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RESUMO

 Os biomateriais são uma das bases principais nos estudos de Engenharia de Tecido sendo os hidrogéis de grande interesse. Um dos polímeros que melhor atende as necessidades de um hidrogel é a quitosana. No presente estudo hidrogéis de Quitosana foram reticulados com ácido adípico na presença de carbodiimida solúvel em água a fim de obter filmes para aplicação potencial biomaterial em engenharia de tecidos. A matéria-prima utilizada foi caracterizada através de Titulação potenciométrica e DRX. Os filmes produzidos foram caracterizados por análise qualitativa, por MEV e DRX a fim de analisar sua morfologia e sua cristalinidade com e sem a adição de um ativador dos grupos funcionais do ácido. Os resultados mostraram que a reticulação com o ácido adípico aumentou a cristalinidade da quitosana e a adição da carbodiimida acarretou em uma diminuição dessa cristalinidade, indicando o favorecimento do processo de reticulação.  Espera-se com o estudo destes hidrogéis, obter materiais com características que os habilite, a serem utilizados potencialmente a fins biomédicos.
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INTRODUÇÃO

Os biomateriais são uma das bases principais nos estudos de Engenharia de Tecidos sendo a ciência dos materiais associada a biologia molecular , a bioengenharia e a química, trabalhando as cerâmicas, os metáis e os polímeros para o desenvolvimento de novos biomateriais1.

No foco desse desenvolvimento os estudos de biomateriais para utilização em tecidos humanos é um dos grandes campos da atualidade. Dentro da engenharia de tecidos, as similaridades do material a ser utilizado com o tecido ao qual será introduzido são fundamentais para o sucesso do implante, sendo assim os hidrogéis  se apresentam com propriedades que os tornam de grande interesse, tais como manutenção do teor de água, hidrofilicidade, expansibilidade, permeabilidade seletiva, consistência macia e baixa tensão interfacial2.

Os hidrogéis são materiais baseados em ligações cruzadas entre as cadeias poliméricas, ou seja, pela reticulação de polímeros.  Portanto, o grau dessa reticulação deve ser bem delineado observando que sua proporção pode gerar alteração nas características físico-química e mecânicas do hidrogel sintetizado.  

Um dos polímeros que indubitavelmente atende às necessidades de um hidrogel é a quitosana (QUI), constituída predominantemente por unidades D-glicosamina, proveniente da N-desacetilação da quitina, constituinte do exoesqueleto de crustáceos e insetos. A quitosana apresenta, dentre outras propriedades, biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e grande adesividade, justamente pela sua natureza policatiônica3.

A reticulação é um processo baseado na interligação de cadeias através da reação das mesmas com uma substância química bifuncional, capaz de gerar uma rede tridimensional polimérica mais rígida. Os agentes reticulantes utilizados da produção de hidrogéis devem ser moléculas de baixa massa molar e que possuam no mínimo dois grupos funcionais reativos para permitir o intercruzamento entre as cadeias poliméricas, outro parâmetro desejado é a não toxicidade dessa molécula4. 

Diante das informações apresentadas o objetivo proposto para este trabalho é estudar a viabilidade na obtenção de hidrogéis do polímero quitosana reticulados quimicamente com ácido adípico por uma reação mediada por uma carbodiimida solúvel em água, o Cloridrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDAC) a serem utilizados para fins biomédicos, como curativos ou como um sistema de liberação de fármacos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analítico (P.A.) e água Milli-Q foi utilizada em todas as soluções com resistividade mínima de (18,0MΩ.cm) a 25 °C.

Quitosana (Sigma-Aldrich - massa molar (MW) = 340.000g/mol, GD= >75%) Ácido acético (Sigma-Aldrich), Ácido adípico (Vetec Química) Cloridrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida - EDAC (Fluka).

Preparação dos Hidrogéis 

Os hidrogéis foram preparados através da mistura de quitosana 0,5g em 50mL de solução de COOH(CH2)4COOH 1% (em massa) sob agitação a 60  °C até completa dissolução. Foram adicionados 4mL de NaOH ainda sob agitação com posterior resfriamento até 40 °C. A adição da carbodiimida EDAC foi realizada sob agitação, onde foram preparadas três amostras, a primeira sem adição de EDAC  identificamos de (A), a segunda com adição de 0,06% (m/v) de EDAC  identificamos de (B) e a terceira com adição de 0,11% (m/v) de EDAC denominada de (C). Quando iniciada a gelificação, as amostras foram cuidadosamente distribuidas em placas de petri e, após 7 dias à temperatura ambiente, foram levadas a estufa de secagem a 40 °C por 24 horas. Os filmes formados foram lavados com um excesso de Ácido acético 5%  (em massa) e finalmente com água deiionizada. Por fim foram levados a secagem em estufa a 40 °C por mais 24 horas5,6. 

Caracterização da matéria-prima

As análises das matérias-primas foram realizadas através dos métodos de Titulação potenciométrica e Difração de raio-X (DRX).

O grau de desacetilação (GD) da quitosana foi realizada através do método de titulação potenciométrica, em peagâmetro TECNOPON MPA 210 onde 0,2g de quitosana foi dissolvida em 20mL de solução padrão de HCl à 0,10N, para que ocorra a protonação dos grupos aminos presentes. Em seguida, foi introduzido na solução o potenciômetro previamente calibrado e iniciada a titulação com solução padrão de NAOH 0,01 mol/L. Foi obtida uma curva típica de titulação potenciométrica7,6. 

Os valores obtidos foram aplicados a Eq. (A), descrita abaixo, onde n1 é o número de mols titulados (monômero desacetilado), 161g/mol é a massa molar do monômero desacetilado, n2 é o número de mols de monômero acetilado e 204g/mol é a massa molar do monômero acetilado. O valor obtido foi aplicado a Eq. (B), que descreve, em porcentagem, o grau de desacetilação, e este foi comparado ao valor fornecido pelo fabricante:

                                   Massa da amostra = n1 x 161 + n2 x 204                                (A)

                                             GD% = (n1  /   n1 + n2) X 100                                         (B)

A análise da difração de raio-X (DRX) da matéria-prima quitosana e ácido adípico, foi realizada em equipamento SHIMADZU XRD 7000 a partir do material em pó com 2θ variando de 3,0° a 40,0° com passo de 0,06°.  A quitosana foi avaliada com base nas estruturas ortorrômbica e monoclínica usando para isso radiação Kα do cobre6. 

A partir das áreas do difratograma que foram identificadas como fração cristalina (AC) e amorfa (AA) e calculadas através do programa Microcal Origin® 6.0, o grau de cristalinidade (GC) foi estimado a partir da Eq. (C).

                                                 GC = AC / (AC + AA) x 100                                         (C) 


Caracterização dos Filmes do Hidrogel

Foi realizada análise qualitativa através de observações visuais dos filmes produzidos. Estas observações foram realizadas levando-se em conta a solubilidade, miscibilidade, coloração e segregação de fases dos filmes. Foi realizada avaliação da espessura dos filmes obtidos com um micrometro Mitotoyo (Â±10 μm).

A análise morfológica dos filmes foi realizada em microscopia eletrônica de varredura (MEV), no equipamento SHIMADZU SSX-550. As amostras foram cobertas com fina camada de ouro por “sputtering” e posicionadas de forma que estejam a máxima distância do alvo, impedindo assim danos aos filmes. A Difratometria de Raio X (DRX) foi realizada em equipamento SHIMADZU XRD 7000, com 2θ variando de 3,0° a 40,0° com passo de 0,06° 6.  

O cálculo do grau de cristalinidade dos filmes foi executado da mesma forma que para as matérias-primas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Caracterização da matéria-prima

Para determinação do GD da quitosana, foi realizado o ensaio de titulação potenciométrica. A Fig. 1 apresenta a curva típica de titulação obtida a partir da solução de quitosana, onde os pontos de inflexão correspondem a neutralização do HCl excedente na solução (353mL) e a neutralização dos grupos amino livres presentes na amostra (583mL) respectivamente, para uma melhor observação a Fig. 2 apresenta os valores da derivada primeira da quitosana6. 

De acordo com o observado na curva e juntamente com os cálculos realizados através das equações Eq. (A) e Eq. (B) onde foi determinada, através do volume de NaOH gasto no segundo ponto de inflexão, a quantidade em mols de -NH2 presentes na amostra, o que dentro da Equações mensionadas representa o valor de n2. A partir disso, foi obtido um valor de aproximadamente 68% + 6,7 para o GD, abaixo do fornecido pelo fabricante da matéria-prima (>75%).
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Figura 1 – Curva da Titulação Potenciométrica da QUI.
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Figura 2 – Curva da derivada primeira da Titulação Potenciométrica da QUI.

A Fig. 3 apresenta o difratograma obtido da amostra de quitosana onde são observados 2 picos característicos o primeiro de alta intensidade em 19,8° (d=0,441nm) e um de menor intensidade em 37,83° (d=0,244nm) caracterizando a fase cristalina da amostra. No entanto existe uma ampla faixa abaixo dos picos que caracteriza a fase amorfa da matéria-prima. Os ângulos encontrados no difratograma podem ser associados aos planos (2 0 0) para o de alta intensidade e (1 2 4) para o de baixa intensidade. A partir do difratograma da quitosana foi possível estimar sua cristalinidade em 17% 8,9,6. 

A Fig. 4 apresenta o difratograma obtido da amostra de ácido adípico onde são observados 4 picos de maior intensidade, o primeiro em 12,9° (d=0,669nm), o segundo, de grande intensidade, em 21,4° (d=0,411nm), o terceiro em 25,7° (d=0,345nm) e o quarto pico em 31,2° (d=0,289nm), Após análise e cálculos foi possível observar que a amostra é 100% cristalina.
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Figura 3 – Difratograma da matéria-prima Quitosana.

Figura 4 – Difratograma da matéria-prima Ácido Adípico.


Caracterização dos Filmes do Hidrogel
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A Fig. 5 apresenta os filmes de quitosana e ácido adípico sem reticulação (Filme A) e reticulados com 0,06% (Filme B) e 0,11% (Filme C) de EDAC. Os filmes apresentaram-se com espessura de aproximadamente (75 ± 25μm). 

Figura 5 – Filmes de Quitosana e ácido adípico com (A) 0,0%, (B) 0,6% e (C) 0,11% de EDAC.

A análise qualitativa dos filmes foi realizado por observação visual e está descrita na Tab. 2.

Tabela 2 – Avaliação por observação qualitativa dos filmes produzidos:

	Identificação dos Hidrogéis
	Segregação
	Opacidade
	Coloração
	Flexibilidade

	A
	segregado
	opaco
	amarelado
	flexível

	B
	segregado
	opaco
	amarelado
	flexível

	C
	segregado
	porções transparentes
	amarelado
	flexível


Na Fig. 6 estão representadas as microscopias eletrônicas dos filmes, onde ficam evidentes as formações dendríticas ocasionadas pelo processo de cristalização dos filmes. Processo esse que apresentou diminuição com a adição de EDAC. A partir da observação das imagens dos filmes A, B e C, verifica-se a maior condição amorfa do filme C, provavelmente devido a maior reticulação deste filmes em relação aos filmes A e B. 

[image: image6.png]C: EDAC 0,11%



Figura 6 – Imagens dos filmes de Quitosana e ácido adípico com (A) 00,%, (B) 0,6% e (C) 0,11% de EDAC, obtidas por MEV.

Na análise do difratograma dos filmes, em comparação ao da quitosana pura (matéria-prima), foi observado que as áreas sobre os picos relativos a quitosana apresentaram uma relativa diminuição principalmente após a adição do EDAC. No entanto, em relação a cristalinidade dos filmes obtidos, foi observado maior cristalinidade dos mesmos em relação a cristalinidade da quitosana pura. Isso se deve a alta cristalinidade do ácido adípico. No entanto, com a adição do ativador, observou-se uma diminuição significativa na cristalinidade no filme B (48%) e no filme C (45%) em comparação ao filme A (88%) provavelmente ligado ao aumento do grau de reticulação. Esse resultado era esperado, visto que com a adição do EDAC, o processo de reticulação química é favorecido em relação a reticulação iônica, apresentada naturalmente nos filmes de quitosana associada a diácidos. 

CONCLUSÕES

Foram preparados filmes de Quitosana e ácido adípico com e sem adição de um ativador do ácido, uma carbodiimida solúvel em água. A caracterização da matéria-prima além de comprovar a composição química do material utilizado, deu subsidio para análises e comparações com os filmes obtidos.

A caracterização dos filmes mostrou que a utilização do ácido adípico como reticulante é favorecida pelo ativador de seus grupos funcionais, tornando-o mais reativo e propício a reticulação covalente em lugar da reticulação iônica. Além disso, foi possível observar a mudança do padrão de cristalinidade dos filmes, onde mais uma vez, a adição da carbodiimida resultou em maior porção amorfa no filme resultante, o que está ligado a um processo mais eficiente de reticulação do filme.
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DEVELOPMENT OF CHITOSAN HYDROGELS CROSSLINKED 

WITH ADIPIC ACID CHEMICALLY

ABSTRACT
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The biomaterials are one of the major bases in studies of Tissue Engineering being hydrogels of great interest. One of the polymers that best meets the needs of a hydrogel is chitosan. In this study chitosan hydrogels were crosslinked with adipic acid in the presence of water soluble carbodiimide to obtain films for potential application in tissue engineering biomaterial. The raw material used was characterized by potentiometric titration and XRD. The films produced were characterized by qualitative analysis, by SEM and XRD to analyze the morphology and the crystallinity with and without the addition of an activator of acid functional groups. The results showed that crosslinking with adipic acid increased the crystallinity of the chitosan and the addition of carbodiimide this resulted in a decrease crystallinity, indicating favoring crosslinking process. It is expected that the study of these hydrogels, to obtain materials with characteristics that enable them to be used for biomedical purposes.

Keywords: Chitosan, chemical crosslinking, hydrogel, adipic acid, EDAC.
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