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RESUMO

Recentemente, tem-se verificado o desenvolvimento de diversas formulagdes
farmacéuticas de uso topico empregando principios ativos microencapsulados, tendo
como objetivo, entre outros, a liberagdo controlada do farmaco, em simultaneo com a
protecéo do ativo e mascaramento da sua cor e/ou odor. Dentre as estruturas carreadoras
empregadas, incluem-se as microparticulas (microcapsulas e microesferas) e as
nanoparticulas (nanocépsulas e nanoesferas). O objetivo principal deste trabalho de
pesquisa aplicada consistiu em desenvolver e avaliar um gel para aplicacdo topica,
contendo nitrofurazona (NTZ) na forma microencapsulada. Neste sentido, inicialmente,
foram preparadas microparticulas contendo NTZ por gelificagdo ionotrdpica de alginato
de sodio. As microparticulas foram caracterizadas por microscopia eletrdnica de
varredura, espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
pela determinacdo da eficiéncia do processo de encapsulagdo, e por analises térmicas
(TGA e DSC). Na sequéncia, foi desenvolvido um gel com 0,2% (m/m) de NTZ na
forma encapsulada, tendo como agente gelificante Aristoflex® AVC. O teor de 4%
(m/m) de Aristoflex® AVC empregado na formulacéo otimizada foi definido através de
analises de viscosidade, como sendo aquela percentagem que garantia a nédo
desestruturagdo do gel aquando da incorporagdo das microparticulas contendo NTZ
encapsulada, mantendo uma viscosidade constante no gel. O gel otimizado foi avaliado
no tempo quanto a viscosidade, aos 0, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de armazenamento. O gel
otimizado com as microparticulas de NTZ encapsulada foi avaliado quanto ao teor de
principio ativo por espectrofotometria no UV-visivel, fotoestabilidade, atividade
antimicrobiana e caracteristicas reoldgicas. O método de extrusdo/solidificacdo
empregado para obtencdo das microparticulas de alginato de céalcio com NTZ
encapsulada foi considerado adequado, tendo produzido uma eficacia de incorporagéo
de principio ativo de 97,8% + 1,1%. As microparticulas de alginato de célcio com NTZ
encapsulada apresentaram didmetros hidrodinamicos entre 500 pm a 800 um e formato
oval. Pelas andlises térmicas e espectro no infravermelho, considerou-se que a NTZ ndo
estabeleceu forte ligacdo com o polimero, o que pode ser favoravel para a liberagdo do
principio ativo. O gel a 4% de Aristoflex® AVC contendo as microparticulas de NTZ
encapsulada apresentou um teor de principio ativo de 0,18% + 0,05%, viscosidade
adequada ap6s 90 dias de armazenamento e comportamento pseudoplastico.
Adicionalmente, demonstrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
Apds 24 horas de exposicdo continua a luz UV, a formulagdo desenvolvida pode sofrer
fotodegradacéo, sendo necessério que o produto seja protegido da luz solar durante o
seu armazenamento. Pelos resultados obtidos neste trabalho de P&D, pode concluir-se
que o gel contendo microparticulas de alginato de célcio com NTZ encapsulada
apresenta caracteristicas promissoras para utilizacdo como formulagdo antimicrobiana
de uso topico.

Palavras-chave: microparticulas, nitrofurazona, alginato de célcio, aplicacdo topica,
gel, antimicrobiano



Abstract

Recently, there has been the development of various pharmaceutical formulations
of topical use employing microencapsulated active ingredients, aiming at (but not
limited to) the controlled release of the drug simultaneously with protection of the
pharmaceutical active ingredient and masking of its color and/or odor. Among the
carrier structures employed, one can find microparticles (microcapsules and
microspheres) and nanoparticles (nanocapsules and nanospheres). The major goal of
this applied research work was to develop and evaluate a gel for topical application,
containing nitrofurazone (NTZ) in microencapsulated form. In this regard, initially
NTZ-containing microparticles were prepared by ionotropic gelation of sodium alginate.
The microparticles were characterized by scanning electron microscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), by determining the efficiency of the
encapsulation process, and thermal analysis (TGA and DSC). As a result, a gel was
developed with 0.2% (w/w) of NTZ in encapsulated form, having as gelling agent
Aristoflex® AVC. The content of 4% (w/w) Aristoflex® AVC employed in the
optimized formulation was established through analyses of viscosity, as the fraction of
gelling agent that guaranteed maintenance of the gel structure upon incorporation of the
microparticles containing encapsulated NTZ, maintaining a constant viscosity in the gel.
The optimized gel formulation was evaluated throughout time with regard to viscosity
at 0, 30, 45, 60, 75 and 90 days of storage. The optimized gel with microparticles
encapsulating NTZ was evaluated for the content in active ingredient by UV-vis
spectrophotometry, photostability, antimicrobial activity and rheological characteristics.
The method of extrusion/solidification employed for obtaining the microparticles of
sodium alginate with encapsulated NTZ was considered adequate, producing an
efficiency of incorporation of active principle of 97.8% + 1.1%. The microparticles of
sodium alginate with encapsulated NTZ exhibited hydrodynamic diameters between
500 pm and 800 pm and oval shape. The results from thermal analysis and FTIR spectra
allowed to conclude that NTZ did not established strong links with the polymer, which
may be favorable for the release of the active principle. The gel prepared with 4% (w/w)
Aristoflex® containing the microparticles with encapsulated NTZ showed a content of
active ingredient of 0.18% =+ 0.05%, suitable viscosity after 90 days of storage and
pseudoplastic behavior. Additionally, it showed antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus. After 24 hours of continuous exposure to UV light, the
pharmaceutical formulation developed may undergo photodegradation, hence it is
necessary to protect the product from sunlight during storage. The results obtained in
this R&D work allow to conclude that the gel containing microparticles of sodium
alginate with encapsulated NTZ shows promising characteristics for use as a topical
antimicrobial formulation.

Keywords: microparticles, nitrofurazone, calcium alginate, topical application, gel,
antimicrobial



1.  INTRODUCAO

O delineamento de formas farmacéuticas tem como objetivo a producéo de
medicamentos a partir de produtos naturais, de sintese, ou obtidos por processos
biotecnoldgicos, susceptiveis de serem administrados com finalidade profilatica,
curativa ou de diagndstico. A obtencdo de formas farmacéuticas deve assim buscar a
facilidade tanto de posologia como de administracdo, a acdo desejada e a seguranca.
Partindo destes pressupostos, para uma formulagdo otimizada existem vérias formas de
incorporagdo de principios ativos, o que pode permitir atender diferentes perfis de
utilizacdo e em diferentes circunstancias. Evidentemente, é necessario considerar 0s
fatores fisico-quimicos do farmaco, as necessidades terapéuticas relacionadas ao
paciente e, principalmente, os fatores biofarmacéuticos, os quais incluem as
caracteristicas de absor¢do do farmaco a partir de diferentes vias de administragdo
(PRISTA et al., 2002; AULTON, 2005).

A eficécia clinica de um farmaco aplicado por via topica depende ndo s6 das suas
propriedades farmacoldgicas, mas também da sua disponibilidade no local de acéo
intencionado (MARTINS & VEIGA, 2002). A quantidade de fA&rmaco capaz de penetrar
na pele depende tanto da eficiéncia dos processos de liberacdo do farmaco a partir da
formulacdo que o contém como da capacidade de penetracdo da substancia ativa nas
sucessivas camadas da pele. Assim, a cedéncia ou liberacdo in vitro do principio ativo
de formulacdes topicas, depende tanto do carreador utilizado como da forma de
preparacédo da formulacdo (BEMVINDO, 2006).

Atualmente, tem-se verificado o desenvolvimento de diversas formulagdes
farmacéuticas envolvendo compostos ativos microencapsulados, objetivando a liberagéo
controlada de fa&rmacos, a redugdo da concentracdo do farmaco em outros locais que ndo
0s Orgdos ou tecidos alvo e a protecdo dos compostos que sejam labeis (SILVA et al.,
2003). Dentre as estruturas carreadoras empregadas, incluem-se as microparticulas
(microcépsulas e microesferas) e as nanoparticulas (nanocépsulas e nanoesferas)
(ALENCASTRE, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A nitrofurazona para uso humano tem seu emprego dirigido ao uso tdpico para o
tratamento de feridas e lesdes infectadas da pele e mucosas. Apresenta largo espectro de
acdo agindo contra varios microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Sua
atividade desinfetante favorece a cicatrizagdo no tratamento de feridas produzidas por
traumatismo, queimadura ou intervencéo cirtrgica (HARDMAN & LIMBIRD, 2003).



A nitrofurazona é comercialmente disponibilizada na forma de logdo e pomada (DEF-
Dicionario de Especialidades Farmacéuticas, 2012/2013). No entanto, seu uso em
pacientes queimados pode causar desconforto (FERREIRA et al., 2003).

O gel é uma forma farmacéutica com caracteristicas emolientes e refrescantes,
auxiliando assim a répida secagem na superficie da pele, formando uma fina pelicula
que mantém a regido afetada protegida por mais tempo além de manter a propriedade
ativa do farmaco presente na formulagdo (LIRA, 2003). Além disto, é possivel a
inclus&o no gel de principios ativos protegidos sobre a forma de microparticulas.

Considerando os fatos mencionados, desenvolveu-se neste trabalho de pesquisa
um gel contendo nitrofurazona microencapsulada em particulas de alginato de célcio,

para aplicacOes topicas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Pele Humana

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, pesando aproximadamente 5 kg e
apresentando cerca de 2 m® de area superficial em humanos adultos. Adicionalmente, é
um dos Orgdos mais complexos do corpo humano, pois pelo menos cinco tipos
diferentes de células contribuem para a formacéo de sua estrutura. As funcbes da pele
sdo diversas. Protege o organismo contra a desidratacdo e atrito, gracas & camada
queratinizada da epiderme. A pele recebe, por meio de suas terminagdes nervosas
sensitivas, informagdes sobre 0 meio ambiente e as envia ao sistema nervoso central.
Colabora com a termorregulacéo do corpo e excrecdo de substancias por intermédio das
glandulas sudoriparas. Pela presenca da melanina, pigmento que é produzido e
acumulado na epiderme, protege contra a agdo dos raios ultravioleta. Na pele se forma a
vitamina D3 pela acdo da radiacdo ultravioleta do sol sobre precursores sintetizados no
organismo. Apresenta células do sistema imunitario, que atuam contra a invasédo por
microrganismos.

A pele apresenta-se constituida por uma porcéo epitelial de origem ectodérmica, a
epiderme, e uma porgdo conjuntiva de origem mesodérmica, a derme. Abaixo e em
continuidade com a derme, encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo
(Figura 1) (MENEZES, 2006; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A epiderme é a camada mais externa da pele e apresenta espessura varidvel de
acordo com a regido do corpo, chegando a 1,5 mm nas plantas dos pés, sendo que
aproximadamente 95% da epiderme € constituida por epitélio pavimentoso
queratinizado. A epiderme consiste em uma complexa estrutura constituida de
diferentes camadas formadas pelos queratindcitos, células epiteliais estratificadas que
sofrem diferenciacdo & medida que vdo da camada basal até a superficie da pele
(RIBEIRO, 2006). As outras células que compbem a epiderme estéo representadas pelos
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (MENEZES, 2006;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



Figura 1. Representacdo esquematica das trés camadas da pele humana: epiderme,
derme e hipoderme. (retirado de http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp,
acessado em 24 de abril de 2013).
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A regido superficial da pele, chamada de estrato cdrneo, estd localizada na
epiderme, apresenta 10 a 20 um de espessura e € responsavel pela funcdo de barreira
priméria a absorcéo percutéanea de diversos compostos e & perda de agua. Essa estrutura
cOrnea atua ainda como principal reguladora da penetracdo percutanea de diferentes
compostos e é um marcador da integridade e funcdo da pele. A propriedade de barreira
fisica a difusdo de substancias, caracteristica do estrato corneo, é decorrente da presenca
de células ricas em queratina assim como de dominios lipidicos intercelulares
(MENEZES, 2006).

A derme é formada por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e vasos linfaticos,
nervos e terminagdes nervosas. Ja a hipoderme, também conhecida como tecido celular
subcutaneo, € constituida por lipécitos delimitados por septos de colageno com vasos
sanguineos (LIRA, 2003).

2.1.1. Estrato Cérneo

A Ultima camada da epiderme, a camada cdrnea ou estrato corneo, é o resultado
final do processo de diferenciagdo celular. A partir da camada basal é que se originam
as demais camadas que formam a epiderme, sendo nesta regido que se observa a maior
proporcdo de células em divisdo (RIBEIRO, 2006). Ao deixarem a camada basal, 0s
queratindcitos comecam a se diferenciar e, durante a migracdo através do estrato
espinhoso e granuloso, sofrem uma série de mudancas tanto na estrutura quanto na
composicgdo. Os queratindcitos sintetizam e expressam diferentes proteinas estruturais e

lipidios durante a sua maturacdo. A Ultima sequéncia da diferenciacdo dessas células



est associada a profundas alteracbes em sua estrutura resultando em células planas,
achatadas e anucleadas que caracterizam as escamas cornificadas resistentes do estrato
corneo (Figura 2). Esta camada altamente hidrofébica consiste, portanto, de células
diferenciadas chamadas cornéocitos, que apresentam um envelope celular composto por
proteinas e lipidios (LIRA, 2003).

Figura 2. Microfotografia da pele humana, destacando o estrato cOrneo pertencente a

estrutura epidermal. (retirado de http://www.microscopy-

uk.org.uk/mag/artaug02/gohisto.html, acessado em 03 de margo de 2013).

Tecido Epitelial Estratificado Pavimentoso

Estrato Corneo com

/com células achatadas

- ¥
Fibras Colagenas 8

Derme

50 pm . Membrana Basal

O estrato corneo € composto ainda por elementos do citoesqueleto, dominios
intercelulares enriquecidos em lipidios e jungdes intercelulares chamadas desmossomas
que interconectam os cornedcitos. Esta camada de células ndo-vidveis atua, portanto,
como principal obsticulo & permeacdo percutdnea de substancias quimicas e
microrganismos, além de resistir contra forgas mecanicas e estar envolvida na regulacéo
da liberagdo de &gua do organismo para a atmosfera, conhecida como perda de 4gua
transepidermal (SAPRA, JAIN, TIWANY, 2008).

Durante a diferenciagdo da epiderme, os lipidios sdo sintetizados nos
queratindcitos e direcionados para os dominios extracelulares, onde formam as camadas
extracelulares enriquecidas de lipidios. Durante os estagios finais da diferenciagdo, a
queratina é alinhada em uma variedade de interagBes altamente organizadas e
condensada com uma proteina da matriz: a filagrina. Esta proteina agrega os filamentos
de queratina em feixes firmes. Isso promove o colapso da célula para a forma achatada

que é caracteristica dos cornedcitos da camada cornificada. Juntas, queratina e filagrina



constituem 80% a 90% da massa protéica da epiderme dos mamiferos (DALLAN,
2005).

Em condi¢cBes normais, o estrato corneo é um tecido relativamente seco,
apresentando 15% a 20% de &gua em relagdo ao peso seco. Aproximadamente 25% a
35% da &gua presente no estrato corneo estd interagindo com a queratina. A agua
restante esta livre e disponivel para agir como solvente para permeantes polares. Em
razdo disso, a hidratagdo desempenha um papel importante, principalmente no que se
refere a0 aumento da permeagdo de solutos, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos
(WILLIAN, BARRY, 2004; DALLAN, 2005).

Devido a composicgdo lipidica do estrato corneo, com a longa cadeia de ceramidas,
acidos graxos livres e colesterol como principais classes, o0 comportamento da fase
lipidica é diferente daquele em outras membranas bioldgicas. No estrato corneo, fases
cristalinas estdo predominantemente presentes. Entretanto, uma subpopulagdo de
lipidios forma uma fase liquida. Tanto a natureza cristalina quanto a presenca de uma
fase lamelar de 13 nm de espessura sdo consideradas fundamentais para a funcéo de
barreira da pele (LIRA, 2003).

Os fatores que determinam as quantidades de solutos (especialmente farmacos)
permeadas pela pele incluem a concentracéo, o tipo de carreador, a solubilidade relativa
do composto no carreador e a permeabilidade da barreira apresentada pelo estrato
corneo (MORGAN, RENWICK, FRIEDMANN, 2003).

A pele constitui a principal barreia entre o organismo humano e o meio ambiente.
Apresenta importancia fundamental na manutencdo da homeostase corpdrea, como
controle de perda de &gua e protecdo contra agentes quimicos e fisicos provenientes do
meio ambiente. Sendo assim, a pele também representa a principal barreira a ser
vencida pelos farmacos, principalmente devido a sua camada mais externa, o estrato
corneo (DE SANTIS, 2008).

2.1.2. Vias de penetragdo de substancias através da pele

A grande maioria dos farmacos é administrada oralmente. Entretanto, devido a
biotransformacéo de primeira passagem pelo figado, esta via de administracéo torna-se
limitada para uma série de compostos. Em vista disso, observa-se que tem ocorrido
recentemente um interesse crescente na administracdo de farmacos através da pele, tanto

para o tratamento de doencas locais (via dérmica), bem como no nivel sistémico (via



transdérmica) (LIRA, 2003). Nesse sentido, a via dérmica apresenta-se como uma
alternativa para a administracdo de principios ativos, tendo atividade metabdlica
limitada (se comparada com a atividade metab6lica hepética) e possibilitando um perfil
de liberagdo continua do farmaco administrado (DALLAN, 2005; TANNER, MARKS,
2008). Além disto, a via topica é uma alternativa de interesse para a administracéo de
farmacos devido a fatores tais como uma elevada taxa de adesdo e facilidade de
interrupcdo da administracdo (DE SANTIS, 2008).

Desde a introducéo de um sistema de liberacdo transdérmico para a escopolamina,
em 1981, novas moléculas foram sugeridas para essa via de administracéo, tais como:
fentanil, lidocaina, prilocaina, nitroglicerina, estradiol, etinilestradiol, acetato de
testosterona, clonidina, nicotina, entre outras. Entretanto, algumas caracteristicas
importantes devem ser observadas para uma liberagéo e permeabilidade adequadas de
solutos (especialmente farmacos), tais como lipofilicidade suficiente para se difundir no
estrato cdrneo e hidrofilicidade suficiente para atingir a epiderme viavel e a circulacéo
sistémica, quando desejavel, carga elétrica, massa molecular, ponto de fusdo, dose e
frequéncia de administracdes diarias (THONG, ZHAIN, MAIBACA, 2007).

As restri¢es encontradas nesta via de administragdo séo principalmente pelo fato
de a pele possuir a caracteristica de barreira, limitando bastante a absor¢do dos
farmacos. Para absor¢do dos principios ativos, 0s mesmos deverdo ter poténcia
adequada, visto que a pele tem a capacidade de absorcdo de até 10 mg/dia. O farmaco
deve ainda possuir baixo peso molecular, boa solubilidade em &gua e dleo e,
principalmente, n&o ser irritante (LIRA, 2003).

Considerando essas caracteristicas, os compostos quimicos podem se difundir
utilizando as vias descritas abaixo e ilustradas na figura 3.

A via denominada transcelular permite a difusdo de compostos através das células
do estrato corneo, mais precisamente através dos feixes de queratina localizados dentro
dos cornedcitos (LIRA, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A passagem de moléculas também pode ocorrer pela via intercelular, ou seja,
através do cimento intercelular, e através deste, duas vias sdo possiveis para a difusdo de
substancias, a via polar e a via lipidica (SIMOES, 2013). Na via polar, o mecanismo de
penetracdo dos farmacos consiste em causar uma mudanca na proteina ou na
intensificacdo da acdo do solvente. J4 na via ndo-polar, a permeacdo esta baseada na
alteracdo da rigidez da estrutura lipidica e sua consequente fluidizacdo (DALLAN,
2005; LIRA, 2003).



Figura 3. Representacdo esquematica das vias de penetracdo de solutos através da pele
(GRATIERI, GELFUSO, LOPES, 2008).
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A funcgdo de barreira do estrato corneo pode ser modificada atraves de diversas
técnicas e substancias. O aumento da permeabilidade da pele para varios farmacos pode
ser conseguido mediante a co-administracdo de promotores quimicos de permeacao ou
pelo uso de promotores fisicos como a iontoforese, a sonoforese ou a electroporacéo
(SIMOES, 2013).

A pele, no entanto, pode ser facilmente danificada por acdo mecénica, agentes
quimicos e biolégicos, e por radiagdo. O tecido pode sofrer cortes, contusdes,
queimaduras, mordidelas e picadas. Detergentes, residuos quimicos, solventes e
poluentes atacam e penetram na superficie da pele. Microrganismos e plantas liberam
compostos alergénicos de contato. Além disto, muitas doencas podem afetar a pele
(AULTON, 2005).

As queimaduras da pele ocasionam lesdes importantes destruindo a superficie
cutanea a partir de atuante externo, variando desde uma pequena vesicula, bolha ou
erosdo, a perdas mais profundas ou largas capazes de desenvolverem muitas respostas
sistémicas (MELEGA, 2002).

2.2. Queimaduras



A queimadura representa um evento que acompanha a humanidade desde os
tempos remotos, porém com a utilizacdo difundida do fogo nas diferentes culturas os
acidentes passaram a ser cada vez mais comuns. As queimaduras, no entanto, devem-se
ndo somente a acdo do fogo mas também a acdo de produtos quimicos, radiacbes
ionizantes e até mesmo ao frio (MINISTERIO DA SAUDE, 2005; ROCHA, 2009). Os
agentes geradores das lesdes térmicas sdo liquidos, vapores, sélidos aquecidos, produtos
inflamaveis, contato direto com chamas, radiacdes ndo ionizantes e o frio, ja os agentes
responsaveis por queimaduras complexas sdo fricgdo mecénica, eletricidade, radiacdes
ionizantes como raios X, radiacdo alfa, radiagdo beta, radiagdo gama e produtos
quimicos.

A maior incidéncia de queimaduras acontece predominantemente no Sexo
masculino, em faixas etarias distintas, & em criancas a maior frequéncia encontra-se na
faixa etaria de até 6 anos de idade, sendo o maior causador de queimaduras 0S
escaldamentos, com predomindncia de 60% dos acidentes ocorridos na cozinha
(ROCHA, 2009).

De acordo com Palhares (2010), as queimaduras desestabilizam a integridade
funcional da pele e sua homeostase hidroeletrolitica, além de modificarem o controle da
temperatura interna e a flexibilidade e lubrificacdo da superficie corporal, sendo que
estas alteracGes podem ser mais severas de acordo com a profundidade das lesGes.

Com a leséo térmica o colageno fica exposto e, por conseguinte, ha ativacdo e
liberacdo de histamina pelos mastécitos. Com a liberacdo da histamina ocorre o
aumento da permeabilidade capilar, com a passagem do infiltrado plasmatico para o
intersticio dos tecidos lesionados, acarretando edema tecidual e hipovolemia. Outro
sistema ativado é o da calicreina que, por sua vez, produz cininas que auxiliam no
aumento da permeabilidade capilar agravando o edema e a hipovolemia. As cininas e a
exposicao do colageno sdo os fatores responsaveis pela ativacdo do sistema fosfolipase
e do é&cido araquiddnico que originard as prostaglandinas E2, aumentando a
vasodilatacdo, e resultando na dor. Concomitantemente, a via tromboxane é ativada e,
junto com a plasmina e trombina circulantes, formam o tamp&o nas paredes capilares
resultando num aumento na pressao hidrostatica de até 250%, contribuindo assim para o
edema tecidual (MELEGA, 2002; PALHARES, 2010).

Segundo Palhares (2010) e MENEZES (2006), nas lesdes superiores a 40% da
superficie corporal, além das evidéncias inflamatorias locais hd uma resposta sistémica

com o surgimento de febre, circulagdo sanguinea hiperdindmica e ritmo metabdlico



acelerado, aumento do catabolismo muscular oriundo da alteragdo hipotalamica,
aumento da secrec¢do de glucagon, cortisol e catecolaminas, e diminuicdo da barreira

para a corrente sanguinea.

2.2.1. Classificagao

As queimaduras séo classificadas de acordo com a extensdo da superficie corpdrea
queimada, sendo esta calculada em porcentagem da &rea total queimada. Além da area
queimada, deve-se observar a profundidade das queimaduras, que podem ser de

primeiro, segundo e terceiro grau (ROCHA, 2009).

e Queimaduras de primeiro grau: a epiderme, camada mais externa da pele é
atingida, sendo que estas lesdes ndo geram alteragdes hemodinamicas, pelo fato
da ndo vascularizacdo epitelial. Sdo caracterizadas clinicamente pela dor e pelo

eritema local.

e Queimaduras de segundo grau: a epiderme, a derme e partes dos anexos
cutaneos sdo afetados, apresentando o0s sinais e sintomas das queimaduras de
primeiro grau, porém ha a presenca de vesiculas ou bolhas superficiais ou
profundas, sendo que nas superficiais ndo ha sequelas e a cicatrizacdo é totalizada
em até 14 dias, enquanto que nas profundas a revitalizacdo pode chegar a demorar

35 dias podendo ocasionar cicatrizes com resultado estético insatisfatorio.

e Queimaduras de terceiro grau: todas as camadas da pele sdo atingidas nesta
classificagdo de queimaduras, que provocam lesbes profundas atingindo fibras
musculares e podendo atingir até alguns tecidos 6sseos subjacentes. Estas lesdes
sdo assintomaticas e indolores e ndo h& reepitelizacdo, ocasionando perda dos
anexos epidérmicos e das terminagBes nervosas epidérmicas e dérmicas. O
diagndstico clinico € atraves do aspecto da lesdo que apresenta superficie
endurecida, podendo expor por transparéncia vasos sanguineos lesionados
(VALE, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2005; ROCHA, 2009).

2.2.2. Principais tratamentos de queimaduras no Brasil



Ha relatos datados de 1500 a.C. sobre as técnicas de tratamento das queimaduras.
No século XVIII, preconizava-se o uso de agua gelada para minimizar a dor e o edema.
Apesar destas lesdes serem tratadas a seculos, somente no século XX se iniciou o estudo
fisiopatologico das mesmas, onde se envolveu a bioquimica das lesdes e sua evolugéo
(PALHARES, 2010).

A partir dos anos 60 deu-se preferéncia ao tratamento empregando curativos
oclusivos. A partir da década de 70 iniciou-se o tratamento com enxertos e extensores
de pele (MELEGA, 2002; PALHARES, 2010). Os substitutos temporarios de pele sio
materiais eficazes no tratamento de queimaduras superficiais recentes e também na
cobertura da pele enquanto se aguarda o enxerto definitivo (FERREIRA et al., 2003).

Especificamente para o caso do tratamento de queimaduras, existem atualmente
no mercado cerca de 120 tipos de produtos constituidos de diversos materiais, dentre 0s
quais se encontram os curativos Bioclusive e Silicone n-a (Johnson & Johnson),
Geliperm sheet (Geitlich Ltd.), Granuflex (ConvaTec Ltd.), Jelonet e Opsite flexigrid
(Smith & Nephew Medical Ltd.), Paratulle (Seton Healthcare Group plc), Spenco 2ndin
(Spenco Medical (UK) Ltd.), Tegaderm e Tegapore (3M Health Care Ltd.), Vigilon
(Bard), Omiderm (Omiderm Ltd.), além de uma linha de produtos produzidos pela
Hyperion Medical (hidrogéis, hidrocoldides, filmes, etc), dentre outros. Deve-se
salientar que todos os produtos anteriormente citados séo importados.

Em 2003, um biomaterial do tipo hidrogel reforcado com fibras de polipropileno
para uso em queimaduras foi desenvolvido no Instituto de Quimica da Universidade de
Séo Paulo (1Q-USP, Sao Paulo/SP, Brasil) e no Instituto de Pesquisas e Energia Nuclear
(IPEN, S&o Paulo/SP, Brasil) (VASCONCELOS, 2003).

Ainda em territdrio nacional, a empresa Bionext - Produtos Biotecnoldgicos (S&o
Paulo/SP), em parceria com pesquisadores do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista (IQ-UNESP, Campus Araraquara/SP) e do Instituto de Fisica da
Universidade de S&o Paulo (USP, Campus S&o Carlos/SP), desenvolveu um curativo de
celulose produzida pela bactéria Acetobacter xylinum para o tratamento de queimaduras.
Este curativo chegou a ser comercializado em hospitais, durante algum tempo, mas
entretanto e por motivos comerciais, teve sua distribuicdo interrompida (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005).

Apesar da diversidade de materiais disponiveis no mercado destinados ao
tratamento de queimaduras, normalmente o custo do tratamento é bastante elevado,

principalmente devido ao custo dos curativos e & necessidade de sua frequente troca.



O principal objetivo dos tratamentos e medicamentos desenvolvidos para
queimaduras consiste na redugéo da dor local, em impedir a incidéncia de hemorragia e
em favorecer o surgimento ou restauracdo tecidual e, com isso, proporcionar ao paciente
uma melhor qualidade de vida, acarretando assim uma adesdo maior ao tratamento e
diminuindo o tempo de internagdo em casos necessarios (ALBUQUERQUE et al.,
2010).

No combate as infecgBes locais secundérias ligadas a queimaduras associa-se
curativos oclusivos, antibioticos na forma de cremes, pomadas e solucdes. Entre tais
produtos destacam-se aqueles que empregam antibioticos como a sulfadiazina de prata a
1%, sulfametoxazol trimetoprima, polimixina B e neomicina. Outros cremes também
utilizados sdo aqueles contendo acetato de sulfanamida 10%, gentamicina 0,1% e
nitrofurazona 0,2% (FERREIRA, BRANDAO, SILVA, 2003).

2.3. Nitrofurazona

A nitrofurazona foi o primeiro derivado nitrofurdnico introduzido na clinica
medica, em 1946, para o tratamento por via oral de infecgBes bacterianas e para o
tratamento da Doenga de Chagas. Os nitrofuranos ou derivados do 5-nitrofurfural sdo
substancias que contém um grupamento nitroso na posicéo cinco do anel do furano, e
que apresentam atividade antibacteriana e exercem atividade contra certos protozoarios
e fungos. O uso da nitrofurazona promoveu, porém, diversos efeitos tdxicos graves
(como por exemplo, mutagenicidade e em alguns casos carcinogenicidade). Além disto,
os resultados para o tratamento da Doenga de Chagas ndo obtiveram resultados
satisfatorios (TAVARES, 2001).

A nitrofurazona apresenta elevada toxicidade quando administrada por via oral,
por razdo da hemdlise, sendo responsavel por causar graves problemas de neuropatias.
Assim, a via topica continua sendo a via de escolha para o tratamento de infecgdes
cuténeas, queimaduras e Ulceras, principalmente aquelas resistentes a outros farmacos
(BOSQUESI, 2009).

Deste modo, a nitrofurazona para utilizagdo humana tem seu emprego dirigido ao
uso tdpico para o tratamento de feridas e lesdes infectadas da pele e mucosas. Apresenta
largo espectro de agdo agindo contra varios microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, entretanto, seu mecanismo de acdo nédo esta perfeitamente esclarecido. Sua

atividade desinfetante favorece a cicatrizagdo no tratamento de feridas produzidas por



traumatismo, queimadura ou intervencdo cirdrgica. Também pode ser utilizada no
tratamento de contaminagBes bacterianas, causadas por rejeicdo, ou infecgGes
hospitalares epidémicas, infecgdes piodérmicas e Ulceras cutneas. Exerce acédo
bacteriostatica, na maioria das bactérias, em uma faixa de concentragdo de 1:100.000 a
1:200.000, e bactericida em concentragdes duas vezes superiores (HARDMAN &
LIMBIRD, 2003). A nitrofurazona ndo sofre absorcdo significativa através da pele
integra ou queimada, nem a partir de membranas mucosas, 0 que d& suporte ao seu uso
tépico (JOHNSON, DELAVARI, AZAR, 1999).

A nitrofurazona possui  nome quimico  2-[(5-nitro-2-furanil)metileno]
hidrazinacarboxamida, formula molecular CsHsN4O4. A sua férmula estrutural pode ser
visualizada na figura 4. A nitrofurazona apresenta, como principais caracteristicas, cor
entre o amarelo-limé&o e o amarelo escuro; auséncia de odor; sabor amargo ao paladar;
pH 5,0 a 7,4 em suspensdo aquosa a 1%, e pH 6,0 a 6,5 em solu¢do aquosa saturada;
sensibilidade & luz, escurecendo lentamente quando exposta a ela, e temperatura de
fuséo de 236 °C (KLEEMANN, ENGEL, KUTSCHER, 2001; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2005; TRISSEL, 2009; BRISTISH PHARMACOPEIA, 2010).

Figura 4. Férmula estrutural da nitrofurazona.
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A nitrofurazona sofre degradacdo por acdo da luz, sendo rapidamente
transformada em um composto “syn-isomero”, o qual é degradado, gerando uma série
de compostos de degradacéo corados, instaveis e de dificil caracterizagdo (DE LUCA et
al., 2010). Entretanto, segundo Trissel (2009), o escurecimento sob exposicédo a luz néo
afeta a sua poténcia.

Em fungdo de seu vasto uso, ndo somente para uso humano, varios métodos séo
descritos na literatura para a analise da nitrofurazona em farmacos e medicamentos, tais
como métodos espectrofotométricos (AGRAWAL & PATEL, 1986; SASTRY et al.,
1992; WALASH, EL-BRASHY, SULTAN, 1993; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2005; BRITISH PHARMACOPEIA, 2010), cromatograficos



(SHAHJAHAN & SHALABY, 1998; LUNN, 2000; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2005) e voltamétricos (MISHRA & GODE, 1985; MORALES,
RICHTER, TORAL, 1987; REDDAY & REDDY, 1992; KHODARI, MANSOUR,
MERSAL, 1999) e outros como queluminescénia (DU et al., 2007) e reflectancia difusa
(TUBINO, VILA, PALUMBO, 2009).

2.3.1. Formas farmacéuticas contendo nitrofurazona

As especialidades farmacéuticas comercialmente disponiveis estdo na forma de
solucdo tdpica e pomada a 0,2 % (DEF 2012/2013; KLEEMANN, ENGEL,
KUTSCHER, 2001). Entretanto, pomadas contendo nitrofurazona a 0,2%, quando
aplicadas no tratamento de queimaduras, podem causar dor. Pomadas de nitrofurazona
apresentam ainda, como efeito adverso mais frequentemente relatado, ocorrendo em
cerca de 1% dos pacientes tratados, dermatite de contato. O polietilenoglicol (PEG),
normalmente presente em pomadas de nitrofurazona, pode ser absorvido através da pele
injuriada podendo provocar danos renais, em especial aos néfrons, em casos de uso em
excesso (NORORONHA & ALMEIDA, 2000; FERREIRA et al., 2003).

O uso de preparacbes na forma de géis pode proporcionar formulagbes com
caracteristicas refrescantes, em funcdo da baixa oleosidade, com boas caracteristicas de
espalhamento e rapida absorcdo de principios ativos. No entanto, poucos S0 0S
trabalhos que apresentam formulacdes a base de géis contendo nitrofurazona, pelo fato
da formulagdo apresentar uma estabilidade relativa aquém quando comparada a
pomadas e cremes (FAULKNER et al., 1997). Em outros trabalhos cientificos,
verificam-se estudos de inclusdo da nitrofurazona em complexos com ciclodextrinas
(MELO et al., 2007) e quitosana, ou ainda a preparacdo de filmes poliméricos contendo
nitrofurazona (KIM et al., 2008; COELHO, 2012), visando alternativas de preparagdes

farmacéuticas tdpicas para utilizagdo da nitrofurazona.

2.4. Formas farmacéuticas topicas

Pomadas, cremes e géis sdo formas farmacéuticas semisdlidas destinadas a
aplicacdo topica, com acéo sistémica ou local. Estes produtos podem ser aplicados sobre
a pele, na superficie do olho ou ainda serem utilizados por via retal, vaginal e nasal.

Pomadas, cremes e géis podem ser utilizados pelos efeitos de seus ingredientes ativos



ou por efeitos fisicos com acgdo protetora e lubrificante (ALLEN, POPOVICH, ANSEL,
2007).

Dentre as principais formas farmacéuticas destinas ao uso topico, 0s géis
apresentam caracteristicas interessantes tais como capacidade refrescante e aparéncia
elegante. Os géis sdo definidos como sistemas semisélidos constituidos por dispersdes
de pequenas particulas inorgénicas ou de grandes moléculas orgénicas interpenetradas
por um liquido. Os géis também sdo definidos como um sistema solvente-polimero, que
contém uma rede tridimensional de ligagGes bastante estaveis, que dificilmente séo
afetadas por alteragdes térmicas. Um alto grau de reticulagdo quimica ou fisica pode
estar envolvido. O aumento da viscosidade causado pelo entrecruzamento e consequente
friccdo interna é responsavel pelo estado semi-sélido (ZATZ & KUSHLA, 1996;
ALLEN et al., 2007). Segundo a farmacopéia brasileira (2010), géis sdo formas
farmacéuticas semisdlidas de um ou mais principios ativos que contém um agente
gelificante para fornecer firmeza a uma solugdo ou dispersdo coloidal (um sistema onde
particulas de dimensdo coloidal, tipicamente com dimensdes entre 1 nm e 1 um, séo
distribuidas através do liquido).

A consisténcia semisolida dos géis € decorréncia da presenca de agentes
gelificantes, sendo na maioria sua concentracdo em geral, de 0,5% a 2% (ALLEN et al.,
2007).

Os geéis podem ser classificados em lipofilicos e hidrofilicos. O gel lipofilico €
resultante da preparagdo obtida pela incorporagdo de agentes gelificantes como
tragacanta, amido, derivados de celulose, polimeros carboxivinilicos e silicatos duplos
de magnésio e aluminio, em &gua, glicerol ou propilenoglicol. Os géis ditos
hidrofobicos consistem, geralmente, de parafina liquida com polietilenoglicol ou éleos
gordurosos com silica coloidal ou sabdes de aluminio ou zinco (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Evidentemente, a analise criteriosa de todos os componentes
presentes no gel deve ser realizada, visto serem agentes interferentes sobre a
estabilidade, viscosidade e compatibilidade, assim como sobre a eficicia na permeacéo

dos principios ativos na pele (LIRA, 2003).

2.5. Sistemas de liberagéo de substancias ativas para uso topico



Os sistemas de liberagdo de farmacos tém despertado a atencdo de inlimeros
pesquisadores nos Ultimos 10 anos, em fungdo das vantagens que podem gerar para a
saude humana (MARCATO & DURAN, 2008).

Sistemas de liberacdo de farmacos podem ser obtidos como modificacdes
farmacotécnicas com emprego de vetores/carreadores que permitem alterar propriedades
cinéticas ou dindmicas de um farmaco com otimizagao tanto da velocidade de cedéncia
como do regime de dosagem das substancias, permitindo assim uma liberagéo
controlada dos principios ativos (SCHAFFAZICK et al., 2003; CORREIA, 2005).
Considerando a via de administracdo cutanea e a liberagdo de substancias ativas na
epiderme, existe em muitos casos o interesse de maximizar o tempo de permanéncia do
composto na pele, minimizando a sua absorgao transdérmica (ALENCASTRE, 2002).

A liberagdo sustentada mostra-se importante para substancias ativas que sdo
irritantes em concentracBes elevadas, para suprir a pele por um periodo de tempo
prolongado e para reduzir a absorgdo sistémica. Embora o local de agdo da maior parte
dos cosméticos e farmacos de acdo topica seja a superficie da pele,para respeitar este
principio, é necessario uma escolha criteriosa do sistema de liberacdo. Substancias tais
como filtros solares, antissépticos e antibidticos, por exemplo, devem manter-se sobre a
pele. J4 outros principios ativos tais como clareadores e agentes anti-envelhecimento,
devem atuar na derme (ALENCASTRE, 2002).

O termo liberacdo controlada implica na predicdo e na reprodutibilidade da
cinética de liberacdo de um farmaco, sendo que os varios sistemas de liberacdo
controlada podem ser agrupados de acordo com os vetores/carreadores empregados.
Dentre as estruturas empregadas, incluem-se os lipossomas, as microparticulas
(microcépsulas e microesferas) e as nanoparticulas (nanocépsulas e nanoesferas)
(ALENCASTRE, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares coloidais formadas por bicamadas
lipidicas que podem ser definidos como associacGes coloidais de lipideos anfipaticos.
Séo vesiculas esféricas, com didmetros em torno de 0,003 pm a 10 pm, compostas de
moléculas constituidas por uma cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofobica. Dentro das
vesiculas (ndcleo hidrofilico) podem ser incorporados farmacos soliveis em agua,
enquanto que dentro das membranas podem ser incorporados farmacos sollveis em
lipideos (ALLEN, POPOVICH, ANSEL, 2007; GERALDO, 2008).

A expressdo micro/nanoparticulas é utilizada de acordo com o tamanho das

particulas. As microparticulas sdo pequenas particulas solidas e esféricas com tamanho



que varia entre 1 pm e 1000 um. As nanoparticulas sdo definidas como particulas de
tamanho inferior a 1 pm, caracterizando um sistema coloidal (KAYSER, 2005;
CABRAL, 2004; SILVA et al., 2003).

O termo micro/nanoparticulas, quando aplicado & liberacdo controlada de
farmacos refere-se a dois tipos de estruturas diferentes, micro/nanoesferas e
micro/nanocépsulas. Os sistemas denominados esferas integram o farmaco
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica, obtendo-se
um sistema monolitico, onde ndo é possivel identificar um ndcleo diferenciado. As
micro/nanocépsulas constituem sistemas do tipo reservatorios, onde é possivel
identificar um nucleo diferenciado, que pode ser solido ou liquido. As
micro/nanoparticulas podem ser constituidas de diferentes materiais biodegradaveis
como polimeros naturais ou sintéticos, lipidios ou fosfolipidios. O farmaco pode ser
integrado na matriz ou ligado a superficie das particulas (KAYSER, 2005). Na
microencapsulacdo forma-se um ndcleo que contém o composto ativo, protegido por
uma membrana do agente encapsulante. Nas microesferas 0 composto ativo
encapsulado esta disperso por toda a rede polimérica, formando geralmente um

composto homogéneo conforme ilustrado na figura 5 (PARIZE, 2009).

Figura 5. Representacdo esquematica evidenciando as diferengas entre microcapsulas e
microesferas (MADENE et al., 2006).
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O formato dos sistemas de liberacdo depende de mecanismos fisico-quimicos

pelos quais o composto foi encapsulado, portanto de acordo com o procedimento de



encapsulacdo empregado. A matriz de encapsulacdo poderé apresentar diferentes formas
(filmes, esferas, particulas irregulares), diferentes micro-estruturas (porosas ou
compactas) e diferentes estruturas fisicas (sélidas amorfas ou cristalinas, matriz
borrachosa ou vitrea) que influenciam diretamente na liberacdo do material ativo ou na
estabilidade do produto durante o armazenamento (AGUILERA, 2005; PARIZE, 2009).

2.6. Microencapsulagéo

A microencapsulacdo é um processo pelo qual substancias solidas, liquidas e até
gasosas podem ser encerradas no interior de particulas microscopicas pela formacéo de
uma fina camada ao redor da substancia. As cépsulas formadas podem liberar o
conteudo de forma controlada e sob condi¢Bes especificas (ALLEN, POPOVICH,
ANSEL, 2007; FAVARO-TRINDADE, PINHO, ROCHA, 2008).

A tecnologia da microencapsulacdo tem sido utilizada em diversas industrias,
como na agricola, alimentar, de produtos domesticos, médica, gréafica e cosmética. Na
industria farmacéutica, as aplicagBes sdo variadas indo desde o mascaramento de
sabores ou odores, conversdo de liquidos em sdlidos, protecdo em relacdo aos agentes
atmosféricos (umidade, luz, calor e/ou oxidagéo), reducdo ou eliminacdo da irritacdo
gastrica ou efeitos secundarios provocados por alguns farmacos, reducdo da
volatilidade, administragdo de farmacos incompativeis, melhoramento das
caracteristicas de escoamento de pds, facilitacdo do manuseio de substancias toxicas,
auxilio a dispersdo de substancias insollveis em 4gua em meios aquosos, até a producéo
de formas farmacéuticas de liberacdo controlada, sustentada e vetorizada (SILVA et al.,
2003). O processo de microencapsulacdo tem favorecido a redugdo da perda de
compostos devido a fatores fisicos e quimicos que ocasionalmente diminuem a
funcionalidade bioldgica, degradacdo quimica e liberagdo antecipada ou incompleta da
substancia ativa, além de aprimorar a qualidade do produto final, aparéncia, condi¢do de
armazenamento, uma maior adesdo do paciente ao tratamento por proporcionar em
alguns casos uma melhoria das caracteristicas sensoriais quando existe uma escolha
correta do agente de microencapsulacéo (PARIZE, 2009).

H4 uma grande variedade de métodos para a obtencdo e preparacdo de
microesferas e microcapsulas poliméricas, que permitem a incorporacdo de farmacos
hidrossoltveis ou lipossollveis. A sele¢do destas técnicas depende da aplicacdo que sera

dada & microcdpsula, do tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das



propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do agente encapsulante.
Adicionalmente, para a escolha do método mais adequado deve-se considerar ainda a
simplicidade, reprodutibilidade e exequibilidade do aumento de escala (FAVARO-
TRINDADE, PINHO, ROCHA, 2008; SEVERINO et al., 2011). A escolha do método
de microencapsulacdo é orientada pelas propriedades fisicas e quimicas tanto do
principio ativo como do agente encapsulante, assim como pelo propdsito da aplicacéo
do composto. Na Figura 6 encontram-se representados de forma esquematica diferentes
processos de microencapsulagdo (PARIZE, 2009).

As principais técnicas empregadas para a veiculagdo dos principios ativos incluem
métodos  mecénicos e  fisico-quimicos que usam  extrusdo/solidificagdo,
emulsificagdo/solidificagdo por extragdo e/ou evaporacdo do solvente, e coacervacao.
Varios polimeros também podem ser utilizados na producéo de microparticulas, e sua
escolha depende da aplicagéo requerida (SILVA et al., 2004; SEVERINO et al., 2011).

Figura 6. Representacdo esquemética de diferentes processos de microencapsulacéo
(PARIZE, 2009).
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2.6.1. Métodos mecanicos de microencapsulagéo

A preparacdo de microparticulas por métodos mecénicos baseia-se na utilizacéo
de dispositivos injetores, estacionarios ou giratorios, podendo realizar-se por
atomizacéo, fuséo ou fluidizacdo (SEVERINO etal., 2011).

O processo de atomizagdo, também conhecido por spray-drying, é o método
mecéanico mais utilizado. O farmaco, em solucdo ou dispersdo, € nebulizado juntamente
com o material revestidor solubilizado ou fundido. Isto é feito em uma camara de
evaporagdo, causando a rapida solidificacdo das goticulas e originando as
microparticulas (CABRAL, 2004).

O método que emprega fusdo também é denominado spray-congealing. Este
método baseia-se na transformacdo de goticulas do polimero fundido em
microparticulas sélidas por congelagdo. Neste método, o polimero é previamente
submetido a um processo de fusdo, seguindo-se a dissolucdo ou dispersdo do principio
ativo na massa fundida. Esta é posteriormente atomizada numa camara, na qual circula
uma corrente de ar frio ou um gés previamente arrefecido (PEREIRA, 2012).

Na fluidizacéo, as particulas s6lidas de farmaco s&o suspensas numa corrente de ar
quente ascendente formando um leito fluidizado. As particulas sdo revestidas por

nebulizacdo de uma solugdo do polimero adequado (SILVA et al., 2003). Pode também



utilizar-se revestimento em turbinas, o qual consiste em revestir nlcleos solidos através
da pulverizacdo do material de revestimento, com facil remocdo do solvente pela

corrente de ar.

2.6.2. Métodos fisico-quimicos de microencapsulacao

Os métodos fisico-quimicos empregados para a obtencdo de microparticulas
podem empregar extrusdo/solidificacdo, emulsificagdo/solidificacdo por extracdo e/ou
evaporacdo do solvente e coacervagéo.

Denomina-se coacervacdo o fendmeno que envolve a dessolvatacdo de um
polimero e a sua separacdo da solucéo polimérica, em duas fases liquidas imisciveis
entre si. Neste método, uma das fases torna-se mais densa, uma vez que fica
relativamente concentrada em polimero, enquanto que a outra fase estd praticamente
isenta de polimero. Este método origina microsferas ou microcdpsulas, quando o
principio ativo se encontra disperso sob a forma de particulas sélidas ou dissolvido num
6leo imiscivel com a solucéo polimérica, respectivamente. A dessolvatacdo do polimero
pode ser induzida por mudancga de temperatura, por alteracdo do pH, por adicdo de um
sal, de um “néo-solvente” do polimero ou de um polimero incompativel com a solugédo
polimérica (SILVA et al., 2003; SEVERINO et al., 2011). Os processos de coacervacéo
podem ser divididos em simples (por mudanca no pH, forga idnica, ou temperatura) ou
complexos (por complexacdo entre dois polieletrélitos de carga oposta) (CABRAL,
2004).

No método de extrusdo, o material do nicleo na forma liquida, fundido ou em
solugdo, é lancado através do orificio de um tubo fino ou seringa para formar
microgotas, cujo tamanho serd dependente do didmetro do orificio e da velocidade de
saida do material. A solidificacdo do material de revestimento pode ocorrer por
evaporacdo do solvente, difusdo do solvente ou por reagdo quimica (SILVA et al.,
2004).

Podem-se também preparar microparticulas por formacéo prévia de uma emulso,
cuja fase interna, na forma de microgotas, é solidificada originando as microparticulas.
A solidificagéo pode ocorrer por processos muito variados, tais como secagem em fase
liquida, extracdo de solvente, reticulacdo quimica e térmica, interacdo idnica, entre
outros (SILVA et al., 2004; SEVERINO et al., 2011).



2.6.3. Polimeros utilizados na obtengéo de microparticulas

Existe uma ampla gama de opcbes de matérias primas para utilizacdo como
agentes poliméricos na fabricacdo de diferentes formas farmacéuticas (VILLANOVA,
OREFICE, CUNHA, 2010). Os polimeros sio constituintes praticamente indispensaveis
na preparagdo de sistemas de liberacéo controlada de farmacos, devido a fatores como a
facilidade e baixo custo de obtencdo assim como a biocompatibilidade (REDESCHI,
2006).

Os polimeros utilizados nos produtos farmacéuticos sdo classificados em (i)
polimeros sintéticos (distinguindo-se entre biodegradaveis e ndo degradaveis), (ii)
polimeros naturais, e (iii) polimeros naturais modificados.

Os polimeros naturais sdo sempre biodegradéveis, podendo citar-se como
exemplos o coldgeno, a celulose e a quitosana, sendo muito utilizados como matrizes
em sistemas de liberagdo de farmacos. Os polimeros naturais modificados séo obtidos
por adicdo de grupos polares as cadeias poliméricas, com o objetivo de diminuir o
tempo de degradacdo. Exemplos deste tipo de modificagbes podem ser a reticulagéo de
gelatina utilizando-se formaldeido, a reticulagio de quitosana utilizando-se
glutaraldeido, entre outros. Modificaces enziméticas também s&o utilizadas, como por
exemplo a modificacdo de quitosana por tirosinase (CABRAL, 2004).

Os polimeros sintéticos tém sido bastante utilizados na obtencdo de
microparticulas, em funcdo da versatilidade que proporcionam, permitindo obter
microparticulas com perfis de liberagdo de principio ativo especificos e possibilitando
assim a sua administragéo por diversas vias (SEVERINO et al., 2011).

Dentre os diversos polimeros naturais utilizados na elaboragdo de produtos
farmacéuticos, podemos destacar as gomas (xantana, dextrana, pululana, gelana,
logusta, carragena), quitosana, pectina, alginato, sulfato de condroitina, gelatina,
dextrina, hialuronana e polilisina. Exemplos de polimeros sintéticos incluem (ndo se
limitando a) 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 ligagbes covalentes cruzadas por
grupos tidis e copolimeros diversos (VILLANOVA, OREFICE, CUNHA, 2010).



Os alginatos sdo polissacarideos derivados do &cido alginico, que por sua vez é
obtido principalmente a partir de algas marinhas da espécie Laminaria. Este
biopolimero pertence & classe dos copolimeros binérios, contendo ligagdes 1-4 de acido
B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdnico (G), de larga variagdo na composicéo e
estrutura sequencial (MOE, et al.,1995; OGAJI, NEP, AUDU-PETER, 2012).

Os alginatos possuem propriedades coloidais singulares tais como compactacao,
estabilizacdo, suspensdo, formagdo de filme, formacéo de gel e emulsdes. Os alginatos
possuem uma caracteristica exclusiva, que é a sua capacidade para reagir com cétions
polivalentes, especialmente ions calcio, resultando assim em géis fortes ou polimeros
insoluveis. Sais compostos por ions monovalentes (sédio, potassio, aménio) formam
alginatos soluveis em agua, j& os formados por ions multivalentes (célcio, cromo, bério,
aluminio) formam alginatos insoliveis em &gua. A estrutura do gel de alginato ndo
depende apenas da concentracdo empregada e da estrutura quimica do material do gel,
porém ela é dependente também da cinética utilizada na formacéo do mesmo, que esta
diretamente ligado a concentragdo de cétions, da forga iénica e do pH (SANTANA,
2010).

3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral
Desenvolver e avaliar caracteristicas fisico-quimicas e reolégicas, fotoestabilidade

e atividade antimicrobiana de um gel para aplicagdo topica contendo nitrofurazona na

forma microencapsulada.



3.2. Objetivos especificos

« Preparar de microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona

encapsulada, com definicdo da técnica mais adequada;

« Avaliar caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas de alginato de célcio

contendo nitrofurazona encapsulada;

« Preparar de formulacdo farmacéutica na forma de gel com nitrofurazona

microencapsulada estabelecendo a formulacdo mais adequada;

« Avaliar a estabilidade do gel produzido -considerando viscosidade,

fotoestabilidade e teor de nitrofurazona;

« Avaliar a atividade antimicrobiana do gel produzido integrando microparticulas

de alginato de célcio contendo nitrofurazona encapsulada.

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e consumiveis

Todos os reagentes utilizados neste trabalho de pesquisa foram de grau de pureza
farmacéutico ou PA, tendo sido utilizados sem qualquer tipo de purificacdo adicional. A
agua utilizada foi purificada num sistema Milli-Q Elga Purelab (Molsheim, Franca) até

uma condutividade final de cerca de 18.2 MQ.cm®. O alginato de sodio (baixa



viscosidade) com teor de base seca de 90,8%-106,0%, lote 1000896, e o alginato de
sodio (alta viscosidade), com teor de base seca de 90,8%-106,0%, lote 0805920, foram
adquiridos a Vetec Quimica fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil); O Aristoflex® AVC, lote
GBG0008741, foi adquirido a PharmaSpecial - Especialidades Quimicas e
Farmacéuticas Ltda (Santana de Parnaiba, Brasil); O cloreto de célcio (anidro, em po,
PA, lote 07060931) foi adquirido & CAQ - Casa da Quimica (Diadema, Brasil); A
nitrofurazona (C.A.S. 59-87-0, formula molecular Cs HsN4O4), com teor em base anidra
igual a 97,3%, de origem chinesa, foi gentilmente doada pela empresa Henrifarma
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda (S&o Paulo, Brasil). O polietilenoglicol 300
(lote 110217C914C2), o propilenoglicol (lote TQ9502109062) e o Nipagin™
(metilparabeno, lote 81239) foram adquiridos & Labsynter - Produtos para laboratério
Ltda (Diadema, Brasil). O Nipazol™ (propilparabeno, lote KI0701) adquirido a Natural

Pharma Quimica Ltda (S&o Paulo, Brasil).

4.2. Equipamentos

Os equipamentos cientificos utilizados incluiram uma balanca analitica da marca
Tecnal (modelo SHI-AUY-220, Kyoto, Japdo), uma balanca analitica da marca Explorer
Ohaus (modelo 220, Newark, EUA), um espectrofotbmetro da marca Multispec
(modelo 1501, S&o Paulo, Brasil), um espectrofotdometro da marca Gold Spectrumlab
(modelo 53, Pequim, China), um viscosimetro da marca Brookfiled (modelo Dv — |
prime, EUA), uma lampada UV da marca Mineralight Lamp (modelo UVGL-58 (254
nm), Berlim, Alemanha), um agitador magnético da marca Fisaton (modelo 752 A, Séo
Paulo, Brasil), uma pistola de pintura da marca Mac Loren (modelo P-100, Garga,
Brasil), um tamis da marca Ber Tel (modelo 180 mm, Caieiras, Brasil), um
homogeneizador Ultra-Turrax da marca IKA Hielscher Ultrasonics (modelo 50, Berlim,
Alemanha), uma incubadora da marca American Lab (AL-140, Charqueada, Brasil), um
liofilizador da marca Thermo Fisher (modelo 110, San José, EUA), uma estufa da marca
Fanem (modelo 515 A, Guarulhos, Brasil), uma placa aquecedora da marca Fisaton
(modelo 752 A, S&o Paulo, Brasil), um ultrapurificador de &gua da marca MilliQ
(modelo Elga purelab, Molshein, France), uma bomba de vacuo da marca Prismatec
(modelo 131, Itu, Brasil), um microscopio 6tico da marca Olympus (modelo CH30RF
100, Téquio, Japdo), um microscopio eletronico de varredura da marca JEOL (modelo

JSM-63660, Téquio, Japdo), um espectrometro de absor¢do na regido do infravermelho



com transformada de Fourier da marca Bomem (modelo MB100, Zurique, Suiga), um
calorimetro diferencial de varredura (DSC) da marca TA Instruments (modelo MDSC
2910, EUA), e um termogravimetro (TGA) da marca TA Instruments (modelo 2050,
EUA).

4.3. Meétodos experimentais

4.3.1. Preparacdo de microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada

Foram preparadas particulas contendo nitrofurazona através dos métodos de
emuls&o/solidificacdo e extrusdo/solidificagdo, sendo o0s procedimentos seguidos

explicitados nas segdes 4.3.1.1. e 4.3.1.2., respectivamente.

4.3.1.1. Preparacdo de microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada por

emulsao/solidificagéo

A preparacdo das microparticulas com nitrofurazona encapsulada através da
técnica de emulséo/solidificagdo empregou os componentes listados na Tabela 1, tendo
envolvido trés etapas sequenciais. Na etapa | (preparo da emulsdo), aqueceu-se a fase
aquosa até atingir uma temperatura de 60 °C e logo em seguida foram pesados 0s
componentes oleosos (6leo de améndoas e monoestearato de glicerila), tendo estes sido
aquecidos até ao ponto de fusdo da mistura (55 °C - 60 °C), formando-se assim a
emulséo, logo apds adicionou-se a formulagdo a nitrofurazona. Na etapa Il (producéo
de microparticulas), a emulsdo resultante da etapa | foi gotejada (utilizando uma seringa
hipodérmica (21-G) de 5 mL) para uma solucéo aquosa de cloreto de célcio 1 M, para
solidificacdo das particulas por interacdo idnica com o cloreto de célcio. A solucéo de
cloreto de célcio foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo com Ultra-Turrax a
10,000 rpm. As particulas resultantes assim obtidas foram mantidas na solucdo de
cloreto de célcio por duas horas, para um endurecimento adicional das mesmas, tendo
depois sido separadas por filtracdo. Finalmente, na etapa Il (desidratacdo), as
particulas produzidas foram lavadas com A&gua ultrapura e liofilizadas, sendo

armazenadas em dessecador e ao abrigo da luz.



Tabela 1. Constituicdo das microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada,

obtidas por meio da técnica de emulsificacéo / solidificag&o.

Componente Concentracéo (%, m/m)
Oleo de améndoas 14,0
Monoestearato de glicerila 6,0
Tween 80 0,68
Span 80 0,32
Alginato de sodio de baixa viscosidade 2,4%
Alginato de sodio de alta viscosidade 1,6%
Nitrofurazona 0,2
Agua ultrapura Qsp 100%

Notas: Qsp — quantidade suficiente para

4.3.1.2. Preparacdo de microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada por

extrusdo/solidificacao

A preparacdo das microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada por
extrusdo/solidificacdo foi desenvolvida por gelificagdo ionotrépica do alginato de sddio,
sendo realizada em trés etapas. A formulagdo final encontra-se representada na Tabela
2, e envolveu trés etapas sequenciais. Na etapa | (preparacdo da solucdo de
nitrofurazona e alginato de so6dio), determinou-se inicialmente a melhor proporcao entre
alginato de sddio de baixa viscosidade e alginato de sodio de alta viscosidade. Assim,
foram testadas as relagBes percentuais de 40:60, 50:50, e 60:40, de alginato de sddio de
baixa viscosidade e alginato de sodio de alta viscosidade, respectivamente. Os
componentes nitrofurazona e alginato de sddio foram pesados separadamente, e 95 mL
de &gua ultrapura foram aquecidos a cerca de 60 °C. A &gua ultrapura aquecida foi
entdo adicionada gradativamente ao alginato de sédio até sua dissolugdo total, sob
agitacdo magnética durante cerca de 10 min. Apds a formacdo do gel de alginato
adicionou-se a nitrofurazona na forma de po, sob agitacdo manual (em torno de 60
rotagbes por minuto) durante cerca de 2 min. Na etapa Il (extrusdo), deixou-se a
solugdo obtida na etapa | em repouso por cerca de 30 minutos até esta atingir a

temperatura ambiente (25 °C). Seguidamente, a solucdo foi transferida para o



reservatdrio de uma pistola de pintura a jato de ar comprimido. A solugdo foi de seguida
pulverizada sobre uma solugcdo de cloreto de célcio a 1 Molar (2,0 % (m/m)) a
temperatura ambiente (25 °C). A solucdo de alginato e nitrofurazona pulverizada sob
pressdo, ao entrar em contato com a solucéo de cloreto de célcio deu assim origem a
formacdo de microparticulas, ficando estas dispersas na solucéo de cloreto de calcio. Na
etapa Il (secagem), as microparticulas obtidas foram filtradas em tamis com malha
fina e de 180 mm de dimensdo. Em seguida, permitiu-se que as particulas secassem a

temperatura ambiente (25 °C) durante 24 horas, ao abrigo da luz.

Tabela 2. Constituicdo das microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada,

obtidas por meio da técnica de extrusdo/solidificag&o.

Componente Concentracéo (%, m/m)
Alginato de sodio (alta viscosidade) 2,4
Alginato de sodio (baixa viscosidade) 1,6
Nitrofurazona 0,2
Cloreto de célcio 2,0
Agua ultrapura Qsp 100%

Notas: Qsp — quantidade suficiente para

4.3.2. Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas contendo nitrofurazona

encapsulada

As microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada foram caracterizadas, do
ponto de vista fisico-quimico, através da (i) avaliacdo de sua morfologia microestrutural
empregando microscopia eletronica de varredura, da (ii) determinacdo da quantidade de
farmaco associado as microparticulas por espectrofotometria no UV-Visivel, e do (iii)
estudo da forma de associagdo do farmaco as substancias utilizadas na producéo das
microparticulas, tanto atraves de analises térmicas como por espectrofotometria de

infravermelho com transformada de Fourier.



4.3.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada foram observadas em
microscopio eletrénico de varredura, marca JEOL, modelo JSM-63660 (JEOL, Tdquio,
Japdo). Amostras das microparticulas foram recobertas com ouro coloidal num sputter
coater, sob vacuo, e posteriormente transferidas para a cAmara do MEV, sendo obtidas

fotomicrografias utilizando feixes de elétrons com intensidade de 10 keV.

4.3.2.2. Analises térmicas (TGA e DSC)

Para a caracterizagdo termogravimétrica das microparticulas, foi realizada a
analise termogravimétrica e analise térmica por calorimetria diferencial de varredura. O
equipamento utilizado para as analises de TGA foi o termogravimetro modelo 2050 da
marca TA Instruments (modelo MDSC 2910, EUA).

Nas anélises de DSC utilizou-se um microcalorimetro diferencial de varredura da
marca TA Instruments, modelo MDSC 2910 (EUA), tendo-se submetido as amostras de
microparticulas a uma rampa de temperatura de 20 °C até 300 °C, a uma velocidade

linear de aquecimento de 10 °C min™.

4.3.2.3. Analises por espectrofotometria de infravermelho com transformada de

Fourier

Os espectros de infravermelho, tanto de nitrofurazona pura como de amostras das
microparticulas  contendo  nitrofurazona  encapsulada, foram obtidos num
espectrofotdometro de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(Bomem, modelo MB100, Zurique, Suiga) na gama de comprimento de onda de 4000 a

100 cm™ com resolugéo de 4 cm™.

4.3.3. Preparacéao da formulacéo farmacéutica na forma de um gel para aplicacéo

topica



Para a preparagdo da formulacdo farmacéutica na forma de um gel, pesaram-se
todos os componentes separadamente. Aqueceu-se 90 mL de &gua ultrapura até cerca de
60 °C, em béquer de 250 mL, e adicionou-se gradativamente o agente gelificante
(Aristoflex®) sob agitacdo manual (com vareta de vidro) até obtencéo de gel translicido
e viscoso. Lentamente, os demais componentes foram adicionados (propilenoglicol,
polietilenoglicol), assim como a mistura conservante (fenoxietanol, metilparabeno,
propilparabeno), com agitagdo manual constante.

Apo6s o término da preparacdo do gel nas concentragdes de polimero 2,0%, 2,5%,
3,0%, 4,0% e 5,0% (m/m), deixou-se este em repouso por cerca de 30 minutos até
atingir a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, foram adicionadas as
microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada (apenas aquelas obtidas pelo
processo de extrusdo/solidificacdo, uma vez que o processo de secagem conferiu
aquelas particulas produzidas pelo processo de emulsdo/solidificagdo uma aparéncia
pastosa tendo as mesmas ficado completamente aderidas umas as outras). Para avaliacdo
das caracteristicas fisico-quimicas do gel com microparticulas contendo nitrofurazona
encapsulada, preparou-se adicionalmente um gel sem particulas e outro gel com
nitrofurazona na forma livre. O procedimento seguido foi semelhante aquele realizado
para obtencdo do gel com microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada. As

formulagdes produzidas estdo detalhadas na Tabela 3.

Tabela 3. Formulacdes desenvolvidas para a producdo do gel com microparticulas
contendo nitrofurazona encapsulada, do gel sem particulas com

nitrofurazona encapsulada, e do gel com nitrofurazona na forma livre.

Concentracéo (%, m/m)

Gel com
microparticulas Gel com
contendo nitrofurazona
nitrofurazona | na forma livre
encapsulada

Gel sem
microparticulas
de nitrofurazona

encapsulada

Componente da formulagéo

2,0%; 2,5%:;
Aristoflex ® AVC 3,0%; 3,5%, 2,0% 2,0%
4,0% e 5,0%

Microparticulas com

. 02% | - | e
nitrofurazona encapsulada

Propilenoglicol 5,0% 5,0% 5,0%




Nitrofurazona | --—--- 02% | = -
Fenoxietanol 0,4% 0,4% 0,4%
Solugdo Metilparabeno 0,15% 0,15% 0,15%
conservante
Propilparabeno 0,02% 0,02% 0,02%
Agua ultrapura *Qsp 100% *Qsp 100% *Qsp 100%

Notas: Qsp — quantidade suficiente para

4.3.4. Caracterizacdo do gel incorporado com microparticulas contendo

nitrofurazona encapsulada

O gel adicionado das microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada foi
caracterizado quanto & sua viscosidade, teor em principio ativo e fotoestabilidade, de

acordo com os procedimentos a seguir discriminados.

4.3.4.1. Ensaios de fotoestabilidade dos géis

O estudo de fotoestabilidade dos géis foi realizado de acordo com as
especificagdes descritas por Melo, Grillo e Moraes (2007). Utilizou-se como fonte de
luz uma lampada UV dentro de uma cdmara de dimensdes 20cm x 27cm x 23cm, sendo
a amostra de gel irradiada a uma distancia de 18 cm da lampada, distancia esta
considerada segura, pois os raios UV incidem sem possibilidade de ocorrer o
aguecimento das amostras. Os ensaios de fotoestabilidade foram realizados expondo
cerca de 10 g dos geis em placas de Petri isoladas com filme plastico (para evitar perdas
de massa por evaporacdo de agua). Os ensaios de fotoestabilidade foram realizados em
amostras de gel somente com o polimero (amostra controle), em amostras de gel
incorporado com nitrofurazona na forma livre, e em amostras de gel incorporado com
microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada.

Para determinacgdo do teor de nitrofurazona e sua relagédo com a fotoestabilidade,
foram retiradas aliquotas com intervalos de 60 minutos até perfazer um total de 3 horas
de exposicdo. Apos este periodo, as amostras foram mantidas até 24 horas sob luz UV.
Os teores de nitrofurazona das amostras foram determinados por espectrofotometria
UV-Visivel a um comprimento de onda de 375 nm (TUBINO, VILA, PALUMBO,
2009).



4.3.4.2. Caracterizacao reoldgica dos géis produzidos

Para a determinacdo da viscosidade dos géis foi utilizado um viscosimetro da
marca Brookfield (modelo Dv — | prime, EUA). Para as amostras dos geis contendo
microparticulas com nitrofurazona encapsulada foram utilizados spindles Brookfield de
referéncias S-05, S-06 e S-07, a uma velocidade de rotacdo de 10 rpm, & temperatura
ambiente (25 °C). Todas as andlises foram feitas em triplicata. O software do
viscosimetro fornece, além dos valores de viscosidade, dados de tensdo de cisalhamento
em funcdo da taxa de cisalhamento, pelo que estes dados foram também utilizados para
a caracterizacdo reologica das amostras dos Varios géis produzidos.

A tensdo de cisalhamento foi determinada matematicamente através da relacéo
T=yx n, onde t é a tensdo de cisalhamento, y é a taxa de cisalhamento e n a
viscosidade do fluido. A tenséo e a taxa de cisalhamento foram utilizadas para analisar o
comportamento de fluxo dos hidrogeis. O comportamento tixotrdpico ou reopético dos

fluidos foram avaliados a partir da medida da viscosidade (1) em fungdo do tempo (t).

4.3.4.3. Determinacdo do teor de nitrofurazona por espectrofotometria no UV-

Visivel

O método utilizado para a determinacdo do teor em nitrofurazona foi aquele
desenvolvido por Tubino, Vila, Palumbo (2009) envolvendo espectrofotometria no UV-
Visivel, utilizando-se polietilenoglicol para dilui¢do do principio ativo, com leituras de
absorvancia efetuadas ao comprimento de onda de 375 nm. Para validacdo do método
proposto, seguiram-se as diretrizes apontadas na Resolugdo RE n° 899 de 29 de maio de
2003 (BRASIL, 2003), considerando linearidade, precisdo, exatiddo, limite de

quantificagdo e limite de determinagé&o.

Linearidade. Para a determinacdo da linearidade do método, preparou-se uma solucéo
de nitrofurazona a 200 mg L™ em polietilenoglicol e efetuaram-se diluicdes em agua
ultrapura até obtencdo das seguintes concentragdes: 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 mg Lt

para obtencdo da curva de calibragdo. A relagdo linear simples foi determinada pela



equacdo Y=aX + b, onde Y = sinal analitico e X = concentra¢ao. O critério minimo

aceitavel de correlacdo deve ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003).

Preciséo intra-corrida. Para a determinacéo da preciséo intra-corridas, foram utilizadas
4 concentracgdes de nitrofurazona em polietilenoglicol, nomeadamente baixa (2,5 mg L
1), médias (10 e 12,5 mg L™) e alta (20 mg L"), em triplicata. A precisio foi calculada
através do coeficiente de variagdo conforme a Eq. (1), onde CV = coeficiente de

variacéo; S = desvio padréo; X = concentracdo média das determinagdes:
_S
CV==x100 )
X

Exatidao. A exatiddo define a proximidade do resultado experimental com o valor real,
sendo determinada através de comparacéo dos resultados obtidos com substancia padréo
secundéria, de acordo com a Eq. (2), onde X = concentracdo média experimental, e CT

= concentragéo tedrica ou real:
_— X
Exatiddo = — x100 2
CT

Limite de deteccdo. A estimativa do limite de deteccdo foi realizada com base na
relagdo de 3 vezes o sinal do branco, como indicado na Eg. (3), onde LD = limite de

detecgdo; Dpa = desvio padréo do branco; IC = inclinagdo da curva de calibragao:

Lp=2Pa, 3 @3)
IC

Limite de quantificacdo. A estimativa do limite de quantificacéo foi realizada com base
na relacdo de 10 vezes o sinal do branco, como indicado na Eqg. (4), onde LQ = limite de

detecgdo; Dpa = desvio padréo do branco; IC = inclinagdo da curva de calibragao:

DPa
IC

LQ=—""x10 (4)



4.3.4.4. Determinacdo do teor de nitrofurazona incorporado nas microparticulas e

da eficiéncia de encapsulagéo

A quantidade de nitrofurazona incorporada nas microparticulas foi calculada pela
diferenca entre a concentracéo total de fArmaco oferecido e a concentragdo de farmaco
livre no sobrenadante ap6s o processo de encapsulacdo. Considerou-se como farmaco
oferecido o farmaco adicionado na mistura para a preparacdo da solucdo de
nitrofurazona e alginato de sédio. O farmaco livre foi considerado o farmaco que ficou
disperso na solucdo de cloreto de célcio (i.e., o sobrenadante ap6s a produgdo das
particulas). Os teores de nitrofurazona foram determinados espectrofotometricamente
no UV-Visivel a um comprimento de onda de 375 nm (TUBINO, VILA, PALUMBO,
2009).

4.3.5. Ensaio de atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar

A eficacia antimicrobiana do gel otimizado, incorporando microparticulas de
alginato de célcio contendo nitrofurazona encapsulada foi determinada pela técnica de
difusdo em 4gar, método descrito por Bauer, Kirbby e Sherris (1966) e Pedersen (1999)
bem como segundo o padrdo do Comité Nacional de Padrdes Clinicos Laboratoriais
(CLSI, 2011). Todos os procedimentos envolvidos foram executados em capela de fluxo
laminar unidirecional e todos os materiais e insumos empregados estéreis. Os ensaios
microbioldgicos foram realizados utilizando uma cepa de Staphylococcus aureus (cepa
CCCD S007 - Cefar Diagnostico Ltda, S&o Paulo Brasil).

A cepa de Staphylococcus aureus foi, inicialmente, inoculada em caldo nutritivo
BHI (Brain Heart Infusion) (Fluka, St. Louis MO, E.U.A.), e mantida por 24 h a 37 °C
+ 0,5 °C para crescimento. ApOs este periodo de tempo, a cultura bacteriana foi
inoculada em estrias sobre duas placas de Petri contendo como meio de cultivo Agar Sal
Manitol (Prodimol Biotecnologia/SA, Séo Paulo SP, Brasil). Sobre o meio inoculado
foram entéo aplicadas as amostras a testar, em duplicado: quadrante 1 — Gel otimizado
a 4%, sem particulas de nitrofurazona (padréo negativo de inibi¢do); quadrante 2 — Gel

otimizado a 4%, incorporando particulas de alginato de célcio contendo nitrofurazona



encapsulada; quadrante 3 — Disco de papel de filtro esterilizado, impregnado com
solucéo de nitrofurazona a 0,2% (m/v) em propilenoglicol (padréo positivo de inibig&o);
e quadrante 4 — Disco de papel de filtro esterilizado, impregnado com propilenoglicol
(padréo negativo de inibicéo).

O propilenoglicol e a solugcdo de nitrofurazona em propilenoglicol foram
impregnados em discos de papel de filtro estéril de cerca de 7,0 mm de didmetro e
inoculados nas placas de Petri com auxilio de uma pinca estéril, & chama. As amostras
dos géis (sem e com microparticulas de alginato de célcio contendo nitrofurazona
encapsulada) foram inoculadas com auxilio de alca de inoculacdo esterilizada por
flamejamento ao rubro.

As placas de Petri foram entdo invertidas e incubadas sob condi¢des de aerobiose
a 37 °C = 0,5 °C durante 48 h, periodo de tempo apés o qual as placas foram
examinadas visualmente para verificagdo da formacdo (ou ndo) de quaisquer halos de

inibicéo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtengdo de uma nova forma farmacéutica exige a verificagdo de diversas
caracteristicas do produto com o objetivo de avaliar tanto a sua qualidade como a sua
efichcia (AULTON, 2005). Neste trabalho de pesquisa, optou-se pelo desenvolvimento
de um gel antimicrobiano tendo como principio ativo nitrofurazona encapsulada em
microparticulas de alginato de calcio. Assim, foram preparadas e caracterizadas
microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona encapsulada, as quais
foram incorporadas em um gel a 4% (m/m). Seguidamente, o gel foi avaliado quanto a
sua viscosidade, teor de principio ativo, fotoestabilidade, atividade antimicrobiana, e

vida de prateleira.

5.1.Preparagdo de microparticulas de alginato de célcio contendo nitrofurazona

encapsulada

Inicialmente, as microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada foram
obtidas pelo processo de emulséo/solidificacdo. Neste sistema, prepara-se, numa
primeira etapa, uma emulsdo, cuja fase interna, na forma de microgotas, é solidificada

originando as microparticulas (SILVA et al., 2003). A obtencéo de particulas lipidicas



solidas foi escolhida, a principio, pelo fato da nitrofurazona ndo ser solivel em agua
(THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2007). Assim, esperava-se ndo haver
problema em relagdo a solubilizacéo da nitrofurazona no decorrer deste procedimento.
Embora as particulas formadas tenham apresentado caracteristicas adequadas
relativamente ao tamanho, o processo de liofilizagdo empregado para a eliminagdo do
solvente promoveu a formacdo de um agregado de particulas. Este agregado de
particulas ndo apresentou boa dispersdo na forma farmacéutica escolhida para
veiculagdo tdpica da nitrofurazona, ou seja, ndo permitiu a formacdo de um gel com
aparéncia uniforme.

Para a solugéo deste problema, optou-se por outro processo de preparagdo de
microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada. Empregou-se, assim, o método de
extrusdo/solidificacdo, tendo como agente encapsulante o alginato de sddio. O alginato
de s6dio como material encapsulante é bastante utilizado por ser um biopolimero natural
de relativo baixo custo, biocompativel, atdéxico e biodegradavel. Além disto, ndo é
necessario nem a utilizacdo de solventes organicos nem condi¢des rigorosas de
temperatura para a formagdo das particulas (FUJIWARA et al., 2010). Em fungdo
destas caracteristicas, o alginato de sodio tem sido utilizado para obtencdo de
microparticulas contendo diversos ativos encapsulados e em diferentes processos
(REIS, 2006; SANGEETHA et al., 2007; FUJIIWARA et al., 2010; SACCHETIN et al.,
2010; TAGLIARIN, 2012).

A técnica de extrusdo/solidificacdo para produgdo de microparticulas exige que o
farmaco seja misturado numa dispersdo de alginato de sddio, e a suspenséo resultante
extrusada, sendo as particulas de alginato de s6dio com principio ativo encapsulado
formadas por gotejamento numa solucéo de cloreto de célcio a 1,5% (m/v) a partir da
qual s&o depois recolhidas por filtragdo. O processo de extruséo/solidificagéo
empregando alginato de sodio ocorre pela gelificagdo ionotrdpica daquele polimero. A
gelificacdo ionotrdpica do alginato de sodio se da apos ligagdo de ions bivalentes de
célcio aos blocos de &cido gulurénico das cadeias de alginato, constituindo o modelo da
“caixa de ovos” (SILVA et al., 2003; SUKSAMRAN et al., 2009).

Para a solidificacdo das microparticulas, as mesmas foram deixadas em repouso
por 30 minutos na solugcdo com cloreto de calcio a 1,5% (m/v), sendo estas depois
recolhidas por filtragdo usando papel de filtro e secas em estufa a 40 °C por 24 horas.
No entanto, as microparticulas aglomeravam-se formando uma massa espessa, ndo

mantendo o formato original. Na tentativa de superacdo deste fato, as microparticulas



foram colocadas numa solugdo de cloreto de célcio a 2% (m/v) para permitir um
endurecimento adicional das mesmas, sob agitacdo orbital (a 15 rpm) em camara
incubadora a 37,7 °C, por um periodo de 4 horas (Figura 7). Ap6s um periodo de
repouso de 15 minutos, as particulas foram filtradas em papel de filtro e mantidas em
estufa a 40 °C por 24 horas. No entanto, este procedimento também ndo se mostrou

eficaz, pois durante o periodo de secagem as particulas ainda se aglomeravam.

Figura 7. Solucdo de cloreto de calcio com microparticulas de alginato de célcio
contendo nitrofurazona encapsulada, sob agitacdo orbital em cAmara incubadora.

Optou-se assim por uma re-avaliagdo dos componentes da formulagédo inicial.

Inicialmente, a nitrofurazona, em funcdo de sua baixa solubilidade em &gua, foi
dissolvida em propilenoglicol sendo esta suspenséo adicionada a uma disperséo aquosa
de alginato de sbdio de alta viscosidade. Assim, decidiu-se pela retirada do
propilenoglicol, pois 0 mesmo poderia ser o0 agente causador da instabilidade das
particulas, sendo a nitrofurazona dispersa diretamente na solucéo de alginato de sodio.

Ndo houve problemas em relacdo a dispersdo do principio ativo, contudo as



microparticulas produzidas ainda apresentavam problemas em relacdo a manutengéo do
formato original. Os testes seguintes foram assim focados na defini¢do do alginato de
sodio mais adequado para a produgdo das microparticulas, testando-se alginatos de
sodio de baixa e alta viscosidade em diferentes propor¢des, de acordo com o

planejamento experimental descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Planejamento experimental seguido para testar diferentes proporcgdes
entre os alginatos de sddio utilizados na producdo das microparticulas contendo

nitrofurazona encapsulada.

Alginato de sodio de Baixa Alginato de sodio de Alta
Viscosidade (%, m/m) Viscosidade (%, m/m)
0 | e
90 10
80 20
70 30
60 40
50 50
40 60
————— 100

Conforme pode ser observado por andlise da Figura 8, a melhor proporgéo entre
os dois tipos de alginato de sodio foi a proporcdo 60:40 (alginato de sodio de baixa
viscosidade : alginato de sddio de alta viscosidade). As microparticulas contendo
nitrofurazona encapsulada, produzidas com esta proporgdo entre os alginatos,
apresentaram-se bastante homogéneas em relagdo ao tamanho e exibiram resisténcia
adequada.

Outro problema que necessitou ser superado diz respeito ao processo de extrusdo
da suspensdo de biopolimero. Foram testados diversos métodos de extrusdo da

suspensdo de biopolimero sobre uma solucdo de cloreto de célcio: gotejamento



utilizando uma seringa hipodérmica de 5 mL sem agulha; extrusdo sob vacuo através de
um sistema de filtracdo membranar da Milipore®; extrusdo por pressao positiva em
dispositivo de vaporizagdo por succdo manual; e extrusdo por pressdo positiva
utilizando-se uma pistola de pintura. Na Figura 9, podem ser encontrados o0s
dispositivos utilizados nos varios métodos de extrusdao testados para a producdo das

microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona encapsulada.

Figura 8. Fotografias das microparticulas de alginato de célcio contendo
nitrofurazona encapsulada, produzidas com diferentes proporcdes (%) de alginato de
sodio de baixa viscosidade (ASBV) e alginato de sddio de alta viscosidade (ASAV).

100% ASBV 100% ASAV

90% ASBV : 10% ASAV 80% ASBV : 20% ASAV

-' ASBV : 30% ASAV 60% ASBV : 40% ASAV



50% ASBV : 50% ASAV 40% ASBV : 60% ASAV

O método no qual se utilizou a seringa hipodérmica de 5 mL, propiciou a
formacdo de particulas que, embora de tamanhos homogéneos, possuiam tamanho
superior ao desejado, uma vez que as microparticulas contendo nitrofurazona
encapsulada seriam incorporadas em um gel para aplicacdo topica. Caso as
microparticulas fossem demasiado grandes, a sensa¢do com a aplicacdo do gel sobre a
pele seria a de uma “areia”. Assim, este método néo foi considerado para o trabalho
subsequente.

O processo de extrusdo com vacuo através do sistema de filtragdo em membrana
da Milipore® (Figura 9) ndo permitiu a formacdo de particulas. Ap6s a passagem pela
membrana da dispersdo de nitrofurazona na solugdo de alginato de sédio, as particulas
se reagrupavam na parte inferior da membrana e imediatamente antes do contato com a
solucdo de cloreto de calcio, formando uma massa compacta de alginato de s6dio com
nitrofurazona. Assim, este método ndo foi considerado para o trabalho subsequente.

O processo no qual a extrusédo foi realizada empregando-se um dispositivo manual
de vaporizacdo por succdo (Figura 9) também ndo propiciou a formacdo de
microparticulas adequadas, sendo por isso igualmente descartada a sua utilizacdo no
trabalho subsequente.

As microparticulas apresentando as melhores caracteristicas para a formulacéo
pretendida foram aquelas obtidas pela utilizagdo da pistola de pintura a pressao (Figura
9), apresentando conformagdes mais uniformes e tamanhos reduzidos. Assim, este foi o
dispositivo eleito como o mais adequado para o0 objetivo pretendido. Neste método, o
farmaco a ser encapsulado foi disperso numa solugdo de alginato de sddio e,
seguidamente, a dispersdo produzida foi pulverizada sobre uma solugéo de cloreto de
calcio a 1,5% (m/v), utilizando-se a referida pistola de pintura acoplada a um
compressor. Este método permitiu entdo a extrusdo da dispersdo (nitrofurazona na
solugdo aquosa de alginato de s6dio) formando microparticulas de tamanho adequado



que, em contato com a solugdo de cloreto de calcio, iniciava 0 processo de
endurecimento. Ap6s um periodo de 30 minutos imersas na solucéo de cloreto de célcio,
as microparticulas de alginato de célcio foram filtradas em papel de filtro e secas a

temperatura ambiente (25 °C) durante 24 horas, na auséncia de luz.

Figura 9. Fotografia dos diversos dispositivos testados na etapa de extrusdo da
dispersdo de nitrofurazona em solugdo aquosa de alginato de sddio, para obtencdo das

microparticulas contendo nitrofurazona encapsulada.

N

(a) Gotejamento utilizando uma seringa hipodérmica sem agulha

(b) Extrusdo sob vacuo através de um sistema de filtracdo membranar da Milipore®
(c) Extrus&o por presséo positiva em dispositivo de vaporizagdo por suc¢do manual
(d) Extrusdo por presséo positiva utilizando-se uma pistola de pintura

5.2. Caracterizacdo das microparticulas de alginato de calcio contendo

nitrofurazona microencapsulada

As caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas de alginato de calcio
contendo nitrofurazona microencapsulada séo afetadas por um conjunto de parametros
tecnoldgicos (SEVERINO et al., 2011). Assim, em cada processo de producdo de

nano/microparticulas torna-se necessaria a sua caracterizagdo fisico-quimica. As



microparticulas produzidas foram, assim, caracterizadas por microscopia eletronica de
varredura (para avaliacdo da sua morfologia estrutural), por determinacdo da eficiéncia
do processo de encapsulagdo, por espectrofotometria de infravermelho com
transformada de Fourier e por analises térmicas tanto termogravimétricas (TGA) como
de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV realizadas permitiram observar microparticulas com
tamanhos compreendidos entre 500 pm a 800 um, com formato levemente oval (ver
Figura 10). As particulas produzidas puderam ser assim, caracterizadas como
microparticulas, uma vez que a gama de tamanhos relativa &s microparticulas varia
desde 1 puma 1000 um (KAYSER, 2005; CABRAL, 2004; SILVA et al., 2003).

Segundo Wang et al. (2004), a concentragdo de alginato de sodio pode influenciar
o formato das particulas, pelo que, normalmente, se utiliza um teor de alginato de sodio
entre 0,8% a 1,5% (m/v) para obtengdo de microparticulas. Estes autores consideram
ainda que, quando o teor de alginato de sddio é superior ao maximo citado, as particulas
podem apresentar-se na forma ovalada. Esta consideracdo pode ser confirmada no
trabalho aqui desenvolvido, uma vez que a formulag&o otimizada utilizou 2,0% (m/v) de
alginato de sodio. No entanto, o teor de alginato de sodio utilizado para a producédo de
microparticulas pode variar acima dos valores citados por Wang et al. (2004), como
pode ser verificado em outros trabalhos cientificos (ACCHETIN et al., 2010; PAULA
et al., 2010).

Adicionalmente, além da concentracdo do polimero, é importante referir que o
formato das particulas também pode ser fortemente influenciado por pardmetros
processuais tais como o processo de extrusdo utilizado, a temperatura e velocidade de

alimentacdo do sistema, entre outros fatores (SILVA et al., 2003).



Figura 10.  Microfotografias de varredura eletrénica de uma microparticula de
alginato de célcio contendo nitrofurazona encapsulada, obtidas em um
Microscdpio Eletrdnico de Varredura da marca JEOL, modelo JSM-
63660 (Toquio, Japdo).

*Ampliacdo: (a) x200; (b) x300.
5.2.2. Espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier

As andlises por espectrofotometria de infravermelho permitem a identificacdo de
grupos funcionais presentes nos materiais. Cada grupo funcional em particular absorve
em uma frequéncia caracteristica de radiacdo no espectro do infravermelho. Deste
modo, um gréafico de intensidade versus frequéncia de radiacdo, designado como
espectro de infravermelho, permite caracterizar os grupos funcionais de um dado
material (CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000).

Assim, esta capacidade faz com que a espectrofotometria na regido de
infravermelho seja muito utilizada na anélise da estrutura das microparticulas. Esta
técnica pode permitir o esclarecimento de possiveis interacdes entre o principio ativo
encapsulado e o polimero, através da analise dos grupos funcionais dos agentes
envolvidos no processo (BRASILEIRO, 2010).

Segundo Lisboa (2011), os espectros de infravermelho do alginato de célcio e do

alginato de sodio sdo bastante similares e apresentam bandas especificas entre 1590



cm™ a 1407 cm, que caracterizam a presenca de fons na estrutura. O vale de
intensidade proximo ao comprimento de onda de 3500 cm™ é caracteristico do
estiramento do OH e indica a presenga de ligacdo com moléculas de agua. A Figura 11
apresenta os espectros de infravermelho de microparticulas de alginato de calcio
contendo nitrofurazona encapsulada, de microparticulas de alginato de calcio sem a
adicdo da nitrofurazona, e de nitrofurazona livre. Nos espectros das particulas de
alginato de calcio, com e sem nitrofurazona encapsulada, pode observar-se um vale na
regido de comprimento de onda proximo da regido de 1590 cm™, provavelmente
indicando a presenca de fons Ca®*. O vale na regifio de comprimento de onda de 3500
cm® é observado em todos os espectros. Comparando-se 0s espectros das
microparticulas de alginato de célcio com e sem nitrofurazona encapsulada, pode
concluir-se que ndo hé deslocamentos dos principais vales, mas apenas uma alteracdo na
sua intensidade, o que pode ser indicativo de que a nitrofurazona ndo estabeleceu forte

ligacdo com o polimero encapsulante.



Figura 11.

Transmitancia

Espectros de infravermelho de amostras de microparticulas de alginato de
célcio contendo nitrofurazona encapsulada (a), de microparticulas de
alginato de célcio sem nitrofurazona (b) e de nitrofurazona livre (c). Os
espectros de absorgdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier obtidos na regi&o de comprimentos de onda de 4000 cm™ a 100
cm?, com resolucéo de 4 cm?, num espectrofotometro FTIR de marca

Bomem, modelo MB100 (Zurique, Suica).

80
60
40

(@)

20

e e L e e o e e e N B s
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

NUmero de onda (cm™)



Transmitancia

Figura 11.

Transmitancia

80

704
60 -

(b)

40 4

30

T+ T+ T+ T * T ‘* T '+ T T+ T 7
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Numero de onda (cm™)

Espectros de infravermelho de amostras de microparticulas de alginato de
célcio contendo nitrofurazona encapsulada (a), de microparticulas de
alginato de célcio sem nitrofurazona (b) e de nitrofurazona livre (c). Os
espectros de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de
Fourier obtidos na regido de comprimentos de onda de 4000 cm™ a 100
cm?, com resolucéo de 4 cm?, num espectrofotometro FTIR de marca
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5.2.3. Determinagdo da eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia do processo de encapsulacéo € dada pela razdo entre a quantidade de
principio ativo encapsulado nas microparticulas e a quantidade tedrica (total) de
principio ativo oferecido no processo. A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos
apresenta na literatura valores bastante diversos. Soni, Kumar e Namdeo (2011) citam,
de modo geral, uma eficiéncia de encapsulagdo na ordem de 70% — 93%, enquanto Silva
et al. (2003) referem que a eficiéncia de encapsulacdo pode variar entre 70% e 85%. No
entanto, esta gama de eficiéncia de encapsulagdo pode variar ainda mais, de acordo com
SCHAFFAZICK et al. (2003), que indicam taxas de encapsulacdo de alguns farmacos
com variagdes entre 39% a 100%. Os valores de eficiéncia de encapsulacdo obtidos no
trabalho de pesquisa e desenvolvimento aqui descrito foram de 97,8% + 1,1%, valores
muito proximos daqueles obtidos por Honary, Maleki e Karami (2009), que obtiveram
uma eficiéncia de encapsulacéo de prednisona em torno de 96,68% + 0,395% a 98,97%
+ 0,971, tendo como agentes encapsulantes alginato de sodio e quitosana.

A taxa de encapsulagdo varia em fungdo do processo de produgdo das
nano/microparticulas, do farmaco eleito, do tipo e concentragdo do polimero
encapsulante utilizado, da velocidade de eliminacdo do solvente, da solubilidade do
polimero no solvente, entre outros fatores (SCHAFFAZICK et al. 2003; BRASILEIRO,
2011). Assim, os valores obtidos neste trabalho de pesquisa para a eficiéncia do
processo de encapsulacdo de nitrofurazona usando alginato de s6dio como polimero

encapsulante podem ser considerados muito bons.

5.2.4. Andlises térmicas por termogravimetria (TGA) e por calorimetria

diferencial de varredura (DSC)

As anélises térmicas avaliam a capacidade dos materiais sofrerem alteracbes em
suas propriedades fisicas em funcdo da temperatura. Nas andlises termogravimétricas
(TGA), os resultados sdo apresentados sob a forma de curva termogravimétrica, na qual
a variacdo de massa do material em estudo é registrada em funcéo da temperatura e/ou
do tempo de anélise. A perda de massa pode ser relacionada com a estrutura molecular
do material em estudo. A calorimetria diferencial de varredura (DSC) avalia a energia

necessaria para estabelecer um zero de diferenca de temperatura entre uma substancia



em estudo e um material de referéncia, sendo registrada em funcéo da temperatura e/ou
do tempo de analise (CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000).

A analise por DSC (ver Figura 12) das microparticulas de alginato de célcio sem
nitrofurazona indicou como evento endotérmico (fusdo) mais significativo, aquele
ocorrido em 212,62 °C, enquanto esta analise efetuada as microparticulas de alginato de
célcio contendo nitrofurazona encapsulada apresentou um pico de temperatura de fuséo
em torno de 213,40 °C. Comparando estas temperaturas entre si, verifica-se um minimo
deslocamento do pico de fuséo, o que pode indiciar que a nitrofurazona ndo se ligou
fortemente ao polimero encapsulante. As temperaturas de fusdo das microparticulas de
alginato de célcio com e sem nitrofurazona encapsulada apresentam-se proximas
daquelas encontradas por Paula et al. (2010) que, ao analisar particulas de alginato de
sodio relataram uma temperatura de fusdo em torno de 194 °C. Provavelmente, esta
diferenca observada nas temperaturas de fusdo, poderd ter sido devida as diferentes
formulag6es utilizadas na producéo das (micro)particulas.

Paula et al. (2010), ao analisarem microesferas de alginato de célcio por
termogravimetria (TGA), relatam que a decomposigdo ocorre em trés etapas. O primeiro
evento foi atribuido a evaporacdo de &gua, ocorrendo na zona de temperatura entre 85
°C - 132 °C. O segundo evento, de decomposi¢do, foi devido a formagao de carbonato
de sodio, evidenciando-se a 209 °C. E, finalmente, o terceiro evento, que ocorreu no
intervalo de temperaturas entre 297 °C a 576 °C, devido a carbonizacdo das cadeias
poliméricas.

A curva termogravimétrica das microparticulas de alginato de célcio contendo
nitrofurazona encapsulada, produzidas neste trabalho de pesquisa, apresentou eventos
térmicos proximos aos descritos por Paula et al. (2010) (ver Figura 13a). Pode entdo
supor-se que o primeiro evento térmico com perda de dgua ocorreu entre 58,40 °C e
89,00 °C (perda de massa de 78,31%), que o segundo evento ocorreu a 192,46 °C,
podendo provavelmente indicar a formacéo de carbonato de célcio (perda de massa de
1,69%), e que o terceiro evento, a carbonizacéo das cadeias poliméricas, terd ocorrido
no intervalo de temperatura de 286,87 °C a 640,80 °C (perda total de massa de 1,045%
+1,050%). J4 a inspecdo da curva resultante da analise TGA as particulas de alginato de
célcio sem nitrofurazona (ver Figura 13b) permitiu observar uma perda significativa de
massa (de 42,12%) iniciando-se a 55,94 °C, provavelmente resultante da eliminagéo de
agua. A uma temperatura de 291,16 °C ocorre perda de massa de 16,58%, devendo-se

provavelmente & carbonizacéo das cadeias poliméricas.



Pode concluir-se que, em comparacdo com as particulas de alginato de céalcio sem

nitrofurazona encapsulada, as particulas de alginato de célcio contendo nitrofurazona

encapsulada sdo mais susceptiveis & decomposicéo.

Figural2. Resultados obtidos nas analises por DSC as microparticulas de alginato
de célcio contendo nitrofurazona encapsulada (a) e as microparticulas de
alginato de célcio sem nitrofurazona (b). O equipamento utilizado
consistiu num calorimetro por varredura diferencial da marca TA
Instruments, modelo MDSC 2910 (Tdquio, Japdo), em que 0 parametro
das andlises consistiu num ciclo de aquecimento de 20 °C até 300 °C a

uma velocidade linear de aquecimento de 10 °C min™.
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5.3. Preparacdo do gel para aplicagdo tdpica incorporando microparticulas de

alginato de célcio contendo nitrofurazona encapsulada

Os géis sao sistemas semi-sélidos que consistem em dispersfes de pequenas ou
grandes moléculas em um veiculo aquoso que adquire consisténcia semelhante a das
geléias pela adicdo de um agente gelificante (ANSEL JR., 2007). A formulacéo do gel
desenvolvido neste trabalho de pesquisa aplicada estabeleceu, inicialmente, 2,0 %
(m/m) do agente gelificante (Aristoflex® AVC).

O Aristoflex® AVC € um co-polimero neutralizado de acriloildimetiltaurato do
acido sulfonico e vinilpirrolidona, sendo assim um polimero sintético formador de géis
em sistemas aquosos, € utilizado em fungdo da sua capacidade de formacdo de géis
cristalinos e incolores, com caracteristicas de excelente consisténcia além de
proporcionar boas propriedades sensoriais, conferindo uma agradavel sensacdo quando
aplicado sobre a pele (OLIVEIRA, 2011).

No entanto, ao serem adicionadas as microparticulas de alginato de célcio
contendo nitrofurazona encapsulada, observou-se a imediata desestruturacdo do gel.
Este fato ocorreu, provavelmente, devido a interacdo do agente gelificante com o
alginato de célcio, provocando assim o rompimento da rede polimérica formadora de

gel, devido a uma possivel mudan¢a do pH do meio. Assim, procedeu-se a alteragdes na



formulagdo inicial, com aumento da concentracdo do agente gelificante adicionado até a
obtencdo de uma formulagdo adequada incorporando microparticulas de alginato de
célcio contendo nitrofurazona encapsulada. Para tal, foram preparados geis com 2,5%,
3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5% e 5,0% (m/m) do polimero Aristoflex® AVC, mantendo todos
0s demais constituintes com as proporg¢des definidas inicialmente. Estas percentagens de
gel base foram consideradas para estudo pois em formulagcdes dermo-cosméticas pode
utilizar-se de 0,5% a 5% (m/m), dependendo da viscosidade desejada e dos principios
ativos a serem incorporados (PHARMA SPECIAL, 2013). A concentragdo de 4,0%
(m/m) do agente gelificante foi a que proporcionou uma adequada viscosidade e
estabilidade do gel frente a incorporacdo das microparticulas de alginato de calcio
contendo nitrofurazona encapsulada. Na Figura 14 podem observar-se os varios géis
preparados com 4,0% de polimero Aristoflex® AVC.

O gel preparado utilizou também propilenoglicol, cuja funcdo é manter a
homogeneidade da formulagcdo auxiliando assim na estabilizagdo do gel. O
propilenoglicol atua ainda como lubrificante para a superficie da pele e como veiculo de
transporte do principio ativo ao local de acdo intencionado. Adicionalmente, a
formulacdo conta ainda com agentes conservantes (fenoxietanol, metilparabeno e
propilparabeno) com a funcdo de proteger a formulagdo contra a degradagdo por acao
microbiana (ROWE et al., 2009).

Figura 14.  Fotografias de géis preparados com 4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC:
sem nitrofurazona (a), contendo nitrofurazona na forma livre (b), e
contendo microparticulas de alginato de calcio com nitrofurazona

encapsulada (c).

(b)

5.4. Caracterizacédo do gel



Os geis hidrofilicos tém sido muito utilizados em produtos cosméticos e
farmacéuticos. Os geis sdo de facil espalhamento e remocdo, ndo sdo gordurosos,
podem veicular diferentes ingredientes ativos e, somando-se a isto, tém boa
apresentacdo (ANSEL JR, 2007).

Geralmente, as substancias responsaveis pela formacédo de géis séo polimeros que,
quando dispersos em meio aquoso, assumem uma conformagdo estrutural que confere
viscosidade a preparagdo. Tanto o tipo como a percentagem de polimero utilizado na
formulacéo pode influenciar o comportamento reoldgico da forma farmacéutica e, deste
modo, interferir na estabilidade fisica do produto. Adicionalmente, os diferentes tipos
de polimeros podem interferir no comportamento do gel sobre a pele e na liberacdo do
ingrediente ativo, resultando em diferentes graus de aceitagdo do gel pelo consumidor
(CORREA et al., 2005). Assim, para o controle de qualidade do produto desenvolvido
neste trabalho de pesquisa aplicada, foram realizados varios testes com o objetivo de
avaliar a estabilidade da viscosidade do produto em estocagem, determinar o teor de

principio ativo na formulacdo farmacéutica e avaliar a sua fotoestabilidade.

5.4.1. Ensaios de determinagéao de viscosidade

Nos produtos semi-sdlidos, a determinacdo das caracteristicas reoldgicas é
fundamental na avaliacdo da qualidade do produto e consequente aceitagdo do mesmo
pelo consumidor. As caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem
consideradas na fabricagdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso tdpico. A
reologia tem sido assunto de grande e crescente importancia para as indudstrias de
cosmetica e farmacéutica, pois as caracteristicas reoldgicas podem influenciar a
estabilidade fisica do sistema, a espalhabilidade, as caracteristicas sensoriais e as
finalidades de uso (CORREA et al., 2005; TAGLIARI, 2012).

No estudo preconizado neste trabalho de pesquisa aplicada, os géis preparados
com concentragdes de 2,5% (m/m) a 5,0% (m/m) de polimero foram avaliados quanto a
viscosidade para a definicdo da melhor (isto é, minima) percentagem do agente
gelificante. Este procedimento foi necessario, uma vez que a incorporagdo no gel a 2,0%
(m/m) (formulagdo original) das microparticulas de alginato de célcio contendo
nitrofurazona encapsulada provocou a imediata desestruturacdo do mesmo, e a

consequente diminuicdo abrupta da viscosidade. Assim, optou-se por preparar varios



géis mantendo todos 0s componentes constantes & excecdo do agente gelificante, que foi
incrementado em meio ponto percentual em cada um dos geis, partindo-se de um valor
de 2,5% (m/m) até 5,0% (m/m) de Aristoflex® AVC. O comportamento reoldgico das
formas semi-solidas foi avaliado por meio de determinacdes de viscosidade, utilizando-
se um viscosimetro da Brookfield (modelo RVDV-l Prime, Middleboro, EUA). O
viscosimetro da Brookfield consiste em um agitador rotativo que mede a viscosidade do
fluido com base na resisténcia por ele oferecida a agitagdo com um determinado
“spindle” (GIL, 2010). Todas as analises foram feitas em triplicata, aos tempos de
armazenamento de 0, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, conforme os dados incluidos na Tabela 5.

Pela anélise dos resultados obtidos (ver Figuras 15 a 20) pode perceber-se que a
percentagem do polimero Aristoflex® AVC que produziu o melhor resultado em
relacdo a viscosidade, foi naquela formulagdo onde se utilizou 4,0% (m/m). Durante 0s
90 dias de armazenamento ao qual se sujeitaram os varios geis, o gel produzido com
4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC manteve uma viscosidade adequada, para
espalhamento e consisténcia, mantendo assim as caracteristicas esperadas para a

formulacédo de uso tdpico.

Tabela5. Resultados obtidos nas determinacdes de viscosidade dos varios géis
produzidos com diferentes percentagens de Aristoflex® AVC, medidas a
diferentes tempos de armazenamento com um viscosimetro digital da
Brookfield (modelo RVDV-1 Prime, Middleboro, EUA) com adaptador

acoplado para amostras de pequeno volume.

Tempo de . Percentagem de Aristoflex® AVC (m/m)
Parametro
armazenamento 1

@ H(Cp); (s 25% | 3,0% 3,5% 4,0% 5,0%
0 5050 7360 18020 | 38500 | 30040
30 7523 6004 17380 | 29916 | 31840
45 7517 5990 18113 | 29650 | 32487
60 H 7468 5997 18144 | 30373 | 32067
75 6712 6360 16055 | 32063 | 31947
90 6896 6565 16266 | 33400 | 33330




0 505000 | 368000 | 360400 | 385000 | 300400
30 376150 | 120080 | 347600 | 299160 | 318400
45 375850 | 299500 | 362260 | 296500 | 324870
60 ’ 373400 | 299850 | 362880 | 303730 | 320670
75 335600 | 318000 | 321100 | 320630 | 338940
90 344800 | 328250 | 313300 | 342800 | 331650

Nota: p = viscosidade (Centipoise, Cp); T = tens&o de cisalhamento (s™)

Os principais aspectos a serem observados numa forma farmacéutica de uso
topico sdo a manutencdo da viscosidade com o decorrer do tempo, uma boa
espalhabilidade, uma aparéncia visual agradivel e o ndo ser agressivo para a pele,
fatores que juntos contribuem para uma melhor adesdo do paciente ao tratamento
(CORREA et al., 2005). Nos graficos apresentados como Figuras 15, 16, 17, 18, 19 e
20, pode observar-se que 0s geis preparados com uma percentagem massica igual ou
superior a 4,0% de Aristoflex® AVC apresentaram valores de viscosidade estaveis, ou
seja, adi¢des acima de 4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC ndo produziram alteragdes de
viscosidade, sendo o gel preparado com 4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC a formulagéo
de escolha para veiculacdo das microparticulas de alginato de célcio contendo

nitrofurazona encapsulada.

Figura 15. Resultados obtidos nas determinac@es de viscosidade dos geis produzidos
em funcdo da concentragdo massica (%) de Aristoflex® AVC,

imediatamente ap0s preparacdo das formulagbes (Tempo 0).
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Figura 16. Resultados obtidos nas determinagGes de viscosidade dos géis produzidos
em fungdo da concentracdo massica (%) de Aristoflex® AVC, ap6s um

periodo de armazenamento de 30 dias.
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Figura 17. Resultados obtidos nas determinacGes de viscosidade dos géis produzidos
em fungdo da concentracdo massica (%) de Aristoflex® AVC, ap6s um

periodo de armazenamento de 45 dias.
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Figura 18. Resultados obtidos nas determinag¢Ges de viscosidade dos géis produzidos
em fungdo da concentracdo massica (%) de Aristoflex® AVC, ap6s um

periodo de armazenamento de 60 dias.
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Figura 19. Resultados obtidos nas determinacGes de viscosidade dos géis produzidos
em fungdo da concentracdo massica (%) de Aristoflex® AVC, ap6s um

periodo de armazenamento de 75 dias.
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Figura 20. Resultados obtidos nas determinacGes de viscosidade dos géis produzidos
em fungdo da concentracdo massica (%) de Aristoflex® AVC, ap6s um

periodo de armazenamento de 90 dias.
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Avaliou-se também o comportamento reoldgico do gel produzido com 4,0%

(m/m) de Aristoflex® AVC, uma vez que esta percentagem foi escolhida para



preparacdo da formulagdo otimizada para veiculacdo das microparticulas de alginato de
célcio contendo nitrofurazona encapsulada. Os fluidos s&o classificados em duas
categorias gerais: Newtonianos e ndo-Newtonianos. O fluido Newtoniano caracteriza-se
por apresentar uma viscosidade constante, independentemente da velocidade de
cisalhamento (RPM) aplicada. Ja o fluido ndo-Newtoniano apresenta uma mudanca na
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Nos sistemas ndo-Newtonianos, a
extensdo das interagBes entre as particulas é a principal responsavel pela complexidade
do comportamento reoldgico observado nas preparagdes. Neste sentido, os fluidos
podem assumir diversos comportamentos reoldgicos, sendo definidos como plasticos,
pseudoplasticos ou dilatantes (TAGLIARI, 2012).

O gel otimizado neste trabalno de pesquisa aplicada apresentou um
comportamento pseudoplastico, pois a viscosidade aparente do mesmo diminui
gradualmente a medida que se aumenta a tenséo de cisalhamento. Os resultados obtidos

estdo plasmados na Tabela 6 e representados de forma grafica na Figura 21.

Tabela 6. Resultados obtidos para a viscosidade, taxa de cisalnamento e tensdo de
cisalnamento do gel otimizado com 4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC e
incorporando microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona

encapsulada.

Viscosidade Taxa de Cisalhamento Tens&o de cisalhamento
(centipoise) (sh (dina cm™)

24100 10 241000

13850 20 277000

10167 30 305010

6882 50 344100

6117 60 367020

4180 100 418000

Figura 21. Reograma da tensdo de cisalnamento em funcdo da taxa de cisalhamento,
para o gel otimizado com 4,0% (m/m) de Aristoflex® AVC e
incorporando microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona

encapsulada.
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5.4.2. Determinagdo da concentracédo de principio ativo por espectrofotometria

Para a determinacdo da concentragdo de nitrofurazona no gel contendo as
microparticulas de alginato de céalcio com nitrofurazona encapsulada, utilizou-se a
técnica espectrofotométrica a um comprimento de onda de 375 nm (TUBINO, VILA,
PALUMBO, 2009). Inicialmente, verificou-se a linearidade do método
espectrofotométrico utilizando-se para tal solucbes padrdo de nitrofurazona num
intervalo de concentragdes de 2,0 mg L™ a 20,0 mg L. O ajuste linear realizado aos
resultados das leituras de absorvancia a 375 nm das varias concentracdes de
nitrofurazona produziu uma curva de calibragdo descrita pela equacéo

Abs .. =0,0892><[Nitrofurazona,mg-L‘1]-0,0077. Obteve-se um coeficiente de

determinagdo (R?) igual a 0,999, o que foi indicativo de uma excelente linearidade do

método utilizado. Na Figura 22 pode ser encontrada a curva de calibracdo produzida.

Figura 22. Curva de calibragdo produzida no método espectrofotométrico utilizado
(Absorbancia a 375 nm em fungdo da concentragdo de nitrofurazona) para
dosagem de nitrofurazona. Valores de absorbancia lidos num

espectrofotdmetro da marca Multispec (modelo — 1501, S&o Paulo, Brasil).
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A preciséo nas concentracdes analisadas (2,5; 10; 12,5; 20 mg L™) apresentou um
coeficiente de variacédo entre 0,27% e 0,47%. Considerando que 0 maximo tolerado € de
5% (BRASIL, 2003), o método utilizado pode ser considerado preciso. A exatiddo para
0 método proposto variou entre 99,87% e 109,36% sendo, neste sentido, considerada
adequada (BRASIL, 2003). O limite de quantificagéo e limite de deteccéo foram de 0,04
mg L e 0,01 mg L™, respectivamente, ou seja, valores adequados para a anélise de
produtos farmacéuticos.

Por andlise dos resultados obtidos na determinacdo da concentragdo de
nitrofurazona em amostras de géis contendo microparticulas de alginato de calcio com
nitrofurazona encapsulada, obteve-se um teor de principio ativo de cerca de 0,18% =+
0,05%, ou seja, 0 gel otimizado apresentou 90% do principio ativo estabelecido na
formulagéo.

Normalmente, sdo utilizadas duas principais técnicas para producdo de um gel
contendo micro/nanoparticulas. A técnica mais utilizada envolve a incorporagdo de uma
parte da suspensdo contendo micro/nanoparticulas num gel preparado previamente. A
outra técnica consiste em utilizar a prdpria suspensdo de micro/nanoparticulas como
fase aquosa na preparacdo do gel, segundo Tagliari (2012). Este autor afirma que esta
técnica é mais adequada para sistemas com menor concentracdo de particulas ou com
baixo teor de farmaco, pois a formulacdo final mantém o teor da suspenséo original. A

técnica utilizada neste trabalho de pesquisa aplicada foi seguida agregando as



microparticulas ao gel. Talvez uma mudanca na forma de preparagdo pudesse manter a
concentracdo de 0,2% (m/m) de principio ativo considerada apropriada para o farmaco
utilizado, embora, de acordo com a Farmacopéia brasileira (2010), se aceite um teor de

principio ativo entre 90% a 110% daquele valor.

5.4.3. Ensaios de fotoestabilidade

Uma vez que a degradacdo de moléculas sensiveis a radiacdo é responsével por
sérios problemas, é fundamental avaliar a estabilidade dos produtos que contém
substancias fotossensiveis. A fotodegradagdo consiste na transformacdo de uma
molécula em pequenos fragmentos de menor peso molecular mediante uma reacéo
quimica causada pela absorcédo de radiacéo ultravioleta, visivel ou infravermelha, que se
manifesta em efeitos adversos tais como fototoxicidade, fotossensibilizacdo e
fotodecomposicéo (GRANIZO, 2012).

A nitrofurazona é um farmaco que quando exposto a luz solar sofre isomerizacéo
com a formagdo de compostos de coloracdo amarelo-avermelhado. O processo de
fotodegradacdo da nitrofurazona pode ser explicado através de um modelo cinético
envolvendo trés reagdes de primeira ordem (DE LUCA, 2010).

Visando garantir a constante eficicia das formulacBes desenvolvidas, os géis
produzidos foram submetidos a irradiagdo ultravioleta em cdmara com lampada UV, de
acordo com o procedimento descrito por Melo et al. (2007), e os teores de principio
ativo foram avaliados espectrofotometricamente de acordo com o procedimento descrito
anteriormente. Assim, foram feitas analises dos géis preparados nas concentracdes de
2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0% e 50% (m/m) de Aristoflex® AVC incorporando
microparticulas de alginato de célcio com nitrofurazona encapsulada. Para comparacéo
dos resultados, foram submetidos &s mesmas condi¢es um gel preparado (2,0% (m/m)
de Aristoflex® AVC) contendo nitrofurazona na forma livre e um gel (2,0% (m/m) de
Aristoflex® AVC) sem adicdo de microparticulas de alginato de calcio contendo
nitrofurazona encapsulada ou de nitrofurazona na forma livre.

Na Tabela 7 podem encontrar-se os valores de concentragdo massica (%) de
nitrofurazona obtidos ap6s exposicdo das amostras de géis a radiacdo ultravioleta, ao
fim de 1 hora, 2 horas, 3 horas e 24 horas de exposi¢do. Ap6s um periodo de tempo de 3

horas de exposicdo & radiacdo ultravioleta, verificou-se que ndo houve variacdo



significativa nos teores de nitrofurazona, optando-se entéo pela determinacgéo do teor de
nitrofurazona ap6s um periodo de 24 horas de exposicao a radiacéo ultravioleta.

Pode observar-se, por inspecdo da Tabela 7, que a partir de 24 horas de exposi¢éo
a radiacdo ultravioleta o teor de nitrofurazona apresentou valores mais elevados em
todas as formulagbes. Esta observagdo é indicativa de que houve degradacdo da
nitrofurazona em todas as formulagBes de géis, uma vez que o método
espectrofotométrico utilizado ndo permite a diferenciagdo entre os produtos de
degradacédo e o principio ativo. Pode assim concluir-se que a formulagdo farmacéutica
desenvolvida exige protecdo quanto & luz para manutencdo da sua integridade e

atividade antimicrobiana.

Tabela7. Resultados obtidos nas determinagdes espectrofotométricas de
nitrofurazona nos varios géis preparados, apos exposi¢do dos mesmos a
radiacdo ultravioleta (em cémara especial com lampada UV da marca
Mineralight Lamp, modelo UVGL-58 (254 nm), Berlim, Alemanha).

Géis produzidos com Concentracéo de nitrofurazona (%) em fungéo
diferentes quantidades (%o) do tempo de exposicao a radiacao UV
de Aristoflex® AVC 1 hora 2 horas 3 horas 24 horas
25%* 0,151 0,151 0,156 0,172
30%* 0,203 0,203 0,196 0,228
35%* 0,223 0,220 0,190 0,273
40%* 0,129 0,150 0,132 0,191
50%* 0,202 0,208 0,174 0,193
2,0% com nitrofurazona ** 0,127 0,130 0,143 0,171
2,0% sem nitrofurazona *** faiaiated Fhkk Fhkk Fhkk

Nota: (*) Gel preparado com 0,2% (m/m) de microparticulas de alginato de célcio
contendo nitrofurazona encapsulada; (**) Gel preparado com 2,0% (m/m) de
Aristoflex® AVC e 0,2% (m/m) de nitrofurazona livre; (***) Gel preparado com 2,0%
(m/m) de Aristoflex® AVC, sem nitrofurazona; (****) Gel preparado com 2,0% (m/m)

de Aristoflex® AVC, sem nitrofurazona, amostra com valores ndo detectaveis.



5.4.4. Ensaios de atividade antimicrobiana pelo método de difuséo em &gar

O Staphylococcus aureus foi 0 microrganismo patogénico escolhido para testar a
atividade antimicrobiana do gel otimizado incorporando as microparticulas de alginato
de célcio contendo nitrofurazona encapsulada. Tratando-se de um patdgeno oportunista,
0 S. aureus € um dos principais responséaveis por infeccdes em feridas de queimaduras e
cirirgicas (STAPLETON & TAYLOR, 2002). Além disto, o S. aureus € um
microrganismo suscetivel & acdo da nitrofurazona em doses iguais ou superiores a 4 pg
mL™, segundo Yilmaz et al. (2002).

Por observagéo dos resultados obtidos (ver Figura 15) pode-se perceber que as
microparticulas sdo capazes de liberar a nitrofurazona encapsulada, o que pode permitir
0 uso das microparticulas de alginato de calcio com nitrofurazona encapsulada em
formas farmacéuticas tdpicas. Na verdade, uma inspecdo cuidadosa da Figura 15 (ver
quadrante 2) revela que a aplicacdo do gel contendo as microparticulas de alginato de
célcio com nitrofurazona encapsulada inibe o crescimento microbiano (ao contréario do
gel sem microparticulas incorporadas (ver quadrante 1 na Figura 15)), enquanto que o
disco impregnado com nitrofurazona a 0,2% (m/v) em propilenoglicol produziu um halo
claro de inibicdo de crescimento da bactéria. Para eliminar qualquer possibilidade de
acdo antimicrobiana do solvente utilizado para a nitrofurazona, foi impregnado um
disco com propilenoglicol e aplicado sobre a cultura inoculada, tendo o resultado sido
claramente negativo em termos de inibigdo de crescimento bacteriano (ver quadrante 4
na Figura 15). Assim, os resultados obtidos demonstram claramente a atividade
antimicrobiana do gel produzido neste trabalho de pesquisa aplicada, o qual incorporou

microparticulas de alginato de calcio contendo nitrofurazona encapsulada.



Figura 23.

Fotografias das placas de Petri (duas réplicas) apds realizacdo dos
ensaios microbioldgicos, mostrando os resultados obtidos. [Legenda das
figuras: quadrante 1 — Gel otimizado com 4% (m/m) de Aristoflex®
AVC, sem particulas de nitrofurazona (padrdo negativo de inibicdo);
quadrante 2 — Gel otimizado com 4% (m/m) de Aristoflex® AVC,
incorporando particulas de alginato de célcio contendo nitrofurazona
encapsulada; quadrante 3 — Disco de papel de filtro esterilizado,
impregnado com solucdo de nitrofurazona a 0,2% (m/v) em
propilenoglicol (padréo positivo de inibigdo); e quadrante 4 — Disco de
papel de filtro esterilizado, impregnado com propilenoglicol (padréo
negativo de inibicdo); As setas mostram o local de aplicacdo das varias

amostras a serem testadas].
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6. CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho de pesquisa aplicada foi o desenvolvimento de
um gel de uso tdépico incorporando microparticulas de alginato de célcio com
nitrofurazona encapsulada. Considerando as etapas exigidas para a obtencéo do produto
final, alguns pontos podem ser destacados no processo de desenvolvimento deste
trabalho.

O sistema utilizado (extrusdo/ solidificacdo) para obtencdo das microparticulas, a
escala laboratorial, mostrou-se eficaz, com elevada taxa de encapsulagéo do ingrediente
ativo. As analises fisico-quimicas realizadas indicaram a producdo de microparticulas
com uniformidade de tamanho e com pouca interagcdo entre o ingrediente ativo e o
polimero utilizado no processo de encapsulacdo. Estas caracteristicas sdo adequadas
para garantir a funcionalidade deste tipo de sistema de liberacdo de ativo quando
incorporado num gel intencionado para aplicacéo topica.

Inicialmente, a incorporacdo no gel das microparticulas de alginato de célcio com
nitrofurazona encapsulada provocou a sua desestabilizagdo estrutural. Desta forma, foi
fundamental a determinagdo do teor minimo de agente gelificante necessario para
assegurar a manutencdo da viscosidade da formulagdo, sem ocorrer a sua
desestruturagéo.

Apbs alteracdo da formulagéo inicial, o produto apresentou viscosidade estavel e
boa aparéncia. A aparéncia do gel é um fator determinante para a sua aceitacéo pelo
mercado, e 0 produto desenvolvido neste trabalho de P&D também atendeu a esta
exigéncia. O gel integrando as microparticulas de alginato de calcio com nitrofurazona
encapsulada apresentou ainda, atividade antimicrobiana adequada para um produto de

uso topico dérmico, e um teor de principio ativo dentro dos pardmetros aceitaveis e



quanto a sua fotoestabilidade pode se concluir que a forma farmacéutica desenvolvida
exige protecdo quanto a luz para manutencdo da sua integridade e atividade.

Pelos resultados obtidos, a forma farmacéutica proposta neste trabalho apresentou
qualidades promissoras para utilizacdo como antimicrobiano tdpico. Evidentemente,
para uma possivel efetiva comercializacdo deste medicamento serd necesséria a

realizagéo de testes adicionais, tanto in vitro como in vivo.
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