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RESUMO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Eplepsia e doenga relativamente comum na populacao gera, decorrente 

de desordens neurologicas diversas, caracterizada pela ocorrencia periodica e 

espontanea de atividade neuronal altamente sincronizada e manifestagoes 

comportamentais. Manifestagao unica de crise, embora a principio nao possa 

ser catalogada como epilepsia, requer acompanhamento clinico, investigagao 

atraves de exames complementares especificos para cada caso, devido ao 

risco de recorrencia. Entre as medicagoes utilizadas para o controle das crises 

epilepticas, a fenitoina, e urn dos principais farmacos antiepilepticos, utilizada 

tanto a nivel ambulatorial quanto em situagoes de emergencias/ urgencias. A 

proposta e desenvolver urn material para monitorizagao, rapida e precisa, da 

fenitoina serica, em pacientes que fazem uso desta medicagao, objetivando a 

individualizagao na dosimetria e assim maior sucesso terapeutico. Para se 

cumprir os objetivos indicados, inicialmente foi sintetizada uma membrana de 

quitosana com a incorporagao desse farmaco (fenitoina) e feitas as 

caracterizagoes mais pertinentes (MO, DRX, MEV, FTIR, DSC, Ensaio de 

biodegradagao, Tensao superficial e teste de citotoxicidade), bem como 

analisado as reagoes desta membrana frente a diferentes niveis de pH. 

Palavras-chave: Epilepsia. Fenitoina. Hidantoina. Nivel serico. Monitorizagao. 



ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Epilepsy report is relatively common disease in the population generates, 

due to various neurological disorders characterized by periodic and 

spontaneous occurrence of highly synchronized neuronal activity and 

behavioral manifestations. Only manifestation of crisis, although the principle 

can not be cataloged as epilepsy, requires clinical monitoring, research through 

specific complementary tests for each case, because of the risk of recurrence . 

Among the medications used to control seizures, phenytoin , is a major 

antiepileptic drugs , used both outpatient and in emergencies / urgencies . The 

proposal is to develop a material for monitoring, fast and accurate serum 

phenytoin in patients taking this medication, aiming to individualize the 

dosimetry and therefore greater therapeutic success. To meet the objectives 

mentioned above, was initially synthesized a membrane of chitosan with the 

incorporation of this drug (phenytoin) and made the most pertinent 

characterizations (OM, XRD, SEM , FTIR , DSC , biodegradation test , Surface 

Tension and cytotoxicity test) and analyzed the reactions of this front at different 

levels of pH membrane. 

Keywords: Epilepsy. Phenytoin. Hydantoin. Serum. Monitoring. 
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1 INTRODUgAO 

A epilepsia afeta cerca de 60 milhoes de pessoas em todo o mundo e 

centenas de milhares de novos casos sao registrados a cada ano, o que torna 

essa sindrome urn problema medico de alta gravidade, sobretudo porque 

frequentemente inutiliza funcionalmente os que dela padecem. Nao e incomum 

que urn paciente epileptico nao melhore porque os medicamentos usuais sao 

inoperantes, seja devido a etiologia da enfermidade, seja pela extensao das 

lesoes, que se ampliam por falta de tratamento adequado ou por falta completa 

de tratamento. (CUKIERT, 2002). 

O termo epilepsia refere-se a um disturbio da atividade eletrica 

cerebral, caracterizado pela ocorrencia periodica e espontanea de atividade 

altamente sincronizada, acompanhada de manifestacoes comportamentais. 

Devido ao carater frequentemente focal do gerador da atividade epileptica, os 

pacientes podem apresentar uma grande variedade de sinais clinicos, assim 

como um mesmo paciente pode apresentar diferentes formas de crises 

epilepticas (CUKIERT, 2002). 

A forma mais comum de sindrome epileptica e a epilepsia do lobo 

temporal (ELT), que atinge cerca de 40% de todos os casos de epilepsia e vem 

sendo reconhecida como uma sindrome especifica, devido a sua alta 

prevalencia e a frequente refratariedade ao tratamento medicamentoso. 

(CUKIERT, 2002) 

A difenil-hidantoina (fenitoina), medicacao antiepileptica amplamente 

utilizada para o controle das crises epilepticas foi primeiro sintetizada por Biltz 

em 1908 e somente apos 30 anos disponibilizada nas farmacias (YACUBIAN, 

2004). 

A fenitoina esta indicada no controle das crises epilepticas, 

principalmente nas crises generalizadas tonico-clonicas primarias e as focais 

(YACUBIAN, 2004). 

O uso pela via endovenosa torna a fenitoina uma das drogas mais 

usadas em situacoes de emergencia, por exemplo, no estado de mal epileptico. 

Sua principal vantagem em relacao ao diazepam e o tempo de acao, mais 

prolongado do que o do diazepam, que e extremamente curto (YACUBIAN, 

2004). 
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Por nao causar efeitos hipnoticos e/ou sedativos (nao deprimem o 

Sistema Nervoso Central), torna-se a medicacao antiepileptica de eleigao nos 

casos de traumas cranioencefalicos e em cirurgias neurologicas. Pode ser 

indicada tambem nas convulsoes da eclampsia, em arritmias cardiacas, como 

antiarritmico e em neuralgias do trigemeo (YACUBIAN, 2004). 

Clinicamente ha muitos fatores que podem causar diferengas 

significativas nos niveis sanguineos de uma droga, sendo assim indiscutivel a 

necessidade de ajustes individualizados da prescricao terapeutica ao se 

pretender maior beneficio e menor risco. Ha duas condutas para a otimizagao 

de um esquema terapeutico: calcular a "dose ideal" baseando-se em modelos 

farmacocineticos gerais, com adaptagoes para o paciente em questao e 

realizar monitorizagao terapeutica com dosagem da concentragao sanguinea 

da droga e corrigir eventuais distorgoes. A primeira reduz, mas nao elimina, a 

incidencia de efeitos toxicos. A segunda, se realizada apropriadamente, 

permite o estabelecimento e a manutengao de esquema terapeutico realmente 

seguro e util (ANDRIOLO et a l l984) . 

A fenitoina e um dos farmacos que mais frequentemente se 

monitorizam pelo laboratorio clinico por varios motivos: a relagao entre a dose 

e o nivel plasmatico pode resultar imprevisivel, devido a grande variabilidade 

interindividual; a cinetica do metabolismo e saturavel dentro da faixa 

terapeutica, ou seja, pequenos aumentos nas doses podem produzir grandes 

aumentos de niveis plasmaticos. As indicagoes de sua monitorizagao sao as 

suspeitas da falta de aderencia a terapia ou de intoxicagao e apresentacao de 

convulsoes (Martin-Calderon at al 2001). 

A demora na obtengao de dosagens sericas de fenitoina obriga os 

medicos dos centros de atendimento de urgencia a tomar condutas baseadas 

em parametros clinicos, embora por vezes insuficientes, aumentando o indice 

de complicagoes no tratamento destes pacientes. Um metodo que possibilite 

medida rapida da fenitoina serica poderia mudar o curso do tratamento destes 

pacientes, por permitir a tomada de decisoes com muito maior seguranga e 

eficiencia. 

Numa primeira etapa nos propomos a sintetizar uma membrana de 

quitosana, adicionar a fenitoina a esta membrana e avaliar o comportamento 

deste composto hibrido fenitoina/quitosana, quando submetido a diferentes 
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niveis de pH, acidos, neutros e basicos, bem como submete-lo aos metodos de 

caracterizagao. Tal procedimento sera usado como base para estudos mais 

aprofundados que se seguirao, com a meta de qualificar e quantificar niveis 

sericos da fenitoina. 

Baseado no exposto visa-se desenvolver um biossensor capaz de 

realizar a monitorizacao rapida e precisa da fenitoina serica. 
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2 O B J E T I V O S 

2.1 Gerais 

Desenvolver um biomaterial (membrana) a base de quitosana, para 

monitorizagao rapida e precisa, da fenitoina serica, em pacientes que fazem 

uso desta medicacao, de forma cronica ou em servigos de 

urgencia/emergencia. 

2.2 Especi f icos 

• Estabelecer parametros de processamento para obtengao da estrutura 

(membrana) quitosana/fenitoina; 

• Analisar o comportamento da fenitoina quando submetida a meios com 

diferentes niveis de pH (acido, neutro e basico); 

• Avaliar o efeito da concentragao da fenitoina na cinetica de liberacao; 

• Estabelecer parametros de obtengao de membrana quitosana/fenitoina 

para aplicagao como biomaterial. 
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3 FUNDAMENTAQAO T E O R I C A 

3.1 Epilepsia 

O termo epilepsia refere-se a um disturbio da atividade eletrica cerebral 

caracterizado pela ocorrencia periodica e espontanea de atividade altamente 

sincronizada, acompanhada de manifestacoes comportamentais (CUKIERT, 

2002). 

Epilepsia e uma doenca cerebral cronica causada por diversas etiologias 

e caracterizada pela recorrencia de crises epilepticas nao provocadas. Esta 

condicao tern consequencias neurobiologicas, cognitivas, psicologicas e socias 

e prejudica diretamente a qualidade de vida do individuo afetado (Ministerio da 

Saude-Secretaria de Atencao a Saude, 2010). 

A epilepsia e um importante problema de saude publica devido a sua 

alta prevalencia e as desvantagens socioeconomicas associadas a esta 

doenca cronica (CUKIERT, 2002). 

Cerca de 45 % das epilepsias tern seu inicio antes dos 10 anos de 

idade (MARINO Jr.). 

Uma pesquisa domiciliar feita pela Liga Brasileira de Epilepsia na zona 

urbana da de Sao Paulo, com um total de 7.604 entrevistas realizadas por 50 

alunos de medicina e enfermagem, destas 388 pessoas foram consideradas 

suspeitas e encaminhadas ao HCFMUSP para maiores esclarecimentos; 348 

foram examinadas e em 91 o diagnostico de epilepsia foi confirmado, 

originando taxa de prevalencia de 11,9/1000 (MARINO Jr.) 

Estima-se que a prevalencia mundial de epilepsia ativa esteja em torno 

de 0,5% a 1,0% da populacao e cerca de 30% dos pacientes sejam refratarios. 

A incidencia estimada na populacao ocidental e de 1 caso para cada 2.000 

pessoas por ano. A incidencia de epilepsia e maior no primeiro ano de vida e 

volta a aumentar apos os 60 anos de idade. A probabilidade geral de ser 

afetado por epilepsia ao longo da vida e de cerca de 3%. No Brasil, Marino e 

colaboradores e Fernandes e colaboradores encontraram prevalencias de 

11,9:1.000 na Grande Sao Paulo e de 16,5:1.000 para epilepsia ativa em Porto 

Alegre (Ministerio da Saude-Secretaria de Atencao a Saude, 2010). 
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A atividade eletrica cerebral normal e mantida atraves de um equilibrio 

entre a neurotransmissao inibitoria e a excitatoria. O aumento da 

susceptibilidade do tecido nervoso as crises epilepticas tern sido ligado a um 

aumento na transmissao excitatoria, ou por uma diminuicao na transmissao 

inibitoria ou por ambos os mecanismos. No tecido epileptico humano, varios 

estudos tern demonstrado um aumento na concentracao dos aminoacidos 

excitatbrios em areas com presenca de esplculas do c6rtex temporal e em 

dialisados hipocampais (CUKIERT, 2002). 

De forma pratica. as epilepsias podem ser classificadas segundo dois 

grandes eixos: topografico e etiologico. No eixo topografico. as epilepsias sao 

separadas em generalizadas e focais. As generalizadas manifestam-se por 

crises epilepticas cujo infcio envolve ambos os hemisferios sirnultanearnente. 

Em geral, sao geneticamente determinadas e acompanhadas de alteracSo da 

consciencia; quando preserves, as manifestagoes motoras sao sernpre 

bilaterais. Crises de ausencia, crises mioclonicas e crises tonico-clonicas 

(Figura 1) generalizadas (TCG) sao seus principais exemplos (CUKIERT, 

2002). 

Figura 1 - Crise generalizada tonico-clonica. 

Fonte: Liga Portuguesa Contra a Epilepsia - www.lpce.pt/. 

Nas epilepsias focais, as crises epiiepticas iniciam de forma iocaiizada 

numa area especifica do cerebro, e suas manifestagoes clinicas dependem do 
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local de inicio e da velocidade de propagacao da descarga epileptogenica. As 

crises dividem-se em focais simples (sem comprometimento da consciencia) e 

focais complexas (com comprometimento ao menos parcial da consciencia 

durante o episodio). Por fim, uma crise focal, seja simples ou complexa, 

quando propagada para todo o cortex cerebral, pode terminar numa crise TCG, 

sendo entao denominada crise focal secundariamente generalizada (Ministerio 

da Saude-Secretaria de Atencao a Saude, 2010). 

No eixo etiologico, as epilepsias sao divididas em idiopaticas (sem lesao 

estrutural subjacente), sintomaticas (com lesao) ou criptogenicas 

(presumivelmente sintomaticas, mas sem uma lesao aos exames de imagem 

disponiveis no momento) As causas lesionais mais frequentes das epilepsias 

focais sintomaticas sao esclerose temporal mesial, neoplasias cerebrais 

primarias, anomalias vasculares e malformacoes do desenvolvimento cortigo 

cerebral (Ministerio da Saude-Secretaria de Atencao a Saude, 2010). 

Pacientes com epilepsia apresentam comprometimento difuso das suas 

atividades, com maiores indices de desemprego, dificuldades de inclusao 

social, menor nivel educacional e ainda alteragoes cognitivas secundarias as 

crises epilepticas ou ao uso cronico de medicacoes. Algumas etiologias da 

epilepsia levam tambem a dificuldades de desenvolvimento, particularmente 

nos casos em que o inicio e precoce. Todos esses fatores favorecem o 

comprometimento global em pacientes com epilepsia, envolvendo toda a 

familia (YACUBIAN, 2004). 

A grande maioria das pessoas com epilepsia, se tratada de forma 

adequada, apresentara controle total ou quase total de suas crises. Para isso e 

necessario o diagnostico correto em relagao ao tipo de crise e sindrome e a 

caracterizacao de sua natureza epileptica ou nao. O conhecimento das 

diversas sindromes possibilita o encaminhamento adequado do paciente, pois 

agiliza o tratamento daqueles com crises refratarias e tranquiliza os de 

evolucao mais benigna (YACUBIAN, 2004). 

O tratamento farmacologico deve ter como objetivo o controle completo 

das crises, que pode ser alcancado em cerca de 70% dos casos. Se apos um 

ano de tratamento medicamentoso, os pacientes continuam apresentando 

crises, deverao ser encaminhados a um centro de epilepsia e, se crises 

incapacitantes persistem apos dois anos de tratamento farmacologico 
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adequado, deverao ser avaliados quanto a possibilidade de terapeutica 

cirurgica. Esse intervalo pode ser menor em criancas e em epilepsias 

catastroficas. (YACUBIAN, 2004). 

Nas ultimas decadas tornou-se disponivel um numero crescente de 

novas drogas antiepilepticas, entretanto a percentagem de pacientes refratarios 

ao tratamento farmacologico permanece estavel, em torno de 20 a 25%, 

provavelmente devido aos multiplos mecanismos subjacentes a refratariedade 

(CUKIERT, 2002). 

Para os proximos anos, ha inumeros tratamentos experimentais 

idealizados: 

• Introducao de novos farmacos; 

• Estimulagao eletrica de areas cerebrais, como nucleos talamicos e areas 

do hipocampo; 

• Terapias individualizadas baseadas nos avangos da genetica. 

Tais avangos causarao grande impacto no tratamento e prognostico da 

epilepsia, possibilitando maior reintegragao social e profissional dos pacientes 

e diminuindo o tempo de hospitalizagao. (YACUBIAN, 2004). 

O prognostico do tratamento das epilepsias de longa duragao e 

reconhecidamente pior do que as de curta duragao (MARINO Jr.). 

Ponto conflitante e a necessidade ou nao de abordagem farmacologica 

da convulsao unica. A convulsao pode representar resposta fisiologica ao 

"stress", da mesma forma que a hipoglicemia, a privagao do sono e mesmo o 

trauma. Nestas situagoes nao ha muito provavelmente vinculo prognostico com 

uma futura incidencia de epilepsia (MARINO Jr.). 

Convulsoes unicas sem fatores desencadeantes conhecidos, ao 

contrario da anterior, com uma possibilidade de 7 9 , 1 % de que ela venha se 

repetir, fala a favor da intervengao medicamentosa imediata. Obviamente a 

instituigao terapeutica, nestes casos dependera sempre de um compromisso 

entre o medico e seu paciente (MARINO Jr.). 

O risco de recorrencia de crises e maior nas primeiras semanas ou 

meses apos a crise inicial (COSTA et. al, 1998). 
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Setenta a oitenta por cento dos pacientes em tratamento com DAE 

ficarao livres de crises. Por causa da possibilidade de efeitos colaterais a longo 

prazo, e boa pratica considerar a retirada da medicagao apos um periodo 

substancial de remissao. Mesmo assim existe o risco de recorrencia (COSTA 

et. al, 1998). 

A probabilidade de recorrencia apos a retirada da medicagao varia entre 

11 e 41 % (COSTA et. al, 1998). 

A maioria dos estudos revela taxas de recorrencia maior em adultos e 

menor em criancas (COSTA et. al, 1998). 

As variagoes na incidencia e prevalencia podem ser devidas a reais 

diferengas entre as populagoes estudadas, ou a diversos problemas 

metodologicos, entre eles, sua definigao, criterios diagnosticos, classificagao e 

metodos de detecgao de casos. Outro aspecto importante e a distingao entre 

epilepsia ativa, que vai desde pelo menos duas crises no ultimo ano ate pelo 

menos uma crise nos ultimos cinco anos e epilepsia inativa. E nesta questao de 

diferenciar ou nao epilepsia ativa e inativa e de como sao definidas que reside 

uma das principals causas das variagoes das taxas da prevalencia da epilepsia 

(COSTA et. al, 1998). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.1.1 Status Epilepticus (SE) 

SE e a condigao na qual a atividade critica se prolonga por mais de 5 

minutos. O SE generalizado convulsivo refere-se, entre os outros subtipos 

dessa forma de SE, a ocorrencia de uma crise tonico-clonica generalizada, com 

duragao superior a 5 minutos ou duas ou mais crises tonico-clonicas 

generalizadas, entre as quais ha recuperagao incompleta da consciencia 

(YACUBIAN, 2011) 

A incidencia de SE e de cerca de 50 casos por 100.000 pessoas/ano. A 

mortalidade e de 3 a 40%, dependendo da etiologia, da idade, do tipo e da 

duragao do SE. (YACUBIAN, 2011). 
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3.2 Farmacos 

Os farmacos sao substant ias usadas para impedir ou curar doencas 

em homens e animais. A introducao de novos farmacos na terapeutica e 

necessaria para o aperfeigoamento do tratamento de doengas ja existentes ou 

recem-identificadas ou, ainda, para a implementagao de tratamentos mais 

seguros e eficazes. Desde a Antiguidade, diversas civilizagoes possuiam 

produtos naturais que usavam como tratamento para os diversos males. 

No final do seculo XIX, a busca por medicamentos menos toxicos 

resultou na introdugao de substantias sinteticas na terapeutica e seu uso foi 

amplamente disseminado no seculo XX (OLIVEIRA et.al, 2008). 

Em estatisticas da area de quimica medicinal, em 2001, cerca de 85% 

dos farmacos disponiveis na terapeutica moderna sao de origem sintetica, isto 

sem considerar aqueles oriundos de processos semissinteticos. Das diversas 

substant ias sinteticas obtidas de derivagoes de aneis heterociclicos, destaca-

se a hidantoina, devido a sua potencialidade como prototipo para o 

desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA et.al, 2008). 

3.3 Fenitoina 

Medicagao antiepiletica utilizada para o controle das crises epilepticas, 

principalmente as crises generalizadas tonico-clonicas e as focais. 

A Hidantoina foi descoberta por Bayer, em 1861, enquanto pesquisava 

as reagoes do acido urico e corresponde ao 2,4-diceto-tetra-hidro-imidazol ou 

imidazolidina-2,4-diona. A primeira formula estrutural da hidantoina foi 

sugerida por Kolbe, em 1870, tendo sido modificada por Strecker, que, neste 

mesmo ano, propos uma nova formula que e aceita ate hoje (OLIVEIRA et.al, 

2008). 

A substituigao dos atomos de oxigenio carbonilicos da hidantoina por 

atomos de enxofre origina tres tio-derivados: a 2- tio-hidantoina (2-tioxo-

imidazolidin-4-ona) (Figura 1b), a 4-tio- hidantoina (4-tioxo-imidazolidin-2-ona) 

(Figura 1c) e a 2,4-ditio- hidantoina (imidazolidina-2,4-ditiona (OLIVEIRA et.al, 

2008). 
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A difenil-hidantoina foi primeiro sintetizada por Biltz em 1908 e, somente 

apos 30 anos tornou-se disponivel nas farmacias. 

Em 1923 Dox e Thomas, dois quimicos organicos, trabalhando para o 

Laboratorio Parke-Davis, com o objetivo de obter substant ias hipnoticas 

potentes, sintetizaram derivados fenil a partir do acido barbiturico. A hidantoina 

tinha um anel estrutural semelhante ao dos barbituricos e a difenil-hidantoina, 

com dois aneis fenil, era, curiosamente, desprovida de efeitos hipnoticos 

(YACUBIAN, 2004). 

Dr. Putnam e Merrit testaram varios compostos, incluindo a fenitoina, 

com o objetivo de encontrar compostos com propriedades antiepilepticas, 

porem sem os efeitos colaterais do fenobarbital. Eles procuraram ativamente 

por substant ias com estrutura quimica que possuisse anel fenil, com efeito 

anticonvulsivante e sem efeito sedat ive Modificacoes da estrutura quimica 

resultaram em varios hidantoinatos e a difenil-hidantoina ou fenitoina foi 

descoberta como a mais potente droga no modelo de avaliagao pelo 

eletrochoque em gatos, apresentando menos efeitos sedativos (GUERREIRO, 

2006). 

Este fato foi de grande relevancia, pois ate entao acreditava-se que para 

que uma medicagao tivesse agao antiepileptica, necessariamente deveria ser 

hipnotica (GUERREIRO, 2006). 

Cerca de 95% da Fenitoina e metabolizada pelo Sistema microssomal 

hepatico P450, que apresenta uma serie de enzimas denominadas oxidases de 

fungao mista, referidas como CYP (CY: Citocromo, P: a primeira letra de P450), 

seguidas do algarismo arabico da familia especifica, de uma letra maiuscula 

que especifica sua subfamilia e de um segundo algarismo arabico designando 

a forma individual do P450 (por exemplo CYP2C9). Essas enzimas sao 

variaveis de individuo para individuo e sujeitos a importantes diferengas entre 

os sexos e as ragas (YACUBIAN, 2004). 

A fenitoina e biotransformada extensamente e menos de 5% sao 

excretados inalterados na urina. Sua principal via de biotransformagao e a p-

hidroxilagao. Esta p-hidroxilagao ocorre, principalmente, as custas do CYP2C9 

(cerca de 90%) e CYP2C19 (cerca de 10%). Alguns pacientes parecem ter 

deficit de CYP2C9 e eliminam fenitoina muito mais lentamente (YACUBIAN, 

2004). 
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Diferentes individuos podem apresentar taxas diversas de metabolismo 

de uma droga particular em decorrencia das caracteristicas geneticas de seus 

citocromos. Esses polimorfismos geneticos, presentes em pequena 

percentagem da populagao fazem com que alguns individuos sejam incapazes 

de metabolizar uma droga de forma adequada, o que promove elevacao de 

seus niveis no sangue e toxicidade dose-dependente se a forma nao 

metabolizada da droga for farmacologicamente ativa (YACUBIAN, 2004). 

A difenil-hidantoina se une em grande extensao as proteinas 

plasmaticas. Uma fracao maior permanece livre em neonatos, em pacientes 

com hipoalbuminemia e nos uremicos (zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM ARTI N -CALDERCN , 2001). 

Dado o carater acido de sua molecula, a fenitoina se une 

preferentemente a albumina serica, e se assume que em condicoes normais 

90% do farmaco circulante se encontra unida a esta proteina (PIEDRAS, 2007). 

A concentracao plasmatica total de fenitoina nao fornece uma estimativa 

dos efeitos farmacologicos. A concentracao plasmatica da fenitoina livre e 

preferivel para avaliar doses da medicagao, melhorar o controle das crises e 

reduzir os efeitos adversos. A monitorizagao da droga na saliva pode ser uma 

boa alternativa a dosagem serica de fenitoina livre devido ao baixo custo e boa 

correlagao com seus efeitos (IBARRA.2010). 

A meia-vida plasmatica da fenitoina e muito variavel, e estimada em 8 a 

60 horas nos adultos e em 12 a 22 horas nas criangas. O equilibrio da 

concentragao plasmatica da fenitoina e alcangado aproximadamente apos uma 

semana de administragao (MARTIN-CALDER6N, 2001). 
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Figura 2 - Concentracao serica de fenitoina em varios pacientes em funcao da dose 

diaria por quilo de peso administrada. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Forte: PIEDRAS, (2007). 

A Figura 2 mostra como uma dose em torno de 5mg/kg de peso aplicada 

a varios individuos pode resultar em variacoes sericas que vao de niveis 

subterapeuiicos a niveis toxicos, mostra rid o ciaramente as dificuidades no 

manejo da droga. Mais de 85% dos pacientes nao aicancaram niveis 

terapeuticos (PiEDRAS, 2007). 

O mecanismo de acao da fenitoina nao esta totalmente esclarecido, mas 

acredita-se em uma acao estabilizante de membrana, tanto em tecidos 

cerebrais quanto em outros como musculos estriado e cardiaco, dai sua 

indicac3o em arritmias cardiacas. Parece que a fenitoina inibe os potenciais de 

acao que descarregam a sits veiociuaoe em resposta a cor rentes 

despoianzantes, o que podena dever-se ao bloqueio de csnsis de sodio 

voitagem-dependentes. Outras agoes a nivel celular como as pos-sinapticos 

(facilitagao da inibicao pelo acido gama amino butirico - GABA ou redugao da 

transmissao por aminoacidos excitatorios) e pre-sinapticas (bloqueio da 

entrada de calcio no neuronio e portanto da liberacao de neuromediador). 

Essas agoes somente ocorreriam em niveis supra terapeuticos (MARTIN-

CALDERON, 2001). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

i - ' u i a i u c ( J i u ^ c o o u I J CzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA u i u u a i i o i u i u i a y a w . v i a c y u A i u u - m u i u i a o c , p u u c 

ocorrer a formagao de radicals livres, o que explicana, em parte, a toxicidade 
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da substant ia. Estes metabolites intermediaries tern sido relacionados com os 

efeitos te ra togen ics e de hipersensibilidade a fenitoina. A politerapia e/ou 

deficit de epoxido-hidrolase podem aumentar esse risco (YACUBIAN, 2004). 

A formulacao sodica parenteral e feita em um veiculo aquoso contendo 

propilenoglicol, etanol e hidroxido de sodio, estando contraindicada em 

pacientes com miocardiopatia grave, bloqueio atrioventricular de segundo e 

terceiro graus e arritmia cardiaca grave, devendo ser utilizada com cautela em 

idosos. Pode ser tambem administrada por via oral e nao e bem absorvida 

pelas vias intramuscular e retal, mas a grande vantagem da fenitoina sobre a 

maioria das outras drogas antiepilepticas e a possibilidade da administracao 

por via endovenosa (YACUBIAN, 2004). 

Doses de fenitoina comumente utilizados: em adultos 4 a 6 mg/Kg/dia, 

em criancas 5 a 8 mg/Kg/dia e em idosos 3 a 4 mg/Kg/dia (MARTIN-

CALDER6N, 2001). 

Fatores que interferem com o nivel serico da fenitoina: Absorcao, 

metabolizacao e/ou excregao destas drogas. Idade, sexo e peso. Doencas 

concomitantes (principalmente hepaticas e renais). Interacoes medicamentosas 

(inducao ou inibicao enzimatica). Variabilidade individual. Farmacocinetica nao-

linear 

3.3.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 Fenitoina no Status Epileptico 

A fenitoina e droga de primeira escolha no tratamento do SE 

estabelecido (SE que continua por 30 minutos a despeito do tratamento 

precoce e no qual e mandatorio o cuidado intensivo), por ser anticonvulsivante 

altamente eficaz, com acao prolongada e de poder ser continuado em longo 

prazo. Causa pouca depressao respiratoria e cerebral e pode causar arritmias 

cardiacas e hipotensao (devido ao solvente propilenoglicol). Por esses motivos 

a infusao de fenitoina deve ser realizada com monitorizagao da pressao arterial 

e eletrocardiograma (ECG). Sua dose em idosos deve ser reduzida 

(YACUBIAN, 2011). 

A fenitoina e efetiva no controle das crises em 80% dos casos de SE. 

Apresenta a vantagem de ser disponivel na apresentacao VO, podendo ser 
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usada como droga de manutengao, sem necessidade de mudanca 

(KNOBEL,2002) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4 Farmacocinetica Linear e Nao-Linear 

A fenitoina e quimicamente uma diamida ciclica substituida, comporta-se 

corno um acido fraco, com Pka 8,3, e extremamente insoluvel em agua, o que 

condiciona, em grande parte, sua farmacocinetica (MARTIN-CALDERON, 

2001). 

Na maioria das circunstancias as drogas antiepilepticas sao 

metabolizadas de acordo com a cinetica de primeira ordem, ou seja, a 

velocidade do metabolismo e proporcional a concentracao plasmatica da droga. 

Ha algumas situagoes em que a enzima responsavel pela metabolizagao da 

droga torna-se saturada apos certa concentragao de tal forma que o 

metabolismo nao se eleva proporcionalmente ao aumento da dose. Esta 

constitui a cinetica da ordem zero, na qual acrescimos minimos da dose 

poderao promover aumento da meia-vida e niveis sericos muitos superiores 

aos esperados (YACUBIAN, 2004). 

3.5 Metodos para detecgao dos niveis ser icos da fenitoina 

A eficacia clinica, a ocorrencia de efeitos colaterais e a toxicidade estao 

intimamente relacionadas com o nivel p lasmat i c do anticonvulsivante, pelo 

que a determinagao de seus niveis e de real utilidade pratica. Ha muitos fatores 

que podem causar diferengas significativas nos niveis sanguineos de uma 

droga, sendo assim indiscutivel a necessidade de ajustes individualizados da 

prescrigao terapeutica ao se pretender maior beneficio e menor risco 

(ANDRIOLO, 1984). 

O procedimento ideal para a determinagao de anticonvulsivante, em 

liquidos biologicos e, certamente o que possibilita rapida, simples, economica e 

simultanea quantificagao das drogas mais comumente empregadas, 

principalmente quando da ocorrencia de associagoes terapeuticas. O numero 
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de novos metodos descritos com esta finalidade parece indicar que, a par do 

alto grau de interesse que o assunto tern despertado, ainda nao foram 

atingidos completamente os objetivos desejados (ANDRIOLO, 1984). 

Dentre os metodos mais utilizados para a dosagem de 

anticonvulsivantes no soro do paciente destacam-se a espectrofotometria, a 

cromatografia gas-liquido, o enzima imune ensaio e a cromatografia liquida de 

alta resolucao. Esta ultima destaca-se pela simplicidade do preparo da 

amostra, baixo custo operacional e possibilidade de quantificacao simultanea 

de varias drogas e alguns metabolitos. (ANDRIOLO et al., p 203, 1984). 

O material humano mais usado para a monitorizagao da fenitoina e o 

soro sanguineo, embora se tenha utilizado a monitorizagao em saliva, 

mostrando-se boa correlagao entre niveis p l asma t i cs e salivares, com a 

vantagem de ser um metodo incruento e com acesso rapido a uma grande 

quantidade de amostra. (MARTIN-CALDERON, 2001). Visa-se desenvolver um 

biomaterial capaz de detectar rapidamente niveis sericos fenitoina sodica nos 

pacientes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.6 Biomaterial 

O termo biomaterial consiste em qualquer substantia ou combinagao de 

substantias de origem natural ou sintetica, idealizada para ser implantada no 

corpo por qualquer periodo de tempo, com a finalidade de substituir materia 

viva que deixou de ter sua fungao, podendo ou nao servir como veiculo, matriz, 

suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido (WILLIAM, 2008). 

Os Biomateriais podem ser de origem metalica, polimerica, ceramica e 

tambem a combinagao destes nos denominados compositos. Os de origem 

polimerica sao os mais utilizados no campo biomedico devido a facilidade de 

processamento e por apresentarem propriedades mecanicas semelhantes as 

dos materials b io log ies (PARK; LAKES, 1992; OREFICE; PEREIRA; 

MANSUR, 2006). 

Para que qualquer material sintetico possa ser utilizado como biomaterial 

e fundamental que o mesmo seja aceito pelo tecido ou orgao em questao de 

forma que nao origine processos inflamatorios anormais, nao inicie reagoes 
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alergicas ou imuno!6gicas e tambem nao cause cancer. Esta propriedade 

elementar e conhecida como biocompatibilidade (FOOK ; 2005 ; PARK; 

BRONZINO.2003) A biocompatibilidade trata-se da habilidade de um material 

em proporcionar uma resposta apropriada do hospedeiro em uma apiicacao 

especifica. Entretanto, a biocompatibil idade nao e uma propriedade do material 

por si s6. 0 material necessita induzir uma resposta apropriada, e o quanto 

essa resposta sera adequada, ira depender do sitio de apiicacao no corpo. 

(NICHOLSON,2002; MATSUI, 2007). 

Figura 3 - Aplicacoes de materials ceramicos, metalicos e polimericos como biomateriais. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Oculv lemev aoylrtev MIICODC 

Maxillofacial leconstnienon AlrO, . HA 

' I CP. H A P L A . Btoplatv 11. I i - A I - V zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

LVgi*tiHr Sutures copolvuiejs o f 

PI A PGA PC I PTMC PDO 

Spuial ( o-Ct-Mo. n.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA HA. CHMWl-fc 

PiosUurtH ,ouiuzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA M6L SS. Co-Ci-M 

T L T i - A l - Y . silicone. L 1 I M W P E . 

M B i t 

H A - potylactide 

P G A -

 po)> glycojidc 

PTMlzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA | « h i i u i i c 1 I i > knuxaiU'iuic 

PTJO'poIyi p-d*>xan<»ne» 

PUR = polyurclhaiic 

cPTFE expanded 

poMetTafliiofnethyWne 

nr\rwpr - u. mei wt 
polyethylene 

PET pol) . I I I . i.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-ii. 11 ' in : i !. 
I I A - hydioxyapatilc 

SS vlaaalev. »«ecl 

L.uuM>cann|i Oiibopcdic: Al.Ov 

Sremk *i<si ss Ti Ti-AI-v. 
f o ^ t - M o niMWPT 

: i" . .!.•;• A ! - : I K I PI A C 

fibei. aPTFE. PET. LHMWPfc 

Banc FixationzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA i  I6L SS. Co< f-Mo. 

T i . Ti -Al-V P L A H A PLA. PGA 

r u n i c n u aj j i au u uo i>4ioi I U L O U I N , \£\J\j£.). 

Os bimateriais utilizados clinicamente induzem diferentes respostas do 

tecido e., em funcao do tipo de interface tecido/implante desenvolvida., podem 

ser classificados em: Bioinertes, que sao biomateriais bem tolerados pelo 

organismo, praticamente nao liberando nenhum tipo de componente, nao 

causando nenhuma reacao. Bioativos, sao materials que favorecem a iigacao 
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quimica entre o material implantado e o tecido osseo (osseointegracao); Em 

funcao da similaridade quimica entre tais minerais e a parte mineral ossea, os 

tecidos osseos se ligam a eles, permitindo a osteocondugao atraves de 

recobrimento por celulas osseas. Quando o material bioativo e implantado no 

corpo, uma serie de reacoes bioquimicas e biofisicas ocorre na interface 

implante/tecido. Essas reacoes eventualmente resultam em uma ligagao 

interfacial de natureza quimica e nao fisica. Materials bioabsorviveis sao 

biomateriais fagocitados pelo organismo apos certo periodo de contato com o 

tecido. Possuem papel fundamental em aplicacoes quimicas, pois sao 

desnecessarias novas intervencoes cirurgicas para a retirada do material 

implantado. E biodegradaveis que sao degradados pelo organismo durante um 

periodo de tempo, e seus produtos da degradagao nao sao toxicos (HENCH, 

WILSON, 1993). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7 Polimeros 

Os polimeros sao macromoleculas caracterizadas por seu tamanho, sua 

estrutura quimica e interacoes intra e intermoleculares. Possuem unidades 

quimicas que sao unidas por ligagoes covalentes, que se repetem ao longo da 

cadeia. Eles podem ser naturais, como a seda, a celulose, as fibras de 

algodao, quitina, quitosana, etc., ou sinteticos, como o polipropileno (PP), o 

poli(tereftalato de etileno) (PET), o polietileno (PE), o poli(cloreto de vinila) 

(PVC), etc. (SPINACE, 2004). Dentre os biopolimeros (polimeros de origem 

natural) destacam-se a quitina e a quitosana. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.7.1 Quitina e quitosana 

Quitina e quitosana sao produtos naturais encontrados em 

exoesqueletos dos insetos, crustaceos e parede celular de fungos. 

Quitina e quitosana sao polimeros atoxicos, biodegradaveis, 

biocompativeis e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades 

vem sendo exploradas em aplicacoes industrials e tecnologicas ha quase 
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setenta anos. Tern ainda orande imoortancia economica e ambiental. 

(AZEVEDO V. V. C. et al, 2007). 

A quitina e a quitosana (Figura 3) sao estruturas constituidas por 

unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-giicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-

giicopiranose unidas por iigagoes giicosidicas B(i—»4), e diferem quanto a 

proporcao dessas unidades e quanto a soiubiiidade. Na estrutura da quitina, 

que e insoluvel na maioria dos solventes testados, predominam unidades de 2-

acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose enquanto a quitosana e predominantemente 

formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose. e soluvel em 

solucoes aquosas diluidas de acidos organicos e inorganicos (AZEVEDO V. V. 

C. et al. 2007). 

Figura 4 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A quitina e separada de outros componentes da carapaca por um 

processo qufmico que envolve as etapas de desmineralizagao e 

desproteinizacao das carapacas com solucoes de HCI e NaOH , seguida de 

descoloracao com KMnO e acido oxalico, por exemplo. A quitina obtida e 

desacetilada com solucao concentrada de NaOH, produzindo a quitosana 

(AZEVEDO V. V C. et al, 2007). 
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3.7.1.1 Quitosana 

A quitosana e um polissacarideo amino, derivado do processo de 

desacetilagao da quitina, por hidrolise dos grupos acetamida, com solucoes 

basicas muito concentradas (NaOH ou KOH, 40 a 50%) e a temperaturas 

superiores a 60°C (AZEVEDO V. V. C. et al, 2007). 

A quitosana e um polimero natural, atoxico, biodegradavel, 

biocompativel e produzido por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades 

vem sendo exploradas em, aplicacoes industrials e tecnologicas ha quase 70 

anos. Tern ainda grande importancia economica e ambiental. E o segundo 

biopolimero mais abundante na natureza, superado apenas pela celulose 

(AZEVEDO V. V. C. et al, 2007). 

A preparacao e utilizacao das estruturas de quitosana, sejam elas 

porosas ou densas, exploram a natureza policationica da quitosana. Todas 

essas estruturas sao normalmente sintetizadas por secagem ou coagulagao de 

solucoes aquosas de quitosana levemente acidificadas (a quitosana e 

composta de grupos aminos protonaveis e torna-se soluvel em meios polares a 

pH s baixos). Posteriormente, podem ser realizadas modificagoes ou 

derivatizagoes especificas dos grupos funcionais, de acordo com a utilizagao 

final (BEPPU, 1999). 

Esta versatilidade da quitosana permite sua conformagao em forma tao 

variadas quanto sua aplicabilidade: fibras, globulos, membranas, etc. (BEPPU, 

1999). 

Em solugao, a quitosana forma agregados micelares de segmentos de 

polissacarideos totalmente acetilados, interligados por blocos de 

polissacarideos totalmente desacetilados, esticados por forgas de repulsao 

eletrostatica. A quitosana e insoluvel em agua a pH neutro, contudo, devido a 

protonagao dos grupos amina, e possivel solubiliza-lo em solugoes aquosas de 

acidos organicos, como acidos acetico, lactico, formico e citrico, e em acidos 

inorganicos diluidos, como o acidos cloridrico, nitrico e perclorico. O seu pKa 

situa-se entre 6,3 e 7,0, variando em fungao do grau de acetilagao. Isto deve-se 

ao fato de que, quanto maior a quantidade de grupos aminos protonados na 

cadeia do polissacarideo, maior o numero de interagoes eletrostaticas 

repulsivas entre as cadeias, influenciando assim a capacidade de dissolugao. E 
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importante nao esquecer que a massa molecular (normalmente entre os 100 e 

os 1200 kDa) tern, no que diz respeito a solubilidade e as propriedades 

reologicas, um papel importante, visto o tamanho da cadeia 

consequentemente, a sua solubilidade, bem como a sua viscosidade. 

(EMBUSCADO et al., 2009 e SANTOS, 2006). 

O aumento das aplicacoes biomedicas da quitosana tern gerado 

oportunidades de producao de biomateriais especializados, principalmente com 

novas modificagoes quimicas e fisicas. Estas estrategias tambem tern 

envolvido uma combinagao da quitosana com outros polimeros. Publicagoes 

cientificas utilizando a quitosana e suas modificagoes estruturais tern discutido 

varios aspectos das aplicagoes biomedicas deste polimero, principalmente na 

engenharia de tecidos, liberagao de farmacos e biossensores para d iagnos t i cs 

clinicos (AYALA et al., 2008). 

-a 
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4 MATERIAIS E METODOS 

4.1 Materials 

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Avaliagao e Desenvolvimento 

de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, localizado na Unidade Academica de 

Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande -

UFCG e desenvolvida utilizando-se os seguintes materiais. 

• FenitoinazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (C15H12N2O2). Fenitoina de uso comercial, sob a forma de 

fenitoina sodica, na concentragao de 50 mg/ml, ampolas com 5 ml, uso 

injetavel; 

• Quitosana (C12H24N2O9). Quitosana em po (massa molar (MW) = 

190.000-310 g/mol, GD=75-85% desacetilada; 

• Acido Acetico Glacial (C2H4O2); 

• Hidroxido de sodio (NaOH). 

4.2 Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.1 Preparo das membranas 

A solugao de quitosana foi preparada pela dissolugao de quitosana em 

solugao de acido acetico glacial ( 1 % v/v) sob agitagao magnetica por 24h. Em 

seguida, a solugao polimerica sera filtrada a vacuo para removerzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 0 material 

insoluvel. O filtrado sera vertido em placas de Petri e acondicionadas em estufa 

a 50 C por 20 h para evaporagao do acido e formagao da membrana utilizando 

0 metodo de evaporagao do solvente, adaptado de Osorio (2007) e 

implementado pelo CERTBIO / UFCG. Apos secagem das membranas, as 

mesmas serao retiradas da estufa e 50 ml de solugao de hidroxido de sodio a 

1M sera adicionado a fim de assegurar a completa neutralizagao das 

membranas. Em seguida, serao lavadas com agua corrente, e posteriormente 

submersas em um recipiente com agua destilada durante 1h 30min, tempo 
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suficiente para que ocorra a neutralizacao. Depois da neutralizagao, as 

mesmas serao secas por 24h a temperatura ambiente. 

O preparo das membranas de quitosana/fenitoina foi obtido com a 

adicao da fenitoina nas proporgoes de 1 3 e 5% (v/v). As etapas seguintes 

seguirao o mesmo procedimento descrito anteriormente para confecgao das 

membranas de quitosana. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.2 Caracterizagoes 

Todas as membranas foram caracterizadas por Difragao de raios-X 

(DRX), Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR), Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletronica de Varredura 

(MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS), Tensao Superficial por 

medidas do angulo de contato, Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), 

Ensaio de biodegradagao in vitro e Teste de citotoxicidade. 

4.2.2.1 Difragao de raios X (DRX) 

A Difragao de Raios X e um fenomeno de espalhamento da radiagao 

eletromagnetica, provocada pela interagao entre o feixe de raios X incidente e 

os eletrons dos atomos componentes de um material. A tecnica de Difragao de 

Raios X foi usada para se obter informagoes estruturais importantes sobre a 

cristalinidade de um composto qualquer. A principal aplicagao da difragao de 

raios X refere-se a identificagao de compostos cristalinos, sejam eles organicos 

ou inorganicos. As analises por difragao de raios X (DRX) foram realizadas 

atraves de um difratometro de raios X Shimadzu (modelo XRD 6000) (Figura 

6), em temperatura ambiente, a montagem Bragg-Brentano, sistema 9-2 9, 

radiagao monocromatica de cobre. A varredura foi realizada num intervalo de 2 

9 entre 5 e 40 graus, usando uma velocidade de 1° min" 1 e radiagao CuKa (A= 

1,5418 A) gerada aplicando-se voltagem e corrente de 40 KV e 30 mA, 

respectivamente. 
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Figura 5 - Difratometro de raios X. 

Fonte: Proprio autorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( 2013). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.2.2 Espectroscopia na Regiao do infravermelho com Transformada de 

Fourier (FUR) 

As analises utilizando a tecnica de espectroscopia na regiao do 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das amostras serao 

realizadas em temperatura ambiente ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 0  equipamento utilizado sera urn 

Spectrum 4QQ da Perkin Elmer (Figura 7). A tecnica FTIR sera usada para 

identjficar as Pandas caracterfsticas dos grupos funcionais presentes nas 

materias primas utilizadas nesta pesquisa, utilizando a faixa de varredura de 

4000 a 400 cm"1. 

Figura 6 - Spectrum 400. 

Fonte: Proprio autor (2013). 
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A caracterizagao por microscopia otica foi realizada em urn Microscopic 

Optico HiROX, com resoiucao maxima de 3500X, por iuz transmitida, acopiado 

a uma estagao de Captura e Anaiise de imagens com Software (Figura 5). 

O contraste da imagem e resuitado da diferenca de refietividade da iuz 

nas diversas regioes da microestrutura, uma vez que o sistema e constituido 

basicamente pela fonte de iluminacao e do sistema de lentes (PICCOLI et al, 

2006). 

Figura 7 - Microsc6pio Optico (MO) acopiado a estacao de Captura e Anal ise de Imagens com 

4.2.2.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) 

Para realizagao das analises foi utilizado o microscopio eletronico de 

varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de 

lOOOOx, profundidade de foco de 1 mm, resoiucao de 30 nm, 15 KV, baixo 

vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico. Para analise 

da Energia Dispersiva de raios X (EDS), foi utilizado o equipamento acopiado 

an MEV n^ra uma mainr r.nnfiahiliHadp Hns rpsi iltarin*; /Finnrs ft^ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
.  ,  .  v C3  

Software. 
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Figura 8 - Microscopic- Eletronico de Varredura com equipamento para analise de 

Energia Dispersiva de raios X acopiado.. 

Fonte: Propno autor (2013). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2.2.5 Tensao Superficial/Molhabilidade 

Diversos metodos podem ser empregados para obter uma avaliagao da 

interacao entre as fases solido/liquido (molhabilidade), mas o angulo de contato 

tern sido urn para metro que apresenta exceiente reiacao custo/beneficio 

(FOOK, 2005). 

As roo'eculas da superficie de um Ifquido estao sujeltas a fortes forcas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H o a t r a r a n H a c m n l o r i i l a c i n t o r i n r o c A r o c n l t a n t o H o c c a c f n r r a c n i i a  r l i r o r a n o 

a mesma de piano tangente a superficie (em qualquer ponto desta) atua de 

maneira a que a superficie liquida seja a menor possivei. A grandeza desta 

forga, atuando perpendicularmente (por unidade de comprimento) ao piano na 

superficie e dita tensao superficial (BIANCO; NONATO, 2011). 

O resultado depende das forcas intermoiecuiares que se estabelecem 

entre as fases, resultando na medida chamada angulo de contato (Figura 9). 

Por meio da medida desse angulo de contato entre a superficie do solido e o 

piano tangencia! a superficie liquida, pode-se obter a molhabilidade do Ifquido 

sobre um determinado substrato (AL HAN ATI, 2011). 
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Figura 9 - Angu lo de contato. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

angulo de 

Fonte: ALHANATI , 2011 

Se o angulo de contato estatico for um valor maior que 90°, o Ifquido tern zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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valor aproximado a 0°, o Ifquido recobre toda a superficie formando um filme 

fino de fluido molhante. Quando o valor do angulo for menor ou igual a 90°, a 

molhabilidade e considerada parcial (Figura 15). Portanto, quanto menor for o 

angulo, maior sera o molhamento (WISNIEWSKI; ARGUELHO, 2011; 

ALHANATI, 2011). 

Para a realizacao desta analise foi utilizado um goniometro desenvolvido 

por tecnicos da Unidade Academics de Engenharia Mecanica da UFCG 

(Universidade Federal de Campina Grande) que se encontra instalado no 

Laboratorio de Avaliacao e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO) da 

Unidade Academica de Engenharia de Materials, da UFCG (Figura 10). 
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4.2.2.6 Cahrimetria Exploratdria de Diferencia! (DSC) 

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencia! (DSC) avalia a 

diferenga da temperatura fornecida a uma substantia sob um material de 

referenda. Foi utiiizado o equipamento DSC Q20 (7A instruments) (Figura i i ) 

operando por atmosfera de nitrogenio para anaiise de Transicoes de fase para 

observacao de modificagoes na estrutura cristalina das amostras. 

4.2.2.7 Ensaio de Biodegradagao in vitro 

O estudo da taxa de biodegradagao dos filmes reticulados foram 

realizados com a exposigao dos filmes reticulados em solugao preparada de 

iisozima e PBS, com tempo de exposigao de 30 dias a 37 °C. 

A metodologia foi empregada com base na norma ASTM F1635-04 

(Standard Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolyticaily 

Degradabie Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants) 

4.2.2.8 Tesie de Ciioioxicidade 

Muitos testes bioiogicos, como os de citotoxicidade, necessitam 

mensurar a sobrevivencia e/ ou proliferagao celular, os quais podem ser 

realizados por varios metodos, entre eles, a contagem de celulas que inclui/ 

exclui um corante, avaliacao da proteina Cromo ( 5 1 CR) depois da lise celular e 

Figura 11 - Equipamento de Calorimetr ia Exploratoria Diferencial. 

Fonts: Pr6pf io autor (2013). 
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avaliacao da incorporacao de nucleotideos radioativos ( 3H timidina) durante a 

proliferacao celular. O sal de tetrazolio ou MMT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2-5 difeniltetrazolio) pode ser empregado como metodo 

quantitative colimetrico para avaliacao da sobrevivencia e proliferacao das 

celulas (MOSMANN, 1983; apud MARTINEZ, 2011). 
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5 RESULTADOS E DISGUSSAO 

Neste estudo foram sintetizadas membranas tanto com farmaco na 

forma de llquido (nas proporcoes 5, 3 e 1 %) como com o farmaco na forma de 

po, po esse oriundo da maceracao do comprimido (nas proporcoes 1 

comprimido, 1/ 2 comprimido ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA YzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa comprimido). 

As membranas sintetizadas neste trabalho podem ser vistas na Figura 

12. 

Figura 12zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — Membranas Qui tosana/ Fenitoina l iquida a) — 5 %; b) - 3 % e c) — 1 %, e 

membranas Quitosana/ Fenitoina comprimido d) - 1; e) - 1 / 2 e f) - 1 / 4 . 

Fonte: Propno autor (2013). 

Notou-se uma infima diferenca entre o aspecto visual das membranas 

sintetizadas com o farmaco liquido em comparacao com as membranas 

sintetizadas com os comprimidos (Figura 13). Percebeu-se que as membranas 

sintetizadas com o comprimido apresentaram maior opacidade que as 

membranas Quitosana/ Fenitoina liquida, o que pode estar reiacionado a 

presenca de excipientes do comprimido na membrana, como o amido, que em 

so!uc§o, apresenta aspecto leltoso e de baixa dissolucso a temperstura 

ambiente formando membranas de as nscto o naco. 



45 

Figura 13 - Enfase a diferenca visual entre as membranas a) - Qui tosana/ Fenitoina l iquida e 

b) - Qui tosana/ Fenitoina comprimido. 

A incorporagao do farmaco Ifquido a solucao de quitosana para sfntese 

da membrana teve de ocorrer sobre agitacao magnetica da solucao de 

quitosana e adicao por gotejamento do farmaco (durante 20 min), a adigao 

brusca do mesmo ocasiona dificuldades na homogeneizagao da solugao por o 

soiuto apresentar pH alcalino, que em contato com a solucao de quitosana de 

pH acido, preciptava-se. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

i n r n r n n r a r l n c o m  n o n n o n a c n i i a n t i H a H o c n a c n l u r a n H o n n i t n c a n a c n h a n i t a r a n 

magnetica durante 20 min para que evitasse a precipitagao e a deposigao do 

po. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.1 Submetimento das membranas a diferentes pH's 

As membranas sintetizadas neste trabaiho foram submetidas a 

diferentes pH's para avaliar o seu comportamento em diferentes meios. com o 

intuito de verificar alteragoes perceptiveis a olho nu, que possam ajudar no 

desenvolvimento de urn dispositive (sensor) capaz de identificar e quanfificar o 

nfvel serico de fenitoina em pacientes. 
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As membranas foram depositadas em recipientes contend© buffer 

padrao de pH durante 5 min ; as variacoes de pH estudadas foramzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 4,01; 6,81; 

7,01; 8,81 e 10,01. Os resultados observados foram fotografados e estao 

apresentados nas Figuras 14 e 15. 

Figura 14 - Aval iacao do compor tamento das membranas Qui tosana\ Fenitoina l iquida e 

compr imido nos pH's 4 ,01 , 6 , 8 1 ; 8,81 e 10 ,01 . Fotos representat ivas de todas as variacoes. 

Fonte: PrOprio autor (2013). 

A Figura 14 apresenta fotos representativas de todas as variacoes, tanto 

da membrana com o farmaco liquido como da membrana com o farmaco em 

comprimidos submetidas aos pH's 4,01; 6,81; 8;81 e 10;01. Todas as 

membranas em todas as variacoes estudas, nestes pH's, apresentaram um 

perfii hidrofobico de retragao, e leve princfpio de maleabiiidade iogo apos 

entrarem em contato com as solucoes. O que nao nos permitiu desenvolver 

pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA. a r g b s s b s pH's pars metres que possam indicar a concentracao do farmaco, ja 

n n o n o c c a e m o c m a c c n l i i r v S o czyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA r> m o c m n n r n r r o mm a c m o m h r a n a c a n o n a c H o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
i r e o o a a i i r o o i i i a ozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ~ w . « y ~ ~ w ~  n r e o i i i u  ~ w  i i r c t t . v t a i i a s  

quitosana. 

Na Figura 15 observam-se as fotos das membranas submetidas a 

solucao de pH 7,01. 
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Figura 15 - Aval iacao do compor tamento das membranas Qui tosana\ Fenitoina l iquida e 

compr imido no pH 7 ,01 . Fotos representat ivas de todas as var iacoes. 

Fonte: Propr io autor (2013). 

A Figura 15 (a) e (b) sao representativas de todas as concentrates e 

variacoes de membrana, exceto Quitosana\ Fentanii ifquido e soiido 5 % e 1 

comprimido respectivamente, submetidas ao pH 7,01 que apresentaram-se 

ievemente maieaveis e com retracao indicando um perfil hidrofobico, porem em 

menos intensidade que os resuitados apresentados nos demais pH's. Na 

Figura 15 (c) observa-se uma foto representativa do comportamento das 

membranas Quitosana\ Fenitofna liquida 5 % e 1 comprimido, as mesmas 

apresentaram variacao na superficie, passando de lisa para rugosa, 

rugosidades essas oriundas de morfologias de formato circular irregular, que 

apos o periodo de 5 min enconiravarn-se distribui'das por toda a superficie, nao 

apreseniou o aspecto hidrofobico, ou seja, nao ocorreu retracao, mas sim, ieve 

expansao, pode-se melhor observar esses resuitados na Figura 16. 
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Figura 1 6 - A v a l i a c a o do compor tamento das membranas Qui tosana\ Fenitoina l iquida 5 % e 1 

compr imido no pH 7 ,01 . Fotos representat ivas de todas as var iacoes. 

runic, riuunu auiui ^uioj. 

Com a enfase dada a regiao segmentada da Figura 16 fica facil perceber 

a nova morfologia adquirida pela membrana Quitosana\ Farmaco quando 

submetida ao pH 7,01 com concentracoes de farmaco de 5 % (para o Ifquido) e 

1 comprimido. Essa variagao de estrutura pode auxiliar na identificacao da 

concentracao do farmaco, ja que nesse mesmo pH a membrana apenas de 

quitosana nao apresenta este comportamento, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2 Difracao de raios X (DRX) 

Nas Figuras 17 e 18 estao apresentados os espectrogramas das 

membranas sintetizadas neste trabaiho. 
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Figura 17 - Espectogramas das membranas de Quitosana e Qui tosana \ Farmaco Ifquido 

sintet izadas neste trabalho. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6000 -
Quitosana\ Fenitoina 5 % 

Qui tosana\ Fenitoina 3 % 

Qui tosana\ Fenitoina 1 % 

Qui tosana 

40 

2 9 

50 60 70 

Fonte; Propi io autor (2013). 

Figura 18zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — Espectogramas das membranas de Quitosana e Quitosana \ Farmaco compr imido 

sintet izadas neste trabaiho. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Fonte: Proprio autor (2013). 
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Observou-se que os espectrogramas das membranas sintetizadas tanto 

com o farmaco Ifquido (Figura 17) como com o farmaco em comprimido (Figura 

18) nao apresentaram grandes diferengas entre si, divergindo 

significativamente apenas na intensidade dos picos presentes entre 

aproximadamente 12 e 18 9. Nota-se entre aproximadamente 12 e 18 8 (para 

Quitosana\ Fenitoina 5 % (Figura 17 em azul) e Quitosana\ Fenitofna 1 

comprimido (Figura 18 em azul)) dois picos de carater cristalino, picos esses 

nao pertencentes ao espectrograma da quitosana que apresenta tipicamente 

um carater semi-cristalino (Figura 17 e 18 em verde), deduz-se que esses dois 

picos correspondem a presenga do farmaco na membrana, e assim a 

incorporagao farmaco/ polimero, porem quando a quantidade de farmaco e 

reduzida, nao e possfvel perceber a presenga significativa destes picos, fato 

esse decorrente da baixa concentragao da fenitofna no meio. Observou-se que 

a presenca do farmaco em ambas as variagoes de membrana amenizam a 

intensidade das bandas caracterfsticas da quitosana, tornando-as mais 

amorfas em aproximadamente 10 a 12 0 e 18 a 25 8, e consequentemente 

mais biodegradaveis. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.3 Espectroscopia na regiao de infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) 

A analise de FTIR foi realizada com intuito de verificar os espectros das 

membranas sintetizadas assim como o espectro do farmaco utilizado. As 

variag6es estudadas foram Quitosana/ Fenitoina liquida 5 % e Quitosan/ 

Fenitofna 1 comprimido, tomando-as como representativas das demais por 

conterem a maior concentragao de farmaco estudada. 

Os resuitados obtidos podem ser visualizados na Figura 19. 
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Figura 19 - Resui tados da anal ise de Espectroscopia na regiao de infravermelho com 

t ransformada de Fourier. 
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"0 
03 
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Fonte: Proprio autor (2013). 

Na Figura XX em azul pode-se observar o espectro da fenitoina utilizada 

neste trabalho, segundo Konrath, Piedade e Lima (2012) esse espectro 

reaimente COrrespOnde a fenitoina, cOmprovando a veracidade do farmaco 

utilizado neste experimento. Os demais espectros, Quitosana/' Fenitoina liquida 

5 % e Quitosana/ Fenitoina 1 comprimido, sao oriundos da mescla do espectro 

da quitosana (onde suas principais bandas sao expostas na Tabela XX) com o 

espectro do farmaco, o que nos oportuniza observar que ocorreu a 

incorporagao efetiva farmaco/ polimero. 
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Tabela 1 - Bandas de absorcao no FTIR da quitosana. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Numero de onda ( cm
1

) Atribuicao 

3334 Deformacao axial de O-H e N-H do grupo N H 2 

2928 e 2873 Deformacao axial de C-H de grupos C H 2 e C H 3 

1652 Deformacao axiai de RHN-C= 0 (amida) 

1586 Deformacao angular N-H do grupo NH 2 ( am ina ) 

1 4 2 3 e 1319 Deformacao angular de O-H e deformacao angular de 

C-H do anel gi icosidico 

1377 Deformacao angular do C-H de C H 3 

1150,1062 e1020 Deformacao axiai do C-O-C da i igac3o eter 

Fonte: Ponciano, 2010. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.4 Microscopia Optica (MO) 

Na Figura 20 observam-se as imagens da MO correspondentes as 

membranas de quitosana sintetizadas neste trabalho que apresentam uma 

superficie uniforme e lisa, caracteristicas de uma membrana densa, o que esta 

de acordo corn estudos realizados por Lima (2010), Fideies (2010), Marreco et. 

ai (2004) e Daiian (2005). 

Figura 20 - Microscopia Optica das membranas de quitosana, a - 350x; b - 1050x e c - 2 1 0 0 x . 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Observa-se na Figura 21 a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina 

fiquida 5 % nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x. 
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Figura 21 - Membrana Qui tosana\ Fenitoina l iquida 5 % nos aumentos de a - 350x; b - 1050x 

e c -2100x . 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Nota-se na superficie da membrana da Figura 21 congiomerados de 

cristais de tamanhos variados distribuidos de forma nao homogenia pela 

superficie da membrana alterando o aspecto liso apresentado pela membrana 

apenas de quitosana (Figura 20), porem, mesmo nao sendo distribuidos em 

grupos homogenios, esses cristais podem ser percebidos por toda a superficie 

da membrana e aparentemente recobertos por quitosana, o que indica uma 

incorporacdo ©fetiva farmaco/ polimero. 

Nao observa-se a presenca de poros superficiais nas membranas. 

Na Figura 22 observa a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina liquida 3 

% nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x. 

Figura 22 - Membrana Qui tosana\ Fenitoina l iquida 3 % nos aumentos de a - 350x; b - 1050x 

e c -2100X. 

Fonte: Proprio autor (2013). 
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Nota-se na Figura 22 que a membrana apresenta menores quantidades 

de cristais distribuidos em conglomerados pela superficie da mesma, porem. 

podem ser observados em toda a membrana entretanto de forma mais dispersa 

que os observados na anaiise da membrana QuttosanaN Fenitoina iiquida 5 % 

(Figura 21), esse fato e decorrente simpiesmente da diminuicao de 

concentracao do farmaco na solucao raiz da membrana. 

Nao observa-se a presenga de poros superficiais nas membranas. 

Na Figura 23 observa a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina liquida 1 

% nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x. 

Figura 23 - Membrana Qui tosana\ Fenitoina l iquida 1 % nos aumentos de a - 350x; b - 1050x 

e c -2100x . 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Percebe-se que a diminuicao da concentracao do farmaco contido na 

membrana pode ser considerada diretamente proporcional a diminuicao da 

quantidade de cristais em sua superficie, como observado na Figura 23 em 

comparacao com as Figuras 21 e 22. 

Nao observa-se a presenca de poros superficiais nas membranas. 

A mesma analise foi realizada para as membranas sintetizadas com o 

farmaco em formato de comprimidos para avaliar o aspecto morfologico das 

mesmas. Na Figura 24 observa-se a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina 1 

comprimido nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x. 
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Figura 24 - Membrana Quitosana\ Fenitoina 1 comprimido nos aumentos de a - 350x; b -

1050x e c - 2100x . 

Font©; Propno autor (<:uio). 

Observa-se uma notavel divergencia em relacao a morfologia 

apresentada pela membrana Quitosana\ Fenitoina liquida e a membrana 

Quitosana\ Fenitoina 1 comprimido (Figura 21). Nao e possivel visualizar 

cristais na superficie da membrana, sendo a mesma formada por 

congiomerados de morfoiogias semeihantes a boihas de tamanhos variados, 

distribuidas por toda sua superficie formando poros superficiais. 

Na sfntsse de membranas sempre sao tomadas precaucdes para que 

nao ocorra a formacao de bolhas, logo essas bolhas interfeririam na analise 

que iria apresentar poros nao existences, neste caso, esse procedimento foi 

seguido. o que eiimina a hipotese de que essas formacoes circulares 

observadas na Figura 24 sejam decorrentes de problemas no processamento, 

sendo as mesmas, oriundas da uniao farmaco/ polimero. 

Na Figura 24 (b) canto inferior central, e possivel verificar a presenca de 

alguns graos de tamanhos nao uniformes aparentemente recobertos por 

quitosana. esses graos podem ser visualizados por toda a superficie e 

correspondem a fragrnentos nao dissolvidos tanto do farmaco como dos 

excipientes do mesmo. 

Na Figura 25 observa-se a iviO da membrana Quitosana\ Fenitoina 1/2 

comprimido nos aumentos de 350x, 1050x e 2i00x. 
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Figura 25 - Membrana Quitosana\ Fenitoina 1/2 comprimido nos aumentos de a - 350x; b -

1050x e c - 2 1 0 0 x . 

Fonte; Proprio autor (2013). 

Como observado para membrana com 1 comprimido (Figura 24), a 

presenca de morfologias em forma de bolhas irregulares pode ser verificada na 

membrana comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Vz de comprimido (Figura 25), porem em menor quantidade, 

formando poros superficiais. Observa-se tambem a presenca de graos n3o 

dissolvidos aparentemente recobertos com quitosana (Figura 25 (a) centro 

superior da imagem). 

Na Figura 26 observa-se a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina V* 

comprimido nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x. 

Figura 26 - Membrana Quitosana\ Fenitoina 1/4 compr imido nos aumentos de a - 350x; b -

1 0 5 0 x e c - 2 1 0 0 x . 

Fonte: Proprio autor (2013). 
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A Figura 26 corrobora com os outros resuitados ja apresentados para as 

membranas Quitosana\ Fenitoina comprimido, ja que a mesma apresenta 

formacoes morfologicas de formato circular distribuidas pela sua superficie, 

formando poros superficiais, e graos nao dissolvidos. Assim como verificado 

para membrana Quitosana\ Fenitoina liquida em relacao a quantidade de 

cristais presentes na superficie, nota-se que a quantidade de poros superficiais 

presentes na membrana e diretamente proporcional a concentragao de 

farmaco, o que fortalece a hipotese de que essas formagoes correspondem a 

interagao farmaco/ polimero e nao a problemas de processamento. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) 

Observou-se ser interessante avaliar pela MEV apenas as membranas 

Quitosana/ Fenitoina liquida 5 % e Quitosana/ Fenitoina 1 comprimido, ja que 

foram as que apresentaram maior alteragao na sua estrutura, como visualizada 

na analise da MO, e que todas as demais variagoes de membrana apresentam 

apenas uma amenizagao dessa alteragao decorrente da diminuigao da 

concentragao do farmaco, sem apresentarem estruturas secundarias que as 

diferenciassem uma das outras. 

Como prova em branco foi realizada a analise da MEV em membranas 

apenas de quitosana para que os efeitos da adigao do farmaco fossem mais 

faceis de ser identificados. 

Na Figura 27 observa-se a analise por MEV da membrana apenas de 

quitosana. 
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Figura 27 - Microscopia Eletronica de Varredura da membrana apenas de quitosana nos 

aumentos a) - 1500x e b) - 5000x. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CERTBIO_2362 2013/02/20 15:41 D3,1 x1,5k 50 um CERTBIO_2363 2013/02/20 15:42 D3,0 x5,0k 20 um 

100% QUIT 100% QUIT 

Fonts: Proprio autor {; 

A analise da MEV para a membrana apenas de quitosana (Figura 27) foi 

condizentes com os resuitados apresentados pela MO da mesma, onde foi 

observada uma estrutura densa sem a presenca de poros superficiais. 

A Figura 28 apresenta a analise da MEV para a membrana Quitosana/ 

Fenitopina liquida 5 %. 

Figura 28 - Microscopia Eletronica de Varredura da membrana Quitosana/ Fenitoina l iquida 5 

% nos aumentos de a) - 1500x, b) - 5000x e c) - 10000. 

Fonte: Proprio autor (2013). 
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NSo foi possivel verificar a presenca dos cristais obervados na MO da 

membrana Quitosana/ Fenitoina (Figura 28) ; porem, como foi observada na 

MO, esses cristais distribuiam-se em aglomerados por toda a superficie, o que 

devido ao aumento da MEV pode ter focado em uma regiao intermediaria entre 

os grupamentos de cristais nao sendo possivei sua verificacao. 

Observa-se na Figura 28 a presenca de um grao nao disperso 

aparentemente formando por uma fracao nao soluvel do farmaco, pois o 

mesmo nao pertence a estrutura da quitosana como observado na Figura 27.. 

A Figura 29 apresenta os resuitados da MEV para membrana Quitosana/ 

Fenitoina 1 comprimido. 

Figura 29zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — Microscopia Eletronica de Varredura da membrana Quitosana/ Fenitoina 1 

comprimido nos aumentos de a) - 1500x, b) - 5000x e c) - 10000. 

Quitosana/ Fsfiitoina 1 comprimido corroboram com os observados na analise 

irregulares distribuidas pela superficie da mesma, aspecto esse nao 

pertencente a membrana apenas de quitosana apresentada na Figura 27, o 

que nos leva a acreditar que essas formacoes sao oriundas da interacao 

farmaco/ polimero. 

Pode-se observar na Figura 29 a presenca de graos de diferentes 

tamanhos distribuidos pela superficie da membrana, graos esses que assim 
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como os observados na Figura 28 nao fazem parte da estrutura da quitosana, 

indicando serem derivados de fracoes insoluveis do farmaco. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.6 Espectroscopia Dispersiva de raios X (EDS) 

Com o intuito de verificar a composicao quimica das membranas 

submetidas a anaiise da MEV (por serem equipamento acopiados) reaiizou-se 

a caracterizacao por EDS. 

A Figura 30 apresenta os resuitados da analise de EDS da membrana 

Quitosana/ Fenitoina liquida 5 %. 

Figura 30 - Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X da membrana Qui tosan/ 

Fenitoina l iquida 5 %. 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Observa-se na analise de EDS a presenca dos elementos carbono, 

oxigenio e nitrogenio, elementos esses constituintes da estrutura da quitosana 

e da fenitoina, porem, foram verificados a presenca dos elementos germ£nio e 

silicio, elementos esses que nao sao informados vide bula como constituintes 

da composicao do farmaco, e sabe-se que os mesmos nao constituem a 

estrutura da quitosana. Nenhuma das etapas do processamento da membrana 

indies possivel contaminacao I a borate rial por esses elementos o que nos leva zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

|  U F C G ^ r ? T - T Q T E C A / 8 C 
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a tratar esses dois (germanio e sil(cio) como contaminantes no processamento 

industrial do farmaco. 

Foi verifica a presenca de graos na superficie da membrana Quitosana 

Fenitoina iiquida 5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA %, no intuito de verificar a composicao desse grao em 

especifico foi reaiizada uma anaiise pontuai de EDS nessa regiao, o resuitado 

desta anaiise encontra-se na Figura 31. 

Figura 31 - Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X pontuai do grao presente na 

membrana Quitosana/ Fenitoina l iquida 5 %. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

izyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA i a  « k o / a « iu zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
lev 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Observa-se na Figura 31 a presenca dos elementos carbono, oxigenio e 

nitrogenio, o que indica uma incorporagao do grao a membrana mesmo nao 

sendo o mesmo dissolvido, e verificasse a presenca dos elementos silicio e 

germanio, ja observados anteriormente na analise de EDS da regiao da 

membrana, como tambem o magnesio e rubidio, elementos nao verificados na 

analise anterior, ambos tambem nao declarados vide bula como constituintes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

I Q I  11zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA l a v / U , e  o c o a u c i l a u  o c i c m  o c i l o i u u n  u c o  yja  ^ u i I U O O I  l a . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o c y u i I U V J r \ i u u ^ u c i H u c > ©GU I  ^ a , r - \ i l u a c  o w i ^ . a , i i y v j  11  l a y i I C O I U ( j u u c , 

em alguns casos, ser um biomarcador de morte subita de epilepsia (SUDEP), 

pois em alguns casos, pacientes que sofreram SUPED possufam niveis sericos 

baixos de magnesio. O rubidio participa da constituicao de alguns 

medicamentos para epilepsia. Esses fatores podem explicar a presenga desses 
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dois elementos (magnesio e rubidio) na composicao do medicamento, porem, 

os mesmos : como ja declarado, nao foram informados vide bula como sendo 

componentes do medicamento utilizado neste trabalho. 

Na Figura 32 observa-se a EDS da membrana Quitosana/ Fenitoina i 

comprimido. 

Figura 32 - Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X da membrana Qui tosana/ 

FenitoinazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1 comrpimido. 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Verificou-se a presenga dos elementos carbono, oxigenio e nitrogenio na 

Figura 32, eiementos esses constituintes da estrutura da quitosana e da 

fenitoina. Para anaiise de regiao nao foi verificada a presenca de eiementos 

que nao sao constituintes da estrutura dos materials em estudo assim como na 

Figura 30, porem, verificou-se na analise da MEV a presenga de grSos 

dispersos na superficie da membrana, o que nos leva a realizar uma analise 

pontuai dos mesmos no intuito de conhecer a sua constituicao. Os resuitados 

desta analise encontram-se na Figura 33. 
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Assim como para o grao da Figura 31 tambem foi constatada a 

presenca de outros elementos na constituicao do mesmo, porem, em maior 

numero. Verificou-se para a analise de EDS apresentada na Figura 33 a 

presenca dos elementos carbono, oxigenio e nitrogenio, constituintes da 

estrutura da quitosana e da fenitoina, dentre os elementos zirconio, germanio, 

enxofre, potassio, fdsforo e calcio, elementos esses que nao sao informados 

vide bula como constituintes do farmaco e os quais nao apresentam na 

llteratura ligacao com use medicamentoso no case de pacientes com epilepsia. 

Pelo processamento usado na obtencao das membranas se tern certeza que a 

presenca destes eiementos nao se trata de uma contaminacao iaboratoriai, 

mas sim, de uma contaminacao no processamento industrial do farmaco. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.7 TensSo superficial 

Na Figura 34 observa-se os resuitados obtidos pelo ensaio de tensao 

superficial. 
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Figura 34 - Resui tados do ensaio de tensSo superficial paras as membranas sintet izadas neste 

trabalho. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 0 0 ,0 0  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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40,00 
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0,00 

65 67 6 9 ' 5 1 6 9 ' 2 3 66,66 65,99 
63,00 63,22 ^ ' b / 

Quitosana Fenitoina 5% Fenitoina 3% Fenitoina 1% Fenitoina 1 Fenitoina 1/2 Fenitoina 1/4 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Observou-se pelos resuitados do ensaio de tensao superficial que a 

adicSo do farmaco a quitosana, tanto na forma Ifquida como na forma de 

comprimidos, em todas as proporcoes estudas neste trabalho, diminuiram o 

aspecto hidrofilico da mesma, onde as membranas sintetizadas apresentaram 

um maior angulo de contato quando comparadas a membrana apenas de 

quitosana. Mesmo com este aumento nenhuma das membranas em estudo 

apresentou carater hidrofobico. 

5.8 Calorimetria Exploratoria Dlferenclal 

A an£lise por Calorimetria Exploratdria Diferencial foi efetuada para 

verificar a resistencia termica dos materials sintetizados e como estas 

propriedades das membranas sofrem alteragao variando a concentracao do 

farmaco em estudo. 

Os resuitados da analise paras as membranas Quitosan/ Fenitoina 

liquida 5, 3 e 1 % estao dispostos na Figura 35. 
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Figura 35 - Calorimetr ia Explorat6ria Diferencia! das membranas Qui tosana/ Fenitoina l iquida 

5, 3 e 1 %. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Q / F5 % zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

69.96 I  I  I  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
iw m too iso ::: :i: ::: <oo, 

tapafea : 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Pode-se observar que para todas as membranas da Figura 35 foi 

possivel verificar a presenca de dois picos, um endotermico, que tern inicio em 

aproximadamente 60 °C e termino em aproximadamente 120 °C que esta 

relacionado a perda de agua do material, e outro exotermico que tern inicio em 

aproximadamente 275 °C e prossegue ate completa degradacao do material. 

Veriflcasse que a unica variacao ocorrida foi para membrana Quitosana/ 

Fenitoina 5 % com relacao ao pico maximo endotermico que e atingido em 90 

°C diferindo dos demais (80 °C), o que indica que a membrana nessa 

proporcSo pode apresentar uma maior propriedade de retencSo de agua. 

Na Figura 36 observa-se os resuitados da anaiise de DSC paras as 

membranas Quitosana/ Fentanil 1, Vz e Y* comprimido. 
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Figura 36 - Calorimetr ia Explorat6ria Diferencial das membranas Qui tosana/ Fenitofna 1,1/2 e 

1/3 comprimido. 

Fonte: Pr6pr lo autor (2013). 

Assim como verificado paras as membranas Quitosana/ Fenitoina 

liquida, nao ocorreu grande variacao entre os picos endotermicos e 

exotermicos das membranas Quitosana/ Fenitoina comprimido, o que nos leva 

a notar que a variagao do farmaco nao influencia de forma significativa nas 

propriedades termicas do material sintetizado. 
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5.9 BiodegradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro 

O ensaio de biodegradagao enzimatica foi realizado em quintuplicata 

para todas as variagoes de concentragao de farmaco em membrana 

desenvolvidas neste trabalho. As membranas foram submetidas ao ensaio no 

periodo de 7 e 14 dias, os resuitados obtidos estao dispostos na Tabela 2. 

Tabela 2 - Resuitados dos ensaios de biodegradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro. 

Perda de massa das membranas 

7 dias 14 dias 

PBS PBS+Lisozima PBS PBS+Lisozima 

Ensaio (pH=7,35) (pH=7,4V (pH=7,32) (pH=7,44) 

Media Desw'o Media Desvio Media DesWo Media Desvio 

(%) Padrao 

(%) 

(%) Padrao 

(%) 

(%) Padrao 

(%) 

(%) Padrao 

(%) 

Q/F 5 % 4,2 0,5 90,6 0,6 4,9 0,2 98,3 0,2 

Q/F 3 % 5,1 0,4 100 0,0 

Q/F 1 % 8,1 0,6 100 0,0 

Q/Fi 5,3 0,5 93,1 0,3 5,9 0,5 97,2 0,6 

Q/FzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1/ 2  5,1 0,6 100 0,0 

Q/F 1/ 4  8,6 0,6 100 00 

Fonte: Proprio autor 2013). 

As membranas sintetizadas foram renomeadas na Tabela 2 para Q/F 5 

% - Quitosana/ Fenitoina liquida 5 %, Q/F 3 % - Quitosana/ Fenitoina liquida 3 

% e Q/F 1 % - Quitosana/ Fenitoina liquida 1 %, Q/F 1 - Quitosana/ Fenitoina 1 

comprimido, Q/F V2 - Quitosana/ Fenitoina Vz comprimido e Q/F 1/4 - Quitosana/ 

Fenitoina % comprimido. 

Observa-se nos dados da Tabela 2 que a degradagao das membranas 

sintetizadas ocorreu principalmente pela agao da lisozima, logo verifica-se que 

os percentuais de degradagao relacionados ao PBS em todas as 

concentragoes nao excede 8,6 %. 

As membranas nas proporgoes de farmaco de 3 e 1 %, Vz e V* de 

comprimido degradaram-se completamente no periodo de 7 dias (Figura 37), 
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fato esse que corrobora com os resuitados obtidos para essas variagdes na 

analise de DRX, onde as mesmas apresentaram carater amorfo. Verificou-se 

que grande parte das membranas com proporgdes de farmaco de 5 % e 1 

comprimido sofreram processo de degradagao no periodo de sete dias (media 

aproximada em relacao as duas de 90 %) , porem, mantiveram parte de sua 

estrutura ate o periodo de 14 dias. 

Figura 37 - Resultado do ensaio de biodegradagao enzimat ica no per iodo de 7 dias para as 

membranas a) e b) - Quitosana/ Fenitoina l iquida 3 %; c) - Quitosana/ Fenitoina 1 %; d) e e) -

Quitosana/ Fenitoina V4 compr imido e f) - Quitosana/ FenitoinazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA V* comprimido. 

Fonte: Proprio autor (2013). 

Foi notada uma maior degradacao nas membranas que continham 

menor quantidade de farmaco, o que pode indicar que a concentracao e 

inversamente proporcional a biodegradagao do material ja que as unicas 

membranas que resistiram parcialmente a 14 dias de ensaio foram as 

variacoes com 5 % e 1 comprimido, esse parametro torna-se interessante por 

ser facilmente manipulado durante o processamento da estrutura polimero/ 

farmaco. 

Notou-se que a concentragao do farmaco e inversamente proporcional a 

degradagao da membrana, ja que quanto maior sua concentragao menor foi 

sua degradacao em todas as variag6es estudadas, o que corrobora com a 
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analise de DRX realizada neste trabalho, onde apresentou um espectrograma 

mais amorfo para as membranas Quitosana/ Fentanil 1 e 3 %. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.10 Ensaio de citotoxicidade 

O objetivo deste ensaio foi avaliar a viabilidade das celulas em face do 

material produzido para uso em organismos vivos. A Figura 28 ilustra o 

resultado deste teste. 

Figura 38 - Resui tados do ensaio de citotoxicidade. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fen i t o ina Fen i t o ina Fen i t o ina Fen i t o inazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1 / 4 Fen i t o in a 1 / 2  Fen i t o ina 1  Qu i t osan a 

Liqu idazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1% Liqu ida 3% Liqu ida 5% Co m p r i m i d o Co m p r i m i d o Co m p r i m i d o 

Fonte: Proprio autor. 

A viabilidade das celulas expostas as membranas de Quitosana/ 

Fenitoina em todas as concentracoes do farmaco foi em media 88%. Dessa 

forma, a partir dos resuitados obtidos na presente pesquisa, pode-se inferir que 

membranas de Quitosana/ Fenitoina produzidas mostraram-se promissoras 

para serem testadas como biomaterial em ensaioszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vivo. 



70 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6 CONCLUSAO 

A partir dos resuitados apresentados pode se inferir que: 

• A adicao do farmaco a solucao de quitosana no processo de sintese da 

estrutura polimero/ farmaco apropriou a mesma carater cristalino nas 

proporcoes 5 % para o farmaco liquido e 1 comprimido para as 

membranas sintetizadas a partir do po do comprimido, para as demais 

variacoes a adicao de fenitoina tornou-as amorfas, essas constatacoes 

foram feitas a partir do ensaio de Difragao de raios X; 

• A analise de Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com 

Transformada de Fourier comprovou a veracidade da fenitoina utilizada 

neste trabalho alem de apresentar, a partir do espectro, a incorporagao 

do farmaco a membrana; 

• A Microscopia Optica em conjunto com a Microscopia Eletronica de 

Varredura identificou a incorporagao farmaco/ polimero, onde nao foi 

verificada a presenga de uma segunda fase. Ocorreu uma grande 

diferenciagao entre as membranas sintetizadas com o farmaco liquido e 

as sintetizadas com o farmaco na forma de comprimido.As membranas 

sintetizadas com a fenitoina liquida apresentaram superficie pouco 

rugosa com presenga de cristais de tamanhos variados distribuidos em 

aglomerados, as sintetizadas com o po do comprimido apresentaram 

superficie muito rugosa com presenga de morfologias circulares 

semelhantes a poros superficiais aglomerados por toda a membrana; 

• Verificou-se a presenga de graos nao dissolvidos na superficie da 

membrana, graos esses, que pela analise de Espectroscopia Dispersiva 

de raios X, eram constituidos por elementos nao informados vide bula 

pelo fornecedor, dentre eles pode se verificar a presenga dos elementos 

magnesio e rubidio (para o farmaco em comprimido), os quais possuem 

referenda na literatura por sua utilizagao medicamentosa no tratamento 

de epilepsia, os demais foram tratados aqui, como contaminantes do 

processamento industrial do farmaco; 
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• Na analise de tensao superficial observou-se uma diminuicao na 

hidrofilicidade da membrana para todas as variacoes estudadas sem 

grande variagao de angulo entre elas. Todas as membranas estudadas 

neste trabalho apresentaram aspecto hidrofilico. 

• O ensaio de biodegradagaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro demonstrou que as membranas nas 

variacoes de 1 e 3 % para a fenitoina liquida ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Vi e YA comprimido 

degradaram-se completamente no periodo de 7 dias,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 0 que corrobora 

com os resuitados apresentados pela analise de DRX que apresentaram 

membranas, nestas proporgoes, mais amorfas. As membranas com 

variagoes de 5 % do farmaco liquido e 1 comprimido degradaram-se 

quase que completamente no periodo de 14 dias, essa resistencia a 

degradagao pode estar relacionada ao aspecto cristalino adquirido pela 

membrana quando esta possui farmaco nessas concentragoes 

incorporado, 0 que nos permite concluir que a biodegradagao das 

membranas e inversamente proporcional a concentragao do farmaco. A 

biodegradagao ocorreu principalmente pela presenga da lisozima, ou 

seja, a degradagao pela solugao de PBS foi infima; 

• A tecnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial demonstrou uma nao 

alteragao na resistencia termica do material oriunda da variagao de 

concentragao do farmaco nas proporgoes analisadas neste trabalho; 

• Todas as membranas em todas as concentragoes de farmaco nao 

apresentaram toxidade. 

Diante do exposto pode-se concluir que a metodologia empregada para 

a sintese das membranas Quitosana/ Fenitoina apresentou-se eficaz. As 

analises sugeriram que 0 farmaco realmente foi incorporado a solugao para 

sintese da membrana. 

O estudo realizado com a variagao de pH demonstrou que para 

concentragoes de 5 % da fenitoina liquida e 1 comprimido para a fenitoina em 

po observa-se alteragoes na estrutura quando subtidas a meios com pH de 

7,01, nao reagindo da mesma forma quando submetido ao meio acido e 

alcalino, 0 que nos proporciona um parametro relacionado a variagao de 

estrutura para futura aplicagao como detector de niveis sericos de fenitoina em 

pacientes. 
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