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RESUMO

Sistemas de liberacdo modificada de farmacos tém sido desenvolvidos nos ultimos
anos com o objetivo de diminuir a frequéncia de administracdo, aumentar a
tolerancia e adesao ao tratamento por parte do paciente. Entre as diversas formas
farmacéuticas desenvolvidas, filmes de géis e hidrogéis podem ser considerados
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, dependendo do tipo de formulacéo e
aplicacdo em que sado utilizados. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar um hidrogel de poli alcool vinilico (PVA) reticulado com glutaraldeido e
incorporado com nitrofurazona (NTZ), para aplicacdo tépica. Para verificar a
capacidade de liberacdo do ativo foram determinados o perfil de intumescimento, a
liberacdo de NTZ in vitro por espectrofotometria no UV-Visivel e o teste de
sensibilidade antimicrobiana por exposicao do hidrogel a cepas padrédo ATCC de S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa. O hidrogel foi caracterizado fisico-quimicamente por
microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia no infravermelho, teor de
umidade, forca bioadesiva e andlises térmicas (TGA e DSC). O teste de
intumescimento mostrou aumento da massa de 100 + 5% até 350 + 11% sem perda
de sua forma por até 14 horas de ensaio. A NTZ incorporada apresentou atividade
bactericida esperada em relacdo ao seu perfil de sensibilidade, tendo sido liberada
durante a incubacdo em PBS, pH= 6,00+0,05, em concentracdo superior a CIM
(concentracdo inibitéria minima) para S. aureus. A microscopia eletrénica indicou
morfologia homogénea e o espectro de infravermelho mostrou que a nitrofurazona
ndo se ligou fortemente ao polimero reticulado sendo, provavelmente, apenas
carreada por este sistema. As analises térmicas indicaram que houve perda da
estabilidade térmica pela incorporacdo de NTZ ao hidrogel e a avaliacdo da forca
bioadesiva mostrou-se adequada ao uso pretendido. O hidrogel apresentou
caracteristicas promissoras para o emprego em lesdes de pele particularmente para
individuos com lesGes de pele, particularmente para individuos com lesdes de dificil

tratamento como ferida de membros inferiores em portadores de diabetes melitus.

Palavras-chave: Nitrofurazona, Hidrogel, Sistemas de Liberacdo de Farmacos.



ABTRACT

Modified release systems of drug have been developed in recent years with the aim
of reducing the frequency of administration, increase tolerance and adherence to
treatment by the patient. Among the various pharmaceutical forms developed films of
gels and hydrogels can be considered controlled release systems for drugs,
depending on the type of formulation and application they are used. The objective of
this study was to develop and characterize a hydrogel of poly (vinyl alcohol) (PVA)
crosslinked by chemical method with glutaraldehyde and embebed with
nitrofurazona(NTZ) for topical application. To verify the ability to release the active
component were determined the profile os swelling, the release of NTZ in vitro by
UV-Visible spectroscopy and antimicrobial test by exposing the hydrogel to ATCC
strains of S. aureus, E. coli, P. aeruginosa. The hydrogel was characterized physico-
chemically by scanning electron microscopy, infrared spectroscopy, humidity values
content and thermal analysis(TGA and DSC). The mechanical evaluation was
performed by force biadhesive. The test of swelling showed an increase of the mass
100%= 5 to 350% without losing its shape up to 14 hours of testing. The built-NTZ
showed bactericidal activity against the expected profile of sensitivity, being released
in PBS, pH=6.00+0.05 at concentrations above the MIC(minimal inhibitory
incubation) for S. aureus. Electron microscopy showed homogeneous morphology.
The infrared spectrum showed that NTZ did not bind strongly to the crosslinked
polymer and is probably only carried by this systems. However, the thermal analysis
indicated loss of thermal stability for the incorporation of the hydrogel NTZ. The
bioadhesiveness was adequate for their intended use. The hydrogel results
presented promising characteristics for use in skin lesions particularly for individuals
with lesions difficult to treat as wounds of the limbs of patients with diabetes melitus.

Key words: Nitrofurazone, Hydrogel, Drug Delivery Systems.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Villanova et al. (2010) as formas farmacéuticas podem ser
discriminadas como tradicionais (ou convencionais), sistemas de liberacdo de
farmacos e sistemas de liberacdo de farmacos de desempenho terapéutico
avancado, sendo que os duas ultimas podem ser considerados inovadoras.

Varias formas farmacéuticas tém sido desenvolvidas nos dltimos anos como
sistemas de liberagdo modificada de farmaco, tendo em vista vantagens como
diminuicdo da frequéncia de administracdo; aumento da adesdo ao tratamento por
parte do paciente (KUMAR e KUMAR, 2001; ANSEL et al., 2005; GENNARO, 2005;
ASANE et al., 2008; ANDREWS et al., 2009); otimizacdo da preservacdo do efeito
terapéutico entre etapas de administracdo e menor incidéncia de efeitos indesejaveis
resultantes de pontos maximos da concentracdo do farmaco (LANGER, 1998;
BRAZEL, 1999; SADAHIRA, 2001; SWARBRICK, 2007; YOSHIDA, 2009; CID,
2009).

O delineamento das formula¢des em sistemas de liberacdo tem sido resultado
de estudos utilizando diversos polimeros como adjuvantes farmacotécnicos capazes
de controlar a liberacdo dos farmacos, a partir de diferentes formas farmacéuticas,
favorecendo acao terapéutica por intervalos de tempo diferenciados em relacdo as
formas convencionais. A escolha adequada dos polimeros na formulacdo pode
permitir flexibilidade nas fases de intumescimento, eroséo e liberacdo diferenciada
de ativos (LOPES, LOBO, COSTA, 2005; REDESCHI, 2006; VILLANOVA et al.,
2010).

Entre diversas formas farmacéuticas desenvolvidas, géis e hidrogéis podem
ser considerados sistemas de liberacao controlada de farmacos, dependendo do tipo
de formulacédo e aplicagdo em que sao utilizados (REDESCHI, 2006). Neste sentido,
os filmes de géis e hidrogéis vém sendo estudados nas ultimas cinco décadas para
diversas aplicacdes terapéuticas, pois sua rede estrutural formada por uma cadeia
reticulada de polimeros permite a absorcdo de grande quantidade de fluidos (agua
ou fluido biolégico) sem alteracdo significativa de suas propriedades mecéanicas
(PEPPAS, KORSMEYER, 1986; RUIZ, 2001; MIYATA et al., 2001; GUPTA, 2002,
PEPPAS, 2002; FALCAO, 2003; TANAKA et al., 2005).



Os filmes de géis e hidrogéis sao estruturas poliméricas tridimensionais
contendo elevada quantidade de agua e sao obtidos, normalmente, a partir da co-
polimerizacdo entre monbémeros ou polimeros hidrofilicos com co-mondmeros
polifuncionais, que promovem reticulacdes. As ligacbes cruzadas conferem aos
mesmos a capacidade de absorver grande quantidade de &gua sem se dissolver.
Assim, os hidrogéis podem ser usados na preparacdo de formas farmacéuticas que
permitem a liberacédo do farmaco apds expanséao volumétrica em contato com o meio
de dissolucédo ou em resposta a temperatura, ao pH, a forca ibnica e oxidacdo bem
como a enzimas, glicose, uréia e insulina (VILLANOVA et al., 2010).

Os géis e hidrogéis, dependendo do comportamento reoldgico e bioadesivo,
podem se aderir a superficie de aplicacdo por periodos suficientemente longos.
Estudos afirmam que adequados ajustes nessa propriedade auxiliariam a prolongar
a liberacdo do farmaco no local de aplicagdo, com vantagens em termos de
facilidade de aplicacdo e remocgéo (SANTI, 2008; PILLAI e PANCHAGNULA, 2001;
TANAKA et al., 2005; LIN e METTERS, 2006).

Apesar dos avancos alcancados nesta area, ainda ha muito o que pesquisar,
principalmente em paises subdesenvolvidos e com elevada incidéncia e prevaléncia
de lesBes tais como Ulceras nos pés e pernas, comuns em portadores de diabetes
(MANDELBAUM et al., 2003). No Brasil, foi estimado que 12 milhdes de cidadaos
sofrem com algum tipo de complicacdo no processo de cicatrizacdo e que 4
milhdes séo portadores de lesdes crbnicas (SBD, 2012). Estes numeros justificam
a busca de novos recursos e tecnologias, com menor custo e maior eficacia.

Assim, novos veiculos para a aplicacdo topica de farmacos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de estimular a cicatrizacdo de lesdes cutaneas
persistentes, debelar processos infecciosos da pele que ndo respondem aos
tratamentos tradicionais e também para substituir outras vias de administracao,
guando necessario (TORSIELLO, KOPACKI, 2000, KINCAID, 2002, ISRAEL 2003;
SANTIS, 2008).

Neste contexto, este trabalho teve como propdésito desenvolver um filme de
hidrogel topico para incorporacdo de nitrofurazona e avaliar in vitro suas

caracteristicas fisico-quimicas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico dos Tratamentos Topicos para Lesdes de Pele

A busca do homem pelo reparo de lesdes atravessa o0s séculos, desde os
achados dos registros do Sushruta Samhita, na india, datados de aproximadamente
600 a.C (FAVALLI, 2009). Segundo Mandelbaum et al. (2003), h& registros sobre
manuscritos egipcios que datam de 3000-2500 a.C. que mencionam curativos a
base de mel, graxa, fios de linho.

No século XIX, durante a Guerra da Criméia, foram criados varios tipos de
curativos, a base de fibras de linho e por volta de 1860, Gamgee descobriu o
processo de remocéo do 6leo da la de algodédo, tornando-o absorvivel, e criou o
chumaco de algodado envolto em gaze, ainda hoje utilizado (FAVALLI, 2009).

Desde 1840, e principalmente a partir da Segunda Guerra Mundial (1939), o
tratamento de feridas e a almejada cicatrizacdo voltou-se para a utilizacdo de
antissépticos e agentes tdpicos com acdo antimicrobiana e a protecdo com
coberturas secas, como consequéncia as descobertas de Pasteur sobre a "Teoria
dos Germes". Nessa fase, segundo Sinclair e Ryan (1993), prevaleceu a utilizacao
de antissépticos a base de hipoclorito de sédio, derivados de iodo, mercurio e
aluminio. Até o final da Segunda Guerra Mundial (1945) acreditava-se que a
protecdo das lesdes deveria ser sob ambiente seco para melhor condicdo de
cicatrizagéo.

Em 1962, estudos experimentais apontaram taxa de epitelizagcdo 50% mais
rapida em ambiente umido, com menor formacao de crostas. Postulou-se a premissa
de que a criagdo de um ambiente umido na ferida trazia efeitos extremamente
benéficos para o processo cicatricial, como reducéo da dor, devido a protecao das
terminacdes nervosas contra o ressecamento. Desde entdo, houve uma revolucéo
no conceito de curativos (FRANCO e GONCALVES, 2008).

Na Europa e nos Estados Unidos da América, desde 1982, e no Brasil a partir
da década de 90, coberturas a partir de hidrocoldides e hidropolimeros passaram a
ser largamente utilizadas (GOLDSMITH, 1996). Atualmente, estdo disponiveis

numerosos ativos e sistemas curativos, que incluem desde acidos graxos



essenciais, derivados do acido alginico, a polivinilpirrolidona, clorexidina, bandagens
compressivas, carvao ativado, derivados da prata, filmes semipermeéveis, colageno
biolodgico. Outras substancias e produtos também foram citados por Goldsmith
(1996) como fatores de crescimento celular; hidropolimeros; hidrogéis, hidrocoléides,
enzimas proteoliticas, acetato de celulose e membranas permeaveis ao vapor;
protetores cutaneos; curativos com gaze e modernas matrizes de regeneragao
dérmica.

Ramanathan e Darling (2011) relataram que as publicacdes na area de
polimeros como adjuvantes farmacotécnicos na liberacdo prolongada de farmacos,

aumentaram exponencialmente nas ultimas duas décadas, conforme Figura 1.

Figura 1. Representacdo grafica das publicacdes sobre o desenvolvimento de
polimeros de liberagéo sustentada.
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Fonte: Ramanathan e Darling (2011).

2.2 Formas Farmacéuticas TOpicas

A via topica é uma alternativa de interesse para a administracao de farmacos
(BARRY, 2001; KENDAL, CHONG, COCK, 2007; MARCHIORI et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2011; SONG et al., 2012), devido a fatores como a elevada taxa de
adeséo e facilidade de interrup¢édo da administracdo (TORSIELLO e KOPACK, 2000;
ISRAEL, 2003; SIZUE, 2004). A cicatrizacdo de ferimentos € campo no qual tem se
observado crescente aplicagdo de formulacbes diferenciadas de uso topico
(KINCAID, 2002; HELMKE, 2004).

De acordo com Ansel, Popovick e Allen (2000), as formas farmacéuticas
tdpicas mais utilizadas sdo pomadas, cremes, géis (organogéis e hidrogéis) pastas e
emplastros. Estas formas constituem diferentes tipos de sistema de liberacao

dérmica, podendo se adequar na formulacdo de curativos oclusivos, adesivos



transdérmicos oclusivos, bases de absorcdo, bases emulsificantes, emulsées a/o,
emulsdes o/a, umectantes e pés (AULTON, 2005).

Uma ampla variedade de excipientes esta disponivel para a preparacéo
destas formas farmacéuticas, sendo mais utilizados: gliceridios; ceras;
hidrocarbonetos; silicones, polioxietilenoglicéis e analogos; géis de produtos
minerais: bentonita; silicio; géis de polimeros organicos: alginatos, gelose, pectina,
metilcelulose e carboximetilcelulose, amido (LE HIR, 1997).

Murphy (2011) afirma que hidrogéis obtidos a partir de diversos polimeros
sdo de particular interesse em tratamento de feridas tépicas devido a sua baixa
toxicidade, potencial de liberacdo estendida de farmacos e caracteristicas de
bioadesividade.

Atualmente, novos veiculos para a aplicacdo topica de farmacos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de permitir a cicatrizacdo de lesbes cutaneas
persistentes que néo respondem aos tratamentos tradicionais (ISRAEL, 2003). Entre
eles encontram-se o gel de polaxamer 407, que tem sido indicado para o tratamento
de queimaduras e como pele artificial (PAOLETTI, 2004), e o PLO (gel de lecitina e
polaxamer), também descrito pela sua capacidade de promover a penetracdo
cutdnea de farmacos (TORSIELLO e KOPACKI, 2000, KINCAID, 2002, ISRAEL
2003).

Dentre as formas de administracao tépica, a maioria foi, a priori, desenhada
para interacdo com tecido integro. Contudo, para o caso de tratamento de feridas
cutaneas cujo processo € dindmico e depende a cada momento da evolucédo das
fases de cicatrizacdo, as formas farmacéuticas mais usuais sao curativos oclusivos
(FRANCO E GONCALVES, 2008).

Nas feridas abertas, a antiga controvérsia entre curativo seco e curativo
umido deu lugar a uma proposta atual de oclusdo e manutencdo do meio Uumido,
tendo em vista as vantagens de prevenir a desidratacdo do tecido e, desse modo,
evitar morte celular. Além disso, pode acelerar a angiogénese, estimular a
epitelizacdo e a formagédo do tecido de granulagéo, facilitar a remocdo de tecido
necrotico e fibrina, formar barreira protetora contra microorganismos, promover a

diminuicdo da dor e evitar traumas na troca do curativo.



2.3 Bioadesao e Mucoadesao

O termo bioadesdo foi citado pela primeira vez como a ligagao de
macromoléculas, sintéticas ou naturais, ao muco ou a superficie epitelial (LONGER
e ROBINSON, 1986). A bioadesdo ou a mucoadesédo sao propriedades exploradas
como estratégia para aumentar o tempo de permanéncia de um medicamento no
organismo, com consequente melhoria da biodisponibilidade (VILLANOVA et al.,
2010).

Bioadesividade € uma propriedade presente em materiais poliméricos de
formas farmacéuticas que se ligam a substratos biolégicos, sendo representada pela
forca interfacial que mantém unidos o material adesivo e tecido biologico. A
bioadesividade pode ocorrer por adesdo na camada mucosa, intensificando em forca
e tempo o contato entre o veiculo contendo o farmaco e a superficie da mucosa
(mucoadesivos) ou diretamente & membrana celular (citoadesivos).

Estas caracteristicas sdo exploradas na estratégia de aumentar o tempo de
permanéncia de um medicamento no organismo, otimizar a biodisponibilidade, bem
como modular efeitos sitio-especificos visando aumento da efetividade terapéutica
dos farmacos e reducdo de toxicidade sistémica (VILLANOVA et al.,, 2010;
TARDELLI, 2010).

Figueiras et al. (2007) relatam que os fatores que influenciam o mecanismo
de mucoadesdo estdo relacionados com o préprio polimero (peso molecular,
concentracdo do polimero ativo, flexibilidade das cadeias poliméricas e conformacao
espacial), com o ambiente (pH, forca aplicada, tempo inicial de contato e grau de
intumescéncia), variaveis fisiologicas (tempo de renovacdo do muco, condicbes
patoldgicas), bem como fatores termodinamicos e fatores cinéticos.

Segundo Varum et al. (2008), o processo de adesdo ocorre em duas fases: a
fase de contato e a fase de consolidacdo. Na primeira fase é necessario que ocorra
contato préximo entre o sistema bioadesivo e o tecido receptor ou a camada de
muco, quando ocorre a transferéncia de agua da camada de muco para o polimero,
resultando no intumescimento do polimero acompanhada pelo desenrolamento das
cadeias do polimero. Deste modo, as cadeias do polimero adquirem maior
mobilidade para poderem se interpenetrar com as cadeias glicoprotéicas do muco.

Na segunda fase, o estabelecimento de ligacdes quimicas entre o polimero e o



muco contribui para a consolidacdo do fenbmeno mucoadesivo (Figueiras et al.,
2007; Nangia, 2009).

A bioadeséo implica na ligacdo do sistema transportador de farmaco a um
substrato biologico, designado de mucoadesédo, no caso de membranas mucosas e
pode ser explicada por seis teorias: eletronica, adsorcdo, molhabilidade, difuséo,
fratura e mecanica, respectivamente apresentadas de forma resumida na Tabela 1.
Contudo, o processo mucoadesivo ndo pode ser explicado no seu todo por apenas
uma das teorias, mas uma combinacdo de varias (FIGUEIRAS et al., 2007,
CARVALHO et al., 2010).

Tabela 1. Teorias propostas para fundamentar o processo mucoadesivo.

Teoria Mecanismo proposto
Eletronica Formacdo de uma bicamada elétrica na interface, devido as diferentes cargas
elétricas do polimero e do muco, ocorrendo transferéncia de elétrons entre as duas
camadas.
Adsorc¢éo Forcas de Van der Waals, pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas.

Molhabilidade  Energia superficial do polimero e do muco e a energia interfacial.

Difuséo Interdifusédo das cadeias do polimero e do muco através da interface. Depende do
coeficiente de difuséo; da concentragdo, comprimento das cadeias e sua
mobilidade do polimero; tempo e presséo de contato.

Fratura Assume que a fratura ocorre na interface entre o polimero e a camada de muco e
gue a forca de fratura é igual a forgca de mucoadeséo.

Mecéanica A adesao ocorre por preenchimento da superficie irregular do polimero pelo liquido
do muco.

Fonte: VARUM et al.(2008)

De acordo com Sudhakar et al.(2006), a mucoadesao é fenbmeno importante
no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos por via topica, podendo
ser mensurada para identificar a compatibilidade, estabilidade e forca de ligagao
bioadesiva. Neste propdsito, hidrogéis e hidrocoléides sdo formas farmacéuticas
com caracteristicas de bioadesividade que tém sido empregadas, com sucesso, para

tratamento de lesdes na pele.

2.4 Géis e Hidrogéis ou Hidrocoloides
A forma farmacéutica gel, de acordo com Attwood (2005) é formada, em sua
maior parte, pela dispersdo de um liquido num soélido. Assim, estas dispersdes

formam sistemas onde particulas do solido estdo conectadas entre si, formando uma



rede entrelagada que lhe confere rigidez estrutural. A rede entrelacada € conseguida
através de pequena proporcdo (cerca de 1%) de fase dispersa em relacdo ao
liquido. Géis liofobicos ou liofilicos podem ser formados conforme sua estrutura
molecular.

Géis liofébicos mantém sua estrutura através de ligagdes quimicas
relativamente fracas, como forcas de van der Waals. Por este motivo apresentam
comportamento tixotropico, o que significa dizer que podem sofrer transformacéo
isotérmica nao-quimica do tipo gel-sol-gel, sob condi¢cdes de cisalhamento, como a
simples agitacdo, por exemplo. Géis liofébicos séo obtidos empregando hidroxido de
magnésio e de aluminio, argilas de bentonita, silicato de aluminio e magnésio,
caulin, entre outros (ATTWOOD, 2005).

Géis liofilicos, de acordo com a estabilidade de suas ligacdes, podem se
apresentar de duas diferentes formas: reversiveis e irreversiveis. Géis irreversiveis
apresentam uma rede tridimensional intermolecular formada por ligacdes covalentes,
0 que pode ser conseguido através da polimerizacdo de monémeros hidrossollveis
em presenca de agente reticulante. Este tipo de gel, dito irreversivel, intumesce em
agua sem haver dissolucdo de suas ligagbes, mantendo sua estrutura, tendo
aplicacdo em implantes e formas farmacéuticas para liberacdo prolongada de
farmacos. Quando estas ligacbes sdo formadas por ligacdes de hidrogénio,
relativamente fracas, os géis sao classificados como reversiveis (ATTWOOD, 2005).

Intumescer significa, segundo MATOS (2008), a captura de um liquido por um
gel com respectivo aumento de volume, através de solvatacdo, como fungéo de sua
hidrofilia, da estrutura de rede formada e do nimero de grupos ionizaveis presentes
na estrutura polimérica. Pode ser descrito ainda como o processo de dissolucéo de
um polimero em um solvente, a partir da difusdo do solvente para dentro do
polimero, produzindo intumescéncia do gel.

Quando um polimero é colocado em um meio aquoso, as interagdes positivas
entre a estrutura quimica da macromolécula e a 4gua, como por exemplo, ligacdes
de hidrogénio promovem o intumescimento. A medida que as moléculas de agua
penetram na matriz as cadeias poliméricas tornam-se mais estendidas com
consequente expansdo e ordenamento da estrutura polimérica. Uma vez que este
fenbmeno € desfavorecido entropicamente, passa a existir, deste modo, uma forca
motriz no sentido oposto ao da forgca osmotica das moléculas de agua em

permearem o hidrogel.



Quando a forca osmoética de moléculas de &gua envolvidas no sistema
polimérico é balanceado pela for¢a exercida pelas cadeias poliméricas em resistir ao
processo de expansao, diz-se que neste ponto o equilibrio no intumescimento foi
atingido. Alguns dos fatores responsaveis pelo intumescimento dos hidrogéis em
meio aquoso séo, a alta flexibilidade da cadeia da macromolécula, baixa densidade
de ligacBes cruzadas, fortes interagcbes com a agua e a existéncia de um potencial
osmotico (FALCAO, 2003).

Muitos sistemas dispersos de interesse farmacéutico sdo de natureza coloidal
hidrofilica, formados a partir de polimeros hidrossolUveis lineares ou ramificados,
nos quais o tamanho molecular excede 50 a 100 A (5 a 100 nm). Nestes sistemas,
as particulas intumescem em contato com a agua, mas nao se dissolvem, resultando
nos chamados hidrocoldides ou hidrogéis (GENNARO, 2005).

Segundo Hoffman (2002), desde 1960 vém sendo desenvolvidos hidrogéis
utilizando hidroxietilmetacrilato. A partir de 1980 empregaram-se, microcipsulas de
alginato, colageno e cartilagem de tubardo para tratamento toépico de queimaduras.
Nestes sistemas, de acordo com Van Olphen (1977), a fase dispersa consiste de
sélidos que, em agua, se rompem espontaneamente em particulas de dimensées
coloidais, elevando a superficie de hidratacdo, a partir de formatos tridimensionais
caracteristicos. Exemplificam-se neste sistema os silicatos de aluminio (bentonita,
caulin); silicato de aluminio e magnésio; a atapulgita; o diéxido de silicone coloidal; o
dioxido de titanio, a celulose microcristalina, entre outros.

Hidrogéis sdo usados extensivamente em aplicacdes biomédicas como lentes
de contato intra-oculares e de contato, pele artificial, matriz para crescimento de
tecidos e para encapsulamento e liberacdo controlada de farmacos. Estes materiais
formam polimeros que podem absorver de 10 a 20% a até milhares de vezes seu
peso seco em agua, dependendo da massa molar entre ligacbes cruzadas
(OREFICE, 2006). Os hidrogéis também tém sido propostos como sistema de
liberacdo controlada para uma série de agentes bioativos com acgéo contraceptiva,
antibidtica, antiarritmica, antineoplasica e anticoagulante (RANADE et al., 2003).

Peppas et al. (2000) descreveram hidrogéis como resultado de redes
poliméricas hidrofilicas tridimensionais capazes de absorver grandes quantidades de
agua ou de fluidos biolégicos, sendo compostos por homopolimeros ou copolimeros.
Ainda enfatizam que os hidrogéis sdo insolluveis devido a presenca de ligacdes

guimicas ou fisicas cruzadas, exibindo compatibilidade termodindmica com a agua e



no intumescimento em meio aquoso. Estas caracteristicas poderiam ser controladas
pela estrutura da rede, hidrofilia e grau de reticulacdo. Hamidi et al. (2008), Kim et al.
(2008), Soto e Oliva (2012) afirmaram que a afinidade com a agua é atribuida a
grupos hidrofilicos, tais como a hidroxila (-OH), carboxila (-COOH), amida (-CONH)
e sulfénico (-SO3H) presentes na estrutura do polimero. Estes grupos contribuem
para a hidratagdo em graus diferentes, dependendo da natureza do ambiente
aguoso e composicao do polimero.

Segundo relatos de Hamidi e colaboradores (2008), para se conseguir um
sistema hidrogelatinoso com parametros fisico-quimicos pré-determinados e perfil de
liberacéo bem definido, € importante ter conhecimento quimico da sintese das redes
poliméricas, caracteristicas quantitativas e de moldagem dos materiais, parametros
de interacdo, cinética de liberacdo e/ou desintegracdo e fenbmenos de transporte.
Os hidrogéis podem ser classificados segundo uma variedade de caracteristicas,
que incluem:

« hatureza dos grupos laterais (neutros ou idnicos)

« caracteristicas mecanicas e estruturais,

« método de preparacao (homo- ou co-polimero),

« estrutura fisica (amorfo, semicristalino, hidrocoloidal)

. sensibilidade a estimulos ambientais (pH, forcas ibnicas, temperatura, e
radiacdo eletromagnética)

« hatureza do monémero (hidrofilico ou hidrofébico, natural ou sintético)

Para Rohr (2007) os hidrogéis ou hidrocoléides sdo compostos de polimeros
hidrofilicos de cadeia longa, de origem vegetal (extraidos de plantas marinhas,
sementes, exsudados de arvores), animal (extrato de colageno animal), por sintese
microbiana ou sintético (por modificacdo de polissacarideos naturais).

Hidrogéis que apresentam ligacdes cruzadas entre cadeias dos seus polimeros
permitem extenso intumescimento sem dissolugéo, o que lhes permite atuar como
matrizes para formas de liberagdo controlada de farmacos, sendo que hidrogéis de
natureza nao-ibnica possuem estabilidade em ampla faixa de pH, tornando-se
possivel a veiculacdo de substancias de carater acido e os de carater anibnico séo
pH dependentes, ou seja apresentam-se estadveis em pH neutro ou proximo do
neutro (CORREA et al.,2005).



Os polimeros hidrofilicos, geralmente, apresentam muitos grupos hidroxilas e,
dependendo da sua estrutura, podem apresentar caracteristicas de polieletrélitos de
alto peso molecular, que |hes proporciona a capacidade de se dissolverem ou
dispersarem em agua e levar o sistema a um espessamento ou efeito de aumento
de viscosidade e a formacdo de géis. Assim, as diferencas entre hidrocoloides
decorrem de suas configuracdes e distribuicdo espacial monomérica, das
ramificacbes e da condicdo de apresentarem caracteristicas de polieletrélitos
(CORREA et al., 2005; ROHR, 2007).

Os hidrocoléides podem exibir uma larga escala de conformagdes em solucao,
uma vez que ao longo da cadeia polimérica, as ligacdes podem girar livremente
dentro da regido intermolecular, podendo alterar as propriedades fisicas e
mecanicas das soluc¢des ou suspensodes.

Tais propriedades séo influenciadas pelo peso molecular, pelo tipo de estrutura,
por sua origem natural ou sintética e, neste ultimo caso, pelo método de preparagéo
(CHAPLIN, 2006).

Quanto a aplicabilidade, os hidrogéis podem ser utilizados como agentes de
suspensao, floculacdo, estabilizacdo de espuma, formacéo de pelicula e de filmes,
controle da cristalizacdo, inibichio de sinerese, encapsulacdo, clarificante,
desmoldante, geleificante, retentor de umidade, emulsificante, espessante e
estabilizante de solucdes e suspensées (PHILLIPS, 2000; CHAPLIN, 2006).

Os mais importantes parametros utilizados para caracterizar a estrutura da
rede dos hidrogéis séo a fracdo volumétrica no inchamento (medida da quantidade
de liquido absorvido e retido pelo hidrogel), massa molar média entre ligacfes
cruzadas (medida do grau de ligagdes cruzadas do polimero) e o tamanho do poro
da rede. Assim, os hidrogéis podem ser macroporosos (entre 50 nm a 1000 nm);
microporosos (entre 5 nm a 50 nm) e ndo porosos (que sO existem ao nivel
molecular), segundo PEPPAS(2000).

Além disto, para resultados significativos, de acordo com Santis (2008), é
importante avaliar as propriedades fisico-quimicas destas formulagfes (microscopia,
pH, viscosidade, teor do ativo, reologia, velocidade de liberacdo do farmaco) e a
penetracdo/permeacdo do mesmo nas camadas da pele, se assim o for necessario,
como forma de prover o controle de qualidade das formulagbes sob aspecto

biofarmacotécnico.



Segundo HOFFMAN (2002), hidrogéis podem ser obtidos através de diferentes
metodologias, conforme figuras 2, 3, 4 e 5. Na figura 2 esta demonstrada a formacgéao
do hidrogel através da reticulagcdo que ocorre a partir da interacédo idnica de grupos
do polianion (alginato, dextrana, pectina e outros) com contra-ions divalentes, como
o Ca'™, Mg", entre outros, ou polications (quitosana, polilisina, entre outros), sendo
entdo chamados de hidrogéis ionotdpicos e poliibnicos, respectivamente, ou ainda
como complexos polieletroliticos(BERGER et al., 2004).

Figura 2. Esquema representativo da formacéo de hidrogel ionotropico e poliidnico.
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Fonte: adaptado de HOFFMAN (2002)

Na figura 3 ilustra a formacdo de hidrogéis por modificacdo quimica de
polimeros hidrofébicos. Exemplos deste tipo de reacao: hidrélise parcial de grupos
acetato em grupos -OH, obtidos durante a conversao de PVAc (polivinil acetato) em
PVA e, neste caso, sob reacdo com reticulantes como o glutaraldeido, quando
ocorre reagao cruzada intercadeias, formando hidrogéis pelo método quimico.

No segundo exemplo, pode-se formar hidrogel pelo método fisico a partir da
hidrolise parcial de PAN(poli acrilonitrila) em um polimero contendo concentracdes
variadas de grupos acrilonitrila, amida e carboxila.

Figura 3. Esquema representativo da formacdo de hidrogel por modificacdo
guimica e fisica de polimeros hidrofébicos.
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A figura 4 ilustra a formacédo de hidrogéis a partir da utilizacdo de mondémeros,
oligbmeros ou polimeros com finalidade de co-polimerizagcdo e de reticulacdo.
Exemplo de polimero é o polihidroxietil metacrilato (PHEMA) e o PVA, e de agente
reticulante € o polietilenoglicol (PEG) ou o glutaraldeido.

Figura 4. Esquema representativo de formacdo de hidrogel polimerizado com
polimeros hidrossoliveis.
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O esquema da figura 5 ilustra hidrogel formado a partir de muitos
polissacarideos, colageno, poli (acido acrilico) e alcool polivinilico, que apresentam
propriedade de reagente multifuncional devido ao niumero de -OH, -CONH, -CONH,

e -SOzH disponiveis, 0 que eleva a afinidade com a agua, conforme Hamidi et al.

(2008) e Kim et al. (2008a).

Figura 5. Esquema representativo da formacdo de hidrogéis por reagbes de

condensacgédo de reagentes multifuncionais.
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2.5 Polimeros e Sistemas de Liberacdo de Farmacos

Polimero € uma palavra derivada do grego onde polys significa muitos e
meros significa partes. De maneira geral, a massa molecular varia entre 10% e 10°
g.mol™ e sdo dependentes do tipo de mondémero e das condi¢des de polimerizacéo

(MANO e MENDES 2004). Portanto, os polimeros sdo basicamente substancias de



alto peso molecular, também chamadas de macromoléculas. Os principais polimeros
utilizados na formulacdo de sistemas diferenciados de liberacdo de farmacos
encerram principios naturais, semi-sintéticos ou sintéticos (CORREA et al., 2005,
TARDELLI, 2010).

Segundo Lopes, Lobo e Costa (2005), do ponto de vista tecnolégico, um
sistema de liberacdo pode ser definido como aquele que controla a liberagdo de
substancia ativa, molecularmente dispersa ou dissolvida num suporte resistente a
desintegracdo (polimero ou agente formador da matriz) e os polimeros estdo dentre
0S excipientes mais utilizados em tecnologia farmacéutica devido a suas diferentes
aplicagbes e funcionalidades, especialmente em formas farmacéuticas de liberagéao
controlada de farmacos. A escolha do polimero ideal como componente de uma
formulacédo para liberacdo controlada de farmacos depende de varios fatores. Estes
fatores se correlacionam as propriedades do farmaco, a propria estrutura polimérica
e aos demais excipientes que compordo a formulagdo, bem como do mecanismo
pretendido de liberacdo do farmaco (OLIVEIRA e LIMA, 2006).

Em funcéo da estrutura da cadeia, segundo Silva (2006), basicamente h& dois
tipos de arranjo: moléculas simples, que podem ser lineares ou ramificadas, e
moléculas reticuladas.

As moléculas simples podem ser lineares ou ramificadas e a ramificacdo
modifica em muito as propriedades dos polimeros, ficando assim dependente do
tamanho e da quantidade de cadeias laterais.

Moléculas poliméricas de rede cruzada resultam da reticulacdo de polimeros
lineares ou ramificados, ou mesmo direto da polimerizacdo de um ou mais
mondmeros. Sua configuracdo é definida pelo método de polimerizagéo e o polimero
preserva essa configuracdo até que haja uma reacdo quimica. Conforme Orefice et
al. (2006), no caso de reticulacdo quimica, mudancas na configuracdo requerem
ruptura das ligacbes quimicas do tipo covalente que ocorrem intra e intercadeias do
polimero e deste com o agente reticulante, resultando em resisténcia mecanica e
fisica e configurando matrizes com elevada insolubilidade e com consideravel

expansao de volume em contato com certos solventes.

2.5.1 Principais Polimeros Utilizados em Formulagdes Farmacéuticas de

Liberacdo Controlada



Os polimeros séo constituintes praticamente indispenséveis na preparagéo de
sistemas de liberagdo controlada de farmacos, devido a fatores como facilidade e
baixo custo de obtencdo e biocompatibilidade (REDESCHI, 2006). No entanto, a
avaliacdo das propriedades dos materiais poliméricos é de grande importancia
durante o delineamento de sistemas de liberagdo de farmacos, uma vez que muitos
dos resultados obtidos em relacdo ao perfil de liberacdo de um dado farmaco estédo
diretamente ligados as propriedades do polimero, assim como as interacdes
existentes entre o farmaco e o polimero e/ou na associacdo entre polimeros. Em
funcdo disto, varios polissacarideos vém sendo amplamente estudados como
materiais de revestimento, no processo de formacdo de géis e em outras aplicacdes
na tecnologia de liberacdo controlada de farmacos (VALENTA; SCHULTZ, 2004;
REDESCHI, 2006; VILLANOVA, 2010).

Os hidrogéis preparados a partir de polimeros de origem natural oferecem
propriedades vantajosas, tais como baixa toxicidade e biocompatibilidade, tendo sido
considerados apropriados para diferentes aplicagcdes nos sistemas de liberacdo de
farmacos (REDESCHI, 2006; HAMIDI et al., 2008).

Dentre diversos polimeros naturais utilizados na elaboracdo de produtos
farmacéuticos podem-se destacar as gomas (xantana, dextrana, pululana, gelana,
logusta, carragena), quitosana, pectina, alginato, sulfato de condroitina, gelatina,
dextrina, hialuronana e polilisina. Exemplos de polimeros sintéticos sao:
bisacrilamida, poli(acrilamida) (PAm), PEG, PVA, PAA, poli(acido metacrilico)
(PMAA), poli(acrilato de butila) (PBA), poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(N-
isopropil acrilamida), PVP, poli(fosfazona), PLA, PCL, poli(metacrilato de 2-
hidroxietila) (PHEMA), poli(oligo(6xido de etileno)monometiléter metacrilato)
(POEOMA) contendo ligagdes cruzadas por grupos tidis e copolimeros diversos
(VILLANOVA et al., 2010).

Para Attwood (2005), entre os polimeros sintéticos e semi-sintéticos utilizados
em formulagdes farmacéuticas de liberagédo controlada podem ser citados também a
metilcelulose, carboximetilcelulose, hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose.
A tabela 2 apresenta alguns polimeros (naturais e sintéticos) Uteis na sintese de

hidrogéis para aplicacao farmacéutica.

Tabela 2. Polimeros (naturais e sintéticos) Uteis para aplicacdo farmacéutica

TIPO EXEMPLOS

Polimeros naturais e seus Anidnicos: HA, acido alginico, pectina, goma carragena,



derivados condroitina sulfato, dextran sulfato.
Catidnicos: quitosana e polilisina
Anfipaticos: colageno e gelatina, carboximetilcelulose,
quitina, fribina.
Neutros: goma dextrana, agarose, goma pululana.

Polimeros sintéticos Poliésteres: PEG-PLA-PEG; PEG PLGA-PEG; PEG-PCL-
PEG; PLA-PEG-PLA; P(PEG/PBO tereftalato).

Combinacdes de polimeros P(PEG-co-peptideos), alginato-g-(PEO-PPO-PEO);
naturais e sintéticos: P(PLGA-co-serina); colageno-acrilato; alginato-acrilato;
P(HEMA-g-peptideo); HA-g-NIPAAm.

Outros polimeros: PEG-bis-(PLA-acrilato); PEG-g-P(AAm-co-Vamina),
PAAmM; P(NIPAAmM-0-AAC); P(NIPAAmM-co-EMA);
PVACc/PVA; PNVP; P(MMA-co-HEMA); P(NA-co-alil-
sulfonato); P(biscarboxi-fenoxi-fosfato);P(GEMA-sulfato)

Legenda: EG, etilenoglicol; EGDMA, etilenoglicol dimetacrilato; HA, acido hialurénico;
HEMA, hidroxietiimetacrilato; MBAAm, metileno-bis-acrilamida; P: poli; PAAc, poli(acido
acrilico); PAAm, poliacrilamida; PEG:, poli(etilenoglicol); PEO:poli(oxido de etileno); EMA:etil
metacrilato; HEMA: hidroxietil metacrilato; PLA: poli(acido latico); PLGA: poli(acido latico-
co-glicolico); NIPAAm: (N-isopropil acrilamida); PNVP: poli(N-vinil pirrolidona); PPO,
poli(éxido de propileno); PVA: poli(alcool vinilico); PVAc, poli(vinil acetato); PVamina,
poli(vinil amina). Fonte: Adaptado de HOFFMAN (2002).

A escolha do tipo de polimero e da quantidade presente na formulacdo da
matriz € essencial para obter combinacdo adequada dos varios mecanismos
(intumescimento, dissolu¢do ou erosao) envolvidos na cinética da liberacao in vitro.
A importancia da melhor compreensdo destes mecanismos reside, entre outras
vantagens, na possibilidade de modulag&o e de um controle mais eficaz da liberagao
de farmacos incorporados no sistema matricial (LOPES, LOBO e COSTA, 2005).

2.5.2 Poli (alcool vinilico) ou Alcool polivinilico (PVA)

O poli (alcool vinilico), também conhecido por alcool polivinilico (Polvidone®)
tem formula molecular [CH,CHOH], e formula molecular representada na figura 6,
apresenta temperatura de transicao vitrea (Tg) de 85°C e temperatura de fusédo de
220°C.

Figura 6. Representacéo da formula estrutural do PVA.
oH oH oH oH oH oH oH

| | | | | | |
=H H cH =H cH cH =H
-~ xﬁﬂz’ Hkﬂz’ “Hﬂz‘ “th’ “xﬂz’ “Hﬂz‘ “hﬂf’f
Hz Hz Haz Hz Hz Haz Hz

Fonte: http://www.liv.ac.uk/chemistrywww/Events/MolsMaterials/PVA.html, acesso em 20/06/12.
De acordo com Aranha e Lucas (2001), o PVA apresenta as seguintes

caracteristicas: é polimero sintético e hidrofilico, usado principalmente em solucéo,


http://www.liv.ac.uk/chemistrywww/Events/MolsMaterials/PVA.html

sendo soluvel em solventes altamente polares e hidrofilos, tais como dimetilsulfoxido
(DMSO0), acetamida, diversos glicois (etilenoglicol, polietilenoglicol, propilenoglicol,
polipropilenoglicol), dimetilformamida e agua.

As propriedades de solubilidade do PVA dependem do grau de polimerizacao
e do grau de hidrélise. Desta forma, quando completamente hidrolisado, o elevado
namero de hidroxilas (Figura 6) leva a formacédo de ligacdes de hidrogénio fortes
entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares, impedindo sua solubilizacdo em
agua, a frio. Por outro lado, os grupos acetato residuais no PVA parcialmente
hidrolisado s@o essencialmente hidréfobos e enfraquecem as liga¢des intra- e inter-
moleculares dos grupos hidroxila vizinhos, elevando a solubilidade em agua, a frio.
Assim, no PVA 98% hidrolisado, a solubilidade aumenta com a diminuicdo do grau
de polimerizacdo, o PVA parcialmente hidrolisado (88%) tem solubilidade
relativamente independente do grau de polimerizagdo e o PVA 80% hidrolisado
apresenta solubilidade a baixa temperatura muito maior que para o 88% hidrolisado,
mas decresce rapidamente a partir de 30°C.

O efeito da temperatura na solubilidade esta associado a quebra das ligacdes
de hidrogénio intra- e inter-moleculares. Com o aumento da temperatura, as ligagoes
de hidrogénio sdo rompidas diminuindo as forgas intra- e inter-moleculares e, com
iISso, a solubilidade aumenta.

Devido aos grupos hidroxila em sua estrutura, PVA é capaz de formar
complexos por meio da transferéncia de cargas com anions e formar ligacées de
hidrogénio entre as cadeias do polimero e de agentes reticulantes, propiciando
propriedades intumesciveis e formadoras de filmes de revestimento e também
hidrogéis termorrigidos (RAVI, 2007; NAKAGAWA, 2006; OREFICE et al.,2006) e
liofilicos (ATTWOOD, 2005; ALVES, 2005).

PVA tem sido utilizado em geis, hidrogéis e filmes como carreador de
medicamento, devido as suas propriedades de degradabilidade e nao toxidez, sendo
considerados biocompativeis com os tecidos em geral e mesmo com as proteinas
plasmaticas e, por esta razdo, tem sido usado em numerosos sistemas de liberagédo
diferenciada de farmacos. Como exemplos, formas farmacéuticas destinadas ao
tratamento de Ulceras tOpicas, membranas de dialises, em cartilagens e discos
intervertebrais artificiais e lentes de contato (SUZUKI et al.,1998; SEABRA et
al.,2004; LIU et al., 2009; SOUZA e BARBOSA, 2009; SUNG et al.,2010 e GUPTA et



al., 2012) sdo modelos de aplicacdo sitio-especifica em que o polimero tem sido
empregado.

Jannesari et al. (2011) desenvolveram nanofibras de PVA e polivinilacetato,
com relevantes resultados em liberacdo prolongada, sitio-especifico, de
ciprofloxacino em Ulceras superficiais induzidas em camundongos. Murphy et al.
(2011) criaram uma forma copolimerizada de PVA/tetrahidroxiborato com finalidade
de liberacdo de borato em Ulceras superficiais induzidas em ratos, com resultados
positivos.

Na area veterinaria, diferentes autores relataram o desenvolvimento de
formas farmacéuticas para liberacdo prolongada de dois diferentes antibiéticos a
partir de hidrogel de PVA. Hwang et al. (2010) desenvolveram curativos de
PVA/dextrana com gentamicina em liberagcdo prolongada para tratamento de
Ulceras induzidas em ratos com resultados expressivos. Kim et al. (2008a, 2008b)
empregaram curativos topicos com formulagédo de PVA copolimerizado com alginato
sédico e clindamicina e nitrofurazona, respectivamente, para o tratamento de feridas
d pele em experimento animal, sugerindo que a forma desenvolvida pode ser
considerada terapeuticamente promissora.

Os modelos anteriormente citados apresentam como aspecto comum a
formulacdo de hidrogel de PVA associado a copolimeros por ligagbes cruzadas
intermoleculares. Segundo Sousa e Barbosa (2009), em geral, estes monémeros
polimerizam e originam macromoléculas lineares, sollveis em solventes
quimicamente compativeis. Assim, PVA vem despertando o interesse como polimero
sintético aplicavel em formas de liberacdo prolongada de farmacos em varias areas
biomédicas, devido a sua versatilidade e aplicabilidade, isoladamente e associado a

co-polimeros.

2.5.3 Reticulacéao

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos esta
diretamente ligado ao emprego de sistemas matriciais permeaveis a agua e capazes
de reter ou adsorver, transportar e liberar as substancias eficientemente, conforme
Neto et al. (2005) e ratificado por Gonsalves et al. (2011).

A reticulacéo visa principalmente modificar as propriedades de estabilidade

quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em quelacao e



capacidade de imobilizacdo protéica e celular (NETO et al., 2005). A reticulacdo
constitui-se em um método de transformacao de polimeros na produgéo de hidrogéis
que reduz a porosidade do material obtido e, assim, a permeabilidade a agua e a
difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes poliméricas formadas
(OREFICE et al.,2006; CANEVAROLO, 2006).

A reticulacao, também denominada de reacdo de entrecruzamento, € um tipo
de modificacdo que visa unir cadeias poliméricas, ou ainda, ligar suas cadeias as de
outros polimeros gerando redes poliméricas hibridas, que ocorrem por meio da
reacdo entre sitios reativos especificos presentes nas unidades estruturais do
polimero e alguns reagentes reticulantes os quais, na concep¢do de Gonsalves et
al.(2011), sao substancias que apresentam baixa massa molar e grupos funcionais
reativos capazes de permitir a formacdo de ligacbes inter ou intracadeias
poliméricas.

Partindo destas ligagBes cruzadas, a massa molar do polimero tende ao
infinito na medida em que h& interconexdo total das entidades poliméricas
(OREFICE et al., 2006).

Segundo Li et al. (2009) submeter um polimero a reticulacdo representa uma
maneira eficiente de produzir materiais insolluveis e, dessa forma, modificar o perfil
de liberacéo do farmaco em funcao do grau de reticulacdo obtido.

Para Oréfice et al. (2006) e Canevarolo (2006), a reticulacdo € um método de
copolimerizacdo, que propicia ao polimero a alteracdo de propriedades de
temperatura de transicdo, comportamento quimico e solubilidade, em decorréncia
da manutencédo de duas ou mais cadeias poliméricas unidas por meio da criacdo de
ligacdes covalentes, evitando deformacédo permanente e conferindo caracteristicas
elasticas e plasticas ao material reticulado.

Segundo Sadahira (2007), existem métodos quimicos e fisicos que podem ser
utilizados para a formacéo das ligacOes cruzadas que constituem a reticulacdo nos
hidrogéis:

¢ No método quimico (Figura 7A), as ligacdes covalentes (ligagdes primarias
fortes) mantém as cadeias presas e definem condicdo tipica de polimeros

termorrigidos (OREFICE et al., 2006).

« No método fisico, ocorre formacéo de ligacdo cruzada, através de radiacéo

ionizante, que resultada na recombinacdo de macroradicais (Figura 7B).



Neste meétodo, atracdes eletrostaticas fortes passam a ocorrer entre as
regides catibnicas do polimero e sitios anibnicos de um agente de
entrecruzamento com essa caracteristica particular (GONSALVES et al.
2011).

GONSALVES et al. (2011) afirmam que apesar das vantagens associadas ao
método fisico de reticulagdo, como 0 mecanismo reacional simples e o
procedimento experimental realizado em etapa Unica, 0s resultados tem
demonstrado menor estabilidade as alteracées do pH e de forca ibnica do meio,
tornando esse processo de reticulagdo reversivel, diferentemente do método

quimico.

Figura 7. Estruturas representando a reticulacéo quimica (A) e fisica (B) de hidrogéis poliméricos.
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Oréfice et al. (2006) apontam que a formacédo de reticulados poliméricos
relacionam-se com a transicao sol-gel. Estes autores explicam que sol é formado por
polimeros ramificados dissolvidos no monémero, nos quais as cadeias crescem e
levam ao estabelecimento da gelificacdo, resultando no reticulado tridimensional,

caracteristico de monémeros vinilicos polifuncionais conforme PVA e glutaraldeido.



De acordo com Junior (2007) e Gonsalves et al. (2011), o glutaraldeido € um
dos mais citados na literatura como reticulantes quimicos. A tabela 3 apresenta

diversos reticulantes e suas aplicabilidades.

Tabela 3. Agentes reticulantes e respectivas aplicabilidades.

Agente . x
reticulante Aplicagdo

Glutaraldeido Microesferas para liberacdo de teoflina, hidrogéis para
liberacdo controlada de farmacos e biosensor de glicose e
de urease

Formaldeido Filmes para liberagdo controlada de DNA e microcapsulas
para liberagdo de farmacos

Epicloridina Membranas para filtracdo, compdsitos para adsorcdo de
creatinina e microesferas para liberagcdo de ampicilina

Genipina Micelas poliméricas para liberacdo de farmaco e

proteinas, hidrogéis para liberacdo de farmaco e
microcapsulas para encapsulacéo de células

Fonte: JUNIOR (2007)

De acordo com Sadahira (2007) o PVA pode ser reticulado com glutaraldeido
(figura 8), acetaldeido, formaldeido e outros monoaldeidos. Quando estes agentes
sdo utilizados, em presenca de acido sulfurico, acido acético ou metanol, pontes
acetais sao formadas entre o grupo hidroxila do PVA e o glutaraldeido, um aldeido

bifuncional, conforme figura 8.

Figura 8. Representacao da estrutura do glutaraldeido.

OWO

Fonte: LOSER (2011).

Numerosos sdo 0s produtos obtidos a partir de formulacbes com o PVA
reticulado tais como: fibras, mantas, membranas, adesivos, revestimento de papéis,
estabilizantes para polimerizacdes, lentes de contato, componentes artificiais do
organismo e filmes e em preparacdes farmacéuticas, como os hidrogéis.

Em recente trabalho com reticulagdo de PVA em glutaraldeido, Mansur et
al.(2008) e Loser (2011) identificaram que o glutaraldeido, no processo de

reticulacédo, reage com quatro hidroxilas do PVA, conforme figura 9.



Figura 9. Reticulacdo do PVA com glutaraldeido, em meio 4cido.
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Fonte: adaptado de MANSUR (2008).
Segundo Evangelista (2010):

“‘destacam-se entre as diversas aplicagbes do PVA no estado
reticulado a fabricag&o de hidrogéis, e por meio destes, a construcao
de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, que aprimoram a
seguranca, a eficacia e a confiabilidade da terapia com farmacos,
pois a grande maioria dos farmacos € liberada logo apés a
administracdo, causando rapida elevagdo do mesmo no organismo,
para que depois decline também rapidamente. O sistema é baseado
em hidrogéis, que por sua natureza macia, minimiza irritacdes
mecanicas, evitando dores e infec¢des.”

O principio ativo pode ser tanto aprisionado fisicamente na matriz polimérica
por emulsificacdo, atomizacéo, agitacdo como base do processo ou pode ser ligado
a cadeia polimérica através de ligacdes fisicas ou quimicas (YOSHIDA, 2009). A
reticulacdo quimica envolve a formacdo de uma ligacédo covalente na macromolécula
com a formagéo de uma estrutura tridimensional com maior estabilidade mecéanica
gue o hidrogel inicial. Neste caso, sé&o utilizados monémeros polifuncionais para a
obtencdo do polimero reticulado e o processo de reticulagdo fisica envolve a
formacado de complexos macromoleculares podendo haver a formacdo de redes
poliméricas tridimensionais por intermédio da formacao de ligacdes de hidrogénio,
interacéo dipolo-dipolo ou interagcdes eletrostaticas e através de grupos doadores ou

aceptores de elétrons, conforme Falcao (2003) e Soto e Oliva (2012).



2.6 Mecanismos de Liberacdo do Farmaco

Por definicdo, o termo “sistema de liberagcdo controlada de farmacos” refere-
se a tecnologia utilizada para aperfeicoar a liberacdo de um farmaco, onde o
principio ativo deve ser liberado e/ou absorvido, melhorando a resposta terapéutica
(ANSEL et al., 1999). Matos (2008) cita ainda, a seguinte definicdo para liberacao

controlada de farmacos:

“O termo liberagcéo controlada tem sido associado aos sistemas a
partir dos quais os farmacos sao liberados a velocidades pré-
definidas, por um periodo de tempo prolongado apds a sua
administragdo. Produtos deste tipo tém sido formulados para
administracdo oral, injetavel e tépico, incluindo implantes que
podem ser colocados em varias partes do corpo’.

O sucesso de sistemas de liberacdo diferenciada de farmacos esta
relacionado com a tecnologia de fabricacdo e com as caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas do polimero, responsaveis pelo mecanismo de liberacdo (LOPES et al.,
2005).

A classificacdo dos sistemas de liberacdo prolongada leva em consideracao
diversos critérios: a estrutura da matriz, a cinética de liberacdo, os mecanismos para
controlar a liberacdo (difusdo, erosdo, osmose e intumescimento), a natureza
guimica e as propriedades dos materiais utilizados (YOSHIDA, 2009). A eroséao, a
difusdo e o intumescimento das matrizes sdo 0s mecanismos pelos quais 0s
sistemas matriciais podem controlar a liberacdo das substéncias ativas. A
predominéncia de um destes mecanismos depende invariavelmente das
propriedades do polimero empregado no sistema.

De um modo geral, quando as estruturas matriciais entram em contato com o
meio de dissolucdo (ou fluido bioldgico) podem manter a sua estrutura mais ou
menos constante ao longo de todo o processo de dissolugcdo ou podem sofrer um
fenbmeno de intumescimento e, posteriormente, de erosdao (LOPES, LOBO e
COSTA, 2005).

Nos sistemas matriciais, o farmaco pode estar homogeneamente disperso na
matriz polimérica, dentro de um reservatorio ou adsorvido em sua superficie e em
sua liberacdo estdo envolvidos processos fisicos e quimicos: penetracdo de agua na

matriz, difusdo do farmaco pelos poros da matriz ou por degradacgéo do polimero ou,



ainda, por uma combinagdo dos dois mecanismos. S&o consideradas matrizes
monoliticas quando o farmaco é disperso em uma matriz polimérica e sua liberacéo
€ controlada por difusdo a partir dessa matriz. Nessas matrizes monoliticas o
farmaco pode estar distribuido uniformemente e imobilizado na matriz, sendo que a
liberacdo ocorre por erosdo da matriz polimérica. Pode ainda, ocorrer ligacdes
covalentes entre o farmaco e matriz, quando entdo a liberacdo se dara por cisdes
formadas através de reacdes quimicas, geralmente enzimaticas, hidroliticas ou pela
biodegradacao da matriz (VENDRUSCOLO et al., 2005).

A liberacdo do farmaco da matriz depende de fatores inerentes ao tipo de
matriz e do tipo do reservatorio, conforme aponta a tabela 4.

Tabela 4. Classificacdo dos sistemas matriciais

Sistema Tipo Modo de acdo

Matrizes minerais Reservatdrio -Farmaco retido no reservatério
- Farmaco adsorvido ao suporte
Matrizes hidrofébicas Monolitico -Intumescimento ilimitado, liberado por difuséo

-Intumescimento ilimitado, liberacdo controlada
pelo intumescimento.

Matrizes inertes Monolitico -Liberacédo controlada por difuséo
Matrizes lipidicas Monolitico -Liberacéo por difusédo

Matrizes Monolitico -Bio-eroséo

biodegradaveis nao

lipidicas

Fonte: LYRA et al. (2007).

Alguns exemplos de substancias utilizadas para a preparacdo de matrizes
hidréfilas sdo a metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sddica
entre outros devivados da celulose; as gomas xantana, pululana, tragaganta,
carragena e outras; o agar; o alginato de sodio; o carbopol e os derivados do éxido
de polietileno (LOPES, LOBO e COSTA, 2005).

Diversos modelos matematicos explicam como o farmaco pode ser liberado a

partir da matriz polimérica (Tabela 5).



Tabela 5. Modelos matematicos de liberacéo de farmacos

Egrecigeio 1 - Lel de Fick

Aplicado quando a difusao fickindana ¢ o Gnico mecanismo de liberacio do farmaco.
A dt & a velocidade ao atravessar a membrana; D € o cosficients de difusio; S & a su-
perficie de contato entre solucao e membrana; (C & a diferen¢a de concentragio do
farmaco entre os dois lados da membrana; e ¢ a espessura da membrana.

) DSAC
ot ]

Egieigao 2

Modelo matemdtico simples que descreve a liberacio do farmaco a partir de um siste-
_Mr Ko ma polimérico. Fsta equacio pode ser utilizada para analisar os primeiros 6006 de Fir-
M= maco liberado, a partir da curva onde a liberacio € linear. Mt & a quantidade do Farma-

oo em funclio do tempo. M= & a quantidade otal da droga: K € a constante cinética

da liberacio e n € o exponete para cinéica de liberacio.

Eqrecagao 3

Modelo matematcoo que leva em consideracao a difusao fickniana {primeiro termo da
equagaod ¢ a comribuicio do relaxamento ¢ inumescimento da matriz poliménca (se-
gundo termo da equagao), onde m € o expoente para a cindtica de liberagho

M

S~ R B pti

Fonte: LYRA et al.(2007)

2.7 Nitrofurazona ou Nitrofural

A nitrofurazona (NTZ), também chamada nitrofural, tem a férmula molecular
CeHsN4O4, massa molecular=198,14 g/Mol, ponto de fusdo 238 °C e descrita como 0

5-nitro-2-furfural semicarbazona, conforme figura 10.

Figura 10. Representacao da estrutura quimica da nitrofurazona
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Fonte: Software HYPERCHEM verséao 7.0

Em solucéo, aparece nas formas tautoméricas hidrazona e azo (figura 11) e
sua identificacdo por espectrofotometria ocorre entre 220 e 400 nm (ultravioleta),
apresentando 2 maximos de absorcdo, respectivamente em 260 e em 375 nm
(FARMACOPEIA PORTUGUESA VI, pag 537).

Figura 11. Formas tautoméricas da nitrofurazona.
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Fonte: Ryan et al. (2011).

Os derivados nitrofuranicos nitroheterociclicos sdo utilizados desde 1945

como quimioterdpicos com atividade antimicrobiana (IARC, 2009). Estes derivados



séo sintetizados a partir do furano com substituices na estrutura quimica no sentido
de ampliar o espectro de agcao contra microorganismos Gram-positivos e Gram-
negativos (incluindo espécies de Salmonelas), micoplasmas, clamideas,
protozoarios (Coccideas, Trichomonas, Histomonas) e fungos (OPH, 2010;
PRAXEDES, 2012). Dentre estes compostos, a nitrofurazona, a furazolidona e a
nitrofurantoina tém sido utilizados na terapéutica de infec¢des bacterianas ha mais
de 50 anos, sendo que a NTZ é usada, principalmente, para tratamentos topicos em
gueimaduras e infec¢cdes da pele.

Guerra et al. (2005) afirmaram que hidrazonas, em geral, ainda possuem
diversas atividades biologicas, como antiinflamatoria, antitrombotica e analgésica.
Os compostos do tipo nitrofurfural hidrazona tém apresentado atividade
antiparasitaria e antimicrobiana in vivo e as hidrazidas e seus complexos podem
atuar como agentes fungicidas e antibacterianos. Praxedes (2012) relata ainda que
derivados nitrofurénicos favorecem a imunidade natural, ndo sdo toxicos, ndo se
acumulam nos tecidos e possuem atividade em presenca de pus, sangue e tecido
necrosado.

Em relacdo aos aspectos relativos ao desenvolvimento de resisténcia
bacteriana aos nitrofuranos in vivo demonstrou-se que microorganismos podem
desenvolver resisténcia lentamente e em grau limitado, se comparada a magnitude
observada com outros antiinfecciosos, tais como as penicilinas e cefalosporinas
(OPH, 2010; PRAXEDES, 2012).

A NTZ apresenta atividade antibacteriana de largo espectro de acéo
demonstrando ser Gtil em tratamento de feridas e dermatoses causadas por
microrganismos gram-positivos e gram-negativos. Nos microorganismos aerobios,
apresenta um mecanismo de acdo que, segundo Praxedes (2012), Race (2005) e
Guerra et al. (2005) se deve a ativacdo do farmaco por reducdo do radical nitro
(NO,) na posicao 5 do anel furano e a producéo de hidroxilamina (RYAN et al., 2011)
como metabolito que em combinagdo com a oxidagdo do grupo nitroso inibe a
traducdo genética em bactérias anaerodbias, inibe o processo ribossémico do RNAm
e promove acao citotoxica ou mutagénica.

Nos microorganismos aerobios, o nitro radical aniénico gerado pela reducéo
enzimatica interage com o oxigénio presente no meio formando o radical O, . Este

radical sofre conversdo enzimatica na formagédo de perdxido de hidrogénio, radical



oxidante que desestrutura membranas biologicas, liberando espécies reativas que
sao toxicas para as células bacterianas e parasitarias (PAULA et al., 2009).

Esta reacdo de ativacdo do grupamento nitro, a partir da acdo de
nitroredutases, €é dependente de uma flavoproteina (piruvato flavodoxina
azoredutase - FMN, figura 12) presente nas bactérias sensiveis ndo mutadas,
tornando a NTZ um composto capaz de danificar a célula bacteriana.

A atividade antibacteriana de amplo espectro resulta também, em
interferéncias nas fases precoces do ciclo de Krebs, inibindo a formacao anaerdbica
da acetil-coenzima A, do piruvato ao oxalato e bloqueando o metabolismo glicidico
das células bacterianas (DIOGO-FILHO et al., 2004; PRAXEDES, 2012).

Figura 12. Mecanismo de reducéo da nitrofurazona (NTZ): (A) primeira etapa da reducéo da
NTZ, (B) segunda etapa da redugéo da NTZ, resultando em produg&o de hidroxilamina.
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Fonte: Ryan et al.( 2011).
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A nitrofurazona € utilizada em formas topicas de administracdo de
antimicrobianos, como cremes, géis e pomadas no tratamento de feridas infectadas
produzidas por traumatismo, queimadura ou intervencéo cirargica (TUBINO et al.,
2005; USP XXVIII, 2005; LUCA et al., 2010). A NTZ também ¢é eficaz no tratamento
das feridas infectadas por bactérias patogenicamente significantes, tais como
Staphylococcus aureus - incluindo espécies de MRSA (Staphylococcus aureus
meticilino resistente) e estreptococos (RUMACK, 2002; BRONDANI et al., 2008;
GRILLO et al., 2008). A atividade NTZ também favorece a cicatrizagéo (LUCA et al.,
2010).



As caracteristicas fisico-quimicas e propriedades organolépticas da
nitrofurazona incluem a cor amarelo-liméo e a auséncia de sabor e odor, bem como
fotossensibilidade. Este comportamento fotoquimico ainda nao esta totalmente
esclarecido, pois os estudos de estabilidade ja produzidos focalizaram os produtos
de degradacdo (subprodutos como 5-nitro-2-furaldeido e hidrazona do 5-nitro-2-
furaldeido), mas ndo os passos da sequéncia de degradacdo. A sequéncia de
degradacdo depende de um complexo caminho através das caracteristicas
estruturais e em condi¢cdes experimentais da cinética de producédo destes residuos
correlacionados. Sabe-se, contudo, que esta fotodegradagao pode ser incrementada
pelo pH do meio, comprimento de onda da radiagcdo luminosa, presenca de
surfactantes e ions metélicos (LUCA et al., 2010).

Para avaliacdo da atividade de antimicrobianos, comumente séo indicados os
testes in vitro, através de testes de sensibilidade, que séo indicados para quaisquer
microorganismos responsaveis por processos infecciosos que exijam terapia
antimicrobiana. Contudo, esses testes sao utilizados com maior frequéncia, quando
0 microorganismo causador pertence a uma espécie com historico de resisténcia
aos agentes antimicrobianos. Diversos métodos in vitro podem ser utilizados para
avaliar a sensibilidade dessas bactérias aos agentes antimicrobianos e o método de
disco-difusdo em &gar € preconizado pelo NCCLS (2003), ratificado pelo CLSI
(2011).

O método de disco-difusdo foi idealizado por Bauer et al. (1966), e desde
entdo é um dos métodos mais utilizados para avaliagdo de sensibilidade a
antimicrobianos. O principio deste método baseia-se na difusdo, através do agar, de
um antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do
antimicrobiano leva a formacdo de um halo de inibicdo do crescimento bacteriano,
cujo diametro é inversamente proporcional a concentracao inibitéria minima (MIC)
(JORGENSEN, TURNIDGE, WASHINGTON, 1999). Esse método € qualitativo, ou
seja, permite classificar a amostra bacteriana em sensivel (S), intermediaria (I) ou

resistente (R) ao antimicrobiano (CLSI, 2011).



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar hidrogel de PVA usando glutaraldeido como agente

reticulante, e com incorporacao de nitrofurazona a 0,2% para aplicacéo topica.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o teor de nitrofurazona (NTZ) no hidrogel reticulado com glutaraldeido pelo
método quimico.

- Avaliar a capacidade de intumescimento do hidrogel.

- Avaliar as caracteristicas do estado soélido do hidrogel por meio de analises
térmicas e microscopia eletrbnica de varredura.

- Avaliar, in vitro, o perfil de liberacdo da NTZ.

- Determinar, in vitro, a atividade antimicrobiana da NTZ liberada do hidrogel.



4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material

Reagentes
Os reagentes utilizados no preparo de solucbes eram de grau PA e a agua
purificada. Especificamente empregou-se:
« PVA 98,4% hidrolisado e massa molar entre 146000-186000 g/mol (Vetec);
« Glutaraldeido a 25% v/v (Sigma);
. Nitrofurazona, C.A.S. 59-87-0, formula CgHegN4O4, com teor da base anidra
igual a 97,3%, de origem chinesa, foi gentilmente cedida pela empresa

Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.

Microrganismos
As cepas de microrganismos utilizados foram cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia do UBM — Centro Universitario de Barra Mansa, sendo:
. Cepa de Escherichia coli ATCC 25922 (beta-lactamase negativa);
« Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;
. Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 250923 (suscetivel a oxacilina e

penicilina).

Meios de Cultura
Os meios de cultura empregados foram:
. &gar Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra);
. &agar MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra);
. agar sangue (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), suplementado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro no momento do preparo;
. agar triptico de soja (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra).
Disco de antimicrobiano

O disco comercial de nitrofurazona utilizado como referéncia foi da marca
Sensifar, com 300 pg do farmaco.



4.2 Equipamentos

e Agitador mecanico termostatizado de bancada Fisaton modelo 78HW-1

e Balanca analitica Tecnal modelo SHI-AUY-220.

e Banho de ultrasom termostizado Unigue modelo Ultra Cleaner

e Espectrofotometro UV-Visivel Hach Lange modelo DR 5000 100-1100 nm

e Espectrofotometro Biospectro SP-220 com faixa de leitura de 200-1000 nm

e Estufa para secagem e esterilizacdo Fanen modelo 515-A

e Estufa microbiolégica Fanen modelo 515

e Freezer Brastemp Clean modelo BRM35B com capacidade de congelamento
a - 20°C.

e Capela de Fluxo Laminar Unidirecional marca Quimis modelo Q216F20M

e Microscopio de Varredura Eletrénica marca JEOL modelo JSM-63660

e Microscopio Optico Zeiss modelo Axiostar plus

e Cronbmetro digital Sports Time modelo Unlock

e PeagOmetro digital Adwa modelo AD1030

e Espectrofotometro de Infravermelho Illuminat modelo RII Smiths

¢ Analisador de umidade por infravermelho GEHAKA modelo IV 2000

e Aparelho TGA TA Instruments modelo 2050

e Aparelho de DSC TA Instruments modelo MDSC 2910

e Texturometro TA modelo XT2 (com o conjunto de teste para mucoadesao e

aguecedor)

4.3 METODOS

4.3.1 Preparacéo da formulagéo

4.3.1.1 Preparacdo da dispersdo aquosa de PVA a 10% mlv, reticulagdo e
moldagem dos filmes

A primeira etapa na formulacdo do hidrogel consistiu na preparacédo da
dispersdo aquosa de PVA a 10% m/v.
A dispersdao de PVA foi preparada em erlenmeyer de 250 mL, na

concentracédo de 10% (m/v) de PVA 98,4% hidrolisado e massa molar entre 146000-



186000 g/mol, por adicdo lenta de 100 mL de &gua purificada, a temperatura
ambiente (x25°C). Em seguida, a dispersdo foi mantida sobre agitador mecéanico
termostatizado de bancada a temperatura de 80+5°C. A seguir, a disperséo foi
submetida a 30 minutos em banho de ultrasson termostatizado a 40°C, para
eliminacdo de eventuais bolhas de ar remanescentes da agitacdo mecéanica. Apos
este periodo, a amostra foi mantida em repouso, até o equilibrio com a temperatura
do ambiente (x 25°C).

A seguir realizou-se a reacdo do hidrogel de PVA com solugcdo aquosa de
glutaraldeido (GA) a 25 % (v/v), para a formacédo da dispersao reticulada PVAret/GA,
conforme figura 13. Conforme descrito por Sadahira (2007), o pH da disperséao de
PVA foi ajustado para a 6,00+ 0,05 com HCI 0,5 M. Este procedimento objetivou
produzir filme de hidrogel reticulado para avaliacdo do glutaraldeido como agente
reticulante. A evaporacao total do solvente, sob incubagcéo na estufa a 72 °C, foi
atribuida ao hidrogel a partir da pesagem, com manutencao do peso seco.

Figura 13. Fluxograma das etapas de preparacdo da dispersdo aquosa de PVA a 10% mlv,
reticulagdo e moldagem dos filmes.

A95 mL da dispersdo de PVA 10% miv foi
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glutaraldeido 26% (viv) (PVArELGA)
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10 mL da dispersao de PV Aret/GA foi
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Este procedimento resultou no filme de
hidrogel Py AretiSA,

Fonte: elaboracédo prépria.



4.3.1.2 Preparo e incorporagdo da solugdo de NTZ ao hidrogel PVAret/GA e
moldagem dos filmes

Foi preparada a solucdo de nitrofurazona a 0,2% (m/v) em polietilenoglicol e
incorporada ao hidrogel de PVAret/GA, formando o hidrogel PVAret/GA-NTZ,
conforme figura 14.

Figura 14. Preparo e incorporacao da solucédo de NTZ ao hidrogel PVAret/GA e moldagem dos filmes
'{ 02gdeMTZfoiadicionada a 10 mL de ‘

polietil enoglical 4000

. B

8 min de homogeneizagao a temperatura
ambiente [+ 23 °C)

&

1 mL da solugao descrita acima com 9 mL da
dispersan de PWAret/GA, a 24 °C, sob agitagao
magnetica (100 mm'

. :

[ Dispersdoresultante: PVARUGA-NTZ 20,2 %(viv) |

&

10mL PvAret/GA-MTZ em moldes plasticos de 8x4 cm.
Estura a temperatura de 40°C por 72 horas

. 2

Filrne de hidrogel PvAret/GA-NTZ com aspecto wiscoso,
translicido, flexivel, elastico com coloragio homogénea
na tonalidade amarelo limao caracterstica da MTZ

Fonte: elaboracao prépria

O produto final (apds secagem) apresentou massa de cerca de 10 gramas
com concentragcdo de 0,02 gramas de NTZ obtendo, deste modo, um hidrogel com
0,2 % (m/m) e concentracdo semelhante a pomada e solucao tépica de Furacin®, a
forma comercial da nitrofurazona referéncia de mercado, segundo BRASIL (2009).

Os filmes produzidos foram mantidos ao abrigo da luz.



4.3.2 Avaliacdo da capacidade de liberacdo do ativo a partir do hidrogel
PVAret/GA-NTZ

A capacidade de liberagdo do ativo pelo hidrogel foi avaliada pela
determinacdo do perfil de intumescimento e dosagem espectrofotométrica do

farmaco liberado.

4.3.2.1 Avaliagéo do perfil de intumescimento do filme

O perfil de intumescimento do filme de hidrogel de PVAret/GA foi determinado
segundo metodologia utilizada por Amaral (2009).

As amostras utilizadas (triplicata) foram mantidas ao abrigo da luz, para
preservar a nitrofurazona da degradacdo e foram mantidas em estufa a 60 °C e
pesadas de hora em hora até peso constante de 10+0,5 gramas. O periodo para se
chegar a este peso a partir da evaporacado do solvente foi de + 4 horas. Este peso
representa a massa das amostras tomadas como My na equacdo abaixo. Em
seguida, com o auxilio de uma pinca, cada amostra da triplicata foi colocada em
baldo volumétrico individual de 250 mL com 50 mL de tampéao fosfato salina (PBS)
0,1 M, pH=6,00 + 0,05 e mantidas a temperatura de 37+ 0,5 °C, em estufa. A cada 2
horas a massa dos filmes de hidrogel foi determinada em balanca analitica para
verificacdo do ganho de peso pelo intumescimento resultante da incorporacdo de
tampéo no hidrogel, considerado a M; na equacdo da ASTM D 570, descrita por

Amaral (2009), para avaliacdo do grau de intumescimento.

Grau de intumescimento = [(M;—Mpg) + Mp] x 100

Onde: M; representa a massa da amostra intumescida no tempo t,
Mo & massa inicial da amostra seca.

4.3.3 Teste de Liberacéo in vitro de NTZ do Hidrogel de PVAret/GA-NTZ, por
espectrofotometria em UV.



O teste de liberacdo in vitro seguiu a metodologia descrita no trabalho de
Murphy et al. (2011), sendo determinado por espectrofotometria em UV, a 375 nm
(pico de absor¢cdo maximo da NTZ, conforme Tubino et al. (2010)).

Para comprovacao da adequacdo do método espectrofotométrico ao objetivo
pretendido, verificaram-se os parametros analiticos precisdo, exatidao, limite de
quantificaco, limite de deteccao (ANVISA, 2003).

Trés amostras do hidrogel foram secas previamente em estufa a temperatura
de 60°C até peso constante de 10 +0,5 g, o que ocorreu em 2 h de incubacdo. Em
seguida, 3 amostras foram colocadas em 3 baldes volumétricos individuais e
imersas cada uma em 50 mL de tampéo fosfato salina (PBS) 0,1 M, no
pH=6,00+0,05 e mantidas em estufa a 37+0,5°C, com os baldes devidamente
tampados para evitar perda de massa por evaporacdo e protegidos da luz direta,
para evitar fotodegradacao da NTZ.

A seguir preparou-se a curva analitica para dosagem do teor de NTZ liberada
a partir dos hidrogéis empregando-se solucées a 2; 4; 6; 8 e 10 x 102 g.L ™ de NTZ
em solucéo aquosa de propilenoglicol (10%), com leitura em 375 nm.

A concentracdo da NTZ liberada dos hidrogéis foi determinada apds
incubagéo em tampéo fosfato salina (PBS) 0,1 M. A cada 2 horas foi retirado todo o
volume de 50 mL de tampéo PBS de cada balédo e reservados em frascos ambar ou
protegidos da luz por papel aluminio, constituindo as amostras a serem analisadas,
em triplicata. Utilizou-se agua como branco, uma vez que o0 volume de
propilenoglicol empregado no preparo das amostras foi proporcionalmente menor.
Apés cada retirada de amostra, novo volume de 50 mL de PBS era reintroduzido em

cada baldo e o procedimento se repetiu até as 14 horas de avaliacao.

4.3.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana a partir da liberacdo da NTZ em
meio de cultura, pelo método de disco-difuséo

A liberacdo da NTZ do hidrogel também foi determinada por método
microbiolégico através do teste de sensibilidade a antimicrobianos, pela técnica de
disco-difusdo, método descrito por Bauer et al.(1966) e Jorgensen, Turnidge e
Washington (1999) bem como segundo o padrdo do Comité Nacional de Padrdes
Clinicos Laboratoriais (CLSI, 2011).



O ensaio foi realizado em triplicata para cada cepa ATCC. Todos o0s
procedimentos envolvidos, tais como, manuseio de amostras de hidrogel, de
materiais e insumos foram executados em capela de fluxo laminar unidirecional
como medida de seguranca microbiolégica. Todos os materiais e insumos utilizados

eram estéreis. A realizacdo do teste envolveu as etapas discriminadas abaixo.

Manutencgéo das cepas padréo

As cepas de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923 foram inoculadas
em caldo TSB (caldo triptico de soja) acrescido de 15% de glicerol a temperatura de
- 70°C. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 foi mantida em &gua purificada estéril,
a temperatura ambiente, em conformidade com as orientacdes do padrao interno de

qualidade e seguranca microbioldgica do laboratério

Preparo das placas e inoculagéao

As placas de meios de cultura e os discos de antimicrobiano comercial foram
preparadas e manuseadas conforme orientacdes dos fabricantes e instru¢cdes do
CLSI (2011).

As cepas ATCC de Escherichia coli e de Pseudomonas aeruginosa foram

semeadas em triplicata no meio seletivo agar MacConkey e em meio nao-seletivo
agar sangue. A cepa de Staphylococcus aureus foi semeada em triplicata no meio
nao-seletivo agar sangue e incubada a 37°C por 24h, em estufa bacterioldgica.
Apés esta incubacdo, com auxilio de uma alca bacteriolégica, foram colhidas
algumas colbnias bacterianas de cada cepa, com a mesma morfologia macroscopica
da placa de cultura fresca. As coldnias foram suspendidas com 5 mL de caldo
Mueller-Hinton, a fim de se obter uma turvacao correspondente a 0,5 da escala de
McFarland, conforme avaliacdo espectrofotométrica utilizando o espectrofotdmetro
Biospectro modelo SP-220, a 625 nm.

Apo6s a homogeneizagédo do inoculo, foi introduzido um swab estéril dentro de
cada tubo, e em seguida este foi comprimido contra a parede do tubo para a
remocao do excesso de meio. A inoculacéo foi feita na superficie do agar Mueller-
Hinton em forma de estrias em trés dire¢cbes na placa de Petri. ApOs cada estria

bY

efetuada foram deixadas sobre a bancada por cinco minutos, a temperatura



ambiente (251 °C), para permitir que o excesso de umidade da superficie do agar
fosse absorvido.

Aplicacao dos discos e leitura dos halos de inibigdo

Como padrao de comparacao da atividade antimicrobiana do farmaco liberado
nos respectivos meios de cultura, foi utilizado disco comercial com 300 pg de
nitrofurazona da marca Sensifar®. O disco comercial de NTZ foi retirado do freezer a
temperatura de -20°C, com antecedéncia prévia de uma hora, e deixado também em
temperatura ambiente (= 25 °C) e a obtencéo do disco de hidrogel de PVAret/GA-
NTZ foi feita por corte com bisturi estéril, com didametro de 7 mm, semelhante ao
disco comercial.

As aplicacbes do disco comercial e da amostra do hidrogel nas placas de
Petri foram feitas com auxilio de uma pinca estéril para evitar contaminagdo. Os
discos foram pressionados suavemente para aderir a superficie do agar, mantendo-
os a distancia minima de 30 mm entre um disco e outro (centro a centro dos discos)
e de 15 mm da margem da placa, impedindo a superposicéo dos halos de inibicao.

Apbs 24 horas de incubacdo em aerobiose e a 37+0,5 °C, as placas foram
examinadas para verificar o diametro (mm) dos halos de inibicdo. A leitura foi feita
por inspecao visual e com o auxilio de um paquimetro utilizando fonte de luz refletida

para iluminar as placas (em posicédo invertida) sobre um fundo preto e opaco.

4.3.5 Caracterizacao fisico-quimica do hidrogel

4.3.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

A superficie do filme contendo nitrofurazona foi observada em microscopio
eletronico de varredura, marca JEOL, modelo JSM-63660. Amostras do filme foram
recobertas com ouro coloidal sob vacuo. A seguir, a amostra foi colocada na camara
de microscopia, sendo obtidas fotomicrografias utilizando feixes de elétrons de 10
keV.

4.3.5.2 Analise de Umidade por Infravermelho



Na determinacdo de umidade foi empregado Analisador de Umidade por
Infravermelho - IV GEHAKA modelo 2000. O aparelho € dotado de temporizador
programavel, auto calibracdo e com ajuste da temperatura entre 50 a 200°C. A
faixa da medida de umidade € de 0,01 a 100%.

4.3.5.3 Analises Térmicas (TGA e DSC)

Para a caracterizacdo termogravimétrica do hidrogel foi feita a analise
termogravimétrica (TGA) e analise termogravimétrica de calorimetria diferencial de
varredura (DSC).

O aparelho empregado para analise de TGA foi o0 modelo 2050 da marca TA
Instruments. Para a DSC foi empregado o equipamento modelo MDSC 2910 da
marca TA Instruments, através de um ciclo de aquecimento com a temperatura

variando de 20°C até 200°C, na raz&o de aquecimento de 10°C. min™.

4.3.5.4 Analise por Espectrofotometria de Infravermelho

Esta andlise foi realizada para caracterizar a presenca de grupos quimicos
especificos de hidrogel adicionado ou isento de NTZ. Os espectros foram obtidos na
faixa de nimero de onda de 4000 a 650 cm™ durante 64 varreduras, com resolugéo

de 4 cm™ empregando aparelho Marca Smithis, modelo llluminat IRII.

4.3.5.5 Forga Bioadesiva

Para a determinacdo da bioadesividade empregou-se o teste de forca de
tracdo (“Peel Strength Test”), através do texturbmetro modelo TA XT2 Plus Texture
Analyser Systems, Stable Micro Systems equipado com o Mucoadhesion Test Rig e
probe cilindrica de 10 mm de diametro.

Para a realizacdo do ensaio, inicialmente, o material a ser analisado foi fixado
no substrato biologico (disco de mucina) e a probe do equipamento aplicou uma
forca conhecida por um periodo fixo (20mm/segundo a 50 kg - faixa maxima). Na
segunda fase do teste o probe foi removido de uma maneira controlada do substrato.
A resisténcia a remocao foi tomada como um indice de capacidade de bioadeséo do

material em teste.



A adeséo é descrita como a area negativa presente na curva forga x tempo
formada durante a primeira compresséo, e representa o trabalho requerido para

vencer as forcas atrativas entre a superficie da prova e a amostra (SOUZA, 2010).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um hidrogel de PVA reticulado com
glutaraldeido e com incorporacdo de nitrofurazona a 0,2% (m/v) para aplicacao
topica.

O conhecimento do comportamento das formas farmacéuticas sob os
aspectos biodisponibilidade in vivo e liberacdo in vitro permite aprimoramento dos
produtos e melhor controle quando se fizerem necessarias alteracdes de escala
produtiva e/ou componentes da formulacdo poOs-aprovacdo do medicamento
(FREITAS, 2005). Assim, na tentativa de compreender alguns aspectos da liberacao
do ativo na forma farmacéutica proposta, foi verificada a capacidade de liberacdo do
ativo através do perfil de intumescimento, da taxa da liberagdo de NTZ in vitro e do
teste de sensibilidade microbiana.

Fundamentais também séo as avaliacfes fisico-quimicas para caracterizacao
e controle de qualidade das formas farmacéuticas desenvolvidas. Neste caso, para a
caracterizacdo fisico-quimica foram realizadas andlises térmicas (TGA e DSC),
umidade por infravermelho, microscopia eletrbnica de varredura e bioadesividade.

Os resultados obtidos estédo apresentados e discutidos na sequéncia.

5.1. Desenvolvimento do hidrogel

No preparo dos hidrogéis empregou-se 0,2% m/v de nitrofurazona (NTZ), uma
vez que a forma farmacéutica tépica referéncia (Furacin®) apresenta a mesma
concentracao.

O PVA foi o polimero escolhido por apresentar caracteristicas de boa e rapida
dispersédo em agua, mucoadesividade, intumescimento, viscosidade aumentada em
solucéao, facil moldagem e transparéncia (RAVI, 2007; NAKAGAWA, 2006; OREFICE
et al., 2006). Hwang et al.(2010) acrescenta as propriedades de biocompatibilidade,
atoxicidade, hidrofilicidade, habilidade de formar filmes e fibras, resisténcia quimica
e adsorcao de proteinas.

Trabalho recente de Murphy et al. (2011) relata que, nesta classe de
polimeros, sobretudo aqueles que apresentam alto grau de hidrolise, ocorre
liberacdo lenta dos produtos incorporados, o que favorece o tratamento de feridas

topicas.



Tendo em vista as particularidades dos agentes reticulantes, o glutaraldeido
foi selecionado por possibilitar ligagBes covalentes cruzadas muito estaveis e
irreversiveis, permitindo ao material resistir a oscilacbes no pH e temperatura
(termorrigidos) numa faixa ampla de valores, conforme descrito por Oréfice et al.
(2006).

Os hidrogéis de PVA obtidos apresentaram caracteristicas de transparéncia,
flexibilidade, auséncia de bolhas de ar, auséncia de rachaduras e coloracéo
uniforme, doada pela nitrofurazona. A figura 15 apresenta um foto do hidrogel
PVAret/GA-NTZ obtido.

Figura 15. Fotografia do hidrogel de PVAret/GA-NTZ
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Fonte: elaboracgao propria

5.2 Determinacgéo do Perfil de Intumescimento

O perfil de intumescimento do hidrogel de PVAret/GA-NTZ foi determinado
segundo metodologia utilizada por Amaral et al. (2011) que considera a massa de
agua adquirida pelo hidrogel, sob incubagdo com tampéo PBS conforme descrito na
metodologia. Os parametros de avaliacdo do intumescimento estdo expressos na
tabela 6 e foram calculados utilizando-se a equacéao 1.

Grau de intumescimento = [(M;—Mp) + Mg] x 100
(equagéo 1)
Onde: M; representa a massa da amostra intumescida no tempo t,
Mo representa a massa inicial da amostra, antes do intumescida.
Os valores expressos de Mt (g) referem-se as determinacfes (em triplicata)
de massa adquirida, partindo de uma amostra com massa de 10,01+ 0,5 g, conforme

descrito em 4.3.2.1.



Tabela 6. Avaliacdo do intumescimento das amostras de PVAret/GA-NTZ
% de ganho de

t(h) Mt (g) massa
0 10+0,5 0
2 20+0,5 1005
4 35+0,7 350+11
6 35+0,6 350+ 12
8 35+0,6 350+12
10 35+0,6 350+ 12
12 35+0,6 350+ 12
14 35+0,6 350+ 12

M, = massa da amostra intumescida no tempo t

Obteve-se aumento da massa na ordem de 100 * 5%, identificada através do
aumento de peso, apés 2 horas de incubacdo, mantendo-se em torno de 350 + 11%
desde a quarta hora de incubacdo até o final de 14 horas. Estes resultados
concordam com aqueles obtidos por Murphy et al. (2011) e Amaral et al. (2011),
sendo um indicativo de que o hidrogel absorve adequadamente o tampédo PBS no
pH=6,00 + 0,05, na temperatura de 37 = 0,5°C. Neste pH e temperatura, Sadahira
(2007) obteve melhor resultado nos testes de intumescimento. Esta capacidade de
intumescimento é necessaria para confirmar um processo eficaz de polimerizacao e
reticulacao.

Os fendbmenos de polimerizagéo e reticulagdo séo importantes para a matriz
polimérica incorporar o principio ativo e compor um sistema de liberacdo eficiente
(CAMPOS, 2009; AMARAL et al.,2012).

5.3 Avaliacéo da liberacdo de nitrofurazona in vitro

O teste de liberacao in vitro foi realizado para verificar-se o comportamento do
hidrogel PVAret/GA-NTZ em relacdo a liberacdo da NTZ, conforme descrito em
Murphy et al. (2011).

A metodologia analitica empregada para quantificacdo da NTZ liberada da
forma farmacéutica foi a espectrofotometria em UV, a 375 nm. A partir da andlise de
diferentes solu¢gbes com concentragdes conhecidas de NTZ, foi construida a curva

de calibragéo, conforme tabela abaixo (Figura 16).



Figura 16. Curva de calibracédo para dosagem de nitrofurazona
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Fonte: elaboragéo propria

A curva de calibracao indica a relagéo grafica entre os valores de absorbancia
(A) e os de concentracdo (C) e chega-se a equacédo da reta, para utilizacdo na
mensuracao das amostras sob as mesmas condi¢cdes de medida, conforme Campos
(2009) e Zaparoli (2011). Com base no coeficiente de correlacdo verifica-se a
linearidade da reacg&o, conforme a lei de Lambert-Beer (BRASIL, 2003).

Segundo a resolucdo RE 899/2003 (BRASIL, 2003), os métodos analiticos e
bioanaliticos devem apresentar caracteristicas necessarias a obtencéo de resultados
com a qualidade exigida, para serem considerados apropriados a finalidade
pretendida na quantificacdo de farmacos e outras substancias em produtos
farmacéuticos, sendo classificados em 4 categorias: |1, I, lll e IV. Para cada
categoria € exigido um ou mais testes paramétricos, tais como: especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e
robustez.

De acordo com a referida resolucdo, a metodologia espectrofotométrica,
escolhida para o ensaio, esta relacionada com a categoria lll, cujos testes tem a
finalidade de aferir a performance de dissolugcéo e liberacdo do ativo, a partir da
forma farmacéutica, sendo necessario 0 teste de precisdo no parametro
repetibilidade. Assim, seguindo as orientacdes da resolucéo, conforme a linearidade
ja tenha sido observada pela equacdo da reta, os seguintes parametros foram

calculados: limite de deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatiddo do método,


http://www.ufrgs.br/leo/site_espec/curvapadrao.html

tomando por base os dados obtidos na curva de calibragdo estabelecida. Os

resultados foram:

Limite de deteccédo: De acordo com a RE899/03 (ANVISA, 2003) é “a menor
quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas”,
sendo estabelecido por meio da analise de solu¢des conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel. O limite de deteccéo foi calculado pela segunti

_ DPx3
IC
LD = limite de deteccédo

DP = desvio padrédo
IC = inclinacéo da curva, dado pela variavel a da equacéo da reta.

onde:

equacao: LD

No caso, conforme equacéo da reta (A=43,0034.C + 0,04178), o IC equivale a
43,0034. Assim, o limite de deteccao calculado foi de 6,5 x 102 mg.L™.

Limite de quantificacdo: Conforme a resolucdo RE 899/2003 (BRASIL, 2003), “é a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo sob as condicdes experimentais estabelecidas, sendo
estabelecido por meio da analise de solucdes contendo concentracbes decrescentes
do farmaco até o menor nivel detectavel com precisdo e exatiddo aceitaveis”. Limite

DPmediox10

de quantificacdo foi calculado pela equacdo descrita a seguir: LQ = c

onde:

LQ = limite de quantificagédo
IC = inclinagéo da curva, dado pela variavel a da equacéo da reta.
DP médio = média dos desvios-padrao

O LQ calculado para o método foi igual 22 x102 mg.L™

Precisdo: E a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Também €& expressa como
desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), segundo a equacéo
abaixo.

DPmédio

DPR=————x100 onde;:
CMD



DPR = desvio padrao relativo
CMD = concentragdo média obtida
DP médio = média dos desvios-padréo

A precisdo calculada foi igual a 1,6%. Este valor atende a especificacdo da
RE 899/2003 (BRASIL, 2003), que estabelece como limite aceitavel uma precisédo de
até 5%.

Exatiddo: E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo pode ser calculada pela equacéo abaixo

discriminada.

CME

Exatiddo= x100 onde:

CME= concentra¢do média experimental
CT= concentracdo tedrica.

Os valores obtidos na dosagem da NTZ a partir da curva padrao estao
descritos na tabela 7. Os resultados indicaram exatiddo média de 95,5%, o que pode

ser considerado aceitavel segundo Ribani et al. (2004).

Tabela 7. Exatiddo do método espectrofotométrico

C Abs C Exatidao
padrdo(g/L) (medida) A—fég‘l?ié“ %noo
0,001 0,076 0,0008 80%
0,002 0,122 0,0018 90%
0,005 0,285 0,0056 112%
0,008 0,378 0,0078 97,5%
0,01 0,466 0,0098 98%

Fonte: elaboracgéo propria.

A avaliagao da concentragdo de NTZ liberada do hidrogel foi feita com a leitura da
absorbéancia, em triplicata, de amostras de hidrogel PVAret/GA-NTZ. Os valores de
concentracéo foram calculados (Tabela 8), utilizando-se a equacdo da reta descrita
como A=43,0034.C + 0,04178, onde A= absorbancia e C = concentracao(g/L). A reta
apresentou coeficiente de correlagdo igual a R= 0,99543 o que indicou linearidade,
de acordo as determinagdes da ANVISA (BRASIL, 2003). Obteve-se DP (desvio
padrao) de 0,0001 e um CV% (Coeficiente de variacdo) de 1,46. Estes valores
indicaram, ainda, que o meétodo utilizado apresentou baixa dispersao entre 0s

valores obtidos, indicando boa precisdo analitica.



Os resultados apontaram uma liberacéo linear de ativo ao longo das 14 horas
de ensaio (figura 17) o que, provavelmente, permitira o uso hidrogel por longos
periodos em curativos. O hidrogel, desta forma, apresentou uma liberacao
prolongada do farmaco, corroborando os resultados de Amaral (2009) e Murphy et
al. (2011).

Tabela 8. Andlise espectrofotométrica, C e % de NTZ liberada do hidrogel
PVAret/ GA-NTZ

Leitura da Absorbancia o C(g/L) ou mg/mL liberada,
em 375 nm Abs média acumulada, do hidrogel
T (horas) (375 nm) (A= 43,0034.C + 0,04178)
Amostra | Amostra | Amostra _
(n=3)
1 2 3
1-(02h) (340 0,340 0,333 0,338 0,00688
2-(04h) 328 0,328 0,329 0,328 0,01354
3-(06h) (325 0,325 0,326 0,325 0,02013
4-(08h) 325 0324 0,324 0,324 0,02670
5-(10h) (319 0319 0,319 0,319 0,03315
6-(12h) o309 0,307 0,307 0,308 0,03933
7-(14h) (30 0,281 0,281 0,281 0,04489

Fonte: elaboracao prépria

As concentragbes mensuradas foram consideradas fidedignas por

apresentarem-se acima do limite de quantificacdo do método LQ, LD, precisdo

(CV%) aceitavel e da exatiddo admitidas pela RES 899/2003 (ANVISA, 2003).

As concentracdes de NTZ recuperadas, expressas de forma cumulativa para as
amostras 1 a 7 (2 a 14 horas de ensaio) mostraram que o hidrogel liberou de forma
continua o farmaco ao longo do tempo, comportando-se como forma farmacéutica
de liberacdo prolongada.

Segundo trabalhos de Yilmaz (2002), a concentrag&o inibitéria minima (CIM) da
NTZ para os patdgenos testados €, respectivamente, 32 pg/mL para Escherichia coli
e 4 pug/mL para Staphylococcus aureus. As concentracdes calculadas de NTZ
liberada em cada aliquota (tabela 8) foram superiores a 5 pg/mL. Assim, a
concentracdo de farmaco liberada esta acima da CIM para Staphylococcus aureus,
um dos principais patdgenos bacterianos causador de infecgfes em feridas tépicas.

Quanto ao perfil de liberacdo prolongada, nota-se na figura 17 que a liberacéo
de NTZ a partir do hidrogel mostrou-se relativamente homogénea, permitindo

concluir que ocorre oferta, em um meio liquido, de concentragfes constantes do
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farmaco com o passar do tempo, testado em até 14 horas. Este dado é muito
importante quando se trata de atividade antimicrobiana, pois oscilagbes de
concentracdo na biofase podem se correlacionar com a selecdo de cepas
resistentes. Este dado pode ser confirmado no teste de liberag&o in vitro da NTZ a

partir do hidrogel de PAVAret/GA-NTZ, nas placas com as cepas bacterianas.

Figura 17: Perfil de liberacdo de NTZ do hidrogel de PVAret/GA-NTZ, em funcao do tempo

0,05

R*=0,959

0,045 0080 —
0,04 /‘é:
0.033 /%'33315
0,03 /
257
0,025 / 0,025
0,02 302013
0,015 /5,31354
0,01
"CI:'JTJESB

0,005

Clg/L)

o]

0 2 4 ] -] i0 12 14 16

T (horas)
Fonte: Elaboragéo propria

5.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana a partir da liberacdo da NTZ em meio

de cultura, pelo método de disco-difuséo.

A atividade da NTZ liberada foi avaliada in vitro através do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano em cultura microbiol6gica, com o0 uso das cepas referéncia
da American Type Culture Collection (ATCC) dos seguintes microorganismos:
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Estas cepas foram escolhidas por
apresentarem estabilidade genética e por serem padronizadas para a monitoracao
de varios parametros principais no controle de qualidade do teste de disco-difuséo,
conforme preconizado pela ANVISA (2006).

O disco de hidrogel de PVAret/GA-NTZ foi obtido por corte de um fragmento
do hidrogel com o0 mesmo diametro do disco comercial.

Com o auxilio de um paquimetro e fonte de luz refletida, foram medidos os
halos de inibicdo de crescimento bacteriano de E. coli ATCC 25922. Conforme
avaliacdo das figuras 18a, 18b e 18c. Os resultados mostraram 0s seguintes

diametros, que refletem a inibicdo de crescimento:



- disco de hidrogel PVAret/GA-NTZ: 18a = 20 mm; 18b = 22 mm; 18c = 21mm.

- disco comercial = 18a = 19 mm; 18b = 20 mm, 18c = 19 mm.

- disco de hidrogel de PVAret/GA (sem NTZ) = 0 mm nas placas 18a, 18b e 18c.
Estes resultados mostraram que o hidrogel de PVA reticulado sem adicéao de

NTZ ndo apresenta efeito bactericida nem bacteriostatico sobre a E. coli,

evidenciado pelo crescimento bacteriano sobre o disco(18c). Os discos de hidrogel

de PVA reticulado incorporados de NTZ (18b) apresentaram efeito bactericida sobre

a bactéria equivalente ao disco comercial (18a), considerado como referéncia.

Figuras 18a, 18b e 18c: Avaliagdo macroscoépica do teste de sensibilidade a NTZ, frente a
E. coli ATCC 25922:

Figura 18 a

Legenda: A= disco de hidrogel de PVAret/GA-NTZ, B= disco
comercial de NTZ, C= disco de PVAret/GA.



Figuras 19a, 19b e 19c: Avaliacdo macroscopica do teste de sensibilidade a NTZ, frente a S.
aureus ATCC 25083

T, Figura 19 b

Legenda: A= disco de hidrogel de PVAret/GA-NTZ, B= disco
comercial de NTZ, C= disco de PVAret/GA.

Os mesmos procedimentos para a medida dos halos de inibicdo observados
nas placas de E.coli, foram empregados para as medidas nas placas de
Staphylococcus aureus. Os valores estdo abaixo discriminados:

- disco de hidrogel PVAret/GA-NTZ: 19a = 18 mm; 19b = 18 mm; 19¢ = 21mm.
- disco comercial = 19a = 18 mm; 19b = 18 mm; 19¢ = 19 mm.
- disco de hidrogel de PVAret/GA (sem NTZ) = 0 mm nas placas 19a, 19b e 19c.

Os resultados mostraram que o hidrogel de PVA reticulado sem adicdo de

NTZ ndo apresenta efeito bactericida nem bacteriostatico sobre a E. coli,



evidenciado pelo crescimento bacteriano sobre o disco(18c). Os discos de hidrogel
de PVA reticulado incorporados de NTZ (18b) apresentaram efeito bactericida sobre

a bactéria equivalente ao disco comercial (18a), considerado como referéncia.

Figuras 20a, 20b e 20c: Avaliacdo macroscoépica do teste de sensibilidade a NTZ, frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

2l]b
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Legenda: A=disco de hidrogel de PVAret/GA-NTZ,
B=disco comercial de NTZ, C=disco de PVAret/GA.

A andlise das figuras 20a, 20b e 20c mostraram que a Pseudomonas
aeruginosa foi resistente aos trés discos, conforme ndo tenham sido observados
halos de inibicdo de crescimento em qualquer dos trés discos e em nenhuma das
amostras ilustradas acima. Este comportamento reflete a resisténcia natural desta
bactéria a NTZ, confirmando os achados de Johnson, Delavari e Azar (1999) e
Yilmaz et. al.(2002).



Os resultados das medidas de inibigdo de crescimento bacteriano a partir de
disco de hidrogel PVAret/GA-NTZ foram de 18 e 21 mm para as culturas de
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,
respectivamente (figuras 18 e 19). As medidas dos halos de inibicdo de crescimento
gerado pelo disco de hidrogel foram comparadas com os halos de inibigcdo do disco
comercial (padréo para comparacdo de inibicdo, como controle positivo). Como
controle negativo empregou-se o disco de hidrogel PVAret/GA (sem a NTZ).

O diametro dos halos de inibicdo referenciais, segundo CLSI M100-S22
(2012), devem ser = 17 mm. Assim, os testes demonstraram que a atividade
bactericida da NTZ liberada do hidrogel PVAret/GA-NTZ para E. coli e S. aureus
manteve-se acima do didmetro minimo recomendado para a atividade

antimicrobiana.

5.5 Caracterizacéao fisico-quimica do hidrogel
5.5.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Pode-se perceber pela figura abaixo (Figura 21) uma morfologia uniforme,
provavelmente como cristais pequenos. Esta estrutura facilita a solvatacdo e a
dissolugéo no contato o solvente. Neste sentido, em contato com a umidade da pele,
sobretudo com a descontinuidade de tecido caracteristica das feridas, pode permitir

a liberacéo do ativo nitrofurazona.

150 S1EE 1SS e
=k

Figura 21. Microfotografia do flme mucoadesivo por microscopia eletrdnica de
varredura. Microscopio de Varredura Eletrénica JEOL modelo JSM-63660.

5.5.2 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada para caracterizar a
NTZ (figura 22), o hidrogel sem NTZ (figura 23) e hidrogel com NTZ (figura 24). A



tabela 9 indica relagbes das bandas obtidas por espectrofotometria de Infravermelho
com polimero PVA (COSTA JR e MANSUR, 2008).

Tabela 9. Relacao de bandas obtidas do PVA por espectrofotometria de infravermelho:

Bandas (cm™) Grupos
3550-3200 v (OH)OH...OH
2937-2870 v CH
1650-1630 8 (OH)OH...OH
1461-1417 8 (CH)- CH,

1366 6 CH- R- CH,
1329 5 (OH)-C-OH
1254 v CH (=CO-C)
1084 v (C-0)-C-OH
922 8 (CH)-CH,
842 v (C-C)

Fonte: COSTA JR E MANSUR(2008), adaptado.

O espectro da figura 23 obtido do hidrogel de PVAret/GA, pode indicar que
houve interacéo entre PVA e o GA. Comparando-se a banda entre 3550-3200 cm™ do
grupamento (OH)OH...OH da ligacdo de hidrogénio intermolecular e intramolecular,
verifica-se que ha reducdo da intensidade indicando a possivel formacédo das
pontes acetais. O PVA apresenta outra banda caracteristica em 2800-2695 cm™ de
CH de aldeido, que sofre interferéncia apls reticulagdo com glutaraldeido
(SADAHIRA, 2007). Outras bandas em 1461-1417 cm™ do grupamento (CH)-CH, e
1366 cm™ do grupamento CH-R-CH, também apresentaram reducéo de intensidade
e podem indicar a ligacao com o glutaraldeido.

Comparando-se as figuras 23 e 24 (espectros do hidrogel sem nitrofurazona
e com nitrofurazona) nao se verifica deslocamentos de picos do espectro do hidrogel
com nitrofurazona. O perfil dos espectros foi mantido, o que pode significar que,
provavelmente, a nitrofurazona nao sofre interacao significativa em sua incorporacao

no hidrogel, sendo apenas carreada por este sistema.
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Figura 22. Espectro de infravermelho da nitrofurazona (em vermelho).
Espectro comparativo (em azul) de substancia do banco de dados
(orcein dye) (banco de dados).
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Figura 23. Espectro de infravermelho do hidrogel de PVAret/GA,
sem nitrofurazona (em vermelho). Espectro de PVA hidrolisado
(em azul) (banco de dados)
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Figura 24. Espectro de infravermelho de hidrogel PVAret/GA-NTZ
(em vermelho). Espectro de PVA hidrolisado (em azul) (banco de dados)

5.5.3 Anélise de Umidade por infravermelho

Obteve-se umidade de 18%, apds o periodo de secagem 72 horas a 40 °C. O
valor obtido foi préximo o obtido por Tardelli (2011) que foi de 14%, embora os
componentes fossem diferentes. Considerando o valor de umidade apresentado, o
produto mostra-se com teor promissor para armazenamento.

Relacionando o grau de intumescimento e sua umidade verificou-se que o
hidrogel & capaz de hidratar-se em cerca de 95%. Este dado é semelhante aos
obtidos por Horn (2008), que desenvolveu hidrogéis de quitosana, xantana e
coldgeno e apresentou faixa de hidratacdo entre 99,0 e 93,8%. O produto, neste
sentido, mostra boa capacidade de hidratacdo e ao mesmo tempo, facilidade de

armazenamento em funcéo de sua porcentagem de umidade relativamente baixa.



5.5.4 Analises térmicas

As analises térmicas buscam avaliar e entender o comportamento de
degradacédo dos polimeros (BERTOLINI, 2007). A Termogravimetria (TGA) permite
verificar a perda de massa em funcdo da temperatura. A Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) permite medir a diferenca de energia fornecida a substancia e um
material inerte em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e a referéncia séo
submetidas a uma programacgao controlada de temperatura. Toda alteracéo
termodin&mica que ocorrer, exotérmica ou endotérmica, pode ser entdo mensurada
pelo DSC (CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000).

Em estudos envolvendo analises térmicas, foi observado que o PVA mostra
duas regides principais de perda de massa, 220-325°C e 400-425°C (FERNANDES,
2005).

Pela andlise da curva de TGA do hidrogel de PVA reticulado com
glutaraldeido foi observado comportamento térmico semelhante com 45,30% de
perda de massa em 328,4° C e 24,38% de perda de massa em 421,3°C(Figura 25).
Ja o hidrogel de PVA reticulado com glutaraldeido e adicionado de nitrofurazona,
apresentou perda de massa significativa em 144,4°C (24,3%) e em 342,5°C
(19,74%) (Figura 26). Isto pode indicar que a adi¢do de nitrofurazona contribui para
uma menor estabilidade térmica do filme.

A curva termogravimétrica (TGA) disposta na figura 26 e a tabela 8
apresentam o0s principais eventos obtidos na curva de TGA do hidrogel com

nitrofurazona.

Tabela 10. Principais eventos observados na TGA do hidrogel PVAret/GA-NTZ

Temperatura (°C) Perda de massa (%)
53,62 6,06
144,41 24,30
342,52 19,74
446,17 1,94
563,79 572

Fonte: elaboracéo propria
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Figura 26. Curva termogravimétrica (TGA) do hidrogel PVAret/GA-NTZ

A curva DSC do hidrogel com nitrofurazona indicou dois eventos
endotérmicos (44,56 °C e 89,37 °C), com indicacao de fusdo das substancias (Figura
27). O processo de decomposicao, indicado por fendmenos exotérmicos inicia-se a
partir de 120 °C. Ja curva DSC do hidrogel sem nitrofurazona (Figura 28) percebe-se
um fendmeno endotérmico em 111,7 °C (fusdo das substancias) e decomposicéo a
partir de 185,5°C. Estas mudancas sdo um indicativo de que os mecanismos das
reacOes de degradacgédo térmica do hidrogel de PVA reticulado com glutaraldeido séo

alterados quando a nitrofurazona € incorporada ao filme.



Figura 27. Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) do hidrogel de PVAret/GA-NTZ

Figura 28. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) do hidrogel de PVAret/GA

5.5.5 Forca Bioadesiva

Algumas caracteristicas da matriz poliméricas influem no seu carater
bioadesivo, dentre elas, presenca na molécula polimérica de grupos quimicos
capazes de formar pontes de hidrogénio com o substrato biolégico presenca no
substrato bioldgico de grupos quimicos capazes de formar pontes de hidrogénio com
a matriz polimérica, cargas idnicas na superficie tanto da matriz polimérica quanto
do substrato biologico, alto peso molecular (e alta flexibilidade) da cadeia polimérica
além de valores adequados de tensao superficial que possa induzir a difusdo atraves
da camada de tecido epitelial (SOUZA, 2010).



A tabela 9 abaixo apresenta os resultados de bioadesdo de amostras de
hidrogéis. Pelos resultados observa-se que os a adi¢cdo de glutaraldeido n&o alterou

significativamente os resultados e propiciou um produto de menor fragilidade.

Tabela 11. Forca de adeséo (Wad) das amostras de hidrogel PVA ret/ GA-NTZ

Amostra Wad (uJ)

Hidrogel PVAret/GA 1210,33 £152,58
Hidrogel PVAret/GA-NTZ 1025,99 + 206,32




6 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que a metodologia para o preparo
dos hidrogel foi adequada. O hidrogel desenvolvido apresentou aparéncia adequada
em relacdo a cor, transparéncia e flexibilidade. Estas caracteristicas favorecem a
aceitacdo do produto pelos usuarios e, provavelmente, favorece sua aplicacdo em
diferentes locais do corpo humano.

O hidrogel apresentou boas caracteristicas em relacéo a liberacdo do ativo,
verificadas através dos ensaios de intumescimento, da taxa de liberacdo de NTZ in
vitro e do teste de sensibilidade microbiana, conforme comparacdo com resultados
de diferentes autores. O teste de intumescimento indicou aumento do peso de 100 *
5% até 350 + 11% sem perda de sua forma original durante 14 horas de ensaio. A
nitrofurazona incorporada apresentou atividade antimicrobiana esperada em relacéo
ao seu perfil de sensibilidade. Em relacdo a taxa de liberacdo in vitro, os resultados
foram satisfatorios apontando liberacdo prolongada do ativo. Estas caracteristicas
podem permitir o uso do hidrogel em curativos por tempo prolongado.

As avaliacOes fisico-quimicas realizadas indicaram a obtencdo de um produto
com caracteristicas estruturais adequadas. A microscopia eletrbnica apresentou um
produto com morfologia homogénea. O espectro de infravermelho indicou que a
nitrofurazona nao se ligou ao polimero de forma a ter alterada sua estrutura, o que
poderia reduzir sua atividade antimicrobiana. As analises térmicas indicaram que o
produto pode apresenta estabilidade na temperatura de uso pretendida (37C/
temperatura corporea).

Pelos resultados obtidos o hidrogel apresentou caracteristicas promissoras
para o emprego em lesGes de pele, particularmente para individuos com feridas de
dificil tratamento como as ulceracbes de membros inferiores de portadores de
diabetes melitus.

No entanto, para verificar sua efetiva aplicagdo como uma forma farmacéutica
para uso em humanos, sdo necessarios estudos in vivo e in vitro para avaliar seu

real potencial de emprego.
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