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DIFFERENT STRATEGIES FOR CROSSLINKING OF CHITOSAN. One of the most important aspects of chitosan’ derivatization
depends on the crosslinking of their polymeric chains. This chemical strategy may confer new properties to those derivatives, which
can be used to enhance their biotechnological applications. So far, this work aims to discuss some strategies related to the
crosslinking of chitosan focusing on reagents, reaction mechanisms and properties/applications of the crosslinked derivatives

in several fields of science.
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INTRODUCAO

A modificagdo da estrutura quimica de biopolimeros, com o
intuito de conferir-lhes propriedades funcionais adicionais ou sim-
plesmente melhorar atributos ja caracteristicos dos mesmos € uma
atividade de pesquisa muito explorada, haja vista o niimero expressivo
de publicagdes cientificas e de patentes disponiveis. A quitosana é um
biopolimero que apresenta sitios reativos versdteis para modificacdes
quimicas, o que a insere em um conjunto de biomoléculas de grande
interesse para pesquisadores de diversos ramos da ciéncia, uma vez
que derivados de quitosana obtidos por meio dessas transformacdes
demonstram diversas aplicagdes biotecnoldgicas, biomédicas e
farmacéuticas.'

Muitos dos métodos disponiveis na literatura para obtengdo de
derivados estruturais da quitosana promovem a reticulacao das cadeias
poliméricas desse biopolimero, estratégia que confere as quitosanas
modificadas propriedades atraentes, tais como, maior resisténcia a
dissolugio em meio dcido,” menor hidrofilia,® geracdo de estruturas
poliméricas densas ou porosas e redugdo da reatividade quimica do
material preparado.*Frente a essas novas propriedades, aplicagdes mais
especificas podem ser vinculadas a quitosana: fabricagdo de resinas
para extracdo em fase sélida de fons metdlicos,’ corantes e poluentes
orginicos,** desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada
de farmacos e construg¢@o de biossensores baseados na imobilizagdo
de enzimas ou de células vivasem filmes de quitosana reticulada.’'

Apesar de jd existirem artigos de revisdo que abordam a fun-
cionalizacdo de quitosana e a aplicagdo dos respectivos derivados,
ainda ha escassez de relatos detalhados sobre os diferentes processos
e agentes de reticulacdo utilizados. Em razdo disso e da importancia
do tema exposto, o presente trabalho visou reunir e discutir uma
série de estratégias relacionadas com a reticulacdo de quitosana. O
artigo inicia com um breve relato acerca dos aspectos quimicos desse
biopolimero diretamente relacionados com o tema exposto para, em
seguida, discutir os diferentes agentes de reticulagdo, os mecanismos
reacionais e as propriedades e aplicagdes dos derivados produzidos.

*e-mail: fca@qui.ufal.br

ASPECTOS QUIMICOS DA QUITOSANA

A quitosana € um heteropolissacarideo preparado a partir da
reacdo de N-desacetilagdo da quitina, um dos biopolimeros mais
abundantes depois da celulose, e que ¢ extraida principalmente de
carapagas e exoesqueletos de crustdceos.

Quimicamente, a quitosana se apresenta na forma de um co-
polimero composto por unidades estruturais de 2-amino-2-desoxi-
D-glicopiranose (GlcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(GlcNAc) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) (Esque-
ma 1), porém, com a unidade de glicosamina (GlcN) sempre em
maior propor¢do.'* Na obtencdo da quitosana via N-desacetilagdo
da quitina, os grupos acetamido (-NHCOCH;) das unidades de
N-acetilglicosamina (GI-NAc) remanescentes do precursor sao con-
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Esquema 1. Diferencas entre as estruturas quimicas de quitina e quitosana e
formas abreviadas das unidades estruturais de glicosamina (GlcN) destacando
apenas os sitios mais susceptiveis as reagoes de entrecruzamento
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vertidos em grupos amino (-NH,), em taxas variadas, para originar
o heteropolissacarideo com diferentes graus médios de substituiciio
(GD). Em geral, o produto N-desacetilado da quitina s6 passa a ser
considerado quitosana quando o GD se torna igual ou superior a
60%, percentagem a partir da qual o biopolimero se torna solivel em
solucdes acidas diluidas. A massa relativa (Mr) da quitosana varia de
acordo com a metodologia utilizada em sua preparagdo e, de forma
geral, estd compreendida entre 10* e 10° g mol ™.

O grau de desacetilagdo (GD) € uma propriedade quimica muito
importante da quitosana, sendo um parametro que expressa o conte-
uido médio de unidades de GlcN nas cadeias desse biopolimero. Esse
pardmetro € capaz de influenciar as caracteristicas quimicas, fisicas
e bioldgicas do biopolimero.'> Do ponto de vista quimico, o GD da
quitosana exerce influéncia sobre algumas de suas propriedades, tais
como, hidrofobia, capacidade de reticulagdo na presenga de deter-
minados agentes de entrecruzamento,'® solubilidade e viscosidade
de suas solucdes.!’

A quitosana atua como uma base fraca, apresentando pKa de
grupos amino nas unidades de GlcN variando entre 6,3 ¢ 7,2, o qual é
influenciado pelo GD e pela densidade de carga.'”'® Assim, o valor do
pKa tende a diminuir com o aumento do GD e, como consequéncia,
alguns processos de reticulagdo tendem a alterar levemente o valor
da constante de acidez."

Uma caracteristica singular da quitosana reside no fato desse he-
teropolissacarideo apresentar, dentre todos os biopolimeros naturais,
o maior cardter catidnico,” uma vez que a maioria dos polissacarideos
animais ou vegetais apresenta cardter neutro (celulose, dextrana,
amido) ou anidnico (alginato, carragenina, xantana).”” Em adi¢do,
algumas fungdes particulares da quitosana estdo diretamente rela-
cionadas a seu cardter eletrolitico,'” inclusive certos procedimentos
de reticulagdo de suas cadeias.

A quitosana € insolivel em dgua, em solventes organicos e em
bases, sendo soltivel na maioria das solucdes de dcidos organicos com
pH inferior a 6,0. Os dcidos acético e férmico sdo os mais usados na
solubiliza¢do do biopolimero. Em adi¢@o, dispersdes de quitosana
também podem ser preparadas por dissolug¢do em dcidos inorganicos
diluidos, tais como, nitrico, cloridrico, perclérico e fosférico.?! Apds
dissolu¢@o em meio dcido, os grupos amino livres da quitosana tor-
nam-se protonados (-NH,*), o que facilita sua solvatacdo em dgua.”
Essa € arazdo pela qual o biopolimero passou a ser classificado como
um polieletrélito catidnico.”

A versatilidade quimica da quitosana resulta principalmente da
presenca dos grupos amino em sua estrutura, os quais oferecem muitas
possibilidades de modificagdes, tais como, N-acetilagdo, N-alquilagdo, N-
carboxilag@o, N-sulfonagdo e formagao de bases de Schiff com aldeidos
e cetonas.” Apesar da maioria das modificagdes quimicas da quitosana
ocorrer em seus grupos amino, as hidroxilas em C-3 e C-6 das unida-
des estruturais do biopolimero também sdo susceptiveis a reacdes. As
modificagdes quimicas nos grupos hidroxila ocorrem preferencialmente
naqueles posicionados em C-6, uma vez que os localizados em C-3 sido
menos reativos e mais estericamente impedidos. Ao considerar apenas
as unidades de GIcN da quitosana, a ordem decrescente de reatividade
quimica € C-2 > C-6 > C-3 referindo-se, respectivamente, aos carbonos
onde estio ligados os grupos amino, hidroxila primario e secunddrio.
Nesse ultimo centro, hd necessidade de um forte agente de desprotonagdo
para tornd-lo pré-disponivel a reagdes subsequentes.”

ESTRATEGIAS E PROCESSOS DE RETICULACAO

A reticulacdo das cadeias poliméricas de quitosana, processo
também denominado de reacdio de entrecruzamento, € um tipo de
modificacdo quimica que visa unir suas cadeias poliméricas, ou ainda,
ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas
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hibridas. Esse procedimento ocorre por meio da reacdo entre sitios
reativos especificos presentes nas unidades estruturais da quitosana e
alguns reagentes reticulantes. No caso da quitosana, os sitios mais rea-
tivos sdo os grupos amino e hidroxila das unidades de GIcN e GlcNAc.

Reagdes de reticulagdo visam principalmente modificar determi-
nadas propriedades do biopolimero, tais como, estabilidade quimica
e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em que-
lac@o e capacidade de imobilizagdo proteica e celular.” O processo de
reticulag@o sofre influéncia tanto de algumas caracteristicas fisico-
quimicas da quitosana utilizada quanto das condi¢des reacionais
adotadas. Dessa forma, GD, massa relativa, temperatura e tempo
reacional elevados, em geral, favorecem as reagdes e consequente-
mente promovem o aumento do grau de reticulacio. As reticulagdes
também sofrem influéncia do tipo e da concentracio do agente de
entrecruzamento envolvido no processo. Com a elevacio do grau de
reticulag¢do, reduz-se a porosidade do material obtido, a permeabi-
lidade a 4gua e a difus@o de possiveis substancias aprisionadas nas
redes poliméricas formadas.

Ha algumas finalidades que justificam a realizac¢@o desse tipo de
modificagio quimica na quitosana. Ao se fazer uma correlagdo entre a
necessidade de reticulacéio da quitosana e a aplicac@o do produto final
podem-se citar os seguintes casos: a fabricacdo de adsorventes e de
resinas de pré-concentracdo requer biopolimeros resistentes a meios
fortemente dcidos; assim, a reticulagdo quimica ¢ capaz de conferir
essa propriedade aos polimeros;* o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada de firmacos demanda matrizes permedveis a dgua
e aptas a aprisionar, transportar e liberar as substancias eficientemente;
por esse motivo, algumas reticulacdes sdo capazes de suprir tais exigén-
cias’ e, em relagéo a imobiliza¢do de biocomponentes, faz-se necessério
manter a0 maximo as funcdes e atividades desses materiais biolgicos,
fato que a quitosana reticulada também € capaz de proporcionar.!!

A maior parte dos processos de reticulagdo une covalentemente
as cadeias poliméricas de quitosana por meio de mecanismos reacio-
nais distintos e dependentes do tipo de agente de entrecruzamento
empregado. Essas reacdes ocorrem unindo de forma permanente
sitios reativos de cadeias poliméricas diferentes através de ligacoes
intermoleculares, ou regides distintas de uma mesma cadeia por meio
de ligagdes intramoleculares.”’

Outra forma de reticular permanentemente a quitosana consiste
em realizar reagdes radicalares induzidas por um iniciador fotoquimi-
co ativado por luz ultravioleta. Nesses processos, cadeias poliméricas
de quitosana sdo reticuladas com a introducgao de moléculas sintéticas
entre suas estruturas. O procedimento traz certas vantagens em relagdo
a reticulac@io covalente convencional, tais como, baixo consumo de
energia, experimentos conduzidos em temperatura ambiente, redugao
do tempo de reacdo e aumento da qualidade do produto final.®

Além dos entrecruzamentos permanentes, reticulagdes via in-
teragdes fisicas (i0nicas) também sdo possiveis. Nesses processos,
atragdes eletrostdticas fortes passam a ocorrer entre as regides ca-
tiénicas da quitosana (grupos amino protonados: —NH,*) e os sitios
anidnicos de um agente de entrecruzamento com essa caracteristica
particular. Apesar das vantagens associadas a esse tipo de reticulagdo,
mecanismo reacional simples e procedimento experimental realizado
em etapa unica, o0 mesmo demonstra menor estabilidade, ja que é
muito sensivel a alteragdes do pH e da for¢a idnica do meio. Esses
ultimos aspectos tornam esse processo de reticula¢o reversivel.”

AGENTES DE RETICULACAO E ASPECTOS
MECANISTICOS

Agentes de reticulacio sdo substincias que apresentam baixa
massa molar e grupos funcionais reativos capazes de permitir a
formacgdo de ligagdes inter ou intracadeias poliméricas.>> Ao fazer
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um levantamento bibliografico em busca de reagentes quimicos
ja empregados como agentes de entrecruzamento de quitosana foi
possivel encontrar uma variedade dessas substancias. A Tabela 1
traz uma relacio de compostos quimicos empregados como agentes
de reticulagdo em diversas publicagdes, fazendo uma classificacio
deles quanto aos sitios de ligacao na quitosana e listando a aplicagio
do derivado produzido.

Reticulacao covalente

Ao se empregarem aldeidos monofuncionais (formaldeido) ou bi-
funcionais (glioxal e glutaraldeido) como agentes de entrecruzamento,
a reticulag@o ocorre via adi¢ao nucleofilica da amina da quitosana a
carbonila dos agentes. A reag@o de eliminacdo subsequente produz
as correspondentes aldiminas ou bases de Schiff. O mesmo meca-
nismo reacional ocorre quando sdo empregadas cetonas bifuncionais
(benzoquinona). As correspondentes cetiminas sdo geradas por meio
desse processo. Na reticulagdo com formaldeido, observa-se uma

Diferentes estratégias para a reticulagdo de quitosana
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particularidade no mecanismo de reticulacio. Apés o ataque nucle-
offlico, forma-se um produto intermedidrio, a N-metilenoquitosana,
que, em seguida, reage com outro grupo amino da cadeia polimérica
para propiciar a reticulacio. Essa metodologia foi adotada por Singh
e colaboradores para produzir géis de quitosana.** No procedimento,
as reagOes de entrecruzamento foram realizadas em fase homogénea
e em meio 4cido (Esquema 2A).

Gupta e Jabrail desenvolveram sistemas de liberacdo controlada
para um contraceptivo ndo esteroidal (ormeloxifeno) utilizando mi-
croesferas de quitosana reticuladas com glioxal e glutaraldeido.'® Os
procedimentos foram conduzidos em fase heterogénea e em meio dcido
(pH 4.,0) para o glioxal e neutro (pH 7,0) para o glutaraldeido (Esquema
2B). Em 2001, McAfee e colaboradores promoveram a reticulacio de
quitosana em meio alcalino empregando benzoquinona como agente
de entrecruzamento.*' A quitosana preparada foi utilizada em estudos
de adsorg¢do de alguns cétions metélicos (Cu*, Zn*, As*, Al* e Cr®)
(Esquema 2B). Para a obtencdo de géis de quitosana, Capitani e cola-
boradores utilizaram o 1,1,3,3-tetrametoxipropano para a reticulacdo

Tabela 1. Reagentes quimicos utilizados para a reticulacio de quitosana e aplicagao dos derivados produzidos

Agente reticulante

AplicacaoR<"

Ligante de Grupos -NH,:
Formaldeido®

Glioxal®

Glutaraldeido®

Benzoquinona®
1,1,3,3-Tetrametoxipropano®
Acido nitriloacético (NTA)?

Acido etilenodiaminotetracético®
Acido dietilenotriaminopentacético®

Acrilato de metila (AM)*
1,2-Etanoditiol®

Genipina®
2-Iminotiolano®
Tripolifosfato®

Pirofosfato®
Fosfato®
Citrato®

Sulfato®

« incorporagdo e liberac@o de farmaco: cimetidina, famotidina, nizatidina,* insulina’' e salbutamol*>
* preparacdo de gel®

« imobilizacdo enzimatica: pepsina,'® peroxidase*

« incorporagdo e liberacao de farmaco: ormeloxifeno'®

« estudo de reticulagdo™®

« incorporac¢do e liberac@o de contraste: gadolinio®®

« constru¢do de biossensor celular: Pseudomonas sp.,'> Gluconobacter oxidans®
« adsor¢do de cdtion metélico: Mn*, Fe?*, Co*, Ni%*, Cu*, Zn*" e Cr*,* Hg* ¥
« pré-concentracdo de cétion metélico: Zn***

* adsor¢do de cdtion metdlico: Cu®, Zn*, As*, Al* e Cr®*#

* preparagdo de gel®?

* preparagdo de gel quelante de cation metélico: Cu®* +

* adsorcdo de cation metalico: Ca?*, Zn**, Co?** e avaliagdo de propriedade mucoadesiva e de inibigdo enzimatica: tripsina,
quimotripsina, elastase, carboxipeptidase A e aminopeptidase N*

« adsorg¢do de cation metdlico: Zn** e avaliacdo de propriedade mucoadesiva e de inibi¢ao enzimatica: carboxipeptidase
A e aminopeptidase N*

* adsor¢do de cétion metdlico: Ag*, Zn**, Cu*, Ni**, Cd**, Pd*, Hg>*, Au* e Pt* %

« estudo de interagdo de cdtion metdlico: Ag*, Cu?* e Hg** ¥

* incorporagdo e liberacao de 6leo vegetal: Zanthoxylum limonella*
* preparacdo de hidrogel para cultura de células do disco intervertebral®
« preparag@o de hidrogel com capacidade de reconhecimento do o-xileno®

« incorporagdo e liberagdo de hormonio: fator de crescimento de fibroblastos™'

« adsor¢do de cdtion metélico: Cu?*,”” Mn?** e Fe** 2

* imobiliza¢@o enzimatica: lipase™

* incorporagdo e liberacdo de farmaco: riboflavina®*

* incorporagio e liberagdo de farmaco: riboflavina®

* construgdo de biossensor enzimdtico: peroxidase™

« incorporagio e liberac@o de farmaco: dcido acetilsalicilico,” 5-fluoracil e indometacina®’
« revestimento da superficie de tijolos™®

* preparagdo de gel* e membrana®

Ligante de Grupos —-OH:
Epicloridrina®

Etilenoglicol®
Etilenoglicol dimetacrilato®

« adsorgdo de anion inorganico: NO,

« adsor¢do de corante: vermelho 189,° indigo carmim® e outros corantes®
« adsor¢do de matéria organica: acido humico®

« estudo de degradagdo de filme polimérico®

« estudo de degradagdo de filme polimérico®

Ligante de Grupos —-NH, ou -OH:
Etilenoglicol diglicidil éter*

Diisocianato de hexametileno®

« pré-concentracdo de cation metdlico: Ag*,* Hg?,% Cd*, Pb** e Cu?* ®
« adsor¢do de cation metélico: Cu?* ¢’
« adsor¢do de corante: vermelho 37 e azul 257

* adsor¢do de cdtion metélico: Au®* ¥
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desse biopolimero, sendo o material produzido caracterizado por meio
de diferentes técnicas de RMN.* Os experimentos de reticulacio foram
realizados em fase homogénea e em solucio aquosa dcida (pH 4,7). O
mecanismo dareagao € similar a reticulagdo com aldeidos bifuncionais,
ja que esse composto atua como um ““dialdeido mascarado”. A diferenga
reside na reducdo das bases de Schiff geradas com cianoboridreto de
sédio (NaBH,CN) (Esquema 2C).

Vieira e colaboradores utilizaram o reagente 1,2-etanoditiol como
agente de entrecruzamento de quitosana e estudaram a natureza das
interagdes desse derivado com fons Ag*, Hg** e Cu?**.*’ Nesse pro-
cedimento, a quitosana sélida foi inicialmente submetida a reacdo
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Esquema 2. Reticulagdo de quitosana com o emprego de: a) formaldeido;
b) glioxal, glutaraldeido ou benzoquinona e c) 1,1,3,3-tetrametoxipropano
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com formaldeido até a geracdo da imina. Posteriormente, o agente
ditidlico foi adicionado para propiciar a reticulagdo (Esquema 3).

Esquema 3. Reticulagdo de quitosana com o emprego de 1,2-etanoditiol

Ao reticular quitosana com agentes de entrecruzamento
contendo duas ou mais fungdes dcido carboxilico, tais como os
complexantes: dcidos nitriloacético, etilenodiaminotetracético
e dietilenotriaminopentacético, a reacdo se processa via adi¢do
nucleofilica para originar as amidas correspondentes. Em 1996,
Tikhonov e colaboradores produziram géis quelantes de quitosana
por reticulagdo com &cido nitrilotriacético (NTA).* A reacéo foi
conduzida em fase homogénea e em solu¢do aquosa alcalina uti-
lizando uma carbodi-imida (CDI) soldvel em dgua para promover
a amidacd@o. Por intermédio de titulacdes dcido-base, os autores
concluiram que, devido ao grande impedimento estérico, o NTA
ndo reage como um reticulante trifuncional, mas sim como um
bifuncional (Esquema 4). Anos depois, Bernkop-Schniirch e Kast
relataram que a incorporagdo de tais complexantes entre as cadeias
poliméricas de quitosana pode resultar, a depender do nimero de
moléculas do agente de entrecruzamento inseridas, na inversdo do
cardter eletrolitico do biopolimero, de catidnico para anidnico, em
razdo da presenca de um excesso de grupos carboxilato (-COO)
livres na matriz.%® Esse efeito traz uma vantagem, jd que a resina
anidnica gerada se torna mais propensa a quelar fons metdlicos e
corantes catidnicos em solugdes neutras e alcalinas.

O reagente hexametileno di-isocianato (HMDI), composto bifun-
cional empregado como agente de entrecruzamento por Arrascue e
colaboradores, € capaz de unir cadeias de quitosana através dos grupos
amino e/ou hidroxila do heteropolimero.® Devido a baixa solubili-
dade e a elevada reatividade dessa substancia em fase aquosa, meio
favoravel a forma candnica do HMDI, reticulagdes empregando esse
ligante devem ser conduzidas em solventes organicos. A reticulagio
com HMDI ocorre via ataque nucleofilico do grupo amino (Esque-
ma 5A) e/ou hidroxila (Esquema 5B) da quitosana as carbonilas do
agente de entrecruzamento, para produzir, respectivamente, oS grupos
amido e carbamato.

Para a preparacdo de um novo adsorvente resistente ao meio dcido
visando estudos de adsorcao de cations metalicos nobres (Au**, Pd*,
Pt* e Ag*) e pesados (Cu*, Zn**, Hg>*, Ni** e Cd**) Qu e colaboradores
utilizaram acrilato de metila (AM) e etilenodiamina para a obtencado de
um dendrimero de poliamidoamina (PAMAM) empregando quitosana
como suporte s6lido.* O método adotado pelos autores constituiu-se
de dois processos consecutivos: reacio de adi¢do de Michael do AM
aos grupos amino da quitosana e, amidagdo dos ésteres resultantes
com etilenodiamina. Logo na primeira etapa sintética, foi conduzida
em fase heterogénea e tendo metanol como solvente, verificaram a
formacdo de ligagdes entre 0 AM e os grupos amino das cadeias do
biopolimero. Assim, constatou-se que nessa reticulagdo ocorrem dois
tipos de reagdes: a adicdo de Michael de um grupo amino a dupla
ligacdio do AM e a substitui¢cdo nucleofilica no grupo éster do reagente
com outro grupo amino do biopolimero (Esquema 6).
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Esquema 4. Reticulagdo de quitosana com o emprego de dcido nitriloacético
(NTA)

Esquema 5. Reticulagdo de quitosana com o emprego de hexametileno di-
isocianato (HMDI): a) ligando cadeias por meio de grupos amino, b) ligando
cadeias por meio de grupos hidroxila
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Esquema 6. Reticulagdo de quitosana com o emprego de acrilato de metila
(AM)

Em 2010, Ho e colaboradores sintetizaram uma série de deri-
vados de quitosana visando produzir novas matrizes poliméricas
para atuarem como sistemas de liberag@o do fator de crescimento de
fibroblastos.”! Dentre os derivados poliméricos produzidos, um deles
apresentou um processo de reticulagdo de suas cadeias por meio da
formacdo de ligagdes dissulfeto. O entrecruzamento ocorreu apds
a reagdo entre a 2-N-3,6-O-sulfato de 6-O-carboximetilquitosana
(N,O-SOCC), um derivado de quitosana previamente preparado
pelos autores, e o agente 2-iminotiolano. Inicialmente, a tiolacdo
do N,0-SOCC foi realizada utilizando 2-iminotiolano em solugdo
aquosa e a temperatura ambiente, sendo os meios dcido (pH 5,0) e
neutro (pH 7,0) os mais eficientes para a modificagcdo almejada (Es-
quema 7A). Ap6s a purificac@o do tioderivado preparado, a oxidacio
das tio-hidroxilas livres para a formagao das ligagdes dissulfeto foi
melhor conduzida em meio tamponado (tampao fosfato pH 7,4) e
sob atmosfera de oxigénio (Esquema 7B).

Ao se empregar a epicloridrina (haleto de epéxi-alquila) na
reticula¢@o de cadeias de quitosana, o processo € iniciado com uma
reacdo de eliminagdo do haleto, seguida de abertura do epdxido,
com consequente formagdo do entrecruzamento (Esquema 8A).
Esse agente reticulante foi empregado por Torres e colaboradores, na
preparacdo de microesferas de quitosana com o objetivo de estudar
suas resisténcias térmica, mecanica e quimica.”” No procedimento
adotado pelos autores, a reagdo de entrecruzamento foi conduzida
em fase heterogénea e em solugdo aquosa alcalina.

O etilenoglicol diglicidil éter (EDGE) € uma substancia empregada
para formar reticulagdes tanto entre grupos amino quanto entre grupos
hidroxila.’ Zeng e colaboradores produziram membranas macroporosas
de quitosana para emprego em separagdes proteicas utilizando EDGE
como agente de entrecruzamento.”! Nesse processo, com reagao con-
duzida em fase heterogénea e em meio aquoso, 0 mecanismo reacional
ocorreu via abertura dos ep6xidos apds a reacdo desses com 0s grupos
amino nas cadeias do biopolimero (Esquema 8B).

A reticulag@o das cadeias poliméricas de quitosana empregando
EDGE, via rea¢do com os grupos hidroxila, exige uma etapa de
protecdo dos grupos amino, que pode ser realizada empregando
benzaldeido em meio metandlico ou ftalimida.”>”®* Apds processo
de reticulacdo, a desprotecdo dos grupos amino pode ser realizada
empregando-se uma solucio de acido cloridrico diluido, o que li-
bera esses grupos para modificagdes quimicas futuras.® Em 2001,
Oshita e colaboradores prepararam uma resina quelante derivada
da quitosana visando estudos de adsor¢do de cdtions metdlicos e
anions inorginicos empregando esse método de reticulagdo.” Em
seus experimentos, a rea¢do de entrecruzamento foi precedida da
protecdo dos grupos amino com benzaldeido e, posteriormente, as
cadeias poliméricas da quitosana foram reticuladas com EDGE por
meio de grupos hidroxila do biopolimero. A reagdo foi conduzida em
fase heterogénea e em uma mistura de solugdo aquosa de hidréxido
de sddio e dioxano (Esquema 8C).
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Esquema 7. Reticulagdo de quitosana com o emprego de 2-iminotiolano: a)
tiola¢do do derivado N,0-SOCC; b) ligag¢do das cadeias poliméricas por
Sformagdo de ligagdo dissulfeto

A reticulacdo quimica de quitosana com o objetivo de obter
derivados para aplicagdes farmacéuticas (sistemas de liberacdo
controlada) ou biomédicas (engenharia de tecidos e culturas
celulares) tem como limitacdo o uso de reticulantes quimicos
que sdo, em sua grande maioria, toxicos. Na busca de uma so-

Quim. Nova

OH

I
@/0\/(&0 OJ\/C’V@

Esquema 8. Reticulagdo de quitosana com o emprego de: a) epicloridrina;
b) etilenoglicol diglicidil éter com ligagdo das cadeias por meio dos grupos
amino e c) etilenoglicol diglicidil éter com ligagdo das cadeias por meio de
grupos hidroxila

lugdo para esse problema, alguns pesquisadores voltaram seus
estudos para a descoberta de agentes de entrecruzamento menos
citotéxicos e mais biocompativeis. Foi assim que a genipina, um
produto natural isolado de Genipa americana e Gardenia jasmi-
noides Ellis, foi introduzida como um eficaz reticulante quimico
de quitosana.”

Segundo Muzzarelli, o mecanismo de reticulagdo das cadeias
poliméricas de quitosana pela genipina € influenciado pelo pH do
meio reacional.’”® Assim, dois processos quimicos de reticulagido
podem acontecer: um em meio dcido ou neutro e outro em meio
alcalino. Em 2008, Chiono e colaboradores empregaram a genipina
para reticular quitosana e produzir blendas entre o heteropolimero
e uma gelatina proteica derivada da desnaturac@o do coldgeno.” As
blendas obtidas tornaram-se ent@o alvo de estudos de suas proprie-
dades fisico-quimicas e de sua aplicac@io na adesdo e proliferacio
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de neurdnios. Nesse trabalho, a reagdo de entrecruzamento foi
conduzida em meio homogéneo e em solu¢do aquosa dcida. Na
proposta do mecanismo reacional, sugere-se um ataque nucleofilico
inicial de um grupo amino da quitosana ao carbono oleffnico em
C-3, com consequente abertura do anel di-hidropiranico e geragao
da fungdo aldeido na molécula. A aldoxila reage entdo com a amina
secunddria recém-formada para gerar o novo heterociclo. Na etapa
final da reticulagdo ocorre uma substitui¢do nucleofilica no éster da
genipina por uma amina primdria do biopolimero, com consequente
formacgdo de metanol (Esquema 9).
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Esquema 9. Reticulagdo de quitosana com o emprego de genipina em meio
dcido

A reticula¢do de quitosana com genipina em solu¢do aquosa
alcalina ¢ antecedida por uma reacdo de homopolimerizagdo do
agente de entrecruzamento. No processo, a polimerizagdo do reticu-
lante inicia-se com a abertura do anel di-hidropiranico por meio de
ataque nucleofilico promovido por fons hidroxila do meio reacional.
Isso resulta na formagdo de grupos aldoxila na molécula que, em
seguida, sofrem condensag@o alddlica. Na etapa final, os grupos al-
doxila terminais da genipina polimerizada participam de uma reagio
de Schiff com as aminas das cadeias da quitosana para promover a
reticulagao’ (Esquema 10).

Haque e colaboradores produziram filmes de quitosana, por
reticulagdo via reacdo radicalar, e estudaram as propriedades
mecénicas e de degradacdo dos biomateriais produzidos.?® O pro-
cesso experimental foi conduzido empregando-se irgacure-651
(2,2-dimetoxi-1,2-difeniletanona) como iniciador de radicalar e
etilenoglicol e dimetacrilato como agentes de entrecruzamento.
Nesse mecanismo, o radical metila (*CH,) produzido pelo fotoi-
niciador, ativado por irradiagdo UV, promove a formacio de sitios
radicalares na quitosana e nas moléculas utilizadas como reticulan-
tes que, em seguida, reagem entre si unindo as cadeias poliméricas
(Esquema 11).
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Esquema 10. Abertura do anel diidropirano da genipina em meio alcalino
seguido de homopolimerizagdo do agente de entrecruzamento e reticulag¢do
das cadeias poliméricas de quitosana

Reticulacgao ionica

A reticulagdo idnica é um processo reacional muito pratico do
ponto de vista experimental, uma vez que exige apenas a mistura
do agente de entrecruzamento com a quitosana. Ao utilizar esse
procedimento de reticulagdo, Nilpairach e Dubas revestiram super-
ficies de tijolos com filmes de quitosana reticulada com o objetivo
de obter blocos ceramicos menos porosos e com propriedade hi-
drofébica.”® Os agentes de reticulagdo empregados foram os fons
sulfato, tripolifosfato e citrato, todos na forma de seus respectivos
sais sédicos. O método de revestimento consistiu inicialmente em
pulverizar os tijolos com uma solug@o dcida de quitosana e, apds
secagem, proceder com uma rdpida imersdo dos tijolos recém-
preparados em solugdo de hidréxido de sédio. Os blocos ceramicos
foram novamente postos para secar e, em seguida, foram imersos
nas respectivas solugdes dos agentes de entrecruzamento para pro-
mover a formac@o das reticulagdes idnicas. Uma ultima etapa de
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Esquema 11. Reticulagcdo radicalar de quitosana com o emprego de: a)

etilenoglicol e b) etilenoglicol dimetacrilato

secagem a temperatura ambiente foi realizada para finalizar todo o
processo (Esquema 12).

CONCLUSOES

A quitosana € uma matéria-prima natural, abundante e ttil em
diversas aplicagdes, sendo a reticulagio de suas cadeias poliméricas
uma maneira de alterar algumas de suas propriedades, tais como,
a sua solubilidade em meio acido. Assim, o entrecruzamento das
cadeias desse biopolimero possibilita que determinadas aplicagdes

Quim. Nova

NH; NH;
® ®
8 O Q\ /8
Ox{z0 W P
i N P~g"\
(6] /P\O/ \ OH
o) OH
8 o OH
NH; )
NH;

NH
® 3
o
O OH O
OWOO@N%
"o @
o
®
NH;

Esquema 12. Reticulagdo ionica de quitosana com o emprego de: a) sulfato;
b) tripolifosfato e c) citrato

sejam alcangadas como, por exemplo, a utilizacio de derivados de
quitosana na retencdo de fons metdlicos em solugdes dcidas. Em
face de todas as rea¢des quimicas descritas para a reticulagdo das
cadeias desse heteropolissacarideo, fica evidente que os grupos
amino e hidroxila sdo os responsdveis diretos pela grande possi-
bilidade de modifica¢des que o mesmo pode sofrer. Na maioria
dos processos mostrados, os agentes de reticulagdo empregados
foram os que promoviam a formacao de ligacdes covalentes, com
destaque para a possibilidade de reversdo da reticulacdo idnica em
funcdo de alteragdes do pH e da forca idnica do meio em que o
derivado produzido serd utilizado. Dentre os diversos reagentes ja
utilizados para a reticulag@o do biopolimero, os mais empregados
ainda continuam sendo o glutaraldeido, o etilenoglicol diglicidil
éter e a epicloridrina, haja vista que, na maioria das publicagdes
relacionadas com a reticulagdo de quitosana, um desses agentes de
entrecruzamento € empregado. Vale ressaltar ainda que o emprego
do composto natural genipina na reticulacio de quitosana tem hoje
grande destaque, em virtude principalmente de sua menor toxici-
dade em relag@o aos demais reagentes de reticulagdo. A busca por
novos agentes de entrecruzamento capazes de promover reticulagdes
permanentes € de grande interesse cientifico. Em termos quimicos,
0s mecanismos mostrados ao longo desse artigo de revisdo deixam
claro que os grupos reativos da quitosana atuam como nucledéfilos
nas reticulacdes covalentes e, portanto, compostos que apresentem
mais de um sitio susceptivel a ataque nucleofilico podem se tornar
candidatos a reticulantes desse biopolimero.
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