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RESUMO

Eplepsia & doenga relativamente comum na populagdo gera, decorrente
de desordens neuroldgicas diversas, caracterizada pela ocorréncia periddica e
espontanea de atividade neuronal altamente sincronizada e manifestagdes
comportamentais. Manifestagdo Unica de crise, embora a principio ndo possa
ser catalogada como epilepsia, requer acompanhamento clinico, investigagao
através de exames complementares especificos para cada caso, devido ao
risco de recorréncia. Entre as medicagdes utilizadas para o controle das crises
epilépticas, a fenitoina, € um dos principais farmacos antiepilépticos, utilizada
tanto a nivel ambulatorial quanto em situagdes de emergéncias/ urgéncias. A
proposta & desenvolver um material para monitorizagéo, rapida e precisa, da
fenitoina sérica, em pacientes que fazem uso desta medicagao, objetivando a
individualizagdo na dosimetria e assim maior sucesso terapéutico. Para se
cumprir os objetivos indicados, inicialmente foi sintetizada uma membrana de
quitosana com a incorporagdo desse farmaco (fenitoina) e feitas as
caracterizagbes mais pertinentes (MO, DRX, MEV, FTIR, DSC, Ensaio de
biodegradagéo, Tens&@o superficial e teste de citotoxicidade), bem como
analisado as reagdes desta membrana frente a diferentes niveis de pH.

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



ABSTRACT

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 milhées de pessoas em todo o mundo e
centenas de milhares de novos casos sao registrados a cada ano, o que torna
essa sindrome um problema médico de alta gravidade, sobretudo porque
frequentemente inutiliza funcionalmente os que dela padecem. Nao & incomum
que um paciente epiléptico ndo melhore porque os medicamentos usuais séo
inoperantes, seja devido a etiologia da enfermidade, seja pela extensdo das
lesdes, que se ampliam por falta de tratamento adequado ou por falta completa
de tratamento. (CUKIERT, 2002).

O termo epilepsia refere-se a um distirbio da atividade elétrica
cerebral, caracterizado pela ocorréncia periédica e espontanea de atividade
altamente sincronizada, acompanhada de manifestagbes comportamentais.
Devido ao carater frequentemente focal do gerador da atividade epiléptica, os
pacientes podem apresentar uma grande variedade de sinais clinicos, assim
como um mesmo paciente pode apresentar diferentes formas de crises
epilépticas (CUKIERT, 2002).

A forma mais comum de sindrome epiléptica € 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
prevaléncia e a frequente refratariedade ao tratamento medicamentoso.
(CUKIERT, 2002)

A difenil-hidantoina (fenitoina), medicacdo antiepiléptica amplamente
utilizada para o controle das crises epilépticas foi primeiro sintetizada por Biltz
em 1908 e somente apds 30 anos disponibilizada nas farmacias (YACUBIAN,
2004).

A fenitoina esta indicada no controle das crises epilépticas,
principalmente nas crises generalizadas tonico-clénicas primarias e as focais
(YACUBIAN, 2004).

O uso pela via endovenosa torna a fenitoina uma das drogas mais
usadas em situagbes de emergéncia, por exemplo, no estado de mal epiléptico.
Sua principal vantagem em relagdo ao diazepam é o tempo de agdo, mais

prolongado do que o do diazepam, que é extremamente curto (YACUBIAN,
2004).
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Por nao causar efeitos hipnéticos e/ou sedativos (ndo deprimem o
Sistema Nervoso Central), torna-se a medicagao antiepiléptica de eleigdo nos
casos de traumas cranioencefalicos e em cirurgias neurologicas. Pode ser
indicada também nas convulsdes da eclampsia, em arritmias cardiacas, como
antiarritmico e em neuralgias do trigémeo (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 terapéutica ao se
pretender maior beneficio e menor risco. Ha duas condutas para a otimizagao
de um esquema terapéutico: calcular a “dose ideal” baseando-se em modelos
farmacocinéticos gerais, com adaptagbes para o paciente em questdo e
realizar monitorizagao terapéutica com dosagem da concentragdo sanguinea
da droga e corrigir eventuais distor¢gdes. A primeira reduz, mas nao elimina, a
incidéncia de efeitos tdxicos. A segunda, se realizada apropriadamente,
permite o estabelecimento e a manutengao de esquema terapéutico realmente
seguro e util (ANDRIOLO et al1984).

A fenitoina € um dos farmacos que mais frequentemente se
monitorizam pelo laboratério clinico por varios motivos: a relagéo entre a dose
e o nivel plasmatico pode resultar imprevisivel, devido a grande variabilidade
interindividual; a cinética do metabolismo € saturavel dentro da faixa
terapéutica, ou seja, pequenos aumentos nas doses podem produzir grandes
aumentos de niveis plasmaticos. As indicagdes de sua monitorizagdo sdo as
suspeitas da falta de aderéncia a terapia ou de intoxicacdo e apresentacao de
convulsdes (Martin-Calderén at al 2001).

A demora na obtencdo de dosagens séricas de fenitoina obriga os
médicos dos centros de atendimento de urgéncia a tomar condutas baseadas
em parametros clinicos, embora por vezes insuficientes, aumentando o indice
de complicagdes no tratamento destes pacientes. Um método que possibilite
medida rapida da fenitoina sérica poderia mudar o curso do tratamento destes
pacientes, por permitir a tomada de decisdes com muito maior seguranca e
eficiéncia.

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 submeté-lo aos metodos de
caracterizagdo. Tal procedimento serda usado como base para estudos mais
aprofundados que se seguirdo, com a meta de qualificar e quantificar niveis
séricos da fenitoina.

Baseado no exposto visa-se desenvolver um biossensor capaz de
realizar a monitorizagao rapida e precisa da fenitoina sérica.

!
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Desenvolver um biomaterial (membrana) a base de quitosana, para
monitorizagao rapida e precisa, da fenitoina sérica, em pacientes que fazem
uso desta medicagdo, de forma crénica ou em servigos de
urgéncia/emergéncia.

2.2 Especificos

o Estabelecer pardmetros de processamento para obtencdo 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 concentragio da fenitoina na cinética de liberagao;

» Estabelecer parametros de obtengdo de membrana quitosana/fenitoina
para aplicagdo como biomaterial.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Epilepsia

O termo epilepsia refere-se a um disturbio da atividade elétrica cerebral
caracterizado pela ocorréncia periédica e espontdnea de atividade altamente
sincronizada, acompanhada de manifestagbes comportamentais (CUKIERT,
2002).

Epilepsia & uma doenga cerebral cronica causada por diversas etiologias
e caracterizada pela recorréncia de crises epilépticas ndo provocadas. Esta
condigao tem consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas e socias
e prejudica diretamente a qualidade de vida do individuo afetado (Ministério da
Saude-Secretaria de Atengao a Saude, 2010).

A epilepsia € um importante problema de saude publica devido a sua
alta prevaléncia e as desvantagens socioecondmicas associadas a esta
doenga cronica (CUKIERT, 2002).

Cerca de 45 % das epilepsias tém seu inicio antes dos 10 anos de
idade (MARINO Jr.).

Uma pesquisa domiciliar feita pela Liga Brasileira de Epilepsia na zona
urbana da de Séao 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 diagnéstico de epilepsia foi confirmado,
originando taxa de prevaléncia de 11,9/1000 (MARINO Jr.)

Estima-se que a prevaléncia mundial de epilepsia ativa esteja em torno
de 0,5% a 1,0% da populagao e cerca de 30% dos pacientes sejam refratarios.
A incidéncia estimada na populagdo ocidental é de 1 caso para cada 2.000
pessoas por ano. A incidéncia de epilepsia € maior no primeiro ano de vida e
volta a aumentar ap6s os 60 anos de idade. A probabilidade geral de ser
afetado por epilepsia ao longo da vida é de cerca de 3%. No Brasil, Marino e
colaboradores e Fernandes e colaboradores encontraram prevaléncias de
11,9:1.000 na Grande Sdo Paulo e de 16,5:1.000 para epilepsia ativa em Porto
Alegre (Ministerio da Salde-Secretaria de Atengdo a Saude, 2010).
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A atividade elétrica cerebral normal é mantida através de um equilibrio
entre a neurotransmissdo inibitbria e a excitatbria. O aumento da
susceptibilidade do tecido nervoso as crises epilépticas tem sido ligado a um
aumento na fransmissdo excitatoria, ou por uma diminuicdo na transmissao
inibitéria ou por ambos os mecanismos. No tecido epiiéptico humano, varios
estudos tém demonstrado um aumento na concentragao dos aminoacidos
excitatorios em areas com presenca de espiculas do cortex temporal e em
dialisados hipocampais (CUKIERT, 2002).

De forma pratica, as epilepsias podem ser classificadas segundo dois
grandes eixos: topografico e etiologico. No eixo topoarafico, as epilepsias séo
separadas em generalizadas e focais. As generalizadas manifestam-se por
ciises epileplicas cujo inicio envoive ambos 0s hemisférios simuitaneamente.
Em geral, sao genelicamente determinadas e acoimpannadas de aileragao da
consciéncia, guando presentes, as manifestacoes moloras sao sempre
bilaterais. Crises de auséncia, crises mioclnicas e crises tdnico-cidnicas
(Figura 1) generalizadas (TCG) sao seus principais exemplos (CUKIERT,
2002).

Figura 1 — Crise generalizada tonico-clonica.

Fase tonica

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

Nas epiiepsias focais, as crises epiiépiicas iniciam de forma localizada
numa area especifica do cérebro, e suas manifestagdes clinicas dependem do
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local de inicio e da velocidade de propagagéo da descarga epileptogénica. As
crises dividem-se em focais simples (sem comprometimento da consciéncia) e
focais complexas (com comprometimento ao menos parcial da consciéncia
durante o episédio). Por fim, uma crise focal, seja simples ou complexa,
quando propagada para todo o cortex cerebral, pode terminar numa crise TCG,
sendo entdo denominada crise focal secundariamente generalizada (Ministério
da Saude-Secretaria de Atengdo a Saude, 2010).

No eixo etiologico, as epilepsias sdo divididas em idiopaticas (sem lesao
estrutural subjacente), sintomaticas (com lesdo) ou criptogénicas
(presumivelmente sintomaticas, mas sem uma lesdo 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 malformagdes do desenvolvimento cortico
cerebral (Ministério da Saude-Secretaria de Atengéo 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 alteragdes cognitivas secundarias as
crises epilépticas ou ao uso cronico de medicagdes. Algumas etiologias da
epilepsia levam também a dificuldades de desenvolvimento, particularmente
nos casos em que o inicio & 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 €
necessario o diagnostico correto em relagao ao tipo de crise e sindrome e a
caracterizagdo de sua natureza epiléptica ou ndo. O conhecimento das
diversas sindromes possibilita 0 encaminhamento adequado do paciente, pois
agiliza o tratamento daqueles com crises refratarias e tranquiliza os de
evolugéo mais benigna (YACUBIAN, 2004).

O tratamento farmacoldgico deve ter como objetivo o controle completo
das crises, que pode ser alcangado em cerca de 70% dos casos. Se apds um
ano de tratamento medicamentoso, os pacientes continuam apresentando
crises, deverao ser encaminhados a um centro de epilepsia e, se crises
incapacitantes persistem apés dois anos de tratamento farmacoldgico
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adequado, deverdo ser avaliados quanto a possibilidade de terapéutica
cirirgica. Esse intervalo pode ser menor em criangas e em epilepsias
catastréficas. (YACUBIAN, 2004).

Nas ultimas décadas tornou-se disponivel um numero crescente de
novas drogas antiepilépticas, entretanto a percentagem de pacientes refratarios
ao tratamento farmacoldgico permanece estavel, em torno de 20 a 25%,
provavelmente devido aos multiplos mecanismos subjacentes a refratariedade
(CUKIERT, 2002).

Para os proximos anos, ha indimeros tratamentos experimentais
idealizados:

» Introducdo de novos farmacos;
o Estimulagao elétrica de areas cerebrais, como nucleos talamicos e areas
do hipocampo;

o Terapias individualizadas baseadas nos avangos da genética.

Tais avangos causarao grande impacto no tratamento e prognostico da
epilepsia, possibilitando maior reintegragao social e profissional dos pacientes
e diminuindo o tempo de hospitalizagdo. (YACUBIAN, 2004).

O prognostico do tratamento das epilepsias de longa duragéo é
reconhecidamente pior do que as de curta duragéo (MARINO Jr.).

Ponto conflitante € a necessidade ou ndo de abordagem farmacolégica
da convulsdao unica. A convulsdo pode representar resposta fisioldégica ao
“stress”, da mesma forma que a hipoglicemia, a privagdo do sono e mesmo o
trauma. Nestas situagdes ndo ha muito provavelmente vinculo prognostico com
uma futura incidéncia de epilepsia (MARINO Jr.).

Convulsbées Unicas sem fatores desencadeantes conhecidos, ao
contrario da anterior, com uma possibilidade de 79,1% de que ela venha se
repetir, fala a favor da intervengdo medicamentosa imediata. Obviamente a
instituicao terapéutica, nestes casos dependera sempre de um compromisso
entre o médico e seu paciente (MARINO Jr.).

O risco de recorréncia de crises € 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, é boa pratica considerar a retirada da medicagao apdés um periodo
substancial de remissdo. Mesmo assim existe o risco de recorréncia (COSTA
et. al, 1998).

A probabilidade de recorréncia apés a retirada da medicagao varia entre
11 e 41% (COSTA et. al, 1998).

A maioria dos estudos revela taxas de recorréncia maior em adultos e
menor em criangas (COSTA et. al, 1998).

As variagdes na incidéncia e prevaléncia podem ser devidas a reais
diferengas entre as populagbes estudadas, ou a diversos problemas
metodolégicos, entre eles, sua definigao, critérios diagndsticos, classificagao e
métodos de detecgdo de casos. Outro aspecto importante é a distingdo entre
epilepsia ativa, que vai desde pelo menos duas crises no ultimo ano até pelo
menos uma crise nos Ultimos cinco anos e epilepsia inativa. E nesta quest&o de
diferenciar ou nao epilepsia ativa e inativa e de como sao definidas que reside
uma das principais causas das variagbes das taxas da prevaléncia da epilepsia
(COSTA et. al, 1998).

3.1.1 Status Epilepticus (SE)

SE é a condigdo 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 ocorréncia de uma crise ténico-clénica generalizada, com
duragdo superior a 5 minutos ou duas ou mais crises ténico-clonicas
generalizadas, entre as quais ha recuperagao incompleta da consciéncia
(YACUBIAN, 2011)

A incidéncia de SE é de cerca de 50 casos por 100.000 pessoas/ano. A
mortalidade € de 3 a 40%, dependendo da etiologia, da idade, do tipo e da
duragdo do SE. (YACUBIAN, 2011).
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3.2 Farmacos

Os farmacos sdo substancias usadas para impedir ou curar doengas
em homens e animais. A introdugdo de novos farmacos na terapéutica &
necessaria para o aperfeigopamento do tratamento de doencgas ja existentes ou
recém-identificadas ou, ainda, para a implementagdo de tratamentos mais
seguros e eficazes. Desde a Antiguidade, diversas civilizagdes possuiam
produtos naturais que usavam como tratamento para os diversos males.

No final do século XIX, a busca por medicamentos menos toxicos
resultou na introdugdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi
amplamente disseminado no século XX (OLIVEIRA et.al, 2008).

Em estatisticas da area de quimica medicinal, em 2001, cerca de 85%
dos farmacos disponiveis na terapéutica moderna sado de origem sintética, isto
sem considerar aqueles oriundos de processos semissintéticos. Das diversas
substancias sintéticas obtidas de derivagdes de anéis heterociclicos, destaca-
se a hidantoina, devido a sua potencialidade como protétipo para o
desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA et.al, 2008).

3.3 Fenitoina

Medicagao antiepilética utilizada para o controle das crises epilépticas,
principalmente as crises generalizadas toénico-cldnicas e as focais.

A Hidantoina foi descoberta por Bayer, em 1861, enquanto pesquisava
as reagbes 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, propds uma nova férmula que é aceita até hoje (OLIVEIRA et.al,
2008).

A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da hidantoina por
atomos de enxofre origina trés 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
ap6s 30 anos tornou-se disponivel nas farmacias.

Em 1923 Dox e Thomas, dois quimicos organicos, trabalhando para o
Laboratério Parke-Davis, com o objetivo de obter substancias 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 anéis fenil, era, curiosamente, desprovida de efeitos hipnoéticos
(YACUBIAN, 2004).

Dr. Putnam e Merrit testaram varios compostos, incluindo a fenitoina,
com o objetivo de encontrar compostos com propriedades antiepilépticas,
poréem sem os efeitos colaterais do fenobarbital. Eles procuraram ativamente
por substancias com estrutura quimica que possuisse anel fenil, com efeito
anticonvulsivante e sem efeito sedativo. Modificagbes da estrutura quimica
resultaram em varios hidantoinatos e a difenil-hidantoina ou fenitoina foi
descoberta como a mais potente droga no modelo de avaliagdo pelo
eletrochoque em gatos, apresentando menos efeitos sedativos (GUERREIRO,
2006).

Este fato foi de grande relevancia, pois até entdo acreditava-se que para
que uma medicagao tivesse acao antiepiléptica, necessariamente deveria ser
hipnotica (GUERREIRO, 20086).

Cerca de 95% da Fenitoina & metabolizada pelo Sistema microssomal
hepatico P450, que apresenta uma série de enzimas denominadas oxidases de
fungcao 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
0s sexos e as ragas (YACUBIAN, 2004).

A fenitoina é biotransformada extensamente e menos de 5% sao
excretados inalterados na urina. Sua principal via de biotransformagéo é a p-
hidroxilagao. Esta p-hidroxilagado 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 decorréncia das caracteristicas geneticas de seus
citocromos. Esses polimorfismos genéticos, presentes em pequena
percentagem da populagao fazem com que alguns individuos sejam incapazes
de metabolizar uma droga de forma adequada, o que promove elevagao de
seus niveis no sangue e toxicidade dose-dependente se a forma ndo
metabolizada da droga for farmacologicamente ativa (YACUBIAN, 2004).

A difenil-hidantoina se une em grande extensdo as proteinas
plasmaticas. Uma fragdo maior permanece livre em neonatos, em pacientes
com hipoalbuminemia e nos urémicos (MARTIN-CALDERON, 2001).

Dado o carater acido de sua molécula, a fenitoina se une
preferentemente a albumina sérica, e se assume que em condigdes normais
90% do farmaco circulante se encontra unida a esta proteina (PIEDRAS, 2007).

A concentragdo plasmatica total de fenitoina ndo fornece uma estimativa
dos efeitos farmacologicos. A concentragdo plasmatica da fenitoina livre é
preferivel para avaliar doses da medicagao, melhorar o controle das crises e
reduzir os efeitos adversos. A monitorizagdo da droga na saliva pode ser uma
boa alternativa a dosagem sérica de fenitoina livre devido ao baixo custo e boa
correlagao com seus efeitos (IBARRA,2010).

A meia-vida plasmatica da fenitoina € muito variavel, é estimada em 8 a
60 horas nos adultos e em 12 a 22 horas nas criangas. O equilibrio da
concentragdo plasmatica da fenitoina é alcangado aproximadamente apés uma
semana de administragdo (MARTIN-CALDERON, 2001).
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Figura 2 - Concentracdo sérica de fenitoina em véarios pacientes em funcéo da dose
didria por quilo de peso administrada.
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Fonte: PIEDRAS, (2007).

A Figura 2 mostra como uma dose em torno de 5mg/kg de peso aplicada
a varos individuos pode resuilar em variagbes séricas gue vao de niveis
subierapéuticos a niveis iOxicos, mostrando ciaramenie as dificuidades no
manejo da droga. Mais de 85% dos pacientes nao alcangaram niveis
terapéuticos (PIEDRAS, 2007).

O mecanismo de acao da fenitoina ndo esta totalmente esclarecido, mas
acredita-se em uma acdo estabilizante de membrana, tanto em tecidos
cerebrais quanto em outros como musculos estriado e cardiaco, dai sua
indicacdo em arritmias cardiacas. Parece que a fenitoina inibe os potenciais de
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voltagem-dependentes. Outras agbes a nivel celular como as pods-sinapticos
(facilitagcdo da inibigdc pelo acido gama amino butirico - GABA ou redugéo da
transmissdo por aminodacidos excitatérios) e pré-sinapticas (bloqueio da
entrada de calcio no neurbnio e portanto da liberagdo de neuromediador).
Essas agdes somente ocorreriam em niveis supra terapéuticos (MARTIN-
CALDERON, 2001).
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da substancia. Estes metabdlitos intermediarios tém sido relacionados com os
efeitos teratogénicos e de hipersensibilidade a fenitoina. A politerapia e/ou
déficit de epdxido-hidrolase podem aumentar esse risco (YACUBIAN, 2004).

A formulagado soédica parenteral é feita em um veiculo aquoso contendo
propilenoglicol, etanol e hidréxido de sddio, 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 também administrada por via oral e ndo € bem absorvida
pelas vias intramuscular e retal, mas a grande vantagem da fenitoina sobre a
maioria das outras drogas antiepilépticas € a possibilidade da administragao
por via endovenosa (YACUBIAN, 2004).

Doses de fenitoina comumente utilizados: em adultos 4 a 6 mg/Kg/dia,
em criangas 5 a 8 mg/Kg/dia e em idosos 3 a 4 mg/Kg/dia (MARTIN-
CALDERON, 2001).

Fatores que interferem com o nivel sérico da fenitoina: Absorgao,
metabolizagdo e/ou excregdao destas drogas. Idade, sexo e peso. Doengas
concomitantes (principalmente hepaticas e renais). Interagdes medicamentosas
(indug@o ou inibigdo enzimatica). Variabilidade individual. Farmacocinética nao-
linear

3.3.1 Fenitoina no Status Epiléptico

A fenitoina €& droga de primeira escolha no tratamento do SE
estabelecido (SE que continua por 30 minutos a despeito do tratamento
precoce e no qual € mandatorio o cuidado intensivo), por ser anticonvulsivante
altamente eficaz, com agédo prolongada e de poder ser continuado em longo
prazo. Causa pouca depressao respiratéria e cerebral e pode causar arritmias
cardiacas e hipotenséo (devido ao solvente propilenoglicol). Por esses motivos
a infuséo de fenitoina deve ser realizada com monitorizagdo da pressao arterial
e eletrocardiograma (ECG). Sua dose em idosos deve ser reduzida
(YACUBIAN, 2011).

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

Apresenta a vantagem de ser disponivel na apresentacdo VO, podendo ser
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usada como droga de manutengdao, sem necessidade de mudanga
(KNOBEL,2002).

3.4 Farmacocinética Linear e Nao-Linear

A fenitoina € quimicamente uma diamida ciclica substituida, comporta-se
corno um acido fraco, com Pka 8,3, & extremamente insoluvel em agua, o que
condiciona, em grande parte, sua farmacocinética (MARTIN-CALDERON,
2001).

Na maioria das circunstancias as drogas antiepilépticas séao
metabolizadas de acordo com a cinética de primeira ordem, ou seja, a
velocidade do metabolismo € proporcional a concentragéo plasmatica da droga.
Ha algumas situagées em que a enzima responsavel pela metabolizagao da
droga torna-se saturada apds certa concentracdo de tal forma que o
metabolismo nao se eleva proporcionalmente ao aumento da dose. Esta
constitui a cinética da ordem zero, na qual acréscimos minimos da dose
poderao promover aumento da meia-vida e niveis séricos muitos superiores
aos esperados (YACUBIAN, 2004).

3.5 Métodos para detecgao dos niveis séricos da fenitoina

A eficacia clinica, a ocorréncia de efeitos colaterais e a toxicidade estao
intimamente relacionadas com o nivel plasmatico do anticonvulsivante, pelo
que a determinagao de seus niveis € 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
prescricdo terapéutica ao se pretender maior beneficio e menor risco
(ANDRIOLO, 1984).

O procedimento ideal para a determinagdo de anticonvulsivante, em
liquidos biolégicos &, certamente o que possibilita rapida, simples, econémica e
simultanea quantificagdo das drogas mais comumente empregadas,
principalmente quando da ocorréncia de associagdes terapéuticas. O numero

| URCG/BIBLIOTECA/BC |
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de novos métodos descritos com esta finalidade parece indicar que, a par do
alto grau de interesse que o assunto tem despertado, ainda ndo foram
atingidos completamente os objetivos desejados (ANDRIOLO, 1984).

Dentre os métodos 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 resolugao. Esta ultima destaca-se pela simplicidade do preparo da
amostra, baixo custo operacional e possibilidade de quantificagdo simultanea
de varias drogas e alguns metabolitos. (ANDRIOLO et al., p 203, 1984).

O material humano mais usado para a monitorizagdo da fenitoina € o
soro sanguineo, embora se tenha utilizado a monitorizagdo em saliva,
mostrando-se boa correlagdo entre niveis plasmaticos 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 séricos fenitoina sédica nos
pacientes.

3.6 Biomaterial

O termo biomaterial consiste em qualquer substancia ou combinacgao de
substancias de origem natural ou sintética, idealizada para ser implantada no
corpo por qualquer periodo de tempo, com a finalidade de substituir matéria
viva que deixou de ter sua fun¢do, podendo ou néo servir como veiculo, matriz,
suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido (WILLIAM, 2008).

Os Biomateriais podem ser de origem metalica, polimérica, cerdmica e
também a combinagdo destes nos denominados compédsitos. Os de origem
polimérica sao os mais utilizados no campo biomédico devido a facilidade de
processamento e por apresentarem propriedades mecanicas semelhantes as
dos materiais bioloégicos (PARK; LAKES, 1992: OREFICE; PEREIRA:;
MANSUR, 2006).

Para que qualquer material sintético possa ser utilizado como biomaterial
€ fundamental que o mesmo seja aceito pelo tecido ou 6rgdo em questio de

forma que ndo origine processos inflamatérios anormais, nao inicie reagoes
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alérgicas ou imunoldgicas e também ndo cause cancer. Esta propriedade
elementar & conhecida como biocompatibilidade (FOOK, 2005, PARK;
BRONZINO 2003). A biocompatibilidade trata-se da habilidade de um material
em proporcionar uma resposia apropriada do hospedeiro em uma aplicacao
especifica. Enirefanio, a biocompatibiiidade nao € uma propriedade do materiai
por si s6. O material necessita induzir uma resposta apropriada, e o quanto
essa resposta serd adequada, ira depender do sitio de aplicacdo no corpo.
(NICHOLSON,2002; MATSUI, 2007).

Figura 3 - Aplicagbes de materiais ceramicos, metalicos e poliméricos como biomateriais.
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Os bimateriais utilizados clinicamente induzem diferentes respestas do
tecido e, em funcao do tipo de interface tecido/implante desenvolvida, podem
ser classificados em: Bioinertes, que sdo biomateriais bem tolerados pelo
organismo, praticamente nado liberando nenhum tipo de componente, nao
causando nenhuma reacao. Bioativos, s&o materiais que favorecem a ligacao
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quimica entre o material implantado e o tecido dsseo (ossecintegragao); Em
fungao da similaridade quimica entre tais minerais e a parte mineral dssea, 0s
tecidos dsseos se ligam a eles, permitindo a osteocondugdo através de
recobrimento por células ésseas. Quando o material bioativo € implantado no
corpo, uma série de reagdes bioguimicas e biofisicas ocorre na interface
implante/tecido. Essas reacdes eventualmente resultam em uma ligagéo
interfacial de natureza quimica e nao fisica. Materiais bioabsorviveis séo
biomateriais fagocitados pelo organismo apds certo periodo de contato com o
tecido. Possuem papel fundamental em aplicagbes quimicas, pois sao
desnecessarias novas intervengdes cirurgicas para a retirada do material
implantado. E biodegradaveis que sao degradados pelo organismo durante um
periodo de tempo, e seus produtos da degradacao nao sao téxicos (HENCH,
WILSON, 1993).

3.7 Polimeros

Os polimeros s&o macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, sua
estrutura quimica e interagdes intra e intermoleculares. Possuem unidades
quimicas que sao unidas por ligagbes 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 sintéticos, como o polipropileno (PP), o
poli(fereftalato 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.

3.7.1 Quitina e quitosana

Quitina e quitosana sdo produtos naturais encontrados em
exoesqueletos dos insetos, crustaceos e parede celular de fungos.

Quitina e quitosana s&o polimeros atoxicos, biodegradaveis,
biocompativeis e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades

vem sendo exploradas em aplicagdes industriais e tecnoldgicas ha quase
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setenta anos. Tem ainda grande importdncia econémica e ambiental
(AZEVEDO V. V. C. et al, 2007).

A quitina e a quitosana (Figura 3) sédo estruturas constituidas por
unidades de Z-acetamido-Z-deoxi-D-giicopiranose e 2Z-amino-Z-deoxi-D-
giicopiranose unidas por iigagbes giicosidicas B(i—4), e diferem quanio a
proporgdo dessas unidades e quanto a solubilidade. Na estrutura da quitina,
que & insolivel na maioria dos solventes testados, predominam unidades de 2-
acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose enquanto a quitosana é predominantemente
formada por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, & solivel em
solucdes aquosas diluidas de acidos organicos e inorganicos (AZEVEDO V. V.
C. etal, 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana

20H CH0H
H
" H
OH H
H
H NHCOCH 3
quitina
CH20H
H
H H
H
H
H NH2
quitosana

. Fonte: Azevedo, 200

A quitina & separada de outros componentes da carapaga por um
processo quimico que envolve as etapas de desmineralizacdo e
desproteinizacdo das carapacas com solugées de HCl e NaOH , seguida de
descoloracdo com KMnO e acido oxalico, por exemplo. A quitina obtida é
desacetilada com solugdo concentrada de NaOH, produzindo a quitosana
(AZEVEDO V. V. C. et al, 2007).
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3.7.1.1 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo amino, derivado do processo de
desacetilagdo da quitina, por hidrolise dos grupos acetamida, com solugbes
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 é um polimero natural, atéxico, biodegradavel,
biocompativel e produzido por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades
vem sendo exploradas em, aplicagdes industriais e tecnolégicas ha quase 70
anos. Tem ainda grande importancia econémica e ambiental. E o segundo
biopolimero mais abundante na natureza, superado apenas pela celulose
(AZEVEDO V. V. C. et al, 2007).

A preparagao e utilizagdo das estruturas de quitosana, sejam elas
porosas ou densas, exploram a natureza policatiénica da quitosana. Todas
essas estruturas sdo normalmente sintetizadas por secagem ou coagulagéao de
solugbes aquosas de quitosana levemente acidificadas (a quitosana é
composta de grupos aminos protonaveis e torna-se soluvel em meios polares a
pH s baixos). Posteriormente, podem ser realizadas modificagbes ou
derivatizagdes 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, glébulos, membranas, etc. (BEPPU,
1999).

Em solugéo, a quitosana forma agregados micelares de segmentos de
polissacarideos totalmente acetilados, interligados por blocos de
polissacarideos totalmente desacetilados, esticados por forgas de repulsdo
eletrostatica. A quitosana é insoluvel em agua a pH neutro, contudo, devido a
protonagao dos grupos amina, € possivel solubiliza-lo em solugdes aquosas de
acidos organicos, como acidos aceético, lactico, férmico 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 fungdo 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 interagbes eletrostaticas
repulsivas entre as cadeias, influenciando assim a capacidade de dissolugao. E
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importante ndo esquecer que a massa molecular (normalmente entre os 100 e
os 1200 kDa) tem, no que diz respeito a solubilidade e as propriedades
reolégicas, 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 aplicagdes biomédicas da quitosana tem gerado
oportunidades de produgdo de biomateriais especializados, principalmente com
novas modificagbes quimicas e fisicas. Estas estratégias tambem tém
envolvido uma combinagdo da quitosana com outros polimeros. Publicagdes
cientificas utilizando a quitosana e suas modificagdes estruturais tém discutido
varios aspectos das aplicagées biomédicas deste polimero, principalmente na
engenharia de tecidos, liberagdo de farmacos e biossensores para diagnoésticos
clinicos (AYALA et al., 2008).

[UFCG/BIBLIOTRCATBC
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Avaliagado e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste — CERTBIO, localizado na Unidade Académica de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande -
UFCG e desenvolvida utilizando-se os seguintes materiais.

e Fenitoina (C1sH12N20,). Fenitoina de uso comercial, sob a forma de
fenitoina sddica, na concentragdo de 50 mg/ml, ampolas com 5 ml, uso
injetavel,

¢ Quitosana (Ci2H24N20g). Quitosana em po6 (massa molar (MW) =
190.000-310 g/mol, GD=75-85% desacetilada;

« Acido Acético Glacial (CoH40y);

e Hidréxido de sodio (NaOH).

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo das membranas

A solugao de quitosana foi preparada pela dissolugdao de quitosana em
solugdo de acido acético glacial (1% v/v) sob agitagdo magnética por 24h. Em
seguida, a solugao polimérica sera filtrada a vacuo para remover o material
insoluvel. O filtrado sera vertido em placas de Petri e acondicionadas em estufa
a 50'C por 20 h para evaporagao do &cido e formagio da membrana utilizando
o método de evaporagdo do solvente, adaptado de Osoério (2007) e
implementado pelo CERTBIO / UFCG. Apos secagem das membranas, as
mesmas serao retiradas da estufa e 50 ml de solugéo de hidroxido de sodio a
1M sera adicionado a fim de assegurar a completa neutralizacdo das
membranas. Em seguida, serdo 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 neutralizagdo. Depois da neutralizagdo, as
mesmas serao secas por 24h a temperatura ambiente.

O preparo das membranas de quitosana/fenitoina foi obtido com a
adicdo da fenitoina nas proporgoes de 1 3 e 5% (v/v). As etapas seguintes
seguirdao o mesmo procedimento descrito anteriormente para confecgéo das
membranas de quitosana.

4.2.2 Caracterizagbes

Todas as membranas foram caracterizadas por Difragdo de raios-X
(DRX), Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS), Tensao Superficial por
medidas do angulo de contato, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Ensaio de biodegradagao in vitro e Teste de citotoxicidade.

4.2.2.1 Difragéo de raios X (DRX)

A Difragdo de Raios X € um fendmeno de espalhamento da radiagao
eletromagnética, provocada pela interagéo entre o feixe de raios X incidente e
os elétrons dos atomos componentes de um material. A técnica de Difragao de
Raios X foi usada para se obter informagdes estruturais importantes sobre a
cristalinidade de um composto qualquer. A principal aplicagdo da difragao de
raios X refere-se a identificagdo de compostos cristalinos, sejam eles organicos
ou inorganicos. As analises por difragdo de raios X (DRX) foram realizadas
atraves de um difratdbmetro de raios X Shimadzu (modelo XRD 6000) (Figura
6), em temperatura ambiente, a montagem Bragg-Brentano, sistema 6-2 6,
radiagdo monocromatica de cobre. A varredura foi realizada num intervalo de 2
8 entre 5 e 40 graus, usando uma velocidade de 1° min™' e radiacdo CuKa (A=

1,5418 A) gerada aplicando-se voltagem e corrente de 40 KV e 30 mA,
respectivamente.
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Figura 5 — Difratémetro de raios X.

Eente: Préprio autor (2013).

4.2 2.2 Espectroscopia na Regido do infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As analises utilizando a técnica de espectroscopia na regiao do
infravermetho com transformada de Fourier (FTIR) das amostras serao
realizadas em temperatura ambiente e o0 equipamento utilizado sera um
Spectrum 400 da Perkin Elmer (Figura 7). A técnica FTIR serd usada para
matérias primas utilizadas nesta pesquisa, utilizando a faixa de varredura de
4000 a 400 cm™.

Figura & — Spectrum 400.

Fonte: Préprio autor (2013).
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4.2.2.3 Microscopia Optica (MO)

A caracterizagao por microscopia 6tica foi realizada em um Microscopio
Optico HIROX, com resoiugdo maxima de 3500X, por iuz transmitida, acopiado
a uma estacéo de Capiura e Andiise de imagens com Software (Figura 5).

O contraste da imagem é resuitado da diferen¢a de refletividade da luz
nas diversas regides da microestrutura, uma vez que o sistema € constituido
basicamente pela fonte de iluminagcéo e do sistema de lentes (PICCOLI et al,
2008).

Figura 7 — Microscopio Optico (MO) acoplado a estagdo de Captura e Andlise de Imagens com
Software.

Fonte: Proprio autor (2013).

4.2.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEYV)

Para realizacao das analises foi utilizado o microscopio eletronico de
varredura de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de
10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolugdo de 30 nm, 15 KV, baixo
vacuo e pressdo variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico. Para analise
da Energia Dispersiva de raios X (EDS), foi utilizado o equipamento acoplado

ao MEV para uma maior confiabilidade dos resultados (Figura 8).
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Figura 8 — Microscopio Eletronico de Varredura com equipamento para analise de
Energia Dispersiva de raios X acopiado..

4.2.2.5 Tensédo Superficial/Molhabilidade

Diversos métodos podem ser empregados para obter uma avaliagao da
interacdo entre as fases solido/liquido (molhabilidade), mas o angulo de contato
tem sido um parametro que apresenta excelente reiacdo custo/beneficio
(FOOK, 2005).

a mesma de plano tangente a2 superficie (em qualquer ponto desta) atua de
maneira a que a superficie liquida seja a menor possivel. A grandeza desta
forga, atuando perpendicularmente (por unidade de comprimento) ao plano na
superficie € dita tens&o superficial (BIANCO; NONATO, 2011).

O resultado depende das forgas intermoleculares 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 sdlido e o
plano tangencial a superficie liquida, pode-se obter a molhabilidade do liquido

sobre um determinado substrato (ALHANATI, 2011).
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Figura 9 — Angulo de contato.

angulo de
contacto

kangonta a superficie
liquida no contacto

A

Fonte: ALHANATI, 2011

Se o angulo de contato estatico for um valor maior que 80°, o liquido tem
a tendéncia a2 n3c molhar a superficie e 2 fase ¢ dita n3o-molhante. Com um
valor aproximado a 0° o liquido recobre toda a superficie formando um filme
fino de fluido molhante. Quando o valor do &ngulo for menor ou igual a 90°, a
molhabilidade & considerada parcial (Figura 15). Portanto, quanto menor for o
angulo, maior sera o molhamento (WISNIEWSKI, ARGUELHO, 2011;
ALHANATI, 2011).

Para a realizacédo desta analise foi utilizado um gonidmetro desenvolvido
por técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da UFCG
(Universidade Federal de Campina Grande) que se encontra instalado no

Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO) da
Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da UFCG (Figura 10).

Figura 10 — Goniémetro utilizado para medir tens&o superficial.

Fonte: Proprio autor (2013).
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4.2 2.6 Calorimetria Exploratéria de Diferencial (DSC)

A analise de Calorimetria FExploratoria Diferencial (DSC) avalia a
diferenca da temperatura fornecida a uma substéncia sob um materiai de
referéncia. Foi uiiiizado o equipamento DSC Q20 (TA instruments) (Figura 1)
operando por atmosfera de nitrogénio para analise de Transicdes de fase para
observacao de modificagdes na estrutura cristalina das amostras.

Figura 11 — Equipamento de Calorimetria Exploratoria Diferencial.

Fonte: Propric autor (2013).

4.2.2.7 Ensaio de Biodegradagéao in vitro

O estudo da taxa de biodegradacao dos filmes reticulados foram
realizados com a exposicao dos filmes reticulados em solucao preparada de
lisozima e PBS, com tempo de exposicao 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 Hydrolytically

Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants).

4.2 .2 8 Teste de Cifofoxicidade

Muitos testes biologicos, como o0s de citotoxicidade, necessitam
mensurar a sobrevivéncia e/ ou proliferacao celular, os quais podem ser
realizados por varios métodos, entre eles, a contagem de células que inclui/
exclui um corante, avaliacio da proteina Cromo (°' CR) depois da lise celular e
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avaliagdo da incorporagao de nucleotideos radioativos (*H timidina) durante a
proliferagdo celular. O sal de tetrazdlio ou MMT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difeniltetrazolio) pode ser empregado como metodo
quantitativo colimétrico para avaliagdo da sobrevivéncia e proliferagdo das
celulas (MOSMANN, 1983; apud MARTINEZ, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram sintetizadas membranas tanto com farmaco na
forma de liquido (nas proporgdes 5, 3 € 1 %) como com o farmaco na forma de
p6, pd esse orundo da maceragdo do comprimido (nas proporgbes 1
comprimido, ¥ comprimido e % comprimido).

As membranas sintetizadas neste trabatho podem ser vistas na Figura
12

Figura 12 — Membranas Quitosana/ Fenitoina liquidaa) =5 % b)-=3%ec)-1%, e

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

b A ¢

Fonte: Préprio autor (2013).

Notou-se uma infima diferenga entre o aspecto visual das membranas
sintetizadas com o farmaco liquido em comparagdo 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, 0 que pode estar relacionado a
presenca de excipientes do comprimido na membrana, como o amido, que em
solugdo, apresenta aspecto leitosc e de baixa dissolugdc a temperatura
ambiente formando membranas de aspecto opaco.
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Figura 13 — Enfase a diferenca visual entre as membranas a) — Quitosana/ Fenitoina liquida e
b) — Quitosana/ Fenitoina comprimido.

Fonte: Proprio autor (2013).

A incorporagdo do farmaco liquido a solugdo de quitosana para sintese
da membrana teve de ocorrer sobre agitacdo magnética da solugdo de
quitosana e adigdo por gotejamento do farmaco (durante 20 min), a adigao
brusca do mesmo ocasiona dificuldades na homogeneizagao da solugao por o
soluto apresentar pH aicaiino, que em contato com a soiugao de quitosana de
pH acido, preciptava-se.

Qs comprimidos de fenitoina foram ftriturados em almofariz e
incorporados em pequenas gquantidades na solugao de quitosana sob agitagdo
magnéetica durante 20 min para que evitasse a precipitacdo e a deposicao do
po.

5.1 Submetimento das membranas a diferentes pH's

As membranas sintetizadas neste ftrabalho foram submetidas a
diferentes pH’s para avaliar o seu comportamento em diferentes meios, com o
intuito de verificar alteragdes perceptiveis a olho nu, que possam ajudar no
desenvoivimento de um dispositivo {sensor) capaz de identificar e quantificar o

UFCG/BIRLIOTRCA/BC |
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As membranas foram depositadas em recipientes contendo buffer
padrdo de pH durante 5 min, as variacbes de pH estudadas foram 4,01; 6,81;
7.01: 881 e 10,01. Os resultados observados foram fotografados e estéo

apresentados nas Figuras i4 e 15.

Figura 14 — Avaliagdo do comportamento das membranas Quitosana\ Fenitoina liquida e

comprimido nos pH's 4,01, 6,81; 8,81 e 10,01. Fotos representativas de todas as variagoes.

Fonte: Proprio autor (2013).

A Figura 14 apresenta fotos representativas de todas as variagdes, 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 variacdes estudas, nestes pH'’s, apresentaram um
perfil hidrofobico de retracao, e ieve principio de maleabilidade iogo apods
entrarem em contato com as solugdes. O que nao nos permitiu desenvolver
para esses pH's pardmetros que possam indicar 2 concentrag3o do farmaco, (8

i
1)
que nessas mesmas solugdes 0 mesmo ocorre com as membranas apenas d

wmn
1]

quitosana.
Na Figura 15 observam-se as fotos das membranas submetidas a
solucéo de pH 7,01.
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Figura 15 — Avaliacdo do comportamento das membranas Quitosana\ Fenitoina liquida e
comprimido no pH 7,01. Fotos representativas de todas as variagdes.

Fonte: Préprio autor {2013).

A Figura 15 (a) e (b) sdo representativas de todas as concentragdes e
variacoes de membrana, exceto Quitosana\ Fentanil liquido e sdlido 5 % e 1
comprimido respectivamente, submetidas ao pH 7,01 que apresentaram-se
ievemente maleaveis e com retracao indicando um perfil hidrofobico, porém em
menos intensidade que os resultados apresentados nos demais pH's. Na
Figura 15 (c) observa-se uma foto representativa do comportamento das
membranas Quitosana\ Fenitoina liquida 5 % e 1 comprimido, as mesmas
apresentaram variacdo na superficie, passando de lisa para rugosa,
rugosidades essas oriundas de morfologias de formato circular irregular, que
apos o periodo de 5 min encontravam-se distribuidas por toda a superficie, nao
apreseniou o aspecio hidrofobico, ou seja, nao ocorreu reifragdo, mas sim, ieve

expansao, pode-se meihor observar esses resuitados na Figura 16.
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Figura 16 — Avaliacdo do comportamento das membranas Quitosana\ Fenitoina liquida 5 % e 1
comprimido no pH 7,01. Fotos representativas de todas as variages.

Com a énfase dada a regido segmentada da Figura 16 fica facil perceber

a nova morfologia adquirida pela membrana Quitosana\ Farmaco quando
submetida ao pH 7,01 com concentracdes de farmaco de 5 % (para o liquido) e
1 comprimido. Essa variacdo de estrutura pode auxiliar na identificacdo da
concentracdo do farmaco, j& que nesse mesmo pH a membrana apenas de
quitosana ndo apresenta este comportamento,

5.2 Difragao de raios X (DRX)

Nas Figuras 17 e 18 estao apreseniados oOs especirogramas das

membranas sinietizadas neste trabaiho.
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Figura 17 — Espectogramas das membranas de Quitosana e Quitosana \ Farmaco liguido
sintetizadas neste trabalho.
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Fonte: Proprio autor (2013).
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Observou-se que 0s espectrogramas das membranas sintetizadas tanto
com o farmaco liquido (Figura 17) como com o farmaco em comprimido (Figura
18) ndo apresentaram grandes diferencas entre si, divergindo
significativamente apenas na intensidade dos picos presentes entre
aproximadamente 12 e 18 6. Nota-se entre aproximadamente 12 e 18 8 (para
Quitosana\ Fenitoina 5 % (Figura 17 em azul) e Quitosana\ Fenitoina 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 presenca do farmaco na membrana, e assim a
incorporacdo farmaco/ polimero, porém quando a quantidade de farmaco é
reduzida, ndo & possivel perceber a presenca significativa destes picos, fato
esse decorrente da baixa concentracédo da fenitoina no meio. Observou-se que
a presenca do fArmaco em ambas as variacbes de membrana amenizam a
intensidade das bandas caracteristicas da quitosana, tornando-as mais
amorfas em aproximadamente 10 a 12 8 e 18 a 25 8, e consequentemente
mais biodegradaveis.

5.3 Espectroscopia na regido 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
variacbes estudadas foram Quitosana/ Fenitoina liquida 5 % e Quitosan/
Fenitoina 1 comprimido, tomando-as como representativas das demais por
conterem a maior concentracéo de farmaco estudada.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 19.
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Figura 19 — Resultados da anélise de Espectroscopia na regi&o de infravermelho com
transformada de Fourier.
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Fonte: Proprio autor (2013).

Na Figura XX em azul pode-se observar o espectro da fenitoina utilizada
neste trabaiho, segundo Konrath, Piedade e Lima (2012) esse espectio
reaimente corresponde a fenitoina, comprovando a veracidade do farmaco
utilizado neste experimento. Os demais espectros, Quitosana/ Fenitoina liquida
5 % e Quitosana/ Fenitoina 1 comprimido, s&o 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
incorporacao efetiva farmaco/ polimero.

| TIRC /BT IATROARD
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Tabela 1 - Bandas de absorcéo no FTIR da quitosana,

Namero de onda (cm ')

Atribuigao

3334 Deformacéo axial de O-H e N-H do grupo NH,
2928 e 2873 Deformagéo axial de C-H de grupos CHz & CHs
1652 Deformacao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformagao angular N-H do grupo NH; (amina)
1423 e 1319 Deformagao angular de O-H e deformagéo angular de
C-H do anel glicosidico
1377 Deformagao angular do C-H de CH,

1150,1062 1020

Deformacéo axiai do C-O-C da iigac&o eéter

5.4 Microscopia Optica (MO)

Fonte: Ponciano, 2010,

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 com estudos realizados por Lima (2010), Fideles (2010); Marreco et.

ai (2004) e Daiian (2005).

Figura 20 — Microscopia Optica das membranas de quitosana, a — 350x; b — 1050x e ¢ — 2100x.

Fonte: Proprio autor (1 3).

Observa-se na Figura 21 a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina
liguida 5 % nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x.
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Figura 21 — Membrana Quitosana\ Fenitoina liquida 5 % nos aumentos de a — 350x; b — 1050x
ec -2100x.

Fonte: Proprio autor (2013).

Nota-se na superficie da membrana da Figura 21 conglomerados de
cristais de tamanhos variados distribuidos de forma n&o homogenia pela
superficie da membrana alterando o aspecto liso apresentado pela membrana
apenas de quitosana (Figura 20), porém, mesmo nao sendo distribuidos em
grupos homogénios, esses cristais podem ser percebidos por toda a superficie
da membrana e aparentemente recobertos por quitosana, o que indica uma
incorporacéoc efetiva farmaco/ polimero.

Na Figura 22 observa 2 MO da membrana Quitosana\ Fenitoina liquida 3
% nos aumentos de 350x, 1050x e 2100x.

Figura 22 — Membrana Quitosana\ Fenitoina liguida 3 % nos aumentos de a — 350x; b — 1050x
ec -2100x.

Fonte: Proprio autor (2013).
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Nota-se na Figura 22 que a2 membrana apresenta menores quantidades
de cristais distribuidos em conglomerados pela superficie da mesma, porém,
podem ser observados em toda a membrana entretanto de forma mais dispersa
que os observados na anaiise da membrana Quitosana\ Fenitoina liquida 5 %
(Figura 21), esse faio € decorrenie simpiesmenie da diminuigao de
concentragdo do farmaco na solugdo raiz da membrana.

N&o observa-se a presenca 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 Quitosana\ Fenitoina liquida 1 % nos aumentos de a — 350x; b - 1050x
ec -2100x.

b

Fonte: Proprio autor (2013).

Percebe-se que a diminuicdo da concentracdo do farmaco contido na
membrana pode ser considerada diretamente proporcional a diminuigao da
quaniidade de cristais em sua superficie, como observado na Figura 23 em
comparagao 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 morfoldgico 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 ¢ - 2100x.

Fonte: Proprio autor {(2013).

Observa-se uma notdvel divergéncia em relacdo a morfologia
apresentada pela membrana Quitosana\ Fenitoina liquida e a membrana
Quitosana\ Fenitoina 1 comprimido (Figura 21). Nao €& possivel visualizar
cristais na superficie da membrana, sendo a mesma formada por
conglomerados de morfoiogias semeihantes a boihas de tamanhos variados,
distribuidas por toda sua superficie formando poros superficiais.

Na sintese de membranas sempre s30 tomadas precaucdes para que
nao ocorra 2 formacao de holhag, logo essas holhas interfeririam na
que iria apresentar poros nao existentes, neste caso, esse procedimento foi
seguido, © que elimina a hipbtese de que essas formacdes 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, € possivel verificar a presenca de
alguns graos de tamanhos nao uniformes aparentemente recobertos por
quitosana, esses gr3os podem ser visualizados por toda a superficie e
correspondem a fragmentos nao dissolvidos tanto do farmaco como dos
excipientes do mesmo.

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

comprimido nos aumenios de 350x, 1050x e 2700x.
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Figura 25 — Membrana Quitosana\ Fenitoina 1/2 comprimido nos aumentos de a — 350x; b —
1050x e ¢ - 2100x.

Fonte: Proprio autor (2613).

Como observado para membrana com 1 comprimido (Figura 24), a
presenca de morfologias em forma de bolhas irregulares pode ser verificada na
membrana com % de comprimido (Figura 25), porém em menor quantidade,
formando poros superficiais. Observa-se também a presenga de graos nao
dissolvidos aparentemente recobertos com quitosana (Figura 25 (a) centro
superior da imagem).

e a MO da membrana Quitosana\ Fenitoina %
350x, 1050x e 2100x.

Na Figura 26 observa-s
e

comprimido nos aumentos d

Figura 26 — Membrana Quitosana\ Fenitoina 1/4 comprimido nos aumentos de a — 350x; b —
1050x e c - 2100x.

Fonte: Proprio autor (2013).
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A Figura 26 corrobora com os outros resultados ja apresentados para as
membranas Quitosana\ Fenitoina comprimido, j@a que a mesma apresenta
formagdes morfologicas de formato circular distribuidas pela sua superficie,
formando poros superficiais, e grdos nao dissolvidos. Assim como verificado
para membrana Quitosana\ Fenitoina liquida em relagdo a quantidade de
cristais presentes na superficie, nota-se que a quantidade de poros superficiais
presentes na membrana é diretamente proporcional a concentragdo de
farmaco, o que fortalece a hipétese de que essas formagdes correspondem a

interagao farmaco/ polimero e nao a problemas de processamento.

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 variagdes de membrana apresentam
apenas uma amenizagdo dessa alteragdo decorrente da diminuigao da
concentragdo 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 adicdo 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.

CERTBIO_2362 20130220 1541 D31 XI5k  S0um CERTBIO_2363 20130220 1542 D30 x50k  20um
100% QUIT 100% QUIT

Fonte: Prépric autor (2013).

A analise da MEV para a membrana apenas de quitosana (Figura 27) foi
condizentes com os resultados apresentados pela MO da mesma, onde foi
observada uma estrutura densa sem a presencga de poros superficiais.

A Figura 28 apresenta a analise da MEV para a membrana Quitosana/
Fenitopina liquida 5 %.

Figura 28 — Microscopia Eletrénica de Varredura da membrana Quitosana/ Fenitoina liquida 5
% nos aumentos de a) - 1500x, b) — 5000x e c) — 10000.

5  S0umCERTBIO 0381 213101 0630 B0k 2un | CERTBIO 0362 203101 0631 Ak 10um

Fonte: Préprio autor (2013).
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Nao foi possivel verificar a presenca dos cristais obervados na MO da
membrana Quitosana/ Fenitoina (Figura 28), porém, 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 regido intermediaria enire
os grupamenios de cristais ndo sendo possivei sua verificagao.

Observa-se na Figura 28 a presenga de um grédo nao disperso
aparentemente formando por uma fragdo ndo solivel do farmaco, pois ©
mesmo néo pertence a estrutura da quitosana como observado na Figura 27..

A Figura 29 apresenta os resultados da MEV para membrana Quitosana/
Fenitoina 1 comprimido.

Figura 20 — Microsconia Eletranica de Varredura da membrana Quitosana/ Fenitoina 1

comprimido nos aumentos de a) — 1500x, b) — 5000x e ¢) — 10000.

CERTEIQ 0385 23101 0900 A5 Sum |CERTBO 0366

Fonte: Préprio autor (2013).

Observa-se que os resultados obtidos pela MEV da membrana

I3
H

Quitosana/ Fenitoina 1 comprimido cormoboram com 08 observados na analise
A RAMN Amala masda asa s -~

ua i, Uiiuc }JUUC'OC veo u

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 formacdes sdo oriundas da interacdo
farmaco/ polimero.

Pode-se observar na Figura 29 a presenca de graos de diferentes
tamanhos distribuidos pela superficie da membrana, grdos esses que assim
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como os observados na Figura 28 nao fazem parte da estrutura da quitosana,
indicando serem derivados de fraces insoltveis do farmaco.

5.6 Espectroscopia Dispersiva de raios X (EDS)

Com o intuito de verificar a composigdo quimica das membranas
submetidas a anaiise da MEV (por serem equipamenio acopiados) reaiizou-se
a caracterizagdo por EDS.

A Figura 30 apresenta os resultados da analise de EDS da membrana
Quitosana/ Fenitoina liquida 5 %.

Figura 30 — Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X da membrana Quitosan/
Fenitoina liquida 5 %.
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Fonte: Proprio autor (2013).

Observa-se na analise de EDS a presenga dos elementos carbono,
oxigénio e nitrogénio, elementos esses constituintes da estrutura da quitosana
e da fenitoina, porém, foram verificados a presenca dos elementos germanio e
silicio, elementos esses que nao séo informados vide bula como constituintes
da composicdo do farmaco, e sabe-se que 0s mesmos nao constituem a
estrutura da quitosana. Nenhuma das etapas do processamento da membrana
indica possivel contaminag3o laboratorial por esses elementos, o que nos leva

| JROG/RITIOTRCA/BE ]

B e — B e e —
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a tratar esses dois (germanio e silicio) como contaminantes no processamento
industrial do farmaco.

Foi verifica a presenca de grdos na superficie da membrana Quitosana
Fenitoina liquida 5 %, no intuito de verificar a composicdo desse grao em

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

desta analise encontra-se na Figura 31.

Figura 31 — Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X pontual do gréo presente na
membrana Quitosana/ Fenitoina liquida 5 %.
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Fonte: Proprio autor (2013).

Observa-se na Figura 31 a presenca dos elementos carbono, oxigénio e
nitrogénio, o que indica uma incorporagdc do grdo a membrana mesmo naoc
sendo o mesmo dissolvido, e verificasse a presenca dos elementos silicio e
germanio, jA observados anteriormente na analise de EDS da regido da
membrana, como também o magnésio e rubidio, elementos nao verificados na
analise anterior, ambos também néo declarados vide bula como constituintes

do farmaco, e se sabe n&o serem constituintes da quitosana.

em alguns casos, ser um biomarcador de morte subita de epilepsia (SUDEP),
pois em alguns casos, pacientes que sofreram SUPED possuiam niveis séricos
baixos de magnésio. O rubidio participa da constituicdo de alguns
medicamentos para epilepsia. Esses fatores podem explicar a presenca desses
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dois elementos (magnésio e rubidio) na composicado do medicamento, porém,
0s mesmos, como ja declarado, ndo foram informados vide bula como sendo
componentes do medicamento utilizado neste trabalho.

Na Figura 32 observa-se a EDS da membrana Quitosana/ Fenitoina 1

comprimido.

Figura 32 — Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X da membrana Quitosana/
Fenitoina 1 comrpimido.
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Fonte: Proprio autor (2013).

Verificou-se a presenca dos elementos carbono, oxigénio e nitrogénio na
Figura 32, elementos esses constituintes da estrutura da quitosana e da
fenitoina. Para andiise de regiao nao foi verificada a presenca de eiemenios
gue nao sao constituintes da estrutura dos materiais em estudo assim como na
Figura 30, porém, verificou-se na analise da MEV a presenca de grdos
dispersos na superficie da membrana, o que nos leva a realizar uma analise
pontual dos mesmos no intuito de conhecer a sua constituicdo. Os resultados
desta analise encontram-se na Figura 33.
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Figura 33 — Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X pontual do gréo presente na
membrana Quitosana/ Fenitoina 1 comprimido.
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Fonte: Préprio autor (2013).

Assim como para o gric da Figura 31 também foi constatada a
presenca de outros elementos na constituicdo do mesmo, porém, em maior
numero. Verificou-se para a analise de EDS apresentada na Figura 33 a
presenga dos elementos carbono, oxigénio e nitrogénio, constituintes da
estrutura da quitosana e da fenitoina, dentre os elementos zirconio, germanio,
enxofre, potassio, fosforo e célcio, elementos esses que nao sdo informados
vide bula como constituintes do farmaco e os quais ndo apresentam na
literatura ligacio com uso medicamentoso no caso de pacientes com epilepsia.
Pelo processamento usado na obtengao das membranas se tem certeza que a
presenca destes elementos nao se frata de uma contaminacgao laboratorial,

mas sim, de uma contaminagao no processamento industrial do farmaco.

5.7 Tenséo superficial

Na Figura 34 observa-se os resultados obtidos pelo ensaio de tenséo
superficial.
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Figura 34 — Resultados do ensaio de tenséo superficial paras as membranas sintetizadas neste
trabalho.
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Fonte: Proprio autor (2013).

Observou-se pelos resultados do ensaio de tensdo superficial que a
adicdo do farmaco a quitosana, tanto na forma liguida como na forma de
comprimidos, em todas as proporgdes 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 hidrofébico.

5.8 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A analise por Calorimetria Exploratéria Diferencial foi efetuada para
verificar a resisténcia térmica dos materiais sintetizados e como estas
propriedades das membranas sofrem alteragdo variando a concentragdo do
farmaco em estudo.

Os resultados da andlise paras as membranas Quitosan/ Fenitoina
liquida 5, 3 e 1 % estdo dispostos na Figura 35.
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Figura 35 — Calorimetria Exploratéria Diferencial das membranas Quitosana/ Fenitoina liquida
53e1%.
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Fonte: Préprio autor (2013).

Pode-se observar que para todas as membranas da Figura 35 foi
possivel verificar a presenga de dois picos, um endotérmico, que tem inicio em
aproximadamente 60 °C e término em aproximadamente 120 °C que esta
relacionado a perda de agua do material, e outro exotérmico que tem inicio em
aproximadamente 275 °C e prossegue até completa degradagéo do material.
Verificasse que a Unica variagdo ocorrida foi para membrana Quitosana/
Fenitoina 5 % com relag&o ao pico maximo endotérmico que &€ atingido em 90
°C diferindo dos demais (80 °C), o que indica que a membrana nessa
propor¢@o pode apresentar uma maior propriedade de retencéo de agua.

Na Figura 36 observa-se os resultados da analise de DSC paras as
membranas Quitosana/ Fentanil 1, %2 e ¥4 comprimido.
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Figura 36 — Calorimetria Exploratéria Diferencial das membranas Quitosana/ Fenitolna 1, 1/2 e
1/3 comprimido.

%%

75 L P—

| 20C | OF % g
5 1EE | OF Yoy ——
= |

|

&

Heat Flow Endo Down (M) ——— =

il r T r - - T T |
2608 i 10 1% Ao | W kS 0,
Temperatire ()

Fonte: Préprio autor (2013).

Assim como verificado paras as membranas Quitosana/ Fenitoina
liquida, ndo ocorreu grande variagdo entre ©s picos endotérmicos e
exotérmicos das membranas Quitosana/ Fenitoina comprimido, o que nos leva
a notar que a variagcdo do farmaco ndo influéncia de forma significativa nas
propriedades térmicas do material sintetizado.
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5.9 Biodegradagao in vitro

O ensaio de biodegradagado enzimatica foi realizado em quintuplicata
para todas as variagbes de concentragdo de farmaco em membrana
desenvolvidas neste trabalho. As membranas foram submetidas ao ensaio no
periodo de 7 e 14 dias, os resultados obtidos estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios de biodegradagao in vitro.

Perda de massa das membranas

7 dias 14 dias

PBS PBS+Lisozima PBS PBS+Lisozima
Ensaio (pH=7,35) (PH=7,41) (pH=7,32) (pH=7,44)

Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio
(%) | Padrao| (%) | Padrao| (%) | Padrdao| (%) | Padrao
(%) (%) ' (%) (%)

QFS5% | 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/F 4 53 0,5 93,1 0,3 5,9 0,5 97,2 0,6

Q/F 112 5,1 0,6 100 0,0

Q/F 114 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 %z - Quitosana/ Fenitoina %2 comprimido e Q/F 4 - Quitosana/
Fenitoina ¥4 comprimido.

Observa-se nos dados da Tabela 2 que a degradacido das membranas
sintetizadas ocorreu principalmente pela agdo da lisozima, logo verifica-se que
os percentuais de degradacao relacionados ao PBS em todas as
concentragdes nao excede 8,6 %.

As membranas nas propor¢ées de farmaco de 3 e 1 %, % e % de
comprimido degradaram-se completamente no periodo de 7 dias (Figura 37),
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fato esse que corrobora com os resultados obtidos para essas variagdes na
anélise de DRX, onde as mesmas apresentaram carater amorfo. Verificou-se
que grande parte das membranas com propor¢cdes de farmaco de 5 % e 1
comprimido sofreram processo de degradacéo no periodo de sete dias (média
aproximada em relacdo as duas de 90 %), porém, mantiveram parte de sua
estrutura até o periodo de 14 dias.

Figura 37 — Resultado do ensaio de biodegradacgéo enzimatica no periodo de 7 dias para as
membranas a) e b) — Quitosana/ Fenitoina liquida 3 %; c) — Quitosana/ Fenitoina 1 %; d) e e) —
Quitosana/ Fenitoina % comprimido e f) — Quitosana/ Fenitoina ¥ comprimido.
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Fonte: Préprio autor (2013).

Foi notada uma maior degradacédo nas membranas que continham
menor quantidade de farmaco, o que pode indicar que a concentracdo &
inversamente proporcional a biodegradacdo do material ja que as unicas
membranas que resistiram parcialmente a 14 dias de ensaio foram as
variacdes com 5 % e 1 comprimido, esse parametro torna-se interessante por
ser faciimente manipulado durante 0 processamento da estrutura polimero/
farmaco.

Notou-se que a concentracdo do farmaco é inversamente proporcional a
degradacao da membrana, ja que quanto maior sua concentragdo menor foi
sua degradacao em todas as variacbes 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 %.

5.10 Ensaio de citotoxicidade

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

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

Figura 38 — Resultados do ensaio de citotoxicidade.

100
Q0

80
70
60
50
40
30
20
10
0 T T T T T T

Fenitoina Fenitoina Fenitoina Fenitoina 1/4Fenitoina 1/2 Fenitoinal Quitosana
Liquida 1% Liquida3% Liquida 5% Comprimido Comprimido Comprimido

Fonte: Préprio autor.

A viabilidade das células expostas as membranas de Quitosana/
Fenitoina em todas as concentragcbes do farmaco foi em média 88%. Dessa
forma, a partir dos resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se inferir que
membranas de Quitosana/ Fenitoina produzidas mostraram-se promissoras
para serem testadas como biomaterial em ensaios in vivo.



70

6 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados pode se inferir que:

A adigao do farmaco a solugao de quitosana no processo de sintese da
estrutura polimero/ farmaco apropriou a mesma carater cristalino nas
proporgées 5 % para o farmaco liquido e 1 comprimido para as
membranas sintetizadas a partir do pé do comprimido, para as demais
variagdes a adigdo de fenitoina tornou-as amorfas, essas constatagoes
foram feitas a partir do ensaio de Difragao de raios X;

A analise de Espectroscopia na Regido de Infravermelho com
Transformada de Fourier comprovou a veracidade da fenitoina utilizada
neste trabalho além de apresentar, a partir do espectro, a incorporagao
do farmaco a membrana;

A Microscopia Optica em conjunto com a Microscopia Eletrnica de
Varredura identificou a incorporagdo farmaco/ polimero, onde nao foi
verificada a presenga de uma segunda fase. Ocorreu uma grande
diferenciagédo 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 p6 do comprimido apresentaram
superficie muito rugosa com presenga de morfologias circulares
semelhantes a poros superficiais aglomerados por toda a membrana;
Verificou-se a presenca 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 presencga dos elementos
magnesio e rubidio (para o farmaco em comprimido), os quais possuem
referéncia na literatura por sua utilizagdo medicamentosa no tratamento
de epilepsia, os demais foram tratados aqui, como contaminantes do
processamento industrial do farmaco;
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« Na andlise de tensdo superficial observou-se uma diminuigdo na
hidrofilicidade da membrana para todas as variagbes estudadas sem
grande variagdo de angulo entre elas. Todas as membranas estudadas
neste trabalho apresentaram aspecto hidrofilico.

e O ensaio de biodegradagao in vitro demonstrou que as membranas nas
variagbes de 1 e 3 % para a fenitoina liquida e 72 e %4 comprimido
degradaram-se completamente no periodo de 7 dias, o que corrobora
com os resultados apresentados pela analise de DRX que apresentaram
membranas, nestas propor¢des, mais amorfas. As membranas com
variagdes de 5 % do farmaco liquido e 1 comprimido degradaram-se
quase que completamente no periodo de 14 dias, essa resisténcia a
degradacgéo pode estar relacionada ao aspecto cristalino adquirido pela
membrana quando estda possui farmaco nessas concentragdes
incorporado, 0 que nos permite concluir que a biodegradagéo das
membranas € inversamente proporcional a concentragao do farmaco. A
biodegradac¢do ocorreu principalmente pela presenga da lisozima, ou
seja, a degradagao pela solugéo de PBS foi infima;

e A técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial demonstrou uma nao
alteracdo na resisténcia térmica do material oriunda da variagdo de
concentragdo do farmaco nas proporgdes analisadas neste trabalho;

e Todas as membranas em todas as concentragdes 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 o farmaco realmente foi incorporado a solugado para
sintese da membrana.

O estudo realizado com a variagdo de pH demonstrou que para
concentragdes de 5 % da fenitoina liquida e 1 comprimido para a fenitoina em
po observa-se alteragdes na estrutura quando subtidas a meios com pH de
7,01, ndo reagindo da mesma forma quando submetido ao meio acido e
alcalino, o que nos proporciona um parametro relacionado a variagdo de

estrutura para futura aplicagdo como detector de niveis séricos de fenitoina em
pacientes.
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