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RESUMO

Meétodos de modificagdo molecular, especialmente a latenciagdo, t€m se apresentado promissores
na obtengdo de farmacos mais eficientes no que diz respeito a farmacocinética. O desenvolvimento
de pro-farmacos permite aumentar a atividade do farmaco administrado topicamente, uma vez que
a modificagdo das interagdes farmaco-pele aumenta a taxa de penetragdo. Em pesquisa com novos
derivados com potencial atividade antichagasica, para a obtencdo de pro-farmacos reciprocos de
nitrofural (NF) e primaquina, foi sintetizado um intermediario de reacéo, o hidroximetilnitrofural
(NFOH). Este intermediario foi testado quanto a atividade antimicrobiana e antichagasica,
apresentando efeito superior, para estas duas atividades, em relagdo a molécula matriz, destituido
de efeito mutagénico. Desta forma, tendo em vista que o NFOH ¢ mais eficaz que NF,
comercialmente utilizada na forma de pomada para queimaduras, este trabalho visou estudar o
comportamento do NFOH em formulagdes farmacéuticas quanto a sua capacidade de permeagao
transcutanea. Os resultados demonstraram que ambas as formulagdes (emulsdes e pomadas)
utilizadas foram eficazes na manutencao do principio ativo na superficie da pele.
Palavras-chave: latenciacdo, hidroximetilnitrofural, permeag¢ao transcutanea, formulagdes.

ABSTRACT

Molecular modification methods, especially latentiation, have shown promise in obtaining more
efficient drugs in terms of pharmacokinetics. The development of prodrugs allows increasing the
activity of the drug administered topically, since the modification of drug-skin interactions
increases the penetration rate. In research on new derivatives with potential antichagasic activity,
to obtain reciprocal prodrugs of nitrofural (NF) and primaquine, a reaction intermediate,
hydroxymethylnitrofural (NFOH) was synthesized. This intermediate was tested for antimicrobial
and antichagasic activity, showing superior effect, for these two activities, in relation to the matrix
molecule, devoid of mutagenic effect. Thus, considering that NFOH is more effective than NF,
commercially used in the form of ointment for burns, this work aimed to study the behavior of
NFOH in pharmaceutical formulations in terms of its capacity for transcutaneous permeation. The
results showed that both formulations (emulsions and ointments) used were effective in
maintaining the active ingredient on the surface of the skin.

Keywords: latentiation, hydroxymethylnitrofural, transcutaneous permeation, formulations.
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INTRODUCAO

Infecg¢bes da pele podem ser causadas tanto
por microrganismos patogénicos, 0s quais a
simples presenca estd associada a mudangas
patologicas ou podem ser causadas por
microrganismos que coexistem pacificamente
com seu hospedeiro, mas que podem provocar
infeccdes quando o hospedeiro apresenta baixa
resisténcia imunoldgica’.

As infecgbes da pele estdo Dbastante
relacionadas com queimaduras, pois a lesdo
térmica causa dano celular direto, manifestado
por necrose coagulativa. Apos a queimadura, a
barreira  epitelial a  penetragdo de
microrganismos € perdida e, a umidade e a
formacdo de escara avascular rica em proteina,
fornecem excelente meio de cultura para os
microrganismos®*. Além disso, a lesdo térmica
resulta em imunossupressdo global, com
prejuizo na fungdo dos neutrofilos e elementos
celulares e humorais do sistema imune, o que
amplifica a susceptibilidade das queimaduras as
infecgdes™>.

Logo apos a lesdo térmica, na microbiota das
feridas, predomina microrganismos Gram-
positivos que depois sdo substituidos pelos
Gram-negativos por volta da segunda semana >
4,5‘

Agentes antimicrobianos tépicos tem
demonstrado reduzir infecgdes relacionadas a
queimaduras e a morbidade de feridas causadas
pelas  queimaduras  quando  utilizados
adequadamente. O objetivo da terapia
antimicrobiana tépica ¢é o controle da

colonizagdo microbiana, prevenindo, portanto,

o desenvolvimento de infecgdes invasivas®’.

O nitrofural ¢ um quimioterapico pertencente
ao grupo dos nitrofuranos®, apresentando amplo
espectro de acdo antimicrobiana tdpica. Por
apresentar boa absorcao pelo epitélio, é muito
utilizado em pacientes com queimaduras de
segundo e terceiro grau, profilaxia de infecgdes
cutdneas como em transplante de pele, em
curativos e em infecgoes de feridas e ulceras de
pele causadas por agentes sensiveis ao farmaco
°. Nio interfere no processo de cicatrizagdo de
feridas e apresenta também  atividade
antiprotozoaria, mas ndo apresenta atividade
antiviral e  antifingica'® ''.  Estudos
demonstraram que a recuperagdo de pacientes
com queimaduras de segundo grau, tanto em
relacdo a cicatrizagdo das feridas até a
diminuic¢do da dor, foi muito mais eficiente com
a utilizacdo do nitrofural quando comparado a
outros farmacos também destinados ao
tratamento de queimaduras'?.

Comercialmente, o nitrofural apresenta-se
como o principio ativo da pomada Furacin® a
0,2% em base de Ethylene glycol polymer (PEG-
6), Ethylene glycol polymer (PEG-20), Ethylene
glycol polymer (PEG-75) e ¢ ativo, segundo o
fabricante, contra grandes grupos de bactérias
comumente encontradas na maioria das
infecgdes da pele como o Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Proteus spp,
Escherichia coli, Clostridium perfringens,
Aerobacter aerogenes' . Estudos piloto in
vitro demonstraram que a nistatina combinada
com Furacin® na razdo de 1:1 é extremamente
Candida

eficiente  contra albicans e

Staphylococcus aureus, Pseudomonas
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aeruginosa e Eschericha coli .

O mecanismo de acdo pelo qual age o
nitrofural, ainda ndo estd bem esclarecido, mas
acredita-se que seja por alteragio no DNA
bacteriano, sendo responsavel por inibir um
grande numero de enzimas bacterianas,
especialmente as envolvidas na degradacdo
anaerdbia e aerobia da glicose e no metabolismo
do piruvato e carboidrato. Apesar do nitrofural
inibir uma variedade de enzimas, ele nio é
considerado um inativador enzimatico® '°.
Admite-se que o grupo nitro ligado ao furano
em posi¢ao 5 seja essencial para essa atividade,
sendo que o composto, assim como o
nitroimidazol, necessita da reducdo de seu
grupo nitro, formando um intermediario capaz
de causar danos ao DNA levando a morte
celular'” '8, A reducdo do grupo nitro ocorre
devido ao seu potencial redox relativamente alto
(-250 a-270 mV) e essa redugao ¢ catalisada
por enzimas nitrorredutases (como a xantina
oxidase) presentes tanto em mamiferos como
em microrganismos, metabolizando-o a um
radical livre com atividade antimicrobiana'® %,

Ghersi-Egea et al. (1998), verificaram que o
primeiro  radical formado durante o
metabolismo redutivo do nitrofural ¢ o &nion
superoxido, com significativa  produgdo
secundaria de radical hidroxila a partir do
superoxido, realcando as consequéncias
toxicoldgicas e deletérias. Apesar do radical
livre formado ser toxico, ele é bastante instavel
18,1921

A resisténcia bacteriana contra nitrofural ¢
rara, 0 (que representa uma vantagem.
Entretanto, deve ser utilizado somente no local

lesado e no tempo suficiente, pois pode causar

intolerancia local, como também muitos efeitos
adversos em elevada propor¢do de pacientes
tratados. Pode-se observar prurido,
hepatotoxicidade, dermatite esfoliante grave que
forgam a suspensdo do uso do farmaco e cerca de
2% dos pacientes podem tornar-se sensibilizados
e desenvolver reagdes, como, por exemplo,
pneumonite alérgica, além de apresentar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. Experimentos
mostraram que o radical anidnico formado por
este farmaco € capaz de induzir ao cancer renal
22 Em um ambiente aerébio, o radical nitro
anionico rapidamente transfere um elétron ao
oxigénio, sendo que este ativado € que pode ser
o responsavel pelos efeitos toxicos. Em outros
casos, incluindo condi¢des anaerodbias, o radical
anionico exerce seus efeitos de outra forma,
provavelmente interferindo com a transferéncia
eletronica normal. Este tipo de toxicidade aguda,
normalmente estd associada & mutagénese ou
carcinogénese®.

Ha relatos em que o tratamento com
nitrofural causa supressdo de espermatogéneses
em ratos e camundongos, além de causar
alteragdes nos oOrgdos reprodutivos destes
animais, entretanto, estes efeitos mostraram-se
reversiveis ap6s o término do tratamento com
nitrofural®.

Prieto e colaboradores (2006), relataram
casos de dermatite de contato em pacientes
submetidos ao tratamento com a pomada
Furacin®, e experimentos atribuiram essa
dermatite tanto ao nitrofural quanto ao
polyethylene glycol contidos na pomada. Desta
forma, agentes de uso topico contendo nitrofural
ou polyethylene glycol em peles danificadas

predispdem a alergenicidade de contato®*?°.
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A modificagdo molecular, especialmente
a latenciacdo, tem se mostrado bastante
promissora na introducdo de novos
formacos na terapéutica’® principalmente
para a obtencdo de firmacos melhores no
que diz respeito a farmacocinética. Este
processo pode ser definido como a
transformagao de um fArmaco em sua forma
de transporte inativo, que in vivo, sofre
biotransformacdo enzimdtica ou quimica e
libera a por¢do ativa no local de agdo ou
proximo dele. Uma das formas latentes
denomina-se pro-farmaco?’.

A latenciacdo permite, mediante escolha de
transportadores adequados, via de regra
desprovidos de atividade biologica, o
melhoramento das propriedades do firmaco®®,
permitindo, na grande maioria das vezes, a
reintroducdo no mercado de farmacos
obsoletos.

Segundo Hadgraft (1985), 0
desenvolvimento de pro-farmacos permite
aumentar a atividade do farmaco administrado
topicamente, uma vez que a modificagdo das
interagdes farmaco-pele aumenta a taxa de
penetragdo. Além disso, a pele contém varias
enzimas ndo  especificas, capazes de
biotransformar pré-farmacos, liberando o
farmaco de seu transportador e tornando-o
disponivel bem proximo ao seu sitio de agdo®.

Durante a pesquisa de novos derivados com
potencial  atividade  antichagédsica, um
intermediario de reacdo hidroximetilnitrofural
foi obtido (pro-farmaco hidroximetilado de

nitrofural) foi testado quanto a atividade

antimicrobiana e antichagasica, tendo sido
demonstrado efeito superior, para estas duas
atividades, em relagdo a molécula matriz
(nitrofural).

Sabendo-se que os compostos nitrofuranicos
sd0 potenciais agentes mutagénicos devido ao
grupo nitro presente na molécula, foi
demonstrado, ainda, que este derivado apresenta
atividade mutagénica, quatro vezes menor que o
nitrofural em ensaios in vitro®® e in vivo®'.

Estudos para a avaliagdo toxicologica em
animais (testes pré-clinicos) encontram-se em
andamento e tendo em vista que este pro-
farmaco ¢ mais eficaz que a molécula matriz,
comercialmente utilizada na forma de pomada
para queimaduras (Furacin®), este trabalho
visou estudar o  comportamento  do
hidroximetilnitrofural (NFOH) em pomadas e
emulsdes quanto a sua capacidade de permeagao

transcutanea.

MATERIAL E METODOS

Formulacdes propostas para estudo

O  hidroximetilnitrofural (NFOH) foi
gentilmente cedido pelo Lapdesf (Laboratdrio de
Pesquisa ¢ Desenvolvimento de Farmacos), da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara, UNESP, SP.

A Tabela 1 apresenta as matérias-primas
utilizadas para a obtencdo da pomada
hidrofilica/lavavel.

Para a obtencdo da pomada hidrofilica os
Ethylene glycol polymer foram pesados,
separadamente, em béqueres, e aquecidos a
temperatura elevada o suficiente para fusdo e ou

solubilizacdo dos solidos, sendo adicionados
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primeiramente os compostos de ponto de fusdo
mais elevado. Em seguida, foram adicionados
os demais componentes e apo6s fusdo e
homogeneizacao, foi vertido vagarosamente o
principio ativo (NFOH), sob lenta e constante

agitagdo, até o resfriamento das preparagdes.

Tabelal. Pomada Hidrofilica/Lavavel.

Matéria — prima Composicio percentual
BHT 0.1
imidazolidiny] urea 05
Ethylens glycol pelymer 40,0
(PEG-T73)

Ethylene glycol polymer 300
{PEG-31)

Ethylens glycol pelymer 1000
(PEG-12) g.z.p.

A Tabela 2 apresenta as matérias-primas
utilizadas para a obtencdo da emulsdo 6leo/agua

ndo idnica.

Tabela 2. Emulsao 6leo/agua nao ionica.

Matéria — prima Composicio Percentual

PPG-2-Ceteareth-0 OF 3.0
Cetearyl Alcohol 6.0
Dimethicone 1.0
Cetearyl Palmitate 3.0
Izopropyl Miristate 4.0
BHT 0,05
Propylparaben 002
Methylparaben 0.18
Propylene Glycol 3.0
PEG-73 Lanolin 50% 2.0
Aqua g.s.p. 100,0

As fases graxa e aquosa foram pesadas,
separadamente, em béqueres, ¢ aquecidas a

temperatura elevada para fusdo e solubilizagdo

dos soélidos (75 a 80 °C). Em seguida, a fase
aquosa foi vertida sobre a fase oleosa, sob lenta
e constante agitacdo. Foram preparados trés tipos
de emulsdes, distintas quanto ao momento de
incorporagdo do farmaco: uma na creme base
pronta (E O/A 1), outra na fase oleosa (E O/A 2),

¢ a terceira na fase aquosa (E O/A 3).

Analise espectrofotométrica
Espectro de absor¢do no ultravioleta

Foi feita wuma curva analitica, para
determinacdo do espectro de absor¢do no
ultravioleta. Para isso, uma solu¢do padrao de
NFOH foi preparada. Foram pesados exatamente
12,50 mg de NFOH e transferidos para um baldo
volumétrico de 500 mL, dissolvendo-se e
completando o volume com 4gua deionizada,
sendo obtida uma solucédo final de 25,0 pg/mL
de NFOH (solucao padrao).

Aliquotas de 1,0a 20,0 mL de solugdo padrao
(25,0 pg/mL) foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 mL e o volume foi
completado com agua deionizada, obtendo-se
concentracdes de 1,0 a 20,0 pg/mL de NFOH em
cada baldo volumétrico.

A leitura dessa solucdo foi feita contra o
branco (agua deionizada) na faixa de 190-600
nm, com velocidade de varredura de 300

nm/min.

Curva analitica
Uma curva analitica para o NFOH foi
construida. Para isso, aliquotas de 1,0a 20,0 mL
de solucdo padrio (25,0 pg/mL) foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL

¢ 0 volume foi completado com agua deionizada,
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obtendo-se concentragdes de 1,0 a 20,0 pg/mL
de hidroximetilnitrofural em cada baldo
volumétrico.

As leituras destas solu¢des foram efetuadas
a 376nm, contra o branco agua deionizada. Os
valores de absorbancia foram lidos em
triplicata. A curva foi construida, relacionando-
se a absorbancia média das trés leituras contra a

concentracdo em cada nivel.

Validagdo do método espectrofotométrico na
determinagdo de NFOH em pomadas
hidrofilicas e emulsoes O/A.

Para validagao do método
espectrofotométrico foram preparadas solugdo
de NFOH, solugdes das amostras (pomadas/
emulsdes contendo o farmaco) ¢ solugdes
placebo (sem farmaco) tanto da pomada

hidrofilica quanto da emulsdo O/A.

Pomada hidrofilica

Para preparagdo da solug@o de foi transferida
uma aliquota de 8,0 mL de solucdo padrio (25,0
pg/mL) para um baldo volumétrico de 25 mL e
o volume completado com &4gua deionizada,
obtendo-se uma concentragao de 8,0 pg/mL de
NFOH.

Para preparacdo da solugcdo amostra da
pomada hidrofilica foram pesados 0,5 g da
pomada que equivale a 0,001g de NFOH e
transferidos a um baldo volumétrico de 50 mL,
dissolvendo-se ¢ completando o volume com
agua deionizada.

A solugdo foi filtrada rejeitando-se os

primeiros 5 mL e do filtrado tomou-se uma

aliquota de 10 mL que foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o
volume com agua deionizada, obtendo-se uma
concentracao final de 8,0 ug/mL de NFOH.

Também foi preparada a solugdo placebo da
pomada hidrofilica. Foi pesado 1,0 g de pomada
placebo, procedendo-se entdo conforme a
preparagdo da solucdo amostra da pomada
hidrofilica.

As trés solugdes foram analisadas em
espectro de absor¢do no UV/Visivel, no
intervalo de 190 a 600 nm, utilizando-se agua

deionizada como branco.

Emulsoes O/A

As solugdes de NFOH, amostra e placebo
foram preparadas da mesma forma como
descrito para a pomada hidrofilica, porém foi
usado como sistema solvente
cloroférmio/isopropanol 1:1.

As trés solugdes foram analisadas em
espectro de absor¢do no UV/Visivel, no

intervalo de 190 a 600 nm, utilizando-se

cloroférmio/isopropanol 1:1 como branco.

Teste de precisao através da repetibilidade
Para este teste foram preparadas as solucdes
de NFOH, amostra e placebo das formulagdes
propostas, como descrito anteriormente. Foram
realizadas 10 determinagdes para cada solugdo e
os resultados foram analisados estatisticamente.
Também foi realizado o teste de precisdo para
verificar se a repetibilidade testada na pomada
hidrofilica e emulsdes de NFOH também se

aplica a pomada comercial Furacin®.

Foi utilizado como padrdo a média aritmética
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das leituras de 3 solugdes padrao de 8,0 pg/mL
de nitrofural para a preparacdo da solugdo
padrdo de NFOH.

Foram efetuadas 10 determinagdes para cada
amostra. Os resultados foram analisados

estatisticamente.

Teste de recuperacio

No teste de recuperagdo, as solugdes de
NFOH, amostra e placebo foram novamente
preparadas, como descrito anteriormente.
Durante todas as preparacdes era realizada uma
leitura espectrofotométrica da solugdo para se
assegurar que a concentracdo de NFOH era a
esperada.

Para preparagdo das solugdes de leitura,
aliquotas das solucdes de amostras das
formulagdes (pomada hidrofilica e emulsoes) de
NFOH e das solucoes de NFOH foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL,
sendo o volume completado com agua
deionizada, no caso da pomada hidrofilica e
com 0 sistema solvente
cloroformio/isopropanol 1:1, para as emulsdes,
as solugdes foram preparadas de acordo com a
Tabela 3.

A pomada hidrofilica comercial (Furacin®)
também foi testada. Foi preparada a solucdo de
nitrofural de concentra¢do de 25,0 pg/mL ¢ a
solucdo de Furacin®, com concentragio final de
8,0 ug/mL nitrofural de acordo com o descrito
para preparacdo da solugdo da pomada
hidrofilica de NFOH. Seguiu-se o procedimento
para a preparagdo das solugdes de leitura.

A porcentagem de recuperagdo (%R) para

cada amostra foi calculada de acordo com a

Association of Official Analytical Chemists

(AOAC)™?, através da seguinte equagio:

R%=Ca-Cna x100
Cp

onde,

R % = Porcentagem do padrio recuperada

Ca = Concentragado do analito encontrado na
amostra adicionada de padrao;

Cna = Concentra¢do do analito encontrado
na amostra nao adicionada de padrao;

Cp = Concentragdo de padrdo do analito.

Teste de liberacio in vitro

Para este ensaio, foi empregada a
metodologia usada por Isaac (1998), através do
uso de uma cuba de dissolu¢do de comprimidos,
utilizando-se cada uma das formulacdes,
separadamente, para a realizacdo do teste®.

Cada preparagao foi previamente pesada (0,3
g) e, em seguida, colocada num tubo de vidro em
cuja extremidade estava acoplada uma
membrana de dialise e, ele proprio, submerso em
50 mL de solugdo de cloreto de sodio 0,9% p/p,
denominada solugdo receptora, mantidos a 37
°C, sob agitacdo de 120 rpm.

A cada 30 minutos, foram coletadas amostras
de 5,0 mL da solugéo receptora e recolocados 5,0
mL de solug@o de cloreto de so6dio 0,9% p/p, para
manutenc¢do de volume constante.

As amostras coletadas foram analisadas em
espectrofotdmetro de absor¢do no UV, para a
leitura das absorbancias, em 371,5 nm (e para a
pomada comercial de nitrofural foi realizada a

leitura em 374,0 nm). As amostras colhidas no
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tempo zero foram usadas como branco, para

zerar o aparelho. As absorbancias obtidas foram

plotadas em grafico, em fungdo do tempo de

experimentagao.

Tabela 3. Preparacao das solugdes de leitura para as emulsdes.

Volome . Volome Concentragic  Concentragio
Concentracio
adicionzde da adicionzdeo d=2 d= selugdo de finzl da
de amostra am
amostra em ol zolupdo de WNPOH em solupdo em
ml, NFOHem ml, Heml Le'ml
— — 10,0 10,0 10,0
10,0 3,32 10,0 10,0 13,2
10,0 3,32 3.0 3.0 2
10,0 3,32 i0 i0 2
10,0 3,32 — ——— 2
RESULTADOS

Espectro de absorcao no ultravioleta do
NFOH

O intervalo de onda empregado foi de 190 a

600 nm. A Figura 1 mostra os espectros de

absor¢do do NFOH, utilizando 4gua deionizada

como solvente.

Figura 1. Espectros de absor¢do no UV, no
intervalo de 190 a 600 nm: NFOH (8,0 pg/mL)

em agua deionizada.

1000

posg L ‘ o
w200 200 400 B0

A Tabela 4 mostra os comprimentos de onda
de maior absor¢do do NFOH. O comprimento
de onda trabalhado na padronizagdo do método

analitico foi o de 371,5 nm.

Tabela 4. Comprimentos de onda e respectivas

absorbancias do NFOH.

A max (nm) Abs
371,5 nm 0,6096
262 nm 0,5226

Analise das pomadas e emulsdes formuladas
Para padronizagdo da metodologia analitica
foi construida uma curva analitica do NFOH
(Figura 2).
Figura 2. Curva analitica do NFOH (y =
0,0787x + 0,0035 (y = ax + b)e R*=0,9997).

Curva Analitica do NFOH
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81,2000
2
©0,8000 -
o
20,4000
<
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A faixa linear de detec¢do que obedece a Lei
de Beer ¢ dependente do composto analisado e
do tipo de detector utilizado ©¥.

A linearidade foi determinada pelo
coeficiente de correlagdo (r), obtido pela curva

analitica.

Pesquisa de interferentes a partir de
excipientes

Tanto para a pomada hidrofilica quanto para
as emulsdes com NFOH, observou-se que ndo
ha interferéncia nos picos de absorgdo dos
placebos em relagdo aos picos de absorgdo do
NFOH.

A Figura 3 mostra a sobreposicdo dos
espectros de absor¢ao das solu¢des padrdo de
NFOH, das solugdes amostra (pomada
hidrofilica de NFOH e emulsdes) e das solugdes

placebo.

Teste de precisio através da repetibilidade
Os resultados obtidos com aplicacdo do

método espectrofotométrico nas amostras e o

tratamento estatistico que foi efetuado estdo

resumidos na Tabela 5.

Teste de recuperacio

A recuperacdo para o método foi avaliada
para a pomada hidrofilica e para os trés tipos de
emulsdo O/A. As tabelas 6, 7, 8, 9 e 10 expdem

os resultados obtidos.

Teste de liberacao in vitro

Os resultados deste teste encontram-se na
Figura 4, respectivamente, para a pomada
hidrofilica, emulsdo O/A 1, emulsdao O/A 2,
emulsio O/A 3 e pomada hidrofilica de

nitrofural comercial (Furacin®).

DISCUSSAO
Foram realizados testes preliminares a fim de
escolner o  solvente, concentragdo ¢
comprimento de onda adequado para cada
amostra estudada. A escolha do comprimento de
onda adequado ¢ importante para otimizag@o do
método. O comprimento de onda escolhido para
o farmaco foi aquele onde ¢ maxima a absorcéo,
pois ¢ neste comprimento de onda onde ¢ maior
a sensibilidade.
O método espectrofotométrico proposto para
o doseamento do NFOH in vitro a 371,5 nm,
destaca-se pela facilidade e rapidez de execucao,
boa exatiddo, precisdo e economia.
método

Para a  padronizacido  do

espectrofotométrico no ultravioleta,
empregaram-se solucdes de NFOH em agua
deionizada, como solvente, para pomada
hidrofilica e, NFOH em
cloroférmio/isopropanol 1:1 para as emulsdes. A
agua deionizada foi obtida pelo sistema osmose
reversa sendo que o espectro de absorg¢do do
NFOH, no intervalo de 190 a 600 nm, apresentou
um pico de absor¢do maxima em 371,5 nm.
Como o estudo pretende uma comparacgdo entre
a pomada e emulsdes propostas com a pomada
atualmente no mercado de nitrofural (Furacin®),
foi realizada uma padronizagdo do método
espectrofotométrico no ultravioleta para esta
pomada, utilizando-se agua deionizada como
solvente, apresentando um pico maximo de
absorcdo em 374,0 nm.

Apesar do farmaco ser pouco soluvel em
agua, a escolha desse solvente foi devido a nao

interagdo com as amostras, pela
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hidrossolubilidade da pomada e pelo baixo cloroformio/isopropanol  1:1, o  farmaco

custo. J4 para o sistema solvente de apresentou boa solubilidade e esse sistema
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Figura 3. Sobreposi¢ao dos espectros de absor¢ao das solugdes placebo (A), solugdo padrao de NFOH

(B) e solugdes amostra (C). Amax 371,5nm. Velocidade de varredura: 300nm/min. Concentragao:

8,0pg/mL.
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Tabela 5. Resultados obtidos na determinacdo do teor de farmaco presentes nas amostras e respectivas

analises estatisticas, empregando-se 0 método espectrofotométrico.
Pomada Emulsdo Emulsio Emulsio
Furacin®
Hidrafilica o4 1 o4 2 o4 2
Valor tedrico de
8,00 8.00 8.00 8,00 8,00 ==
NFOH (pg)
Valor
encontrado® 8.17 8.13 83.11 3.17 8.88
(ng)
Teor percentual
102,12 101,62 101,37 102,12 111,00
(%)
Desvio
0,13 0.17 0.21 0.25 0,007
padrio
Coeficiente de
variacio CV 1.64 211 2,56 3.0 1.64
(%)
Intervalo de @3%%
de confianga da 8.17£ 0,13 8,01 034 8.11 £ 042 21705 8.17£ 0,13
media

* média de dez determinagdes

** valor tedrico de NF (nitrofural)

Emulsdo O/A 1: NFOH incorporado nas duas fases.
Emulsdo O/A 2: NFOH incorporado na fase oleosa.
Emulsdo O/A 3: NFOH incorporado na fase aquosa.
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Tabela 6. Teste de recuperacao da solucdo de NFOH adicionada as amostras de pomada hidrofilica e

analisadas pelo método espectrofotométrico no UV a 371,5 nm.

Concentragio de Concentragdo de Media de
. .. . Fecuperacio .
padrio adicionada padrdo recuperado™ Eecuperacio
. . (*a)
(hg/mL) (ng/mL) = DP
10.0 10,16 101,65
5.0 3,01 100,38 100,94 + 0,65
3.0 3,02 100,20
* média de trés determinacdes

Tabela 7. Teste de recuperacao da solugdo de NFOH adicionada as amostras de emulsdo O/A 1 ¢
analisadas pelo método espectrofotométrico no UV a 371,5 nm.

Quantidade de Cuantidade de Media de
. .. . Eecuperacio
padrio adicionada padrao recuperado® Recuperacio
b

(hg/mL) (ng/mL) o8 = DP
10,0 10,13 101.27
5.0 4,94 0% 86 0089+ 124
3.0 299 00,53

# média de tréz determinacbes

Tabela 8. Teste de recuperacdo da solu¢do de NFOH adicionada as amostras de emulsdo O/A 2 e
analisadas pelo método espectrofotométrico no UV a 371,5 nm.

Cantidade de Cantidade de Media de
N L N Fecuperagio
padrio adicionada padrio recuperado® Fecuperacio
. . (*s)
(ng/mL) (ng/mL) = DP
10,0 10,14 101.40
3.0 4.99 9089
100,14 = 1.15
3.0 2,97 90.14
#* média de trés determinagoes
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Tabela 9. Teste de recuperacao da solucdo de NFOH adicionada as amostras de emulsao O/A 3 e

analisadas pelo método espectrofotométrico no UV a 371,5 nm.

Quantidade de Cuantidade de Média de
. . . Eecuperagio .
padrio adicionada | padrio recuperado® Eecuperagio
o)
(ngiml) (ng'mL) o +DP
10,0 092 99,24
5.0 5,00 101,91 9080 +1.89
3.0 293 98,26
¥ média de trés determinactes

Tabela 10. Teste de recuperacao da solucao de nitrofural adicionada as amostras da pomada hidrofilica

de nitrofural comercial (Furacin®) e analisadas pelo método espectrofotométrico no UV a 374,0 nm.

Cuantidade de Cuantidade de Média de
" .. . Fecuperacio N
padrio adicionada padrio recuperado® Recuperagio
. . (%a)
(ng/mL) (hg/mL) =DP
10,0 10,01 100,13
5.0 4,96 99,12
100,73 + 1,97
3.0 3,14 102,93

* média de tréz determinacies

Figura 4. Liberagao in vitro do NFOH, na pomada hidrofilica,

hidrofilica comercial.

nas emulsdes com NFOH ¢ na pomada
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também foi capaz de solubilizar as emulsdes por
completo.

A fim de garantir que o método forneca
informagdes confidveis e que os resultados
obtidos reflitam a operacdo de procedimentos
analiticos, foram avaliados neste trabalho
quatro parametros da validagdo para o método
espectrofotométrico: linearidade,

especificidade, precisdo e exatiddo; porém, a
validagdo de um método analitico ndo implica
em isencdo de erros, mas permite a obtengdo de
informagdes  estatisticamente  confiaveis,
confirmando que o método ¢ adequado ao uso
proposto™.

Segundo Bressolle et al., (1996) é necessario
0 uso de um numero suficiente de padroes para
definir adequadamente a relagdo entre a
concentragdo e a resposta do equipamento. A
curva analitica deve ser construida usando no
minimo cinco valores, excluindo valores de
branco, na faixa de concentragdo esperada’®.

A linearidade do método foi determinada
através da curva analitica (Figura 2), na qual foi
verificada a proporcionalidade entre as
diferentes concentragdes do padrio e as
absorbancias.

Para a analise espectrofotométrica do NFOH
foram utilizadas vinte solugdes padrio de
diferentes concentracdes. O coeficiente de
correlagdo de 0,9997, obtido na padronizacdo
do método, demonstra que as solugdes padrdo
do NFOH apresentam boa correlagdo linear
entre a absorbancia e as concentracdes,
indicando que os coeficientes de linearidade sdo
adequados (0,99 a 1,0)°*3*37:3% Esta correlagio

¢ verificada na faixa de concentragdo de 1,0 a

20,0 pg/mL.

O fato do valor de a estar muito proximo de
zero, indica que existe pouca influéncia dos
excipientes®” .

O estudo da influéncia dos excipientes foi
verificado através da aplicagdo dos métodos
propostos em placebos da pomada e das
emulsoes de NFOH (Figura 4). Os espectros dos
placebos da pomada e emulsdes do NFOH néo
apresentaram uma absorcao significativaa 371,5
nm, portanto, ndo parece exercer influéncia nos
métodos propostos. Nao foi possivel realizar este
teste para a pomada hidrofilica de nitrofural
comercial (Furacin®) por nio dispormos de
amostras do fAirmaco nitrofural nem amostras da
pomada hidrofilica sem o farmaco (placebo).

A exatiddo do método, comprovada através
dos testes de recuperagdo, pode ser definida
como a proximidade dos resultados
experimentais obtidos com os valores
nominais** **, A média da recuperacio deve ser
de 98% a 102% do valor tedrico’’. As Tabelas 6,
7, 8 9 e 10 mostram a porcentagem de
recuperagdo das amostras. Os resultados obtidos
sdo adequados tanto para a pomada hidrofilica e
emulsdes de NFOH a 371.5 nm quanto para a
pomada comercial de nitrofural a 374,0 nm. Um
método pode ser considerado exato quando o
intervalo dos resultados apresenta variacdo de +
2,0% do valor nominal.

A precisao de um método é o grau de
concordancia entre os resultados dos testes
individuais, quando o procedimento é aplicado
diversas vezes em uma mesma amostra ¢ em
condi¢des idénticas de analise® **. Para que um
método seja considerado preciso, ¢ necessario
que se faga a leitura de no minimo 10 amostras

com um CV menor ou igual a 1%*. No entanto,
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1.

alguns autores aceitam valores de CV menores
do que 2,0%, sendo que uma precisdo menor
que 1,5% ¢ considerada boa e valores entre 0,5
e 1,0% sdo considerados excelentes “V. De
acordo com os resultados expressos na Tabela 5
todos os métodos propostos sdo precisos.

Ap6s a conclusdo dos testes de padronizacdo
do método de analise proposto, foram
realizados testes de liberagdo do farmaco in
vitro, que mostraram que todas as formulacdes
propostas apresentaram baixo desempenho
quanto a liberagdo do farmaco, mas entre elas, a
pomada hidrofilica foi a que apresentou um
melhor desempenho. Foi realizado um teste de
liberagdo in vitro da pomada hidrofilica de
nitrofural comercial (Furacin®), apresentando
um resultado bastante semelhante ao da pomada
hidrofilica de NFOH. A partir destes dados in
vitro, pode-se concluir que ndo ha diferencas
significativas de permeagao entre o nitrofural e

seu pro-farmaco.

CONCLUSAO

Tendo em vista que a proposta € uma
preparacdo para tratar queimaduras e a sua a¢ao
esperada ¢ local, ndo necessitando a absor¢ao do
farmaco,

pode-se concluir que todas as

formulagdes propostas apresentaram bom
desempenho, podendo ser utilizada para a
formula¢do do medicamento topico contendo

NFOH.
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