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RESUMO
O objetivo principal deste trabalho foi a obtenção de filmes de blenda de quitosana-alginato reticulados por imersão em cloreto de cálcio. Estes filmes foram caracterizados por seu aspecto morfológico através de MEV, por técnicas espectroscópicas e térmica através de FTIR, TGA e DSC, respectivamente. Foi possível observar na análise do FTIR e na análise térmica que houve uma interação química entre os componentes promovendo a reticulação do filme com CaCl2 evidenciado pelo aumento da temperatura de desidratação e de degradação térmica do material sugerindo maior estabilidade térmica, tendo o mesmo bom potencial para ser utilizado na regeneração tecidual, além de criar mais uma opção de tratamento para aqueles acometidos de enfermidades que provocam lesões cutâneas. 
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INTRODUÇÃO

A obtenção de filmes de blenda de biopolímeros contendo quitosana e alginato tem sido cada vez mais utilizado na engenharia de tecidos e despertado grande interesse na área de biomateriais, devido ao fato de serem atóxicos, biocompatíveis e biodegradáveis, além de possuírem propriedades antimicrobianas e cicatrizantes(1).
A quitosana considerada um amino-polissacarídeo é um polímero natural derivado da N-desacetilação da quitina, principal constituinte do exoesqueleto de crustáceos e artrópodes, formada por uma sequência linear de açúcares monoméricos do tipo β-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina)(2). Possui propriedades hemostática, fungicida, antibacteriana e antitumoral, além da capacidade de estimular a migração e a proliferação celular e reorganizar a histoarquitetura das células(3-4) podendo ainda ser utilizada no tratamento contra a obesidade, na produção de microesferas para liberação controlada de agentes ativos, na preparação de filmes para embalagens de alimentos, de fios cirúrgicos e materiais para regeneração óssea e curativos(5).
O alginato de sódio é um sal de sódio do ácido algínico e é um polímero aniônico solúvel em água. Pode ser extraído de diversos tipos de algas principalmente três espécies marrons a Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera, além de ser composto pela repetição de duas diferentes unidades, a (1,4)-α-L-guluronato ou unidade G e a (1,4)-β-D-manuronato ou unidade M. A utilização deste biopolímero é de extrema importância para o tratamento de lesões de difícil cicatrização, pois é considerado relativamente inerte, biocompatível, biodegradável e possui a capacidade de formar matrizes de gel de elevada porosidade com boas propriedades mucoadesivas(4).
A união destes dois biopolímeros proporciona o desenvolvimento de um complexo polieletrolítico no qual ocorre uma interação eletrostática entre os grupos amino da quitosana e os grupos carboxil do alginato, promovendo maior eficiência na liberação controlada de fármacos e na absorção dos fluidos das lesões(6-7). 

Diante desses fatores, o objetivo principal deste trabalho foi a obtenção de filmes de blenda de quitosana-alginato reticulados por imersão na solução de cloreto de cálcio para potencial aplicação no tratamento de lesões cutâneas. 
MATERIAIS E MÉTODOS

Todos os sais e reagentes foram utilizados em grau analítico e água Milli-Q foi utilizada em todas as soluções (18,0MΩ). Quitosana em pó da Sigma-Aldrich® (massa molar (MW) = 340.000 g/mol e grau de desacetilação (GD) >75%). Alginato de sódio em pó da Sigma-Aldrich® (massa molar (MW) = 100.000 g/mol, com aproximadamente 61% de ácido manurônico e 39% de ácido gulurônico, com uma relação M/G de 1,56).  
Preparação do filme constituído de quitosana e alginato 
Para o preparo do filme contendo quitosana e alginato utilizou-se como base a técnica para a formação dos agregados poliméricos na qual a solução de quitosana misturada a um solvente orgânico como a acetona, para controlar a velocidade de formação dos complexos poliméricos deve ser lentamente adicionada, sob agitação à solução de alginato(6-7-8). 
Brevemente, uma alíquota de 90 mL de solução ácida de quitosana e acetona (45 mL de solução de quitosana a 1% m/v em solução aquosa de ácido acético a 2% v/v com adição de 45 mL de acetona) foi adicionada gota-a-gota em 90 mL de solução aquosa de alginato de sódio a 0,5% (m/v). O sistema foi mantido sob agitação constante de aproximadamente 100 rpm. A mistura obtida foi agitada por 10 minutos a aproximadamente 1000 rpm. Em seguida, adicionou-se 16,5 mL de NaOH a 0,5 M sob agitação de 1000 rpm por 10 minutos, visando ajustar o pH para  5,28 no qual a quitosana apresenta-se protonada e o alginato desprotonado(9). Por fim, 1,8 mL de CaCl2 a 2% foi adicionado ao sistema sob agitação de 1000 rpm por 10 minutos, para formar um complexo termoestável resistente com os íons Ca++. Todas as etapas foram realizadas em sequência, sem intervalos uma após a outra. A mistura polimérica obtida foi desaerada em bomba de vácuo por 90 minutos. 
Após a desaeração, a solução foi transferida para uma placa de Petri de poliestireno de 8,5cm e seca a 40°C em estufa por 20 horas. Posteriormente, o filme obtido foi imerso em 150 mL de CaCl2 a 2% (m/v) por 1 h para reticular as cadeias de alginato que ainda se encontravam livres. Para retirada do excesso de CaCl2 foram realizadas mais duas imersões em 200 mL de água deionizada por 1 h cada. A secagem final foi realizada em temperatura ambiente (25±2oC) por 24 h sendo armazenado.
Caracterização dos polímeros em pó e do filme obtido 
A quitosana e o alginato de sódio em pó e o filme obtido foram caracterizados através das técnicas de espectroscopia de absorção na região do infravermelho-FTIR (registrados em um espectrofotômetro Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21 equipado com transformada de Fourier, FTIR-8400S e acessório atr), de termogravimetria-TG (através do equipamento SII EXSTAR, modelo TG/DTA7200, em atmosfera de nitrogênio com vazão de 40 mL/min e taxa de aquecimento 10°C/min) e de calorimetria exploratória diferencial-DSC (obtidas em um equipamento SII EXSTAR, modelo DSC 7020 em atmosfera de nitrogênio com vazão de 20 mL/min e taxa de aquecimento 10°C/min). Além disso, o filme obtido foi caracterizado quanto ao seu aspecto morfológico através do MEV (Shimadzu Corporation, modelo SSX-550, com a cobertura de uma fina camada de ouro por Sputtering e posicionado à máxima distância do alvo). 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Espectroscopia de absorção na região do infravermelho (FTIR) 
Os espectros de infravermelho da quitosana e do alginato de sódio em pó e do filme contendo quitosana e alginato são mostrados na Fig.1. As bandas características da quitosana são observadas em 3570cm-1, 2891cm-1, 1652cm-1, 1379cm-1, 1047cm-1 associada aos grupos hidroxila, C-H, à deformação axial C=O de amida I, à deformação angular simétrica de C-H3 e ao C-O-C, respectivamente, sendo alguns valores semelhantes aos descritos por Santos et al., (2003)(10). Para o alginato de sódio bandas características encontradas em 3399cm-1, 1603cm-1, 1409cm-1, 1028cm-1 foram associadas ao O-H, ao estiramento assimétrico de COO-, ao estiramento simétrico de COO- e ao C-O-H, respectivamente. 
O filme imerso em solução de cloreto de cálcio (Alg/Quit1) teve um espectro semelhante aos dos polímeros em pó apresentando picos de maior intensidade. 
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Figura 1 - Espectros da quitosana e do alginato de sódio em pó e do filme de quitosana/alginato (Alg/Quit1).
Análise térmica/Calorimetria exploratória diferencial – DSC 
A Figura 2a apresenta a curva DSC da quitosana entre 0 e 5000C, onde se observa um pico endotérmico em 1800C, correspondendo ao processo de desidratação e um exotérmico em 3030C, indicando o processo de decomposição assim como descrito por Santos et al., (2003)(10). A Figura 2b mostra a curva DSC do alginato de sódio entre 0 e 2500C, que apresenta um pico endotérmico em 1310C valor semelhante ao encontrado no estudo de Lima (2006)(1). O filme Alg/Quit1(Fig.2c) apresentou uma mudança na linha de base em torno de 1200C e um pico endotérmico em 1660C que pode ser explicado pela imersão na solução de cloreto de cálcio seguida pela imersão em água deionizada evidenciando a reticulação deste filme. 
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Figura 2- Curva calorimétrica da quitosana (a), do alginato de sódio (b) e do filme Alg/Quit1(c).
Análise térmica/Termogravimetria (TG) 
A Figura 3a mostra a curva de TG para quitosana que apresenta um processo de desidratação seguido de decomposição com geração de material carbonizado. Na Figura 3b observa-se a curva TG do alginato de sódio que entre 0 a 200ºC ocorre a desidratação seguido pela degradação de Na2CO3 e em 6000C observa-se a carbonização do material. Na curva TG para amostra Alg/Quit1 (Fig.3c) ocorreu à desidratação de 0 a 2000C seguido pela degradação. 
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Figura 4 - Curva de termogravimetria da quitosana (a), do alginato de sódio (b) e do filme Alg/Quit1(c).
Microscopia Eletrônica de Varredura – MEV

A imagem da superfície do filme de quitosana/alginato reticulado por imersão na solução de cloreto de cálcio é apresentada na Figura 1 e evidencia a presença de uma rede de fibras o que é característico quando ocorre a mistura de ambos os polissacarídeos(11). 
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Figura 1: Imagem da superfície do filme de quitosana/alginato reticulado por cloreto de cálcio realizada por MEV.
CONCLUSÃO
Os resultados da caracterização do filme de quitosana/alginato mostraram que houve interação química entre os componentes o que é possível observar na análise do FTIR, na análise térmica e no MEV. A reticulação do filme com CaCl2 proporcionou um aumento na temperatura de desidratação e de degradação do material sugerindo maior estabilidade térmica, tendo este filme um bom potencial para ser utilizado como scaffolds em engenharia de tecidos.  
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PROCUREMENT AND CHARACTERIZATION BLENDS OF CHITOSAN / ALGINATE CROSSLINKED BY IMMERSION IN CALCIUM CHLORIDE FOR POTENTIAL APPLICATION IN THE TREATMENT OF CUTANEOUS LESIONS
ABSTRACT
The main objective of this study was to obtain films of blend chitosan-alginate crosslinked by immersion in calcium chloride. These films were characterized by their morphological appearance by SEM, thermal and spectroscopic techniques by using FTIR, TGA, and DSC, respectively. It can be observed in the analysis of the thermal analysis and FTIR that there was a chemical interaction between the components promoting crosslinking of the film with CaCl2 evidenced by the increased dehydration temperature and thermal degradation of the material suggesting improved thermal stability, having the same good potential for be used in tissue regeneration, as well as creating a further treatment option for those suffering from diseases that cause skin lesions.
Key-words: chitosan, sodium alginate, blend, crosslinking chemistry.[image: image9.emf]
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