que é indicado para queimaduras de
2° e 3° graus, para casos de resisténcia a outros antibiéticos e em transplantes de
pele. Outro fator importante € que a absorcdo de nitrofurazona pela pele é
praticamente escassa, mas em contato com 0sS microrganismos presentes na pele
lesionada ou em feridas expostas a atividade é conhecida e comprovada. [10 11 12
13]

1.3 - OBJETIVOS

Produzir filmes de nitrofurazona incorporada ao copolimero de poli(acido
latico) (PLA) e poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT).

Realizar o estudo de liberacdo do farmaco em funcéo do tempo in vitro pelo
teste de dissolucdo, realizando a quantificacdo de nitrofurazona por
espectrofotometria.

Validar o método analitico utilizado para a quantificacdo de nitrofurazona
liberada.

Determinar o perfil de liberagdo de nitrofurazona pelo filme produzido e

comparar com o filme produzido por simples evaporacéo do solvente.

13



2.1 — NITROFURAZONA

CAPITULO 2
FUNDAMENTACAO TEORICA

Na tabela 1 encontram-se algumas informacdes acerca da nitrofurazona. [14

- 21]

Tabela 1 - Informacgdes gerais referentes a substancia nitrofurazona.

Férmula estrutural

0O

0
IR

o]

/NWN/NTNHQ

Férmula molecular

CesHeN4O4

Massa molar

198,136 g.mol-1

Nome guimico

5-nitro-2-furfural semicarbazona

Registro de Denominagdo Comum
Brasileira (DCB)

06437

Registro no Chemical Abstract

Service (CAS)

59-87-0

Férma fisica

Cristal branco a amarelo claro

Propriedades fisico-quimicas

Em solucdo aquosa saturada apresenta
pH entre 6,0 e 6,5. Em solucéo alcalina
torna-se laranja escura. Ponto de fusao
entre 242 e 244 °C. 1 g de material é
soluvel em 4200 mL de &gua, 590 mL de
alcool, 350 mL de propilenoglicol e
praticamente insolivel em cloroférmio.
Estavel quando protegido da Iluz.
Termosensivel.

Sinbnimo

Nitrofural

A nitrofurazona, ou nitrofural, € um antimicrobiano conhecido também pelo

nome Furacin®. No mercado, o produto é comercializado na forma de pomada e de

solucéo para uso dermatolégico em uma concentracao de 0,2% e em uma formulacao

a base de macrogol (polietilenoglicol). A substancia € um derivado de nitrofuranos com

atividade contra a maioria dos agentes infecciosos; dentre eles o Staphylococcus

aureus, Streptococcus ssp., Escherichia coli, Clostridium perfringens, Aerobacter

aerogenes e Proteus ssp. [6 - 7]

Estudos realizados por Webber et al, no tratamento ambulatorial de 84

pacientes em emergéncia por sofrerem queimaduras de segundo grau, compararam
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a eficacia da nitrofurazona, sulfadiazina de prata e iodo-povidna. Apos analise
estatistica, a conclusdo foi que os pacientes tratados com nitrofurazona tiveram
resultados superiores a sulfadiazina de prata em termos de tempo de granulacéo do
tecido, secagem das feridas e quantidade de cicatrizagdo em duas semanas.
Excluindo os casos mais complexos, os resultados com iodo-povidona foram
equivalentes aos resultados com nitrofurazona. Dentre os pacientes, aqueles tratados
com nitrofurazona tiveram menos dor que os tratados com sulfadiazina de prata e os
pacientes tratados com iodo-povidona nao tiveram diferenca significativa na dor em
relacdo aos tratados com nitrofurazona ou sulfadiazina de prata. [10]

Apesar da comprovada eficacia da nitrofurazona quando comparada a outros
farmacos, estudos recentes de Ozkaya e Kilic revelam que uma parcela significativa
da populacdo apresenta sensibilidade ao polietilenoglicol (PEG), constituinte
majoritario na formulacdo dos medicamentos comercializados. O estudo foi realizado
com 836 pacientes na Turquia entre 1996 e 2015 e, dentre eles, 35 (4,2%)
apresentaram reacdo ao PEG. Dentre eles, 10% apresentaram reacdo alérgica ao
contato de varios medicamentos/formulagcbes contendo polietilenoglicol e/ou

propilenogligol. [22]

2.2 — POLIMEROS, COPOLIMEROS E FIBRAS POLIMERICAS

As substéancias poliméricas sao caracterizadas por longas cadeias compostas
por pequenas moléculas repetidamente através de ligacbes covalentes. Polimeros
podem ser naturais ou sintéticos. Os mais conhecidos sdo formados por compostos
organicos, existindo também polimeros inorganicos. Quando mais de um polimero
esta associado o material € chamado de copolimero [23].

Polimeros biodegradaveis atrairam a atencao de diversos ramos da industria,
pesquisa e, principalmente, areas relacionadas a medicina, farméacia e engenharia de
tecidos devido as inUmeras possibilidades de aplicagdes multidimensionais [24].

Os polimeros e copolimeros produzidos por materiais oriundos de fontes
renovaveis, como vegetais e animais, sdo considerados biopolimeros. Estes materiais
sao muito atrativos do ponto de vista ambiental. [25]

Quando comparados, os polimeros biodegradaveis, como o PBAT e o PLA
apresentam cinéticas e mecanismos de degradacao diferentes. Além disso, blendas
de PBAT/PLA apresentam degradabilidade ainda diferente dos dois polimeros

separados. Contudo, apesar dos diferentes niveis de degradacdo quando
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comparados, ambos sdo facilidade degradados. Essa facilidade em serem
degradados, juntamente com a biocompatibilidade de alguns polimeros trouxe a
possibilidade de serem utilizados como veiculo de medicamentos em diversos
estudos, com diversos resultados de grande relevancia positiva, sendo o PLA o
pioneiro e mais promissor no mercado de bioplasticos com custo baixo, alta
disponibilidade oriunda de fontes renovaveis, biocompativel e pelas propriedades
biolégicas. As propriedades de um polimero podem ser exploradas para que um
farmaco seja liberado onde ndo chegaria sozinho. Farmacos hidrofébicos, por
exemplo, dispersos em fibras hidrofilicas podem ser levados a regides hidrofilicas do
organismo com facilidade e liberando de forma controlada o principio ativo de forma
praticamente linear com o tempo para terapias tumorais. [26 - 28]

Na maioria das aplicacbes é importante que as fibras apresentem boa
resisténcia para que nao sejam facilmente destruidas. Em estudos mecéanicos
variando a composi¢cdo de blendas de PLA e PBAT foram obtidos resultados de
maximizacgdo de resisténcia em blendas de PLA contendo 25% de PBAT associados
como copolimero. [29]

Outro fator importantissimo é que a técnica de eletrofiacdo pode ser
considerada de baixo custo, eficiente, simples e capaz de gerar fibras de alta pureza
e uniformidade [30]. Além disso, as nanofibras possuem uma enorme variedade de
aplicagOes e tém sido largamente utilizadas, em especial, em sensores, catalisadores,
farmacia e medicina. Pelo processo de eletrofiacdo as nanofibras podem ser
produzidas com eficiéncia, possuindo diametros de menos de 10 nandmetros a varios
micrometros por polimerizacdo in situ. As nanofibras geradas possuem extrema
flexibilidade e resisténcia axial. Além disso, elas podem ser funcionalizadas
simplesmente pela composicdo dos polimeros da fibra ou por incorporacdo de
nanoparticulas ou moléculas com propriedades especificas. [31]

Essas fibras vém sendo largamente estudadas. Aruan et al (2017), por
exemplo, produziram fibras por eletrofiagdo compostas de PVA com adicdo de 8 a
14%(m/m) de SLE! na solugdo utilizando uma diferenca de potencial de

aproximadamente 8 kV, fluxo de 0,2 mL.h"! e coletor a 12 cm do injetor de spray

1 SLE: soursop leaves extract, do inglés “extrato de folhas de graviola".
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produziu fibras de aproximadamente 125nm de diametro médio contendo alcaloides e
flavonoides; resultando em atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus. [32]

Outros farmacos, como a vancomicina, B-caroteno, progesterona e a aspirina,
foram produzidos associados a polimeros ou nanofibras poliméricas gerando diversas
vantagens no encapsulamento, nos mecanismos de liberacédo, na funcionalidade e
atividade e compatibilidade com células. Além dos farmacos imobilizados em
polimeros, ha também estudos de utilizacdo de polimeros contendo veiculos de
farmacos. Em alguns casos, somente a combinacéo do farmaco e o polimero néo gera
0s resultados esperados. Nesses casos é necessaria também a presenca de um
veiculo, como as ciclodextrinas, que podem ser associadas ao polimero e ao farmaco
de interesse. Estas ciclodextrinas possuem estruturas ciclicas de unidades de
glicoses, formando uma espécie de ciclos poliméricos de glicose. [33 — 36]

Uma técnica que vem surgindo para auxiliar na liberacdo controlada de

farmaco é a eletrofiacéo.

2.3 — ELETROFIACAO

Na técnica de eletrofiacdo uma diferenca de potencial é aplicada entre uma
agulha metalica e uma fonte de potencial. Esta agulha € situada na saida de uma
seringa na qual a solucdo polimérica se encontra. A solu¢édo polimérica € composta
de um solvente volatil e o material que ira compor as fibras produzidas. Durante o
processo a solucdo € dispensada da seringa, impulsionada por uma bomba e
passando pela agulha em um fluxo constante. Quando as gotas de solucéo polimérica
chegam a ponta da agulha, as cargas elétricas da solugcéo se orientam no sentido do
campo elétrico que existe devido a ddp e a solucao passa a ser carregada com o fluxo
de elétrons entre a agulha e a fonte. Com isso, a solucédo perde a estabilidade da
tensdo superficial da gota, causando uma deformagdo na mesma e gerando o
chamado cone de Taylor. Com isso, a gota forma um estiramento devido ao fato das
cargas elétricas da solucdo estarem direcionadas pelo campo elétrico e,
consequentemente, um jato carregado é formado com dimensdes reduzidas. Este jato
direcionado, que compde a solucdo polimérica a ser eletrofiada, ainda sofre um
espalhamento antes de chegar a placa coletora. Dependendo das dimensdes podem
ser formadas nanofibras por eletrofiacdo, que sao direcionadas até a placa coletora,
localizadas a uma distancia da agulha, que € escolhida para cada eletrofiacdo. [37 —
39]
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A figura 2 ilustra a o funcionamento simples do processo de eletrofiacdo, que

pode ter variagdes, como as apresentadas a seguir:

Bomba Bomba infusora

infusora

Placa coletora
Fonte de alta voltazem

e ey
Fonte de alta voltagem @

Capilar s Capilar

S
J{ [T
(A) 1

L
1

(B)

Resenatdrio de solugdo
Fonte de alta voltagem

Placa coletora ( ' )

Figura 1 — Configuracdes de componentes da eletrofiacdo [40]. (A) Eletrofiacdo

horizontalmente com bomba de infusdo. (B) Eletrofiacao verticalmente com bomba de
infus&o. (C) Eletrofiagdo verticalmente com a forga da gravidade sem bomba de

infusao.

Farmacos, como o cloridrato de tetraciclina, foram coeletrofiados com PEVA,
formando filmes extremamente maleaveis e resistentes com atividade antimicrobiana.
[41]

2.4 — PARAMETROS IMPORTANTES NA ELETROFIACAO

Varios parametros devem ser ajustados para que a eletrofiacao seja eficiente.
Dentre eles estédo a diferenca de potencial utilizada, o solvente utilizado, o diametro
de saida da agulha, a distancia entre a agulha e o coletor, A condutividade do
polimero, a umidade do ambiente, o fluxo aplicado; a viscosidade e a concentragédo
da solucao polimérica. Nao ha condi¢des absolutas e 6timas para serem aplicadas em
qualquer processo de eletrofiacdo. Os fatores com maiores possibilidades e facilidade

de variacdo sdo mais explicados a seguir.

18



2.4.1 — Tensao aplicada

Este € um dos parametros mais estudados, em parte por ser facil variar a
voltagem e em parte porque os efeitos sdo muito impactantes sobre as fibras
produzidas. A tenséo aplicada deve ser suficiente para superar a tenséo superficial da
solucéo polimérica. Com o aumento da tensdo aplicada a agulha metélica, a solucao
presente na gota (contendo cargas) comeca a se afinar devido a repulséo existente
na solucao, que deforma a gota em um cone denominado cone de Taylor, culminando
em um jato de polimérico extremamente fino. Fibras mais finas sdo formadas quando
potenciais maiores sdo aplicados. Porém, existe uma tensdo critica e tensdes
superiores a esse valor resultam em granulos na fibra, conhecidos também como
beads. Esse efeito pode ser explicado pelo fato de que em potenciais maiores o jato
ganha energia cinética e se move aleatoriamente para as bordas da agulha. Este

efeito acarreta pequenas concentracdes de material, formando granulos. [42 — 45]

2.4.2 — Solvente e solucédo polimérica

A escolha de um solvente inapropriado pode produzir fibras de péssima
gualidade. Um solvente para eletrofiacdo deve ser capaz de solubilizar bem o polimero
e formar a solucdo polimérica. A polaridade e a condutividade também séo
importantes. Quanto maiores elas forem, mais facil sera a polarizacao da solucdo na
ponta da agulha, facilitando a formacéo do jato. Além disso, o solvente ideal € volatil
ao ponto de evaporar enquanto as fibras estao flutuando em direcédo ao coletor, mas
nao tdo volatil ao ponto de evaporar antes de sair da ponta da agulha. O solvente
secando na ponta da agulha formara granulos, ja que nesta regido o volume de
solucdo polimérica € maior. J4& os solventes que chegam até o coletor sem
evaporarem, causardo granulos pelo contato de varias fibras ainda molhadas, que
podem se unir. Semelhantemente, uma solugdo muito concentrada em polimeros sera
muito viscosa e pode secar antes de sair da agulha, causando granulos. Ja solucdes
muito diluidas, ao secarem formam fragmentac&o antes de chegar ao coletor. [39, 44-
46]

2.4.3 — Fluxo aplicado
Quanto maior o fluxo, maior a porosidade e o diametro da fibra. As fibras que
chegarem muito rapido ao coletor chegardo com muito solvente, que ao evaporar

tende a formar poros. Além disso, um fluxo muito alto gera um jato largo que resulta
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geralmente em fibras largas. Porém, mais uma vez existe um valor critico de fluxo.
Fluxos acima do valor critico podem causar granulos no jato. Além disso, caso a
secagem seja incompleta, as fibras acumuladas no coletor formardo nés (pontos onde
diferentes fibras convergem por estarem ligadas). Caso o fluxo seja muito baixo, os
jatos podem ser intermitentes, formando granulos. O fluxo esta diretamente ligado a

estrutura, a uniformidade, ao diametro e a morfologia da fibra em geral [47].

2.4.4 — Distancia do coletor

Os fatores ja citados estdo diretamente ligados a distancia do coletor, ja que
o tempo para que as nanofibras cheguem até o coletor depende diretamente da
distancia, além dos fatores relacionados acima. Como j& citado, € necessario tempo
suficiente para as fibras secarem e se depositarem. Porém, tempo maior que o
necessario comeca a gerar instabilidade nas fibras ainda durante 0 movimento em

direcédo ao coletor [48]

2.5 — FIBRAS MONOLITICAS E CORE-SHELL

Dentre as fibras formadas por eletrofiacdo, existem duas categorias bem
distintas. As fibras monoliticas sdo aquelas mais convencionais, onde uma Uunica
solucéo polimérica € injetada pela seringa, podendo conter diversos componentes,
mas todos em uma Unica solugéo. Ja as fibras core-shell sdo mais recentes e possuem
duas solucdes para formar a eletrofiacdo. Neste caso, a segunda solucéo é levada até
o interior da solucdo externa. Estas duas solu¢cdes formam fibras com dupla
composicado arranjadas de forma coaxial. Este processo propicia uma maior protecao
da substancia interna que é protegida pela substancia mais externa. A figura 3 mostra
0 processo de eletrofiagéo de fibras coaxiais [41]:
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externa
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Figura 2 — Eletrofiacdo coaxial [40]. A) formacé&o do jato contendo uma solucéo interna
e uma solugéo externa. B) formacgéo das fibras coaxiais com uma substancia interna

(laranja) e uma externa (azul).

A ampliacdo de (A) mostra que é possivel formar fibras coaxiais a partir de
duas solu¢Bes quando sao ejetadas de forma apropriada. O sistema € mais complexo,
mas pode gerar fibras com caracteristicas distintas na superficie e no interior.

2.6 — LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Medicamentos de liberacdo controlada tiveram inicio na década de 1960.
Inicialmente voltados para aplicagcdo em mucosas (como olho e vagina), na pele e
como capsulas ingeriveis. Hoje, inUmeros farmacos conhecidos e vastamente
utilizados utilizam a combinacao do principio ativo associado a polimeros. O septopal,
por exemplo, € um eficaz medicamento utilizado no tratamento de tecidos na
prevencdo ou combate de infeccbes. O medicamento em questdo é constituido de
sulfato de gentamicina suportado pelo copolimero metacrilato de metila/acrilato de
metila. Esferas do copolimero contendo farmaco sédo implantadas subcutaneas ou
intramusculares. O farmaco € liberado com o tempo, mas o polimero utilizado ndo é
biodegradavel, gerando a necessidade de remocéo através de cirurgia. Esta ultima
etapa poderia ser evitada caso fosse possivel a utilizagdo de um polimero ou
copolimero biodegradavel e biocompativel [49].

Ainda na década de 1960, Schmitt e Polisttina (1967) chegaram a sintese de
um polimero com estrutura biodegradavel de poli (acido glicdlico), conhecido como
PGA [50].

Trabalhos realizados por Cui et al (2010) mostraram que nanofibras

mineralizadas por tratamento com hidroxilas, carboxilas e grupamentos amino séo
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promissoras para o tratamento de tecidos duros por regeneracéo. Os estudos levaram
a conclusao de que a carga superficial nas nanofibras potencializam o processo de
cristalizagao das fibras na formagao de tecidos duros [51].

Além disso, fibras formam compostos com elevada relagédo superficie/volume
tiveram muito destaque no que se diz respeito a aplicacfes biomédicas. Com elevada
superficie as fibras sédo facilmente funcionalizadas pela adsorcdo de moléculas
bioativas por processos superficiais quando sdo produzidas por eletrofiacdo. Esse
incremento nas fibras pode ser feito também pelo método quimico Umido, por
tratamento com plasma e por polimerizagéo superficial ou entdo pelo processo de co-
eletrofiacdo de agentes tensoativos e polimeros. A figura 4 abaixo ilustra estes
processos, que de formas distintas chegam a funcionalizacdo superficial das
nanofibras [52]:
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Figura 3 — Técnicas de modificagdo de nanofibras eletrofiadas. (A) Tratamento com
plasma e pelo método quimico umido. (B) Polimerizacao de enxerto de superficie. (C)
Coeletrofiacao. [52]

22



Nos ultimos anos, diversos esforcos se deram no sentido da utilizacdo da
eletrofiacdo para producdo de materiais com propriedades especiais, gerando
producdes em varias areas. Pdde-se obter vidro bioativo a partir de polimeros da
proteina da soja. Ao longo de anos e até hoje h& muitos trabalhos envolvendo a area
de engenharia de tecidos, como por exemplo tecido neural, tecido nervoso, tecido
0sseo, vaso sanguineo, tecido do esodfago. [53 — 60]

Existem ainda compostos que, por serem muito hidrofilicos, apresentam
dificuldades na liberagédo controlada por técnicas convencionais, como 0s peptideos,
algumas proteinas e alguns farmacos. Para esses casos, a técnica denominada core-
shell, onde a eletrofiacdo ocorre com solu¢cdes poliméricas diferentes ao mesmo
tempo. O cloridrato de metoclopramida, por exemplo, pode ter sua liberagéao
controlada de diversas formas, como Tiwari et al (2010) apresentaram comparando 0
farmaco associado a polimeros hidrofilicos e polimeros hidrofébicos monoliticos (sem
a associacado de um polimero externo a um polimero interno coaxiais). Além de fibras
core-shell PCL, PLLA e 80/20 utilizadas como polimeros de revestimento externo. Os
resultados foram diferentes perfis de liberacdo em cada polimero monolitico utilizado
e nos diferentes sistemas coaxiais preparados com mesmos polimeros que foram
utilizados isoladamente. A técnica core-shell mostra resultados potenciais para a
utilizacado de diferentes matrizes para diferentes perfis de liberacdo de farmacos.

Contudo, a técnica é muito recente e dificil de ser controlada. [40,41]
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos realizados para a produgéo

do filme, teste de liberacdo, método analitico para quantificacdo da liberacdo do

farmaco e procedimentos realizados para a validacdo do método analitico utilizado.

3.1 - PRODUCAO DO FILME

Durante o desenvolvimento do projeto foram realizados testes para a
determinacdo das condi¢cdes otimizadas do sistema de eletrofiacdo utilizando o
copolimero de poli(acido latico) e poli(butileno adipato co-teraftalato) PBAT/PLA
(55:45 m/m) comercializado como ecovio® da BASF. O polimero foi associado ao
farmaco nitrofurazona da Sigma-Aldrich (lote LRAA9012) em uma solucao.

A solucéo composta de polimero, farmaco e solventes foi transferida para uma
seringa reutilizavel de vidro neutro de 10 mL da marca Arti Glass com ponta metalica
de rosca intercambiavel contendo uma agulha descartavel de 0,70 mm de didmetro e
25 mm de comprimento da marca Descarpack. Inicialmente a proporcgéo utilizada foi
de 0,75 g de polimero e 3,75 mg de nitrofurazona dissolvidos em uma mistura
composta de 4,25 mL de tetraidrofurano (THF) e 0,75 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF). Posteriormente, as propor¢cdes foram otimizadas para 2,25 g de polimero,
56,25 mg de nitrofurazona dissolvidos em uma mistura de 11,25 mL de THF e 3,75
mL de DMF. A seringa contendo a solugao foi acoplada a uma bomba de seringas
modelo SP100I syrynge pump da marca World Precision Instruments, Inc. O polo
positivo de uma fonte de alta tenséo foi conectado a agulha, enquanto o fio terra e o
polo negativo foram ligados a placa coletora. Nesta placa foi presa uma folha de papel
vegetal 90 da marca Canson de gramatura de 95g.m? no formato A2
(420mmx594mm), pH 7. Com o sistema montado, a bomba foi acionada com o fluxo
ajustado conforme cada experimento e a fonte de alta tensao ligada. Lentamente a
diferenca de potencial foi aumentada até o valor referente a cada. A figura 4 na

proxima pagina ilustra o processo de eletrofiacdo descrito:
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Figura 4 - Imagem da eletrofiagdo para producao das fibras. 1) seringa de vidro; 2)
agulha acoplada ao polo positivo da fonte; 3) bomba de serigas; 4) anteparo com polo

negativo coberto por papel vegetal.

Primeiramente foram variados os parametros distancia entre a agulha e a
placa coletora (9 a 21 cm), a diferenca de potencial aplicada (10 a 22 KV), os solventes
da solucgéo polimérica (THF e DMF) e o fluxo de ejecdo da solugédo (0,5 a 1,0 mL.h™%).
Posteriormente, outras alteracdes foram realizadas.

Nos 15 primeiros experimentos realizados foi utilizada uma solugao contendo
15% (m/v) de polimero com solventes tetraidrofurano (THF) e N,N-dimetilformamida
(DMF) (85:15). Na mesma solucédo foi adicionada nitrofurazona, de forma que a
concentracdo do farmaco fosse de 0,5% (m/m) em relacdo a massa de polimero. Para
isso, 0,75¢g de polimero e 3,75mg de nitrofurazona foram dissolvidos utilizando 5mL
de uma mistura de THF e DMF 85:15 (v/v). A mistura foi mantida sob agitacéo a 1500
rpm por 15 horas a temperatura ambiente e ao abrigo de luz em uma placa de agitacao
IKA® modelo RCT basic safety control. Com esta solucéo foram variados o fluxo, a
diferenca de potencial e a distancia entre a agulha e a placa coletora. A partir dos
resultados desses testes, outras alteracdes foram feitas. As primeiras alteracdes
foram com os testes 16 a 18. Os dados dos experimentos 1 a 18 sdo apresentados

na tabela 2:
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Tabela 2 — Parametros iniciais avaliados na eletrofiacdo, utilizando como
solvente 5 mL de uma mistura THF/DMF (85:15) v/v em solucdes a concentracao de

polimero na solucéo foi de 15% m/v.

Experimento Fluxo (mL ht) Ddp (KV) Distancia do coletor

(cm)

1 0,50 18 12
2 0,50 20 12
3 0,50 10 12
4 0,50 15 15
5 0,50 12 15
6 0,50 20 15
7 0,50 15 12
8 0,50 12 12
9 0,50 15 18
10 0,50 18 21
11 0,50 20 21
12 0,50 18 9

13 1,00 22 18
14 0,50 22 18
15 0,50 22 21

Primeiramente as imagens foram analisadas visualmente para avaliacdo da
guantidade de beads. Em seguida foram determinados o diametro médio das fibras e
0 respectivo desvio padrdo pelo software Quantikov. Além disso, para cada
experimento, foi avaliada a distribuicdo dos diametros pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (30 amostras), no nivel de significancia de 0,05 (5%), com o software
BioEstat verséo 5.3. Para isso, em cada experimento, o diametro foi medido 30 vezes
em posicdes aleatérias das imagens. Os resultados de diametro médio e de
homogeneidade das fibras na forma de desvio padrdo, assim como o resultado do p-
valor para o teste de normalidade sédo apresentados no capitulo 4.

ApoOs os testes 1 a 15, foi necessario avaliar de forma mais cuidadosa os
resultados obtidos para entdo tomar a decisdo dos demais testes subsequentes, que
serdo apresentados e discutidos no capitulo 4.

Além dos filmes obtidos por eletrofiacdo, foi preparado um filme por casting.
Para isso o0 polimero e o farmaco foram  solubilizados em
dimetilformamida/tetrahidrofurano (15:85 v/v). A solucéo foi preparada de forma que a
concentracdo de polimero fosse 15 % (m/v) e de farmaco 0,375% (m/v) ha mesma

solucdo. ApGs a completa solubilizacdo, o solvente foi evaporado.
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3.2 - ESCOLHA DOS SOLVENTES

Na eletrofiacdo o solvente deve evaporar durante o fluxo que vai da seringa
até a placa coletora. Além disso, deve possuir boa condutividade elétrica para
viabilizar o movimento da solu¢cdo de um polo elétrico ao outro. Desta forma,
geralmente utiliza-se uma mistura de solventes. Usualmente a N,N-dimetilformamida
(DMF) é utilizada como cossolvente, ja que apresenta uma constante dielétrica de
38,25 e ponto de ebulicdo 153 °C. O outro solvente utilizado foi o tetraidrofurano
(THF), que possui ponto de ebulicdo 65 °C e baixa constante dielétrica. Além de ser
volatil, o tetraidrofurano tende a solubilizar bem furanos, como a nitrofurazona. Outro
fator importante é que o THF tem larga faixa de miscibilidade com diversos solventes,
inclusive a DMF. [61]

Posteriormente, o cloroférmio, que possui ponto de ebulicdo de 61,2 °C,
juntamente com a DMF, foi testado como solvente. Como consta ha sesséao 2.1, a
nitrofurazona é praticamente insolivel em cloroférmio. Como a concentracdo de
nitrofurazona é bem baixa e como ha também o cossolvente dimetilformamida na

mistura, foi possivel solubilizar o farmaco para eletrofiar. [61]

3.3 - PERFIL DE DISSOLUCAO

ApoOs a determinacdo dos parametros adequados para a eletrofiacdo, foi
realizada a avaliacao do perfil de liberacao do farmaco em dissolutor. Para esse teste
foi utilizado o aparato 5 (aparato da pa sobre discos na farmacopeia americana), que
€ também reconhecido pelas farmacopeias britanica e europeia. Este equipamento é
indicado para testes de liberacao transdérmica de farmacos, com rotacao indicada
entre 50 e 100 rpm e pH entre 5 e 6. Desta forma, foram utilizados 500 mL do meio
de dissolucdo tampdo acetato/acido acético 15 mmol.L* com pH de 5,5. A rotacédo
escolhida foi de 75 rpm e a temperatura mantida em 32,0+0,5°C. Para eliminar
interferéncia do solvente, o0 mesmo tampédo foi o diluente das solu¢bes padrédo
utilizadas na quantificagdo da nitrofurazona. Abaixo esta representada uma imagem

do aparato 5 na figura 5. [61 — 63]
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Figura 5 - Aparato 5 - pa sobre disco. [62]

Antes de comecar o teste de dissolucdo o meio de dissolucao foi aquecido até
41 °C para eliminar possiveis bolhas. Em seguida, o meio foi mantido a 32,0+0,5°C;
temperatura na qual o teste foi realizado. As coletas foram feitas a cada 15 minutos,
até 150 minutos. Apds 150 minutos as coletas foram realizadas de 30 em 30 minutos,
até chegar ao tempo final de 300 minutos.

Foram comparados os resultados do perfil de dissolucdo com dois filmes
eletrofiados e um filme produzido por evaporacdo dos solventes. Com cada um dos
trés filmes foi avaliado o perfil de dissolu¢do em triplicata.

A quantificacdo de nitrofurazona no meio foi realizada pela técnica de
espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel. As solucbes
amostra coletadas do teste de dissolucdo foram avaliadas frente a uma curva de
calibracdo construida com solu¢des padréo preparada por dilui¢des utilizando o meio

de dissolucdo como diluente na faixa de concentragdo de 0,25 a 12,5 mg.L.

3.4 — VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo do método analitico para determinacao de nitrofurazona liberada
por espectrofotometria foi realizada avaliando-se linearidade, precisao, exatidao, limite
de quantificacdo e seletividade do método analitico utilizado para quantificacdo de
nitrofurazona. Todos os parametros da validacdo foram delineados levando em
consideracao as concentragOes das solugdes geradas pelo perfil de dissolucéo. [65 —
66]

3.4.1 — Linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacao
A linearidade foi testada por 8 pontos em triplicata a partir de 3 curvas de
calibragdo nas concentra¢cées nominais de 0,25; 0,50; 2,50; 4,50; 6,50; 8,50; 10,50 e

12,50 mg.LL. As concentracdes escolhidas abrangem a faixa de trabalho do método
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e foram preparadas com padréo de nitrofurazona Sigma-Aldrich (lote LRAA9012) com
99,4% de pureza. Levando em consideracdo que o maximo de nitrofurazona que
poderia ser liberado (100%) esta na faixa de 10 mg.L%, as concentracdes utilizadas
de 0,25 a 12,50 mg.L* abrangem as liberacdes na faixa de 2,5 a 125%. A partir dos
resultados das curvas, foram realizados testes estatisticos para verificacdo da
linearidade. Ainda com as curvas de linearidade, foram estimados os limites de
deteccdo (LoD) e de quantificacdo (LoQ) do método. Para a estimacgéo dos limites de
deteccdo e quantificacdo foram utilizados os mesmos niveis testados na analise de

linearidade. As formulas utilizadas sdo apresentadas a seguir:

DPyes

LoD =3,3 X — Equacéo 1

LoD é o limite de detec¢do do método; DPres € 0 desvio padréo dos residuos

da regressao linear utilizada para avaliacdo da linearidade; b € o coeficiente angular

determinado a partir das curvas.

DPyes
b

LoQ é o limite de quantificacdo do método; DPres € 0 desvio padrédo dos

LoQ =10 X Equacéo 2
residuos da regressao linear utilizada para avaliacdo da linearidade; b é o coeficiente
angular determinado a partir das curvas.

Cada ponto utilizado na regressao linear possui uma concentragdo conhecida
(Xi) e uma resposta analitica (yi). Com todos os pontos da regressao se obtém uma
equacao que correlaciona a concentracao (Xi) e a resposta analitica (Yi). Desta forma,
cada concentracdo possui a resposta analitica estimada pela equacéo (Yi) e a
resposta analitica obtida experimentalmente (yi)). O residuo de cada ponto é a
diferenca entre yi — Yi. [64]

Estes resultados de limite de detecgéo e limite de quantificagdo levam a
valores estimados, que orientam o LoD e o LoQ. Para confirmacao do limite de
quantificacdo, devem ser atestadas a exatiddo e a precisdo do método no nivel de
concentragéo determinado. Como as analises sdo quantitativas, ndo ha necessidade
de se determinar o limite de deteccdo, desta forma sO sera avaliado o limite de

quantificacdo, considerando que nao sera realizado um ensaio limite. [65 — 66]
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3.4.2 — Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas em concentracdo
definidas a partir do perfil de dissolucdo do farmaco. Conhecendo a faixa de
concentracdo de nitrofurazona dissolvida do inicio ao fim do teste de dissolucao, foram
escolhidos os niveis de 0,5; 6,5; 10,0 e 12,5 mg.L* para avaliacdo da precisdo e da
exatidao. Para isso foi utilizado o filme originalmente produzido e foram preparados 3
filmes adicionais com quantidades diferentes de nitrofurazona de forma que, ao ser
liberada completamente na cuba de 500 mL, a nitrofurazona gerasse solu¢cdes em
concentragées 0,5; 6,5; 10,0 e 12,5 mg.L™?, que simulam 5,0; 65,0; 100,0 e 125,0% de
liberacdo da nitrofurazona presente no filme original.

Cada um dos 3 novos filmes e o filme original foram analisados em triplicata.
Os filmes foram analisados no dissolutor sob mesmas as condicdes utilizadas na
analise de perfil de dissolucéo. Para garantir que, no momento da quantificacdo, todo
0 material estivesse liberado no meio de dissolugcédo, somente o tempo final de 300
minutos no dissolutor foi quantificado. Caso fosse utilizada uma solugdo em que a
nitrofurazona nao estivesse completamente dissolvida no meio, a precisdo e a
exatiddo do método seriam subestimadas. Os resultados seriam baixo e dispersos
nao pela falta de precisdo ou exatiddo do método, mas pela variabilidade da amostra
nao dissolvida completamente. Por esses motivos a precisdo e a exatidao do método
foram avaliadas somente ap6s 300 minutos sob dissolugdo, quando a completa

liberacao ja havia sido atingida.
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Tabela 3 — Proporcdes utilizadas na producéo de filmes para avaliacdo exatidao e

precisao.
Eletrofiagdo | Dissolugdo
massa massa de razao Concentragao
Filme polimero Massa NFZ*  Massa fllme no NFz/filme final NFZ
(g) () total (g) dlss(ogl)utor (m/m) teérica (mg.L?)
0,2054 0,5094
1 2,2617 0,0028 2,2645 0,2049 0,00124 0,5082
0,2061 0,5111
0,2051 6,6083
2 2,2657 0,0371 2,3028 0,2055 0,01611 6,6212
0,2048 6,5987
0,2055 10,0284
3 2,2513 0,0563 2,3076 0,2051 0,02440 10,0089
0,2059 10,0479
0,2053 12,4453
4 2,2586 0,0706 2,3292 0,2061 0,03031 12,4938
0,2050 12,4271

Utilizando os mesmos filmes descritos acima uma segunda avaliacdo da
precisdo do método foi realizada nos mesmos 4 niveis descritos acima, em um
segundo dia. Em cada dia foi avaliada a repetibilidade e, com os dois resultados em
conjunto foi avaliada a precisao inter-dia. Ambos os resultados foram comparados em
termos de desvio padrao relativo (coeficiente de variacdo) e através dos seguintes
testes estatisticos: Teste F e Teste t de Student. Os resultados e critérios de aceitacao

sao apresentados no capitulo 4.

3.4.3 — Seletividade

A seletividade do método foi testada para verificar se a quantificacdo de
nitrofurazona sofre interferéncia de algum dos componentes da matriz ou se o
resultado é confiavel e referente a somente a nitrofurazona. Neste caso, a solucao

amostra quantificada pode conter em sua composi¢cdo a propria nitrofurazona, o

2 NFZ: nitrofurazona.
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polimero ecovio® e o meio de dissolucdo composto por uma solucdo tampéao de
acetato/acido acetico.

A avaliacdo da seletividade foi realizada através da avaliacao da interferéncia
da presenca do polimero na quantificacdo. Para isso, foram comparadas duas
solucdes. A primeira solucdo sendo o meio de dissolugcdo sem nenhum tratamento e
a segunda solucdo sendo o meio de dissolucao apds passar pelo dissolutor contendo
3 g de ecovio® por 300 minutos e nas mesmas condic¢des utilizadas para andlises de
perfil de dissolucdo. Pela comparacao dessas solu¢des buscou-se verificar se durante
a andlise de dissolucédo o ecovio® é dissolvido no meio de dissolucédo de forma a
interferir na quantificacdo de nitrofurazona. A solucéo tampéao foi utilizada para zerar
a absorvancia como branco. Em seguida a solucéo retirada do dissolutor que estava
em presenca do ecovio® foi lida. Em nenhum dos experimentos o ecovio® foi
dissolvido visualmente, entdo esta avaliacdo foi realizada para confirmar que, se
alguma parcela do polimero fosse dissolvida, ndo impactaria na analise.

Como tampao esta presente tanto na solu¢cdo amostra quanto nas solucdes

padrdo, nao foi necessario avaliar se h4 impactos gerados pela presenca do tampao.

3.4.4 — Intervalo de trabalho

O intervalo de trabalho do método foi estabelecido pela confirmacédo da
linearidade, preciséo e exatidao em todo o intervalo avaliado.

3.5 - FILMES COMPARATIVOS

Dois filmes foram produzidos apenas para comparagcao de resultados. Um
deles seguiu 0 mesmo processo de obtencdo do filme otimizado com THF/DMF
(85:15) v/v contendo polimero na concentracdo de 15%. Este filme ndo continha
nitrofurazona e foi eletrofiado para ser utilizado como pardmetros durante a avaliagdo
das caracteristicas dos filmes produzidos. Um outro filme produzido para comparacéo
foi um filme cuja solucdo polimérica foi preparado de forma exatamente igual ao
procedimento otimizado, inclusive contendo nitrofurazona na concentracao de 2,5%
(m/m) em relacdo ao polimero. Este segundo filme n&o foi eletrofiado. Mas sim

produzido por evaporacédo do solvente contido na solucao polimeérica.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Para verificar a viabilidade da quantificacdo por espectrofotometria na regiao
do ultravioleta e visivel (UV-Vis) durante o teste de liberacéo foi realizado um teste
preliminar, com uma solugéo de nitrofurazona a 13,21 mg.L* (6,667x10° mol.L'!) no
meio de dissolucdo de pH 5,5 e analisada de 190 a 600 nm. O espectro produzido

esta presente na figura 6:

1,271 =

1,000 |

0,500 |

Absorvancia

0,000 |

-0,102 L. I . .
190,00 300,00 400,00 500,00 600,00

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 — Espectro de absorcéo da nitrofurazona na regido do UV-Vis.

Pode-se observar duas bandas com maximos de absorcdo em 375 nm (¢ =
16289,013 L.cm™t.mol?) e em 260 nm (¢ = 13664,17 L.cm™.mol?). O resultado
demonstrou que mesmo uma solucdo bastante diluida, na concentracdo de 13,21
mg.Lt a nitrofurazona gera um sinal analitico intenso, remetendo a uma boa
sensibilidade da técnica para a quantificacdo de nitrofurazona, com maximos de
absorcao em 375 e 260 nm, representados por 1 e 2 na figura, respectivamente.

Dois fatores foram determinantes para a escolha do comprimento de onda de
375 nm na quantificagéo de nitrofurazona. Um deles € a alta absortividade molar, que
confere boa sensibilidade. O outro € o fato de que a 375 nm ha menos chances de

interferentes, visto que quanto menores os comprimentos de onda, mais moléculas
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absorvem na regido do UV-Vis. Assim, tanto a sensibilidade quanto a seletividade

foram maximizadas.

4.2 — EXPERIMENTOS DE FORMACAO DAS FIBRAS

Primeiramente sao apresentados os resultados dos 15 primeiros experimentos
que foram realizados utilizando uma solucao polimérica contendo 15% de polimero
em relagdo ao volume de solventes THF e DMF. Os solventes por sua vez foram
utilizados em uma propor¢do de THF/DMF 85:15 (v/v) e a nitrofurazona adicionada
em relacdo ao polimero foi de 0,5% (m/m).

Os produtos a base de nitrofurazona disponiveis hoje no mercado apresentam-
se em uma concentragéo de 0,2% na forma de creme. Entretanto, a primeira proposta
foi a utilizacdo da concentracao de 0,5%. Essa escolha foi feita devido ao fato de que
no filme o farmaco esta em um substrato sélido e, em um maior estado de agregacao,

a liberacéo é menos facilitada que na forma de creme (forma comercial). As imagens

Figura 7 - Resultados das fibras obtidas nos experimentos 1 a 15 variando (tensao,
distancia do coletor e fluxo) com ampliagdo de 100 vezes. 1 - (0,50 mL h't; 18kV;
12cm). 2 - (0,50 mL h'; 20 kV; 12cm). 3 - (0,50 mL h1;10 kV;12cm). 4 - (0,50 mL h
115 kV;15cm). 5 - (0,50 mL h?;12 kV;15cm). 6 - (0,50 mL h';20 kV;15cm). 7 - (0,50
mL h?;15 kV;12cm). 8 - (0,50 mL h'; 12 kV;12cm). 9 - (0,50 mL h'1;15 kV;18cm). 10 -
(0,50 mL h'1;18 kV;21cm). 11 - (0,50 mL h%;20 kV;21cm). 12 - (0,50 mL h'1;18 kV;9cm).
13 - (1,00 mL h%;22 kV;18cm). 14 - (0,50 mL h';22 kV;18cm). 15 - (0,50 mL ht;22
kV;21cm).
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Uma analise visual da figura 8 na pagina anterior mostra que as fibras obtidas
nos experimentos 1, 10, 12, 13 e 15 apresentam beads proeminentes e longos em
grande quantidade, que podem dificultar a liberacdo do farmaco por apresentarem
menor area superficial e formar filmes de baixa resisténcia fisica.

Apos a andlise visual, o diametro médio das fibras e o respectivo desvio padréo
assim como o resultado do p-valor para o teste de normalidade sdo apresentados a

seguir, na tabela 4.

Tabela 4 — Resultados de didmetro médio das fibras e a variabilidade da fibra
apresentada como desvio padréo.

. Diametro médio Desvio padréao Normalidade
Experimento n

(Lm) (Lm) (p-valor)
1 1,489 0,196 30 0,8668
2 1,280 0,155 30 0,0199
3 1,387 0,097 30 0,2845
4 1,366 0,147 30 0,8793
5 1,148 0,118 30 0,5223
6 1,322 0,165 30 0,0457
7 1,214 0,119 30 0,5304
8 1,292 0,125 30 0,8487
9 1,299 0,109 30 0,0229
10 1,335 0,149 30 0,2826
11 1,240 0,094 30 0,5913
12 1,223 0,083 30 0,4054
13 1,390 0,139 30 0,0784
14 1,149 0,105 30 0,9900
15 1,393 0,157 30 0,3104

Os resultados ndo sédo muito diferentes para o diametro da maioria das fibras.
Contudo, o teste de normalidade mostra que nos testes 2, 6 e 9 ndo possuem
distribuicdo normal dos diametros das fibras, caracterizando que muitas fibras tém
diametro muito maiores ou muito menores que o diametro médio determinado para as
fibras do teste. Nestes resultados o valor de p foi inferior a 0,05; indicando distribuic&o
nao normal para um nivel de significancia de 5%.

A partir de todos os resultados anteriores, verifica-se que valores entre 12 e
15 kV e entre 12 e 15 cm apresentaram resultados mais promissores, uma vez que 0S
melhores resultados foram gerados pelos testes 4, 5, 7 e 8.

Assim, optou-se por obter a membrana com os parametros do experimento 7,

ou seja, fluxo de 0,5 mL h'%, tenséo de 15 kV e distancia de 12 cm. Entretanto, apesar
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das fibras obtidas apresentarem baixo diametro e quantidade de beads, o filme foi de
dificil obtencéo devido a dispersdo demasiada das fibras formadas. Com isso, houve
uma grande area de deposicao das fibras e a quantidade de solucdo polimérica ndo
foi suficiente para a formacdo de um filme espesso o bastante, sendo de dificil
remocao da placa coletora.

No intuito da reducao na disperséo das fibras, foram realizadas mudancas de
proporcao e de solvente, ja que esta dispersdo possivelmente ocorra devido a rapida
secagem do solvente enquanto a solucdo ainda esté na ponta da agulha. Isso provoca
uma concentracdo de material na ponta da agulha que gera multiplos jatos e carece
de repetitivas limpezas da ponta da agulha. Desta forma, novos testes foram

realizados para obtencao de um filme que possibilite os testes de liberagao.
4.2.1 - ALTERACOES DO SOLVENTE E QUANTIDADE DE FARMACO
Inicialmente realizou-se a troca do solvente, sendo usado uma mistura de

cloroférmio:dimetilformamida (85:15) (v:v) (Experimento 16). A imagem das fibras

obtidas esta representada na figura 8.

Figura 8 - Imagem das fibras produzidas no experimento 17 com fluxo de 0,5 mL.h%,
15 kV, 12 cm, dimetilformamida/cloroférmio (15:85), 15% ecovio®, 0,5% (m/m)

nitrofurazona em relagéo ao ecovio®.

As fibras formadas neste experimento praticamente ndo formaram beads e
foram bastante homogéneas e finas; com diametro médio de 1,226+0,396 um.
Contudo, ap0s varias horas de eletrofiagdo também ocorreu a formacéo de material
parcialmente seco na ponta da agulha. Com isso, novamente aumentou a
aleatoriedade dos jatos formados e a area de deposicdo aumentou. Assim, nao foi

possivel formar um filme espesso o suficiente para ser retirado do coletor.
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Para tentar evitar o acimulo de sélido na ponta da agulha com o passar do
tempo, optou-se por realizar a diminuicdo da concentracdo de nitrofurazona na
solugéo. Como no experimento 16 s6 houve ressecamento de material na agulha apos
horas de eletrofiagdo, manteve-se a mesma mistura de solvente, diminuindo apenas
a quantidade do farmaco (experimento 17). As fibras formadas resultaram em uma

grande quantidade de beads, como pode ser visto na figura 9:

Figura 9 - Imagem das fibras produzidas no teste 18 com fluxo de 0,5 mL.h, 15 kV,
12 cm, dimetilformamida/tetraidrofurano (15:85), 15%  ecovio®, 0,3% (m/m)

nitrofurazona em relacéo ao ecovio®.

Com a diminuigdo na concentracao de nitrofurazona foi observado um filme
de coloracdo amarela (caracteristico da nitrofurazona). Entretanto, ainda nao foi obtido
um filme de facil remocdo e boa espessura. Dessa forma, com a diminuicdo na
concentracdo, além de ndo melhorar a obtencdo do filme, teve um aumento
consideravel no nimero de beads.

Assim, os problemas de secagem parcial da solucéo eletrofiada na ponta da
agulha apontam primeiramente para duas possibilidades de contorno. Uma delas é
otimizar o sistema para realizar a eletrofiagcdo mais rapidamente com um fluxo mais
alto de forma a evitar que ocorra a formacao do material seco na ponta da agulha que
torna as fibras mais heterogéneas, pois aumentar o fluxo do processo diminui o tempo
de eletrofiagdo, diminuindo também a possibilidade de uma possivel alteracdo nas
propriedades da solucéo polimérica, levando em conta que a secagem do material sO
comeca a ocorrer depois de algumas horas sob eletrofiacdo. Uma segunda opcéo foi
trabalhar na composicdo da solucdo polimérica em termos de concentragoes,
propor¢cdes ou solventes utilizados, no intuito de favorecer uma solugdo mais

homogénea e estavel.
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Com indicios de que a baixa concentracéo de nitrofurazona gerou resultados
negativos, optou-se por utilizar uma concentracdo mais alta de nitrofurazona. Além
disso, se faz necessario o aumento da concentragdo de nitrofurazona no filme para
que ndo seja necessaria uma quantidade demasiadamente grande de filme para
realizar os testes de dissolu¢cdo. Como o espaco da cuba € limitado, ndo haveria como

utilizar uma quantidade muito grande de material.

4.2.2 — AUMENTO DO FLUXO E DA CONCENTRAGCAO DE NITROFURAZONA /
VARIACAO NO SOLVENTE

Tanto a concentracdo de nitrofurazona em relagéo ao polimero quanto o fluxo
foram aumentados para 2,5% (m/m) de concentracdo e 2,5 mL.h'l de fluxo. A
concentracdo de polimero na solucdo polimérica foi mantida em 15 % (m/v), para as
duas misturas de solvente THF/DMF (Figura 10 A) e cloroférmio/THF (Figura 10 B).

(A) (B)
— NN 7 TN/ N/
720 N Q=Y

\\ NS > >
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Figura 10 — Imagem do filme por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para os
filmes obtidos com THF/DMF (A) e cloroférmio/DMF (B). Ambas com ampliacédo de
3000 vezes, sob alto vacuo, 15KV.

Observa-se que na Figura 10 B, as fibras apresentam-se mais homogéneas e
com menor quantidade de beads, entretanto a Figura 10 A também apresenta baixa
presenca de beads. Os didmetros obtidos e a normalidade dos resultados podem ser
vistos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados de diametro das fibras e teste de normalidade Shapiro-Wilk

para os dois filmes produzidos.

. A p-valor

Filme Diametro (um) normalidade
THF/DMF 1,0923+0,2470 0,3174
Cloroférmio/DMF 1,2902+0,2320 0,7891

Os filmes apresentaram distribuicdo normal de diametro das fibras. Nota-se
também que em ambos os casos o diametro e o nimero de beads foi baixo. Desta

forma, foi realizado o teste de liberacdo no dissolutor para os dois filmes.

4.3 — CARACTERIZACAO DOS FILMES

Os filmes foram caracterizados com o intuito de se obter maiores informacdes
acerca das caracteristicas dos mesmos e para avaliar se ha e como ocorreu a
incorporacao do farmaco no filme.

4.3.1 — Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
O polimero puro (ecovio®) foi comparado com os 3 filmes gerados e com a

nitrofurazona pura. Os resultados das analises de espectroscopia na regido do

infravermelho séo apresentados na figura 11 a seguir:
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Figura 11 — Espectros vibracionais de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR-ATR) da nitrofurazona, do polimero e dos filmes formados. A, B e C mostram
bandas que deixam de existir apés a producéo dos filmes. Aquisicao por 15 varreduras
de 4000 a 650 cm™.

Nos filmes produzidos, pdde-se perceber que algumas bandas deixaram de
existir guando comparado com o polimero puro. O pico em 1646,25 cm™ (destacado
pela letra C na figura) ndo € atribuido aos polimeros PBAT ou PLA, mas é
conhecidamente um agente compatibilizante utilizado na producédo do copolimero.
Muitos trabalhos envolvendo PBAT, PLA ou ecovio® ndo apresentam as bandas
destacadas em (A). Mofokeng et al (2011) e Silva (2016) associam essas bandas a
hidroxilas “livres” (nao associadas) de moléculas do polimero. Por tratar-se de

polimero, hidroxilas livres ndo séo previstas, mas uma parte das moléculas pode nao
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estar polimerizada, possuindo entdo hidroxilas ndo associadas. Estas bandas podem
moléculas parcialmente degradadas. Entretanto, durante a producdo do filme
moléculas responsaveis por essas bandas sao eliminadas [85-89].

Apébs a incorporacdo do farmaco nas fibras obtidas por eletrofiagdo, néo foi
possivel observar diferenca entre os espectros, indicando que possivelmente o
farmaco encontra-se no interior delas, isso ocorre possivelmente durante o
estiramento dos fios, causando o encapsulamento do farmaco. Entretanto, no filme
produzido por casting, houve alteracéo nas bandas entre 1500 e 1000 cm, isso pode
ter ocorrido, pois mesmo que ocorra interacdo entre o polimero e o farmaco, este
encontra-se disperso no filme, ndo apenas no interior. Para entende melhor as bandas
obtidas nos espectros, a Figura 12 mostra as moléculas dos polimeros PBAT e PLA
[73].

C C—O0+CHy+0 C+CH,+-C—-0-+CH,+0
T fofop fofont Cofarpoy
BT BA

CHs 0 CHs

0 OH
- ™~

HO o (B)

oL CHy Jn 0

Figura 12 — Estrutura das moléculas de PBAT (A), sendo e de PLA (B).

Entre 1300 e 1000 cm™* h& trés bandas que se destacam e podem ser
atribuidas a ligacbes C-O de éster, que estdo presentes nas 3 moléculas que
compdem o polimero. Em 728,23 cm™ pode-se verificar a presenca da banda que
indica CH2 a partir de 4 unidades consecutivas. Cada uma delas é apresentada na
tabela 6. [73 —77]
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Tabela 6 — Atribuicdo das principais bandas do espectro dos filmes

produzidos. [73 —77]

o(cm™?) Atribuicao
2920,79 Deformacéo axial C—H. CH; alifatico.
2849,24 Deformacéo axial C—H. CH alifatico.
1754,75 Deformac&o axial C=0. Ester (PLA).
1712,18 Deformac&o axial C=0. Ester (PBAT)
1646,25 Referente ao agente compatibilizante.
1269,11 e 1043,95 Deformagéo axial C-O. Ester aromatico (PBAT).
1453,30 Deformacédo angular CHs (PLA).
1181,58 Deformacéo axial C-O. Ester alifatico (PLA).
1085,17 Deformacéo axial C—O. Ester alifatico (PBAT).
873.23 Deformacé&o angular fora do plano C-H. Benzeno 1, 4 dissubstituido
' (PBAT).
728,23 Deformagé&o angular (rocking) —(CHz)s— (PBAT)

As bandas em 1181,58 e 1085,17 cm™ foram atribuidas ao PLA e ao PBAT,

respectivamente, pelo fato de o PBAT ter 4 CH2 em cada lado dos grupamentos

ésteres alifaticos. Desta forma, o maior deslocamento foi atribuido para o PLA, que

possui cadeias alifaticas menores entre os grupamentos de éster, deslocando o sinal

para maior numero de onda. [73 —77]

4.3.2 — Analises termogravimétricas (TGA)

As analises de TGA, foram realizadas no intuito de avaliar as possiveis

alteracdes causadas no polimero pela presenca da nitrofurazona (NFZ). A figura 13 A

mostra os termogramas de um filme produzido sem nitrofurazona com a mistura de

solvente THF/DMF e as Figuras 13B e 13C, mostram os termogramas para os filmes

obtidos por eletrofiacdo contendo nitrofurazona em diferentes misturas de solvente

THF/DMF e cloroférmio/DMF, respectivamente.
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Figura 13 — Termogramas de analises termogravimétricas com temperatura de 30 a
750 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C.min! e atmosfera de nitrogénio a 50
mL.mint. (A) filme sem nitrofurazona. (B) Filme com nitrofurazona produzido com

THF/DMF. (C) Filme com nitrofurazona produzido com cloroférmio/DMF.

Pode-se perceber que ha dois eventos térmicos com perda de massa
parcialmente sobrepostos. Segundo PILLA et al, 0 PLA tem alta sensibilidade térmica,

de forma que no processo de polimerizacao deve-se manter a temperatura abaixo de
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aproximadamente 180 °C. Assim, considera-se que o primeiro evento de degradacéo
térmica ocorre com o PLA. Pode-se observar na degradacédo do PLA, que a variacédo
do solvente acarretou uma alteracdo na temperatura de degradacgdo para os filmes
contendo NTZ3, jA que o Tonset (inicio da degradacéo) do PLA levou a degradacéo em
temperatura mais baixa quando utilizado o cloroféormio. Para o solvente THF/DMF,
houve um aumento na temperatura de degradacdo do PLA, indicando uma maior
estabilidade térmica, quando comparado com a mistura cloroférmio/DMF. Mesmo
comportamento ocorreu para o segundo evento térmico. Desta forma, constatou-se
gue a escolha do solvente interfere na estabilidade térmica do filme.

Além disso, ao comparar os filmes obtidos com THF/DMF, pode-se observar
diferencas nas temperaturas de degradacao, principalmente para o PBAT, que
diminuiu em aproximadamente 16,52°C, indicando interacéo entre aNTZ e o polimero.

4.3.4 — Analises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
Para avaliar as caracteristicas dos filmes produzidos, foi realizada também a

analise de calorimetria exploratoria diferencial. Os resultados sdo apresentados na

figura 14.

3 Nitrofurazona.
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Figura 14 — Sobreposicéo de termogramas de calorimetria exploratéria diferencial dos
diferentes filmes. Faixa de 30 a 200 °C com taxa de aquecimento de 10 °C.min! e de
resfriamento de -10 °C.mint. Atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.mint. Azul:
Ecovio® puro. Preto: Ecovio® + nitrofurazona (THF/DMF). Vermelho: Ecovio® +

nitrofurazona (cloroférmio/DMF).

Nota-se que para ambos solventes na presenca de NTZ ocorreu um aumento
na temperatura de fusdo quando comparado com 0 ecovio® puro, além disso, na
recristalizacdo o fendmeno foi semelhante para ambos solventes na presenga de NTZ,
Ou seja, ocorreu em um meio mais energético quando comparado com 0 ecovio®

puro.
Desta forma, pode-se perceber que tanto fusdo quanto cristalizacao

ocorreram em maiores temperaturas quando na presenca de nitrofurazona, indicando
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gue o farmaco e as fibras interagem quimicamente, corroborando com as analises de

infravermelho e TGA.

4.4 — VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O método utilizado para determinacdo da concentracdo do farmaco liberado
se deu por espectrofotometria de absor¢cdo na regido do ultravioleta e visivel, desta
forma, foi realizada a validagdo do mesmo a fim de atestar a confiabilidade dos
resultados por ele gerados. Assim, garante-se que o perfil de liberacdo obtido é
representativo.

Segundo a ANVISA, pela resolugdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017,
métodos de dissolucdo devem ser validados numa faixa de concentracdo que
contemple -20% da menor concentracdo observada no perfil de dissolu¢do a +20% da
maior concentracdo observada. Porém, a menor concentracdo observada no perfil de
dissolucdo é aproximadamente 10%, ja que a liberacdo ocorre rapidamente. 20%
abaixo disso leva a uma liberagdo de -10%. A mesma resolugéo prevé ainda que em
alguns casos a validacao deve avaliar o limite de quantificacdo do método (LoQ). Em
geral, métodos de dissolucdo ndo necessitam de avaliacdo do LoQ, ja que
normalmente as solucdes de trabalho estdo em concentragcdes muito acima do limite
de quantificacdo. Contudo, para o método utilizado no presente trabalho considerou-
se necessaria a verificacdo do LoQ do método. [65]

4.4.1 - Linearidade

A linearidade do método foi verificada para atestar que a resposta analitica €
diretamente proporcional a concentracédo de nitrofurazona e varia de forma linear no
intervalo de 0,25 a 12,5 mg.L. Tanto a RDC166/2017 quanto o Manual de Garantia
da Qualidade Analitica (2011) do MAPA definem como necessario utilizar, no minimo
5 niveis de concentracdo em triplicata. Para a analise da linearidade, 3 solucbes
estoque foram preparadas e, a partir delas, diluicbes foram realizadas para chegar
nas concentracées 0,25; 0,50; 2,50; 4,50; 6,50; 8,50; 10,50 e 12,50 mg.L! de
nitrofurazona diluidas no meio de dissolucédo (tampé&o acetato 15 mmol.L* pH 5,5).
Desta forma, cada um dos 8 niveis foi preparado em triplicata. A figura 16 mostra o
diagrama de dispersdo, que permite visualizar uma possivel associacdo entre as

variaveis.
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Figura 15 — Gréfico de correlagdo entre concentracdo e absorvancia.

A partir dos dados apresentados acima foi realizada a regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados ordinarios para estimacdo da equacao de correlagéo

entre a concentracao e a absorvancia. Apés a regresséo linear (Equacao 3).
Absorvancia = 0,0821 X Concentracdo — 0,0125 Equacéao 3
4.4.1.1 — Teste do coeficiente angular
Para avaliar a significancia do modelo linear foi utilizado o teste F da ANOVA
(Tabela 7) com as seguintes hipoteses:

Ho: coeficiente angular igual a zero;

Ha: coeficiente angular diferente de zero.

Os resultados do teste do coeficiente angular sdo apresentados na tabela 7.
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Tabela 7 — Resultado da ANOVA para avaliacdo da significancia do coeficiente

angular da curva de absorvancia em funcao da concentracéao.

Graus de )
_ Estatistica F P-valor
Liberdade
Rregresséao 1 249908,8551 0
Residuos 22

Como P-valor (zero) do teste F da ANOVA é menor que 0,05 rejeita-se a
hipétese nula (Ho) com nivel de significAncia de 5%. Logo, pode-se afirmar
estatisticamente que existe correlacdo entre a concentracao e a absorvancia na faixa

de concentracéo estudada.

4.4.1.2 - Teste do intercepto (coeficiente linear)

Quando o intercepto ndo € significativamente diferente de zero, a
guantificacdo frente a curva de calibracéo é dispensavel, podendo a quantificacao ser
feita frente a uma solucéo padréo. Nestes casos assume-se que a curva de calibracéo
tem intercepto de valor zero. Geralmente o intercepto ndo passa pelo ponto zero, mas
em alguns casos o intercepto néo € significativamente diferente de zero, podendo ser
negligenciado. Para avaliar o intercepto utilizou-se a estatistica t de Student com as
seguintes hipéteses:

Ho: coeficiente linear (intercepto) igual a zero;
Ha: coeficiente linear (intercepto) diferente de zero.

O teste t de Student leva a um P-valor igual a zero (menor que 0,05). Assim,
rejeita-se a hipotese nula ao nivel de significancia de 5%. Logo, pode-se afirmar que
o coeficiente linear é significativamente diferente de zero. Este resultado sugere que
as quantificacbes de nitrofurazona devem ser realizadas frente a uma curva de

calibragéao.

4.4.1.3 - Avaliacdo do impacto do intercepto (coeficiente linear)
Antes de descartar a possibilidade da quantificacdo por medicao direta em
comparacao frente a uma solucéo padrao avaliou-se o impacto do coeficiente linear

sobre os resultados em diferentes niveis de concentragéo de nitrofurazona. Para isso,
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verificou-se o percentual que o intercepto vale para cada ponto da curva. Os
resultados séo apresentados na Tabela 8.
Tabela 8 — Avaliacdo do impacto do coeficiente linear sobre a quantificacdo de

nitrofurazona ao longo do intervalo do método.

Concentracao _ Impacto do
1 Absorvancia (UA)  Coeficiente Linear

(mg.L™) o)
0,2515 0,007 178,703
0,2501 0,005 250,184
0,2498 0,006 208,487
0,5030 0,026 48.112
0,5002 0,028 44.676
0,4995 0,029 43,135
2,5150 0,196 6,382
2,5013 0,190 6,584
2,4975 0,195 6,415
4,5270 0,363 3.446
4,5022 0,354 3,534
4,4955 0,359 3.485
6,5390 0,521 2,401
6,5033 0,523 2392
6,4935 0527 5’374
8,5510 0,694 1,803
8,5043 0,681 1,837
8,4915 0,689 1,816
10,563 0,851 1,470
10,5052 0,852 1.468
10,4895 0,850 1,472
12,5750 1,014 1234
12,5062 1,014 1,234
12,4875 1,008 1241

Como pode ser observado, o impacto € baixo quando a concentracao € alta.
Mas quando a concentracdo € baixa a quantificacdo € muito prejudicada, em especial
nas concentracées entre 0,25 e 0,50mg.L. Confirma-se entdo a importancia e
necessidade de utilizar-se uma curva de calibragdo para quantificacdo de

nitrofurazona.

4.4.1.4 — Coeficiente de correlacao de Pearson (R2)

Para um dado modelo (neste caso o modelo linear) o coeficiente de correlagao
de Pearson mede o grau de proporcionalidade entre a varidvel independente
(concentracdo) e a variavel resposta (absorvancia). A partir do coeficiente de

correlacdo pode-se avaliar se o0 modelo utilizado esta bem ajustado ao conjunto de
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dados (Tabela 9). Neste caso, o coeficiente serve para avaliar o quao linear é a
correlacdo entre as variaveis.

Tabela 9 — Avaliacao da qualidade do ajuste.

Desvio Padrao dos Graus de R? Coeficiente de
Residuos Liberdade Correlacao
0,0034 22 0,9999 0,9999

O coeficiente de correlacdo (0,9999) demonstra que existe uma correlacéo
linear adequada, visto que o valor € maior que 0,99, como preconizado pela ANVISA
e maior que 0,995, como preconizado pelo MAPA. [65 — 67]

4.4.1.5 - Avaliacao dos residuos: Teste de Anderson-Darling
O residuo de cada ponto € a diferenca entre a absorvancia medida

experimentalmente e a absorvancia estimada pela modelo utilizado para o conjunto
de dados (estimado pela equacéo da reta da regressao linear). A distribuicdo dos
residuos foi avaliada acerca da normalidade pelo teste de Anderson-Darling com as
seguintes hipoteses:

Ho: a distribuicdo dos residuos é normal;

Hi: a distribuigdo dos residuos nédo é normal.

A seguir é apresentado o resultado do teste de normalidade na tabela 9.

Tabela 10 — Resultados do teste de normalidade de residuos de Anderson Darling.

Teste Estatistica P-valor
Anderson-Darling 0,5283 0,1596

Como P-valor (0,1596) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, nédo
rejeita-se a hipétese de normalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.
Uma distribuicdo normal indica que os erros analiticos sdo majoritariamente aleatorios

e sem indicios de tendéncia.
4.4.1.6 — Avaliacao da homocedasticidade: Teste de Breusch Pagan

O teste de homogeneidade das variancias (homocedasticidade) mostra se ao

longo de todos os niveis de concentragcao as variancias sao equivalentes. Por este é
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avaliado se a confiabilidade dos resultados é equivalente em todos os niveis dentro
da faixa de trabalho do método ou se existe predisposicéo a tendéncia nos resultados.
Para avaliacdo da homocedasticidade foram utilizadas as seguintes hipéteses:

Ho: todos os niveis possuem variancias iguais;

Hi: pelo menos um nivel possui variancia diferente.

A seguir é apresentado o resultado do teste de homocedasticidade na tabela
11.

Tabela 11 — Resultados do teste de homocedasticidade de Breusch Pagan.

Teste Estatistica P-valor

Breusch Pagan 1,5999 0,2059

Como P-valor (0,2059) do Teste de Breusch Pagan é maior que 0,05, ndo
rejeita-se a hipétese de igualdade das variancias (homocedasticidade) ao nivel de 5%

de significancia.

4.4.1.7 - Avaliacao de valores extremos (outliers)

Valores extremos, ou outliers, sédo valores considerados discrepantes do
conjunto de dados. A deteccdo de valores extremos foi baseada nos residuos
padronizados ajustados. Para isso, cada residuo foi determinado em relacdo a curva
de ajuste. Em seguida, cada valor de residuo foi dividido pelo desvio padrao de todos
os residuos. Assim, os residuos puderam ser explicitos em termos de desvio padréo.
Um valor € considerado um outlier quando o seu residuo padronizado é maior que 3
desvios padrdo. Este teste baseia-se no quanto cada ponto se difere do conjunto de

dados. Os resultados estdo expressos na tabela 12.
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Tabela 12 — Resumo dos resultados da analise de pontos extremos.

Concentracdo Residuos Residuos

Observacao _
(mg.L?) (mg.LY) Padronizados

1 0,2515 -0,0011 -0,3468
2 0,2501 -0,003 -0,9277
3 0,2498 -0,002 -0,6104
4 0,503 -0,0028 -0,8475
5 0,5002 -0,0005 -0,1648
6 0,4995 0,0005 0,1609
7 2,515 0,0021 0,6456
8 2,5013 -0,0027 -0,8177
9 2,4975 0,0026 0,7766
10 4,527 0,0041 1,207

11 4,5022 -0,0029 -0,864
12 4,4955 0,0026 0,7865
13 6,539 -0,003 -0,8983
14 6,5033 0,0019 0,5663
15 6,4935 0,0067 1,9911
16 8,551 0,0049 1,4634
17 8,5043 -0,0043 -1,2807
18 8,4915 0,0048 1,4275
19 10,563 -0,0032 -0,9771
20 10,5052 0,0025 0,7739
21 10,4895 0,0018 0,5579
22 12,575 -0,0053 -1,6641
23 12,5062 0,0004 0,1106
24 12,4875 -0,0041 -1,291

Como nenhum dos valores apresenta resultado de residuo padronizado acima
de 3, ndo foram encontrados pontos extremos. Logo, todos os valores sao
representativos do conjunto de dados do modelo linear.

A seguir é apresentado o grafico de distribuicdo de residuos para avaliacdo

de tendéncia nos residuos.
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Figura 16 — Representacédo gréafica da distribuicdo de residuos padronizados.

Como pdde-se perceber, os residuos apresentam distribuicdo aleatéria ao

redor do eixo de concentracdes, sendo livre de tendéncia nos resultados.

4.4.1.8 — Avaliagdo de independéncia dos dados
O teste de independéncia entre 0s pontos mostra se existem valores dentro

do conjunto de dados com tendéncia semelhante devido a algum tipo de dependéncia
entre 0os pontos. A presenca de pontos dependentes invalida a maioria dos testes
utilizados na analise de linearidade, j& que praticamente todos os testes estatisticos
aplicados pressupdem independéncia entre o0s pontos. Para avaliacdo da
independéncia entre os valores observados aplicou-se o Teste de Independéncia de
Durblin-Watson utilizando as seguintes hipéteses:

Ho: Observacdes séo independentes;

Hi: Observacdes ndo séo independentes.

Os resultados séo apresentados na tabela 13, a seguir.

Tabela 13 — Resultados do teste de independéncia de Durblin-Watson.

Teste Estatistica P-valor

Durblin-Watson 2,2827 0,6855
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Foi construido um gréafico (Figura 17) com a distribuicdo de residuos
apresentada na ordem das analises. A avaliacéo visual mostra se existe tendéncia a
residuos semelhantes em amostras preparadas ou analisadas em momentos

proximos.
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Figura 17 — Distribuicdo de residuos na ordem de coleta das solu¢des analisadas.

Pode-se observar uma distribuicéo livre de tendéncia. Além disso, como o P-

valor (0,6855) obtido no teste de Durblin-Watson € maior que 0,05, ndo rejeita-se a
hip6tese de independéncia das observacdes ao nivel de significancia de 5%.

Como todos os testes utilizados apresentaram resultados satisfatérios para a

avaliacao de linearidade do método para quantificacédo de nitrofurazona, pode-se dizer

que o método apresenta linearidade satisfatéria.

4.4.2 — Limites de deteccéo e de quantificagdo (LoD e LoQ)

Para estimacédo dos limites de deteccédo e quantificacdo foram utilizadas as
curvas de regressao linear preparadas para a avaliacdo da linearidade do método. O
limite de deteccdo é a menor quantidade de analito que pode ser detectada em uma
amostra. Ja o limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito que pode ser
guantificada com precisdo e exatiddo. Com base nas curvas de linearidade os

resultados de LoD e LoQ foram estimados.
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Tabela 14 — Estimacdo do limite de deteccdo e de quantificacdo baseados no

coeficiente angular e no desvio padrao dos residuos.

Dados Valores
Desvio Padrao dos Residuos 0,0034 AU
Coeficiente Angular 0,0821 AU.L.mg*
Limite de Deteccéo 0,1385 mg.L*
Limite de Quantificacdo 0,4197 mg.L?

Apesar de ter sido utilizado o ponto com concentracéo 0,25 mg.L™ e esse valor
estar dentro da faixa linear, a precisdo neste ponto foi muito insatisfatoria. Levando
em consideracdo que as massas dos 3 pontos a 0,25 mg.L! eram diferentes,
considerou-se a razdo entre a resposta analitica e a concentracdo dos 3 pontos da
curva de linearidade. Com esses resultados determinou-se o desvio padréo relativo
de 16,4%. Enquanto o segundo nivel de concentragdo a 0,5 mg.L! apresentou desvio
padrao relativo de 5,9% e os demais pontos valores ainda menores. Desta forma,
considerou-se que a partir de 0,5 mg.L* o método apresentou precisdo satisfatéria.
Este nivel foi entdo considerado o limite de quantificacdo, com preciséao, linearidade e

exatiddo. Esta ultima confirmada no item abaixo.

4.4.3 — Precisao e exatidao

A precisao foi avaliada em duas categorias (repetibilidade e reprodutibilidade),
nos niveis equivalentes as liberacbes de 5, 65, 100 e 125% do farmaco presente no
filme. Esses testes geram solu¢des nas concentragcdes nominais de 0,50: 6,5; 10,0 e
12,5 mg.L. A repetibilidade foi avaliada duas vezes, em dias diferentes. Cada nivel
de concentracao foi avaliado individualmente em termos de desvio padréo relativo e
de recuperacgao da nitrofurazona adicionada ao filme.

As especificagOes aceitaveis dos testes de exatiddo foram definidas com base
na AOAC International*, de 2016 que apresenta em seu apéndice F especificacdes de
exatiddo baseadas na concentracdo massica do analito presente na amostra. Neste
caso temos um analito na concentracdo de 2,5%, ou seja, fragdo massica de 0,025;

na ordem de 102. Logo, adotou-se uma especificacdo de exatiddo é de 97 a 103%.

4 AOAC International: Association of Official Analytical Chemists International;
do ingles Associagéo Internacional dos Quimicos Analiticos Oficiais.
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Para repetibilidade a especificacdo foi calculada a partir da equacdo de Horwitz,
também presente no mesmo documento [68].
PRSDp = 2715 Equacéo 4

Onde, PRSDr € a especificacdo de reprodutibilidade e C € a fracdo
massica do analito na amostra. Para uma fragdo massica de 0,025, tem-se uma
especificacdo maxima de 3,5% de desvio padrao relativo na reprodutibilidade. [68]

Seguindo ainda o conceito de Horwitz, tem-se que a especificacdo de
repetibilidade é igual a 2/3 da especificacao de reprodutibilidade. Desta forma, adotou-
se a especificagcdo maxima da repetibilidade como sendo 2,3%. [68]

A seguir encontram-se 0s resultados de preciséo e exatidao nas tabelas
15 e 16.

Tabela 15 — Resultados da Precisdo Primeiro dia e da exatidao.

Dissolugéao Quantificagéo

Massa massa de Concentracéo Concentragao ~

massa filme no L NFZ DPR Recuperagao
polimero (g) NFZ dissolutor NPz teo_rllca experimental (%) (%)

(9) @) (mg.L™) (mg.L?)

0,2054 0,50794 0,5112 100,64
2,2617 0,0028 0,2049 0,50671 0,4979 1,4 98,26
0,2061 0,50968 0,5012 98,34
0,2051 6,60866 6,6512 100,64
2,2657 0,0371  0,2055 6,62155 6,5964 1,1 99,62
0,2048 6,59899 6,5124 98,69
0,2055 10,0274 10,165 101,37
2,2513 0,0563 0,2051 10,00791 10,0012 0,9 99,93
0,2059 10,04695 10,0265 99,8
0,2053 12,44563 12,4021 99,65
2,2586 0,0706 0,2061 12,49413 12,535 0,5 100,33
0,205 12,42744 12,4521 100,2

Como pode-se perceber, todos os valores de recuperacdo estdo dentro de
97 a 103% e todos os resultados de DPR estéo < 2,3%.
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Tabela 16 — Resultados da Precisdo Segundo dia e da exatidao.

Dissolucéao Quantificacao
massa Massa massade Concentracéo Concentragao ~
polimero NFZ filme no NFZ tedrica N.FZ DPR Recuperagao

©) (g dissolutor (g)  (mg.L)  xperimental (%) (%)
(mg.L™)
0,2054 0,50794 0,5112 100,64
2,2617 0,0028 0,2049 0,50671 0,5074 1,6 100,14
0,2061 0,50968 0,4956 97,24
0,2051 6,60866 6,5834 99,62
2,2657 0,0371 0,2055 6,62155 6,5744 1,1 99,29
0,2048 6,59899 6,4512 97,76
0,2055 10,02743 10,0889 100,61
2,2513 0,0563 0,2051 10,00791 9,9976 0,5 99,9
0,2059 10,04695 10,0555 100,09
0,2053 12,44563 12,3487 99,22
2,2586 0,0706 0,2061 12,49413 12,4643 0,5 99,76
0,205 12,42744 12,4131 99,88

Assim como na primeira precisdo, a segunda também apresentou
resultados de desvio padrdo relativo abaixo de 2,3%. Quando avalia-se a
recuperacédo, pode-se perceber que todos os valores estdo dentro da faixa de 97 a
103%.

Aprovados os resultados em termos de recuperagdo e em desvio padrdo
relativo, procedeu-se com o Teste F para comparacgao de variancias entre dois grupos.
Para cada uma das 4 de concentracéo (0,5; 6,5; 10,0 e 12,5 mg.L™) foi avaliado se
nos diferentes dias as variancias sdo equivalentes com as seguintes hipoteses:

Ho: As variancias no primeiro e segundo dias séo equivalentes;
Ha: As variancias no primeiro e segundo dias ndo séo equivalentes.
Os resultados de comparacao das variancias nos diferentes dias para todos

0s niveis de concentragcdo sdo apresentados a seguir na tabela 17.
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diferentes dias e niveis de concentracao.

Tabela 17 — Resultado do teste F de comparacdo entre as variancias para 0s

Concentragdes  0,5mg.L* 6,5mg.L? 10,0 mg.L* 12,5mg.L?
Dias Dial Dia2 | Dial Dia2 | Dial Dia2 | Dial DiaZ2
Média 0,503 0,505 | 6,587 6,536 |10,064 10,047| 12,463 12,409
Variancia 0,000 0,000 | 0,005 0,005 | 0,008 0,002 | 0,005 0,003
Observacbes 3 3 3 3 3 3 3 3

gl 2 2 2 2 2 2 2 2
Er(]':;L) Ll 0,420 0,473 0,215 0,427

Como para todas as concentragdes o P-valor foi maior que 0,05, néo rejeita-

se a hipotese de que em todas as concentracdes as variancias sado iguais nos dois

dias diferentes, a um nivel de significancia de 5%. Sabendo que as variancias sao

equivalentes, utilizou-se o teste T de Student para duas amostras com variancias

equivalentes. Assim, comparou-se as médias do primeiro e segundo dias para avaliar

se as mesmas sdo equivalentes. A comparacao foi feita para todos os niveis de

concentracdo analisados com as seguintes hipoteses:

Ho: As médias do primeiro e segundo dias sdo equivalentes;

Hi: As médias do primeiro e segundo dias ndo sédo equivalentes.

Os resultados sao apresentados na tabela 18, na pagina a seguir.

Tabela 18 — Resultado do teste T de comparacao entre as médias dos diferentes dias

e niveis de concentracao.

Concentracdes 0,5mg.L? 6,5mg.L? 10,0 mg.L? 12,5mg.L?
Dias Dial Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dial Dia2 | Dial Dia2
Média 0,503 0,505 6,587 6,536 |10,064 10,047 |12,463 12,409
Variancia 0,000 0,000 0,005 0,005 0,008 0,002 | 0,005 0,003
Observacoes 3 3 3 3 3 3 3 3
Variancia 5,7E-05 5,2E-03 5,0E-03 3,9E-03
agrupada

Hipotese da

diferenca de 0 0 0 0
média

gl 4 4 4 4
P(T<=t) uni- 0,422 0,220 0,392 0,174
caudal
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Como em todos os niveis P-valor € maior que 0,05, ndo rejeita-se a hipotese
de que as médias sao equivalente em todos os niveis de concentracao, a um nivel de

significancia de 5%.

4.4.4 — Seletividade

A seletividade foi avaliada pelo efeito da Unica substancia com potencial de
interferir na analise: o polimero. ApoOs zerar a absorvancia (375 nm) do equipamento
com solucdo tampao acetato/acido acético 15 mmol.L? e pH 5,5 (diluente do método
e meio de dissolucdo), uma amostra do mesmo tampéao foi lida apés 500 mL serem
mantidos por 300 minutos no dissolutor a 32+0,5 °C, sob agita¢do a 75 rpm juntamente
com 3 gramas do polimero ecovio®.

Seis aliquotas da solucdo foram retiradas do dissolutor e lidas no mesmo
comprimento de onda do método (375 nm). Os resultados de cada leitura, bem como

a média dos resultados, estdo expressos na tabela 19, a seguir.

Tabela 19 — Resultado das leituras de verificacdo de impacto do polimero sobre a

quantificacao.

Leitura Absorvancia (UA) Média (UA)

1 0

2 0,001

3 0

4 0 0,000166667
5 0

6 0

Levando em consideracao que a absorvancia foi desprezivel e que foi utilizada
uma quantidade muito mais alta de polimero do que a possivel quantidade presente,
pbdde-se constatar que o impacto do polimero na quantificacdo a 375 nm é desprezivel.
Desta forma, a seletividade do método foi considerada adequada para a quantificacéo

de nitrofurazona liberada dos filmes.
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4.45 — Faixa de trabalho

A faixa de trabalho do método foi determinada como o intervalo de 0,5 a 12,5
mg.L?; intervalo no qual o método apresentou linearidade, precisdo, exatiddo e

seletividade adequadas para quantificacdo de nitrofurazona.
4.5 — PERFIL DE LIBERACAO DO FARMACO [909192]

Seguindo os parametros descritos no capitulo 3, o teste de dissolucéo foi
realizado com os dois filmes obtidos por eletrofiacdo (com THF e com cloroférmio), e
o filme obtido por casting. A quantidade de material adicionado no dissolutor foi uma
massa de filme que contivesse teoricamente 10 mg de nitrofurazona. Os resultados

das analises em triplicata encontram-se na figura 18.

Perfil de liberacdao de nitrofurazona
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Figura 18 — Representacao do teor de nitrofurazona liberado em funcéo do tempo.

Pdde ser percebida uma maior variacdo entre as analises das triplicatas no

filme preparado com cloroférmio/DMF, quando comparado com o filme de preparado
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com THF/DMF filme preparado com cloroférmio/DMF. No caso do filme preparado por
casting a variacao foi ainda maior. Isso indica que os filmes produzidos por casting e
por eletrofiacdo com cloroformio/DMF apresentam menor homogeneidade na
distribuicdo de nitrofurazona e, desta forma, podem apresentar maior diferenga na
guantidade de farmaco por filme a ser estudado. Ja o filme produzido por eletrofiacdo
com THF/DMF apresenta resultados bastante reprodutiveis, indicando
homogeneidade da concentracdo de nitrofurazona ao longo filme. Deve ser
considerada a baixa solubilidade do farmaco em cloroférmio. Em uma solugéo
contendo cloroférmio, polimero e farmaco, este devera interagir melhor com o
polimero, favorecendo uma alta concentracdo do farmaco no interior das fibras
poliméricas, levando a uma baixa disponibilidade para ser liberado no meio de
dissolugéo.

Em relacéo ao filme produzido por casting, Ghosal et al (2018) compararam
propriedades de membranas produzidas por casting e por eletrofiacdo, constatando
pouca maleabilidade dos filmes por casting, assim como foi constatado aqui. Este ja
seria um motivo para inviabilizar a utilizag&o do filme por casting em ferimentos. Mas,
além disso, o filme produzido apresentou um perfil de liberacdo com alta variabilidade
em funcdo da heterogeneidade. [69].

Outro aspecto importante é que o filme eletrofiado com THF/DMF liberou
100% da nitrofurazona utilizada presente no filme. Enquanto os outros filmes geraram
solugdes com concentragdo menor que a prevista para a analise de dissolucdo. Isso
pode ocorrer devido a mudanca na interacao entre o polimero e a NTZ, que pode ter
sido ocasionada pela troca de solvente. Quanto ao filme obtido por casting, pode-se
observar uma liberacao de aproximadamente 60% e isso pode ser devido ao tamanho
de particula do NTZ, que com a eletrofiacdo tende a ser menor, aumentando a
solubilidade do mesmo em solugdo. Além disso, todos filmes apresentaram um tempo
de aproximadamente 90 min para liberacdo completa do farmaco disponinel,
mostrando caracteristicas semelhantes na liberagéo.

Contudo, mesmo que parte da nitrofurazona nao tenha sido liberada para o
meio e tenha ficado retida nos filmes, isso n&o inviabiliza a utilizagdo dos mesmaos, ja
qgue bastaria corrigir a concentragao para uma concentracdo maior de nitrofurazona,
sabendo que nem todo o conteudo é liberado para o meio.

A diferenca realmente relevante nos perfis de dissolucéo esta relacionada a

reprodutibilidade do perfil. Enquanto o filme eletrofiado com THF/DMF reproduziu bem
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os resultados, o filme produzido por evaporacdo e o filme eletrofiado com
cloroférmio/DMF néo reproduzem bem o perfil de dissolucéo.

Outro fator a ser considerado e chama a atencao é a possibilidade de solvente
residual permanecer no filme apdés a secagem. Por isso, é recomendado realizar
analises para verificacdo do teor de solventes residuais no filme. Felizmente a
especificacdo maxima de THF é 720 ppm: 12 vezes maior que a especificacao de
cloroférmio (60 ppm). O que corrobora para o maior potencial da producéo utilizando
THF [70].
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

Os filmes produzidos por eletrofiacdo de PBTA/PLA (ecovio®) incorporados a
nitrofurazona mostraram alto potencial na utilizacdo como um curativo capaz de liberar
o farmaco na area lesionada, visto que houve liberacdo do farmaco no teste de
liberacao.

PoOde-se constatar que os filmes gerados por ecovio®, nitrofurazona, THF e
DMF mostraram-se viaveis para testes in vivo, uma vez que testes in-vitro
apresentaram bons resultados.

O teste de liberagdo do farmaco apresentou um perfil de liberacdo completa
em menos de 200 minutos para o filme produzido com THF/DMF, de forma
reprodutivel, enquanto o filme produzido com cloroférmio/DMF né&o liberou a
quantidade prevista de nitrofurazona, além de ter apresentado resultados pouco
reprodutiveis.

O método utilizado para a quantificacéo do farmaco foi validado, desta forma
ha confianca nos resultados obtidos a partir do método em questdo, que apresentou
linearidade, precisdo, exatidao, seletividade e limite de quantificacdo satisfatérios no
intervalo de trabalho do método.

Diversas andlises foram realizadas com os filmes produzidos e deram indicios
de que o farmaco interage com as fibras de PBAT/PLA, tanto os filmes produzidos
com solvente THF/DMF quanto os produzidos com solvente cloroformio/DMF. Este
altimo apresentou maior heterogeneidade na liberacdo do farmaco, quando
comparado ao filme produzido com THF/DMF. Além disso, o filme produzido com os
solventes THF/DMF liberou praticamente 100% da nitrofurazona em
aproximadamente 150 minutos, sendo que o filme produzido com cloroférmio/DMF
liberou cerca de 90% de toda a nitrofurazona prevista em 300 minutos.

Ha indicios de que a interacao entre nitrofurazona com o PBAT e o PLA ocorra
principalmente entre os grupamentos hidroxila e carbonila do polimero e os
grupametos polares da nitrofurazona.

Considerando-se que houve alteracbes em propriedades fisico-quimicas,

pode-se afirmar que houve producéo de nanofibras.
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