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PRODUCAO DE NANOFIBRAS A BASE DE ECOVIO® ASSOCIADAS AO FARMACO
ACECLOFENACO E SEU ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO
Bruno Marques Carvalho

RESUMO

Palavras chave: PLA, PBAT, eletrofiacdo, liberagédo transdérmica de farmaco, modelo cinético de liberacao

O aceclofenaco é um medicamento anti-inflamatério ndo esteroidal, amplamente utilizado
para combate a dores e inflamacgdes, principalmente nas articulacbes. No entanto, a
utilizacdo excessiva por ingestédo oral desse farmaco, devido ao seu mecanismo de acao,
gue atua na inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX1 e COX2), pode provocar fortes
dores estomacais, podendo levar, inclusive, a sangramentos. Com objetivo de se evitar o
metabolismo de primeira passagem. Novas formas de liberacdo de farmacos tém sido
investigadas, onde sistemas com liberacdo transdérmica tem aparecido com grande
destaque. Para este tipo liberacédo, varias matrizes poliméricas estdo sendo estudadas,
principalmente aquelas capazes de produzir estruturas compostas de nano e micro-fibras
poliméricas. Uma forma de se obter o referido material é utilizando a eletrofiacdo. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo produzir membranas contendo nanofios, pela
técnica de eletrofiacéo, incorporando o farmaco aceclofenaco em sua estrutura. Para isso,
investigou-se as condi¢des experimentais para producéo de fibras, utilizando os polimeros
poli (acido latico) (PLA) e poli(adipato de butileno)-co-(tereftalato de butileno) (PBAT),
comercializado pelo nome de Ecovio®. A membrana produzida (15% m/v de Ecovio® em
solugcdo de 85% cloroférmio:dimetilformamida com 15%m/m aceclofenaco:Ecovio®) foi
caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), andlise termogravimétrica
(TGA), calorimetria diferencial exploratéria (CDE), espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de raios X (DRX). Além
disso, avaliou-se o perfil de liberacdo do farmaco in vitro, simulando condi¢cdes de
liberacdo transdérmicas, em que o farmaco foi quantificado por um método analitico,
desenvolvido e validado, por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) com
deteccdo por UV-Vis. O material produzido liberou em torno de 63% do farmaco em 5
minutos e 100% em, aproximadamente 30 minutos. O perfil de liberacdo encontrado foi
confrontado a diferentes modelos cinéticos de liberacdo, sendo que o modelo de Weibull
foi considerado mais adequado, pelos critérios de RZyustado € critério de Akaike (AIC).
Desta forma, o material desenvolvido apresenta grande potencial para liberacdo
transdérmica de farmacos e apto para estudos de liberacdo transdérmica in vivo.



PRODUCTION OF ECOVIO®-BASED NANOFIBERS ASSOCIATED WITH
ACECLOFENACO DRUG AND VITRO RELEASE STUDY
Bruno Marques Carvalho

ABSTRACT

Keywords: PLA, PBAT, electrospinning, transdermal drug release, kinetic release model

Aceclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug, widely used to combat
inflammation, especially in the joints. However, the excessive use by oral ingestion of
this drug, due to its mechanism of action, which acts on the inhibition of
cyclooxygenase enzymes (COX1 and COX2), can cause severe stomach pain and
may even lead to bleeding. In order to avoid the first-pass metabolism and,
consequently, the inhibition of these enzymes, new forms of drug release have been
investigated, where systems with transdermal release have appeared with great
prominence. For this type release, several polymer matrices are being studied,
especially those capable of producing composite structures of nano or micro-fibers
polymeric. One way of obtaining said material is by using electrospinning, which is a
technique of producing nanofibrous structures by applying a high electrical voltage
between the metal tip of a syringe containing the polymer solution and a metal shield,
wherein the flow of the syringe fluid is controlled by an infusion pump. In this way,
this work had as objective to produce membranes containing nanowires, by the
technique of electrospinning, incorporating the drug aceclofenaco in its structure. For
this, the experimental conditions for fiber production were investigated using poly
(lactic acid) (PLA) and poly (butylene adipate) -co- (butylene terephthalate) (PBAT)
polymers sold under the name Ecovio®. The membrane produced (15% m/v of
Ecovio® in 85% chloroform:dimethylformamide with 15% m/m aceclofenac: Ecovio®)
was characterized by scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric
analysis (TGA), differential scanning calorimetry (CDE), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction (XRD) the interaction between the drug
and the matrix, through the appearance of bands characteristic of aceclofenac in the
FTIR spectrum, and also the alteration of the thermal profile of the membrane,
compared to another without the drug. In addition, the drug release profile was
evaluated in vitro, simulating transdermal delivery conditions, in which the drug was
qguantified by an analytical method, developed and validated, by ultra-high
performance liquid chromatography (UPLC) with detector by UV- Vis. The material
produced released about 63% of the drug in 5 minutes and 100% in approximately
30 minutes. The release profile found was compared to different kinetic models of
release, and the Weibull model was considered more adequate, by the R2 adjusted
criteria and Akaike criteria (AIC). Thus, the material developed has great potential for
transdermal drug release and is suitable for transdermal delivery studies in vivo.
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1 INTRODUCAO.

A administracdo oral € a principal via de introducdo de medicamentos em
pacientes que sofrem de diferentes enfermidades. Porém, a quantidade inicial de
farmaco no local de acdo diminui ao longo do tempo devido a disseminacdo para
areas saudaveis através do sistema circulatorio, levando os pacientes a tomarem
guantidades maiores de medicamento, podendo resultar em efeitos colaterais graves
[t A condicao clinica do paciente é um fator imprescindivel a ser analisado quando
se deve administrar algum medicamento, pois nem sempre rota oral € possivel. Por
esses motivos, vias de administracdo alternativas, o farmaco é entregue na regido
de interesse, estdo sendo cada vez investigados ?*. Nesse contexto, destaca-se

uma técnica de producao de nanofibras a base de polimero(s), a eletrofiacao.

Eletrofiacdo é uma técnica de producédo de estruturas fibrosas, conhecidas
como membranas, que ocorre por meio de solucdes poliméricas com aplicacdo de
forcas eletrostéticas. As fibras produzidas podem variar de espessura na ordem de
micrémetros (10° m) chegando até a nandmetros (10 m) e area superficial maior do

que as fibras obtidas a partir das demais técnicas .

Diferentes tipos de polimeros biodegradaveis tém sido utilizados para
fabricacdo de nanofibras em diversas areas e aplicacdes. Dentre esses polimeros
biodegradaveis, o acido polilatico (PLA) € um dos polimeros mais promissores
devido as suas propriedades mecéanicas e plasticidade térmica. O PLA é um
poliéster termoplastico linear, alifatico com rigidez e clareza, semelhante ao
poliestireno ® e poli (tereftalato de etileno) (PET). No entanto, a baixa resisténcia a
fusdo, a fragilidade e baixa estabilidade térmica sdo fatores que limitam sua
aplicacéo [

Muitos artigos publicados relataram que a mistura de PLA com outros
polimeros € uma das melhores solucbes para melhorar suas propriedades,
particularmente com polimeros mais flexiveis, como poli(adipato de butileno)-co-

(tereftalato de butileno) (PBAT) 2.

O PBAT é um polimero biodegradavel, da classe dos poliésteres alifaticos

aromaticos, produzido a base de petréleo, conhecido, principalmente, pela sua
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rigidez 1*®. Sua densidade pode variar de 1,25 a 1,27 g/cm® com faixa de fus&o de
110 a 120°C 1,

Desta forma, utilizar a técnica de eletrofiacdo para producéo de nanofibras a
base de um polimero biodegradavel e associa-las a um farmaco, torna-se uma

alternativa promissora para o tratamento de doencas e dores cronicas.

Dentre os medicamentos que podem ser utilizados ao combate das
enfermidades citadas, destacam-se os antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES).
Essa classe é a mais comum para tratamento das condi¢cfes de dor aguda a crénica,
onde destaca-se o farmaco aceclofenaco, por ser frequentemente utilizado para o
alivio da dor, artrite reumatdide, osteoartrite, entorse e dor muscular, periartrite,

anquilosante e espondilite %

. No entanto, a incidéncia de Ulceras gastricas pela
ingestdo oral excessiva do aceclofenaco tem sido relatada, j& que a principal forma
de atuacao € via inibicdo de enzinas responsaveis pela reconstituicdo das paredes

gastrointestinais *°!,

Para contornar estes efeitos gastricos, a liberacdo transdérmica de AINE’s
tem-se tornado uma via de administracdo promissora. A alta capacidade de
adsorcéo, liberacdo simultanea, facilidade de operacdo e relacdo custo-beneficio
sdo caracteristicas que tém atraido cada vez mais pesquisas de liberacéo
transdérmica de farmacos ® 7). Neste contexto, a investigacdo de membranas
produzidas por eletrofiacdo e associadas com medicamentos anti-inflamatorios para

liberacao transdérmica torna-se uma opcao atrativa.

Para avaliar a eficacia e até mesmo prever o perfil de liberacdo, a
investigacdo da dissolu¢do dos sistemas transdérmicos de liberacdo de farmacos
faz-se necessaria nas etapas de desenvolvimento. Esse estudo, quando bem
conduzido, permite avaliar o comportamento do farmaco e otimizar sua
biodisponibilidade em condi¢gBes similares as in vivo. Desta forma, é possivel ajustar
a formulagéo permitindo liberagbes forma rapida ou prolongada. Além disso, essa
etapa permite uma economia de tempo e o custo final no desenvolvimento da

formulacéo.

Os testes de desempenho in vitro, devem ser conduzidos de acordo com as

legislacdes vigente (8 a fim de padronizar e garantir que um mesmo racional
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técnico seja utilizado, onde os resultados encontrados dardo suporte e
embasamento técnico para as proximas etapas de estudos in vivo. Estes testes
foram desenvolvidos para quantificar a velocidade e a extensdo da liberacdo, onde a
velocidade de dissolucdo determinara a taxa com a qual o farmaco sera absorvido
pelo organismo do paciente. Além disso, € possivel associar a liberagdo do farmaco
a modelos matematicos, facilitando assim o entendimento do mecanismo, auxiliando

inclusive no desenvolvimento do medicamento .

Mediante ao que foi relatado, este trabalho se propbe a obter uma
membrana de nanofios da mistura polimérica PBAT/PLA pela técnica de eletrofiacéo,
incorporando o farmaco aceclofenaco em sua estrutura, bem como realizar a
caracterizagcdo do material produzido e a avaliagdo do comportamento da sua

liberacao in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema de Liberacéao transdérmica de farmacos

E natural do ser humano intervir nos processos de cicatrizacéo das feridas,
sejam elas provocadas intencionalmente ou por acidentes. Desde a antiguidade j&
se conhecia a importancia de proteger as feridas, visto que elas poderiam trazer

maleficios a salde da pessoa lesionada caso nao tratada de forma correta 2

Manuscritos egipcios que datam de 3000-2500 a.C. relatam a pratica de
curativos a base de mel, graxa, fios de linho e diversos tipos de excrementos. Estes

materiais fizeram parte dos principios da farmacopeia egipcia .

Durante os periodos de guerra, os incentivos financeiros em pesquisas de
aplicac@o imediata nas tropas eram enormes, tanto € que no século XIX, durante a
Guerra da Criméia, foram criados varios tipos de curativos a base de fibras de linho
que, quando reutilizados varias vezes tornavam-se cada vez mais macios, porém

ndo eram eficazes no processo de cicatrizac&o por serem pouco absorventes 2.

Até meados de 1945 acreditava-se que ambientes secos proporcionavam
melhores condicdes de cicatrizagdo. Como evidéncia disso, nessa época surgiram
varios agentes topicos, que promoviam a desidratacdo das feridas, e as coberturas
consistiam basicamente de gaze seca, fixada com espessa camada de fitas

adesivas 9.

Mas, em 1979, a Agéncia Federal do Departamento de Salude e Servicos
Humanos dos Estados Unidos (FDA) aprovou o primeiro medicamento transdérmico,
levando a escopolamina como principio ativo. Esse medicamento era utilizado como

antiespasmadico, principalmente em casos de Ulceras do estémago 2.

Desde entdo, observa-se o0 aumento no numero de pesquisas de
membranas e adesivos associados a farmacos. Este aumento se deve as vantagens

desta combinacéo, tais como:

e Possibilidade de reducédo da dosagem do farmaco para uma vez ao dia ou até
mesmo uma vez por semana;

e Possuir caracteristicas nao invasivas
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e Evita o0 metabolismo hepéatico de primeira passagem (fenbmeno de
metabolismo que acontece no figado pelo qual a concentracdo do farmaco é
muito reduzida durante o processo de absorcdo antes de atingir a corrente
sanguinea) ndo interferindo na sua biodisponibilidade;

« Evita efeitos colaterais gastricos. >/

e Importante rota alternativa para aqueles pacientes que estdo impossibilitados
de receberem medicamentos por via oral, como pacientes desmaiados ou

com aqueles com sistema digestério comprometido 2.

Além dessas vantagens, o fato de a pele ser uma importante via de
administracdo n&o invasiva fez com que pesquisadores se aprofundassem ainda

mais em sistemas de liberacdo de farmacos através dela %

Nesse contexto, destacam-se o0s sistemas de liberacdo transdérmica de
farmacos, TDDS'’s (transdermal drug delivery system), os quais permitem a liberacéo
controlada de agentes terapéuticos através da pele intacta a circulacdo sanguinea,

possibilitando o paciente prosseguir com o tratamento por dias e até semanas %2,

A quantidade de produtos a base de adesivos de liberacdo transdérmica de
farmacos tem aumentado consideravelmente, muitos dos quais utlizam da
tecnologia de matriz/suporte chamada DIA (drug-in-adhesive). Essas matrizes
podem ser divididas em trés componentes principais: reservatério de farmaco,
membrana de controle de liberacdo e o adesivo. O reservatorio € o local onde ficam
armazenados os excipientes e o farmaco. Estes, devem atravessar a membrana e o
adesivo até atingir a pele. O componente responsavel pelo adesivo pode tampar
completamente a area de liberacdo do farmaco (adesivo continuo) ou uma area em
torno de uma superficie de liberacdo (adesivo periférico)’?¥. A estrutura dessa matriz

€ mostrada na Figura 1.
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(@) i Suporte

Reservatério de farmaco
Membrana
Farmaco no adesivo

) Y,

Suporte

_ """""""""""" Farmaco no adesivo
] Suporte

(©) T FArmaco no adesivo
Membrana

.............................................. Farmaco no adesivo

Figura 1 - Tipos de TDD'S com matriz do tipo dia (drung-in-adhesive). (a) Matriz com sistema de
reserva. (b) sistema de matriz sem membrana de cor&r}ole. (c) sistema de matriz com membrana de
controle ™.

No entanto, vantagens ja citadas s6 poderéo ser aproveitadas pelo paciente

quando a formulacdo for bem desenvolvida, havendo sinergismo entre o farmaco,
excipientes, intensificadores, revestimento, membrana de controle de velocidade e
membrana de suporte permeavel ?2.

Utilizando os conceitos dessa matriz, varias empresas desenvolveram e
patentearam algumas marcas de adesivos de liberacdo transdérmica com diferentes
finalidades, conforme mostrado pela Quadro 1.

Quadro 1 - Medicamentos que utilizam o principio TDDS'’s, disponiveis no mercado

Principio ativo Produto inovador
Clonidina CATAPRES TTS®
Estradiol e levonorgestrol CLIMARA PRO®
Fentanyl DURAGESIC®
Granisetron SANCUSO®
Metilfenidato DAYTRANA®
Nicotina NICODERM CQ®
Nitroglicerina NITRO-DUR®
Rivastigmina EXELON®
Scopolamina TRANSDERM SCOP®
Testosterona ANDRODERM®
Fonte: Ruby .
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Um ponto importante para a eficacia dos tratamentos utilizando a técnica
TDDS, é a eficiéncia e durabilidade da colagem dos adesivos. De inicio, o efeito
terapéutico do farmaco esta diretamente ligado ao tempo de permanéncia do
adesivo e 0 quao efetivo ele esta aderido na pele. A reducado na area de contato com
a pele, provocado pelo descolamento do adesivo, diminui consideravelmente a
liberacdo do farmaco. Ou seja, uma fixacdo ineficaz proporciona uma dosagem
inadequada. Além disso, a baixa adsorcdo do adesivo na pele faz com que a
frequéncia de substituicdo aumente, elevando assim o custo para o paciente. A
descolagem dos adesivos gera também um risco em potencial para criancas, pois
elas podem manipula-los de maneira indevida, podendo até ingerir o adesivo com

farmaco 4,

O orgao regulador de medicamentos dos Estados Unidos, FDA tem
reportado o aumento do numero de reclamacBes de tratamentos utilizando
medicamentos TDDS’s do tipo DIA. A Quadro 2 mostra alguns destes comentarios

recebidos.

Quadro 2- Principais reclamagdes recebidas pelo FDA sobre os TDDS’s.
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» Relatos sobre a falha da utilizagdo em condigBes normais

e O calor, o frio, a transpiracéo e o banho evitam que o adesivo figue na superficie da pele por
mais de um dia

e Os adesivos caem enquanto a pessoa dorme ou durante o banho. Paciente relata uso de fitas
médicas para proteger o adesivo

e O adesivo é muito espesso, dificultando a transpiracdo da pele, fazendo com o mesmo descole.

» Relatos sobre o uso de adesivos em caso de queda dos esparadrapos

e Nao é possivel fazer com que os esparadrapos se fixem apos o primeiro dia. O paciente relatou
a tentativa de utilizar varias marcas de fitas adesivas no auxilio da fixagédo do adesivo a pele,
mas nenhuma se mostrou satisfatoria.

¢ Um paciente relatou que os adesivos ndo estavam aderindo na pele. O fabricante aconselhou o
paciente a evitar certos tipos de sabonete, utilizar fitas de papel, ao retirar o esparadrapo da
embalagem original que protege o adesivo.

» Relatos sobre o aumento do custo do paciente devido a falha de adesao dos adesivos

e Os adesivos nado ficam aderidos a pele pelo tempo necesséario para finalizar o tratamento,
promovendo mais substituicbes e, consequentemente, adquirindo mais caixas de adesivos.

e Cliente informa o uso de fitas adesivas extras para manter o adesivo na pele, aumentando o
custo real do tratamento

e Perda de eficacia do medicamento

o Na&o considera que a eficicia destes ativos sejam tal qual anunciadas, pelo fato do farmaco ser
degradado devido as propriedades intrinsecas do adesivo.

Além dessas reclamacdes, as limitacbes de liberacdo sdo motivos de
preocupacao para os setores de pesquisa da industria farmacéutica. Mesmo com a
utilizacdo de softwares capazes de prever a permeabilidade dos farmacos e
excipientes na pele, através das suas caracteristicas fisico quimicas, a absorcédo do
farmaco envolve um processo altamente complexo, incluindo permeacéo através da
epiderme e derme. Geralmente, grandes quantidades de farmacos e excipientes
precisam ser impregnados nos TDDS’s para alcancar a atividade termodinamica e
controlar a taxa de liberacdo do farmaco, o que torna o desenvolvimento da

formulacdo uma etapa critica e dispendiosa %
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2.2 Nanotecnologia

2.2.1 A estrutura da pele e a absor¢éo de farmacos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha funcbes muito
importantes, como protecdo mecéanica de eventos externos, além de ser a primeira
linha de defesa contra agentes quimicos e microbiologicos. Sua estrutura muito fina,
de aproximadamente 1,5 mm, pode ser classificada basicamente em trés camadas,

como mostra a Figura 2 2% 27,

Figura 2 - Esquema da estrutura da pele %%,

A extensa area superficial da pele (cerca de 20 m?) faz com que ela se torne
uma rota potencialmente interessante para administracao de farmacos. Ao se utilizar
dessa caracteristica, a probabilidade de eliminar terapias medicamentosas
administradas sistematicamente via oral aumenta. Além disso, é possivel diminuir a

dose total necessaria para atingir o local alvo 7.

Materiais equivalentes de pele humana com perfis lipidicos de
permeabilidade mais proximos a pele real foram desenvolvidos para estudos de
permeacdo de farmacos in vitro. Dependendo das propriedades do farmaco e a
maneira como o mesmo € administrado, ele pode permanecer no local ou atravessar
a derme, onde, se for hidrofilico, pode ser rapidamente absorvido pela circulacdo via

capilares sanguineos ",

De formar geral, moléculas com caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas
podem atravessar a pele sem a necessidade de auxiliadores/atravessadores. No
entanto, moléculas maiores tém dificuldades em fazer esse percurso, como
peptideos, proteinas e DNA. Por isso, existem pesquisas com objetivo de detalhar

esse processo a fim de desenvolver uma técnica ou “facilitador quimico” que
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possibilite uma absorcdo mais rapida pela pele. Neste contexto, destacam-se 0s

atravessadores / potencializadores quimicos 7]

Atravessadores quimicos, como &cidos graxos, surfactantes, ésteres,
alcoois, pirrolidinas, aminas, sulfoxidos, terpenos e fosfolipidios foram estudados
como potencializadores de liberacdo de farmacos através da pele. Eles possuem
essa capacidade por serem capazes de perturbar a camada do extrato corneo da
pele, extrair e solubilizar a queratina e/ou componentes lipidicos da pele, e até
mesmo alterar o coeficiente de particdo do farmaco na pele. Infelizmente,
atravessadores quimicos podem ser irritantes a pele e a quantidade necessaria para
se atingir a efetividade farmacoldgica de penetracdo pode se encontrar acima da
exposicdo maxima diaria permitida. Por essa razdo os atravessadores quimicos,

apesar de eficazes em altas concentra¢des, tem sido pouco utilizados B!

Por outro lado, os atravessadores fisicos sdo caracterizados por utilizar de
métodos que podem comprometer a barreira oferecida pela pele de forma
temporaria, tem sido muito explorado, tais como hidratacdo, ablacdo térmica ou a
laser, jatos de alta pressdo e micro-ondas foram avaliados por Prausnitz e Langer
em 2008 B, Embora algumas dessas tecnologias tenham sido aprovadas pelo FDA,
dependendo da frequéncia de utilizacdo, elas podem causar danos a pele, diminuir
suas barreiras quimicas e fisicas podendo até provocar sensacfes de formigamento,

perda de sensibilidade, irritacéo e queimagcéo #”.

Como alternativa a estes potencializadores transdérmicos de farmacos,
pesquisadores tem investigado mais a area das nanotecnologias, em busca de
potenciais solucdes. Neste contexto, destacam-se as nanoparticulas e nanofibras

como veiculos transportadores de agentes terapéuticos.

2.3 Tecnologia aplicadas a producao de nanofibras

A nanotecnologia € o estudo aplicado ao desenvolvimento de materiais em
escala nanométrica. Essa ciéncia tem tido um rapido crescimento devido ao seu
enorme potencial na criacdo de novos materiais que possuem aplicacdes variadas. E
possivel encontrar trabalhos utilizando nanotecnologia com diferentes aplicacbes

como engenharia eletrdnica, ciéncia dos materiais e engenharia de polimeros #2.
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nanoparticulas *¥, nanopratos ®*, nanoesponjas, nanogeis ¥ e, principalmente,

para fabricac&o de nanofibras 1.

Existem varias técnicas de producdo de nanofibras, mas dependendo da
aplicacdo a qual se deseja, a escolha da técnica é crucial para obtencdo de bons
resultados. A Figura 3 mostra, resumidamente, as principais técnicas de producao

de nanofibras e suas principais caracteristicas.

Baixa produtividade
Drawing Fibras Finas o/
Fibras descontinuas J{

. Modelo padrio especial X
Sintese de modelos -
Fibras finas

B Producdo de linhas fibrosas o/
Separacgao de fases B _
Poucos polimeros podem ser utizados 3

Métodos de produgao

de nanofibras Alta_produtividade W/
Auto montagem . - .
Poucos polimeros séo expandiveis H{

R L Controle de didmetro das fibras +/
Centrifugra de Fiagao -
Dificil processamento X

Baixo custo de producdo

Alta superficie de contato W/

Eletrofiagédo ~
Producdo em larga escala &

Nanofibras muito finas .~

Figura 3 - Técnicas de producdo de nanofibras ®’.

Pela Figura 3, nota-se que a eletrofiacdo aparenta ser a mais promissora

dentre as técnicas, gracas ao seu baixo custo e relativa facilidade operacional.

A eletrofiacdo € uma técnica de producédo de estruturas fibrosas, conhecidas
como membranas, que ocorre por meio de solucdes poliméricas com aplicacdo de
forcas eletrostéticas. As fibras produzidas podem variar de espessura na ordem de
micrémetros (10° m) chegando até a nandmetros (10° m) e &rea superficial maior
do que as fibras obtidas a partir das demais técnicas. O polo positivo de uma fonte
de alta tensdo, na ordem de quilovolts (kV), é conectada a ponta de uma seringa
contendo a solugéo polimérica, enquanto o polo negativo € conectado a um anteparo
metalico, que também estd conectado ao fio terra. Uma bomba de infusdo é

acionada para controlar a vazdo de saida da solucéo pela ponta da seringa e, se as
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forcas eletrostaticas forem capazes de superar as forcas de tensdo do fluido
polimérico, a solucéo é lancada até o anteparo, na forma de fios .

A Figura 4 mostra, resumidamente, o processo de producédo de nanofibras

pela técnica de eletrofiacéo.

Regido de —
dobramento
e instabilidade
Restirvatorlo,da Cone de Taylor —
solugdo polimérica
o mmmsmmmmmmme- : Coletor
Bomba \&
L] [ ]

Gerador de alta tensdo

Figura 4 — Esquema representativo de eletrofiacdo horizontal (s8],

Com a possibilidade de desenvolvimento de diversos materiais com
caracteristicas variadas, a eletrofiagdo tem sido muito utilizada principalmente pela
capacidade de produzir fibras extremamente finas muito dificeis de serem

produzidas por outras técnicas ®"), .

Comparada com outras técnicas, a eletrofiacdo apresenta maior flexibilidade
na selecdo dos materiais de partida e escolha dos farmacos para estudo de
liberacé@o. Essas sdo caracteristicas atraentes do uso de administracdo transdérmica
de farmacos, especialmente para materiais de curativos e quimioterapia local pés

operatéria 2.

2.3.1 Parametros que afetam a eletrofiacao

Existem alguns fatores que influenciam diretamente no processo de
eletrofiagdo, os quais podem ser classificados como parametros de eletrofiacéo,
solucédo e ambientais. As variaveis envolvendo o processo de eletrofiagdo em si, sdo
o0 campo elétrico gerado, a distancia da agulha ao coletor, a vazdo da solugao
polimérica e o diametro da agulha. Dentre as variaveis ambientais, destacam-se a
umidade relativa do ar (URA) e a temperatura. As consideradas variaveis de solucao
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sdo: os tipos de solventes utilizados, a concentracdo polimérica da solugcdo, a
viscosidade e a condutividade elétrica. Todas as variaveis citadas influenciam
diretamente na producdo de fibras, seja no aspecto visual, como fibras lisas ou
rugosas, com ou sem beads, que s&do estruturas em formato de bolhas na fibra,
como até mesmo na questdo de liberacdo de um determinado farmaco. “% Logo,
para que sejam produzidas fibras com caracteristicas reprodutiveis, € de suma
importancia ndo s6 conhecer, mas também controlar as variaveis envolvidas no

processo como um todo “*.

2.3.1.1 Efeito da Forca Eletromotriz (FEM).

No processo de eletrofiacdo, enquanto a bomba infusora ejeta a solucéo
polimérica com uma vazao conhecida, o campo elétrico gerado entre a agulha da
seringa e o prato coletor metélico, exerce grande influéncia na formacgdo do
chamado cone de Taylor, no instante em que a solucdo polimérica é lancada da
agulha para o aparato coletor. Quanto mais estavel e uniforme for o cone de Taylor,
maior a tendéncia de producdo de nanofibras. Porém, cada solucdo polimérica

apresenta uma tens&o critica, a qual deve ser investigada

Em 2018, Someswararao e colaboradores*’!

, investigaram a influéncia dos
parametros de eletrofiagdo na morfologia das fibras produzidas a base de diéxido de
tithnio (TiO,). Dentre as modificacdes avaliadas, os autores verificaram que a
medida que aumentavam a tensdo da fonte geradora, de 8 kV para 11 kV, o
diametro médio das fibras produzidas diminuia de 293 nm para 175 nm, em média.
Os autores acreditam o aumento da tensdo elétrica possibilita um maior estiramento

da fibra, facilitando inclusive na evaporagao do solvente.

Porém, quando o valor 6timo de tensdo € extrapolado, provoca-se uma
instabilidade maior no cone de Taylor e aumenta-se a velocidade com que a solucao
polimérica percorre a distancia da agulha até o aparato coletor, aumentando o
namero de beads na fibra, isso acontece pois o tempo de voo da fibra diminui e,
consequentemente, 0 tempo que o solvente leva para evaporar, jA que uma das
principais causas da formacao dos beads, e justamente a ineficacia do processo de
evaporacao do solvente da solugéo polimérica 2.
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2.3.1.2 Efeito da vazao da solucao polimérica

A otimizacao da vazdo com que a solucéo polimérica € ejetada da seringa é
essencial para producéo de fibras isentas de beads. Além disso, a vazao influéncia
diretamente na morfologia das fibras. Valores acima do valor do ideal, podem
ocasionar o aumento médio do didmetro das fibras, bem como o aumento da
ocorréncia de beads, j& que mais solucédo polimérica e, consequentemente, mais

solvente, sé@o ejetados da seringa, sem que haja aumento do tempo de voo/secagem
[42]

Someswararao e colaboradores!*¥ investigaram a relacdo entre a vazdo da
solucdo de dioxido de titAnio e o didmetro médio das fibras formadas. Eles
verificaram que vazdes de 0,6, 0,8, 1,0 e 1,2 mL/h formaram nanofibras com
dimensdes médias de diametro de 111, 155, 189 e 247 nm, respectivamente. Desta
forma, os autores concluiram que a otimizacdo da vazdo da solucdo ejetada pelo
sistema é um parametro crucial para obtencdo de fibras finas, sendo que essa
relagdo € diretamente proporcional: ao diminuir a vazdo da solucéo, a tendéncia €

gue se obtenha fibras com diametros menores.

2.3.1.3 Distancia entre o coletor e a agulha

A distancia entre o aparato coletor e a seringa influenciam diretamente na
morfologia das fibras produzidas. Analoga ao campo elétrico, a viscosidade e a
vazao da solucéo polimérica, essa distancia deve ser otimizada para cada sistema
eletrofiador e solugdo polimérica. A distancia esta intimamente ligada ao tempo de
voo da solucao polimérica, entre a agulha e o aparato coletor. Logo, quanto maior
essa distancia, maior o tempo de secagem do solvente. No entanto, essa distancia
nao pode ser tdo longa a ponto de o campo elétrico ndo conseguir superar as
tensdes superficiais da solucdo e conduzi-la ao aparato coletor. Por outro lado,
guanto menor essa distancia, menor o tempo de evaporacdo do solvente,
aumentando a probabilidade de surgimento de beads nas fibras. Por isso a
importancia da otimizacdo e cuidados para manutencdo deste parametro durante o

processo de eletrofiacéo .
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2.3.1.4 Concentracao e viscosidade da solucao polimérica

A concentracao e viscosidade sdo duas variaveis que podem ser facilmente
correlacionadas no processo de eletrofiacdo. Baixas concentracdes poliméricas na
solucdo, sob campo elétrico gerado, facilita a quebra das cadeias poliméricas em
fragmentos menores, antes desta alcancar o aparato coletor, aumento o niumero de
beads. J4, o aumento da concentracdo do polimero na solugdo, que acarretard no
aumento da viscosidade da solucdo, aumentara o entrelacamento das cadeias
poliméricas, 0s quais podem superar a tenséo superficial, resultando em fibras lisas,
homogéneas e sem beads. Porém, o aumento da concentracdo para valores
superiores ao valor ideal, podera dificultar a passagem da solucdo pela agulha, além
de dificultar mais a evaporacdo do solvente. Em alguns casos pode ocorrer a
secagem do polimero na ponta da agulha, fazendo com que a vazéo da solu¢do néao
seja mais uniforme e, em alguns casos extremos, podendo até obstruir a agulha,
impedindo a passagem da solucao 1.

8 mostraram a influéncia da vazdo e da

Repanas e colaboradores
concentracdo polimérica na morfologia das fibras geradas. A Figura 5 mostra a

correcdo do resultado e estes dois fatores apresentados.

Beads Fibras com beads Fibras sem beads

Vazao

Concentragao Solugdo polimérica
5

Figura 5 - Relacao das caracteristicas do processo e da solugdo polimérica na morfologia
de fibras. Fonte: adaptado de Repanas, 2016 *%.
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2.3.1.5 Condutividade elétrica da solucao polimérica

O cone de Taylor é diretamente influenciado pela condutividade elétrica da
solucdo. Em solucdo cuja condutividade elétrica é considerada baixa, a gota de
solucdo gerada na ponta da agulha nao tera carga suficiente para formar e manter
estavel o cone de Taylor, logo, ndo havera eletrofiacdo. Valores ideais, ou proximos
deste, possibilitardo um maior acumulo de cargas na gota e, consequentemente, a
formacao e maior estabilizacdo do cone de Taylor, podendo inclusive acarretar na
producdo de fibras de menores diametros. Valores superiores ao ideal, também

impedirdo a formacado do cone e ndo havera eletrofiacdo > 44 .

2.3.1.6 Condi¢des ambientais

Sabe-se que fatores ambientais como umidade e temperatura sé&o
importantissimos de monitorar e, se possivel, até controlar no momento da
eletrofiacdo. Eles influenciam diretamente na morfologia das nanofibras produzidas.
A URA influencia diretamente no diametro das fibras e nos poros produzidos. Casper
e colaboradores!*® analisaram o impacto da variacdo de umidade na morfologia de
nanofibras de poliestireno. Para isso, variou-se a umidade relativa do ar entre 35% e
72% e verificando o aumento da incidéncia e do diametro dos poros, a medida que a

URA aumentava.

A temperatura ambiental afeta diretamente a taxa de evaporacdo do
solvente e a viscosidade da solugdo. Temperaturas mais baixas levam a uma maior

viscosidade e, portanto, fibras mais grossas 2.

Por isso, para que o0 processo de eletrofiacdo seja mais robusto e
reprodutivel, € muito importante ndo s6 monitorar, mas também controlar a umidade

relativa do ar e a temperatura.

2.3.1.7 Solvente (s) da solucdo polimérica

A escolha dos solventes para producéao da solucéo polimérica deve ser feita
com muito critério. Fatores como condutividade elétrica, ponto de ebulicdo e

volatilidade s&o variaveis que devem ser levadas em consideracdo. Além desses
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fatores, a solubilidade do polimero e de qualquer outra substancia que se deseja
eletrofiar no solvente escolhido deve ser investigado. Geralmente, prefere-se
agueles solventes cujo ponto de ebulicio ndo é elevado, para facilitar na sua
evaporacdo durante a eletrofiagdo e evitando assim a formacgédo de beads. No
entanto, solventes muito volateis ndo sédo desejaveis, visto que sua rapida secagem

pode ocasionar obstrucdo parcial ou total da seringa.

Fong e colaboradores "1, avaliaram a morfologia das fibras de poli (6xido de
etileno) ao variarem a proporcéo de etanol na solugéo polimérica. Eles comprovaram
que, a medida que se aumentava a quantidade de etanol na solugcdo polimérica, a
incidéncia de beads diminuia. Isso se deve ao fato do etanol poder fazer ligacdes
intermoleculares com a agua, auxiliando na evaporacdo dos solventes durante a

eletrofiacdo. Os resultados encontrados séo apresentados na Figura 6.

(e) (f)

Figura 6 - Variacdo da morfologia da fibra em funcdo da concentracdo de etanol na solucdo
polimérica. (a) Raz&o etanol/agua: 0,000. (b) razdo etanol/agua: 0,054. (c) razédo etanol/agua: 0,115.
(d) razdo etanol/adgua: 0,260. (e) razdo etanol/agua: 0,448. (f) razdo etanol/agua 0,702.. A largura
horizontal de cada Figura é de 20 pm. "
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2.3.1.8 Materiais poliméricos na fabricacao de nanofibras

Varios materiais, incluindo polimeros naturais, sintéticos, e até mesmo
mistura de dois ou mais polimeros, tém sido utilizados na obtencdo de estruturas
nanofibrosas. Ao longo dos anos, mais de 200 polimeros com diferentes solventes,

foram utilizados com sucesso na producdo de nanofibras pela técnica de eletrofiagdo
(48]

2.3.2 Polimeros biodegradaveis na fabricacdo de nanofibras

As Ultimas duas décadas viram o desenvolvimento de uma gama de
polimeros biodegradaveis sintéticos de nova geracao e polimeros naturais analogos
desenvolvidos especificamente para aplicacdes biomédicas. A forca motriz é, em
parte, devido ao surgimento de novas tecnologias biomédicas, incluindo: engenharia
de tecidos, medicina regenerativa, terapia genética, administracdo controlada de
drogas e bionanotecnologia, todas as quais requerem materiais de plataforma

biodegradaveis para serem construidas “°..

Diferentes tipos de polimeros biodegradaveis tém sido utilizados para
fabricacdo de nanofibras em diversas areas e aplicacdes. Dentre eles, os polimeros
naturais apresentam, geralmente, uma melhor biocompatibilidade e baixa
imunogenicidade, em comparacdo com polimeros sintéticos quando utilizados em
aplicacdes biomédicas. Um dos principais motivos da utilizacdo de polimeros
naturais na eletrofiagcdo é sua alta capacidade de fazer ligacdes intermoleculares,
uma vez que carregam sequéncias de proteinas especificas, tais como RGD
(arginina / glicina / &cido aspartico). Nos ultimos anos, a eletrofiacdo de proteinas,
principalmente a partir do colageno, gelatina, elastina e seda foram estudadas por

[50, 51]

alguns autores , mostrando as possibilidades que se tem ao utilizar estes

polimeros.

Polimeros naturais como colageno, quitosana, gelatina, caseina, acetato de
celulose, entre outros, foram utilizados na fabricacdo de estruturas nanofibrosas com
potencial clinico. Entretanto, a desnaturagdo natural de proteinas tem sido

[52]

reportada em trabalhos nos ultimos anos 0S quais mostraram que as
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propriedades do colageno foram perdidas quando eletrofiado a partir de solu¢des de

alcoois fluorados.

Devido a versatilidade dos materiais poliméricos, eles estdo rapidamente
substituindo outras classes de materiais, como metais, ligas e ceramicas, para uso
com biomateriais. Neste cenario, os polimeros sintéticos, obtidos a partir de recursos
renovaveis, tem mostrado grande potencial para substituir e solucionar problemas
ambientais associados aos polimeros a base de petréleo. Estes polimeros
biodegradaveis s@o estruturas constituidas principalmente por poliésteres alifaticos,
produzidos por sintese microbioldgica e quimica, entre eles o poli (acido latico) 7,
policaprolactona (PCL), polibutilenosuccinato (PBS) e polibutilensuccinato-

butilenocarbonato (PBSC) estéo disponiveis no mercado ®!.

Dentre esses polimeros biodegradaveis, o PLA é um dos polimeros mais
promissores devido as suas elevadas propriedades mecanicas, plasticidade térmica
e transparéncia optica. O PLA (Figura 7) € um poliéster termoplastico linear, alifatico
com rigidez e clareza, semelhantes ao poliestireno © e poli (tereftalato de etileno).
No entanto, a baixa resisténcia a fusdo, a fragilidade e baixa estabilidade térmica
sdo fatores que limitam sua aplicacéo [[" ©]

O.
)

N

Figura 7 - Estrutura quimica do PLA.

Vérios artigos publicados relaram que a mistura de PLA com outros
polimeros € uma das melhores solu¢cdes para melhorar suas propriedades,
particularmente com polimeros mais flexiveis, como poli(adipato de butileno)-co-
(tereftalato de butileno) (PBAT) & 112 [101 [11] 12
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O PBAT € um polimero biodegradavel, da classe dos poliésteres alifaticos
aromaticos biodegradéavel, produzido a base de petréleo, conhecido, principalmente,

pela sua rigidez ¥,

Comercialmente é produzido pela BASF (Badische Anilin & Soda Fabrik)
com o nome de Ecoflex® e possui propriedades de polietileno convencional, mas é
completamente biodegradavel sob condicbes compostaveis. A Figura 8 exibe a

estrutura quimica do PBAT.

O\A/\O/Mowo’/

0 m 0 n

Figura 8 - Estrutura quimica do PBAT.

A mistura destes dois polimeros € produzida pela BASF, comercializada com
o nome de Ecovio®, que se caracteriza por ser um polimero com caracteristicas de

alta resisténcia mecanica e a umidade.

2.4 Medicamentos incorporados a nanofibras por eletrofiacéo

2.4.1 Medicamentos anti-inflamatérios nao esteroidais

Medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE’s) sdo medicamentos
muito utilizados no tratamento de dores e inflamagbes, como é o caso da
osteoartrite. Essa doenca degenerativa progressiva afeta, predominantemente,
articulagbes de pessoas acima do peso. Os sintomas dessa enfermidade incluem
rigidez matinal de curta duragéo, dor e inflamacéo nas articulagbes e deformidade
6ssea . Essa classe de medicamentes atua inibindo as enzimas COX1 e COX 2

que estdo envolvidas na conversao do acido araquiddnico em prostaglandinas °*.

Desde a introducdo do acido acetilsalicilico, em meados do século XIX, os

AINE’s se tornaram os principais medicamentos utilizados no tratamento dessas
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doencas, devido suas propriedades anti-inflamatérias e analgésicas. O elevado
namero de pacientes afetados por essas doencas tem intensificado a o uso de
AINE’s, tanto prescrito quanto de venda livre. Embora a eficacia de novos farmacos
esteja estabelecida, o seu uso generalizado provocou preocupacbes com a

seguranca, particularmente com o sistemas gastrointestinal (SGI) *°.

Um AINE que tem sido estudado é o aceclofenaco, com nome quimico de -
[2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenillacetil]acido oxalacético, representado pela Figura 9

Cl

NH O
Cl (@]
@]

Figura 9 - Estrutura quimica do aceclofenaco.

O mecanismo de acdo do aceclofenaco se baseia na inibicdo dos
mediadores de atividades inflamatérias. Quando administrado via oral, ele é
absorvido completamente, levando cerca de 1,5 a 2,0 horas para atingir
concentracdo maxima no sangue, e sua excrecdo ocorre preferencialmente pelo

sistema urinario 9.

Contudo, assim como os demais AINE’s a administracdo oral excessiva do
aceclofenaco pode causar Ulceras gastrointestinais e sangramento intestinal,
podendo levar a quadros anémicos. Uma alternativa que tem sido estudada é a
producdo de nano emulsGes de aceclofenaco com liberacdo transdérmica. Dessa
forma, o farmaco evita 0 metabolismo de primeira passagem e mantem seu nivel no
plasma sanguineo por periodo maior, proporcionando um tratamento mais preciso e

efetivo nas regides inflamadas ©°..

Considerando que os AINE’s sdo, atualmente, a classe de medicamentos
mais utilizados no mundo, eles se tornam candidatos em potencial para o
desenvolvimento de membranas de liberacdo controlada. O potencial terapéutico

desses farmacos contempla atividades anti-inflamatorias, analgésicas e antitérmicas.
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Por estes motivos, o desenvolvimento de membranas por eletrofiagdo
associadas com medicamentos anti-inflamatérios com liberagéo transdérmica torna-

se uma opcao atrativa.

2.5 Producéo de nanofibras com farmacos e estudos de liberacéo

Entre vérias aplicacdes em potencial, a liberacdo transdérmica de farmacos
€ uma possibilidade promissora. A alta capacidade de adsorcéo, liberacao
simultanea, facilidade de operacdo e relacdo custo-beneficio sdo caracteristicas

atraentes para este objetivo 1'% ']

. Além disso, a crescente demanda por entrega
direcionada de agentes terapéuticos com caracteristicas lipofilicas tem sido um fator
crucial nos estudos de novas formulacdes. Essa natureza especifica do agente
terapéutico faz com que os estudos de dissolucdo sejam cada vez mais investigados
e avaliados para que a biodisponibilidade seja otimizada, reduzindo o tempo e o

custo final no desenvolvimento da formulagéo.

Os testes de desempenho in vitro para produtos sélidos, tal como o ensaio
de dissolugdo, tem sido utilizado como ferramenta de controle de qualidade, em
alteracbes de processo e, principalmente para desenvolvimento de novas

formulacoes.

A dissolucédo é definida como processo pelo qual uma quantidade conhecida
de farmaco entra em solugéo por unidade de tempo sob condi¢cdes padronizadas ©7.
Os testes de dissolucdo foram desenvolvidos para quantificar a velocidade e a
extensdo da liberacdo, especialmente de capsulas e comprimidos de liberacéo
imediata ou controlada ®®. A velocidade com que ocorre a dissolucéo determinara a

velocidade com que o farmaco é absorvido.

Por isso, a escolha da matriz no processo de eletrofiacdo exerce uma
importante funcéo na liberagdo do farmaco. O mecanismo de liberacdo depende do
tipo de polimero selecionado, pois no caso de polimeros ndao degradaveis a
liberacdo do ativo ocorre por difuséo, ja polimeros biodegradaveis a liberacdo pode
ocorrer tanto por decomposicao da matriz quanto por difusdo. A taxa com a qual o
farmaco é permeado também pode ser controlado pela escolha do material
polimérico de partida.
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O tipo de polimero, o solvente e a compatibilidade dos farmacos sao
variaveis de processo importantes que devem ser levadas em consideracdo para
manter uma liberacdo estavel e reprodutivel. Como regra geral, os polimeros
lipofilicos devem ser usados com farmacos lipofilicos, e os polimeros hidrofilicos
devem ser usados com farmacos hidrofilicos para se obter um perfil de liberacao
adequado

A Quadro 3 exp0e varios polimeros eletrofiados e aplicados na liberacdo de
farmaco.

Quadro 3 - Tipos de polimeros, farmacos e solventes utilizados na eletrofiagdo para estudo de
liberagé@o de farmacos

Polimero Solvente Farmaco Referéncia
PCL 7:3 diclorometano / metanol Heparina (60l
PEO/PCL (blenda) Cloroférmio Lisozima f61]
PVA Agua deionizada Diclofenaco, Indometacina [62]
Poliuretano DMF Itraconazol (53]
PEVA Cloroférmio Tetraciclina el

PCL: poli(e-caprolactona); PEO: pon(_())fid_o de eFi_Ieno); PVA: pc_JIi(éIcooI v_inl’Iico); PEVA: poli[gg]cetato de etileno-co-vinilico);
PAA: poli(acido acrilico); PAH: poli(hidrocloridrato de alamina)

A partir dos primeiros estudos sobre aplicacdo de membranas a base de poli
(acido latico) e poli (etileno-acetato de co-vinil), produzidas por eletrofiagdo para
liberacdo prolongada de cloridrato de tetraciclina feitos por Kenawat e
colaboradores, em que as nanofibras eletrofiadas foram utilizadas com sucesso para
atingir diferentes perfis de liberacdo: imediata, suaves, pulsateis, atrasadas e
bifasicas 64 6%,
Para se chegar a este resultado, a formulacéo teve de ser submetida a uma
série de ensaios de liberagdo/dissolucdo. Por isso, testes in vitro sdo frequentemente
usados para verificar se a qualidade e desempenho dos produtos sdo mantidos ao

longo do tempo [©°.

Tungprapa e colaboradores, eletrofiaram uma solucdo polimérica de acetato
de celulose 16% m/v, utilizando uma mistura de acetona e dimetilacetamida, e

aplicaram quatro AINE’s diferentes: naproxeno, indometacina, ibuprofeno e
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sulindaco. O estudo demonstrou que a eficiéncia da absor¢do dos farmacos foi de
84-93% 1°7,

A Figura 10 mostra o formato das fibras produzidas por Tungprapa e seus
colaboradores.

Figura 10 - Fibras produzidas por eletrofiacdo de solu¢éo polimérica de acetato e celulose 16% m/v
com farmacos absorvidos. Solu¢édo de 16% m/v de acetato de celulose em 2:1 v/v de acetona:DMA e
essa solucéo contendo (b) Naproxeno, (c) Indometacina, (d) Ibuprofeno e (e) Sulindaco. Adaptado de

Tungprapa, 2007.

Nesse mesmo estudo foi investigado o perfil de liberacdo dos farmacos
contidos nas fibras produzidas. Para isso, membranas cortadas em discos circulares
com diametro padrdo de 2,8 cm, foram imersas em 40 mL de solugdo tampéao de
acetato com pH de 5,5. A solucdo tampéo teve sua temperatura controlada em torno
de 37°C e foi submetida a constante agitacdo. Em periodos regulares, de 0 a 24
horas (1440 min) foram coletadas aliquotas de 0,5 mL do meio de dissolucdo para
avaliacdo espectrofotométrica UV/VIS nos comprimentos de onda de maxima

absorcdo de cada farmaco. As absorbéncias obtidas foram entdo inseridas na
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equacdo da curva de calibracdo de cada farmaco para entdo determinar a
concentracéo. A Figura 11 mostra os resultados de liberagéo ao longo de 24h .
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Figura 11 — (a) Resultados de estudo de libera¢do dos farmacos. Liberacdo dos farmacos no periodo
de de 0 a 120 min. (b) Resultados de liberacao dos farmacos no periodo de 0 a 1440 min. Legenda:
A Ibuprofeno; V¥ Sulindaco; mindometacina; eNaproxeno.

As membranas produzidas pela solucdo polimérica (simbolos cheios),
apresentaram melhores resultados em comparacdo com aquelas que foram

eletrofiadas a partir do polimero fundido (simbolos vazios).

A capacidade de liberacdo do farmaco de se desprender de uma matriz
polimérica depende de varios fatores, como a solubilidade do farmaco na matriz, a
solubilidade do farmaco no meio de dissolu¢do, a capacidade de inchaco e a
solubilidade da matriz no meio teste, a difusdo do farmaco a partir da matriz
polimérica, etc. Dos citados, o inchaco e a solubilidade da matriz polimérica no meio
teste e a solubilidade do farmaco na matriz sdo os principais fatores a serem

considerados neste tipo de estudo 7).

O autor justifica que esse comportamento, de liberacdo lenta, se deve ao
fato que os farmacos que foram quantificados eram aqueles que estavam adsorvidos
na face externa da membrana. Enquanto, aqueles que durante o processo de
eletrofiacdo, permaneceram na regido interna da fibra, foram liberados com uma
taxa muito menor, devido a baixa capacidade da fibra de se dissolver no meio e

difusdo do proéprio farmaco.

Em 2018, Moydeen e colaboradores ¢

, produziram, caracterizaram e
avaliaram a dissolucdo de nanofibras de PVA/Dextrano com o antibiotico
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ciprofloxacino. Os pesquisadores produziram nanofibras lisas, homogéneas e
isentas de beads, com diametro médio de 500 nm. Os estudos de liberacéo
mostraram que o perfil de dissolucdo esta intimamente ligado a composicdo da
solucéo polimérica utilizada. A medida que se aumentava a quantidade de polimero
na solucdo, o farmaco demorava mais para ser liberado. Em alguns casos, apos 45
horas de estudos, a liberagdo nédo passava de 30% da quantidade declarada. Por
isso, deve-se investigar com cuidado a composi¢cdo da solucdo polimérica nao
somente para produzir nanofibras lisas, homogéneas e sem beads, mas deve-se

levar em consideragdo também, o perfil de liberacdo associado a cada formulacéo.

Apesar dos inumeros estudos de dissolucdo para entender melhor os
mecanismos e formas de liberacdo de farmacos, ainda sente-se a necessidade de
aprofundar os estudos de liberacdo transdérmica de farmacos, principalmente os da
classe do aceclofenaco, AINE’s ¥, De acordo com o FDA, os AINE’s pertencem a
classe Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, e esses farmacos possuem
alta taxa de absorcédo (>90%) e baixas taxas de dissolugdo. Para este grupo, a
absorcdo e a biodisponibilidade s&o limitadas pela taxa de dissolucdo %, e esta
baixa taxa de dissolucdo € a principal limitacdo no desenvolvimento de novos

farmacos para via de administracao oral.

2.6 Cinéticas de liberacéo

Os ensaios de dissolugdo in vitro constituem importante meio de
caracterizacdo da qualidade, possibilitando o controle da qualidade farmacéutica e
estabelecimento de correlacbes com os dados in vivo. Conhecer e controlar as
variaveis que influenciam a liberagéo do farmaco, bem como validar as metodologias
analiticas envolvidas, enfatizam a importancia destes ensaios, tornando-os mais

confiaveis e robustos 9.

N&o s6 a explicacdo dos dados obtidos pelos ensaios de dissolugdo, mas a
previsdo da permeacdo percutanea tem atraido a atencdo de pesquisadores em
cosmeticos e da industria farmacéutica, uma vez que o desenvolvimento de modelos

matematicos de transporte epidérmico e dérmico tornou-se essencial para o
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entendimento e otimizacdo da liberagdo percutanea de farmacos e para avaliacao de
sua toxicidade [ 172,

Modelos mateméticos que ajudam no entendimento do transporte
epidérmico e dérmico sdo essenciais para a otimizacdo e desenvolvimento de
produtos para liberacdo percutanea de drogas locais e sistémicas e para avaliacao
da exposicdo dérmica a substancias quimicas. Esses modelos geralmente auxiliam
no entendimento e fornecem informacdes sobre a taxa de penetracdo da droga
através da pele e, portanto, sobre a concentragdo dérmica ou sistémica das
drogas. Eles também sado uteis na analise de dados experimentais, reduzindo o
namero de experimentos e traduzindo os experimentos in vitro para um ambiente in
vivo [,

(68]

Em 2018, Moydeen e colaboradores avaliaram diferentes modelos

matematicos afim de encontrar aquele que melhor se adequasse a liberacdo do
farmaco utilizando como matriz polimérica o Poli (alcool vinilico) (PVA). Foram
avaliados diferentes modelos cinéticos comumente usados para o estudo de

liberacdo farmaco, os quais estao descritos a seguir:
e Ordem zero:
MO - Mt = kot (1)

Este modelo é utilizado para determinar o perfil de liberacdo do farmaco de

varios tipos de portadores, onde o farmaco é liberado a uma taxa constante ™.

e Primeira ordem:

log (100 - M,) = log 100 — —_¢ )

2,303

Modelo que escreve a liberacdo de sistemas contendo farmacos hidrofilicos
dispersos em estruturas porosas, onde a liberagdo ocorre a uma taxa

correspondente a quantidade remanescente no interior do veiculo [,

e Modelo cinético de Higuchi:

M; = kyc (tl/z) (3
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Trata-se do modelo cinético mais utilizado para liberacdo controlada de

(73]

farmaco ', onde a liberagcdo do ativo ocorre por difusdo dentro do sistema de

1/2

entrega. Neste caso, a quantidade cumulativa de farmaco € proporcional ao t

e Modelo cinético de Hixson-Crowell:
(100 — M)"3 = 1003 — kyt (4)

E tipicamente utilizado para veiculos de entrega cuja a taxa de liberagédo do

medicamento é proporcional & area superficial do sistema 3! [/4],

Nas equacdes de (1) a (4), M; € a concentracdo do farmaco liberado no
tempo t, My é a concentracao inicial do farmaco na solucéo e ko, ki,Ky, Kyc séo as
constantes de liberacdo dos modelos cinético de ordem zero, primeira ordem,

Hixson-Crowell e Higuchi, respectivamente.

e Modelo Korsmeyer-Peppas:

= = kgpt™ (5)

Meo

Onde Mf/M denota a fracdo do farmaco liberado no tempo t, k € a constante

e n é o expoente de liberacdo *® [”®! Este modelo é amplamente utilizado quando se
deseja obter mais informagdes sobre o tipo de mecanismo de difusdo que rege o
sistema " onde o valor de n caracteriza o mecanismo de liberacdo do farmaco

conforme descrito na Tabela 1 [®].

Tabela 1 — Interpretagédo dos mecanismos de liberagao por difuséo de filmes poliméricos
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Mecanismo de transporte do

Expoente de liberacéo (n) Taxa em funcédo do tempo

farmaco
n<05 Difus&o de Fickian t0°
0,45<n=0,89 Transporte ndo Fickiano t"t
n=0,89 Caso Il de transporte Liberacéo de ordem zero
n> 0,89 Super Caso Il de transporte t"t

e Modelo Weibull:

(6)

-1k

M= M, l1 — e« l
Nesta equacdo, M € a gquantidade de farmaco dissolvida em fun¢do do

tempo t, My é a quantidade total de farmaco no inicio da liberacdo. T € o tempo de
atraso do inicio da dissolucdo. Na maioria dos casos, este valor € igual a zero. a
(alfa) denota um parametro de escala que descreve a dependéncia do tempo,
enquanto B (beta) descreve a forma da progressao da curva de dissolucéo. Para 3 =
1, a forma da curva corresponde exatamente a forma de um perfil exponencial, com

a constante k = 1/a, conforme equagao 6.
M= My[1— e D] )

Se B é maior que 1, o formato da curva fica semelhante a uma sigmoide,
com um ponto de inflexdo, enquanto que, quando 3 € menor que 1, a curva mostrara

um aumento mais acentuado em comparagao quando 3 = 1.

De acordo com a literatura, o Modelo de Weibull € o mais comumente
utilizada para comparacao de perfis de liberacdo de farmacos onde utiliza-se matriz

de entrega de farmaco, como filmes poliméricos [ 1%,

O transporte de farmacos no interior de sistemas farmacéuticos e suas
liberacbes envolvem, as vezes, mdltiplas etapas provocadas por diferentes
fenbmenos fisicos ou quimicos, dificultando, ou mesmo impossibilitando, a obtencéo
de um modelo matematico que o descreva da maneira correta. Os modelos
apresentados acima, descrevem melhor a liberacdo de farmaco de sistemas

farmacéuticos quando resulta de um fenbmeno simples.
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Os modelos de liberacdo e os fenbmenos de melhor descricéo de liberacéo
de farmacos séo, em geral, o modelo Higuchi, o0 modelo de ordem zero, o modelo de
Weibull e o modelo de Korsmeyer-Peppas. Os modelos Higuchi e de ordem zero
representam dois casos limite nos fenémenos de transporte e liberacdo de farmacos,
e 0 modelo Korsmeyer-Peppas pode ser um parametro de decisao entre esses dois
modelos. Embora o0 modelo de Higuchi tenha uma grande aplicacdo em sistemas de
matriz polimérica, o modelo de ordem zero torna-se ideal para descrever formas de

dosagem revestidas ou formas de dosagem controladas por membrana.

Diante dos modelos cinéticos apresentados, deve-se avaliar qual deles
melhor descreve o comportamento de liberacdo observado. De acordo com Costa e
colaboradores!”, uma das maneiras mais eficazes de se avaliar a correlagéo entre o
modelos mateméticos de liberacdo e os dados experimentais, € por meio do
coeficiente de determinacdo, R2, para avaliar o ajuste do modelo. No entanto,
geralmente, este valor tende a aumentar com a adicdo de mais parametros ao
modelo, independentemente da significancia da variavel adicionada. Para o mesmo
namero de parametros, no entanto, o coeficiente de determinacdo pode ser usado
para determinar o melhor modelo. Ao compararmos modelos com diferentes
nuameros de parametros, o coeficiente de determinagéo (R? austado) € O Mais
significativo.

-1
R? ajustado = 1 — E:_p; (1- R?» (8)

Onde n é o numero de pontos de dados de dissolucdo (M/t) e p é o niUmero
de parametros no modelo. Enquanto R? sempre aumenta ou pelo menos permanece
constante ao adicionar novos parametros ao modelo, RZustado pOde realmente
diminuir, dando assim uma indicacdo se 0 novo parametro melhora o modelo ou
pode levar a um ajuste excessivo. Em outras palavras, o melhor ajuste € aquele que

apresenta 0 maior RZjustado .

Além do coeficiente de determinacéo (R?2) ou do coeficiente de determinacao
ajustado (RZjustado), O coeficiente de correlagdo (R), a soma dos quadrados de
residuos (SSR), o erro quadratico médio (MSE), o Critério de Informacdo de Akaike
(AIC) e a probabilidade F-ratio também s&o usadas para testar a aplicabilidade dos
modelos de liberacéo.
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O critério de informacdo de Akaike (AIC) é a medida do qudo o ajuste
matematico foi ajustado para se parecer com os dados experimentais. Ao comparar
varios modelos de um conjunto de dados, o modelo associado ao menor valor AIC é

considerado como sendo o melhor ajuste desse conjunto de modelos "8,
AIC =nxIn (WSSR) +2 x p (9)

Onde n é o0 numero de pontos da dissolucdo (M/t), p € o numero de
parametros do modelo, WSSR é a soma ponderada do quadrado dos residuos,

calculado pela equacéo:
WSSR = X1, [w;(y; — )7 (10)
Onde w; é o fator de ponderacéo opcional e y; denota o valor previsto de V.

O critério de AIC tornou-se uma ferramenta padrdo de comparacdo no ajuste de

modelos, e seu célculo esta disponivel em muitos programas estatisticos @

Antes que a regressao nao linear estivesse prontamente disponivel, a
melhor maneira de analisar dados néo lineares era transforma-la para criar um
grafico linear e depois analisar esses dados transformados com regressao linear. O
problema com esse método é que a transformacdo pode distorcer o erro
experimental. Como analisar os resultados da dissolucdo com regressédo linear é
uma préatica muito comum ®® essa pratica deve ser executada com muito cuidado,
avaliando a sua real necessidade. Alguns programas de computador desenvolvidos
recentemente permitem a andlise de perfis de liberacdo de dissolu¢do, de maneira

rapida e relativamente!?.
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OBJETIVOS

2.7 Objetivo geral

Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco aceclofenaco em membranas de

Ecovio® produzidas por eletrofiacao.

2.8 Objetivos especificos

Avaliar as melhores proporcées da relacdo m/m de aceclofenaco:Ecovio® a
fim de se obter uma solucéo ideal para produgcédo de membranas por eletrofiagéo;

Determinar os parametros mais adequados para producédo de nanofibras de
Ecovio® com aceclofenaco por eletrofiacéo.

Caracterizar as fibras produzidas por técnicas Opticas, térmicas,

espectroscopicas e microbioldgicas.

Desenvolver e validar um meétodo cromatografico, capaz de separar e

quantificar o farmaco dos demais constituintes da matriz.

Investigar a liberagéo in vitro do farmaco aceclofenaco nas nanofibras de
Ecovio® produzidas por eletrofiacdo, associando-a a um modelo cinético de

liberacao.
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3 MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

O polimero Ecovio® foi utilizado em diferentes condicbes experimentais no
processo de eletrofiacdo para a producdo de membranas que posteriormente foram

utilizadas como suporte para liberagcdo do farmaco aceclofenaco.

As membranas foram produzidas com e sem incorporacdo do farmaco a
solucdo polimérica, reproduzindo os parametros mais adequados de eletrofiagdo

encontrados nos ensaios preliminares.

As condi¢cdes mais adequadas foram escolhidas considerando o diametro
das fibras e a quantidade de beads formados.

Com intuito de avaliar as principais caracteristicas morfologicas e térmicas
das membranas, foram realizadas analises de microscopias éptica e eletrénica de
varredura (MO e MEV), termogravimetria (TGA), calorimetria diferencial exploratoria
(CDE), difracdo de raios X (DRX) e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

Para avaliar o potencial de liberacdo in vitro do farmaco, foram realizados
ensaios de dissolu¢cdo, em que o farmaco liberado foi quantificado por um método
analitico de cromatografia liquida de ultra eficiéncia, desenvolvido e validado de
acordo conforme guia Q2 (R1) da conferéncia internacional de harmonizacao
(International Conference on Harmonisation, ICH) .

3.1 Eletrofiagdo — material utilizado

Os materiais utilizados para preparacdo das solucdes eletrofiadas estao
listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Materiais utilizados para preparo das solugdes analiticas.

Substancia Procedéncia Pureza (%)
N,N-Dimetilformamida (DMF) Scharlau >99,9
Cloroférmio Sigma Aldrich 99,99
Aceclofenaco Aarti Drugs Limited 99,97
Ecovio® BASF -
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3.1.1 Preparo das solucbes

O diluente utilizado para solubilizacdo do polimero e do farmaco foi

cloroférmio: DMF na proporc¢éo 85:15 (% v/v).

Com o objetivo de avaliar as concentracfes otimas do farmaco que nao
interferem no processo de eletrofiagdo, foram preparadas solugcdes deste nas
concentracbes de 5%, 10%, 15%, 20% e 30% (m/m). As solucdes foram mantidas
sob agitacdo em um agitador magnético por um periodo de 24 horas ®Y. Ressalta-se
gque a concentracdo polimérica permaneceu constante (15% m/v) durante a

investigacdo da concentracao 6tima de trabalho do farmaco.

Além destas solucbes, preparou-se também a solucdo 0% (m/m), sem

adicao de farmaco, sendo utilizada como o “branco” nas analises de caracterizacao.

Para producdo da solugéo polimérica solubilizou-se 750 mg de Ecovio® em
5 mL de diluente e essa solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas

em vials de 20 mL B,

A producéo das solucdes poliméricas contendo o farmaco foram realizadas
da mesma forma, exceto que apds a adi¢cdo do polimero ao diluente, adicionou-se

também o farmaco.

3.1.2 Determinacao dos parametros para eletrofiacéo

Com objetivo de produzir fibras livre de beads e com menor diametro
possivel, parametros como a distancia entre o coletor e a agulha, a tensdo aplicada

foram modificadas, conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros investigados para obtengcédo das melhores condi¢des de eletrofiacéo.

Parametro Variacéo
Distancia da agulha ao coletor (cm) 14,15e 16
Tenséo aplicada (kV) 14,16,17 e 18
Vazao da solucédo (mL.h™) 0,8e1,0

Os experimentos de eletrofiagdo foram realizados a temperatura ambiente e

a URA vaiando entre 30% e 62%. A solucdo a ser eletrofiada foi transferida para
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uma seringa de vidro de 10 mL com uma ponta capilar de diametro interno de,
aproximadamente, 0,6 mm. Esta, por sua vez foi acoplada a uma bomba de infuséo,
na qual a vazdo da solucédo polimérica pode ser controlada. Um fio de cobre ligado
ao polo positivo da bateria foi conectado na agulha da seringa. O polo negativo e o

fio terra foram conectados na placa coletora, feita de ago inoxidavel.

3.2 Caracterizacéo das fibras produzidas

A fim de garantir que o farmaco faz parte da estrutura fibrosa produzida,
realizou-se a caracterizacdo das fibras produzidas por diferentes técnicas:
termogravimetria, calorimetria diferencial exploratoria, espectroscopia na regido do
infravermelho, difracdo de raios X, microscopia Otica e microscopia eletrénica de

varredura.

3.2.1 Microscopia Optica

Durante o processo de eletrofiacdo fixou-se no prato coletor, em pontos
estratégicos, algumas laminas de vidro, para que fosse possivel avaliar amostras da
fibra produzida e entdo realizar a visualizacdo das mesmas por microscopio éptico.
Essa coleta foi realizada de 30 em 30 minutos ap6s o inicio da eletrofiagcdo e as
fibras foram avaliadas afim de verificar a qualidade do material produzido e, se

necessario, realizar algum ajuste ou até interrupcao do processo de eletrofiacao.

As analises foram realizadas com microscépio de luz polarizada Eclipse
E2000 da Nikon, com modulo de imagem Motic Live. A aquisicdo de imagens foi

realizada pelo software Motic Images Plus 2.0.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das nanofibras foram investigadas por MEV utilizando um
equipamento QUANTA 250. Para isso, uma pequena seccdo da membrana foi
recoberta com uma fina camada de ouro, em um equipamento da BAL-TEC — SCD
050, antes da observagédo no MEV. As amostras foram observadas sobre ampliagao

de 1000, 3000 e 10000 vezes (5 pm) em relagdo ao seu tamanho original. Por meio
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dessas imagens, foi possivel determinar o tamanho médio das fibras obtidas

utilizando o software de processamento de imagem Quatikov Image Analyzer.

3.2.3 Espectroscopia na regido do infra-vermelho médio com transformada de
Fourier

O equipamento utilizado para efetuar as caracterizacdes foi da Perkin Elmer,
modelo Spectrum, com Universal ATR (Attenuated Total Reflection) Sampling
Acessory, com resolucdo de 2 cm™, 10 varreduras para cada espectro na regio
entre 4000 e 650 cm™,

3.2.4 Difracdo de Raios-X (DRX)

Para investigar o grau de cristalinidade, as amostras foram submetidas
Difratdmetro Miniflex 600 de Rikagu Corporation, com as condigdes: 20: 2-50°; passo
(°): 0.020; tempo/passo: 40s; fendas DS 1/16°, velocidade de varredura: 2,5°/minuto,
mascara 15mm, AS 6.4mm, tubo de Cu Ka1, detector D/Tex Ultra e porta-amostra
zero background (Si). Os Softwares utilizados foram Miniflex Guidance para
sequenciar as amostras e software PDXL2 para avaliacdo dos resultados, ambos

licenciados por Rigaku.

3.2.5 Calorimetria diferencial exploratéria, CDE

Utilizou-se o calorimetro TGA/CDE 1 da Mettler-Toledo, utilizando
recipientes de aluminio sem tampa e analisando com uma taxa de variacdo de
tempereratura de aquecimento e resfriamento de 10°C.min™ entre 30 e 300°C sob

fluxo de 50 mL.min™ de N,. Software STAR e licenciado por Mettler-Toledo.

3.2.6 Termogravimetria ou analise termogravimétrica

Para determinacdo das caracteristicas térmicas dos materiais produzidos
neste trabalho, pesou-se cerca de 3,75 mg da nanofibra e acomodou-a em um

recipiente de aluminio adequado. Colocou-se esse recipiente no equipamento e
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iniciou 0 aquecimento, partindo de 30 °C até 500 °C a uma taxa de 10 °C.min™, com

vazao de gas nitrogénio a 50,0 mL.min™.

3.3 Estudo de liberacéo

Para realizacdo dos testes de dissolugao, pesou-se cerca de 25 mg de fibra
de formato retangular, as quais foram acondicionadas no fundo da cuba do
dissolutor da marca Sotax. Em seguida, posicionou-se as telas de liberacéo
transdérmica (aparato 5) acima da fibra e entdo preencheu a cuba com 900 mL de
solucdo de cloreto de sodio a 0,9% (m/v). Ajustou-se a temperatura do banho para
32 °C e conectou-se as pas de agitacdo (aparato 2) as hastes do dissolutor. A
agitacao foi regulada para 50 rotacdes por minuto. As coletas foram feitas nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 45, 50, 55 e 60 minutos e spin.

Nos tempos indicados, coletou-se uma aliquota de 1 mL do meio para baldo
volumétrico de 5 mL, no qual o volume foi aferido com solucdo de NaCl 0,9% (m/v).
Deste baldo, o conteuado foi filtrado utilizando filtros Durapore® (fluoreto de
polivinilideno (PVDF), da Merck Millipore, de didmetro 0,22 pm e retirou-se uma

aliquota de, aproximadamente 1,5 mL para vials de 2,0 mL.

3.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (ultra performance liquid
chromatography, UPLC)

Neste trabalho, um método simples e eficiente de UPLC com deteccdo por
UV, com sensibilidade adequada para os niveis de concentracdo trabalhado e curto
tempo de eluicédo foi desenvolvido e validado para quantificacdo de aceclofenaco em

estudos de liberacéo nanofibras de Ecovio®

O desenvolvimento do método analitico para avaliagdo do perfil de
dissolugcdo de aceclofenaco foi realizado por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (UPLC). O cromatografo utilizado foi da marca Waters acquity H-class
equipado com injetor (modelo SDI), bomba quaternaria (QSM), forno (CMP) e
detector (UPL). O software utilizado para anélise de dados foi o Empower® 3. A
separacdo cromatografica foi realizada com coluna C18 (octadecilsilano) Waters
Acquity BEH 50 mm x 2,1 mm x 1,7um. A fase movel do sistema é composta por
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solugédo tampéo (TP) de acetato de amoénio 15mM e pH de 4,2 e acetonitrila, com
gradiente de concentracao que iniciou com 75% de TP 15 mM e 25 % de acetonitrila,
em 0,5 minuto se mantém na mesma concentracdo, a partir desse ponto até 1,75
minutos altera-se a concentracdo de TP 15 mM para 30 % e de acetonitrila para 70
%, em 2,10 minutos retorna-se a condi¢ao inicial de 75 % de TP 15 mM e 25 % de
acetonitrila, no qual se manteve até 3,00 minutos com o intuito de estabilizar o

sistema.

O Fluxo utilizado durante a anélise foi de 0,45 mL min™, temperatura da
coluna de 40 °C e volume de injecédo de 5,0 pL. Para quantificacéo, verificou-se que

o comprimento de onda de 276 nm € o mais adequado.

A validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo do composto
contidos na fibra de Ecovio® sera realizada contemplando os parametros de
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez do método, conforme guia
Q2 (R1) da conferéncia internacional de harmonizacéo (International Conference on

Harmonisation, ICH)®”

3.5 Modelos Cinéticos de Liberacéo

O estudo cinético do perfil de liberacdo € um parametro significativo para fins
proporcionais e para a relacdo dos parametros de liberacdo com fatores
significativos, como a biodisponibilidade. Além disso, um pardmetro cinético pode
ser utilizado para avaliar o efeito de fatores de formulacdo no perfil de liberagéo do
farmaco ®2. O mecanismo de liberacéo do aceclofenaco nas nanofibras de Ecovio
foi avaliado pela analise do perfil de liberacao utilizando os modelos cinéticos de
ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Kosmeyer-Peppas e Weibull,
com auxilio do software DDSolveer’”®. Estes modelos s&o a cinética de liberacéo
mais comum em sistemas de liberacdo de farmacos em matrizes poliméricas de

nanofios com liberacdo controlado e rapida.

Para avaliacdo da correcdo entre os modelos cinéticos e experimental,
comparou-se o0s coeficientes de determinacdo (R?), coeficiente de determinacao
ajustado (RZ?justado), O coeficiente de correlagédo (R), e o Critério de Informacéo de
Akaike (AIC)!!,
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Definicao dos parametros de eletrofiacao

Utilizando o processo de eletrofiacdo foi possivel obter fibras poliméricas de
Ecovio com e sem o0 aceclofenaco incorporado em sua estrutura, na concentracéo
de 15% (m/v) do polimero e 15% (m/m) do farmaco. Para as demais concentragdes,
nao foram encontrados parametros 6timos que permitissem a producéo das fibras.
As variaveis de processo ficaram definidas da seguinte forma: distancia entre a
agulha e o prato coletor de 16 cm; tensdo de 17,0 kV; vazdo de 0,8 mL.min™; 4

horas de eletrofiacéo.

4.2 Caracterizacao das fibras

4.2.1 Morfologia das fibras

Com intuito de comparar as fibras, a analise de MEV foi executada com trés
amostras: fibra eletrofiada sem o farmaco; fibra eletrofiada com o farmaco; fibra
eletrofiada com o farmaco apdés o estudo de liberacdo. As imagens obtidas séo

apresentadas na Figura 12.

(b) (c)
Figura 12 - Microscopia eletrdnica de varredura para o (a)Ecovio 15% (m/v) eletrofiado sem o
farmaco; (b) Ecovio 15% (m/v) eletrofiado com o farmaco a 15% (m/m) antes do estudo de liberacéo e
(c) o Ecovio 15% (m/v) eletrofiado com o farmaco a 15% (m/m) apds realizado o estudo de liberagéo.

As fibras apresentaram diametro médio de 645,69 nm com desvio padréo de
+ 0,71 nm, comprovando a premissa de producao de estruturas fibrosas em escala

nanométrica.

Verificando a morfologia dos fios produzidos, nota-se uma diferenca

significativa na superficie dos mesmos. Na Figura 12(a), onde tem-se a fibra sem a
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presenca de farmaco, a superficie externa do fio ndo ficou tdo homogénea em
comparacdo com a Figura 12(b). A auséncia do farmaco pode interferir em
caracteristicas fisico-quimicas da solucdo, como constante dielétrica e viscosidade,
a ponto de interferir significativamente, por exemplo, na formacéo e estabilidade do

Cone de Taylor, o que pode provocar a heterogeneidade dos fios produzidos.

Além disso, ressalta-se que as condi¢cdes ambientais no dia da realizacéo do
experimento de eletrofiagdo se alteraram muito. A primeira solugao a ser eletrofiada,
foi a solugdo com auséncia de farmaco. No inicio, as condi¢cbes de umidade relativa
do ar era de, aproximadamente 80%, com temperatura de 18,1°C. No inicio da
eletrofiacdo da solucdo contendo o farmaco, a umidade relativa do ar era de cerca
de 50%, enquanto a temperatura local era de 22°C. Por se tratar de uma técnica que
€ intimamente influenciada pelas condicdbes ambientais, a variacdo de,
aproximadamente 30% da umidade relativa do ar pode ter influenciado na morfologia

das fibras geradas, inclusive na presenca dos beads observados.

Durante o processo de solubilizacdo do polimero em cloroformio em
ambiente umido (acima de 55% umidade relativa do ar), as moléculas volateis do
solvente evaporam, levando a um efeito de resfriamento, fazendo com a umidade do
ar se condense na superficie da fibra, formando gotas de agua. Essas goticulas se
estabilizam e aparecem na superficie da fibra devido a hidrofobicidade do polimero e
imiscibilidade do cloroférmio em &gua, a qual ao evaporar, deixa a fibra com um

aspecto mais poroso. 8% 84,

Outro mecanismo proposto por Huang e Thomas!® é a separacéo de fase
induzida por vapor. Esse processo acontece quando um solvente com alta
temperatura de ebulicdo e miscivel em agua, como o DMF, é eletrofiado em um
ambiente com alta umidade relativa do ar. Pelo fato do solvente ser miscivel com o
vapor d’agua, as moléculas de agua penetram nos jatos das fibras, levando a

separacao das fases e a uma estrutura mais porosa.

A presenca de gotas em fibras foi observada no processo de eletrofiacédo de
Ecovio/DMF e Ecovio/cloroformio, onde a baixa constante dielétrica do cloroférmio
(4,8) foi apontada como possivel causa pelo surgimento dos beads . Além disso, o
alongamento do jato é diretamente influenciado pela densidade de cargas na

solugcdo polimérica e, consequentemente, pela condutividade elétrica da mesma.
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Logo, sob uma mesma tenséo elétrica e distancia entre a ponta agulha e o aparato
coletor, a solugcdo que apresenta maior condutividade elétrica, podera gerar maior
alongamento por toda a extensédo do jato e também fibras eletrofiadas com menor

diametro ™,

Apesar de o DMF apresentar maior constante dielétrica que o cloroférmio,
38,3 e 4,8 respectivamente, seu ponto de ebulicio € maior em relagdo ao
cloroférmio (153 °C e 61,6 °C), e sua baixa volatiidade de um componente da
solucdo polimérica ndo favorece o processo de evaporacdo rdpida do solvente
durante a eletrofiacdo e podem produzir fiboras mais umidas e com presenca de
beads 1#°,

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia na regido do infravermelho € uma ferramenta
importantissima na investigacdo de nanofibras, pois a ocorréncia de complexacao
e/ou interacdo entre duas matrizes poliméricas, assim como serve de ferramenta

para avaliar a incorporagao de outros compostos nessas misturas.

Os espectros de infravermelho da matéria prima aceclofenaco, da
membrana de Ecovio® de a membrana produzida pela solucdo de aceclofenaco /

Ecoviol5% (m/m) sdo apresentadas na Figura 13
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Figura 13 - FTIR de (a) aceclofenaco puro (b) Membrana de Ecovio 15% (m/v); e (c) Membrana de
ecovio 15% (m/v) com aceclofenaco 15% (m/m).

No espectro do aceclofenaco (Figura 13-a), a banda em 3319 cm™ pode ser
atribuida ao estiramento simétrico da ligacdo NH da amina secundaria, a banda em
3282 cm™ é caracteristica do estiramento da ligacdo OH do &cido carboxilico, em
2936 cm™ tem-se uma banda devido ao estiramento simétrico de CH de carbono sp?
do anel aromatico. A banda em 1717 cm™ surge devido ao estiramento simétrico do
grupo éster COO, presente na molécula. Esteres de forma geral, apresentam esta
banda em 1750 a 1735 cm™, porém, quando esta funcdo encontra-se conjugada

7

com ligagbes C=C do anel aromatico, € muito comum encontrar esta banda em

frequéncias mais baixas®”!

, conforme observado. Além disso, a banda que
representa a deformacéo angular do plano da amina secundéria aparece em 1506
cm™. As bandas na regido de 749 a 668 cm™ sdo caracteristicas estiramentos

simétricos da ligagéo C-CI®"),
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A figura 13(b) mostra o espectro obtida pela analise da membrana de
Ecovio, onde destacam-se as seguintes bandas: em 1713 cm™ e 1756 cm™ devido
ao estiramento simétrico da ligacdo C=0 da carbonila do PLA (alifatica) e do PBAT
(aromatica), respectivamente. O PLA contém o grupo metila (CH3) ao qual podem
ser atribuidas as bandas em 1453, 1384 e 1363 cm™ referentes & deformacéo
angular CH. Além disso, bandas de estiramento CH do metileno (CH;) estéo
indicadas em 2993, 2948 e 2875 cm™ N&o foi possivel observar bandas
correspondentes aos estiramentos C-H aromético do PBAT, que estariam
representadas por bandas na regido de 3000 cm™. Na regido abaixo de 1124 cm™
podem ser destacados bandas fortes correspondentes ao estiramento das ligagbes

C-O adjacentes ao grupo éster 8788,

.Pelo espectro da Figura 13 (c), observa-se que héa diferencas em relacdo a
membrana da Figura 13 (b); principalmente na intensidade relativa referente as
bandas na regido de 1750 e 1735 cm™, relacionadas ao estiramento simétrico da
ligacdo C=0 do éster do PLA e PBAT. Acredita-se que essa diferenca se deve a
interacdo do farmaco com a blenda, ja que o aceclofenaco possui um grupo

carboxilico capaz de interagir por meio da ligacdo de hidrogénio com o polimero.

Ainda, nota-se o surgimento de bandas em 3319 cm™ e 1506 cm™ que s&o
bandas atribuidas ao estiramento simétrico e deformacdo angular do plano,
respectivamente, da ligacdo NH da amina secundaria. Dessa forma, verifica-se que
a baixa quantidade de farmaco (112,5 mg) adicionada a solucdo polimérica foi capaz
de interferir de forma sutil, porém significativa no espectro de infravermelho. No
entanto, para maiores conclusdes a respeito do tipo de interacdo existente entre o
IFA e a blenda polimérica, analises adicionais devem ser realizadas para
comprovacdo que o farmaco ndo sofreu alteracbes estruturais ou até mesmo

decomposicdo durante o processo de eletrofiacao.

4.2.3 Difragéo de Raios X

Foram investigados os padrdes de raios X dos componentes separadamente

assim como da membrana produzida pela solu¢do polimérica com e seu o farmaco,
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a fim de investigar as morfologias e a determinar as tendéncias cristalinas produzida.

O difratograma do aceclofenaco é mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Difratograma do Aceclofenaco.

O difratograma apresentado (Figura 14) exibe os picos caracteristicos de
difracdo de 26 de 17,16°; 18,13° 19,07°; 21,91° 24,15° 25,61°; 26,03° e 31,78°,
indicando a natureza cristalina do aceclofenaco ©%. No entanto, houve algumas
diferencas nas intensidades relativas de cada pico nos nanocristais. Essas
diferencas podem ser explicadas pela orientacdo preferencial, na qual a distribuicao
da orientacdo do cristal € ndo aleatéria e os cristais tendem a crescer em maior ou
menor grau para uma orientacéo especifica °?. Esse resultado pode ser atribuido a
uma diferenca ndo de polimorfos, mas de habito cristalino. Comparando com a
literatura, nota-se certa diferenca na intensidade dos picos, que pode ser facilmente
justificado pela abundancia dos planos expostos a fonte de raios X, que podem ser
diferentes. Quanto maior o a quantidade de faces expostas a fonte, maior a

intensidade dos picos % 4,

A Figura 15a, que reporta o difratograma da fibra produzida pelo Ecovio 15%
(m/v) em cloroférmio:DMF na propor¢éo 85:15, apresenta picos 17,7°, 20,5°, 23,2° e
24,8°. A literatura reporta que os difratogramas do PLA guase ndo apresentam
picos caracteristicos quando analisado por difracdo de raios x. Para o PBAT, sao

relatados picos em 17,6°, 20,5°, 22,9° e 25,6° indicando a presenca de uma
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estrutura cristalina. A mistura polimérica PLA/PBAT apresentam picos caracteristicos

da fase cristalina do PBAT e um halo amorfo, relacionado ao PLA. 192,

Comparando os resultados obtidos com a literatura, verifica-se que o
difratograma encontrado apresentam grande similaridade com os resultados
encontrados por Lépez® e Arruda ™

As Figuras 15 a e b apresentam os difratogramas obtidos para analise de

raios X de Ecovio 15% (m/v) e Ecovio 15% (m/v) com Aceclofenaco 15% (m/m),

respectivamente.
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Figura 15 - Difratograma da (a) membrana produzida por eletrofiagdo da solucao polimérica de
Ecovio 15% (m/v) em Cloroférmio:DMF na proporg¢éo de 85:15 e (b) da membrana produzida por
eletrofiacdo da solugéo polimérica de Ecovio 15% (m/v) em Cloroférmio:DMF na proporgéo de 85:15,
com adi¢céo do aceclofenaco 15% (m/m).

Para a fibra de Ecovio com aceclofenaco, a literatura relata picos de 26
aproximadamente em 17,1°, 20,6°, 23,5° e 25,3°. Esses picos podem ser atribuidos
a fase cristalina do PBAT na mistura de polimeros PBAT/PLA. O PLA pode
apresentar picos de 28 préximos a 16,8° ¥ Devido a ligeira diferenca no formato
dos picos entre os difratogramas apresentados, acredita-se que o farmaco tenha
interagido com o polimero a ponto de ter interferido na cristalinidade do mesmo,

corroborando os resultados encontrados na analise de FTIR.

4.2.4 Calorimetria diferencial exploratéria
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O PBAT é um poliéster semicristalino, com temperatura de fusédo (Tf) de
119°C, enquanto o PLA é um polimero com faixa de fusdo entorno de 150°C 91, O
comportamento térmico da fibra produzida foi investigado e o0s resultados
encontrados foram confrontados com os dados disponiveis na literatura. As Figuras

de 16 apresenta os termogramas obtidos.
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Figura 16 - Termograma da anélise de CDE de (a) Aceclofenaco em pg, (b) Membrana de Ecovio
15% (m/v) (c) Membrana de Ecovio 15% (m/v) + Aceclofenaco 15% (m/m).

z

A porcentagem de cristalinidade é um aspecto importante para se avaliar
guando se trabalha com polimeros, inclusive os biodegradaveis. O PLA caracteriza-
se por ser um polimero semicristalino, onde esta caracteristica predomina,
principalmente, no seu interior, apresentando uma estrutura mais organizada e,
consequentemente, degradacéo mais lenta em comparacéo com polimeros amorfos.
Diferentes aditivos na solugéo a ser eletrofiada, bem como as proprias condi¢des de

eletrofiagcdo, podem afetar o grau de cristalinidade do polimero de diversas
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maneiras, por isso ndo existe uma regra geral em que se pode prever possiveis

comportamentos, e cada caso deve ser investigado.

A Tabela 4 mostra os calores de fusdo e cristalizacdo das amostras

utilizadas.

Tabela 4 — Temperaturas de fusao, cristalizacdo e calores envolvidos nos eventos térmicos dos

termogramas da figura 16.

Evento 1 Evento 2 Evento 3 Evento 4
- ~ Ttusa Calor Tiusa Calor Trusa Calor Teristalizagao ~ Calor
Identlflca ao ousao ousao ousao CI’ISo C
¢ (°C) (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9)
Aceclofenaco 154,17 - - - - - - -
Ecovio 15% (m/v) 55,61 1,76 128,86 1,87 154,25 8,68 88,23 -10,92

Ecovio 15% (m/v)
+ Aceclofenaco 57,33 4,45 108,21 0,56 151,10 14,66 - -
15% (m/m)

A literatura reporta que o valor do ponto de fusdo do aceclofenaco puro € de
153,43°C, podendo variar de 151,23°C a 154,24°C, essa variacao existe em fungao
da forma polimorfica investigada. Pelo termograma da Figura 16 (a), destaca-se um
anico evento térmico, nomeado como evento 1 (T; = 154,17°C), indicando que a
temperatura de fusdo do composto utilizado estd em acordo com a literatura

investigada. ™

Na Figura 16 (b), os eventos térmicos, destacados pelos niumeros 1 e 2
referem-se as fusdes dos monémeros que constituem o polimero PBAT. O evento 1
(Ts = 55,61°C) evidencia a fusdo do mondmero polibutileno adipato, e o evento 2 (T;
= 128,86°C) evidencia a fusdo do monémero do polibutileno tereftalato. O evento 3
(154,25°C) é originado da fusdo do PLA. A literatura reporta que, no primeiro
aquecimento, essa fusdo acontece entre 151,1°C ®®. Os valores da Tabela 7 estdo
muito proximos com os resultados obtidos por Costa e Oliveira, onde foi realizada a

investigacdo das propriedades térmicas e mecanicas do sistema PLA/PBAT (571,

Sabe-se que misturas poliméricas raramente formam sistemas homogéneos,
monofasicos e misciveis. Porém, existem sistemas que sdo compativeis ou
incompativeis. A forma mais utilizada de se determinar a compatibilidade entre
misturas poliméricas, é investigando as temperaturas de fusdo, cristalizacdo e
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transicdo vitrea de cada componente individualmente e da mistura. Sistemas com
temperaturas diferentes dos valores dos componentes individuais é uma indicagéo
de que houve compatibilidade entre os seus constituintes. Misturas ndo compativeis
apresentam essas temperaturas, cujos valores sdo semelhantes aos valores

individuais 1981 [,

Nota-se que a adicdo do farmaco proporcionou uma alteragdo ndo sé nas
temperaturas de fusdo e cristalizagdo, mas também os calores envolvidos nos
eventos térmicos. Como o Aceclofenaco e o PLA possuem temperaturas de fuséo
muito préximas, acredita-se que estes eventos se sobrepuseram, alterando o
formato do evento térmico, ficando mais alargado em relagdo ao mesmo evento da
membrana sem o farmaco. Além disso, a fusdo do mondmero polibutileno adipato
ndo é tdo acentuada como antes. No entanto, a principal alteracédo foi no evento 4,
gue retrata a cristalizacéo a frio da amostra. O fato desse evento, em especifico ter
sido significativamente alterado em relacdo a blenda de Ecovio®, Figura 16(b),
indica que houve interacdo/compatibilidade entre farmaco e polimero a nivel

molecular.

Propriedades importantes da blenda, como cristalinidade, morfologia e
disposicéo das fibras, sédo intimamente influenciadas pelo processo de eletrofiacao,
onde a rapida solidificacdo do material ocorre pela a rapida evaporacdo do solvente.
Uma das caracteristicas mais afetadas é a cristalinidade do material, pois as cadeias

moleculares néo tém tempo suficiente para formar uma estrutura regular e cristalina
(84]

Uma avaliacdo mais criteriosa sobre o efeito da inser¢cdo do farmaco na
blenda polimérica e sua interferéncia nas propriedades térmicas pode ser feita por
meio da obtencdo e comparacdo da porcentagem de cristalinidade das amostras,
por meio da equacéo 10 0% 10,

AHp,
AHY,

Xc = x 100 Equacéo 10

Sendo AH,, a entalpia de fusdo da amostra e AHY, a entalpia de fuséo
tedrica da amostra 100% cristalina. Para o PLA AHS, = 93,7 J g**® e para o PBAT
AHY, = 114 J g* Y. A Tabela 5 mostra os valores de porcentagem de cristalinidade
obtidos.
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Tabela 5 — grau de cristalinidade da amostras de Ecovio 15% (m/v) e Ecovio 15% (m/v) com

aceclofenaco 15% (m/m).

Cristalinidade Cristalinidade
Amostra
2X; (%) 3Xc (%)
Ecovio 15% (m/v) 2,00 9,26
Ecovio 15% (m/v) + Aceclofenaco 15% (m/m) 0,49 12,86

Nota-se que a insercdo do farmaco néo so alterou as propriedades térmicas,
por meio de uma maior interacdo deste com a parte polibutileno adipato do PBAT,
como também alterou a cristalinidade da amostra. O fato da r4pida evaporacédo dos
solventes durante o processo de eletrofiacdo atrelado com a insercdo do
Aceclofenaco na solucdo polimérica, influenciou na reorganizacdo das cadeias
poliméricas ao ponto de ndo formar estruturas cristalinas definidas, no entanto, ao
observar o pico referente ao PLA (evento 3), ocorreu um aumento da cristalinidade.
Estes fatos sdo corroborados pelos difratogramas das Figuras 15 (a) e (b), onde

nota-se a clara diminuicdo de caracteristicas no material analisado.

4.2.5 Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas do aceclofenaco puro, do PBAT, da
membrana de Ecovio 15% (m/v) e da membrana de Ecovio 15% (m/v) + 15%
Aceclofenaco (m/m) sdo apresentadas na Figura 17. A Tabela 8 mostra as
temperaturas relacionadas com as perdas de 5, 50 e 95% da massa da amostra
investigada.
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Figura 17 - Termograma da analise de TGA do (a)Aceclofenaco, (b) Ecovio 15% (m/v) e (c) Ecovio
15% (m/v) + Aceclofenaco 15% (m/m).

A literatura reporta que a incorporacdo de substancias a um polimero pode
alterar o perfil de degradacdo térmico. Zhou e colaboradores % avaliaram a
interferéncia da insercdo de nanotubos de carbono no PLA. Os pesquisadores
verificaram que a medida que aumentavam a quantidade de nanotubos de carbono
no polimero, a temperatura de fusdo do composto e a cristalizacdo diminuiam. Eles
justificam esse comportamento pelo fato de os nanotubos proibirem certos
movimentos da estrutura polimérica inicial, além da provavel fraca adeséo entre os
compostos, pelo fato de os nanotubos de carbono terem carater hidrofilico, o PLA
hidrofébico %2,

Comparando as temperaturas de decomposi¢cdo entre 0os materiais puros e
as solucdes poliméricas com e sem aceclofenaco, obtém-se informacdes sobre as
alteracdes moleculares que afetaram a estabilidade térmica das membranas. Nota-

se pelas figuras 17 (b) e (c) que a temperatura de degradacdo do PLA teve uma
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diminuicdo de 330,0°C para 324,67°C, enquanto a degradacao do PBAT teve uma
ligeira queda, passando de 418,67 °C para 416,00°C. Acredita-se a diminui¢do mais
acentuada do PLA se deve a maior interacdo dos seus grupos carbonila com a parte
carboxilica do aceclofenaco. Apesar de haver evidéncias que fizesse pensar na
interacdo polimero farmaco, ainda ndo se pode afirmar muito sobre o perfil de
degradacdo térmica das membranas.

De acordo com Zhou e colaboradores!'®

, uma temperatura pode ser
considerada como inicio da degradacdo de um composto, aquela a qual houve
perda de 5% da massa inicial do composto (Tsy), € 0 término da degradacdo a
temperatura quando houve perda de 95% da massa inicial da analise. Com este
conceito, investigou-se essas temperaturas Tse, Tsow € Tosy para o aceclofenaco

puro e para as misturas. Os dados encontrados séo apresentados na Tabela 6

Tabela 6 - Temperaturas termogravimétricas de perda de 5%, 50% e 95% da massa inicial da
amostra analisada.

Temperaturas termogravimétricas de perda de massa (°C)

Identificagcédo
5% 50% 95%
Aceclofenaco 191,12 245,29 265,88
Ecovio 15% (m/V) 317,33 408,00 495,67
Ecovio 15% (m/) + 276,67 381,00 419,67

Aceclofenaco 15% (m/m)

O infogréfico da Figura 18 apresenta 0 comparativo do comportamento
térmico da membrana de Ecovio 15% (v/v) e da membrana de Ecovio 15% (v/v) com
Aceclofenaco 15% (m/m).

e=g== Ecovio + farmaco
e o o Ecovio

Ts% Tso% | | T95%
¢ ¢

Ts5% Ts0% T9s5%
’..........’..........‘

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510
Temperatura (°C)

Figura 18 - Infogréfico comparativo da degradacao térmico da membrana de Ecovio e da membrana
de Ecovio com Aceclofenaco.
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Com este conceito mais as informacgdes dispostas na Tabela 9 e na Figura
18, é possivel tracar um perfil termogravimétrico das membranas produzidas.

Ao analisar as informagbes sobre as membranas na Tabela 9, verifica-se
gue as quedas de 40,66°C e 76°C para as Tsy € Tose, respectivamente.
Correlacionando estas informag¢des com os dados de temperaturas de degradacao,
pode-se afirmar que, apesar da pequena quantidade de farmaco introduzida na
formulagdo da membrana, cerca de 112,5 mg, ele foi capaz de, ndo so interferir na
temperatura de degradagdo do PLA, como alterar todo o perfil termogravimétrico da
membrana. Além de haver a interacédo da funcdo carboxilica do aceclofenaco com a
carbonila do PLA, acredita-se também que o anel aromatico do farmaco pode
interagir de forma significativa com o anel aromético do PBAT. Apesar de ndo poder
afirmar sobre a rigidez das membranas produzidas, acredita-se que a insercao do
aceclofenaco na cadeia polimérica fez com que esta ficasse menos rigida,
diminuindo a interacdo intermolecular entre as cadeias poliméricas a ponto de ter
seu perfil de degradacao térmico reduzido. Essa conclusdo fica mais notavel ao

analisarmos o infografico da Figura 18 102 1031,

4.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)

A Figura 19 mostra o espectro de UV-Vis do padrao de Aceclofenaco, obtido
apos na execucao do método cromatogréafico proposto.

2,151 Aceclofenaco

0,018

0,016 |
0,014] |
0,012
0,010
o}
<
0,008
0,006 P

\\ / \
\ N\
0,004 \ \

0,002 \

N 342,7 367,7
0,000 —

220,00 240,00 260,00 280,00 300,00 320,00 340,00 360,00 380,00
nm

Figura 19 — Espectro UV-Vis obtido da solu¢&o padréo de aceclofenaco a 1,56 pg.mL'l.
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Pela Figura 19, nota-se que o aceclofenaco exibe de comprimentos de onda
de absorcdo da radiacdo UV-Vis: 276,2; 342,7 e 367,7 nm. Para execugcao deste
trabalho, adotou-se o comprimento de onda de 276,2 nm para quantificacdo desta
substancia, por ser o mais intenso. E possivel encontrar na literatura pequenas
variagdes em torno deste valor. Park e colaboradores * desenvolveram método de
quantificacdo de nanocristais de aceclofenaco, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, no qual o comprimento de onda utilizado para deteccdo deste composto

foi de 278 nm. J4 Deshmukh e colaboradores*®

guantificaram aceclofenaco em
microesferas de PVA. Apesar de pequenas variacdes, nota-se que o valor adotado
estd em acordo com a literatura, além de apresentar intensidade suficiente para
guantificar com seguranca concentra¢cdes minimas, conforme mostra a Figura 20,
que traz o cromatograma obtido na analise do padrdo de Aceclofenaco na

concentracéo de 0,80 pg.mL™
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Figura 20 - Cromatograma da solucdo padréo de aceclofenaco a 1,56 pug.mL™.
Pelo método proposto, nota-se que o tempo de retencédo do aceclofenaco é
de 2,151 min. A Tabela 7 mostra a avaliacdo dos parametros cromatograficos

obtidos com o0 método proposto.

Tabela 7 - ParAmetros cromatograficos encontrados na andlise da solucdo padréo de Aceclofenaco.

Parametro Resultado Especificacdo/Recomendacéao
Tempo de retencéo (min) 2,151 -
Fator de retencéo 6,169 1<k<10
Fator de cauda 1,51 <20
Sinal ruido 195 >10
Pratos tedricos 24003 > 4500
Resolucao - >2,0

68



Pela Tabela 10, nota-se que todos os resultados obtidos estdo em acordo

com o recomendado pelo Q2 (R1) do ICH®.

A Figura 21 mostra o cromatograma obtido apds 5 minutos de liberagdo do

aceclofenaco, onde sua concentracdo é a menor possivel.

000 020 040 060 08 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 3,00
Minutes

Figura 21 - Cromatograma da solucdo amostra apos 5 minutos do inicio do estudo de liberacéo.

Uma das grandes dificuldades enfrentadas por alguns autores neste tipo de
trabalho, é a sensibilidade do método de quantificagdo. Em alguns casos, nota-se
que o método proposto para quantificacdo do farmaco, estd acima da concentracdo
da substédncia no meio de dissolugcdo. No método proposto, apesar da baixa
concentracdo de aceclofenaco na solucao teste, apés estudo de liberacdo, (0,49
nug.mL™?), nota-se que o método proposto possui sensibilidade adequada para

efetuar essa quantificacéo, ja que o valor de sinal ruido foi maior que 10 %,

Além disso, mesmo nas solu¢Bes de maior tempo de liberacdo (60 min), no
qual espera-se maior concentracdo do farmaco, nao houve extrapolacao de escala
no detector, comprovando assim que o método proposto estd adequado para
quantificacdo de aceclofenaco 15% (m/m) em nanofibras de Ecovio® 15% (m/v) em
cloroférmio:DMF 85:15 1%,

4.4 Estudos de liberacao

Os sistemas de administracdo transdérmica de farmacos sdo preparados
para administrar farmacos através da pele a uma taxa predeterminada, escapando

ao efeito de primeira passagem pelo figado. %7

. Um dos aspectos mais dificeis do
sistema de entrega transdérmica é ultrapassar a barreira da pele. No entanto, para

se chegar a este nivel de estudos laboratoriais, é imprescindivel que estudos de
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dissolucdo sejam realizados com condicdes que simulem as condicdes que o
medicamento encontrard na pele de um ser humano saudavel. Por isso, 0s ensaios
de dissolucéo foram propostos utilizando uma solucdo salina de NaCl 0,9%, com
temperatura mantida a 32°C, utilizando o aparato 5, conforme recomendado pelo

capitulo 724 da farmacopeia americana 8.

Estudos de liberacdo do aceclofenaco na forma de micro *°® e nanocristais
39 técnicas de dispersdo sélida ! foram avaliadas considerando administracéo
oral, mas ainda ndo ha relatos desse estudo simulando condi¢des transdérmicas em

membranas biodegradaveis produzidas por eletrofiacao.

O perfil de liberacdo do aceclofenaco incorporado a membrana eletrofiada

de Ecovio € mostrada na Figura 22.
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Figura 22 - Perfil de dissolucéo do teste de liberacdo de Aceclofenaco 15% (m/m) em membrana
eletrofiada de Ecovio 15% (m/v)

A curva de liberagdo mostra que em 5 minutos, aproximadamente 63% do
farmaco disponivel na fibra ja estava liberado, e que em 30 minutos, 101,23% do
farmaco esta disponivel. De acordo com Manadas e colaboradores™, para que o
medicamento seja considerado de liberacéo rapida, mais de 80% do farmaco deve
estar disponivel em até 15 minutos apés iniciado o estudo de dissolugéo, além disso,
formas farmacéuticas de liberacdo imediata sdo aquelas que o veiculo de

transmissdo pouco interfere no perfil liberacdo do farmaco.
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Embora haja divergéncia na literatura e em alguns documentos regulatérios,
a FDA estabelece que, de acordo com as caracteristicas biofarmacétuicas do
farmaco, estas formas deverdo liberar 85% do farmaco de 15 a 60 minutos.
Correlacionando o gréfico da Figura 22 com os resultados de caracterizacao,
conclui-se que o perfil obtido muito se deve ao fato de o suporte do farmaco (fibras
de Ecovio) se encontrar em escala nanométrica, conforme mostrado no item 4.1.1

Morfologia das fibras.

Considerando que o aceclofenaco é um dos farmacos mais populares e
consumidos no mundo hoje, sua liberacéo rapida é de fundamental importancia para
tratamento in loco de forma rapida seja concluido com éxito, proporcionando alivio e

facilitando a cura para o paciente.

Park e colaboradores®® sintetizaram nanocristais de aceclofenaco e
avaliaram a sua liberacdo in vitro e verificaram que, apds 4 horas de estudo, os
resultados de liberacdo ndo atingiram 60% e que, somente apds 24 horas de
avaliacdo desse estudos, a liberacdo aproximaram-se de 100%. Percebe-se que, o
fato de Park apresentar e avaliar a liberacdo do farmaco em escala nanométrica, néo
foi suficiente para garantir que a liberacdo acontecesse de forma rapida. Portanto, a
liberacdo se deve muito ao polimero utilizado e a maneira como este se comporta no

meio de dissolucao utilizado.

Comparando os resultados obtidos no presente estudo com a literatura
disponivel, e levando em consideracdo que o farmaco é utilizado para combate a
dores crbnicas, acredita-se que a liberacdo transdérmica do farmaco é uma
alternativa em potencial que deve ser investigada com mais afinco, uma vez que o
tratamento pode ser realizado in loco, ou seja, no local da dor, acelerando o

processo de alivio do paciente.

4.4.1 Modelos Cinéticos de liberacéo

Neste estudo, 0 mecanismo de liberacdo do aceclofenaco nas nanofibras de
Ecovio foi examinado com base nos modelos cinéticos de ordem zero, primeira

ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Kosmeyer-Peppas e Weibull. Os graficos da Figura
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23 mostram os resultados dos modelos cinéticos aplicados ao perfil de liberacdo

encontrado.
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Figura 23 — Modelos cinéticos de (a)Ordem Zero, (b) Primeira Ordem, (c) Higuchi, (d) Hixson-Crowell, (e) Kosmeyer-Peppas e (f) Weibull aplicados aos
dados de liberacdo encontrados para fibras de Ecovio 15% m/v com aceclofenaco 15%m/m, obtidas por eletrofiacdo.
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A tabela 8 mostra os principais resultados obtidos apds aplicados os
modelos cinéticos ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Kosmeyer-

Peppas e Weibull.

Tabela 8 — Parametros encontrados dos diferentes modelos cinéticos aplicados a ao perfil de
dissolucéo do aceclofenaco em nanofibras de Ecovio

Modelo
nat Equagéo Parametro do modelo R RZjustado AIC
cinético
Ordem zero My — My = kot Ko=4,29 %min™ 0,94 -4,94 52,65
Primeira ks 1
ord log (100 - M;) =log 100 — 3303 t K1=0,19 %min 0,97 0,86 30,36
rdem ’
Higuchi M, = ke (t'2) Kic = 20,91 %min ™ 0,97 0,12 41,55
Hixson- 1 1 1
Crowell (100 — M,) /3 = 10073 — kyt Ky = 0,045 %min 0,98 0,64 36,03
n=0,26
Kosmeyer- M,
— = kgpt" 0,98 0,95 23,26
Peppas o _ -
Kkp = 43,71 min
a=3,35
] _@-1)F
Weibull M= M, [1— e a ] 0,99 0,97 21,58
=064

Onde M é a concentracao do farmaco liberado no tempo t, My é a concentracéo inicial do farmaco na solugao ko, ki,Ku, Kuc, Kkp
sdo as constantes de liberagdo dos modelos cinético de ordem zero, primeira ordem, Hixson, Higuchi e Kosmeyer-Peppas,
respectivamente. a e B sdo parametros que denotam a dependéncia do tempo e descreve a progressdo da curva de
dissolugdo, respectivamente. R, Rausiado € AIC s80 0s coeficientes de determinacéo, determinagdo ajustado e coeficiente de

Akaike, respectivamente.

A partir dos gréaficos do estudo cinético e dos valores apresentados na tabela
10, pode considerar que os melhores ajustes foram o de Kosmeyer-Peppas, por
apresentarem o coeficiente de determinagéo ajustado (R2ajustado) Maior que 0,95 e

Weibull os menores valores de AIC.

Avaliando com mais afinco os resultados obtidos pelo modelo de Kosmeyer-
Peppas, verifica-se que o valor de n obtido, 0,26 € menor que o 0,45, o que

caracteriza o0 modelo de difusdo de Fick, caso I, difusional 8!,

Para o modelo de Weibull, avalia-se o parametro $ para obter mais

informagdes sobre o comportamento de dissolucdo envolvido no processo. De
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acordo com a Tabela 10, B foi igual a 0,64, indicando que a liberacédo de farmaco é
realizada por matrizes poliméricas, ocorrendo de acordo com a Lei de Fick, 8 <0,75.
Quando valores de B entre 0,75 e 1 (0,75 < 3 < 1) sdo encontrados, 0 mecanismo de
dissolucédo envolvido € o de transporte caso Il, na qual a contribuicdo de outro
mecanismo deve ser considerada. Valores de b > 1 s&o indicativos de um

mecanismo complexo de liberagdo 9,

Nota-se que, para os dois modelos cinéticos supracitados, apesar de
apresentarem variaveis diferentes, as concluses convergem para um mesmo
resultado: que a difusdo do aceclofenaco em matriz polimérica de nanofios de

Ecovio é caracterizada pela difusédo de Fick.

Mas o modelo de Weibull, por apresentar menor valor de AIC, em
comparacao ao valor obtido pelo modelo Kosmeyer-Peppas, indica que o0 ajuste
necessario foi mais eficiente, indicando uma maior verossimilhanca dos dados

obtidos experimentalmente com o modelo aplicado.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel encontrar parametros que permitissem a
producdo de nanofibras, por eletrofiacdo, com aspectos visuais em acordo com a

literatura.

Utilizando as técnicas espectroscopicas e termogravimétricas foi possivel
caracterizar o material obtido e estabelecer comparativos a ponto de confirmar a

interacao farmaco-polimero.

Apo6s desenvolvimento do método cromatografico por UPLC, foi possivel
quantificar o farmaco liberado no meio de dissolucéo, em que verificou-se o perfil de

liberacdo do material obtido frente a condi¢édo de liberacao transdérmicas in vitro.

Este perfil foi confrontado a diferentes modelos cinéticos de liberacdo, sendo
que o modelo de Weibull foi considerado mais adequado, pelos critérios de RZajustado
e critério de Akaike (AIC). Deste modelo cinético também foi possivel verificar que a
liberacdo do farmaco segue a 12 lei de Fick. Desta forma, o material obtido
apresenta grande potencial para liberacdo transdérmica de farmacos e apto para

estudos de liberagéo transdérmica in vivo.
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