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RESUMO

A quantificagao de substancias em amostras humanas é de grande importancia para
o diagndéstico, acompanhamento e tratamento de diversas situagdes que afetam a
saude e condigdes fisioldgicas da populacdo. Entre os analitos cuja quantificagdo no
sangue tem grande importancia, encontra-se a ciclosporina que é administrada em
pacientes transplantados e que a utilizam no tratamento imunossupressor. As
analises para quantificacdo da droga sao atualmente feitas por meio de testes
complexos e caros, sendo uma importante fonte de gastos na saude publica visto
que o Brasil possui 0 maior sistema publico de transplantes do mundo e que
subsidia 95% do tratamento, incluindo procedimento cirdrgico, medicacdo e
acompanhamento necessarios ao pés-transplante. Atualmente dispositivos de testes
de utilizacdo simples que dispensa equipamentos e instalacdes laboratoriais estdo
sendo utilizados para diversos tipos de diagnésticos. Sao os denominados testes
rapidos que utilizam o principio da imunocromatografia como metodologia. O estudo
teve o objetivo de desenvolver scalffolds a base de quitosana para carrear
substancias semelhantes ao sangue humano e comparar esta capacidade a da
nitrocelulose com a finalidade de estabelecer uma possivel substituicdo da
nitrocelulose pela quitosana na produgdo de dispositivos de testes rapidos,
possibilitando a confeccao de um dispositivo para quantificacdo de ciclosporina e
outros analitos estabelecendo um novo campo de aplicagdo para a quitosana como
material carreador. Os scalffolds foram desenvolvidos pela preparacdo de uma
solucdo de quitosana a 1% a qual foi filtrada, congelada e liofilizada. Os scalffolds
foram entdo neutralizados, lavados, liofilizados e secos. As tiras de nitrocelulose
com registro na Anvisa foram obtidas em farmacia, as amostras foram selecionadas
aleatoriamente realizadas as mesmas caracterizagdes realizadas nos scalffolds. A
caracterizacao foi realizada por meio das técnicas de Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)/ Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS),
Molhabilidade e Intumescimento. Os espectros em infravermelho demonstraram que
a nitrocelulose e a quitosana possuem grupos funcionais compativeis com as
caracteristicas descritas na literatura. As micrografias e espectros mostraram uma
composi¢ao condizente com as caracteristicas de absorgdo e carreamento de
liquidos devido a presenga de polaridade. Os ensaios de molhabilidade
evidenciaram que a nitrocelulose e a quitosana possuem alta hidrofilicidade e os
ensaios de intumescimento mostraram um alto grau de intumescimento da
nitrocelulose e da quitosana corroborando suas caracteristicas de material
carreador. O produto desenvolvido possui potencial viabilidade para utilizagdo como
material carreador em dispositivos diagnosticos.

Palavras-chave: Ciclosporina. Quitosana. Imunocromatografia. Teste Rapido.
Nitrocelulose.



ABSTRACT

The quantification of substances in human samples has great importance for the
diagnosis, monitoring and treatment for several situations that affect health and
physiological conditions of the population. Among the analytes to be quantified, you
have cyclosporine that is administered in transplanted patients for
immunosuppressive treatment. The drug quantification are currently done by
complex and expansive devices and is an important source of costs on public health
as Brazil has the Highest Attendance Transplant System of the World and subsidizes
95 % of the treatment , including surgical procedures , medication and monitoring
needed in post- transplant. Now a days, simple devices that do not require
instruments and laboratory facilities are being used for various types of diagnoses.
They are called rapid tests that use immunochromatography, as methodology. The
study had the scope to develop a material with chitosan films to carry similar
substances human blood and compare this capacity to the nitrocellulose with the
goal of establishing a possible replacement of nitrocellulose for chitosan in the
productions of a rapid test device, enabling a new field of application for chitosan as
a carrier material. The scalffolds had been developed by the preparation of a
chitosan 1% solution which was filtered, frozen and lyophilized. The scalffolds were
then neutralized, washed, dried and lyophilized again. The strips of nitrocellulose
registered with Anvisa were obtained in pharmacy, so samples were selected
randomly to be performed the same characterizations performed in scalffolds. The
characterization was performed using spectroscopy techniques in the Fourier
Transform Infrared Region (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM) /Energy
Dispersive Spectroscopy X-ray (EDS), Wettability and Swelling. The infrared
spectra showed that the nitrocellulose and chitosan have functional groups
compatible with the features described in the literature. The micrographs and spectra
showed a composition compatible for characteristics of absorption and liquid carrying
due to the presence of polarity. The wettability tests have shown that the
nitrocellulose and chitosan have high hydrophilicity and swelling measurements
showed a high degree of nitrocellulose and chitosan swelling and its supporting
carrier material characteristics. The product developed has the potential feasibility for
use as carrier material in diagnostic devices.

Keywords:  Cyclosporin.  Chitosan.  Immunochromatography. Rapid test.
Nitrocellulose.
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1 INTRODUCAO

A quantificagao de substancias em amostras humanas como sangue, soro e
urina sdo de grande importancia para o diagnostico, acompanhamento e tratamento
de diversas condigdes que afetam a saude e condicdes fisioldgicas da populacéo.
Ao longo das ultimas décadas foram desenvolvidos dispositivos de testes de
utilizacdo simples que dispensa equipamentos e instalagcbes laboratoriais e que
permitem inclusive a realizagdo de ensaios pelo préprio individuo. Estes dispositivos
consistem de uma tira reagente composta por diversas camadas incluindo uma
camada de material carreador que permite que a amostra contendo os analitos siga
até o local onde se encontram os reagentes e as reagdes promovem uma alteragao
visivel na zona reagente. O material carreador da amostra é formado por
nitrocelulose com uma porosidade padronizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Entre os analitos cuja quantificagdo no sangue tem grande importancia,
encontra-se a ciclosporina que é administrada em pacientes transplantados e que a
utilizam no tratamento imunossupressor. A ciclosporina € uma das drogas mais
utilizadas no acompanhamento de pacientes transplantados e o monitoramento das
suas concentracoes séricas se constitui numa fonte de gastos publicos com compras
de produtos para diagndéstico laboratorial para transplantados devido ao alto custo,
poucos fornecedores e grande uso (BRASIL, 2002).

Atualmente, o Brasil possui 0 maior sistema publico de transplantes do
mundo, subsidiando 95% desse tratamento, incluindo procedimento cirurgico,
medicacdo e acompanhamento necessarios ao pés-transplante (MACHADO et al.,
2012; APPELLESSO, S. et al, 2000).

Durante o acompanhamento poés-transplante se faz necessério a
administracdo de drogas imunossupressoras. Para o manejo do paciente é
necessario muitas vezes conhecer os niveis plasmaticos da droga de forma a
controlar os niveis plasmaticos da ciclosporina e para tanto se faz necessario a
realizacdo de testes laboratoriais. Os reagentes utilizados sdo de alto custo e
possuem apenas cinco fornecedores no Brasil, todos importados e o diagnéstico é
demorado e relativamente complexo, carecendo de grandes equipamentos
(ACURCIO et al., 2013).
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Atualmente, os dispositivos de testes de utilizacao simples utilizam-se tiras
reagentes compostas de nitrocelulose, material que se assemelha quimicamente a
quitosana e que possivelmente possa ser substituida por esta.

A quitosana € um amino polissacarideo que tem sido utilizado em diversas
areas da engenharia, biotecnologia, ciéncias farmacéuticas e medicina. Ela é
encontrada na natureza em pequenas quantidades nas paredes celulares e esporos
de alguns fungos (MUCOR e ZYGOMICETES) ou pode ser obtida pela hidrélise
alcalina da quitina, principal componente dos exoesqueletos dos artrépodes. O
termo quitosana nao identifica um Unico composto, mas copolimeros formados por
unidades monoméricas de (1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e [(-(1,4)-2-
acetoamino-2-desoxi-D-glicopiranose (ou D-glucosamina), que se ligam entre si por
ligagdes glicosidicas em diferentes graus de polimerizagédo dispostos em uma cadeia
linear similar a da celulose com excecao da substituicdo dos grupos hidroxila na
posicao 2 por grupos amino (ASSIS, 2010).

Este trabalho, em razdo do propdsito apresentado e pela constante busca e
desenvolvimento de novos produtos, para melhoria da qualidade de vida de todos,
desperta cada vez mais o interesse as pesquisas para o seguimento biomédico,
portanto, o escopo desse estudo €& desenvolver um material com filmes de
quitosana, para carrear substancias semelhantes ao sangue humano e comparar
esta capacidade a da nitrocelulose com o objetivo de estabelecer uma possivel
substituicdo da nitrocelulose pela quitosana na producédo de dispositivos de testes
rapidos, possibilitando a confeccdo de um dispositivo para quantificacdo de
ciclosporina estabelecendo um novo campo de aplicacdo para a quitosana como

material carreador, utilizavel também como biomateriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver scalffolds de quitosana com propriedades comparaveis as tiras
de nitrocelulose utilizadas no mercado de dispositivos diagnésticos.

2.2 SPECIFICOS

o Comparar a capacidade carreadora de liquido dos scalffolds de quitosana a
capacidade carreadora de tiras de nitrocelulose;

o Caracterizar scalffolds de quitosana e tiras de nitrocelulose quanto as
caracteristicas fisicas, quimicas e estruturais;

o Comparar todas as caracteristicas estudadas neste trabalho dos scalffolds de
quitosana e das tiras de nitrocelulose;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 TESTES RAPIDOS

Teste rapido é definido pelo Ministério da Saude como um dispositivo de
testes de uso uUnico que ndo depende de infraestrutura laboratorial e que produz
resultado em tempo igual ou inferior a 30 minutos. Um procedimento com teste
rapido pode ser realizado a partir da coleta de uma gota de sangue da ponta do
dedo ou de uma gota de urina. A amostra é colocada no dispositivo de testagem e
para chegar ao resultado, quem realiza o teste segue o fluxo determinado pelo
fabricante. Esse método permite que em até meia hora o teste seja realizado e se
conheca o resultado (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Geralmente os testes rapidos sdo ensaios imunoenzimaticos simples e entre
os varios formatos disponiveis os utilizados mais frequentemente sdo dispositivos
(ou tiras) de imunocromatografia (ou fluxo lateral), imunocromatografia de dupla
migracdo (DPP) e dispositivos de imunoconcentracdo e fase sélida. E uma
metodologia utilizada no mundo inteiro e traz vantagens significativas quanto ao
método laboratorial, pois sdo de simples realizacao, dispensando equipamentos de
laboratério, permitindo o conhecimento dos resultados e assisténcia imediata aos
pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). As Figuras 1, 2 e 3 ilustram exemplos
de Testes Rapidos.

Figura 1 - Testes R&pidos (TR) para HIV, (A) imunocromatografia ou fluxo lateral, (B)

imunocromatografia de dupla migragdo — DPP, (C) imunoconcentracéo, (D) fase sélida.

Area 3 Area 2

A T € T{ €
| CONTROLE
A & -sz—'_'_
Meea 1 c () =HV 1=
B D

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2010
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Figura 2 - Testes Rapidos Reagentes (TR) para HIV. Observa-se presenca de linha na area T (Teste)
e na area C (Controle), (A) imunocromatografia ou fluxo lateral, (B) imunocromatografia de dupla
migragao — DPP, (C) imunoconcentracao, (D) fase sélida.

Area 3 Hroa 7
) .
@ conmote @
A | =HIV 2~
fewa 1 C ®-wvi-9
8 D

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2010.

Figura 3 - Testes Rapidos Nao Reagentes (TR) para HIV. Presenca de linha ou ponto apenas na
area C (Controle), (A) imunocromatografia ou fluxo lateral, (B) imunocromatografia de dupla migragéao
— DPP, (C) imunoconcentracao, (D) fase sélida.

: | Areg 3 hiea 2
A T ¢ T ¢ T { ®] =
@ conrros
A T =HIV 2=
Aeea 1 c | =HIV 1=
- D

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2010.

Existem atualmente no mercado diversos testes rapidos disponiveis,
produzidos por varios fabricantes e que utilizam diferentes principios técnicos.
Geralmente os testes rapidos apresentam metodologia simples, utilizando antigenos
fixados em um suporte solido (membranas de celulose ou nylon, latex,
microparticulas ou cartelas plasticas) e sao acondicionados em embalagens
individualizadas, permitindo a testagem individual das amostras. Esses testes, que
foram inicialmente desenvolvidos no final da década de 80, ganharam maior
popularidade a partir do comeco dos anos 90. A medida que as tecnologias de

desenvolvimento e producdo de kits foram se tornando mais refinadas, os testes
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rapidos revelaram ser tdo acurados quanto os convencionais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

Sao encontrados no mercado testes rapidos para dosagem de glicose,
colesterol, triglicerideos, testes de gravidez quantificacdo de drogas de abuso e
medicamentosas. Os testes diagnosticos rapidos sao particularmente Gteis na
triagem inicial de uma determinada infeccao ou doenca em populacdes especificas
como, por exemplo, em programas preventivos de transmiss&o vertical de infec¢des
em gestantes (doenga de chagas, hepatite B ou HIV), candidatos a doacdo de
sangue ou inquéritos populacionais. Portanto, a OMS (Organizacdo Mundial de
Saude) reconhece o desenvolvimento de diagndsticos rapidos, praticos, sensiveis,
especificos e de baixo custo como estratégia essencial no processo de otimizacao
dos sistemas de saude publica e no controle de epidemias (UNIVERSIA BRASIL,
2006). A Figura 4 ilustra exemplo de Teste Rapido para dengue.

Figura 4 - Testes rapido para Dengue

DENGUE DENGUE DENGUE DENGUE
D D : D D '

s£ES
|
€3

4£€3

Negativo IgM Positivo lgG/igM  IgG Positivo
Positivo

Fonte: Calado, 2014

As tiras reagentes sdo construidas por um substrato de poliéster, uma
camada de carbono como material condutivo, uma camada de isolamento condutivo
com poliéster de baixo alongamento, uma camada enzimatica com ingredientes
ativos, mediador quimico redox, ingredientes inativos para garantir especificidade.
Possui ainda uma camada hidrofilica, barreira protetora para reduzir a evaporacao
do sangue e diminuir a quantidade da amostra. Os condutores de carbono oferecem



19

energia para a reagado de oxido-reducdo, e podem ser fabricados pela técnica de
imunocromatografia (BANCO DE DADOS DA ANVISA).

3.2 IMUNOCROMATOGRAFIA

A imunocromatografia é uma técnica que comegou a ser desenvolvida nos
anos 60, sendo primeiramente criada para o estudo das proteinas séricas e
atualmente é utilizada para a deteccdo de muitas situagdes tendo grande valor em
situagdes nas quais os profissionais de saude necessitem tomar decisées e assumir
condutas imediatas. Sao analises qualitativas ou semi-quantitativas, que servem
como teste de triagem, é rapido, econémico, de facil interpretacao, leitura feita a olho
nu, apresenta sensibilidade e especificidade similares ao ELISA de terceira geracao.
A técnica utilizada consiste de uma matriz de membrana de nitrocelulose ligada a
uma tira de acetato, para detectar antigeno emprega-se um anticorpo de captura,
ligado a matriz e um anticorpo marcado especifico ao antigeno pesquisado. Para
deteccdo de antigenos podem ser utilizados anticorpos fixados na linha de captura e
como conjugado um segundo anticorpo conjugado ao corante. Um dos métodos
imunoldgicos desses testes emprega corante insoluvel, como ouro coloidal (réseo)
ou prata coloidal (azul marinho) como revelador da interacdo antigeno-anticorpo
(CAVALCANTI et al,2008). As Figuras 5, 6 e 7 ilustram exemplos de

imunocromatografia.

Figura 5 — Principio da Imunocromatografia
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Figura 6 — Estrutura do teste de Imunocromatografia
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Figura 7 - Imunocromatografia de fluxo lateral

Lateral Flow Assay Architecture
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Fonte: Calado, 2014

Pode gerar independéncia tecnoldgica na area de diagndstico laboratorial,
melhorando o desenvolvimento e a disponibilidade de kits diagndsticos situacoes
prioritarias (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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A imunocromatografia significa uma alternativa aos métodos tradicionais, pois
se trata de uma tecnologia inovadora que concentra a reacao antigeno-anticorpo em
uma unica fase sélida, sendo esta mantida e utilizada a temperatura ambiente. Além
de possuir sensibilidade e especificidade elevadas, a imunocromatografia possui
baixo custo, pois ndo exige equipamento ou treinamento especifico para realizar o
teste ou interpretar o resultado (UNIVERSIA BRASIL, 2006).

A técnica de testes imunocromatograficos, € uma metodologia de deteccéo
baseada na utilizagdo de tiras de um material de suporte impregnadas com
reagentes secos que sao ativadas pela aplicacdo de amostras fluidas. Aplicacées
desta metodologia incluem testes para deteccédo de patégenos, drogas, hormdnios e
metabolitos presentes em amostras médicas, veterindrias, alimentos, analises
ambientais e outros (MACHADO, 2013).

3.3 CICLOSPORINA

De acordo com as Diretrizes Terapéuticas e Protocolos Clinicos aprovados
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2012), a terapia de imunossupressao para
manutencao pdés-transplante renal deve combinar trés classes terapéuticas: um
corticosteroide, geralmente a prednisona (P); um inibidor de calcineurina (CNI)
representado pela ciclosporina (CsA) ou pelo tacrolimo (TAC); e um agente
antiproliferativo podendo ser a azatioprina (AZA), o micofenolato mofetil (MMF) ou o
micofenolato de sédio (MFS). Alternativamente, os protocolos permitem a
substituicdo de uma dessas duas Ultimas classes pelos sirolimo (SIR) ou everolimo
(EVE) que séo inibidores da rapamicina (ACURCIO et al., 2013).

A Ciclosporina A é uma das drogas imunossupressoras mais eficazes. Ela
inibe a funcao dos linfécitos T, que desempenham um papel importante na inducao
da resposta imunitaria. As respostas imunitarias normalmente ocorrem apos
transplantes de érgaos, tais como o figado, rim, e medula éssea. A ciclosporina A é
um péptido ciclico fracamente soluvel em agua que compreende 11 aminoacidos.
Uma das razbes que limitam a sua utilizacdo é sua faixa terapéutica estreita,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, e neurotoxicidade (ZHANG et al, 2013).

A ciclosporina A (CsA) é um decapéptido ciclico extremamente hidrofobico
que é praticamente insolGvel em agua (solubilidade: 0.04mg/mL). E empregado, na

pratica clinica, como terapia de primeira linha na prevencao da rejeicao de
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xenotransplante sistémica apds transplante de 6rgaos. No olho, a CsA é também
benéfica para o tratamento de doencas auto-imunes, uveite anterior e posterior,
doenca de Behcet, sindrome de Sjdégren, queratoconjuntivite seca e cornea trans-
plantas (SANDRI, 2010).

Ela € um decapeptideo fungico originado do Tolypocladium inflatum gams
(Figura 8) (GARCIA et al.,2004) e foi introduzido na década de 70 para provavel uso
em transplante de érgédos soélidos. No entanto, seu uso efetivo ocorreu em 1983 no
European Multicenter revolucionando o transplante de 6rgdos com a diminuicdo da
rejeicdo e melhorando substancialmente a sobrevida de pacientes submetidos a
transplantes cardiaco, renal, hepatico, pancreatico e pulmonar (McMILLAN, 1989). A

Figura 8 ilustra a molécula de ciclosporina.

Figura 8 - Molécula de ciclosporina

Fonte: Garcia et al, 2004

A monitorizagéo terapéutica de imunossupressores CsA é indispensavel para
manter niveis estaveis da droga, evitando para o transplantado a perda do enxerto,
no caso de baixas doses, ou a toxicidade, em altas doses, permitindo ajustes
individuais (ACURCIO et al., 2013).

Como as drogas imunossupressoras representam um problema devido a
estreita faixa entre a dose terapéutica e seus efeitos toxicos, existe um potente
estimulo para monitorizagdo biolégica dessas drogas (KAHAN, 1986), respeitando
os ajustes individuais. E fundamental, em pacientes transplantados, a manutencéo

de drogas imunossupressoras em niveis estaveis que sejam suficientemente altas
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para prevenir a rejeicdo mas, ao mesmo tempo, abaixo do limiar téxico para
minimizar efeitos como a nefro e a neurotoxicidade (VERLEDEN, 2002).

A Ciclosporina A é uma droga imunossupressora potente e efetiva no
combate a rejeicdo de Orgaos transplantados. A dosagem a ser administrada ao
paciente requer ajustes individuais, sendo, entdo, necessario um monitoramento
constante de seu nivel sérico a fim de se obter o maximo de efeito imunossupressor
com um minimo de efeitos tdxicos. Cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC)
fornece determinagbes bastante precisas e especificas da concentracdo da droga,
mas, por tratar-se de um método complexo, ndo é utilizada na rotina laboratorial. O
método laboratorial mais utilizado para o monitoramento de ciclosporina, até o
momento, tem sido o radioimunoensaio com anticorpos monoclonais (RIA), por ser
pouco influenciado pela concentracdo dos metabdlitos da droga em questdo
(BOTTINI, 1998).

As principais recomendagdes, com relacdo a dosagem de ciclosporina, dizem
respeito: 1) ao tempo de coleta entre 11 a 12 horas apds a ultima dose, se estiver
fazendo uso da medicacédo duas vezes ao dia, ou 23 a 24 horas ap6s a ultima dose,
se estiver fazendo uso de dose unica diaria; 2) a periodicidade da dosagem: na
maioria dos casos, no pés-transplante imediato, a frequéncia maxima recomendada
é de uma dosagem a cada 24 horas; 3) ao material: sangue total. O anticoagulante
recomendado é o EDTA; 4) a estabilidade da amostra: ciclosporina em sangue com
EDTA é estavel por até sete dias em temperatura ambiente ou geladeira; para
periodos de armazenagem superiores a sete dias, deve-se manter o material a -
20°C; 5) ao método de dosagem: deve-se utilizar um método especifico e validado
para a droga-mae; 6) aos metabdlitos da Ciclosporina: ndo devem ser utilizados
como referéncia para o ajuste de dose da medicagcdo, uma vez que sua atividade
terapéutica e toxica ainda nao é bem estabelecida (BOTTINI, 1998).

O ensaio por FPIA com anticorpos monoclonais foi o0 primeiro ensaio semi-
automatizado desenvolvido para a dosagem de ciclosporina e, a partir dai, varios
estudos foram realizados com a finalidade de se estabelecer a correlacdo dessa
metodologia com aquelas anteriormente utilizadas (RIA e HPLC), empregando-se,
na maioria das vezes, 0 calculo do coeficiente de correlacdo para validar o novo
ensaio (BOTTINI, 1998). O FPIAm é uma metodologia de rapida execucao (demora
média de 40 minutos para cada 20 amostras, contra 6 a 8 horas na determinagéo
por radioimunoensaio), possibilitando maior agilidade na emissdo de seus



24

resultados, além de permitir a realizacdo de dosagens em carater de urgéncia em
curto periodo de tempo.

O Brasil dispde atualmente de produtos registrados que utiliza a técnica de
imunoensaio por multiplicagdo enzimatica (EMIT) para analise em sangue total
baseada na competicdo para fixacdo de anticorpos na ciclosporina. Possui ainda
registro de um produto utilizado para realizar ensaio de electroquimioluminescéncia
(electrochemiluminescence immunoassay ou “ECLIA”), concebido para ser utilizado
nos analisadores de imunoensaios. (BANCO DE DADOS DA ANVISA).
Mundialmente estdo disponiveis diversas técnicas para quantificacdo de

ciclosporina, as quais passamos a descrever.

3.3.1 Enzyme Multiplied Immnunoassay Technique - EMIT

A metodologia Enzyme Multiplied Immnunoassay Technique - EMIT & um
método comum utilizado para determinagdes qualitativas e quantitativas de drogas e
outras substéancias no soro e urina. Foi introduzido no mercado em 1973 como o
primeiro imunoensaio homogéneo usado em escala comercial (SUNG et al, 1985).
Por imunoensaio homogéneo entende-se como aquele que pode ser desenvolvido
usando protocolos definidos de forma rapida e simples. As principais aplicacbes sdo
para o monitoramento de drogas terapéuticas no soro e como teste de triagem para
drogas de abuso e seus metabdlitos na urina (SUNG et al, 1985).

O antigeno compete com o local do anticorpo marcado com a enzima. O
reagente de anticorpo bloqueia qualquer atividade enzimatica quando esta ligado ao
complexo antigeno enzimatico. Entdo os complexos antigenos enzimaticos livres
competem com os antigenos da mostra formando alteragdo na cor da solugcdo que
sera proporcional a concentracao do antigeno presente na amostra (SUNG et al,
1985). A Figura 9 ilustra o método Enzyme Multiplied Immnunoassay Technique -
EMIT .
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Figura 9 - Método Enzyme Multiplied Immnunoassay Technique

Enzyme free to
oxidize substrate
Drugs Present .’ 9 Color

e

Enzyme CANNOT

oxidize substrate
Drugs No Color
NOT Present ’ . ’ .

Fonte: SUNG et al, 1985.

3.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

Mais conhecida como HPLC - High Performance/Pressure Liquide
Chromatography ou CLAE € uma técnica cromatografica que se destingue das
demais por usar a fase mével a alta pressdo. O uso de pressoes elevadas permite
uma reducdo no didmetro das particulas da fase estacionaria, localizada no interior
da coluna cromatografica. O uso de particulas menores (na ordem de 5,0 um) no
interior da coluna resulta em uma area superficial, o local de adsor¢cédo, maior
(geralmente da ordem de centenas de metros quadrados por grama de fase
estacionaria), o que promove uma separag¢ao mais eficiente dos componentes da
amostra. Essa "miniaturizacdo" das particulas da coluna permite o uso de colunas
menores, volumes menores de amostras e um gasto menor de fase movel. Assim
sendo, em cromatografia liquida de alta eficiéncia trabalha-se na faixa dos
microlitros (COLLINS, C. H. e GUIMARAES, L. F. L., 1988) (CIOLA, R., 1998).

A cromatografia se baseia na diferenca de afinidade das substancias por um
material ativo ou adsorvente. (COLLINS, C. H. e GUIMARAES, L. F. L., 1988).0
objetivo da cromatografia € separar individualmente os diversos constituintes de uma
mistura de substancias seja para identificacdo, quantificacdo ou obtencao da
substancia pura para os mais diversos fins.Tal separacao da-se através da migracao
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da amostra através de uma fase estacionaria por intermédio de um fluido (fase
mével) (MACRAE, R, 1982).

Outro membro das cromatografias, tdo comum quanto a CL, é a
Cromatografia Gasosa (CG). Enquanto a CL usa um eluente (fluxo gerado por uma
bomba), a CG utiliza um gas (gas carreador) proveniente de um cilindro, de modo
que n&o necessita de bomba. (COLLINS, C. H. e GUIMARAES, L. F. L., 1988).

3.3.3 Imunoensaio por Fluorescencia Polarizada - FPIA

O ensaio de fluorescéncia polarizado - Fluorescence polarization
immunoassay - FPIA é um imunoensaio homogéneo utilizado para obter uma rapida
e acurada deteccao de anticorpos ou antigenos. O principio do ensaio esta em um
corante fluorescente ligado a um antigeno ou fragmento de anticorpo poder ser
excitado pela luz plana polarizada em um determinado comprimento de ondas.
Como regra uma molécula pequena se movimenta mais rapido quanto em solugéo
do que grandes moléculas. Esta velocidade de movimentacdo das moléculas pode
ser medida pela intensidade da luz nos planos horizontal e vertical. Geralmente o
tempo que leva para uma molécula girar em torno de um determinado angulo é uma
indicacao do seu tamanho. Quando uma molécula pequena que gira rapidamente é
ligada a uma outra molécula grande a velocidade de rotacdo é diminuida e este
decréscimo pode ser medido (HEMMIL,1985).

Neste método uma droga marcada com fluoresceina compete com outra
droga ndo marcada pelas ligacoes de anticorpos especificos. A amostra é excitada
com luz plana polarizada (490 nm), a fluoresceina emite luz plana polarizada (520
nm), a droga livre de fluoresceina emite menos luz devido a sua alta movimentagéao
enquanto o complexo anticorpo-droga-fluoresceina se movimenta mais lentamente e
produz mais emissdes. A droga da amostra compete pelos anticorpos com a
fluoresceina liga a droga do reagente. Quanto mais droga estiver presente na
amostra menor a quantidade de fluoresceina marcada ligada ao anticorpo e menor a
emissao de luz polarizada. Quanto maior as concentragdes de droga menores serao
os valores da emisséo de luz (HEMMIL,1985). A Figura 10 ilustra o Imunoensaio por
Fluorescéncia Polarizada.
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Figura 10 - Imunoensaio por Fluorescéncia Polarizada
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3.3.4 Imunoenzimatico de Microparticulas - MEIA

O método MEIA, teste de triagem, é uma derivacdo do principio do ELISA,
desenvolvido em sistema de processamento automatico. As microparticulas
revestidas com antigenos recombinantes sdo adicionadas a amostra previamente
diluida e o sistema é incubado para formacao do complexo antigeno-anticorpo. Uma
parte da mistura € transferida para uma matriz de fibra de vidro, na qual a
microparticula adere de forma irreversivel (REGO et al, 2013).

O resultado é expresso por comparagao da taxa de formacao do produto
fluorescente pela taxa da zona de corte calculado previamente por um calibrador
index corrido em duplicada. Os resultados sdo automaticamente expressos pelo
aparelho como a relagdo DO/CO, onde a densidade optica (DO) da amostra é
avaliada em relacdo ao cut-off (CO) previamente calculado. Considera-se néo
reagente toda amostra com relacao DO/CO inferior a 1,00 e reagente toda amostra
com relagéo superior a 1,00 (VOGLER, 2003).
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3.3.5 Cloned Enzyme Donor Immunoassay - CEDIA

O CEDIA é um imunoensaio enzimatico competitivo homogéneo. Este ensaio
faz uso de dois fragmentos componentes de enzimas que separadamente sao
inativos. Sob certas condicdes estes fragmentos em solugcdo podem de forma
espontanea se rearranjarem para formar uma enzima ativa. Em ensaios biomédicos
os fragmentos das enzimas sdo juntados ao analito de interesse. O conjugado
fragmento-enzima-analito ainda € capaz de rearranjar-se com outro fragmento
enzimatico para formar uma enzima ativa. No entanto, ndo € capaz caso o analito
esteja ligado a um anticorpo (BURTIS, 2012).

Para determinar a quantidade de analito em uma amostra, parte da amostra é
adicionada a uma solugdo contendo o conjugado, o outro fragmento da enzima, o
anticorpo destinado ao analito, e 0 substrato contendo a enzima para reacao. A
competicdo pelo anticorpo ocorre entre o analito da amostra e conjugado. Altas
concentragdes do analito na amostra leva a uma pequena quantidade de conjugado
levando a formacdo de enzima ativa e consequentemente ocorre alta atividade
enzimatica. Por outro lado, baixas concentracdes de analitos na amostra gera uma
alta concentracdo de conjugado que diminui a formacdo de enzima ativa e

consequentemente uma baixa atividade enzimatica (BURTIS, 2012).

3.3.6 Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay — ELISA

O ELISA é um teste imunoenzimatico que permite a detecgdo de anticorpos
presentes em amostras humanas utilizado para o diagndstico de doencas ou
situacées que induzam a producao de imunoglobulinas. O complexo contendo o
anticorpo é visualizado pelo acoplamento da enzima ao anticorpo uma vez que a
adicdo de um substrato ao complexo enzima-anticorpo-antigeno produgdo uma
coloragao especifica (GAN; PATEL, 2013).

O método ELISA foi primeiramente desenvolvido na década de 1970 para
substituicdo dos radio imunoesaios que por serem radioativos geram uma série de
inconvenientes. O método permanece tendo ampla utilizagédo no seu formato original
e em formatos com modificacbes que permitem leituras cada vez mais sensiveis
(GAN; PATEL, 2013). O ensaio se baseia fundamentalmente na interagao entre um
epipeto, uma pequena sequéncia de aminoacidos de um antigeno, e um local
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especifico de ligacdo de um anticorpo. Os anticorpos utilizados podem ser
monoclonal (derivado de uma unica célula) ou policlonal (um pool de anticorpos
purificados do soro de um animal) (GAN; PATEL, 2013). A Figura 11 ilustra o teste
de ELISA

Figura 11 - Teste de ELISA
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3.3.7 Imunoensaio Enzimatico - EIA

O Imunoensaio Enziméatico - EIA assim como o ELISA é largamente
empregado como ferramenta diagnéstica em medicina e em controle de qualidade
industrial para deteccdo e quantificacdo de antigenos ou anticorpos em uma
determinada amostra. Sdo métodos similares ambos derivados do radioimunoensaio
(RIA). RIA foi primeiramente descrito por Berson e Yalow em 1960, pelo qual Yalow
recebeu o prémio Nobel em 1977 por medir insulina endégena em plasma. RIA foi
entdo desenvolvido como uma técnica inovadora para deteccdo e medicdo de
moléculas bioldgicas que se apresentam em pequenas quantidades pavimentando o
caminho para a analise de incontaveis outras moléculas como hormaénios, peptideos
e proteinas. Por questdes de seguranca, os radioisotopos utilizados no RIA foram
substituidos por enzimas no métodos EIA e ELISA (MARIANI, 1998).
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3.3.8 Eletroquimio Luminescencia - ECL

A ECL é um tipo de luminescéncia produzida durante reacdes eletroquimicas.
Em quimiluminescéncia, um estado eletrénico exitado intermediario é gerado por
reagdes altamente exotérmicas que, em seguida, durante a fase de relaxamento
emite uma luz. Este comprimento de onda da luz emitida pelo féton corresponde a
diferenca de energia entre estes dois estados (FORSTER, 2009). A excitacdo na
ECL pode ser causada por transferéncia de elétrons energéticos envolvidos nas
reacOes. Tal excitagdo é uma forma de quimioluminescéncia em que um ou todos os
reagentes sdo produzidos electroquimicamente (ALLEN,2004).

ECL tem muita aplicacdo em métodos analiticos por ser um método com alta
sensibilidade e especificidade. Geralmente sao utilizados complexos de ruténio
como o [Ru (Bpy)3]?* (que libera um féton de ~620 nm). A deteccéo do féton é feito
com tubos fotomultiplicadores (PMT) ou fotodiodo de silicio revestido de ouro ou de
sensores de fibra 6pticas(VALENTI, 2010; RAMPAZZ0,2012).

3.3.9 Cromatografia Liquida — Espectrometria de Massas

Com o desenvolvimento das fontes de ionizacdo a pressdao atmosférica a
partir do final da década de 80, o acoplamento Cromatografia Liquida (LC) —
Espectrometria de Massas (MS) aumentou consideravelmente a capacidade
analitica dos laboratorios do ponto de vista de sensibilidade, seletividade, velocidade
de andlise e facilidade no desenvolvimento de métodos analiticos (CAHILL et al,
2004).

De acordo com a IUPAC, a Espectrometria de Massas (MS) é definida como o
estudo da matéria pela formacdo de ions em fase gasosa e posteriormente
caracterizados por um Espectrémetro de Massas de acordo com sua massa, carga,
estrutura ou propriedades fisico-quimicas (/UPAC Gold Book). Em virtude do alto
grau informativo das andlises, MS pode ser utilizada tanto qualitativamente (ou seja,
para identificacdo de composi¢do elementar de compostos e elucidacao estrutural)
quanto como para analises quantitativas, em geral onde se buscam determinar
analitos nos niveis de tragos em matrizes complexas. O espectro de MS apresenta o
sinal referente ao padréao isotdépico do analito, que por sua vez é resultante do
padrao isotépico dos atomos constituintes do composto. Com isso, essa informagéo
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pode ser utilizada para prever a presenca de alguns atomos com padrdes isotépicos
bem caracteristicos (Cl, Br, S, dentre outros) (CAHILL et al, 2004). Além disso, 0
espectro de MS também pode, dependendo das condi¢cdes de aquisicdo, apresentar
sinais referentes a fragmentacdo do ion originalmente gerado na fonte. Esses
fragmentos por sua vez podem ser muito Uteis tanto do ponto de vista qualitativo,
fornecendo informacdes auxiliares para elucidagao estrutural, quanto quantitativo, no
sentido de aumentar a seletividade do método analitico. Finalmente, em virtude do
seu carater universal, o espectro de MS em geral apresenta sinal de outras espécies
que sao simultaneamente ionizadas ao analito de interesse. Nesse caso é
importante ressaltar que a relacdo de intensidade entre dois ions diferentes no
espectro ndo esta diretamente relacionada as concentragdes relativas do mesmo em
solucao, visto o carater intrinsicamente ndo-quantitativo da técnica (CARROLL et al,
2003).

3.3.10 Espectrometria de Massas Sequencial - MSMS

Quando se deseja obter informacdes estruturais ou aumentar a seletividade
de métodos quantitativos, a fragmentacdo do analito passa a ser desejada. Nesse
caso, isso ocorre em condi¢gdes muito bem controladas dentro do préprio MS, em
dispositivos conhecidos como Camara de Colisdao ou dentro do préprio Analisador
(no caso de lon Traps). Essa fragmentacao se da por meio de colisdes do analito de
interesse, com um gas neutro (em geral, Ar ou N2). Outros modos de aquisicado em
MSMS com fins qualitativos sdo os modos de Varredura de ions Precursores (PIS) e
Varredura de Perda Neutra (NL) (MARSHALL, 1998).

3.4 POLIMEROS

Varias técnicas para determinacdo da ciclosporina e de outros farmacos em
amostras biologicas se utilizam de polimeros na composicdo. Dentre esses
polimeros, a nitrocelulose tem sido o mais utilizado.

Os polimeros sdao macromoléculas formadas pela repeticio de muitas
unidades quimicas iguais, 0s meros ou unidades repetitivas ligadas covalentemente.
Para formacdo de um polimero deve haver determinadas condicbes de reacédo que

permitam a unidao dos mondbmeros. Em primeiro lugar para acontecer a
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polimerizacdo a molécula deve possuir funcionalidade igual ou superior a dois
(pontos reativos 22) que pode se apresentar de trés maneiras: presenca de pelo
menos dois grupos funcionais, presencga de insaturacdo e moléculas ciclicas (3/4
atomos) (BATICH; LEAMY,2003).

Quanto a origem os polimeros sao classificados como naturais e sintéticos.
Dentre os naturais, estdo os polimeros a base de proteinas e os polissacarideos
como a quitosana (LIMA, 2010).

Entre os diversos tipos de classificagdo, os polimeros podem ser
denominados homopolimeros, quando formados de um Uunico monémero, e
copolimeros ou heteropolimeros, formados por mais de um tipo monémero. Os
copolimeros podem ser alternados, aleatorios, ou em blocos (SINKO, 2008). No
caso dos copolimeros alternados, dois tipos de polimeros se alternam
sistematicamente. Para os copolimeros aleatérios os meros seguem uma sequéncia
aleatéria dentro da cadeia. Ja os copolimeros em bloco apresentam seqtiéncias
longas de um mesmo mero, alternando com sequéncias de outro mero (SINKO,
2008). A quitosana € um copolimero aleatério, cujas unidades monoméricas sao a

glicosamina e acetilglicosamina.

3.5 CELULOSE

A celulose (CgH10Os)n é um polimero polissacarideo de cadeia longa,
monomeérico, composto por glicose. A estrutura da celulose é formada pela uniao de
moléculas de [B-glicose através de ligagbes B-1,4-glicosidicas. A celulose possui
peso molecular variavel, com um valor minimo de n=200 (tipicamente 300 a 700
g/mol, podendo passar de 7000 g/mol) (NISHIYAMA, 2002). A Figura 12 ilustra a
molécula de glicose e celulose

A celulose é o mais abundante biopolimero da natureza e de grande
importancia na economia global (ALMEIDA,2013). A celulose € de grande interesse
devido a sua abundancia na natureza e biodegradabilidade, sendo usada em
diversas aplicacoes. (MORGADO, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
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Figura 12 - Molécula da glicose e celulose

EH OH EH oOH

CH OH

Fonte: NISHIYAMA, 2002

Em 1984, foi desenvolvido processo industrial de celulose bacteriana. A
membrana resultante desta sintese, apdés o processamento, é dotada de
permeabilidade seletiva, permitindo a passagem de vapor de agua, mas impedindo a
passagem de microorganismos. E homogénea, com espessura média de 0,05mm e
ndo contém adesivos ou aditivos. E constituida basicamente por celulose,
substancia inerte, resistente e insoluvel em todos os solventes organicos. Além
disso, possui caracteristicas fisicas especificas, tais como: permeabilidade definida a
liqguidos e gases, resisténcia a tragdo e alongamento e peso e estrutura molecular
caracteristico e estavel. A membrana de celulose vem sendo testada nas mais
variadas areas desde a utilizagdo como pele artificial até em industrias para
confeccao de coletes a prova de projéteis de arma de fogo, telas para computadores
e papel para preservacao de documentos histéricos (AMORIM, 2009).

3.6 NITROCELULOSE

Quando a celulose é exposta & mistura de Acido Sulfirico com Acido Nitrico
ela ganha atomos de Nitrogénio (N), passando a ser chamada de nitrocelulose. A
principal matéria — prima para a producdo de nitrocelulose é a celulose, retirada
principalmente da madeira e do linter de algoddao. Cada monémero da celulose
possui uma hidroxila priméria, mais reativa, e duas secundarias. Estas fungdes sédo
responsaveis por reagirem com o acido nitrico e formarem, posteriormente, a
nitrocelulose. Tal processo se da pela imersdo da matéria — prima em uma solugéo
sulfonitrica (mistura de acido nitrico e acido sulfurico). Na reacao, o hidrogénio do
grupo hidroxila é substituido pelo -NO2 (do acido nitrico através de uma reacao do
tipo esterificacdo de forma parcial (WORDEN, 2012). A Figura 13 ilustra a Estrutura

da Nitrocelulose.
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Figura 13 - Estrutura da Nitrocelulose

Fonte: WORDEN, 2012

O processo de fabricacdo consiste na purificagdo do linter bruto para
obtencado de celulose; nitragdo da celulose com mistura sulfonitrica; estabilizacao e
extracdo de acido residual, ocluso nas fibras da nitrocelulose, através da fervura
(WORDEN, 2012).

A nitrocelulose apresenta como caracteristicas ampla solubilidade em
solventes organicos, compatibilidade com diferentes resinas e plastificantes, filmes
transparentes e incolores, inodora e atoxica, facil de ser processada, eliminagéao
rapida de solventes na aplicacdo, Secagem rapida, baixa retencdo de solventes
residuais, preco competitivo, Disponibilidade em diversas viscosidades, solubilidade
em alcool (para baixas concentracées de nitrogénio). A nitrocelulose é classificada
em trés tipos: a piroxilina (pyroxylin), a pirocelulose (pyrocellulose) e o algodao
pélvora (guncotton). Esses trés tipos sao diferenciados quanto a solubilidade e os
valores da viscosidade da solu¢cdo (WORDEN, 2012).

3.7 QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero que pode ser utilizado em diversos campos
como engenharia, biotecnologia, ciéncias farmacéuticas e medicina. Como
biopolimero entende-se um conjunto de materiais poliméricos produzidos por
sistemas bioldégicos como microrganismos, plantas e animais e polimeros que sao
sintetizados quimicamente, mas que sédo derivados de materiais biolégicos iniciais,
como aminoacidos, agucares, gorduras naturais ou 6leos (U.S.CONGRESS, 1993).
Ela é obtida da transformacgédo da estrutura quimica, desacetilagdo da quitina, um



35

polimero encontrado em carapagas de artrépodes, principalmente os crustaceos. E
usada como meio complexante de ions metalicos, para a confeccao de matrizes de
liberacdo controlada de farmacos, producao de filmes com diversas aplicagdes. A
cadeia polimérica da quitosana € do tipo ramificada e para determinadas aplicagbes
ela tem sido reticulada por agentes reticulantes e ainda pode ser semi-cristalina ou
cristalina dependendo do estado fisico, do tratamento do polimero durante a
extracao e da origem (LIMA, 2010).

A Quitina é o segundo polimero mais abundante da natureza, depois da
celulose, sendo o constituinte principal das carapacas dos artrépodes, dentre os
quais se destacam os crustdceos (caranguejos, camardes, lagostas e siris) e
encontrado em menor quantidade em outras espécies animais. E, também, o
constituinte principal das paredes celulares nos fungos (FRAGA et al. 2006).

A quitina e a quitosana passaram a ser utilizadas na area biomédica pelo fato
de possuirem caracteristicas técnicas econdmicas importantes e por apresentarem
propriedades bioldégicas como atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
aléem de serem oriundos de fontes naturais renovaveis. A quitina e a quitosana
podem ser empregadas como biomateriais sob a forma de biofilmes de recobrimento
(membranas), solugdes coloidais ou esponjas, no tratamento de ferimentos ou
queimaduras, como carreadores de farmacos e outras moléculas e apresentam
varias utilizagées na agricultura e na industria de alimentos (DALLAN, 2005; SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitina é um polimero constituido por uma sequéncia linear de acucares
monoméricos  B-(1-4)  2-acetamido-2-desoxi-D-glicose  (N-acetilglicosamina)
possuindo, assim, estrutura semelhante a das fibras de celulose. A diferenga
estrutural entre estas duas fibras se deve aos grupos hidroxila, localizados na
posicao dois, que na quitina foram substituidos por grupos acetamino, sendo a mais
abundante fibra de ocorréncia natural depois da celulose (GIL; FERREIRA, 2006).

A quitosana é obtida pela desacetilacdo da quitina, mais especificamente do
carbono 2 do segundo mondémero. Desta forma, quanto a estrutura quimica, a
principal diferenga entre a quitina e a quitosana diz respeito a presencga do radical
acetato, ligado ao radical amino, no carbono 2 que compde o anel principal da
estrutura (CAMPANA FILHO et al., 2007; KUMAR, 2000).

O processo de desacetilacdo consiste na remocao da maioria dos radicais
acetilas da estrutura e substituicio dos mesmos por um atomo de hidrogénio,
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resultando em um radical amino. Entdo, os polimeros desacetilados, com grau de
desacetilagdo acima de 50%, podem ser considerados quitosana. Outros autores
consideram que o termo quitosana refere- se a um grande numero de polimeros com
diferentes graus de desacetilagcdo (40-98%) e massas molares (50.000-2.000.000
Da) e que estas sdo as caracteristicas mais importantes na determinacao de suas
propriedades fisico-quimicas e de suas propriedades biolégicas (HEJAZI, AMIJI,
2003).

A quitosana é um copolimero de 2-amino-2-deoxi- D-glicopiranose e 2-
acetomido-2-deoxi-D-glicopiranose unidos alternadamente por ligagcoes glicosidicas
B(1-4) de composicao variavel em funcdo do grau médio de acetilacdo (GA), que
representa a fracao de unidades 2-acetomido-2-glicopiranose e 2-amino-2- deoxi-D-
glicopiranose e é um dos principais parametros para a sua caracterizacdo. A
proporgéo relativa dessas unidades nas cadeias macromoleculares de quitosana
tem efeito marcante na sua solubilidade. Em pH acido, a quitosana comporta-se
como um polieletrdlito catidnico insoluvel em agua, porém torna-se soluvel em
solugbes aquosas de acidos organicos. Trata-se de um polimero natural muito
versatil originado do exoesqueleto de crustaceos. E um copolimero de quantidades
variaveis de mondmeros com unidades estruturais de N-acetil ligados
covalentemente com N-glucosamina (SEVERINO et al, 2007).

Durante o processamento a quitosana se comporta como um pseudoplastico
e sua viscosidade pode ser adaptada pelo controle dos tipos e concentracbes de
reagentes, acidez do ambiente, tempo e temperatura empregados. Do peso
molecular também dependem propriedades como viscosidade, solubilidade,
elasticidade. A viscosidade determina a resisténcia do produto (BANSAL et al,
2011).

Devido as suas propriedades de bioabsorcdao ela pode adsorver moléculas
como drogas rapidamente tornando possivel seu uso em procedimentos
odontolégicos, ortopédicos e oftalmoldgicos (BANSAL et al, 2011)

Esse polimero natural possui uma estrutura cristalina, sendo, dessa forma
insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes organicos e tem baixa
reatividade quimica. A quitina € encontrada em abundéancia na natureza e tem como
principais fontes naturais as carapagas de crustaceos (notadamente caranguejo,
camarao e lagosta), sendo também encontrada em insetos, moluscos e na parede
celular de fungos (DALLAN, 2005).
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A desacetilacdo da quitina pode ser realizada por processos quimicos ou
enzimaticos, porém esses ultimos ndo sdo empregados em escala industrial, devido
aos custos elevados de extragcdo das desacetilases bem como de sua baixa
produtividade. Nos processos quimicos da desacetilagdo geralmente a quitina €
suspensa em solugcdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40 — 60%) por
tempo variavel (0,5 — 24h) e a temperaturas relativamente elevadas (50 — 1300C).
As caracteristicas da quitosana obtida sdo determinadas pela concentragdo da
solugéo alcalina e razao quitina/solu¢do alcalina, tamanho das particulas de quitina,
temperatura, tempo e atmosfera de reacdo (CAMPANA FILHO et. al., 2007). A
Figura 14 ilustra a molécula de Quitina e Quitosana.

Figura 14 - Molécula de Quitina e Quitosana.
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Fonte: CAMPANA FILHO et. al.(2007).

Segundo Lourenco (2006), a quitosana apresenta propriedades interessantes
para a utilizacdo na area farmacéutica, pois, comparada a muitos outros polimeros
naturais, ela tem a vantagem de possuir carga positiva em pH acido, o que confere a
mesma, propriedade de mucoadesividade.

Quando polimeros sdo aquecidos a temperaturas mais elevadas, varias
mudancas fisico-quimicas podem ocorrer como a formagdo de gases, liquidos e
mudancas de coloracdo. A degradacao térmica é uma reacao que envolve a ruptura
das ligagdes das cadeias principais e secundarias. A habilidade do polimero em
resistir a decomposi¢do quimica causada pelo aquecimento a altas temperaturas é
chamada de estabilidade térmica. Um dos fatores determinantes da estabilidade
térmica do polimero é a energia das ligagdes da cadeia principal. A ligacao C-C é
uma das mais resistentes a degradacdo térmica. A presenca de atomos de

hidrogénio na molécula do polimero diminui a energia entre a ligacdo C-C, motivo
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pelo qual os hidrocarbonetos com elevada massa molecular e seus derivados
possuem comparativamente baixa estabilidade sendo facilmente degradados com o
aquecimento a temperaturas mais elevadas. A quitosana, quando aquecida a
temperaturas mais elevadas sofre degradacdo. A enzima responsavel pela
degradacdo da quitosana, a lisozima, esta presente em tecidos, érgaos e fluidos
corporais de mamiferos e os produtos da degradacao enzimatica da quitosana sao
oligbmeros de n-acetil-D-glicosamina, que, além de apresentarem propriedades
cicatrizantes e antimicrobianas, sdo totalmente absorvidos pelo organismo. Dessa
forma, a quitosana tem atraido a atengéao devido a sua decomposi¢cao por enzimas e
por apresentar produtos de degradagéao nao téxicos (DAMIAN et. al., 2005).

Por tratar-se de um polimero catiénico, em condi¢cdes de pH neutro e alcalino,
apresenta grupamentos amino livres sendo, desta forma, insoluvel em agua, em
solventes organicos e em bases, mas € soluvel na maioria das solucdes de acidos
organicos com pH inferior a 6, pois em pH acido os grupamentos amino podem ser
protonados (NH3"), tornando o polissacarideo solivel. O &cido acético e o férmico
sd0 0s mais usados para a solubilizacao da quitosana. Alguns acidos inorganicos
diluidos, tais como: acido nitrico, cloridrico, perclérico e fosférico, também podem ser
usados para preparar uma dispersao da quitosana, mas somente apds prolongada
agitacdo e aquecimento. Misturas como dimetilformamida com tetréxido de
dinitrogénio numa propor¢ao de 3:1 também podem ser utilizados como solventes. A
estrutura D-glicosamina do polissacarideo quitosana é rigida e hidrofilica. Apresenta
muitos grupos reativos para ativacao quimica e reticulacao e é capaz de formar sais
com acidos organicos e inorganicos. Apresenta propriedades quelantes e
condutividade ibnica. Agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, etilenoglicol
diglicidil éter, tripolifosfato, acido sulfarico e epicloridrina, s&o usados para aumentar
a estabilidade quimica e a resisténcia mecanica da quitosana. A quitosana
apresenta grupos funcionais potencialmente reativos como grupamentos amina (-
NH,), varios grupos hidroxilas primérios e secundarios nas posi¢oes C-2, C-3 e C-6
que, por sua vez, apresentam forte afinidade com a agua. Modificacdes feitas nestes
grupamentos produzem diferentes materiais que podem ser utilizados em diversas
aplicacoes. O biopolimero quitosana apresenta uma carga positiva por residuo
glicosamina, dessa forma interage com moléculas de carga negativas e tem
propriedade de adsorcédo. Apresenta habilidade formadora de filme; pode ser usado
como material para isolamento de biomoléculas (CRINI; BADOT, 2007).
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Possui atividade antimicrobiana que pode ser explicada por trés mecanismos:
1) A interagdo superficial idnica entre a quitosana e o microorganismo resulta em
vazamento de eletrolitos e outros constituintes protéicos de baixa massa molar pela
parede celular; 2) A penetracao da quitosana dentro do nucleo dos microorganismos
inibe a sintese de RNA e proteinas e 3) A formagcao de uma barreira externa provoca
a diminuigdo de nutrientes essenciais para o crescimento microbiano. A massa
molar e o grau de acetilagdo sdo importantes fatores na determinacao da atividade
antimicrobiana da quitosana. Quanto mais baixa a massa molar e menor o grau de
acetilacdo mais eficiente sera essa atividade na redugdo do crescimento e
multiplicagdo do microorganismo (DAMIAN et. al, 2005).

Possui ainda efeito coagulante, efeito analgésico, aceleracao da cicatrizagao,
efeito hipocolesterolémico e hipolipidémico devido a sua capacidade de se ligar aos
lipideos da dieta, interferindo na absorcdo intestinal dessas gorduras (SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Desenvolvimento e Avaliacao

de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), na Universidade Federal de Campina
Grande-UFCG/UAEMa.

4.2 MATERIAIS
J Quitosana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich);
o Tiras de nitrocelulose utilizados em kits de diagndstico de dois fabricantes;

. Acido Acético PA (VETEC);
R Hidroxido de Sédio PA (VETEC).

4.3 METODOS
4.3.1 Preparacao dos Scalffolds de Quitosana

Foi preparada uma solucdo de quitosana a 1% a qual foi e filtrada para
remover a parte insoluvel, vertida 10 mL de quitosana em placa do tipo Petri e
submetida ao processo de congelamento por Bio Freezer na temperatura de -5 °C
por um periodo de 24h.

Apés o processo de congelamento, as amostras foram liofilizadas por 48h na
temperatura de -5 °C para remog¢ao dos cristais de gelo pelo método de sublimacao.

Terminado o processo de liofilizagdo, os scalffolds foram neutralizados com
solucdo de hidréxido de sodio 1 mol/L por um periodo de 1h. Lavou-se com agua
destilada para retirada do excesso de hidréxido de sodio, aferiu-se o pH, congelou-
se novamente e liofilizou-se. Posteriormente os scalffolds foram secos em

temperatura ambiente e submetidos as caracterizagdes.
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4.3.2 Obtencao das tiras de diagndstico de nitrocelulose

As tiras de nitrocelulose utilizadas em teste de diagndstico rapido registradas
na Anvisa foram obtidas em farmacia. Apos a obtencao, as amostras de tiras de
nitrocelulose foram selecionadas aleatoriamente e enviadas para realizacdo das

mesmas caracteriza¢oes realizadas nos scalffolds de quitosana.

4.4 CARACTERIZACOES

4.4.1 Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) / Espectroscopia por Energia

Dispersiva de raios X (EDS)

O MEV/EDS foi realizado em um equipamento da marca PHENOM, modelo
MEV PROX, do fabricante PHENOM WORD, com um aumento maximo de 40000x,
profundidade de foco 1mm, resolugdo de 30nm, tensdo de 5, 10 e 15 KV, baixo
vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metélico. O MEV foi
acoplado ao sistema de EDS (Energy Dispersive System), o qual possibilitou a
determinacao da composicao qualitativa e semiquantitativa das amostras, a partir da
emissao de raios X caracteristicos.

Para realizagdo das analises de microscopia eletrénica de varredura foram
utilizadas amostras de 2 mm x 0,5 mm. As imagens foram obtidas nos aumentos de
100x e 1000x.

Para a identificagdo quimica do material foi utilizado um equipamento da marca
PHENOM, modelo MEV PROX, acoplado com sistema para micro analise quimico
por Espectroscopia de Energia Dispersiva.

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura possui uma elevada
resolucao que é aliada a uma adequada profundidade de campo, podendo produzir
imagens de grande relevo geométrico da superficie da amostra.

Na microscopia eletrénica de varredura o feixe de elétrons é rastreado pela
superficie da amostra e a imagem é produzida pela coleta dos elétrons secundarios
emitidos pela superficie excitada por um cintilador. Este ensaio foi realizado com a
finalidade de observar a morfologia todas as amostras ensaiadas nesta pesquisa e

compara-las.
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Ja a técnica de Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X, € um dos
mais importantes instrumentos para a analise quimica de materiais organicos e
inorgénicos. Este tipo de andlise usa um material semicondutor para detectar os
raios-X, e um analisador multicanal e converte a energia de raios-X em uma
contagem eletrbnica. A partir do valor acumulado destas contagens € criado um
espectro que representa a analise quimica da amostra. Desta forma este ensaio foi
realizado com o objetivo de analisar, quantitativamente os elementos quimicos

presentes nas amostras estudadas.

4.4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As andlises utilizando a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) das amostras foram realizadas em temperatura
ambiente e o equipamento utilizado foi um Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica
FTIR foi usada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes nas amostras estudadas nesta pesquisa, utilizando a faixa de varredura
de 4000 a 600 cm™'. As tiras de carreamento (denominadas A e B) de nitrocelulose
adquiridas no mercado brasileiro foram analisadas por FTIR para identificacdo das
bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas amostras. A
identificacdo dos grupos funcionais se mostra importante para determinagao do grau

de hidrofilicidade do material estudado nesta pesquisa

4.4.3 Molhabilidade por Medidas de Angulo de Contato

A técnica consiste no calculo da tensado superficial da membrana baseada na
andlise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota de agua
destilada com tensao superficial conhecida e a superficie sélida depende da relacao
entre as forcas adesivas, que fariam a gota espalhar-se sobre a superficie. Na
realizacdo desta analise foi utilizado um gonidbmetro desenvolvido por técnicos da
Unidade Académica de Engenharia Mecéanica da Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG.
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Por meio de medidas de angulo de contato (8) entre o substrato e agua pode-

se avaliar a hidrofilicidade da superficie das amostras.
4.4.4 Ensaio de Intumescimento

Este ensaio foi realizado em PBS. Triplicatas do material analisado, seco,
inicialmente pesado, foram colocadas em imersdo em solugdo de PBS. A medida de
massa foi feita a cada intervalo de tempo e o ensaio foi realizado até a amostra obter

massa constante. O grau de intumescimento foi calculado pela equagéo 1.

me —m;
m;

%1 = <100 Equacéo (1)

Onde: mi = massa inicial

mf = massa intumescida
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR).

A Figura 15 ilustra os espectros das tiras de nitrocelulose.

Figura 15 - Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) das tiras
de nitrocelulose (amostras A e B).
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O espectro de FTIR para a nitrocelulose mostra a banda do grupamento OH
em torno de 3440 cm™, a vibracdo do grupo NO, em 1643 cm ', a flexdo do grupo
NO, em 1274 cm . Os picos em torno de 1643 e 1274 cm™ sdo caracteristicos de
nitrocelulose corroborando com a pesquisa de SUDE, et.al., (2012).

As amostras de quitosana em p6 e em forma de scalffolds foram analisados
por FTIR para comparagdo com os resultados obtidos nas tiras de nitrocelulose e os
espectros de infravermelho obtido estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier da Quitosana
em pé (a) e do scalffold de quitosana (b).
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Fonte: Prépria

Nos dois espectrogramas nao sao observadas alteragbes e ambos
apresentam todos os picos caracteristicos da quitosana e corrobora com a literatura.
Segundo Wang, Du, Liu (2004) e Fidéles (2010) espectros entre 3400 a 3500 cm™
sdo atribuidos a vibragdes de estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ ou N-H,
assim como as ligacbes de hidrogénio intermoleculares das cadeias do
polissacarideo. As bandas em 2918 cm™ (menor intensidade) e 2880 cm™ (maior
intensidade) sao atribuidas as vibragdes de estiramento do grupo C-H assimétrico e
simétrico, respectivamente. Além disso, uma banda caracteristica da deformacao
angular do CH, aparece na regido de 1407 cm™. As bandas a 1643 cm™ e 1553 cm™
correspondem ao modo de vibracao por estiramento da ligagdo C=0 e a deformacao
da ligacdo N-H, respectivamente. A existéncia dessas duas bandas (C=0O e N-H),
conjuntamente indica a presenca de grupos amidas (AROF; OSMAN, 2003), da
mesma forma, a banda na regido de 1378 cm-1 é caracteristica da vibracdo de
deformacado angular simétrica dos grupos metil (CH3) do grupo acetamido (KOLHE,
KANNAN, 2003; TORRES et al., 2005), dados que confirmam que a quitosana
utilizada naquele estudo era um produto parcialmente desacetilado (SIONKOWSKA
et al., 2004). As bandas de absorcédo na regiao de 1152 e 895 cm-1 (estiramento de
ligacbes C-O-C), 1057 e 1027 cm-1 (vibracdes de estiramento do grupo C-O) séo
caracteristicas da estrutura sacaridica da quitosana (MINCHEVA et. al, 2004). As
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frequéncias vibracionais das bandas e suas atribuicées estdo resumidas na Tabela
1.

Tabela 1 - Atribuicdes das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR da quitosana.

Atribuicées Frequéncias vibracionais (cm™)
OH, N-H 3331
CH, 2918
CHs, 2880
C=0 1643
N-H(Amidas) 1553
CH, 1407
CH; 1378
v(C-0-C) 1152
v(C-0) 1057
v(C-0) 1027
v(C-0-C) 895

Fonte: HOLANDA, 2010

O espectro de infravermelho obtido do scalffold de quitosana é apresentado
na Figura 16, onde se observa picos de absorcdo muitos semelhantes aos
encontrados na amostra de quitosana em pdé. Nao foi visualizada diferenca de
grupos funcionais indicando que o processo de neutralizagdo da quitosana foi eficaz.

Os espectros encontrados para as tiras de nitrocelulose e para a quitosana
mostram a presenga de grupos funcionais compativeis com a caracteristica de

hidrofilicidade necessaria aos dois produtos.

5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) / ESPECTROSCOPIA
POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDS)

A Figura 17 ilustra a micrografia da tira de nitrocelulose (A) e seu respectivo
EDS.
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Figura 17 - MEV/EDS das tiras de nitrocelulose da amostra A

Weight percentage Certainty
5 o 52.2% 99.1%

Si 120.4% 99.1 %

Na 14.0% 98.5%
N 4.8% 97.2%
Ca 4.1% 96.8 %
Al 24% 96.8%
Mg 2.0% 95.7 %

0 1
76,749 counts in 120 seconds

Fonte: Prépria

Na micrografia da Figura 17 é possivel observar uma estrutura com presenca
de fibras entrecruzadas de diametro uniforme com aspectos de palitos sem dobras e
que origina poros interconectados. Verificam-se nas superficies das fibras particulas
brancas de tamanho e forma variados que possivelmente seja carga inorganica que
sao utilizadas para aumentar o perfil hidrofilico do material. Este fato € justificado
pelo resultado de EDS, onde foram encontrados elementos quimicos como Si, Al,
Ca, Na e Mg. Foi encontrando também, elementos quimicos como O e N, elementos
que compde as fibras de nitrocelulose.

Na Figura 18 é observada a micrografia da tira de nitrocelulose (B) e seu

respectivo EDS.

Na micrografia da Figura 18 observar-se estrutura parecida com o observado
na Figura 17 com presenca de fibras entrecruzadas de diametro uniforme, flexivel e
que origina poros interconectados. A superficie da fibra difere da observada nas
amostras A e também nao apresenta estruturas particulares o que corrobora com os
elementos quimicos encontrados no EDS. Sendo este material, aparentemente de
composicao quimica mais simples, que foram encontrados apenas O, C e N,

elementos que compde as fibras de nitrocelulose.
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Figura 18 - MEV/EDS das tiras de nitrocelulose da amostra B

Weight percentage Certainty

o 83.0%  98.9%
N |6.0% 96.7 %

C 15.9% 98.4 %

0 1
32,217 counts in 120 seconds

Fonte: Prépria

Na Figura 19 observa-se a microfotografia do Scalffold de Quitosana com seu
respectivo EDS.

Figura 19 - MEV e EDS do Scalffold de Quitosana

Weight percentage Certainty

o} 84.7% 99.3 %
N 19.5% 98.4%
6 5.8% 99.0 %

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

a x
66,096 counts in 120 seconds

Fonte: Prépria

Observa-se uma superficie uniforme, lisa e plana, aparentemente sem a
presenga de poros visiveis. Este aspecto pode esta relacionado a regido avaliada da
amostra estudada como também ao tamanho dos poros, pois os Scalffolds quando
observados macroscopicamente verificou-se um material de aspecto esponjoso com
presenga de grande quantidade de poros. Ja no EDS evidenciou-se a presenca dos
elementos C, O e N, tipicos da composicao quimica da quitosana.
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Pode-se dizer que o MEV e o EDS foram importantes para verificacao de
morfologia e composicdo quimica respectivamente de todas as amostras, pois
verificou-se que a composicao quimica das tiras é realmente de nitrocelulose como
afirma o fabricante. No entanto observou-se algumas diferengas entre os dois
fabricantes quanto a composicdo quimica das amostras que podem estar
relacionadas ao segredo industrial. As informag¢des de composigéo tém importancia
para compreensao do comportamento funcional dos produtos especialmente na sua
capacidade de absorgao e carreamento de liquidos.

5.3 MOLHABILIDADE

As tiras de carreamento de nitrocelulose adquiridas foram analisadas pela
técnica da molhabilidade para avaliagdo da hidrofilicidade da superficie das
amostras. Para este ensaio foram utilizadas trés amostras de cada scalffold e
realizadas 5 medi¢cdes em cada uma delas.

A Figura 20 ilustra o resultado da molhabilidade das tiras A e B de
nitrocelulose.

Figura 20 - Molhabilidade das tiras de nitrocelulose amostras A e B.

Fonte: Prépria

Foram utilizadas trés amostras de cada tipo de tira de nitrocelulose. As
medidas de angulo ndo foram realizadas devido a ndao formacdo da gota sobre as
mesmas o que resultou no angulo de contato igual a zero e consequentemente alta
hidrofilicidade e molhabilidade. De acordo com os resultados, verifica-se que as tiras
nao apresentaram formacao de gota, o que indica hidrofilicidade 100%. As tiras tém
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a funcao de permitir a capilaridade das amostras (liquido bioldégico) com o analito a
ser pesquisado, desta forma era esperado que elas fossem realmente hidrofilicas.
A Figura 21 ilustra o resultado da molhabilidade dos scalffolds de quitosana.

Figura 21 — Molhabilidade do scalffold de quitosana inicial e apds 3 segundos.

Fonte: Prépria

Os scalffolds de quitosana produzidos também foram analisados quanto a
molhabilidade e observou-se que ocorreu a formagdo da gota na superficie do
material (Figura 21) com angulo de contanto médio de 38%. No entanto,
aproximadamente, ap6s 3 segundos de contato, o liquido foi totalmente absorvido
pelo scalffold, evidenciando uma alta hidrofilicidade, mas que, quando comparada as
amostras de nitrocelulose pode afirmar que esta foi menor. Pelo fato de ter sido
encontrados elementos como Ca, Si, Mg entre outros em uma das amostras de
nitrocelulose e as conhecidas propriedades de absorgcao de liquidos dos elementos
encontrados, pode-se acreditar que a adicdo de carga mineral nas amostras de
quitosana podera aumentar ainda mais a hidofilicidade destes materiais.

Os resultados expressos na Figura 21 foram obtidos a partir da média dos
angulos de contato encontrados nas amostras. De acordo com os resultados,
verifica-se que os scalffolds apresentaram uma medida de angulo de contato menor
que 90°, caracteristica de material hidrofilico.

Os resultados da molhabilidade evidenciaram que a nitrocelulose possui
100% de hidrofilicidade o que justifica seu uso como a substancia de escolha para
confecgdo das tiras carreadoras. J& o material desenvolvido com quitosana
demonstrou ter hidrofilicidade de 38% no tempo zero e 100% de hidrofilicidade apds
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3 segundos de contato conferindo-lhe um alto grau de hidrofilicidade,
caracterizando-a como possivel material de escolha para tal finalidade.

5.4 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO

As tiras de carreamento de nitrocelulose e os scalffolds foram analisados pela
técnica de intumescimento para avaliagdo da capacidade de retencao de liquido. A
Tabela 2 ilustra os resultados do grau de intumescimento e seus respectivos desvios
padréo das tiras de nitrocelulose amostras A e B e do scalffold de quitosana.

Tabela 2 - Grau de Intumescimento

Amostra Grau de Desvio Padrao (%)
Intumescimento (%)

A 1749 9
B 1619 117
Scalffolds 2258 104

Fonte propria

Nos resultados observados na Tabela 2, verifica-se que o0 grau de
intumescimento da amostra scalffold de quitosana foi superior aos graus das
amostras de tiras de nitrocelulose indicando maior absor¢ao de agua pela quitosana,
pois quanto menor o grau de intumescimento menor a absorcdo de agua pela
amostra.

Tendo como base os resultados de molhabilidade e do grau de
intumescimento pode-se inferir que a quitosana possui potencial para carreadores
de liquidos. No entanto, esta capacidade de intumescimento também deve ser
considerada quando a finalidade é carreamento dos liquidos. Ou seja, para que a
tiras de quitosana sejam aptas na substituicdo das tiras de nitrocelulose devera
receber tratamento com a finalidade de aumentar sua hidrofilicidade e limitar sua
capacidade de intumescimento para que nao ocorra a absor¢cdo e consequlente
expansdo demasiada no momento do seu uso, pois 0 alto grau de intumescimento
pode interferir no deslocamento do liquido.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios de Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) mostraram a presenca de grupos funcionais caracteristicos da
nitrocelulose como OH, C-H, NO,, C=C, C-H e C-O e da quitosana os grupos O-H,
CHa, CH3, C=0, N-H, CHz, CH3, (C-O-C) e (C-0O).

A Microscopia Eletrébnica de Varredura e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X foram importantes para verificacdo de morfologia e
composi¢ado quimica elementar respectivamente. A amostra A de nitrocelulose é
formada por elementos tipicos como C, O e N e pelos elementos inorganicos Si, Ca,
Mg, Na e Al possivelmente adicionados para melhorar suas caracteristicas de
absor¢cdo e conducdo. A amostra B mostrou-se ser constituida apenas pelos
elementos tipicos C, O e N, mesmos elementos encontrados na quitosana.

As informagdes de composicdo elementar aliadas a andlise das férmulas
estruturais e da morfologia evidenciada nas micrografias tiveram importancia para
compreensao do comportamento funcional dos produtos especialmente na sua
capacidade de absorcao e carreamento de liquidos.

Os resultados da molhabilidade evidenciaram que a nitrocelulose possui alta
hidrofilicidade e que a quitosana também demonstrou-se hidrofilica, no entanto, em
menor grau. Infere-se que a nitrocelulose e a quitosana possuem alto grau de
molhabilidade o que indica serem materiais com potencial para utilizacdo como
carreador.

Este trabalho, portanto, abre uma perspectiva de estudo voltado para
desenvolvimento de produtos a base de quitosana como material carreador com a
finalidade de uso em dispositivos diagnéstico de testagem rapida, amplia o campo
de utilizacdo da quitosana, cria novas opcdes no desenvolvimento e producdo de

produtos diagndsticos e incentiva o desenvolvimento da tecnologia nacional.
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