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Resumo

No presente trabalho avaliou-se 0 emprego de técnicas voltamétricas para monitorar em tempo
real a liberacdo dos farmacos paracetamol e ciprofloxacina incorporados separadamente em
membranas de triacetato de celulose. O método voltamétrico baseou-se na oxidacao
eletroquimica dos farmacos em eletrodos impressos descartaveis (“Screen-printed electrodes”,
SPEs) e foi comparado com o método espectrofotométrico na regido do UV (243 e 272 nm para
paracetamol e ciprofloxacina, respectivamente) e com o método amperométrico (no caso da
liberacdo de ciprofloxacina). O triacetato de celulose "TAC" foi produzido a partir da acetilagéo
da celulose da palha de milho, para a obtencdo de membranas utilizadas como matrizes de
liberacdo controlada dos farmacos. As seguintes formulaces foram usadas para a producédo de
membranas simeétricas e assimétricas para posterior avaliacdo da liberacdo dos farmacos:
TAC/diclorometano/farmaco e TAC/diclorometano/agua/farmaco, respectivamente. Os SPEs
usados na medidas voltamétricas tinham como eletrodo de trabalho tinta de carbono modificada
com nanotubos de carbono de paredes multiplas, o auxiliar composto por tinta de carbono, e 0
de referéncia por tinta de prata. A liberacdo dos farmacos das membranas de TAC foi realizada
em solucdo tampdo fosfato pH 7,4 na temperatura de 36 °C. Os resultados mostraram uma
liberacdo de 40% e 46% de paracetamol das membranas simeétricas e assimétricas,
respectivamente, com grande concordancia entre as técnicas voltametrica e espectrofotomeétrica
no UV. Para a liberacdo de ciprofloxacina, os valores percentuais variaram de 30% a 44% e
40% a 67% para membranas simétricas e assimétricas, respectivamente. No entanto, ndo houve
a mesma concordancia entre as técnicas tal como verificada na liberagdo do paracetamol,
mesmo com a inclusdo de um segundo método comparativo (amperometria). Provavelmente, a
diferenca entre os valores de liberacao de ciprofloxacina monitorados pelas diferentes técnicas
ocorreu por falta de homogeneidade na incorporacao do farmaco nestas membranas. Em ambos
os estudos verificou-se maior percentual de liberacdo de farmaco nas membranas assimétricas,
uma vez que estas apresentaram estrutura mais porosa, sendo tal estrutura comprovada pelas
analises por microscopia eletrdnica de varredura, o que permitiu maior acesso dos farmacos a
solucdo de liberacdo. A técnica voltamétrica utilizada apresentou vantagens em relacdo a
espectrofotometria, como monitoramento in situ, alto grau de automacdo, analise em curto
espaco de tempo, a dispensabilidade de dilui¢Ges, sistema de facil manuseio, baixo custo de
operacdo e alta sensibilidade, tendo, portanto, potencial na avaliacdo da liberacdo de farmacos
de membranas usadas como matrizes de liberagdo controlada de drogas.

Palavras-chave: Palha de Milho, Triacetato de Celulose, Voltametria de Onda Quadrada.



Abstract

In the present study we evaluated the use of voltammetric techniques to monitor in real time
the release of the drugs paracetamol and ciprofloxacin incorporated on cellulose triacetate
membranes. The voltammetric method was based on the electrochemical oxidation of the drugs
on disposable screen-printed electrodes (SPEs) and was compared with the spectrophotometric
method in the UV region (243 and 272 nm for paracetamol and ciprofloxacin, respectively) and
with the amperometic method (only in the case of ciprofloxacin release). Cellulose triacetate
"TAC" was produced by the acetylation of cellulose corn straw, to obtain membranes used as
matrices for controlled release of drugs. The following formulations were used for the
production of symmetric and asymmetric membranes for subsequent evaluation of the release
ofdrugs: TAC / dichloromethane / TAC drug and / dichloromethane / water / drug, respectively.
The SPEs used in voltammetric measurements presented as working electrode a carbon ink
modified with multiwalled carbon nanotubes, the auxiliary ink composed of carbon, and a
reference silver ink. The release of drug from the TAC membranes was performed in phosphate
buffer pH 7.4 at a temperature of 36 °C. The results showed release of paracetamol of 40% and
46% for symmetric and asymmetric membranes, respectively, with good agreement between
voltammetric and UV spectrophotometric techniques. For the release of ciprofloxacin, the
percentage values ranged from 30% to 44% and 40% to 67% for symmetric and asymmetric
membranes, respectively. However, there was no correlation between the same techniques as
seen in the release of paracetamol, even with the inclusion of a second comparative method
(amperometry). Probably, the difference between the values of ciprofloxacin release monitored
by different techniques was due to the lack of homogeneity in the drug incorporation in these
membranes. In both studies there was a higher percentage of drug release in asymmetric
membranes, as these presented a more porous structure, as confirmed by scanning electron
microscopy, which allowed greater access of drugs to the release solution. The voltammetric
technique presented advantages in relation to spectrophotometry such as in situ monitoring,
high degree of automation, analysis in a short time, no dilutions required, easy to use, low cost
of operation and high sensitivity, and therefore, presents potential in the evaluation of drug

release from membranes used as matrices for controlled release of drugs.

Keywords: Corn Husk, triacetate cellulose, Square wave voltammetry.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO



Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Consideragdes Gerais

Neste trabalho utilizou se a palha de milho como fonte de celulose para a produgéo de
membranas de triacetato de celulose, para posterior incorporacdo de farmacos. A liberacdo dos
farmacos paracetamol e ciprofloxacina destas membranas foi realizada empregando as técnicas
eletroquimicas, voltametria de onda quadrada e amperometria, e comparacdo com a técnica

espectrofotométrica na regido do UV.

1.2. Residuo Agroindustrial (Palha de Milho)

O Brasil € um grande produtor agroindustrial. O pais produziu na safra 2014/2015 cerca
de 198,54 milhGes de toneladas em uma area plantada de 57,03 milhdes de hectares. E dessa
producdo total, cerca de 24,42 % que resulta em 48,484 milhGes de toneladas provem da
producéo do milho [1].

O milho representa um produto estratégico para a seguranca alimentar da populacéo
mundial sendo utilizado para a nutricdo humana e alimentacdo animal, principalmente na
avicultura, suinocultura e bovinocultura (de corte e de leite). Alem dessas finalidades, o milho
é cultivado para a producdo do bioetanol, principalmente nos Estados Unidos. Além disso,
também ¢é utilizado na indastria quimica e alimenticia, de onde se obtém mais de quinhentos
derivados, a producdo de milho, no Brasil tem-se caracterizado pela divisdo da producéo em
duas épocas de plantio.

Os plantios de verdo, ou primeira safra, sdo realizados na época tradicional, durante o
periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto, na regido Sul, até os meses de
outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste, sendo que no Nordeste, esse periodo ocorre no
inicio do ano.

Apos a colheita do milho no campo, os principais residuos gerados sdo o caule, a palha
e 0 sabugo. A palha de milho (PM) é considerada um residuo agricola, geralmente incinerada
ou utilizada como cama nos criadouros de aves nas propriedades rurais brasileiras, sendo um
material abundante, porém pouco aproveitado de forma a gerar renda, exceto quando destinado

a producdo do artesanato.
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A PM representa cerca de 10% do peso da espiga seca, 0 que permite a estimativa de
producédo global, se na safra de 2012/2013 produziu cerca de 28,75 milhGes de toneladas,
aproximadamente 2,8 milhdes de toneladas sdo residuos, entre os residuos estdo a PM que é um
importante residuo agricola que esta disponivel em grande quantidade e em baixo custo. Este
residuo lignocelulésico é constituido de celulose aproximadamente 38,86% e outros
carboidratos complexos como hemicelulose e lignina [2], que estardo descritos em
componentes da palha do milho.

1.3. Componentes da palha do milho

1.3.1. Celulose

Dentre varias cadeias carbdnicas, a mais abundante que esta presente na PM, e a da
celulose, que também corresponde isoladamente por aproximadamente 40% de toda reserva de
carbono disponivel na biosfera, € a fonte mais abundante deste elemento base dos componentes
organicos. Esta presente em todas as plantas e a celulose encontrada varia de aproximadamente,
20 2 99% [3,4].

A celulose constitui a fonte polimérica renovavel mais abundante do planeta sendo ainda
a maior constituinte das plantas e arvores. E um homopolimero linear composto de unidades de
anidro-glicose, as quais sdo ligadas entre si através de ligacdes p — (1-4) - glicosidicas. Onde a
ligacdo P e resultante da rotagdo de 180° do plano das unidades alternadas da glicose, onde
devido a rotacdo ela faz a ligacdo do tipo 1,4 [4]. Como demonstrado na Figura 1, cada unidade
de glicose contém trés grupos hidroxilas livres, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, respectivamente
[5,6].
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Figura 1- Unidade base de celulose [6].

Devido a disponibilidade destes grupos hidroxilas, as macromoléculas de celulose
tendem a formar ligacdes de hidrogénio intermoleculares (entre unidades de glicoses de
moléculas adjacentes) e intramoleculares (entre unidades de glicose da mesma molécula), as
quais sdo extremamente importantes para suas caracteristicas quimicas e fisicas [7].

As ligacdes intramoleculares conferem a celulose uma significativa rigidez, enquanto
as intermoleculares s@o responsaveis pela formacdo da fibra vegetal, ou seja, as moléculas de
celulose se alinham, formando as microfibrilas, as quais formam as fibrilas, que, por sua vez,
se ordenam para formar as sucessivas paredes celulares da fibra. Dentro das microfibrilas da
celulose existem duas fases distintas: uma fase com grande ordenamento das moléculas,
denominada fase cristalina e outra, com baixo ordenamento, denominada fase amorfa. Na
regido cristalina, a fibra tem maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatacdo (absorcéo
de solvente) [8].

1.3.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo uma mistura de polissacarideos de baixa massa molecular, os
quais estdo associados intimamente a celulose nos tecidos das plantas. Enquanto a celulose,
como substancia quimica, contém somente a D-glucose como unidade fundamental, as
hemiceluloses podem aparecer em propor¢des variadas compostas por varios monossacarideos

polimerizados, incluindo carboidratos que possuem cinco atomos de carbono, chamadas
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pentoses (xilose e arabnose), seis atomos de carbono, chamadas hexoses (galactose, glucose e
manose), acido 4-Orto-metil-glucurénico e residuos de acido galactordnico.

A massa molecular das hemiceluloses € cerca de 10 a 100 vezes menor do que a da
celulose e apresenta ramificagdo em sua estrutura. As hemiceluloses sdo diferenciadas da
celulose pela facilidade de hidrolise por &cidos diluidos e solubilidade em solugdes alcalinas.
A Figura 2 mostra as unidades de agUcares mais comuns que constituem as hemiceluloses
[9,10].

Figura 2- AgUcares que compdem as unidades de hemiceluloses [9].

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES
H OH coo o, i
H OQOH H _+——OOH H oH OoH
(ot S 5w kot b
HO H HO H HO H H v H
H OH H OH H OH OH OH
p-D-xilose p-D-glucose acidof-D-glucurdnico a-L-ramnose
H OH COOH H
OH OoH 0 H _+——OH H OOH
KOHH H e KOH H Kg S OH Y
H H Hoo A HyCO ¥ OH HOY——t"H
OH H H H OH O M

a-D-arabinopiranose p-D-manose acidoa-D-4-O-metilglucurdnico a-L-fucase

OH COOH

o OH
HO OH OH_+——0OH
i 1 % L
HO” 1 OH L s i) H OH
a-L-arabinosefuranose a-D-galactose acidoa-D-galacturdnico
1.3.3. Lignina

As ligninas sdo macromoléculas que contém os vegetais, cuja a funcao e de enrijecer as
fibras e se tornando uma barreira de degradacéo da parede celular [6,10].

As ligninas sdo hidrocarbonetos macromoleculares complexos, como mostra na figura
3, as ligninas sdo formados por grupos alifaticos e aromaticos. E um material hidrofébico,
altamente ramificado e pode ser classificado como um polifenol constituido por um arranjo
irregular de varias unidades de fenilpropano, que pode conter grupos hidroxila e metoxila como
substituintes do grupo fenil. Sua estrutura principal provém da polimerizacdo desidrogenativa
(iniciada por enzimas) de precursores fenilpropandides como p-hidroxifenilpropano (H),

guaiacilpropano (G) e siringilpropano (S) [6].
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Figura 3- Unidades estruturais da lignina: (G) guaiacilpropano, (S) siringilpropano, (H)

p-hidroxifenilpropano [6].

HiC_

A lignina é uma substancia quimica que confere rigidez a parede celular e age como um

agente permanente de ligacdo entre as células, gerando uma estrutura resistente ao impacto,

compressao e dobra [8,9]. Apesar de todos os estudos realizados até hoje sobre a lignina, muitos

pontos, relativos principalmente a sua estrutura, permanecem em duvida. Isto decorre da grande

diversidade da estrutura das ligninas quando se passa de uma espécie vegetal para outra ou, até

mesmo, dentro da mesma espécie [11]. Um esquema estrutural foi proposto para a lignina da

madeira moida de Eucalyptus grandis, apresentado na Figura 4, a partir dos estudos de seus
grupos funcionais e anélise elementar [12,13].

Figura 4- Modelo proposto para a lignina de eucalipto [13].
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1.4. Acetato de celulose

O acetato de celulose, figura 5, € um dos derivados de celulose de grande importancia
comercial, devido a sua larga aplicacdo na producéo de fibras, plasticos, dentre outros [12-14].

Figura 5- Estrutura do acetato de celulose [14].

O acetato é produzido pela esterificacdo dos grupos hidroxila das unidades de
anidroglicose, com a excecdo de grupos acetila. Cada unidade de anidroglicose contém trés
grupos hidroxilas livres, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, portanto, materiais com diferentes grau
de substituicdo podem ser obtidos. O grau de substituicdo € definido como sendo 0 nimero
médio de grupos hidroxilas, esterificadas com grupos acetilas, por unidade de anidro glicose da
celulose; pode variar de zero, para a celulose, até trés, no caso de um triacetato [15,16].

O acetato de celulose pode ser obtido a partir de uma reacéo de acetilacdo da celulose,
pelo método homogéneo ou heterogéneo. Ambos 0os métodos caracterizam-se pela reacdo da
celulose com uma mistura de &cido acético e anidrido acético, na presenca de acido sulfurico
ou perclérico como catalisador. A principal diferenca entre os dois métodos é que na acetilacéo
heterogénea, utiliza-se um agente nao-inchante, como o tolueno, que mantém a estrutura fibrosa
da celulose. Na acetilagio homogénea ndo se utiliza este agente e, entdo a celulose é
solubilizada no meio reacional, o que causa mudancas na morfologia das fibras de celulose [17].
A Figura 5 mostra o esquema do mecanismo da reacdo de acetilacdo da celulose.

Sassi e Chanzy [17] propuseram que quando as cadeias de celulose tornam-se

suficientemente acetiladas, desprendem-se do cristal tornando-se sollveis no meio reacional,
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Figura 6. Em consequéncia o cristal torna-se quebradico e isso pode ser identificado por uma

série de fendas de onde foram retiradas as cadeias acetiladas.

Figura 6- Mecanismo de acetilacdo com desprendimento das cadeias de cristais [17].
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No caso da reacdo heterogénea, o agente ndo-inchante evitaria que as cadeias se
desprendessem dos microcristais, mesmo depois de acetiladas, ou seja, a acetilacdo ocorre
apenas nas cadeias localizadas na superficie das fibras de celulose figura 7.

Figura 7- Mecanismo da reacéo de producdo do acetato de celulose, por reacao heterogénea [17]
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1.5. Sistemas de liberacdo de farmacos

O sistema convencional (SC) de administracdo de medicamentos é caracterizado por
apresentar liberagdo imediata do farmaco [18,19].

Apesar do amplo uso no setor farmacéutico, os sistemas convencionais (SCs)
apresentam algumas limitagdes, tais como, necessidade de dosagens sucessivas, possibilidade
do farmaco ndo alcancar o nivel terapéutico ou atingir o nivel toxico e dificuldade de atuar no
6rgéo alvo.

Ja os sistemas de liberacdo controlada (SLC) sdo, idealmente, dispositivos que
disseminam um agente ativo quando e onde ele é necessario e num nivel de concentracéo
suficiente para gerar o efeito esperado [20].

Os SLCs, cuja liberacdo do farmaco é prolongada, requerem administragdes menos
frequentes do medicamento em relacéo as formas convencionais, nas quais a concentracao do
farmaco apresenta um aumento na corrente sanguinea, atinge um pico maximo e entdo declina
(figura 8).

Uma caracteristica dos SLCs é a manutencdo da concentracdo terapeuticamente efetiva

de farmacos no sistema circulatorio por um extenso periodo de tempo [21].

Figura 8- Comparacdo ilustrativa das variagdes de concentracdo de farmacos
administrados por métodos convencionais de multidosagem (a) e sistema de liberagéo
controlada (b), sendo A, a administracao do farmaco [21].
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A melhoria no desenvolvimento dos SLCs depende da selecdo de um agente apropriado

capaz de controlar a liberagdo do farmaco, sustentar a acdo terapéutica ao longo do tempo e/ou
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de liberar o farmaco ao nivel de um determinado tecido ou érgdo alvo. Diante das vérias opgdes,
0s polimeros sdo agentes versateis e promissores para exercer tais fungdes [22].

Polimeros atuam na liberacdo de agentes ativos controlando a difuséo destes através da
matriz polimérica. Portanto, para atingir indices de liberacdo adequados é importante conhecer
as propriedades fisico-quimicas tanto do agente ativo quanto do polimero [20-22].

Os fendmenos fisicos de dissolugdo e de difusdo, bem como, a degradacdo quimica
dessas matrizes sdo de grande importancia para a liberacdo dos agentes bioativos. Além disso,
a forma de incorporacdo do farmaco tem grande relevancia, uma vez que este pode estar
disperso molecularmente na fase volumétrica ou adsorvido superficialmente no material
utilizado [23]. Neste caso, o tipo de interacdo observada é fundamental na previsao do perfil de
liberacdo do farmaco, além de ser um parametro na discussdo do tipo de sistema terapéutico

desenvolvido (vias de administracdo topica, enteral e parenteral) [24].

1.6. Utilizacdo de Membranas em Sistemas de Liberacdo Controlada (SLC) de
Farmacos

As membranas podem ser classificadas de acordo com a sua natureza como sendo
natural ou sintética. As sintéticas comerciais sao produzidas a partir de materiais organicos, em
sua grande maioria polimeros como polisulfona, poliamida, policarbonato, poliacrilonitrila,
acetato de celulose; e materiais inorganicos como metais e ceramicas, carbono e 6xidos
metélicos [22 - 23].

De acordo com suas aplicacdes as membranas apresentam diferentes morfologias e se
classificam em densas e porosas. Podem ser simétricas ou assimétricas, ou seja, podem ou nao
apresentar as mesmas caracteristicas morfoldgicas ao longo de sua espessura [23].

As membranas simétricas (MB-SIM) podem ser totalmente densas, possuir poros de
tamanho uniforme ao longo da secdo transversal ou poros cilindricos que atravessam toda a
espessura da membrana [24].

As MB-SIM podem apresentar um gradiente de porosidade ao longo da estrutura ou
ainda possuir uma camada superior fina (denominada “pele”), densa ou com poros muito

pequenos, responsavel pela seletividade, suportada sobre uma subestrutura porosa, que na
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maioria dos casos proporciona resisténcia mecanica a “pele” e oferece pouca resisténcia ao
transporte [24,25].

As MB-SIM podem ser formadas a partir do espalhamento de uma solucéo polimérica,
seguido da evaporacdo da mesma. J& as membranas assimétricas (MB-ASS) sdo produzidas a
partir da inversdo de fases. Nesse processo, um polimero é dissolvido em um solvente adequado
e a solucédo é espalhada formando um filme de espessura uniforme. A inversao se inicia pela
desestabilizacdo da solucdo por inducdo de supersaturagdo tornando-se termodinamicamente
instavel dando origem a duas fases liquidas, uma rica e uma pobre em polimero. Na formacao
da membrana, a fase rica em polimero da origem a estrutura da membrana enquanto a fase
pobre d& origem aos poros.

Alguns pesquisadores [26,27] realizaram estudos referentes a membranas de diacetato
de celulose e a liberacéo e permeacdo de farmacos de morfologias diferentes. Assim, avaliaram
a influéncia da concentracdo de polimero e do agente formador de poros, e ainda a
citotoxicidade e as propriedades térmicas de membranas, e observaram que as membranas
apresentam potencialidade como sistemas de liberacao controlada de drogas.

O acetato de celulose utilizado no trabalho, foi obtido a partir de residuos agroindustriais
provenientes da fonte celulésica (Palha de milho), e foi empregado na producdo de membranas
como matrizes para a incorporacéo de paracetamol (PCT) e ciprofloxacina (Cl), utilizado como
espécie bioativa para avaliacdo da capacidade de incorporacdo da matriz produzida. O estudo
da liberacdo do farmaco da matriz polimérica foi feito através da técnica eletroanalitica de
voltametria de onda quadrada (VOQ), uma nova proposta em substituicdo a técnica de
espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis), que é uma das técnicas analiticas mais
empregadas, em funcéo de robustez, custo relativamente baixo e grande nimero de aplicacdes
desenvolvidas [28].

Apesar de grande aplicabilidade, a espectrofotometria no UV-Vis apresenta algumas
desvantagens, como baixa seletividade, pois 0 método é baseado na quantidade de energia
absorvida por uma substancia em comprimento de onda especifico para cada composto
analisado, e as vezes torna-se dificil a distincdo entre a quantidade do analito, impurezas,
produtos de degradacdo, caso 0 meio contenha grande quantidade de analito.

E dependo da concentracao se tem a necessidade de diluicGes da amostra. Nos itens

1.6 e 1.7, falaremos melhor a respeito dos farmacos utilizados na pesquisa.
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1.7. Acetominofeno (Paracetamol)

O paracetamol (Figura 9), apresenta propriedades analgésicas e antipiréticas, ou seja, no

combate a dor e febre. Porém, seu mecanismo de acdo analgésica ndo estd totalmente

determinado.

Podendo atuar predominantemente inibindo a sintese de prostaglandinas ao nivel

do sistema nervoso central e em menor grau bloqueando a geragdo do impulso doloroso ao nivel

periférico. Ainda produz a antipirese atuando ao nivel central sobre o centro hipotalamico

regulador da temperatura para produzir uma vasodilatacao periférica que da lugar a um aumento

do fluxo de sangue na pele, de sudorese e da perda de calor [29].

Esta substéncia faz parte da composicdo de uma série de farmacos usados contra a

constipacdo comum e gripe e na tabela 1 apresenta as caracteristicas do farmaco.

Figura 9- Estrutura quimica do Paracetamol [29].
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Tabela 1- Caracteristicas do farmaco.
Paracetamol
Caracteristicas Solavel Insoltvel Ponto de fusdo
Pé cristalino branco Agua Cloroférmio 168 °C > 172 °C
Com leve sabor amargo Hidroxido de sodio Eter etilico

Inodoro

Etanol
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1.8. Ciprofloxacina

A ciprofloxacina, Figura 10, é um antibidtico do grupo das quinolonas, e recomendado
0 seu uso somente em alguns casos de pneumonias causadas por bactérias.

O farmaco ciprofloxacina ndo deve ser usado como medicamento de primeira escolha
no tratamento de pacientes, devido a sua toxicidade, com largo histérico de efeitos adversos
debilitantes, é apropriado somente quando antibioticos melhores tolerados tiverem sido
inefetivos para curar a infecgdo. A ciprofloxacina ainda é indicada em casos em que 0S
beneficios superem os riscos, visto em condi¢cGes como fibrose cistica e carbunculo (infecgoes

pulmonares de alto risco) [31], na tabela 2 apresenta as caracteristicas do farmaco.

Figura 10- Estrutura quimica da Ciprofloxacina [31].
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Tabela 2- Caracteristicas do farmaco.

Ciprofloxacina
Caracteristicas Solavel Insoluvel Ponto de fusdo
Pé cristalino branco Agua fervente solucdes basicas | 318 °C > 320 °C
Com leve sabor amargo meio 4cido
Inodoro

13



Capitulo 1 — Introducéo

1.9. Técnicas eletroanaliticas utilizadas para monitoramento de liberacdo
controlada de farmaco

A quimica eletroanalitica compreende um conjunto de métodos analiticos qualitativos
baseados nas propriedades elétricas de uma solugdo que faz parte de uma célula eletroquimica.
As técnicas eletroanaliticas fazem uso das propriedades elétricas mensuraveis (corrente,
potencial e carga) de um analito quando este é submetido a uma diferenca de potencial entre
eletrodos em uma célula quimica. Essas medidas podem entdo ser relacionadas com algum
pardmetro quimico do analito [32].

Uma de suas mais importantes caracteristicas relaciona-se com o fato destas técnicas
possibilitarem o estabelecimento de relagdes diretas entre a concentragdo do analito e alguma
dessas propriedades elétricas.

Dentre as técnicas voltamétricas mais aplicadas em estudos eletroquimicos e
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos, destacam-se a Voltametria Ciclica (VC) a
voltametria de onda quadrada (VOQ) e a Amperometria de potencial constante, onde as técnicas
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), sdo as
técnicas eletroquimicas mais utilizadas para fins de analise, uma vez que claramente apresentam
alta sensibilidade, tornando-as muito adequadas para quantificagdes.

Estas técnicas s@o especialmente Uteis para a analise de farmacos, uma vez que a maioria
dos compostos farmacologicamente ativos possuem grupos eletroativos, que podem ser
detectados voltametricamente.

A voltametria pode ser facilmente utilizada para a quantificacdo de farmacos em
formulacdes farmacéuticas, uma vez que os excipientes geralmente presentes nestas amostras
sdo espécies ndo eletroativas tais como os surfactantes, os polimeros a base de celulose, acidos
organicos de cadeia longa, etc. Portanto, estes excipientes ndo interferem na deteccdo
voltamétrica. Assim, na literatura ha varios trabalhos descrevendo métodos voltamétricos para
a determinacdo de farmacos por métodos eletroquimicos em formulacbes farmacéuticas [33-
38].

As técnicas voltamétricas apresentam varias caracteristicas atrativas para analise de
farmacos, tais como: alta sensibilidade e precisdo adequada, alta frequéncia analitica, baixo
consumo de amostra e reagentes, e tudo isso combinado com uma instrumentacéo relativamente
barata [35-36]. Por outro lado, a principal desvantagem das técnicas voltamétricas é seletividade

moderada, o que limita a sua utilizagdo em amostras mais complexas que contenham mais do
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que uma espécie eletroativa, porque neste caso a possibilidade de interferéncia por meio de
sobreposicdo de picos voltamétricos é alta. Uma aplicagdo interessante para técnicas
voltamétricas € a monitorizagcdo em tempo real de fArmacos a partir de sistemas de liberacdo de
farmacos. Este tipo de estudo é geralmente realizado numa solugdo tampdo capaz de simular
um fluido bioldgico e, geralmente, um farmaco é liberado a partir do sistema de liberagdo
controlada.

Por consequéncia, estes estudos requerem um método analitico com elevada
sensibilidade, o que significa que uma condicdo ideal para empregar voltametria. As técnicas
analiticas normalmente utilizadas para quantificacdo de farmacos liberados a partir de sistemas
de liberacdo controlada sdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
espectrofotometria de UV-vis e fluorimetria. Uma limitacdo grave destas técnicas é que estas
ndo podem monitorar diretamente a liberacdo do medicamento em tempo real, que é altamente
desejavel, a fim de se obter uma cinética de liberacdo de farmacos com perfis completos e
precisos [36].

A voltametria, por outro lado, pode ser utilizada para medir diretamente a concentracao
de farmacos, sem a necessidade de separa-la do sistema de liberacédo de farmacos.

Além disso, a técnica voltamétrica de VOQ combina alta sensibilidade com alta
velocidade e repetibilidade, permitindo a aquisicdo confiavel de varreduras repetitivas em
intervalos de tempo muito curtos. Portanto, a VOQ permite obter a cinética de liberacdo do
perfil do farmaco com alta resolucdo em tempo real, com tratamento de amostra minima, baixo
consumo de reagentes e de baixo custo.

A Amperometria ndo tem uma alta sensibilidade dependendo do método de analise que
estd sendo usado, 0s mais comum e analise direta feita em béquer, mas se usar um sistema de
analise em batelada (BIA), esta sensibilidade pode aumentar e muito podendo até ser comparada

com a VOQ, por ter a injecdo da amostra diretamente na superficie do eletrodo [37,38].

1.10. BIA

BIA, do inglés “Batch Injection Analysis” que significa analise por injecdo em batelada,
surgiu em 1991, Wang e Taha [39] que introduziram um procedimento analitico, o qual é

considerado uma forma alternativa de realizagdo de testes rapidos. A técnica BIA envolve a
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injecdo de uma aliquota (normalmente 100 pL) de amostra, através da ponteira de uma
micropipeta, diretamente na superficie do eletrodo de trabalho (considerado como configuragdo
wall-jet) que estd imerso em um grande volume de solucdo. S8o observadas respostas
transientes (picos, semelhante a um sistema de andlise por injecdo em fluxo “FIA”, do inglés
“Flow Injection Analysis”), refletindo a passagem da zona de amostra sobre a superficie do

eletrodo de trabalho.

1.11. Voltametria Ciclica (VC), Voltametria de onda-quadrada (VOQ),
Amperometria

A VC é a técnica mais utilizada para a aquisi¢cdo de informac6es qualitativas sobre as
reacdes eletroquimicas. A vantagem da VC é de ter a capacidade de fornecer rapidamente as
informacGes consideraveis sobre a termodinamica de processos de oxidacdo e reducdo das
espécies, na cinética de reacdes de transferéncia de elétrons e em reac6es de acoplamento ou
processos de adsorcdo [40]. Frequentemente é o primeiro experimento realizado em estudo na
eletroanalitica, pois proporciona uma localizacéo rapida dos potenciais oxidacao e reducao das
espécies eletroativas, e conveniente de avaliacdo do efeito dos meios experimentais sobre o
processo de oxidacdo e reducdo. A VC consiste em verificar o potencial de linearidade de um
electrodo de trabalho em fase estacionaria (solugdo sem agitacéo) utilizando uma forma de onda
triangular potencial (Figura 11). Dependendo das informacdes pretendidas, ciclos Unicos ou
multiplos podem ser usados. Durante a varredura de potencial, o potenciostato mede a corrente
resultante do potencial aplicado. A resposta resultante da medida, corrente versus potencial é
denominado um voltamograma ciclico [40,41]. Parametros eletroquimicos como potenciais de
pico catddico (Epc) e potenciais de pico anddico (Eps), as correntes de pico catodico (lyc) e
correntes de pico anddico (lpa), € 0s potenciais de meia onda (E1/2), essenciais para caracterizar
0 processo eletrddico ocorrido, podem ser obtidos por meio de um voltamograma ciclico
[42,43].
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Figura 11- Sinal de excitagdo em Potencial pelo tempo no experimento de voltametria
ciclica [41] (adaptacéo).
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A voltametria de onda quadrada (VOQ), que provem do inglés “Square Wave
Voltammetry”, é uma das técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis. Com o eletrodo de trabalho,
a varredura é feita durante os ultimos milisegundos do periodo de tempo de cada degrau do
sinal de excitacdo. A corrente € amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a
direcdo do pulso € igual a direcdo da varredura, e outro ao final do pulso reverso, onde a direcéo
do pulso é contréria a direcdo da varredura.

Assim como na voltametria de pulso diferencial, esta dupla amostragem da corrente
minimiza a contribuicdo da corrente capacitiva sobre a corrente total lida. Além de ser mais
sensivel, a VOQ é mais rapida que a VC, e por isso a VC € mais usada para uma analise
qualitativa enquanto que a VOQ para analise quantitativa, e portanto, a VOQ € bastante
utilizada para a quantificacdo de espécies eletroativas [44].

A amperometria convencional é uma técnica em que se aplica um potencial constante,
no qual ocorre a oxidacao ou reducdo eletroquimica de compostos eletroativos de interesse, e
mede-se a corrente correspondente aos processos redox ao longo do tempo, relacionando a
corrente a concentracdo. Estas medicdes podem ser usadas para 0 acompanhamento da variacéo
da concentracdo do analito durante a titulacdo assim como associados a métodos de analise em
fluxo (FIA ou BIA).

A corrente de difuséo € proporcional a concentracao do material eletroativo presente na
solucdo. Amperometria juntamente com o sistema BIA, onde injetam-se as amostras com uma
pipeta eletrbnica, é rapida, precisa e possui outras vantagens em relacdo a amperometria

associada a andlise por injecdo em fluxo (FIA) [44].
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1.12. Eletrodos Impressos

Eletrodos impressos ou, do inglés, screen-printed electrodes (SPEs), vem sendo
fortemente empregados em analises, devido a produgdo em massa, e ter seu custo extremamente
baixo [44]. Estes eletrodos sdo construidos pelo simples depdsito de tintas condutoras (de
carbono ou prata) sobre um suporte inerte, geralmente de PVC ou ceramica de alumina. As
tintas condutoras de carbono funcionam bem como eletrodo de trabalho e auxiliar enquanto que
a de prata vem sendo utilizada como eletrodo de referéncia.

Em geral, ap6s definidos os trés eletrodos sobre o substrato, um filme de um material
isolante eletricamente (material azul na Figura 12) é inserido para definir a area de contato da
solugdo com os trés eletrodos [44], onde utilizamos neste trabalho os eletrodos de carbono
modificado com nanotubos de carbono, onde se mostraram altamente resistentes em tampéo
fosfato pH 7,4 que foi 0 Tampédo empregado para as analises de paracetamol onde obtivemos
uma duracédo de 24 horas de analises continua, onde foi utilizado apenas um eletrodo, que foi o
mesmo empregue para as curvas de calibracdo antes e depois de cada analise, e um novo
eletrodo foi empregado para analisar o farmaco Ciprofloxacina, onde foi utilizado um por
analise onde o tampado utilizado foi o Britton—Robinson pH 4.0, onde por causa do pH acido ele

tem uma diminuicdo da vida util.

Figura 12- Eletrodos impressos com dimensdes de 3,4 x 1,0 x 0,5 cm [43].
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2.1. OBJETIVO GERAL

Objetivo € 0 uso da técnica eletroanalitica voltametria de onde quadrada (VOQ) em
comparacdo com a técnica espectrofotométrica no UV-Vis e amperometria para a determinacdo
de paracetamol e ciprofloxacina, liberados de membranas, que sdo produzidas a partir do
reaproveitamento do residuo agroindustriais (palha de milho), em que é extraida a celulose para
a sintese do triacetato de celulose (TAC), para a producdo de membranas com a incorporagdo

dos farmacos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Reaproveitamento do residuo palha de milho para a producéo de acetato de celulose.

. Producdo de membranas de acetato de celulose simétrica e assimétrica.

1. Incorporagéo dos farmacos paracetamol e ciprofloxacina.

IV.  Caracterizacdo das membranas pelas as técnicas Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

V. Monitoramento da liberacdo de farmacos por voltametria de onda quadrada in situ.

VI.  Comparacdo dos resultados através do monitoramento da liberacdo dos farmacos por

espectrofotometria e amperometria.
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3.1. Instrumentacéo

Neste trabalho realizou-se as analises por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
das membranas simétrica e assimétrica, das superficies e fraturas das membranas, onde a fratura
foi obtida por quebra em nitrogénio liquido. As amostras foram metalizadas com ouro. O
microscopio eletrdnico de transmissao Zeiss EM 109 com sistema de captura de imagem digital
modelo Olympus MegaView V foi empregado para a realizacdo das medidas.

As Analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), foram feitas em um
equipamento modelo Q-20 TA Insments. Cerca de 7 mg da amostra foi aquecida, em cadinhos
de aluminio, até 600°C na velocidade de aquecimento de 10°C min™, sob atmosfera de
nitrogénio a 50 cm® min.

As medidas eletroquimicas foram obtidas em potenciostato Autolab PGSTAT — 128N
conectado a um computador. Uma pipeta eletrénica Eppendorf foi empregada para as medidas
por BIA com deteccdo amperométrica. As medidas espectrofotométricas foram feitas no
espectrofotobmetro SPECTRONIC GENESYS 5. A Figura 13 mostra uma foto do sistema

completo montado.

Figura 13- Sistema montado para andlise de liberacéo do paracetamol: Célula (béquer) imersa no
banho termostatizado; Eletrodo (DRP-110CNT, DropSens), contendo o eletrodo de trabalho sendo
de nanotubo de carbono, o contra eletrodo de carbono e o eletrodo de referéncia de cola de prata.
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3.2. Purificacdo do residuo agroindustrial proveniente da palha de milho

A metodologia utilizada para purificacdo da PM é o método etanol/acido nitrico descrito
por Rodrigues Filho et al [5,27], se baseia na oxidacdo da lignina pelo acido nitrico, como
mostra a Figura 14.

O procedimento é descrito a seguir: 40,0 g de PM lavada, seca e moida, foram colocados
em refluxo com 3 porg¢des sucessivas de uma mistura 20% v/v de &cido nitrico e etanol. A cada
hora a mistura reacional foi trocada e o material lavado com agua destilada. Ap6s 3 horas de
refluxo a mistura foi filtrada e lavada com agua destilada até que a solugdo da lavagem estivesse
incolor. Em seguida o material foi colocado em uma solucdo de NaOH 1 mol L por 24 horas.
Apos este periodo a mistura foi novamente lavada e neutralizada com uma solugéo de acido

acético 10%. Depois de seco, foi triturado em um liquidificador.

Figura 14- Metodologia para purificacdo da palha de milho.
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3.3. Acetilacéo da celulose da palha de milho purificada

A reacdo de acetilacdo foi realizada seguindo procedimento descrito em Cerqueira et al
[46,47] adicionaram-se 50 mL de &cido acético glacial a 2,0 g da palha de milho purificada.
Agitou-se por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se uma solucéo

contendo 0,32 mL de H2SO4 concentrado em 18,0 mL de 4cido acético glacial e agitou-se por
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25 minutos em temperatura ambiente. Filtrou-se a mistura. Ao filtrado adicionaram-se 64 mL
de anidrido acético, agitou-se e retornou-se o filtrado ao frasco inicial com o material. A solucdo
foi agitada por mais 30 minutos e deixada em repouso. Ap6s 14 horas adicionou-se agua
destilada ao meio reacional até que ndo houvesse mais a formacéao de precipitado. Filtrou-se a
mistura lavando com agua destilada e o material foi neutralizado com uma solucédo 10% de
carbonato de sddio. O material foi seco em estufa por 2,0 horas a 70° C, como mostra a Figura
15.

Figura 15- Metodologia da acetilacéo da celulose da palha de milho purificada.
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3.4. Producdo das membranas de triacetato de celulose com a incorporacgéo de
paracetamol e ciprofloxacina

A producdo da membrana simétrica foi realizada de acordo com o procedimento a
seguir: 5,0 mL de diclorometano foram adicionados a uma mistura de 0,025 g de farmaco e 0,5
g de acetato de celulose adicionou 5 mL de diclorometano. Essa solucdo foi submetida a
agitacdo a temperatura ambiente até que se tornasse homogénea, apds este procedimento foi

espalhado em placas de vidro, como mostra a Figura 16.
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Figura 16- Procedimento de produgdo das membrana simétrica.

Pesou o tri acetato CH2Cl2 Agitou por 8h Espalhamento
+ Famaco

Para a producdo da membrana assimétrica foram usados 0,025 g de farmaco e 0,5 g de
acetato de celulose mais 4,5 mL de diclorometano e 0,5 mL de 4gua, que serve como agente
formador de poros, apés este procedimento foi espalhado e placas de vidro. A Figura 17 mostra
todas as etapas da producéo.

Figura 17- Procedimento de produgéo das membrana assimétrica.
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As macas utilizadas para a producdo das membranas simétricas e assimétricas foram
obtidas através de calculos estequiométricos, onde extrapolando a porcentagem obtida a partir
do calculo obteve-se uma porcentagem de 5% de farmaco para cada formulagcdo da membrana.

A solucdo apoés ser espalhada sobre uma placa de vidro, esperasse por dez minutos,
tempo necessario para que a membrana se destacasse da placa de vidro. A Figura 18 mostra as

membranas apds elas se destacarem da placa de espalhamento.
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Figura 138- Imagem das membranas apoés se destacarem da placa de espalhamento.

MB-SIM (Simétrica) MB-ASS (Assimétrica)

3.5. Avaliacdo da liberacdo de farmacos pelas membranas de triacetato de
celulose

Na avaliacdo da liberacdo dos farmacos [26] utilizou-se um banho termostatico Quimis,
a fim de garantir que a temperatura do experimento fosse mantida aproximadamente a 36,0°C.
Para a liberacdo do paracetamol foi preparada uma solucdo tampdo fosfato pH 7,4 de
concentracdo 0,1 mol L? e para a liberagdo da Ciprofloxacina foi preparada uma solucéo
tampao Britton-Robinson pH 4,0 de concentragdo 0,1 mol L. A liberacdo do farmaco na
solucdo foi acompanhada eletroanaliticamente, com a utilizacdo de um potenciostato Autolab
PGSTAT - 128M interfaceado a um microcomputador (Figura 13). Para o controle do
equipamento foi utilizado o software GPES, versdo 4.9. As medidas da liberacdo do farmaco
utilizado foram obtidas através da técnica VOQ, para o Paracetamol e Ciprofloxacina e
Amperometria para a Ciprofloxacina.

Para a VOQ, a célula foi composta por um béquer de 10 mL, os eletrodos utilizados séo
comerciais fabricados pela DropSens, screen-printed electrode (SPE), que e composto de trés
eletrodos impressos na mesma faixa (DRP-110CNT, DropSens), tendo as suas dimensdes (3,4

x 1,0 x 0,5 cm), onde um circulo de 4,0 mm é o eletrodo de trabalho modificado com nanotubos
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de carbono de parede multiplas, o contra eletrodo de carbono corresponde ao semicirculo e o
eletrodo de referéncia de prata.

Para o procedimento de analise, 10,0 mL de uma solucdo tampéo fosfato previamente
aquecida a 36,0 °C e uma parte da membrana contendo o farmaco incorporado foram
introduzidos na micro-célula. Em seguida o sistema contendo o SPE, foi introduzido e realizou-
se 0 primeiro voltamograma (t=0). A partir deste voltamograma os demais foram realizados
durante 8,0 horas. Membranas com massa de 0,0345 g contendo uma massa de farmaco
incorporado de 0,00173 g foram usadas no estudo de liberacdo dos farmacos. Todos os
voltamogramas foram feitos sob as seguintes condi¢cdes para o Paracetamol: Einiciai 0,0 V; Efinal
= 1,00V; Degrau de potencial = 0,01995 V; Amplitude = 0,0495 V; Frequéncia = 30Hz e para
o farmaco Ciprofloxacina: Einiciar 0,250 V; Efinal = 1,200 V; Degrau de potencial = 0,00420 V;
Amplitude = 0,02505 V; Frequéncia = 15,000Hz.

Para comparagdo dos resultados, o estudo de liberagdo dos farmacos foi feito nas
mesmas condi¢cdes anteriores, mas sem a insercdo do SPE. No caso das analises por
espectrofotometria, aliquotas de 1,5 mL foram retiradas da célula eletroquimica e transferidas
para cubeta de quartzo, que imediatamente foi levada para medida espectrofotométrica. Apés
esta medida, a solucéo era retornada a célula eletroquimica, para que ndo houvesse variacdo
significativa do volume da solucdo onde ocorria a liberacdo dos farmacos.

Para as medidas amperométricas no sistema BIA apenas para a ciprofloxacina, aliquotas
de 100 pL da solucédo usada no estudo foram retiradas para posterior analise. A célula utilizada
foi projetada no préprio laboratorio sendo constituida de polipropileno com as seguintes
caracteristicas: comprimento externo de 80 mm, comprimento interno de 60 mm, didametro
externo de 58 mm, didmetro interno do furo de 40 mm, base com orificio de 8 mm de diametro
para colocar 0 mesmo SPE usado nas analises voltamétricas. Com o auxilio de um anel de
vedacdo para evitar vazamentos, o eletrodo foi fixado a célula com auxilio de parafusos (na sua
parte superior). Na tampa, ha um orificio de 30 mm para o posicionamento da pipeta eletrénica,
que fica alinhada ao eletrodo que esta na parte inferior da célula. A ponteira da pipeta fica a
alguns milimetros da superficie do eletrodo fazendo com que ocorra uma injecao diretamente
na superficie do eletrodo como mostra a Figura 19 [48]. As condicdes para a determinacdo de
ciprofloxacina utilizando amperometria foram 1 V de potencial aplicado, volume injetado de

10 pL e velocidade de injecéo de 153 pL s™.
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Figura 19- Sistema de analise BIA, em (A) tem-se a visdo interna da célula com o eletrodo
encaixado no orificio, em (B) tem-se a visdo externa da célula com o eletrodo, em (C) tem-se a
visdo do sistema de analise BIA com a pipeta eletronica, em (D) tem-se a visdo interna da

profundidade da ponteira em relagdo ao eletrodo.
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4.1. Caracterizacéo da celulose e do triacetato de celulose (TAC).

Além da PM ter alto teor de celulose, baixa quantidade de impurezas (resinas, ceras,
sais entre outras) e massa molecular moderada sdo caracteristicas desejaveis para a fonte
celulésica empregada, pois a capacidade de formagdo do filme é extremamente dependente da
massa molecular do polimero utilizado na producéo de matrizes poliméricas [49]. Materiais que
possuem massa molecular mais elevada sdo capazes de formar membranas mais resistentes.

Os valores referentes ao teor de celulose na PM purificado, grau de substituicdo e massa
molecular média viscosimétrica do acetato de celulose ja foram determinados e descrito em

trabalho anterior [2].

4.2. Caracterizacdo das membranas por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

A Figura 20 apresenta as microscopias eletronicas das duas superficies das membranas,
de superficie e da regido de fratura (corte transversal), para membranas simétricas (MB-SIM),
membrana simétrica incorporada com paracetamol (MB-SIMpa) e membrana simétrica
incorporada com ciprofloxacina (MB-SIMci), onde a MB-SIM é composta por TAC e
diclorometano, e a MB-SIMpa é composta por TAC, diclorometano, paracetamol e a MB-
SIMci é composta por TAC, diclorometano e ciprofloxacina. Valores maiores que 5% (m/m)
de farmacos na membrana sdo inviaveis, pois tornam as membranas quebradicas.

Com as micrografias das membranas, € possivel observar que os métodos de producgéo
das membranas influenciam na formacdo das mesmas, com aspecto denso para as MB-SIM.
Isto é observado nas analises de superficie e fratura, que as membranas ndo apresentam tantos

poros quanto se observam nas MB-ASS, que sdo porosas [50,51].
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Figura 20- MEV das fraturas e superficies das membranas, simétricas MB-SIM, membrana simétrica
incorporada com paracetamol MB-SIMpa e membrana simétrica incorporada com ciprofloxacina
MB-SIMci, 1000x.
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Na Figura 21 observam-se as micrografias das membranas assimétricas.

Figura 21- MEV das fraturas e superficies das membranas, assimétricas MB-ASS, membrana
assimétrica incorporada com paracetamol MB-ASSpa e membrana assimétrica incorporada com
ciprofloxacina MB-ASSci, 1000x.
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Pode-se observar que o perfil das diferencas das membranas assimétricas (MB-ASS),
assimétrica incorporada com paracetamol (MB-ASSpa) e assimétrica incorporada com
ciprofloxacina (MB-ASSci) sdo diferentes das micrografias da Figura 16, com grau elevado de
porosidade devido a sua fabrica¢do usando o ndo solvente dgua, que altera a taxa de evaporacdo
em relacdo ao solvente diclorometano, ou seja, 0 ndo solvente faz com que a evaporacao seja
mais lenta, fazendo com que ocorra maior formacgdo de porros. Nas membranas simétricas, a
evaporacao foi mais rapida, porém uniforme, alterando a morfologia destas membranas, o que

altera a cinética de liberacéo dos farmacos [51,52].

4.3. Analise térmica utilizando Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Na Figura 22 tém-se as curvas de DSC de segunda varredura, onde se observa que as
membranas passam de um estado rigido para maleavel a certa temperatura e posteriormente
volta ao estado rigido. Este acontecimento é observado nas analises de transi¢do vitrea (Tg)
onde se observa melhor a interacdo entre polimero e farmaco. As inflexdes da linha base séo
atribuidas as temperaturas de transi¢do vitrea (Tg) das membranas. A Tabela 4 apresenta 0s

valores das inflexdes da Figura 22.

Figura 22- Curva de segunda varredura de DSC das matrizes. Membranas Simétricas (A),
Membranas Assimétricas | (B).
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Tabela 4- Parédmetros obtidos a partir da segunda varredura de DSC.

Morfologia Membrana Tg (°C)
MB - SIM 176,45

Simétrica MB - SIMpa 150,25
MB — SIMci 150,63

MB — ASS 174,89

Assimétrica MB — ASSpa 150,35
MB — ASSci 165,30

A presenca do farmaco na membrana pode ser confirmada pela diminuigdo dos valores
da transicdo vitrea (Tg) como mostra a tabela 1, que é uma caracteristica de materiais amorfos,
onde os farmacos presentes nas membranas, forma uma camada polimero — farmaco — polimero,
fazendo com que o aumento da temperatura, a membrana que contem farmaco passe mais

rapidamente do estado vitreo para o estado elastomérico [53].
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4.4. Monitoramento da liberacé@o de Paracetamol e Ciprofloxacina por
voltametria e espectrofotometria

O paracetamol é um composto fendlico que sofre oxidacdo eletroquimica irreversivel
no anel aroméatico com remocdo de dois elétrons e dois protons, produzindo a N-acetil-p-

quinoneimina, conforme mecanismo da Figura 23 [52].

Figura 23- Reacdo de oxidac&o do paracetamol [52].
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O monitoramento in situ do teor de paracetamol liberado foi feito a partir da técnica de
VOQ. Para isso, inicialmente foi construida uma curva de calibracdo, onde quantidades
crescentes de uma solugéo estoque de paracetamol 10 mmol L™ foram adicionadas a uma
solucdo tampdo na célula eletroquimica, nas mesmas condi¢cdes em que a analise da liberacao
do farmaco nas membranas foi feita utilizando a técnica VOQ. Utilizou-se a medida da altura
dos picos formados (corrente), fez-se a curva de calibracdo (Figura 24), e a partir da equacao
da reta calculou-se a concentracdo do analito liberado na solucdo. Na figura 25 temos o0s

voltamogramas da curva de calibragdo. A faixa linear situou-se entre 10 e 750 pmol L.
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Figura 24- Curva de calibracéo construida a partir da altura dos picos em fungdo da concentracao
(VOQ).

100.00 y=0.1172x+ 0.4425

R2=0.9969 -~
e

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00

1 pA

40.00
30.00
20.00

TN TN TN TN T W NN TN TN T NN T N T (N NN (N A |

10.00

0.00 L ¥ T T T L L) T T L] 1
0 200 400 600 800 1000

Concentragdo (pmol L)

Figura 25- Voltamogramas da curva de calibracéo para os seguintes concentragfes: A) Branco; B)
10; C) 50; D) 75; E) 100; F) 200; G) 300; H) 400; 1) 500; J) 750; L) 1000 umol L.
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Para comparacao, usou-se a espectrofotometria no UV. O primeiro passo foi a obtencédo
de um espectro no equipamento como mostra a Figura 26, onde fez-se uma varredura entre 210
e 300 nm e observou-se que o comprimento de onda de maxima absor¢do do farmaco
paracetamol foi de 243 nm. Este valor valor foi fixado para fazer a curva de calibracdo (Figura

27), e a partir da equacdo da reta calculou-se a concentracéo do analito liberado na solugéo.
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Figura 26- Espectro na regido UV para o farmaco paracetamol.
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Figura 27- Curva de calibracao construida por espectrofotometria em 243 nm.
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Nas condicdes ja descritas no item 3.5 procedeu-se 0 monitoramento da liberacdo de

paracetamol das membranas por 8 horas, onde a primeira hora foi realizado de 10 em 10 minutos

e a partir de 60 minutos foi realizado em intervalos de tempo de 30 minutos.
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A Figura 28 apresenta os voltamogramas obtidos na anélise das membranas simétrica e
assimétrica. Em ambos os gréficos, observa-se constante liberacdo do farmaco ao longo do

tempo, ou seja, voltamogramas com maior valor de corrente foram obtidos ao longo do tempo.

Figura 148- Voltamogramas obtidos a partir da liberagdo de paracetamol das membranas
simétrica (A) e assimétrica (B), ao longo de 8 horas de andlise.
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Na observacdo dos voltamogramas, € possivel perceber que a liberacdo do farmaco

ocorreu de forma diferente em cada membrana, ja que a altura do pico € diretamente
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proporcional a concentracdo do analito na solu¢do. Com a medida da altura dos picos formados
e através da equacdo da reta da curva de calibragdo, foi possivel a determinacdo do teor de
paracetamol liberado. Na Figura 29 tém-se os valores meédios (triplicatas) de percentual de
paracetamol liberado de membranas simétricas e assimétricas, monitorados por VOQ e por
espectrofotometria.

Figura 29- Curvas de liberacdo do paracetamol das membranas simétricas (A) e assimétricas

(B).
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O paracetamol é um farmaco soluvel em &gua fervente, por isso é esperado que 0 mesmo
apresentasse uma afinidade notéria com a solucdo aquosa, sendo liberado da matriz polimérica.
Caso o farmaco usado nesse trabalho fosse hidrofdbico, seria esperado que este tivesse uma
interagdo maior com o polimero, sendo liberado assim em menor quantidade na solugdo. A
liberacdo ocorre a medida que a solucdo entra em contato com o sistema polimérico, resultando
no relaxamento da cadeia polimérica com expansao volumétrica, o que facilita a difusdo do
farmaco pela matriz. Os valores de liberacdo do paracetamol em funcdo do tempo indicam a
influéncia da estrutura da membrana na liberacéo da droga.

A ciprofloxacina é um farmaco classificado quimicamente como uma fluorquinolona, e

sofre oxidacdo eletroquimica irreversivel como mostra a Figura 30.

Figura 30- Voltamogramas ciclicos (v =80 mV s*) em SPE na presenca de (a) solugdo tampao

0,1 mol L'BR pH 4,0 e (b) ap6s a adicio de ciprofloxacina 1,0x10° mol L™.
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O monitoramento in situ do teor de ciprofloxacina liberado foi feito a partir da técnica
de VOQ e para comparacdo foram feitas medidas por espectrofotometria no UV e por
amperometria no sistema BIA.

Para a técnica espectrofotométrica primeiramente foi obtido o espectro de varredura do
farmaco (Figura 31), onde verificou-se que 0 maximo de absorbancia foi registrado em 277 nm.
Este valor de comprimento de onda foi fixado para a construcdo da curva analitica por

espectrofotometria.
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Figura 31- Espectro na regido UV para o farmaco ciprofloxacina.
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Para isso, inicialmente foi construida uma curva de calibracdo, onde quantidades iguais
de uma solucdo estoque de ciprofloxacina 10 mmol L foram adicionadas a uma solucéo
tampao, nas mesmas condi¢fes em que a analise da liberacdo do farmaco nas membranas foram
feitas utilizando a técnica VOQ e APC, utilizou a medida da altura dos picos dos
voltamogramas, onde obteve-se VOQ registrados em 0,1 mol L em tampao BR = 4.0 a 36°C
na presenca de diferentes concentracbes de ciprofloxacina. Primeiramente, registrou-se a
varredura do branco e apds adicdo de 0,05; 0,010; 0,025; 0,050; 0,075; 0,100 pmol L* de
ciprofloxacina. As condigcdes voltamétricas estdo descritas no item 3.5. A partir da altura dos
picos, obteve-se a curva de calibracdo e a respectiva equacdo da reta, Figura 32, para a

determinacdo da concentracdo do analito liberado na solucéo.
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Figura 32- Curva de calibracéo construida a partir da altura dos picos em fungdo da concentracao

(VOQ).
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Na técnica de espectrofotometria no UV-Vis, utilizou-se a absorbancia em 280 nm, para
fazer a curva analitica (Figura 33), para a partir da equacgéo da reta ser possivel a determinacao

da concentragéo do analito liberado na solugéo.

Figura 33- Curva de calibracéo construida a partir do método espectrofotométrico em 277 nm.
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Nas Figuras 34 e 35 tém-se as curvas de calibracdo e os respectivos amperogramas
obtidos no sistema BIA com deteccdo amperometrica usadas para os calculos de concentracdo

de ciprofloxacina liberada de membranas simétrica e assimétrica.

Figura 34- Curva de calibracédo e amperogramas obtidos para o calculo da concentragéo de
ciprofloxacina proveniente da liberacdo de membranas simétricas.
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Figura 35- Curva de calibracdo e amperogramas obtidos para o calculo da concentracdo de

ciprofloxacina proveniente da liberacdo de membranas assimétricas.
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Nas condicdes ja descritas no item 3.5 procedeu-se 0 monitoramento da liberacdo de
ciprofloxacina da membrana por 8 horas. Nas Figuras 36 e 37 tém-se os valores médios
(triplicata) de percentual de liberacéo de ciprofloxacina de membranas simétricas e assimétricas

empregando VOQ e para comparagédo espectrofotometria e amperometria.
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Figura 36- Curvas de liberagao do ciprofloxacina das membranas simétricas empregando

as técnicas VOQ, espectrofotometria no UV e amperometria (APC).
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Figura 37- Curvas de liberacdo do ciprofloxacina das membranas assimétricas
empregando as técnicas VOQ, espectrofotometria no UV e amperometria (APC).
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Na Tabela 2 sdo apresentados os valores médios do percentual de liberacdo de

ciprofloxacina de cada membrana apos 8 horas de experimentos obtidos pelos trés métodos.

45



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

Tabela 2- Valores médios do percentual de liberacéo de paracetamol e ciprofloxacina de
cada membrana ap6s 8 horas de experimentos.

Percentual da média de liberacéao
Membranas VOQ UV-Vis APC
MB — SIMpa 35% 36%
MB — ASSpa 46% 46%
MB — SIMci 44% 40% 35%
MB — ASSci 67% 40% 40%

Um dos aspectos que explica a diferenca na porcentagem de farmaco liberada por cada
uma das membranas é a existéncia de poros na membrana assimétrica, como discutido
anteriormente para a liberacdo de paracetamol. Os poros s@o observados na superficie e na
espessura da membrana, controlam a transferéncia de material e facilitam o movimento do
farmaco através da membrana. Quando os poros séo atingidos, eles ndo oferecem resisténcia ao
fluxo do farmaco. A presenca dos poros aumenta as regides de baixa densidade polimérica,
resultando num aumento da mobilidade da cadeia polimérica. Tal aumento na mobilidade
favorece o transporte de farmaco pela membrana e sua consequente liberagéo.

Os testes mostraram que € possivel a utilizacdo da voltametria de onda quadrada no
estudo de sistemas de liberacdo controlada de drogas, apresentando como principais vantagens
em relacdo as demais técnicas apresentadas no trabalho: o monitoramento in situ, tornando
desnecessario 0 manuseio da amostra para leitura, evitando assim a perda de temperatura e
menor chance de contaminacéo por outros materiais usados; sistema de facil manuseio e baixo
custo de operacdo; rapida estabilizacdo do aparelho; analise em curto espagco de tempo; a
dispensabilidade de diluicGes para a leitura da amostra (ampla faixa linear); alta sensibilidade
e gasto reduzido de reagente e amostra.

As diferencas observadas nos perfis de liberacdo de ciprofloxacina de ambas as
membranas provavelmente devem-se as diferencas de incorporacdo do f&rmaco nas mesmas.
Verificou-se ao longo dos experimentos variacdes de liberacdo de ciprofloxacina da ordem de

20%, o que pode indicar a falta de homogeneidade do farmaco ciprofloxacina nas membranas.
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Incorporacédo de dois farmacos com efeito sinérgico em uma mesma membrana e avaliar
possibilidade monitoramento simultaneo.

Andlise simultanea in vitro utilizando a técnica voltametria de onda quadrada e
amperometria.

Producdo e caracterizacdo de uma nova matriz polimérica, para incorporacao de farmaco
para comparacdo com os resultados obtidos na etapa inicial do trabalho.

Utilizacao de outros tipos de eletrodos com o ultramicroeletrodo e eletrodos convencionais.
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Este trabalhno mostrou que a técnica de VOQ pode ser empregada para monitorar a
liberacdo controlada de farmacos, desde que estes sejam eletroativos, ou seja, produzam uma
resposta na superficie de um eletrodo de trabalho. Além disso, foi demonstrado o possivel uso
de SPEs para monitorar a liberagdo controlada de paracetamol e ciprofloxacina de membranas
simétricas e assimétricas de acetato de celulose, produzidas a partir de palha de milho. TAC foi
produzida a partir de celulose extraida deste material lignoceluldsico, que foi obtido de residuos
agro industriais, proveniente de fabricacdo de ra¢fes animais que tem a palha de milho como
dejeto.

A VOQ mostrou uma sensibilidade ligeiramente superior sobre as demais técnicas. A
técnica mostrou-se bastante concordante com a espectrofotometria nos experimentos de
liberacdo do paracetamol. J& nos experimentos de liberacdo da ciprofloxacina, houve diferenca
nos valores de percentual de liberacdo entre a técnica proposta, espectrofotometria e
amperometria. As diferencas observadas provavelmente devem-se a variacdo de liberacédo de
ciprofloxacina destas membranas que foi da ordem de 20% para a mesma membrana, mas de
regides diferentes. Este resultado indica falta de homogeneidade das membranas incorporadas
com ciprofloxacina.

Os resultados de liberacao controlada do paracetamol e ciprofloxacina mostram que as
membranas produzidas a partir de um residuo agroindustrial apresentam potencial para
aplicacdo no setor farmacéutico, assim como a voltametria de onda quadrada tem na avaliacao
da liberagcdo de farmacos de membranas utilizadas como matrizes de liberacdo controlada de

farmacos.
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