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RESUMO

O desenvolvimento de novas vacinas que sejam éstaveconémicas, que
requerem poucas doses, podendo ser administralizengo sistemas livres de agulhas
€, sem duvidas, uma prioridade mundial. Diante aleexessidade, € primordial que
sejam desenvolvidos novos adjuvantes e sistemasendeega mais eficientes,
biocompativeis e econémicos.

A quitosana tem se mostrado uma op¢ao extremarpsmt@assora tanto como
biocarreador quanto como adjuvante. Ela possubbipatibilidade, biodegradabilidade
e atoxicidade, sendo estes 0s principais motivegdeucesso nas variadas areas em que
é utilizada. Outro fator imprescindivel para a diueersidade de atuacdo é a estrutura
quimica que apresenta, que permite a realizacdateiacdes com diferentes grupos
funcionais, facilitando a ocorréncia de adaptapdes se atingir a funcao desejada. Além
disso, também possui acdo antibacteriana, antdangintiviral, anti-alérgica e anti-
ulcerogénica, o que amplifica ainda mais o0 seu casepatuacao.

O polissacarideo ainda € capaz de formar nanoplaticom facilidade, o que
melhora a sua capacidade de absorcdo, e consegeetae favorece a sua utilizacao
como biocarreador de vacinas. Além disso, també&a atentuando a resposta imune,
mostrando-se um potente adjuvante, com valiosastesisticas.

O presente trabalho de revisdo reune diversos asstgde mostram as
propriedades e formas de atuacéo desse versgiilbieero. Com o propésito de destacar
0 seu grande potencial e a variedade de aplicaé@oapresentadas varias informacdes

sobre o0 mais importante derivado da quitina.



ABSTRACT

The development of new vaccines that are stableeaodomical, require few
doses and may be administered using free needénsyss undoubtedly a global priority.
Given this need, it is essential the developmeme adjuvants and more efficient,
economic and biocompatible delivery systems.

Chitosan has been shown as an extremely promigithgne both as a biocarrier
and an adjuvant. It offers biocompatibility, biodadgability and low toxicity, which are
the main reasons for their success in various aneakich it is used. Another essential
factor for its diverse performance is its chemgtalicture, which allows the realization
of interactions with different functional groupagilitating the occurrence of adaptation
to achieve the desired function. It also has aotéy&l, antifungal, antiviral, anti-allergic
and anti-ulcerogenic properties, which amplifiesremore its acting field.

The polysaccharide is also able to form nanopasiehsily, which improves the
absorption capacity, and, therefore, favors itsassa vaccine biocarrier. Furthermore, it
also acts accentuating the immune response, a®iat @aljuvant with valuable features.

This review brings together several studies thatvsthe properties and forms
of action of this versatile biopolymer. In ordertighlight its great potential and variety

application it will be presented several informatiaf the most important derivative of
chitin.
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1. INTRODUCAO

1.1Vacinas e seus desafios

A vacinacéo &, indiscutivelmente, uma das interesgle saude de baixo custo
mais bem sucedidas. Nas ultimas décadas, esseeimiéo trouxe grandes beneficios
para a populacdo mundial, salvando milhares desviBegundo a Organizacdo Mundial
de Saude — OMS (2013), a imunizacéo foi capaz raeliear a variola, reduzir em 99%
a incidéncia global de poliomielite e diminuir onméro de mortes causadas por diversas
doencas, como difteria, tétano, coqueluche, saragrgmes causadas pblaemophilus
influenzaetipo B e meningite meningococica A, C, W e Y (RARR.| et al,, 2014). O
estudo realizado em 2013 demonstrou que atualnantecinas evitam mais de 2,5
milhdes de mortes por ano. Nos ultimos 10 anosyéaum consideravel avangco no
desenvolvimento e na introdu¢do de novas vacir@as, & ampliagdo do alcance dos
programas de imunizacdo. Apesar do aumento do ideecriancas nascidas por ano,
a combinacdo da imunizacdo com outros cuidadosadeese o desenvolvimento de
intervencdes, como a melhoria do saneamento, leiggeaducacédo reduziu o numero
anual de mortes entre criangcas menores de cincodenimlade, de 9,6 milhdes em 2000
para 7,6 milhdes em 2010.

O desenvolvimento de uma vacina apresenta-nossvéeafios, como a busca
por sua estabilidade, baixo custo, necessidadeodeap doses, e preferencialmente,
administracdo livre de agulhas, conferindo maigusgn¢a ao publico alvo (O'HAGAN
e RAPPUOLLI, 2004). Existem casos em que mesmo jmuks0s antigenos necessarios
nao se consegue desenvolver a vacina objetivadRRPRI®LIet al, 2014). Um grande
desafio para o sucesso de uma vacina é a estratlédiaeracdo do antigeno a ser
empregada. Atualmente, sédo desenvolvidos e avalisidtemas com grande potencial,
como as diversas técnicas de producdo de vacinasutilizam DNA, plantas
transgénicas, adjuvantes, microparticulas e natioplas (AZAD e ROJANASAKUL,
2006).

A tendéncia predominante no desenvolvimento denaaaieste inicio do século
XXl tem sido a utilizacdo de vias alternativas para administracdo. As vias parenterais,
capazes de induzir uma resposta imune sistémiceghdas B e T do sangue, tem sido
as mais utilizadas (PLOTKIN, 2005). Em contrapartichs utilizacdes dessas vias

aumentam a necessidade de treinamento dos profisside salde e de equipamentos



estéreis, 0 que eleva os gastos das campanhasidacé (BORGES, 2007), além de
propiciar maior exposicdo as doencgas transmitidas ggulhas (O'HAGAN e
RAPPUOLI, 2004).

A administracao por via oral possui varias vantagen relacao as demais, como
apresentar um acesso mais facil, ndo oferecersrdedransmissao de infec¢des através
de agulhas contaminadas, riscos de efeitos heowslitiu possibilidade de dor durante
sua utilizacao. Além disso, as criancas, que ixpalacdo alvo da maioria das vacinas,
apresentam uma maior aceitabilidade a via orals&pde tais vantagens, formulaces
vacinais orais capazes de induzir uma protecaerfe; como acontece com a vacina
contra poliomielite, sdo exce¢bes (HOLMGREN e CZHERBKY, 2005). Dentre as
dificuldades em se produzir uma vacina oral, osragtdestacam a facilidade com que o
antigeno normalmente € degradado no trato gassbimal (TGI) e a sua baixa absorcéo
pelo intestino.

O principal alvo das vacinas orais sao as placasPeger, localizadas
principalmente no ileo. As células M do epitélitestinal (Figura 1), que recobrem as
placas de Peyer, sdo as responsaveis por realizarsporte dos patégenos para o tecido
linféide adjacente (LYDYARD e GROSSI, 1998). Antis chegar ao seu sitio ativo, o
antigeno precisa resistir ao pH acido do estomalgm disso, as placas de Peyer nem
sempre internalizam os antigenos de forma eficiemie eles podem n&o ser
suficientemente potentes para estimular uma respostne (DE ALZPURUA e
RUSSELHONES, 1998). Um dos principais parametroa gae ocorra a internalizacao
€ o0 tamanho das particulas. Este pode ser determina interacdo antigeno-célula M,
impedindo ou estimulando a resposta imune (RIEWAL, 2005).

Os adjuvantes possuem um importante papel no dalsenento das vacinas.
Esses compostos sdo administrados juntamente déyeraws proteicos purificados com
a finalidade de aumentar as respostas imunessBtesapazes de estimular as reacoes
imunes inatas ao antigeno no sitio de exposicdujosamplamente utilizados na
producao de vacinas e na imunologia experiment@B@S et al.,2011). Baseado nos
seus principais mecanismos de acao, os adjuvaodesrpser divididos em dois grupos:
(1) sistemas de entrega de vacinas, como emuls@es, minerais e lipossomos
(ALLISON, 1999 e SCHWANINGERet al, 2004apudLlI et al, 2013; (2) adjuvantes
imunoestimulatérios, como o0s agonistas de receptimlklike (TLR), saponinas e
citocinas (PLOHMANN, 1997; ADAMS, 2009; GNJATI€& al.,2010apudLlI et al,
2013)
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Figura 1 —Fungdes do epitélio folicular associadd® epitélio folicular associado (FAE) possui
células com microdobras (M) que séo especializadandocitose e no rapido transporte
transepitelial de antigenos e microrganismos palenb intraepiteliais, que contém célulasBe T
e ocasionalmente, células dendriticas (DCs). A naadas células do FAE sao enterdcitos com
microvilosidades apicais. Tais células néo trartapoantigenos, mas podem contribuir para a
apresentacao destes pela deteccéo de patdgenmsspesitutos no [limem e da liberagéo de sinais
de citocinas e quimiocinas para atrair e ativarlaéldendriticas. CCL: CC-ligante de quimiocina;
CCR: CC-receptor de quimiocina; TLR: receptor fldl (Toll like).

*Adaptado de Neutra e Koslowski, 208pudOQliveira, 2011.

Como ilustrado na Figura 2, alguns adjuvantes sé@zes de direcionar a
apresentacdo de antigenos através dos complexusppis de histocompatibilidade
(MHC). Outros se ligam aos receptores de reconlatmnpadrao (PRR), induzindo a
imunidade inata e influenciando a resposta imuatativa, devido ao recrutamento de
células apresentadoras de antigenos (APCs). Os nogiéd quase todas as familias de
PRRs séo alvos potenciais para os adjuvantes, csnreceptores Toll-like (TLRS),
NOD-like (NLRs), RIG-I-like (RLRs) e receptores ttina do tipo C (CLRs). Eles
sinalizam através de vias que ativam diferentesdatde transcricdo. Estes por sua vez,
induzem a producéo de citocinas e quimiocinasnegse para a iniciacdo, expansao e
polarizagdo das respostas imunes. A ativacao desidos membros da familia NLR,
tais como NLRP3 e NLRC4, desencadeia a formagaandecomplexo proteico, 0

inflamossomo, que induz a liberacdo de citocinasimftamatorias (interleucinas ILB1



e IL-18). Os inflamasomos NLRP3 e NLRC4 tambémcestévolvidos na imunidade
inata induzida por certos adjuvantes, mas seu mearde acao ainda nao foi elucidado.
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Figura 2 — Mecanismos de a¢do dos adjuvantes.
*Adaptado de InvivoGen, 2011.



1.2. Biocarreadores vacinais

Associacao de vacinas aos sistemas carreadore®unanizroparticulados tem
se mostrado uma estratégia promissora para aunaantarnalizacao dos estimulos pelas
células M e evitar a degradacéo no TGl (MISH&AL, 2010; OLIVEIRAet al, 2012).
Além disso, esses sistemas carreadores sdo cajgaasar como adjuvantes ou imuno
estimulantes, ativando a resposta imune atravésudeento da imunogenicidade dos
antigenos (JABBAL-GILLet al, 1999).

O principal papel de um adjuvante é aumentar aagemicidade dos antigenos.
O’'Hagan e Rappuoli (2004) sugeriram que eles tambéalizem outras acdes
especificas, como as mostradas na Tabelklds destacaram a relevancia que o0s
adjuvantes tém demonstrado no desenvolvimentoatasas, bem como o seu potencial

para utilizacao futura.

Tabela 1- O papel dos adjuvantes no desenvolvimento dasasa*

. Aumentar a respostaetal ou funcional.

. Reduzir a dose de antigeno.

. Reduzir o nimero total de doses.

. Superar a competicdo na combinag¢ao de vacinas.

. Aumentar a resposta em jovens e idosos.

. Aumentar a velocidade e a duracdo da resposta.

. Induzir uma potente imunidade mediada por cglula

. Induzir a imunidade mucosa.

. Possibilitar o desenvolvimento de vacinas beredidas.

O©CO~NOOTA,WNPEF

*Adaptado de O’Hagan e Rappuoli, 2004.

Garget al. (2010apud OLIVEIRA et al, 2012) afirmam que os carreadores
biodegradaveis e os poliméricos mucoadesivos g@pematemente, os candidatos mais
promissores na producdo de vacinas destinadas misilatdo através das mucosas.
Resultados significativos foram obtidos com a adstiacdo de vacinas via mucosa,
utilizando diferentes polimeros de origem sintéégaatural, como quitosana, o alginato
e a gelatina.

A quitosana, polissacarideo derivado da quitina, $& mostrado um valioso
carreador para vacinas orais, pois apresenta edsditias extremamente favoraveis,
como atoxicidade, biocompatibilidade, biodegraddaide (HIRANO, 1999; KURITA,
2006; JAYAKUMAR et al.,2007; CAMPANA-FILHOet al, 2007; RINAUDO, 2008;



FRIEDMAN et al., 2013), baixo custo e habilidade de abrir juncéasraelulares
(ILLUM, 1998). Além disso, a sua capacidade de formanoparticulas facilmente
(KISHEN et al,, 2008; DUet al,, 2008 SHRESTHAet al, 2009), aumenta a possibilidade
do biopolimero ser absorvido no intestino, visimportancia do tamanho da particula
na absorcdo do antigeno pelas células M do epitéistinal. Segundo Rieust al
(2005), o tamanho considerado 6timo para que agpaaticulas atravessem as células M

€ de no maximo 200nm.
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2. OBJETIVO GERAL

A presente revisao tem por objetivo organizar avacede dados disponiveis
sobre a utilizacdo da quitosana como biocarreadoin&l. Ao reunir informacdes
apresentadas por diferentes autores, que mostrampotesiciais de uso desse
biopolimero em distintas areas, objetiva-se azagdio de estudo acerca de suas
caracteristicas, bem como da possibilidade de sliEmagéo sob diferentes formas,

com destaque para as nanoparticulas.
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3. HISTORICO

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1881 Boaconnot, mas a escassez de
conhecimentos basicos sobre suas propriedade®dimitavanco de suas aplicacfes
industriais até a década de 1970 (ROBERTS, Ha#l CAMPANA-FILHO et al,
2007). Richards (1951), ao escrever um livro refgieé sobre a quitina, incluiu a
percepcdo da necessidade de mais informacdes @sisobre o polissacarideo e sua
distribuicdo nos seres vivos. Até entdo, os testdarimétricos existentes ndo eram
capazes de identificar a real distribuicdo e laegko da quitina nos organismos vivos
(KUMAR et al, 2004).

Apenas a partir de 1963 as técnicas especificas igantificacdo da quitina se
tornaram mais acessiveis com a ascensao dos mékdifsacao do raio-X de Rudall e
0 método enzimatico de Jeuniaux. A década de 16i7@Gn&rcada por importantes
acontecimentos para a divulgagcdo do conhecimenimicu da quitina. Foram
publicados os livros de Neville (1975), de Heph11976) e de Muzzarelli (1977). Nesse
mesmo ano, ocorreu a 12 Conferéncia Internacio@aDuitina e Quitosana. Apos a
realizacdo de tais eventos, o interesse pela guignkou de ser restrito aos zoologistas,
entomologistas marinhos e fisiologistas, passanddeaessar também aos quimicos.
(KUMAR et al, 2004).0 grande interesse dos quimicos pela quitina eiéionado ao
fato desta ser uma abundante fonte de quitosanajco polissacarideo catidnico de
origem natural. Tais caracteristicas lhe conferema ugrande vantagem sobre os
derivados cationicos produzidos pelo homem a pdeircelulose e do amido. Esta
superioridade deve-se principalmente a biodegradatie da quitina e de seu derivado
quitosana, o que chamou a atencdo dos pesquisatioegsoca, que ainda celebravam
polimeros artificiais biodegradaveis, como o nyIKWMAR et al, 2004).

A partir de entdo, o progressivo interesse na guaima quitina levou ao surgimento
de diversos estudos que buscavam a expansao decaoento sobre as relagcbes entre
as propriedades e as estruturas deste polissac&ide seus derivados (CAMPANA-
FILHO et al, 2007). Os ultimos 25 anos do século XX foramaados por inUmeros
avancos e descobertas sobre a quitina e a quitd3armaincipais foram relacionados por
Kumaret al (2004), como apresentado a seguir. Eles nos daodera geral da evolugao
do conhecimento sobre a quitina, ao longo desseduer
l. Avancos tecnoldgicos (coloracdo, captacdo de espémluveis, ingredientes

cosméticos funcionais);

12



Il. Significado bioquimico (acdo na coagulagdo sanguicieatrizacdo de feridas,
regeneracao 0ssea, atividade imunoadjuvante);

1. Inibicdo da biossintese (inseticidas);

V. Enzimologia da quitina (isolamento e caracterizaci#o quitinases, e sua
biologia);

V. Associacdo da quitosana com polimeros naturaisntgtisos (complexacao
polieletrolitica, uso em revestimentos e enxertos);

VI. Uso da quitosana como suplemento alimentar e ocarger de alimentos
(produtos anticolesterolémicos, revestimentos actohianos para gréos e frutas
exaoticas).

Atualmente, existem melhores conhecimentos sobr@owspolimeros no que diz
respeito principalmente a sua biodegradacédo, sEi®se sobre varios tecidos, sua
distribuicdo nos diferentes 6rgédos do corpo, spaadade de sofrer mucoadeséo e a
capacidade de associacdo da quitosana com algmmstms inorganicos. Dentre tais
conhecimentos, os referentes aos sistemas dddisfio de drogas tem sido, sem duvida,
o grande alvo da atencédo de estudiosos. Essesisgese deve a biocompatibilidade da
quitosana e ao fato dela n&o gerar reacoes adwasdmimanos (KUMARt al, 2004).

Apesar do enorme potencial da quitina e quitosauda, conhecimento ja acumulado
sobre esses versateis polimeros, Campana-€illab. (2007) avaliam que algumas de
suas aplicacbes mais importantes ainda nao forgmementadas na extensao esperada.
A sua utilizagdo na éarea farmacéutica, como vetdeemedicamentos e vacinas, em
dispositivos para liberacdo controlada de farmaeasa medicina, como biomateriais,
ainda nao é tao expressiva quanto a sua utilizzgsiindustrias alimenticia e cosmética.
Por ndo constar na lista de ingredientes inativoBabd and Drug Admistration (FDA),

0 uso da quitosana como excipiente em medicamaimnda ndo possui a aprovacao desse

orgao regulador (CAMPANA-FILHOet al, 2007). Contudo, na ultima década, a

pesquisa envolvendo a utilizagéo deste biopolimascareas farmacéutica e médica teve

uma grande expanséao. Trabalhos mais recentes mastperimentalmente a eficacia da
quitosana, como biomaterial (HIRANO e MIDORIKAWA948; JAYAKUMAR et al.,

2010), biocarreador (JAYAKUMAR al.,2005) e também como adjuvante (W&Nl.,

2011).
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4. CARACTERISTICAS DA QUITINA E QUITOSANA
4.1. Quitina

A quitina é o segundo polimero mais abundante queshece, ficando atras
apenas da celulose, apesar de apresentar umaetagpasicdo que chega a ser quase o
dobro desta. Considerada o polissacarideo de nmapmrtancia, é sintetizada por um
grande numero de organismos vivos. A quitina pedexstraida da biomassa ou a partir
de matérias-primas abundantes e relativamente asarabmo o0 exoesqueleto de
artropodes, algas diatomaceas e paredes celularésndos. Ela também compbe a
estrutura esquelética de anelideos, moluscos etesddos. Vide Tabela 02 (KUMA&
al., 2004; RINAUDO, 2006; CAMPANA-FILHGCet al,, 2007). Suas principais fontes de
obtencédo sédo as carapacas de caranguejos e déegr@mumente descartadas por
industrias pesqueiras (CAMPANA-FILH& al, 2007).

Este importante polimero é encontrado na naturemaocmicrofibrilas
cristalinas ordenadas (RINAUDO, 2006). A bioquimicagulacdo e genética dessa
molécula sdo bem conhecidas (KUMARal.,2004). A quitina possui estrutura linear e
é formada por uma unidade repetitiva de dissaaarédenposto por 2-acetamino-2-
desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicappse unidos por ligagéo
glicosidica (Figura 3) (CAMPANA-FILHOet al, 2007; ANITHA et al, 2009).
Normalmente, na quitina predominam as unidadegitieps formadas exclusivamente
por 2-acetamino-2-glicose-D-glicopiranose, possuiadenas em torno de 5 a 10% de
unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.

NHCOCH

NHCOCH3 CHQOH

Figura 3 — Estrutura primaria de quitina, onde n é o grau depolimerizacao.
Fonte: CAMPANA-FILHOet al. (2007).
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Tabela 2— Quantidade média de quitina em alguns organi$mos

Crustaceos Quitina (% em massa)
Cancer(caranguejo) 72,1(c)
Carcinus(caranguejo) 0,4 - 3,3(a)
Callinectes(caranguejo azul) 14,0(a)
Chionecetegcaranguejo Matsuba) 25,9(d)
Erimacrus(caranguejo) 18,4(d)
Paralithodes(caranguejo rei) 10,6(d)
Pleuroncodegcaranguejo vermelho) 35,0(b), 10,4(a), 1,3 — 1,8(b)
Camarao do Alasca 28,0(d)

Crangon(camarao) 5,8(d), 11,6(d), 69,1(c)

Macrobrachiumrosenberg{camaréo de agua25,3 +/- 0,2(e), 24,4 +/- 1,0(f)
doce)

Metapenaeus 32,4(d)
Nephropglagosta) 69,8(c)
Homarus(lagosta) 60,8 — 77,0(c)
Peneus 25,0(d)

Lepas 58,3(c)

“Krill” (zooplancton de mares frios) 40,2 — 40,0(d)
Insetos Quitina (% em massa)
Blattela(barata) 10(b), 18,4(c), 35(c)
Bombyx(bicho da seda) 44,2(c)
Coleoptergbesouro) 5,0 — 15,0(b)
Diptera(mosca verdadeira) 54,8(c)
Galleria (minhoca) 33,7(c)
Gafanhoto 2,0-4,0(a)
Besouro de Maio 16,0(b)
Periplaneta(barata) 2,0(c)

Pieris (borboleta) 64(c)

Aranha 38,2(d)
Moluscos

Conchas de molusco 6,1

Conchas de ostras 3,6

Gladios de lulas 40,0

Fungos

Aspergillusniger 42,0(g)
Lactariusvellereugcogumelo) 19,0
Mucorrouxii 44,5
Penicilliumchysogenum 20,1(9)
Penicilliumnotatum 18,5(0)
Saccharomycescerevisiae 2,9(9)

a) massa Umida do corpo; b) massa seca do corfrag@p organica da cuticula; d) massa total
seca da cuticula; €) massa seca do abdémen; famass das cascas; g) massa seca da parede
celular. *Adaptado de CAMPANA-FILH@t al. (2007) p.646.

De acordo com sua fonte e com o papel que desempanfuitina pode se
apresentar sob diferentes estruturas polimorficasominadasa, B e y-quitina. A

diferenciacao entre essas estruturas € feita dda@acom seu arranjo no estado sélido e
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a disposicdo de cadeias do polimero nas lameldslloas constituintes dos dominios
cristalinos (CAMPANA-FILHOCet al,, 2007). A figura 4 representa de forma esquemratic

a diferenca entre as familiasp e-quitina.

a-QUITINA B-QUITINA v-QUITINA

Al A A AAAAA AA| AL

Figura 4 —Representacdo esquematica das estruturas polimoréis de quitina As setas
representam as cadeias poliméricas no sentidamntd ndo redutor para o redutor.
Fonte: CAMPANA-FILHOet al (2007).

A o-quitina (Figura 5) é a forma mais abundante, sesmmntrada associada
fortemente a proteinas, materiais inorganicos ouloamem estruturas rigidas e
resistentes, como a parede celular de fungos, #l8) lkagostas, carangueijos, conchas e
na cuticula de insetos (RINAUDO, 2006; CAMPANA-FIO+t al, 2007). Esta familia,
considerada também como a mais estavel, apresergt@aadeias poliméricas em lamelas
ou folhas distintas dispostas de forma antiparakelgue permite que haja um denso
empacotamento. Essa estrutura favorece a ocorr@aaiuitas ligacées de hidrogénio
inter e intra-cadeias na mesma lamela e em lardedastas. Apesar de ser insolivel em
agua, esta forma é capaz de absorver e reter um{@adMPANA-FILHO et al, 2007).

A B-quitina (Figura 6), mais rara, € encontrada eno@asdo com proteinas
compondo estruturas flexiveis, embora também esdest, como os gladios ou plumas
de lulas, sendo também produzida por vermes, algmstozoarios (RINAUDO, 2006;
CAMPANA-FILHO et al, 2007). Esta estrutura possui um empacotamenosenso
gue an-quitina, visto que apresenta cadeias de diferdsnteslas dispostas paralelamente,
dificultando a ocorréncia de ligacbes de hidrogémiermoleculares. Possui um aspecto
fibroso e, assim comocaquitina, também nao é soluvel em agua, mas devid@a menor
densidade, € capaz de absorver mais umidade (CAMFANHO et al, 2007).
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(@ a b b

Figura 5 — Estrutura da alfa-quitina.
Fonte: RINAUDO (2006), p.606.

i

(a) a (b) b

A e
FEE

Figura 6 - Estrutura anidra da beta-quitina.

Fonte: RINAUDO (2006), p.606.
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A formay-quitina, também encontrada em estruturas flexeeesistentes, como

a espessa cuticula de revestimento de determirmmes do estbmago de lulas, é
considerada uma combinacdo do arranjo estrutualddas formas anteriores. Tais
estruturas apresentam cadeias de duas lamelasspasigéo paralela intercaladas com
lamelas de cadeias antiparalelas (CAMPANA-FILIdOal, 2007). Segundo Atkins

(1985,apudRINAUDO, 2006), a forma- quitina & uma variagéo da familiasguitina.

Dentre as principais caracteristicas da quitinatadam-se a insolubilidade em
agua e maioria dos solventes organicos usuais basxa toxicidade (ANITHAet al,
2009). Devido a dificuldade de solubilizacdo emveotes comuns, a quitina é
frequentemente convertida em seu derivado maiceisalo, a quitosana (KURITA,
2001; RINAUDO, 2006; JAYAKUMARet al, 2010). Este importante derivado da
quitina apresenta um grau de desacetilacdo entee6®% (CAMPANA-FILHOet al,
2007).

A solubilidade da quitina € restrita a uns poudstesas solventes (normalmente

solucdes concentradas de acidos fortes) e sudutidec® muito lenta, tanto de como
de B-quitina, provocando continua despolimerizacdo (GAMA-FILHO et al, 2007).
Ja a sua atoxicidade, somada as demais caracesistbmo a biodegradabilidade,
propriedades antibacterianas, hidrofobicidade, @dpde de formar gel e afinidade por
proteinas, permitem que ela seja empregada natiiredé@ismenticia, como clarificante, e
na farmacéutica por ser um acelerador da cicafiw@®INAUDO, 2006).

Por se tratar de um produto natural raramente ¢&ractmmem forma pura, cuja
biossintese ndo é estritamente controlada poreligenéticos, a quitina possui grande
variacdo em sua composicdo quanto ao comprimestoatieias, conteudo de unidades
glicosamina acetiladas e desacetiladas e suabdigfiio ao longo das cadeias. Dessa
forma, realizar a purificagdo da quitina, extraimgonpletamente as substancias com as
guais ela se associa na natureza, ndo é umagargfies. O padrdo de pureza necessario
para algumas aplicacdes é dificil de ser alcangadtedicina, as industrias farmacéutica
e alimenticia sdo areas em que alto padrdao de gérexigido, sendo realizada, por
exemplo, a determinacdo do contetudo residual deaisngiesados no material
(CAMPANA-FILHO et al.,2007).

A desacetilacdo da quitina pode ser realizada pocepsos quimicos ou
microbioldgicos, utilizando enzimas ou microrgamsmPara originar a quitosana,

devem ocorrer hidrélises alcalinas em sitios reatdlos dominios cristalinos da quitina,
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porém, 0 acesso a esses sitios é limitado, o quedienque a reacdo seja homogénea e
completa ao longo de todas as cadeias dos gruptendada. Como consequéncia, em
industrias e laboratorios, copolimeros de composigdmassa molar variaveis séo
originados a partir da desacetilacdo da quitine) gee haja uma padronizacdo das
propriedades e caracteristicas em condi¢des dedwisilidade (CAMPANA-FILHOet

al., 2007).
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4.2. Quitosana

A quitina raramente é desacetilada por complestojue sado necessarias muitas
reac0es consecutivas para que isto ocorra, 0 quarefzeria a sua progressiva
despolimerizacdo. Quando o polimero de quitina@laegm grau de desacetilacdo de no
minimo 50%, ele comeca a se solubilizar em meidoaagquoso, e passa a ser chamado
de quitosana. Dessa forma, a quitosana € um pmdisdao linear, obtido a partir da
desacetilagéo da quitina (Figura 7) (RINAUDO, 2006)

CHZOH

Figura 7. Estrutura priméaria da quitosana, onde n é o grau de polimerizagédo
*Adaptado de CAMPANA-FILHCet al (2007).

A quitosana é o mais importante derivado da quise@ado o Unico polimero
cationico pseudonatural. Esta caracteristica exelupermite que ela tenha varias
aplicacdes, como por exemplo, a capacidade de @uao floculante para recuperacao
de proteinas e a despoluicdo. Além disso, a susiBdhde em solugbes aquosas,
possibilita que seja largamente utilizada em difia® aplicagbes, como géis, filmes e
fibras (RINAUDO, 2006).

A qualidade da quitosana depende diretamente dadicées empregadas nos
tratamentos sequenciais e também da natureza d@sian@tima empregada para a sua
extracdo da quitina. Tal dependéncia é confirmada rplatos de problemas de
reprodutibilidade das caracteristicas de quitingugosana comerciais (SIGNINI e
CAMPANA-FILHO, 1999,apudCAMPANA-FILHO et al.,2007).

4.2.1. Caracteristicas Quimicas

A estrutura primaria da quitosana é semelhantequifima, com a diferenca de

que na quitosana predominam as unidades 2-amims@dD-glicopiranose. Como
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apenas a quitosana é sollvel em solu¢des acidadadil como o acido acético e acido
cloridrico, na pratica, é esta caracteristica qrenjte uma distingdo mais rapida entre
ela e a quitina (CAMPANA-FILHt al, 2007)

De acordo com o grau de desacetilacdo da quittnegracteristicas da quitosana
podem sofrer variagBes, além da possibilidade de@nucia de simultdneas reacdes de
despolimerizagao e outras reagdes colaterais (CANRRILHO et al, 2007).

A despolimerizacdo da quitosana ocorre com facdkda reacdo com o acido
nitroso, por exemplo, pode ser facilmente contmlakndo rapida e seletiva, o que
proporciona uma estabilizagdo dos produtos e dg@simetria. Além disso, ela também
pode ser facilmente despolimerizada por diversdsolaises, como lisozima, lipase,

pectinase, celulase, hemicelulase dentre outrag/RJ et al, 2004).

4.2.1.1 Solubilidade

Normalmente, a solubilidade da quitosana é testedaacido acético a uma
concentracdo de 1% ou 0,1M do &cido. A capacidadsotiibilizacdo da quitosana em
meio acido ocorre com a protonagao da funcao —hidposicdo C-2 da unidade de
repeticdo D-glicosamina (RINAUDO, 2006).

Rinaudo (2006) afirma que a concentracdo de prdtecsssaria para que ocorra
a solubilizac&o da quitosana precisa ser, no mingoal a quantidade de unidades de —
NH.> envolvidas. Além disso, varios autores afirmam quesolubilidade desse
polissacarideo depende tanto do seu grau de désgietquanto da distribuicdo dos
grupos acetil ao longo da cadeia principal e tambérseu peso molecular (RINAUDO
e DOMARD, 1989; AIBA, 1991; KUBOTA e EGUCHI, 19%pudRINAUDO, 2006).

A desacetilagdo, que normalmente ocorre no estadidlos causa uma
irregularidade na estrutura molecular devido aatarsstica semicristalina do polimero.
A taxa de protonacdo da quitosana foi analisadaselucdes diluidas dos &acidos
cloridrico e acético, mostrando que a taxa de &mdia depende do pH do acido e do pK
da substancia. Desta forma, de acordo com os diedols e pKO obtidos em solucdes de
acido cloridrico e acido acético, concluiu-se qupiidgosana é sollivel em pH abaixo de
6,0 (RINAUDO et al., 1999a; RINAUDOet al., 1999b apud RINAUDO, 2006) e
insolivel em agua, em pH alcalino ou em solventeggrocos. Entretanto, a sua
neutralizacdo com acidos, como o acido cloridacetico, latico ou formico, forma sais

de quitosana que sao soluveis em agua (RABE&A, 2003).
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Outros estudos mostraram uma forma de quitosandaokin presenca de
glicerol-2-fosfato (CHENITEet al.,2000; CHENITEet al.,2001; MOLINARO, et al.,
2002; CHOet al, 2005apudRINAUDO, 2006) que é soluvel em agua, em pH neutro.
Foram obtidas solucdes estaveis a um pH de 7,d,-a7temperatura ambiente. Em
temperaturas acima de 40°C, observou-se a forntecam gel.

Resumindo, ndo é facil controlar a solubilidadeqd#osana, visto que esta
propriedade sofre influéncia da desacetilacadopdaentracao i6nica, do pH, da natureza
do &cido utilizado para a protonacao e da disgémde grupos acetil ao longo da cadeia.
Além disso, as ligagdes de hidrogénio intra-cadeés como as condi¢cdes de obtencéo
da quitosana séo outros fatores que afetam a bdad® da mesma (AIBA, 19%pud
RINAUDO, 2006).

4.2.1.2. Viscosidade

A viscosidade é uma propriedade variavel das sekidé quitosana. Os fatores
que influem nessa variacdo sdo o grau de desaéetjlpeso molecular, concentracao,
pH e temperatura. Em sistemas fechados, o aumentterdperatura normalmente
provoca uma reducéo da viscosidade da solucaceito db pH sobre a viscosidade varia
de acordo com o acido utilizado para a sua obtefRABEA et al, 2003).

4.2.1.3. Peso molecular

O peso molecular é outra importante caracteristasses polimeros, visto que
interfere tanto na viscosidade como na solubilid&sta Gltima propriedade é o maior
motivo de preocupacao, devido a possivel dificidddd solubilizacdo das amostras e
dissociacdo dos agregados frequentemente presedeslucdes (RINAUDO, 2006).
De acordo com Muramatst al, (2003apudKUMAR et al,2004), o peso molecular da
quitosana pode ser reduzido por radiagdo gama eatitadacao térmica pode compensar
essa diminuicao.

Outro fato que aumenta a importancia do peso mialeéwa possibilidade dessa
caracteristica exercer alguma influéncia na capdeid¢arreadora de genes. Jungireger
al. (1998, 2000 e 2002pudKUMAR et al, 2004) sintetizaram um derivado da quitosana
de baixo peso molecular, o trimetil cloreto de ogaina. Eles observaram que este

derivado é mais adequado como carreador de DNA guétosana isolada.
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No trabalho em que estudaram a formacdo de naimpast de poli (butil
cianoacrilato) carregadas positivamente estabdizgubr quitosana, Yarg al (2000,
apud KUMAR et al., 2004) demonstraram que, juntamente com fatoreso qoi
concentracdo e volume da solucdo de quitosanaoopelecular desse polimero também
influencia no tamanho das particulas.

RABEA et al (2003) afirmam que a maioria das atividades logjicas e
propriedades funcionais da quitosana e seus desvdependem do peso molecular da
mesma. Além disso, tem sido discutida a possiliéddessa propriedade ter alguma
influéncia na capacidade da quitosana em alterstabolismo e func¢des fisiologicas de

microrganismos.

4.2.2. Propriedades e Aplicacdes

A quitosana apresenta os grupos funcionais aminmidrexila, os quais podem
sofrer modificagles, para conferir as propriedatkEsejadas de acordo com a fungéo
biologica a ser desempenhada (PILL&lal, 2009). Dessa forma, apresenta grandes
vantagens em relacdo a celulose, como por exempiesenca de quatro grupos
funcionais em sua férmula, a sua caracteristic@rie e consequente capacidade de
formar complexos polieletroliticos e derivados dteogénio, de acordo com o grupo
amino primario (KUMARet al, 2004).

A natureza quimica da quitosana permite que ocoaidenacdes covalentes e
ibnicas que possibilitam adequacdes das proprisdaidBgicas e mecénicas de acordo
com sua aplicagéo (KIMt al., 2008). Os grupos amino da quitosana podem originar
produtos com propriedades antibacterianas, anifaag antivirais, antiacidas,
antialérgicas, e anti-ulcerogénicas biocompatieibiodegradaveis (PILLAEt al.,
2009).

A versatilidade da quitosana é evidente, de mo@oetpitambém é utilizada nas
indUstrias cosmética e alimenticia e como agentieddacao no tratamento de efluentes
aquosos. Além disso, esse polissacarideo € caparedsgir com diversas substancias,
0 que permite a sua aplicacdo na deteccdo, apaisriperacdo das mesmas. Dentre tais
substancias, se destacam as proteinas, lipidestiiges, corantes, ions metalicos e
radioisotopos. A quitosana, por apresentar sigtifia atividade antimicrobiana e devido

a sua atoxicidade, biocompatibilidade e biodegrididade é aplicada ndo apenas na
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industria farmacéutica, mas também na agricultun@edicina e odontologia
(CAMPANA-FILHO et al.,2007).

4.2.2.1. Acéo antimicrobiana e antifungica

A natureza catibnica da quitosana possibilita glaeinteraja com diversas
moléculas negativamente carregadas, 0 que a pesariteonsiderada um bioadesivo.
Devido a sua excelente atividade antimicrobianatélagica, seu amplo espectro de
acao e baixa toxicidade em células de mamifergsjtasana possui grandes vantagens
sobre outros tipos de desinfetantes. A sua cargiéiyaopossibilita uma interagdo com
membranas celulares microbianas carregadas negative, de modo que atua
principalmente na superficie externa das bactdfists. interacdo provoca uma alteracéo
na permeabilidade da célula bacteriana, o que deuven extravasamento de diversos
constituintes intracelulares (RABE# al., 2003).

A atuacdo como agente quelante é outro mecanignagd@b antibacteriano da
quitosana. Ela se liga seletivamente a qualqueo tl@ metal e induz uma inibicdo da
producdo de toxinas e do crescimento microbiano.ulema terceira possibilidade de
mecanismo de agdo, a quitosana de baixa massapanktra na célula e liga-se ao DNA,
inibindo a sintese de RNA e proteinas. Contudajxalsolubilidade da quitosana em pH
acima de 6,5 faz com que sua atividade antimicnabseja observada apenas em meio
acido (RABEAet al.,2003).

Jiaet al.(2001) demonstraram a atividade antibacterianaidasgna, na forma
de sais de ambnio quaternario soliveis em aguaodupdo do sal ocorre por meio da
reacao do grupo amino da quitosana com um aldiichoando o intermediario imina ou
Base de Shiff, que por sua vez reage com iodetoediéa e origina o sal quaternario da
quitosana (SILVAet al, 2006).

A quitosana tem sido aplicada em diversos trabathgss pesquisadores buscam
acentuar a acao antimicrobiana desse polimero pir te associacdes com adjuvantes.
Ong et al, (2008) avaliaram um complexo formado pela gamascom o adjuvante
hemostatico polifosfato em relacdo a seu potereiimicrobiano e cicatrizante. Estes
autores demostraram que a associagdo do comppeatea produz um efeito bactericida
significativo em relacdo ao complexo isolado qait@s polifosfato.

Vérios foram os autores que mostraram a atuacé@miardbiana da quitosana.

Friedman et al. (2013) incubaram diferentes concentracdes de naihogas de

24



guitosana associadas a alginato ¢&nopionibacterium acnes avaliaram sua atividade
antimicrobiana medindo a quantidade de unidadesadoras de colonia (CFU) obtidas
por mL. Os resultados mostraram que as nanopasialh conjugado tiveram um
significativo efeito na inibicdo da formacao detewds, mas a quitosana isolada induziu
a uma inibicdo ainda maior (Figura 8). O alginam rdemonstrou efeito sobre o
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Figura 8. Efeitos antimicrobianos de nanoparticulas(NPs) de quitosana-alginato A
avaliacdo de unidades formadoras de colbnias (G&ilbealizada na presenca de diferentes
concentracdes (1; 0,5; 0,2 e 0,1) de NPs quitoahyiaato.

*Adaptado de Friedmaet al.(2013). p. 1233.

4.2.2.2. Biocompatibilidade e Biodegradabilidade

A excelente biocompatibilidade da quitosana é udea suas principais
caracteristicas juntamente com sua biodegradathigdabaixa toxicidade (HIRANO,
1999; KURITA, 2006; JAYAKUMAR et al.,, 2007; RINAUDO, 2008). Essas
propriedades permitem que o polimero seja amplametiizado na engenharia de
tecidos, incluindo os tecidos ésseo (ZHAD al., 2010 apud DASH et al., 2011),
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cartilaginoso (HACet al.,2010), hepético (SE@t al, 2006apudDASH et al.,2011) e
sistema nervoso (HAIPENE& al.,2000apudDASH et al.,2011).

A biodegradabilidade da quitosana € extremamenta & ser comparada com a
de seus derivados. Tais derivados sao mais prop@ndegradacédo que as moléculas de
guitosana, e isso se deve parcialmente ao fatesiestem cristalinos (KUMAR! al,
2004). Em geral, o grau de desacetilacdo influenta taxa e extensdo da
biodegradabilidade da quitosana. Quanto mais diésaleefor a molécula, menor sera a
taxa de degradacdo da mesma @@l.,1996; YANGet al,, 2007).

A biodegradabilidade de derivados da quitosananf@stigada nos trabalhos de
SASHIWA et al, (2000 e 2003a apud KUMAR et al, 2004). Os derivados do
polissacarideo foram inicialmente preparados pao ohe reacdo em agua, acido acético
e outros reagentes derivados do acido acrilico FBAR et al, 2003bapud KUMAR
et al, 2004). A partir dos resultados, os autores stagarque a biodegradabilidade esta
fortemente associada a estrutura quimica das niagdds grupos de polietilenoglicol
(PEG), carboxil, amonio quaternario e amido pr@varin uma maior biodegradabilidade
engquanto os grupamentos hidroxietil e nitrilo neieram um resultado tdo satisfatério.
Além disso, também foi verificado, que essa prajaie independe da solubilidade em
agua dos compostos quimicos, visto que houveraivades sollUveis e insolUveis com

uma boa taxa de biodegradabilidade.

4.2.2.3. Agéo antiinflamatoria

A quitosana possui varias propriedades anti-irdik@mas (KIM et al., 2004) e
essas caracteristicas tem sido cada vez mais datud2e acordo com Ueebal. (2001,
apud FRIEDMAN et al.,2013) a quitosana possui um papel imunologico gakii a
inibicdo de citocinas pré-inflamatorias e a pronwgéa granulacédo do tecido através do
recrutamento de fibroblastos. A unido desses dadpere que, além de possuir um efeito
antimicrobiano, a quitosana também atua como #atiatorio.

Friedmanet al. (2013) investigaram se citocinas e quimiocinagamatorias
induzidas porP. acnespoderiam ser moduladas na presenca de nanopastidel
quitosana associadas ao alginato. Mondcitos isslddosangue periférico, estimulados
com P. acnes, foram colocados em presenca de diferentes conc¢céesade
nanoparticulas de quitosana com alginato. Os eskgt mostraram que houve uma

crescente reducdo da inducdo de citocina IL-12 Romcnescom o aumento da
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concentracdo das nanoparticulas, demonstrandogmificativo efeito anti-inflamatorio
do conjugado.

4.2.2.4. Utilizacdo como biomaterial e acao ciczante

Além de suas aplicacbes nas industrias cosmeétiainenticia e na area
farmacéutica, como vetores de medicamentos e \wmeiea dispositivos para liberacéo
controlada de farmacos, a quitosana pode ser dplea medicina (CAMPANA-FILHO
et al, 2007). As acbes antimicrobiana e hemostaticadmmno a biocompatibilidade da
quitosana, fazem desse polissacarideo um excddemteaterial, com atuacdo que se
extende a cicatrizagdo de feridas @fial, 2001apudONGet al.,2008).

A utilizacdo da quitosana na engenharia de tecidtiada para a regeneracao
Ossea tem sido cada vez mais pesquisada. Essderecgransao teve inicio apos a
demonstracao da capacidade do biopolimero em indlgeescimento celular e aumentar
a deposicao de matriz 6ssea por osteoblastos emnecaélular (SEOlet al, 2004apud
DASH et al.,2011).

Na regeneracdo de tecidos cartilaginosos, o poésseo também tem
apresentado grande sucesso, inclusive em regitasicldacdo. Um excelente exemplo
desse sucesso € um estuduivo (HAO et al, 2010apudDASH et al.,2011), em que a
cartilagem articular defeituosa foi reparada cotaphente em 24 semanas (Figura 9).

Uenoet al.(1999,apudFRIEDMAN et al.,2013) demonstraram que a quitosana
também induz a producéo de colageno tipo lll. Estacteristica desempenha importante
papel na aceleracdo do processo de cicatrizacd@oesimo tempo em que contribui para

0 Seu sucesso na engenharia de tecidos.
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Figura 9 — Uso da quitosana no reparo experimentale cartilagem articular: (a) Acumulo

de matriz na engenharia de tecidos cartilagind$igtologia e imunohistoquimica de condroécitos
cultivados em hidrogel de quitosana por 3 semdasesultados mostraram que os condrocitos
em hidrogel de quitosana acumularam matriz contgiidosaminoglicana (GAG) sulfatada
pericelular. A- Coloracdo de HE; B- Coloracdo imhbistoquimica de colageno tipo II; C-
Coloracédo azul de toluidina; D- Coloracao safraindsstrela: hidrogel de quitosana; Cabecas
das setas: nucleos celulares; Setas: matriz dokdmios. Barra = 100um.

(b) Observacdo macroscoépica da cartilagem articulaiperada apés 24 semanas da operacao.
A- Parte do defeito da cartilagem no grupo expemtaiefoi coberta suavemente com tecido
hialino branco reluzente. A cartilagem normal andante € quase indistinguivel. Sinais ndo
claros da margem com a cartilagem normal podewistes na superficie das areas regeneradas;
B- Os defeitos no grupo controle 1 foram parcialieaparados com tecido semelhante a fibra,
deixando uma pequena depressao nas areas defgitGeddo grupo controle 2 sdo detectados
em uma fina e irregular superficie do tecido, dese¢ rachaduras ao redor da cartilagem normal.
Seta: defeito; Barra = 0,5cm. Fonte: H&Qal, 2010apudDASH et al.,2010.
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4.2.3. Formas de preparo

A possibilidade de ser preparada sob diferenteauiaicdes, como solugcdes de
viscosidade controlada, géis, filmes, membranas,omsferas e nanoparticulas, faz com
que a quitosana tenha uma variedade de aplicagids mais ampla (KISHENt al,
2008; DUet al, 2008; SHRESTHAet al, 2009).

A utilizacdo na area biomédica dessas diferentesaf® so € possivel gracas a sua
propriedade de biocompatibilidade (RINAUDO, 2006).

4.2.3.1. Fibras e Filmes

A eletrofiacao foi descrita por Pillat al (2009) como um método promissor e
versatil de processamento de fibras com didame#@sdala nanométrica.

A habilidade em formar filmes é outra caracteréstice a quitosana apresenta,
diferentemente da celulose (KUMAB al, 2004). Wanget al (2005) testaram a
associacao de filme de quitosana com nanotuboartierm. O trabalho demonstrou que
o composto foi capaz de aumentar significativamentmédulo de tensdo apods a

incorporagéo de apenas 0,8% de nanotubos de candhwalentes.

4.2.3.2. Hidrogéis

Diferentes trabalhos mostram a obtencao de hidsatgiquitosana por meio do
tratamento com anions polivalentes, como o glitestdato (CHENITEet al, 2000apud
RINAUDO, 2006), o &cido oxalico (YAMAGUCHt al, 1978; HIRANOet al.,1990a;
ZHANG et al, 1994;apudRINAUDO, 2006) e o tripolifosfato (DESAI e PARKDQ5
e LEEet al, 1998apudRINAUDO, 2006).

4.2.3.3. Microesferas

Existem diferentes formas de se obter microesfdeagpuitosana, sendo um deles
a secagem por pulverizacdo. Esse método inclurmeatagios: atomizacdo através de
um bico de pulverizacdo, contato com ar quentggssu das goticulas e separacdo da
quitosana sélida. Pode-se aplicar essa técnicaifenerdes formas de quitosana, como

sais, suspensdes, gelatina com oxido de etileambém em mistura do polimero com
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etilcelulose (KUMARet al, 2004). Trabalhos relatam a obtencéo de microsesfeom
diametro entre 2 e 5um, que apresentam uma malhorohalidade na capacidade de
ligacdo. Além disso, a capacidade de ser compritoide a microesfera de quitosana
um interessante carreador de drogas €H&l., 1999; DAVIS, 1999; REGEt al, 2003;
DE LA TORREget al, 2003; HUANGet al, 2002; SHI e TAN, 2002pudKUMAR et
al., 2004).

Segundo Muzzarelket al. (2004), a utilizacdo do sal de carbamato de aménio
outra possibilidade para a secagem por pulverizagéstinada a obtencdo de
transportadores de farmacos. Kurearal. (2004)descreveram a preparagdo do sal de
carbamato de amoénio de quitosana a partir de cidodde quitosana, obtendo
microesferas, em sua maioria, insoluveis.

Outra possibilidade de formacdo de microesferasrid@s por Kumar e
colaboradores se d&a por meio da formacédo de coowpbix polieletrélitos de quitosana
com polianions, como a 6-oxiquitina, heparina, agenina, pectina, acido hialurbnico,
xantina, carboximetil celulose e DNA, dentre outiessas preparacdes resultam em uma
imediata e desordenada precipitacdo das substans@aveis, principalmente em pH
neutro ou basico.

O preparo de microesferas também pode ser feiti@amilo-se a técnica de
emulsdo multipla. Este método, demonstrado pord&tmt. (1997apudKUMAR et al,
2004) inclui trés etapas:

Preparacdo de uma emulsdo primaria em que a fagersth em 6leo é composta de
CH2Cl2 e a fase aquosa continua.
Formacé&o de emulsao multipla com 6leo mineral;

Evaporacéo do solvente aquoso sob pressao reduzida.

4.2.3.4. Nanoparticulas

A quitosana tem sido amplamente utilizada em fodeamicroparticulas e
nanoparticulas, especialmente na pesquisa de réaroscos. Na formulagdo dessas
formas, tem-se evitado a utilizacdo de solventg&rocos ou alta tensdo de cisalhamento
via ionotrépica e automontagem de polieletrolifmgservando a imunogenicidade dos
antigenos (PREGét al.,2010 e LIUet al.,2013apudSAHDEV et al.,2014).
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As nanoparticulas sdo compostas por, no maximoelg centenas de atomos e
0 seu tamanho varia de 1 a 100nm. A producdo deriaiat na escala nanomeétrica
apresenta diversas vantagens para diferentes aceas, destaque para a area
farmacéutica. Um determinado material produzido sme®scala, pode ter o
aprimoramento de suas propriedades, como uma nra&isténcia, leveza ou
funcionalidade. Para os biomateriais, a caracteaistestacada mais evidente € a sua
biocompatibilidade (WILSOMt al, 2010).

Comparadas as microparticulas, as nanoparticudasad vantajosas por serem
mais adequadas para administracao intravenosaogshilidades de associagdo com
nanoparticulas séo diversas, de modo que farmacostras moléculas utilizadas
juntamente com tais formas podem apresentar-seoldd®s em seu interior,
encapsuladas, adsorvidas, aprisionadas ou anexadassmas (WILSORt al.,2010).

A capacidade da quitosana de gelatinizar quandaartato com polianions
especificos, permite que as nanoparticulas sejégimadas por meio da gelificacédo
ibnica que ocorre entre seus sitios positivos aegmtivos do tri-polifosfato de sodio
(TTP) (KISHEN et al, 2008; DUet al, 2008; SHRESTHAet al, 2009). Essa
caracteristica possibilitou que o método de geliffo ibnica passasse a ser descrito como
um dos métodos mais utilizados para a producd@udeparticulas (Qét al, 2004; Qlet
al, 2005; DUet al, 2008; DUet al, 2009; DUDHANI e KOSARAJLEt al, 2010). No
caso da quitosana, essa técnica consiste na umgitadase acida com a fase alcalina de
TPP, ocorrendo a formacédo de nanoparticulas ingdette apos a mistura destas fases.
Neste processo, formam-se ligagdes inter e intrecatdres entre os fosfatos do TPP e
0S grupos amino da quitosana (Figura 10).

O processo de gelificacdo ibnica apresenta como denguas vantagens a
possibilidade de variacdo de tamanho e potenctal da&s NPs formadas, mediante o
controle direto de parametros criticos do processsmm Garet al (2005) e Aliet al
(2010) descreveram como principais parametros: a@g@sisolucdes de quitosana e de
TPP, relacdo peso quitosana/ TPP, concentracaoitdsana, temperatura da solucéo de
quitosana e velocidade de agitacao da solucaoitbsgna. A importancia desses fatores
se deve a possibilidade de protonacdo ou despg@ondos grupamentos amino da
quitosana, de acordo com a variacdo de pH. Osemutoncluiram que as modificacbes
de tamanho, forma e potencial zeta das nanopasiculfluenciam a atividade

antimicrobiana.
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Figura 10 - Interacdo da quitosana com tri-polifosfato de sédio
Fonte: Laus (2006).

Devido ao seu alto potencial antimicrobiano, asparticulas se destacam entre
0S pOs que apresentam essa atividade biologicen digso, a densidade de suas cargas
e a sua maior area de superficie, permitem qudaerilaam uma maior interacdo com as
cargas negativas das bactérias (8tl, 2006).

Friedmaret al.(2013) demonstraram a acao antimicrobiana de namoyas de
quitosana associadas ao alginato. A associacdo ufiizada in vitro contra
Propionibacterium acnesendo como resultado um efeito bactericida. Foialestrado
por imagem de microscopia eletrbnica que as natiopks de quitosana associadas ao
alginato induzem o rompimento da membrana celuabaktéria, provocando a lise
celular.

Estudos mostraram que a atividade antimicrobiana mnoparticulas de
quitosana é diretamente proporcional ao seu patierefa. Dwet al (2009) produziram
nanoparticulas de quitosana com a utilizacao dodoéte gelificacéo ibnica e associacao
a ions metélicos. Quando isoladas, as nanopadicutstraram um potencial zeta de
aproximadamente +51,37 mV, enquanto que, quandegzatas com os ions €e Zrf*,
apresentaram um potencial zeta de +88,69 e +86\g5enpectivamente. Os testes de
Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragdo MaiBactericida foram aplicados e
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as nanoparticulas de maior potencial zeta apresemtauma maior atividade
antimicrobiana (DUlet al,, 2009).

As nanoparticulas de quitosana sdo também utikzadaarea biomédica como
carreadoras de farmacos, num sistema de liberagéo £ continuo da droga. Ela
apresenta vantagens diante de outras substan@aargdas como nanoparticulas.
Destacamos a sua capacidade de controlar a lilberdgdagentes ativos e a sua
solubilidade em solu¢cbes aquosas acidas, evitandsoode solventes perigosos ou
toxicos durante sua preparacao (WILSENL, 2010).

Na area médica, as nanoparticulas de quitosanatar@m mostrado resultados
bastante promissores. Sdtial (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana aeecito
0sseo contendo nanoparticulas de quitosana. Elegaram que, diferentemente de
quando é feita a incorporacao de ions de pratamento, as hanoparticulas de quitosana
ndo causam efeitos citotoxicos, quando em altasecdracbes, como ocorre com 0S
primeiros. Além da n&o citotoxicidade, os autoremctuiram que a adicdo das
nanoparticulas aumentou o potencial antimicrobatembém a resisténcia do cimento
0sseo. Dessa forma, a utilizacdo de nanopartidel@giitosana como biomaterial pode
ser bastante util para se reduzir a ocorréncia atgaminacfes e infeccbes por
microrganismos em pacientes implantados (&Hil, 2006).

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas deogana também foi avaliada
na area odontoldgica, com a incorporacédo destas aeimento endodontico a base de
zinco e eugenol. Os autores mostraram que ocomaeforco da atividade dos cimentos
em dois tipos de testes: com contato direto e cprasenc¢a de uma membrana limitando
0 contato, embora neste segundo a atividade tedbarsis branda (KISHENt al.,
2008). Em outro trabalho, foi aplicado um sistemealideracdo de nanoparticulas de
quitosana no interior de tubulos dentinarios parde uma técnica de ultrassom focado
de alta intensidade (HIFU). O objetivo era de aaxiha desinfeccdo dos canais
radiculares, e para isso as nanoparticulas eranore®mue o didametro dos tubulos
dentinarios, variando entre 80 e 120nm. Apesaideldiicdo néo ter sido uniforme, foi
verificada uma penetracdo de 1.000 um dentro dndas dentinarios (SHRESTH@t
al., 2009).
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5. PERSPECTIVAS

Como exposto no presente trabalho, a biodegradatiédi, biocompatibilidade e
atoxicidade proporcionam a quitihna e a quitosana anorme potencial de
desenvolvimento, direcionado principalmente par@rass biomédica e farmacéutica.
Ambos os polissacarideos tém sido amplamente dpkcaa quimica, biotecnologia,
agricultura, veterinaria, odontologia, processamela alimentos, protecdo ambiental e
medicina (SYNOWIECKI e AL-KHATEEB, 2003; KAT@t al.,2003apudLl et al.,
2012).

Diferentemente da quitina, a estrutura quimica uitosana permite que ela
tenha capacidade de realizar uma extensa variegadeeracoes (SYNOWIECKI e AL-
KHATEEB, 2003; KATOet al.,2003apudLlI et al.,2012). Essa capacidade se deve,
parcialmente, a facilidade em formar nanoparticul@sdo em vista que esta forma
aumenta a capacidade de ligacdo a outras molécedp®cialmente as proteinas
(KUMAR et al, 2004). A presenca de diferentes grupos funciamaisiolécula permite
que o polissacarideo seja processado em difer@amesilacdes farmacéuticas, como
filmes, solugdes, comprimidos, membranas, micropdds e nanoparticulas.
Juntamente com suas demais caracteristicas, essdade de formulacdes favorece que
a quitosana tenha um amplo espectro de atuacaostntas areas.

As possibilidades de utilizacdo desse composto ataren apds Muzzarekit
al. (2003,apudSILVA et al, 2006) desenvolverem um sistema que torna a qui¢os
solavel, mesmo em pH 10. A solubilidade é adquiaipds a formacao do ion carbamato

de amdnio, com a adicdo de M O;, como demonstrado na Equacéo 1:

CHIT-NHz+ NHHCO; <= CHIT-NHCO;NHs" + H.O (2)

A quitosana na forma de ion carbamato de aménicafesentado excelentes
resultados como biocarreador apdés a producdo deesferas do polimero com a
utilizacdo do método de pulverizacédo a seco (MUZERR et al, 2003apudSILVA
et al, 2006).

As peculiaridades desse polissacarideo, muitassv&@e explicadas por sua
facilidade de interacdo, que se deve principalmantgrupamento amino livre. Tais
caracteristicas ampliam as possibilidades de qliaagdes farmacoldgicas. A quitosana

pode ser utilizada como agente antimicrobiano, megelor de tecidos, cicatrizante,
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hipocolesterolemiante, coagulante, além do uso adadb como adjuvante e
biocarreador, dentre outros. A sua abundante disiidade na natureza é outra
vantagem do composto. Por ser obtido, principaleeti exoesqueleto de crustaceos,
apresenta viabilidade econdmica e ecologica.

Por todos esses motivos, € de grande importanc@a hgja um maior
investimento em pesquisas que busquem esclaregeofindar o conhecimento acerca

das aplicacfes e mecanismos de acdo desse versd@ihissor polissacarideo.
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6. CONCLUSOES

Considerando a importancia da vacinacdo como ewedo de saude, devido a
sua eficacia e custo-beneficio, o desenvolvimeretoavas vacinas para as diversas
doencas que acometem o ser humano € imprescirdiesisa sociedade. Os desafios no
desenvolvimento de uma vacina sao muitos e inclugmsipalmente a sua estabilidade,
baixo custo, necessidade de poucas doses, adagaistsegura e estratégia de liberacao.
Dessa forma, a busca por adjuvantes e sistemasadares mais eficientes e
biocompativeis tem sido cada vez mais intensa.

A quitosana tem se mostrado um excelente candidadguvante “ideal”, devido
as vantajosas propriedades que apresenta. Sasadives trabalhos que mostram a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidedsua propriedade antimicrobiana,
caracteristicas essenciais para 0 seu sucessoeaasbifomédica e farmacéutica. Além
disso, a sua estrutura quimica possibilita a cdpdei de realizar interagcbes com
diferentes grupos funcionais, permitindo uma varigdma de aplicacdes de acordo com
a adequacao as propriedades quimicas e biolodicagesenca dos grupos funcionais
amino e hidroxila na molécula do biopolimero peemat ocorréncia de modificacdes
necessérias para desempenhar a funcao biolégiepdas

Outro diferencial desse versatii composto € a itlde em formar
nanoparticulas, o que aumenta a capacidade decabgoelo organismo em diferentes
tecidos. Porém, um destaque especial deve seradedpacidade de ser absorvido pelo
epitélio intestinal, o que favorece a sua utilibag®mo biocarreador de vacinas
administradas por via oral.

A gquitosana ainda possui o efeito de adjuvantég jge sua presenca junto ao
imunégeno esta associada a um aumento da respostee.i Acredita-se que este
importante derivado da quitina tenha atuacdo r@osta imune, recrutando macréfagos
e outras células para o local da infeccdo e estimalol a imunidade humoral. Porém, é
necessario que sejam feitos mais estudos a fire dsdarecer os mecanismos de acao,
ainda nao totalmente elucidados.

Dessa forma, este valioso polissacarideo, prinvipale na forma de
nanoparticulas, tem um papel extremamente sigtiftcao desenvolvimento de novas

vacinas e tende a ser cada vez mais estudaddazaddilcomo biocarreador e adjuvante.
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