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Sumario

Os biomateriais podem ser utilizados para substituir, no todo ou em parte, sistemas
bioldgicos quando estes sdo impossibilitados de cumprir as suas fungdes naturais.

Atualmente existe uma pandplia de biomateriais que podem ser divididos, de acordo
com a sua origem, em materiais naturais e sintéticos. O quitosano consiste num
biomaterial natural, hidroéfilo, atdxico, biodegradavel e biocompativel, produzido por
fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em aplicacdes

industriais e tecnoldgicas desde ha varios anos.

O quitosano é um dos biomateriais com maior potencial de utilizacdo na medicina
regenerativa. Desde fios de suturas, a biomateriais de aplicacdo na pele, 0sso e
cartilagens, o quitosano possui uma pandplia de possibilidades de utilizagdo neste

campo.

O objetivo deste trabalho de revisdo bibliografica é evidenciar os avangos do
quitosano e sua vasta aplicabilidade como biomaterial. A composi¢do do tecido ésseo,
tecido cartilaginoso, e a pele, bem como o conceito de biomaterial e quitina seréo
abordados nas diferentes seccGes. Por fim, é efetuada uma referéncia relativa as técnicas
de engenharia de tecidos com recurso ao quitosano como, bem como uma avaliacdo
critica do seu potencial de sucesso, através de exemplos praticos relativos aos seus

avancos recentes.

Palavras-chave: Quitosano; Quitina; Biomaterial; Propriedades do quitosano;
Engenharia de tecidos.
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Abstract

Biomaterials can be used to replace, in whole or in part, biological systems when

they are unable to comply with its natural functions.

Currently there is a range of biomaterials that can be divided, according to its origin,
in natural and synthetic materials. Chitosan is a natural biomaterial, hydrophilic, non-
toxic, biodegradable and biocompatible, produced from renewable natural sources,
whose properties have been explored in industrial and technological applications for

several years.

Chitosan is one of the biomaterials with potential for use in regenerative medicine.
Since sutures, up to application of biomaterials in the skin, bone and cartilage, the

chitosan has a range of potential uses in this field.

The objective of this literature review is to highlight the progress of chitosan and his
extensive applicability as a biomaterial. The composition of bone, cartilage, and skin, as

well as the concept of biomaterial and chitin are discussed in different sections.

Finally, a reference on of tissue engineering techniques using chitosan, as well as a
critical evaluation of their potential for success through practical examples relating to its

recent advances.

Keywords: Chitosan; chitin; Biomaterial; Chitosan properties; Tissue Engineering.
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I. Introducéo

Os avancos ao nivel da tecnologia e da medicina aliados a melhores condigdes de
trabalho e de higiene foram fatores predisponentes na melhoria da qualidade de vida da

populacdo, com um consequente aumento da esperanca média de vida.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde, a esperanca média de vida a
nascenca tem vindo a aumentar nos ultimos anos em todo mundo, sendo que para
Portugal, em 1990 o valor da esperanca média de vida foi estimado em 74 anos, e no
ano de 2013 foi estimado em 81 anos 0 que corresponde a um aumento da esperanca
média de vida de 7 anos (World Health Organization, 2015).

Perante a presente caminhada evolutiva e com o aumento da esperanca média de
vida da populacdo, verificou-se um aumento dos riscos de salde, potenciando desta
forma, a probabilidade de ocorréncia de danos e lesbes graves e consequentemente um

aumento da frequéncia de intervengdes cirdrgicas.

Neste contexto, e no sentido de desenvolver técnicas que permitam restituir as
funcBes totais ou parciais de 6érgdos ou tecidos, tem surgido uma necessidade de
progresso na area da saude e da engenharia. Desta forma, os biomateriais tém vindo a
ganhar grande importancia e a sua utilizagdo no tratamento de lesdes ou doencas

revelou-se uma das solucBes mais promissoras na pratica clinica.

Os biomateriais podem ser utilizados para substituir, no todo ou em parte, sistemas
bioldgicos quando estes sdo impossibilitados de cumprir as suas funces naturais.
Assim sendo, € obrigatorio que os biomateriais possuam requisitos minimos gerais com
0 objetivo de minimizar ou eliminar o possivel impacto de rejeicdo que pode acontecer

no corpo humano durante o periodo em que estejam implantados (Ratner et al., 2004).

Quando em contato com os tecidos humanos, o desgaste dos biomateriais ndo é
completamente evitado, podendo causar reagdes alérgicas e inflamatorias que levariam
a rejeicdo do implante e consequentemente a substituicdo do mesmo. A substitui¢do dos

implantes implica um grande acréscimo de custos, tornando-se contraproducente para 0s
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servigos de salde. Posto isto, € de extrema importancia uma constante atualizacdo da

investigacdo no desenvolvimento dos biomateriais (Park e Lakes, 2007).

O presente trabalho é realizado no ambito da obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéuticas pela Faculdade Ciéncias da Saude da Universidade Fernando
Pessoa. Tem como principal objetivo apresentar uma revisdo bibliografica das
potencialidades do quitosano como biomaterial e apresentar o seu vasto leque de
possibilidades de utilizacdo recorrendo para isso a uma andlise de artigos cientificos.

Inicialmente serdo definidos conceitos como biomaterial e quitina. Posteriormente
sera abordado o conceito do quitosano, o0 processo de obtencdo do mesmo e as
propriedades deste polissacarideo que lhe permitem ser usado como biomaterial. Por
fim, serdo realizadas conclusdes gerais de todo o trabalho desenvolvido.

11
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I1. Biomaterial

2.1 Conceito

O termo biomaterial é empregue para indicar qualquer substancia ou mistura de
substancias, usadas para produzir dispositivos farmacologicamente inertes, com o
objetivo de serem utilizados na area da saude, de forma a substituir alguma mateéria viva
que tenha perdido as suas funcdes, restaurando desta forma o funcionamento natural do

tecido ou 6rgdo (Park e Lakes, 2007).

Inicialmente, o biomaterial era considerado como um “material ndo vivo, usado
como dispositivo médico, projetado para interatuar com sistemas bioldgicos”, no
entanto, tal definicdo foi criando algum tumulto e discussdo junto dos investigadores

uma vez que se referia exclusivamente a matérias ndo vivas (Williams, 1988).

Mais tarde, no ano de 1991 durante a segunda Conferéncia sobre Consenso nas
Definicdes em Biomateriais realizada em Chester, foi reformulada a sua definicdo sendo
considerado "um material destinado a contactar com sistemas bioldgicos para avaliar,
tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do organismo"
(Williams et al., 1992).

2.2 Tipos de biomateriais

Trata-se entdo de um material sintético ou natural que podera ser posteriormente
adaptado de forma a minimizar qualquer anomalia quando em contacto com os sistemas
bioldgicos, tendo necessariamente de ser biocompativel e biofuncional, cumprindo,
assim, a sua aplicacdo especifica sem causar inconvenientes (Park e Lakes, 2007; Ratner
et al., 2004).

No que se refere a sua origem, 0s biomateriais podem ser classificados em naturais e
sintéticos. Os biomateriais de origem natural sdo obtidos a partir de diversos
organismos, desde bactérias a mamiferos, e os biomateriais de origem sintética tém a

sua origem em misturas de varios compostos quimicos (Chen et al., 2013).
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Os biomateriais de origem natural podem ser classificados em autdgenos, alégenos e
exogenos, conforme o organismo de onde sdo extraidos. Neste sentido, os biomateriais
autégenos sdo provenientes do mesmo individuo onde sdo retirados e implantados,
possuindo menor probabilidade de rejeicdo e maior eficacia. Relativamente aos
biomateriais aldgenos, estes sdo provenientes de um doador da mesma espécie
possuindo algum risco de rejeicdo. Por fim, os biomateriais exdgenos sdo provenientes
de um organismo de espécie diferente, estando associados a um elevado indice de
rejeicdo (Park e Lakes, 2007; Ratner et al., 2004).

Quanto a sua composicdo quimica, os biomateriais podem ainda ser classificados

em metais, ceramicos, compdsitos e polimeros.

Os biomateriais metélicos sdo caracterizados pela presenca de ligacGes metéalicas.
Os mais utilizados sdo o0 aco inoxidavel, cobalto, cromio e molibdénio e as ligas de
titanio. Embora estejam entre os biomateriais mais usados, estes apresentam maior

probabilidade de corroséo e toxicidade (Barrere et al., 2008; Eisenbarth, 2007).

Os biomateriais ceramicos usados sd0 compostos inorganicos cristalinos,
constituidos por elementos metalicos e ndo metalicos que se ligam a partir de ligacGes
ionicas e covalentes que lhes confere uma enorme estabilidade, grande dureza e
resisténcia as alteragdes quimicas Os mais compostos inorganicos mais utilizados na
constituicdo destes biomateriais sdo a hidroxiapatita, safira, alumina, zircénica, vidro

ceramico e carbonato de calcio (Callister, 2000).

Os biomateriais compdsitos sdo misturas de outros biomateriais e tém como objetivo
a criagdo de um biomaterial com propriedades melhoradas de forma a colmatar as
restricdes dos seus componentes isolados. Sdo exemplos destes biomateriais 0s vidros

solidos amorfos (Eisenbarth, 2007; Karageorgiou e Kaplan, 2005).

Os polimeros sdo biomateriais compostos por moléculas de cadeia longa com
unidades monomeéricas repetidas, unidas por ligacdes covalentes carbono-carbono
(Baldwin e Kiick, 2010).
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2.3 Aplicacao dos biomateriais

Ao longo da historia foi possivel encontrar referéncias que nos remetem para a
utilizacdo de biomateriais. Entre elas, a utilizacdo do ouro e do marfim para reparagao
ortodontica pelos chineses, astecas e romanos. Por sua vez, em 1775, o ferro foi
utilizado para solucionar situacdes de fraturas 0sseas, enquanto que o primeiro olho de
vidro terd sido produzido pelo vidreiro Ludwig Mulles-Urie, na Alemanha (Park e
Lakes, 2007).

A importancia dos biomateriais é cada vez mais significativa contribuindo para os
avancos da medicina moderna. Atualmente, estes podem ser aplicados em varias areas
da saude como a ortodontia onde sdo utilizados na correcdo da posi¢do dos dentes e dos
0ssos maxilares posicionados de forma inadequada; na ortopedia onde s&o utilizados no
fabrico de implantes e proteses; na cirurgia cardiovascular onde sdo utilizados no
fabrico de pacemakers, valvulas e vasos artificiais; na oftalmologia no fabrico de lentes
de contacto; na cirurgia plastica como implantes e substituicdo de tecidos, entre outros
(Park e Lakes, 2007; Ratner et al., 2004).

2.4. Requisitos dos biomateriais

A falha dos primeiros biomateriais utilizados em implantes ocorreu por n&o ter sido
atribuida a devida importancia a adequabilidade biol6gica dos mesmos. Na abordagem
contemporanea, a interface entre o biomaterial e 0 ambiente no qual o dispositivo deve
funcionar ¢ tido como prioritaria na importancia dos requisitos dos biomateriais. Desta
forma, é imperativo a presenca da biocompatibilidade como competéncia primordial do
biomaterial para atuar numa aplicacdo especifica (Park e Lakes, 2007; Ratner et al.,
2004).

Relativamente & biocompatibilidade, o sistema imunitario tem a capacidade de
determinar se o objeto é material do préprio organismo ou ndo. Posto isto, qualquer
substancia estranha ao organismo tem o potencial de gerar uma resposta do sistema
imunolégico, podendo causas reacfes inflamatdrias caso seja reconhecida como

estranha. Existem varios niveis de biocompatibilidade sendo alguns materiais mais
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biocompativeis do que outros, e por isso, mais rapidamente integrados no organismo
sem provocar reacOes inflamatorias, sendo o fator determinante, a natureza quimica da

superficie do objeto (Ratner et al., 2004).

Quanto as exigéncias fisicas, os biomateriais devem satisfazer um conjunto de
requisitos obrigatorios. Um exemplo concreto sdo os biomateriais utilizados em
Cardiologia, nomeadamente os tubos usados para substituir uma artéria com défice de
funcdo; estes devem ser flexiveis e ndo devem sofrer desgaste, nem alteracbes quando
submetidos a pressdo. Outro exemplo sdo as valvulas cardiacas artificiais, que devem
abrir e fechar 70/80 vezes por minuto, a cada dia, por varios anos, sendo que qualquer
erro existente nestes materiais coloca em risco a vida das pessoas que 0s recebam.
(Ratner et al., 2004).

No que concerne as exigéncias quimicas, 0s biomateriais devem ser aprovados para
serem usados em qualquer aplicacdo por intervencdo médica. Perante esta aplicabilidade
todas as substancias presentes no biomaterial devem permanecer em situacdo indcua
durante toda a vida, ou seja, devem ser inofensivos uma vez que possivelmente poderédo

ficar em contacto com o organismo por um longo periodo de tempo (Brown, 2004).

No caso de um biomaterial colocado num organismo vivo, forma-se uma interface
entre o0 biomaterial e os tecidos organicos. Essa interacdo que ocorre do contacto dos
biomateriais com o sistema de fluidos organicos desse corpo e a resposta do hospedeiro
aos ides desse mesmo material podem ser determinantes na existéncia de

biocompatibilidade do material (Williams, 1989).

Em congruéncia com o supramencionado, segundo o Consensus Conference of the
European Society for Biomateriais a biocompatibilidade dos materiais € definida como
a capacidade de um material estranho ao organismo ndo desencadear rejeicdo no
individuo, implicando a este apenas uma resposta adequada e eficaz (Sefton, 1986;
Williams, 2008).

15



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Posto isto, os requisitos gerais dos biomateriais para aplicacdo medica sdo a
biocompatibilidade, de forma a n&o reagir com os tecidos e ndo sofrer desgaste ou
corrosdo que podem desencadear reagdes alérgicas inflamatdrias; deve ser indcuo, ou
seja, ndo deve ser carcinogénico nem toxico; deve existir em abundancia, ser de facil
obtencdo; deve ser resistente aos métodos habituais de esterilizacdo tais como o calor
hdmido, calor seco e radiacGes esterilizantes uma vez que este precisa de ser estéril para
ser implantado; deve ser moldavel; deve ainda possuir carateristicas fisicas adequadas
como resisténcia a aplicacdo de forcas, elasticidade e durabilidade e por fim, deve
possuir densidade proxima da dos meios bioldgicos onde serd implantado (Chen et al.,
2013).

A biocompatibilidade é o requisito mais importante de um biomaterial sendo que a

escolha de um biomaterial adequado é essencial para o sucesso do tratamento.

Os polimeros naturais como colagénio, fibrinogénio, quitosano e derivados da
quitina, acido hialorénico e poli-hidroxibutirato, sdo uma classe de biomateriais que
para além das suas caracteristicas de biocompativel e biofuncional, possuem ainda a
vantagem de serem biodegradaveis, ou seja, possuem a capacidade de desaparecer apds
a sua introducdo no organismo evitando problemas de biocompatibilidade (Chen e
Wang, 2002; Hojo et al., 2003; Ignatius et al., 2005; Liu et al., 1999; Zhao et al., 2002).

As vantagens de aplicabilidade destes materiais sdo diversas, dadas as suas
carateristicas imunoldgicas, bioativas, a sua interacdo positiva com o corpo humano e o
facto de serem encontrados em abundancia e extraidos de fontes renovaveis (Schmidt e
Leach, 2003).

Né&o obstante, existe ainda outra variante de polimeros, os polimeros biodegradaveis
sintéticos, destacando-se como 0s mais usados pela Engenharia Biomédica os poli (-
hidroxiacidos), a poli (e-caprolactona), os poli (carbonatos) e os poli (anidridos)
(Ishaugh-Riley et al., 1997; Mooney et al., 1996; Uhrich et al., 1998; Washburn et al.,
2002).
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Os polissacarideos como a quitina e 0 quitosano sdo polimeros naturais e constituem
uma classe de biomateriais que foram inicialmente pouco utilizados neste campo. No
entanto, o reconhecimento do seu potencial bem como a sua utilizagdo estd em

crescimento significativo (Suh e Matthew, 2000).

I11. Quitina

3.1. Conceito

Quitina € um termo derivado da palavra grega “khiton” que significa protecdo
através de um revestimento. A sua associacdo a quitina existe por esta ser uma
substancia estrutural da parede celular de fungos, da carapaca dos crustaceos e do
exosqueleto dos artropodes possibilitando protecdo e revestimento a esses organismos
(Santos, 2004).

Foi pelas méos do professor francés Henri Braconnot, membro da Academia da
Ciéncia de Nancy em Franca, que, em 1811, a quitina foi descoberta quando este
desenvolvia uma investigacdo com fungos, ficando inicialmente conhecida como
fungina (Bhatnagar e Sillanpaa, 2009; Santos, 2004).

No entanto, a sua aceitacdo foi discutida ao longo de varios anos uma vez que se
levantaram vozes opositoras afirmando que esse material proveniente dos fungos,
possuia semelhancas estruturais com a celulose. Assim, mais tarde, em 1823, o
investigador Odier atribuiu 0 nome de quitina ao material tendo isolado este polimero
de insetos. Odier desenvolveu ainda mais a sua investigacdo tendo constatado a
presenca de quitina na carapaca de caranguejos concluindo assim que este seria 0

material basico na formacao do exosqueleto de insetos e crustaceos (Krajewska, 2004).

Ainda no ano de 1823, investigadores como Odier e mesmo Children indicaram que
conseguiram isolar a quitina atraves de maltiplas aplicagdes com solucdes de hidréxido
de potéssio concentrado. Porém, tudo indica que terdo isolado quitosano em vez da
quitina, uma vez que, a quitina em meio alcalino concentrado pode sofrer desacetilagéo

e originar quitosano (Krajewska, 2004).
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A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, apés a celulose.
Como ja referido anteriormente, a quitina é um polimero sintetizado por um enorme
ndmero de organismos vivos sendo uma substancia estrutural do exosqueleto de
crustaceos tais como camard@es, caranguejos e lagostas, e da parede celular de fungos e
leveduras. Também € produzido por outros organismos vivos sendo degradada pela

enzima quitinase (Rinaudo, 2006).

E possivel aferir que as lulas, os caranguejos, camardes, lagostas e ostras possuem
na sua constituicdo 10% a 15 % de peso seco em quitina. Por sua vez, os fungos da
ordem mucorales possuem para além da quitina, o derivado desacetilado deste

biopolimero denominado quitosano (22 a 44 %) (Andrade et al., 2003).

Como polissacarideo natural que é, possui uma fase cristalina organizada, possivel
de analisar através de raios-X. Dependendo da fonte de obtencdo, a estrutura cristalina
da quitina figura na natureza sob trés formas polimérficas indicadas como a, p ¢ y. A
forma o ¢ a mais abundante e apresenta elevada cristalinidade e simultaneamente
elevada pureza apresentando uma maior dureza e maior estabilidade a rea¢cdes quimicas
devido a fortes ligacOes de hidrogénio intermoleculares. J& nas formas B ¢ y ressalva-se
a flexibilidade. N&o obstante estas podem sofrer alteracdes apOs tratamentos e

converterem-se na forma a (Antonino, 2007).

A quitina o € um polissacarideo com uma coloragéo branca, insolivel em agua, com
baixa reatividade quimica, rigido e inflexivel, a partir do qual se obtém o quitosano
(Dutta et al., 2004; Laranjeira e Favere, 2009).

A quitina, assim como o seu derivado quitosano, em oposi¢éo a outros biomateriais,
sdo polissacarideos de baixo custo, renovaveis e biodegradaveis (capaz de se desintegrar
e ser absorvido pelo organismo apo6s a sua implantagdo. A adogdo destes polimeros
orgénicos, dadas as suas carateristicas, contribuem para a diminuicdo dos impactos
ambientais comparativamente ao de polimeros sintéticos e constituem um recurso
economicista de baixo custo. Para além da aplicacdo na saude, a quitina pode ser
aplicada em outros setores como na construgéo civil, por se distinguir pela sua elevada
resisténcia (Pillai et al., 2009).
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As dificeis modificagdes quimicas e a baixa solubilidade da quitina sdo os maiores
fatores limitantes para a sua utilizacgdo como biomaterial. Desta forma, tem-se
verificado um crescente interesse no estudo do quitosano devido & sua alta solubilidade

em solucgdes aquosas acidas e a facilidade de alteracfes quimicas (Aoi et al., 2000).

IV. Quitosano

4.1 Conceito

Atualmente existe uma pandplia de biomateriais que podem ser divididos, de acordo
com a sua origem, em materiais naturais e sintéticos. Uma vez que a maioria dos
polimeros hoje em dia sdo materiais sintéticos, a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade é bastante limitada em comparacdo com os polimeros naturais.
Neste ambito, os biomateriais poliméricos de origem natural mais utilizados sdo o

alginato, o colagénio, o acido hialurénico e o quitosano (Bose et al., 2012).

A descoberta do quitosano ocorreu em 1859 por Rouget, apos este ter tratado a

quitina com uma solucéo concentrada de hidroxido de potassio (Amaral, 2005).

Segundo a literatura, o quitosano é um polimero biodegradavel e biocompativel, que
ndo induz resposta bioldgica do sistema imunoldégico quando implantado. Estas
carateristicas fazem deste polimero uma excelente op¢do para ser utilizado como
biomaterial (Polo-Corrales et al., 2014). Contudo, é escassa a possibilidade de se
encontrar a estrutura do quitosano na natureza. Para colmatar esta problematica, a
sintese deste polimero € conseguida industrialmente, recorrendo a processos quimicos

ou enzimaticos (Kumar, 2000).

O quitosano consiste, portanto, num polimero hidrofilo, atdxico, biodegradavel,
biocompativel, produzido por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo
exploradas em aplicagdes industriais e tecnoldgicas desde h& vérios anos (Kumar,
2000).
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A quitina e 0 quitosano sdo polimeros constituidos por monomeros de 2-
aminodesoxiglucose ou glucosamina (unidade ndo acetilada) e N-acetil-2-
aminodesoxiglucose ou N-acetilglucosamina (unidade acetilada) unidas por ligacdes
glicosidicas B(1—4). No entanto, 0s polimeros diferem quanto a proporcéo relativa
dessas unidades e quanto a sua solubilidade. Na estrutura da quitina predominam
unidades de N-acetil-2-aminodesoxiglucose, em contrapartida, na estrutura do quitosano
predominam unidades de 2-aminodesoxiglucose. Esta relacdo representa um fator
marcante na solubilidade de ambos os polimeros uma vez que a quitina € insoltvel na
maioria dos solventes e o quitosano € sollvel em solucdes aquosas acidas (Berger,
2004; Rinaudo, 2006).

Ambos os mondémeros possuem estruturas moleculares similares, distinguindo-se
apenas no grupo substituinte do carbono 2 do anel da glucopiranose, sendo que o
monomero 2-aminodesoxiglucose apresenta um grupo amina e 0 monomero N-acetil-2-

aminodesoxiglucose apresenta um grupo acetamida (Berger, 2004).

A figura 1 ilustra uma possivel configuracdo quimica da quitina e a figura 2 ilustra

uma possivel configuracdo quimica do quitosano.

CH,

Figura 1. Estrutura quimica da quitina (Borgognoni et al., 2006)
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CH, CH, CH,

Figura 2. Estrutura quimica do quitosano (Borgognoni et al., 2006)

4.2. Processo de obtencdo do quitosano

Tal como mencionado anteriormente, a quitina caracteriza-se como substancia
precursora do quitosano pois, embora o0 quitosano ocorra naturalmente na natureza em
alguns fungos, este é geralmente obtido através do processo de desacetilacdo alcalina da
quitina. A reacdo de desacetilacdo caracteriza-se pela remocdo do grupo acetil (-
COCH3) de um composto organico. Contudo, a quitina tem de ser previamente tratada

para poder ser usada na obtencao do quitosano (Kumar, 2000).

A utilizacdo do exosqueleto dos crustaceos para a obtencdo de quitina, envolve por
isso, a dissolucdo prévia do carbonato de calcio que se encontra presente em
concentracdes elevadas no seu exosqueleto. Partindo-se da matéria-prima bruta, inicia-
se a lavagem abundante com agua, seguida de uma lavagem com &cidos (geralmente
acido cloridrico) que retiram todo o conteudo mineral do exosqueleto dos crustaceos
(Kumar, 2000).

O exosqueleto dos crustdceos contem, ainda, pigmentos que ndo se encontram
complexados com o carbonato de célcio, desta forma, os pigmentos permanecem
associados a quitina, ndo sendo eliminados pelo tratamento supramencionado. Estes
pigmentos podem posteriormente ser eliminados por extragdo com etanol ou acetona,

depois do tratamento de desmineralizagéo (Rinaudo, 2006).
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Apos estes tratamentos, a quitina pode entdo ser submetida a desacetilacdo para
obtencdo do quitosano. A desacetilacdo da quitina pode ser realizada através de
processos enzimaticos ou através de processos quimicos com recurso a um meio de

desacetilacdo acido ou alcalino (Peniche et al., 2003).

A prética industrial mais comum no processo de desacetilacdo da quitina, também
utilizada em laboratérios de pesquisa, € aquela na qual a desacetilacdo € realizada
através de um tratamento alcalino, geralmente em solucéo aquosa de hidréxido de sédio.
A desacetilacdo em meio acido ndo é aplicado devido a suscetibilidade das ligagdes
glicosidicas a hidrolise acida (Peniche et al., 2003; Prashanth et al., 2002).

4.3. Grau de desacetilacéo

A desacetilagdo alcalina, embora a mais utilizada e mais estavel, ndo obtém

quitosano totalmente desacetilada (Campana e Signini, 2001; Prashanth et al., 2002).

Diferentes graus de desacetilacdo do quitosano podem entdo ser obtidos em
consequéncia de varia¢fes no tratamento utilizado. Essas varia¢6es incluem sobretudo o
tempo de reacdo, a temperatura a que decorre a reacao e a concentracdo de hidroxido de
sodio utilizada. Contudo, fatores como a adi¢do de diluentes, a razdo quitina-solucéo
alcalina, o tamanho das particulas de quitina utilizadas, a atmosfera da reacédo, e a
presenca de agentes que evitem a despolimerizacdo, podem também provocar alteracbes

no grau de desacetilagdo obtido (Campana e Signini, 2001; Prashanth et al., 2002).

Para além do grau de desacetilacdo, 0 quitosano pode ainda apresentar variagfes a
nivel de comprimento das suas cadeias poliméricas e consequentemente do peso
molecular, bem como a nivel da solubilidade e distribuicdo dos grupos acetamida
(Rinaudo, 2006; Okuyama et al., 2000). Estas variacdes também se devem as diferencas
no tratamento utilizado uma vez que tempos de reacdo prolongados e temperaturas
elevadas sdo os fatores responsaveis pela degradacdo das cadeias e obtencdo de
quitosano com reduzida massa molecular (Campana e Signini, 2001; Prashanth et al.,
2002).
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Um dos métodos descritos nas publicacdes cientificas é a prévia desmineralizacéo
da quitina a 1.25M de &cido cloridrico e a desacetilacdo em solugdo de hidréxido de
sodio a 1 ou 2M, a uma temperatura de 70°C (Amaral, 2005).

A maioria das publicacGes cientificas usam o termo quitosano quando o grau de
desacetilacdo é superior a 70%. No entanto, o grau de desacetilacdo que diferencie a

quitina do quitosano néo esté ainda totalmente definido (Di Martino et al., 2005).

Na figura 3 € possivel observar um exemplo do processo de desmineralizacdo e

desacetilacdo alcalina da quitina

Quitina
HCI QRO
$ CaCOy, \
60-120°C[ >S2C0 LA\ ohgena
NaOH ’:“ h \ \ be HOM .,
e LIS
COcC ”1 e ¥ C
Refrigeracdo l o
"
Flocos de Qultosano (>55—61 % )
Lavagem rON T ,(\\"g,;’_:,w\
| " e\ o o
L ‘\,-/"\"}A
Secagem Wy Ny
[rituracdo

P6 de Quitosano

Figura 3. Processo de desmineralizacéo e desacetilacdo da quitina (Adaptado de:
Kristbergsson, 2007)

A importancia atribuida ao quitosano tem sido nas Ultimas décadas acrescida por
diversos fatores, onde se destaca a sua quantidade e facilidade de obtencéo, aliadas ao
facto de este polimero ser relativamente barato, e a sua facilidade de tratamento em
comparagdo com a de outros biomateriais, uma vez que, o processo de desacetilacdo a

partir da quitina, ndo é algo complexo (No et al., 2007).
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Para alem disso, as inumeras modificacfes quimicas possiveis, permitem a obtengédo
de uma grande variedade de derivados do quitosano e consequentemente diversas
possibilidades de utilizacdo deste biomaterial na &rea da satde. Exemplo disso € a baixa
solubilidade em agua do quitosano (Borgognoni et al., 2006). No entanto, este ao ser
alterado quimicamente através da introducéo de cadeias de acidos organicos ou acidos
inorganicos diluidos, apresenta grande solubilidade em agua podendo assim, ser
modificado de forma a adquirir as caracteristicas pretendidas (Okuyama et al., 2000).

Ja a quitina, embora seja um recurso de elevada facilidade de obtencdo a baixo
custo, ndo possibilita modificacBes quimicas uma vez que este polissacarideo possui
uma estrutura altamente cristalina, com fortes interacbes entre hidrogénios
intramoleculares, e sendo insolivel em agua, apresenta consequentemente um ndmero

reduzido de possibilidades de utiliza¢do (Rinaudo, 2006).

O quitosano, para além da facilidade de obtencéo, facilidade de tratamento e da
possibilidade de alteragcbes quimicas apresenta propriedades fulcrais para a sua
utilizacdo como biomaterial das quais se destacam a bioadesdo (devido a carga positiva
que adquire a pH fisioldgico), a possibilidade de formacdo de estruturas porosas,
indcuo, biocompativel e biodegradavel (Alexander et al., 1996; Amaral, 2005; Rabea et
al., 2003).

V. Aplicagdes do quitosano

Nas ultimas décadas, uma larga variedade de aplicagdes médicas do quitosano e

seus derivados tém vindo a ser desenvolvidas.

5.1 Medicina Regenerativa

A pesquisa na area da Medicina Regenerativa tem demonstrado grandes progressos,
sobretudo no que diz respeito aos biomateriais. Com efeito, a engenharia de tecidos tem
como objetivo, criar e aperfeicoar alternativas terapéuticas na regeneracdo e reparagdo
de tecidos danificados (Chen et al., 2013).
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O quitosano € um dos biomateriais com maior potencial de utilizacdo na medicina
regenerativa. Desde fios de suturas, a biomateriais de aplicacdo na pele, 0sso e
cartilagens, existe uma panoplia de possibilidades de utilizacdo deste polimero natural.

5.1.1 Regeneracao do 0sso

Uma compreensdo da estrutura e fisiologia do osso €& essencial para o
desenvolvimento de técnicas de reparacdo deste tecido. Neste sentido, 0 0sso é formado
por tecido rigido, metabolicamente ativo, muito vascularizado, inervado, que compGe o
esqueleto dos vertebrados. Este tem como funcdo, a protecdo dos 6rgdos internos e
serve de suporte para os tecidos moles, proporcionando assim uma manutencdo da
estabilidade estrutural. Para além disso, 0 0sso tem a capacidade de armazenar minerais
como o célcio e o fosforo permitindo a libertagdo dos mesmos casos 0s seus niveis na
corrente sanguinea diminuam. O o0sso estd ainda diretamente relacionado com a
producdo de células sanguineas e plaguetas uma vez que, muitos 0ssos contém
cavidades cujo interior estd preenchido por medula déssea vermelha, responsavel pela

producdo destas células (Amaral, 2005; Seeley et al., 2003).

Do ponto de vista macroscépico, 0 0sso pode ser caracterizado em 0SS0 esponjoso e
em 0sso compacto conforme a sua densidade. O 0sso esponjoso é constituido por
trabéculas, onde entre elas existem espacos que sdo preenchidos por medula dssea e
vasos sanguineos. O 0sso compacto é mais denso e possui menos espacos do que 0 0SSO
esponjoso (Seeley et al., 2003).

Na figura 4 temos a representacdo do 0sso esponjoso & esquerda e do 0sso compacto

a direita.
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Figura 4. Osso esponjoso a esquerda, e 0sso compacto a direita (Seeley et al., 2003).

As células dsseas classificam-se em osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos que tém

funces e origens diferentes (Seeley et al., 2003).

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela osteogénese que corresponde ao
processo de formacdo de tecido 6sseo. A matriz 6ssea produzida pelos osteoblastos
cobre a superficie 6ssea mais antiga e envolve os corpos celulares dos osteoblastos que
se unem uns aos outros através de prolongamentos celulares, resultando numa nova

camada de 0sso (Seeley et al., 2003).

Quando os osteoblastos ficam rodeados por matriz 6ssea, tornam-se relativamente
inativos originando uma célula madura designada por ostedcito. Estas células, embora
possuam pouca atividade, sdo responsaveis pela sintese dos componentes necessarios
para manter a matriz dssea. Os osteoclastos s&o células grandes com varios nucleos,

responsaveis pela destrui¢do/reabsorcao do osso (Amaral, 2005; Seeley et al., 2003).

Os osteoblastos derivam de células progenitoras osteocondrais que sdo células

mesenguimais, engquanto os ostedcitos derivam dos osteoblastos. Os osteoclastos ndo
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derivam de células progenitoras osteocondrais mas sim de células estaminais da medula

Ossea vermelha (Seeley et al., 2003).

Em relagdo & matriz Ossea, esta é constituida 35% de material organico como
colagenio tipo | e proteoglicanos, e 65% de material inorganico como a hidroxiapatite
que consiste num cristal de fosfato de calcio que confere dureza & matriz. Se o material
organico for retirados do o0sso, este perde flexibilidade e torna-se fragil e quebradico.
Por sua vez, se o material inorganico for retirado do 0sso, este perde dureza e torna-se
muito flexivel (Leite, 2014; Seeley et al., 2003).

A continua reabsorcdo e formacdo Ossea provocada pelos osteoclastos e
osteoblastos, respetivamente, permite que o tecido 6sseo esteja em continua renovacao.
A osteoporose consiste na diminui¢do global do tecido 6sseo que ocorre quando a
velocidade de reabsorcdo supera a velocidade de formacdo Ossea. A perda de massa
0ssea inicia-se por volta dos 35 anos e aumenta continuamente com o tempo sendo que
com a idade essa perda pode ser tdo significativa que 0s 0ssos fraturam
espontaneamente (Leite, 2014).

Nas mulheres, o estrogénio que é segregado pelos ovarios, € responsavel pela
inibicdo da atividade da PTH, sendo estd hormona responsavel pela estimulacdo da
atividade osteoclastica. Desta forma o estrogénio contribui na manutencdo da massa
6ssea. Nas mulheres pds-menopausicas, a producdo de estrogénio diminui resultando no
aumento da incidéncia das fraturas dsseas. Nos homens, a reducdo dos niveis de
testosterona pode também levar a perda deste tecido. Contudo, os niveis de testosterona
ndo descem significativamente até aos 65 anos de idade (Leite, 2014; Seeley et al.,
2003).

A diminuicdo da atividade fisica, consequéncia do avanco da tecnologia e
industrializagdo dos dias modernos, também ¢é um fator predisponente da diminui¢do do
tecido 6sseo. Para além disso, a absorcdo intestinal de calcio, essencial para a
manutengdo 0ssea, diminui com a idade. Estes fatores aliados ao facto das pessoas
viveram mais tempo, promoveu o aumento de lesdes e fraturas Osseas (Leite, 2014;
Seeley et al., 2003).
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O 0sso é um tecido vivo que tem a capacidade de se autorregenerar apos uma lesao,
contudo, o0 processo de regeneracdo leva tempo, e quando a extensdo da lesdo é muito
grande a regeneracao do 0sso ndo é possivel (Leite, 2014).

A reparacdo Ossea é por isso um dos grandes problemas dos dias de hoje. Na
tentativa de resolucdo dos problemas 0Osseos, alguns critérios importantes na
cicatrizacdo dos tecidos lesados devem ser tidos em conta como, a area do local
lesionado, 0 aporte sanguineo para uma correta nutricdo celular e a presenca de uma
estrutura tridimensional que serve de suporte para o crescimento das células (Navarro et
al., 2008).

A Medicina Regenerativa do tecido ¢sseo oferece abordagens interessantes para a
regeneracdo e reparagdo deste tecido. Como solugdo a este problema tem sido utilizadas
estruturas hibridas compostas por células e matrizes tridimensionais (scaffolds) na
reparacao e reconstrucdo das lesdes. O uso de nutrientes e fatores de crescimento como
acucares (glucose), aminoéacidos, (glutamina), sais minerais (s6dio e potassio),
vitaminas e hormonas, pode também estar envolvido de modo a promover a um

crescimento celular mais acentuado (Pagni et al., 2012).

Os scaffolds caracterizam-se por matrizes tridimensionais porosas que permitem
cultivar e servir de suporte a proliferacdo das células de forma semelhante a de tecidos
in vivo. Devem por isso ser organizadas de forma a permitir a adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular, bem como o transporte de nutrientes e a remocdo de metabolitos
tendo como funcdo criar um microambiente favoravel para a deposicdo de matriz
extracelular. Para além disto, os scaffolds devem ainda possuir uma biodegradabilidade
adequada e ndo devem induzir reagBes imunoldgicas (Pagni et al., 2012).

Os scaffolds usados na regeneragéo do 0sso sdo por isso biomateriais que adquirem
uma estrutura tridimensional, e tém a capacidade de conferir suporte fisico para
crescimento 6sseo, permitindo o transporte de osteoblastos ou das suas células
precursoras para 0 local lesionado, promovendo o crescimento celular local e
permitindo a restituicdo das fungdes perdidas, quer por acidente, quer por doencga. Apos

a implantagéo, os scaffolds devem de ter a capacidade imediata de remodelacdo e
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bioadesdo aos tecidos e a capacidade de mimetizar os meios fisicos e quimicos do tecido
saudavel, causando a migracdo, diferenciacdo e proliferacdo tecidual a partir de células
ai implantadas, ou através de células de tecidos vizinhos (Karageorgiou e Kaplan,
2005).

Carateristicas como a capacidade de bioadesdo, capacidade de formacdo de
estruturas porosas, capacidade de se moldar e adaptar aos contornos do defeito 6sseo e 0
facto de se tratar de um biomaterial biodegradavel, para além dos requisitos obrigatorios
para ser usado como biomaterial, fazem do quitosano um polimero com um elevado

potencial de utilizacdo na estruturacdo de scaffolds (Bose et al., 2012).

A figura 5 representa a técnica de regeneracdo de tecidos com recurso a um scaffold

e a partir de células autgenas.
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Figura 5. Técnica usada na regeneracao de tecidos a partir de células autdgenas
(National University Health System, 2010).

O método utilizado em Medicina Regenerativa, na regeneracdo dos tecidos lesados
através do quitosano consiste no seguinte: Com recurso a uma biopsia, sdo extraidas de

um organismo uma pequena quantidade de células que s&o cultivadas in vitro. Estas
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células podem ser classificadas em células autdgenas, alégenas e exdgenas conforme o
organismo de origem das células sendo este um fator critico na biocompatibilidade do
implante final. As células mesenquimais sdo o tipo de celulas mais utilizadas na
regeneracdo do 0sso. De seguida, as células sdo cultivadas in vitro em meios de cultura
de forma a obter uma quantidade substancial de células. Depois, as células sdo retiradas
do meio de cultura onde se encontravam a proliferar, e sdo adicionadas aos scaffolds de
quitosano, construidos previamente. S&o também adicionados fatores de crescimento.
Os scaffolds servem de suporte para o crescimento das células, permitindo que o tecido
formado adquira uma estrutura tridimensional, semelhante a que existe nos tecidos do
organismo. Os fatores de crescimento servem de substrato para o crescimento dessas
celulas de forma a obter um desenvolvimento celular mais acentuado. No final, obtém-
se uma cultura in vitro de uma estrutura hibridas constituida por um elemento vivo
(células) e um elemento ndo vivo (scaffolds de quitosano), que sdo posteriormente
implantadas in vivo, no local da lesdo normalmente através de injecdo. A implantacao
por injecdo ¢ uma mais valia uma vez que evita uma ‘‘cirurgia aberta’” sendo esta
menos traumatica, realizada em menor tempo permitindo ainda uma melhor recuperacao
(Berthiaume et al., 2011, Shokeir et al., 2010).

Os scaffolds de quitosano séo biomateriais que podem ser usados isoladamente (sem
adicdo de células) na reparacdo de defeitos 6sseos. Contudo, nos casos em que estdo
envolvidas areas extensas lesadas e consequentemente a regeneracdo do 0sso ndo é
possivel, os scaffold por si s6 ndo € suficiente na reparacdo das lesdes, sendo por isso

importante a combinagdo com a terapia celular (Robey, 2011).

O quitosano como biomaterial bioabsorvivel, quando em contacto com os fluidos
corporais sofre degradacdo e serve de substrato para o crescimento celular, ou é
fagocitados pelos macréfagos, sendo reabsorvido e eliminado pelo préprio organismo
sem que surjam efeitos adversos. Como anteriormente referido, as atengfes tém-se
virado para estes biomateriais, uma vez que este ndo necessita de uma intervencéo

cirurgica para a retirar o material implantado (Hench e Wilson, 1993; Koops, 2010).

30



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Na figura 6 € possivel ver um exemplo de um scaffold de quitosano e células

mesenquimais em crescimento através de microscopia eletronica de varrimento.

Figura 6. Microscopia eletronica de varrimento de um Scaffold de quitosano e células
mesenquimais (Barros, 2012).

Vaérios estudos demonstraram a viabilidade e o sucesso da utilizagdo de scaffolds de
quitosano na promocao da diferenciagdo dos osteoblastos e na regeneracdo do tecido
0sseo. Nos proximos paragrafos sdo descritos exemplos dos resultados obtidos por

alguns investigadores.

Segundo os estudos de Park et al. (2000), a aplicacdo de quitosano em defeitos
0sseos em ratos promoveu a formagdo de novo 0sso, enquanto os defeitos 0sseos que

néo tratados com quitosano, foram completamente preenchidos por tecido fibroso.

Muzzarelli et al. (1993) tratou defeitos 6sseos na tibia de coelhos com scaffolds de
quitosano que mostraram mais tarde sinais de crescimento 6sseo em comparagédo com o

controlo.
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5.1.2. Regeneracao de pele

A pele tem como principal funcdo a protecdo do organismo das ameacas externas
fisicas e imunitarias, protegendo também contra a desidratacdo ao reduzir a perda de
agua transepidérmica. Esta permite-nos ainda regular a temperatura corporal
controlando o fluxo de sangue através da pele e através atividade das glandulas
sudoriparas. Para além disso, a pele permite-nos interagir com o0 meio exterior uma vez
que contem recetores sensoriais capazes de detetar diversos estimulos como a dor, a

pressdo, o calor e o frio (Seeley et al., 2003).

A pele € composta por duas camadas principais designadas de epiderme (menos
espessa) e derme (mais espessa). A epiderme assenta na derme que por sua vez repousa
sobre a hipoderme, tecido este com abundante deposito de gordura e que embora nao
faca parte da pele, permite estabelecer ligagdes entre a pele e as estruturas subjacentes a

este tecido, como o musculo e o 0sso (Chu, 2008).

A epiderme é a camada mais superficial da pele e apresenta um epitélio
pavimentoso estratificado constituido pelo estrato cérneo, estrato ltcido ou translucido,
estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo ou basal, podendo o estrato
lucido estar ou ndo presente uma vez que este é caracteristico apenas da pele mais
espessa. A epiderme é avascularizada sendo nutrida por difusdo a partir de capilares
presentes na derme. As células sdo produzidas nas camadas mais profundas da epiderme
por mitose e a medida que se vao multiplicando, empurram as células mais velhas para a

superficie onde acabam por morrer e escamar (Chu, 2008).

A maior parte das células da epiderme sdo designadas por queratindcitos
responsaveis pela producéo de queratina que confere a epiderme a capacidade de resistir
a abrasdo e reduzir a perda de agua. Outras células presentes na epiderme sdo 0s
melandcitos, que contribuem para a cor da pele, as células de Langerhans que fazem
parte do sistema imunitario, e as células de Merkel, que sdo células sensoriais
associadas a terminacdes nervosas e responsaveis por detetar estimulos como o tato e a

pressdo superficial (Chu, 2008; .Seeley et al., 2003).

32



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

A derme encontra-se dividida em duas camadas: camada papilar (mais superficial) e
a camada reticular (mais profunda). A camada papilar é constituida por papilas que se
sdo prolongamentos da derme em direcdo & epiderme. Esta camada é constituida por
tecido conjuntivo laxo com fibras finas e numerosos vasos sanguineos que permitem
fornecer nutrientes a epiderme. A camada reticular é constituida por tecido conjuntivo
denso com fibras dispostas irregularmente sendo esta a principal camada da derme
(Chu, 2008; .Seeley et al., 2003).

A derme é caracterizada por tecido conjuntivo constituido por fibroblastos e matriz
extracelular. Por sua vez, a matriz extracelular é constituida por fibras de elastina e
colagénio tipo | (derme reticular), Il e Il (derme papilar), &gua e ainda
glucosaminoglicanos (GAG) como o acido hialurénico e o sulfato de condrointina. O
acido hialuronico € um polimero constituido por mondémeros de acido glucuroénico e N-
acetilglucosamina (monémero comum com 0 quitosano). Na derme podemos ainda
encontrar anexos cutaneos (foliculos pilosos, musculo liso e glandulas), terminagdes

nervosas, vasos sanguineos e macréfagos (Chu, 2008; .Seeley et al., 2003).

Os fibroblastos constituem a maior parte das células da derme e sdo responsaveis
pela producdo das fibras de colagénio e elastina bem como os glucosaminoglicanos. As
fibras de colagénio séo as principais fibras encontradas na derme e conferem suporte da
pele enquanto as fibras de elastina conferem elasticidade. Os glucosaminoglicanos sao
polimeros longos que possuem carga negativa e por isso tém a capacidade de atrair
catides como o sodio. Em consequéncia da migracdo de sodio para a pele, ocorre
também a migracdo de moléculas de agua que potenciam a hidratacdo da matriz
extracelular. O &cido hialurénico é o principal glucosaminoglicano da pele (Chu, 2008;
.Seeley et al., 2003).
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Na figura 7 ¢é possivel observar a pele e hipoderme assim como anexos cutaneos e

hipoderme.
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Figura 7. Pele e hipoderme (Seeley et al., 2003).

Uma queimadura é uma lesdo na pele que pode ser provocada por diversos fatores
como calor, atrito, radiacdo, entre outros. No caso de queimaduras superficiais, estas
podem ser tratadas através do processo de cicatrizacdo natural da pele desencadeado
pelo organismo. Contudo, em queimaduras mais profundas, a cicatrizagdo da pele
encontra-se comprometida uma vez que a presenca de tecido necrdtico acompanhado
por constante producdo de exsudado torna dificil o processo de cicatrizacdo natural.
Individuos que sofreram perdas extensivas de pele, muito comum no caso de
queimaduras provocadas por incéndios, produzem efeitos sistémicos que podem
ameacar a sua vida tanto pela elevada probabilidade de contrair infegdes como também
pela elevada perda de fluidos corporais devido a auséncia da pele. Para além disto, estes
individuos sofrem problemas na sua reabilitacdo decorrentes das profundas e

desfigurantes cicatrizes (Seeley et al., 2003).
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Desta forma, a area da Medicina Regenerativa tem-se dedicado intensamente a
regeneracdo da pele uma vez que as suas lesbes sdo bastante recorrentes nos tempos
modernos. Devido & sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de
formular estruturas porosas, facilidade de manuseamento e capacidade de adesdo aos
tecidos lesionados, o0 quitosano tornou-se numa das alternativas disponiveis pela

Medicina Regenerativa na reparacao deste tecido (Amaral, 2005; Muzzarelli, 2009).

A lisozima é uma enzima catalitica que promove a hidrélise das ligacGes
glicosidicas p(1—4). Esta tem um elevado potencial no controlo de infecdes bacterianas
uma vez que induz a lise dos peptidoglicanos da parede das bactérias levando a morte
celular. A lisozima pode ser encontrada no citoplasma de macréfagos, nos tecidos em
caso de infecdo, e em varias secre¢des corporais como a lagrima, saliva, leite humano e
nos fluidos que rodeiam a cartilagem (Amaral, 2005; Lee t al., 1996; Olsen et al., 1989;
Sandford e Steinners, 1991).

O quitosano, utilizado na regeneracao da pele, apds ser implantado no local de leséo,
vai sofrer hidrdlise por parte das lisozimas uma vez que este biomaterial é constituido
por monomeros unidos por ligagbes glicosidicas B(1—4). O monomero N-
acetilglucosamina proveniente da hidrélise do quitosano tem a capacidade de
desencadear uma resposta imunitaria por parte dos macrofagos, que libertam
interleucina-1 e lisozimas. A libertacdo de lisozimas potencia a dissociacdo do
quitosano nos seus mondmeros permitindo alcancar concentracdes elevadas de N-
acetilglucosamina nos tecidos lesados (Amaral, 2005; Lee et al., 1996; Olsen et al.,
1989; Sandford e Steinners, 1991).

A interleucina-1 estimula a proliferagdo de fibroblastos, que por sua vez vai
promover a formacdo de fibras de colagénio e elastina bem como a formacdo de acido
hialurénico beneficiando das elevadas concentragcdes de N-acetilglucosamina. Desta
forma, vao ser sintetizados componentes fundamentais da matriz extracelular da pele
que funciona como substrato para o crescimento celular uma vez que permite a
ancoragem das células e constitui 0 meio por onde chegam o0s nutrientes e sdo
eliminados os residuos celulares provenientes da sua metabolizacdo (Amaral, 2005; Lee
tal., 1996; Olsen et al., 1989; Sandford e Steinners, 1991).
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O quitosano pode entdo ser usado na regeneracdo da pele uma vez que promove a
aceleracdo da cicatrizacdo das lesdes (Amaral, 2005; Lee t al., 1996; Olsen et al., 1989;
Sandford e Steinners, 1991).

Para alem disso, scaffolds de quitosano complexados com células mesenquimais
podem também ser usados na regeneracdo da pele, por processos idénticos & sua

utilizacdo na regeneracdo de tecido 0sseo.

Vaérios estudos demonstraram a viabilidade e o sucesso da utilizacdo do quitosano
na regeneracdo da pele. Nos proximos paragrafos sao descritos exemplos dos resultados

obtidos por alguns investigadores.

Wittaya-areekul e Prahsarn (2006) testaram membranas de quitosano no tratamento
de lesbes na pele. Estes autores consideram que um biomaterial, para além de a
proteger, tem a capacidade de promover a restituicdo do tecido, originando um
microambiente de tratamento adequado e removendo o exsudado produzido pelas
feridas. As membranas de quitosano mostraram boa prote¢do microbiana indicando bom

potencial de tratamento (Cho et al., 1999).

Apbs a aplicacdo de fibras de algoddo com quitosano em feridas abertas de cées, foi
possivel aferir que o quitosano é eficiente na regeneracdo da pele devido a inducdo de
macréfagos bem como a migracdo fibroblastica para a zona da ferida (Ueno et al.,
2007).

Para além disso, membranas de quitosano mostraram uma perda de agua por
evaporacdo controlada, boa oxigenacdo e uma melhoria na capacidade de drenagem de
fluidos (Mi et al., 2002).

5.1.3. Regeneracao de tecido cartilaginoso

O tecido cartilagineo ou cartilagem é um tecido avascularizado, constituido por
células e matriz extracelular. As células presentes neste tecido sdo os condroblastos e 0s

condracitos. Os condroblastos séo células responsaveis pela produgdo de uma pequena
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quantidade de matriz de cartilagem que quando envolvidos pela matriz, passam a
chamar-se condrdcitos, células estas arredondadas que ocupam um espago na matriz
extracelular designada de lacuna. Os condrdcitos possuem a capacidade de se dividir e
sdo responsaveis pela producdo de mais matriz extracelular no seio da matriz ja
existente. Por sua vez, a matriz extracelular é constituida por agua, proteoglicanos e
fibras de colagénio maioritariamente tipo Il podendo também conter fibras de elastina
(Gorsline et al., 2010; Iwasaki et al., 2011).

As fibras de colagénio sdo responsaveis por conferir resisténcia a cartilagem. Os
proteoglicanos formam agregados com o &cido hialurénico que atuam como esponjas,
capazes de absorver grandes quantidades de &gua, que vai permitir que a cartilagem
recupere a forma apds ser comprimida. A maior parte da superficie da cartilagem €
rodeada por uma camada de tecido conjuntivo, chamada pericéndrio sendo as células da

cartilagem originarias deste tecido (Ragetly, 2010).

Existem trés tipos de cartilagem: cartilagem hialina, fibrocartilagem e cartilagem
elastica. A cartilagem hialina contem fibras de colagénio pequenas dispersas
uniformemente na matriz, e estd presente nos 0ssos longos em crescimento, anéis
cartilagineos do aparelho respiratério, cartilagem nasal e nas superficies articulares dos
0ssos. A cartilagem fibrosa contem mais fibras de colagénio que qualquer outro tipo de
cartilagem sendo que estas estdo dispostas em feixes espessos e esta presente nos discos
intravertebrais. A cartilagem elastica contem fibras de colagénio e elastina de forma a
conferir rigidez e maior flexibilidade, e estd presente no ouvido externo, epiglote e

trompas de Eustaquio (Seeley et al., 2003).

Na figura 8 segue um exemplo de cartilagem hialina.
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Figura 8. Fotografia de microscopia ética de cartilagem hialina (Seeley et al., 2003).

A osteoartrite ou osteoartrose € uma doenca cronica, caracterizada por degeneracéo
da cartilagem articular sendo mais prevalente em obesos. Embora a cartilagem néo
apresente tanto risco de lesdo comparativamente com a pele e 0 0sso, esta ndo possui
vascularizacdo (& excecdo do pericbndrio), sendo por isso a sua cicatrizacdo muito lenta
uma vez que 0s nutrientes necessarios a sua reparacdo nao conseguem chegar facilmente
a rea danificada (Ewing, 1990; Seeley et al., 2003).

O quitosano tem sido utilizado em experiencias no tratamento da osteoartrite.
Scaffolds de quitosano podem ser usados na regeneracdo da cartilagem, por processos
idénticos & sua utilizacdo na regeneracdo de 0sso. Neste método, células mesenquimais
do estroma que posteriormente véo diferenciar-se em condrocitos sdo cultivadas in vitro
de forma a obter uma quantidade substancial de células para depois serem adicionadas
aos scaffolds de quitosano formando estruturas tridimensionais hibridas com
consisténcia de gel. Estas estruturas sdo depois implantadas in vivo no local da lesdo
promovendo a proliferacdo celular e a regeneracédo do tecido (Barros, 2012; Muzzarelli,
2009; Ragetly, 2010).

A utilizacdo individual de quitosano, sem adicdo de células estaminais permite
também potenciar a regeneracdo da cartilagem. O quitosano, apds ser implantado no
local de lesdo, vai induzir os macréfagos a produzir lisozimas e interleucina-1. As

lisozimas véo provocar a hidrolise do quitosano permitindo alcancar concentracfes
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elevadas de N-acetilglucosamina nos tecidos lesados. Por sua vez, a interleucina-1
estimula a proliferagdo de condrocitos, que vai promover a formacéo de colagénio bem
como a formagdo de acido hialurdnico beneficiando das elevadas concentraces de N-
acetilglucosamina. Desta forma, vdo ser sintetizados componentes fundamentais da
matriz extracelular da cartilagem potenciando a regeneracdo da mesma. Este processo é
semelhante ao processo de utilizacdo do quitosano na regeneragcdo da pele (Barros,
2012; Muzzarelli, 2009; Ragetly, 2010).

Vaérios estudos demonstraram a viabilidade e o sucesso da utilizacdo do quitosano
na regeneracdo da cartilagem. Nos proximos pardgrafos sdo descritos exemplos dos

resultados obtidos por alguns investigadores.

Montembault et al. (2006) usaram substratos de hidrogel de quitosano em culturas
de condrocitos humanos e de coelhos. Estes foram capazes de sintetizar colagénio do
tipo I, enquanto a cultura de condrocitos sem hidrogel de quitosano ndo se
diferenciaram como indicado pela presenca de colagénio tipo Il ndo maduro e de
colagenio tipo 1.

O uso de membranas de quitosano em culturas de condrécitos de bovino, bem como
sulfato de condrointina combinado com o quitosano, permitiram as células manter a sua
morfologia redonda, produzir colagénio tipo Il de cartilagem e proteoglicanos. (Li e
Zhang, 2005; Sechriest et al., 2000).

Ragetly et al. (2010) estudaram a regeneracdo da cartilagem a partir de scaffolds de
quitosano e células mesenquimais. Apds 21 dias de cultura, as células do mesenquima
obtiveram uma viabilidade acima de 90% em toda a matriz de quitosano e verificou-se

um aumento de glucosaminoglicanos (&cido hialuronico) e colagénio tipo II.
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5.2 Atividade antimicrobiana

Dentre as inumeras caracteristicas que distinguem o0 quitosano dos demais
biomateriais, destaca-se a atividade antimicrobiana. Este polimero provoca a inibicdo do
crescimento de diversos microrganismos, ao inibir a formagéo de biofilmes, tendo sido
demonstrada eficacia contra diferentes bactérias em produtos alimentares (No et al.,
2007).

Contudo, o0 mecanismo de inibicdo de crescimento dos microrganismos por parte do

quitosano ainda ndo se encontra bem esclarecido.

Alguns pesquisadores explicam gue o0 mecanismo da atividade antimicrobiana da
quitosano deve-se a caracteristicas quimicas do quitosano, em gue 0S Seus grupos amina
uma vez em contato com os fluidos fisiolégicos, provavelmente séo protonados e ligam-
se as cargas positivas da membrana das bactérias, resultando na aglutinacdo das células

microbianas e inibicdo do seu crescimento (Shahidi et al., 1999).

Uma vez que é capaz de prevenir a formacdo de biofilmes, o quitosano tem sido
também utilizado no revestimento de dispositivos médicos, como os implantes de
titdnio, com o objetivo de inibir a adesdo e proliferacdo de bactérias (Carlson et al.,
2008).

Para além disso, a atividade antimicrobiana do quitosano torna-se uma mais valia na
regeneracdo da pele em caso de queimaduras uma vez que a estas lesdes estdo muitas

associadas infegdes bacterianas que dificultam ainda mais a regeneracdo da pele.
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5.3 Coagulacéo do sangue

Uma outra capacidade que o quitosano apresenta € a inducdo da coagulacdo do
sangue (Klokkevold et al., 1999).

Em testes realizados em coelhos, o quitosano apresentou capacidade de induzir a
coagulacdo sanguinea mesmo na presenca de agentes anticoagulantes (Klokkevold et
al., 1999).

Ainda, hidrogéis de quitosano, quando aplicados em incisdes feitas em pele de ratos,
mostraram ser capazes de parar hemorragias e induzir contracdo dos tecidos para uma

melhor regeneracdo (Meng et al., 2007).

Recentemente, alguns autores sugerem que a atividade anticoagulante do quitosano
podia estar relacionada com a capacidade deste biomaterial se ligar a moléculas de
fibrinogénio, glicoproteinas envolvidas nas etapas finais da cascata da coagulagdo
(Benesch e Tengvall, 2002).

Contudo, o mecanismo que promove a coagulacdo do sangue por parte do

quitosano, embora comprovado, ainda ndo esta bem esclarecido.

Caracteristicas como  biocompatibilidade,  biodegradabilidade, atividade
antimicrobiana, atividade de coagulacdo de sangue aliada a capacidade de cicatrizacdo
de feridas, fazem do quitosano um excelente biomaterial para ser incorporado em fios

de sutura.

5.4. Outras aplicagdes

O quitosano, para além da sua aplicabilidade como biomaterial na area da medicina
regenerativa, pode ainda ser aplicado noutras areas da ciéncia com potencial ja

demonstrado.
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5.4.1. Excipiente em formulacdes de medicamentos

Como foi ja possivel aferir, os polimeros sdo parte integrante do nosso dia-a-dia
uma vez que se destacam como uma classe de biomaterial versatil, com uma vasta
aplicabilidade nas mais variadas areas, como é o caso da sua utilizagdo na inddstria

farmacéutica na producao de medicamentos.

O quitosano é um polimero que pode ser usado como excipiente na encapsulacéo de
substadncias ativas uma vez que constitui um sistema de reservatorio
farmacologicamente inativo e biodegradavel, que permite efetuar uma libertacdo
controlada das moléculas encapsuladas através da erosdo/biodegradacdo da sua matriz
(Bansal et al., 2011; Ray, 2011).

5.4.2. Fertilizantes naturais na area da agricultura

Em consequéncia do atual crescimento populacional, vem a necessidade de
aumentar a producdo de produtos agricolas de forma a colmatar as exigéncias
alimentares. Desta forma, tem vindo a ser realizado um elevado esfor¢co no sentido de
garantir melhorias tanto a nivel da quantidade como a nivel da qualidade dos produtos

agriculturas, sem prejudicar o meio ambiente e de uma forma o mais ecoldgica possivel.

Dadas as carateristicas do quitosano (in6cuo, biocompativel; biodegradavel;
antimicrobiano), este tem demonstrado ser um material com potencial de aplicacdo na
agricultura uma vez que possui capacidade de controlo no crescimento de alguns
microrganismos fitopatogénicos, apresentando-se assim como um substituto dos

pesticidas quimicos (Shahidi et al., 1999).

Algumas investigacfes na area da agronomia consideram que o quitosano pode ser
aplicado como pelicula de protecdo/biofilme no controlo do crescimento de
microrganismos patogénicos, promovendo a preservacdo de frutas, legumes e sementes,
salvaguardando a planta de possiveis infestacbes e potenciando o crescimento da

producéo vegetal (Boonlertnirun, 2008; Shahidi et al., 1999).

42



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

5.4.3. Agente quelante de metais no tratamento de aguas

A contaminacdo dos cursos de agua por metais de elevada toxicidade ¢é
maioritariamente resultado das atividades industriais. Entre os principais elementos
toxicos despejados estdo o mercurio, chumbo e c&dmio. O contacto com estas
substancias, quer atraves da ingestdo da agua ou de peixe contaminado, pode provocar

sérios problemas de saude que devem ser evitados.

A descontaminacdo destas dguas pode ser feita atraves da utilizacdo do quitosano.
Ao que parece, este polimero tem a capacidade de funcionar como agente quelante de
metais facilitando a sua remocéo da agua e permitindo desta forma, a descontaminacao

dos cursos de agua.

5.4.4 Bloqueador da absorcéo de gorduras

O quitosano tem propriedades que intensificam a perda de peso através da inibicao
da absorcéo de gorduras. A carga iénica do quitosano esta na base da explicacdo deste
processo uma vez que as cargas positivas do quitosano ligam-se as cargas negativas dos
lipidos originando um complexo que o intestino humano ndo consegue absorver
reduzindo assim a absorcdo intestinal de lipidos e promovendo a perda de peso (Koide,
1998).

Atualmente em Portugal, existem no mercado e a venda em farmécias diversos
suplementos a base de quitosano para serem usados na inibicdo da absorcao de gorduras

e perda de peso.
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V1. Conclusao

No decorrer e elaboracdo da presente revisdo teve-se como objetivo primordial
apresentar uma visdo geral do estado da arte acerca das aplicagdes técnicas do quitosano

como hiomaterial.

Com o desenvolvimento do estudo, foi possivel aferir que a literatura acerca do tema
é vasta no que diz respeito aos conceitos e suas aplicacdes. No entanto, foi necessario
uma escolha cuidada dos trabalhos e artigos mais significativos de forma a reunir o que

se revelou como mais importante.

Neste ambito, foi possivel aferir que o quitosano se apresenta como um biomaterial
de grande utilidade na area da saude ao qual varias técnicas recorrem, sendo utilizado
principalmente na area da medicina regenerativa, na regeneracdo de diversos tecidos,
tais como, o tecido 6sseo, a cartilagem e a pele. Assim, considera-se que 0 quitosano e
seus derivados possuem um vasto potencial de carateristicas ilimitadas e potenciadoras

de distintas aplicacdes.
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VII1. Referéncias bibliograficas

Alexander, H. et al. (1996). Classes of materials used in medicine. Biomaterials

Science: An Introduction to Materials in Medicine, pp. 37-130.

Amaral, I. M. S. R. F. (2005). Chitosan matrices for cell-based bone regenerative
therapies. Tese de Doutoramento, Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto,
Portugal.

Andrade, V. S. et al. (2003). Effect of medium components and time of cultivation on
chitin production by Mucor circinelloides (Mucor javanicus IFO 4570)- A factorial

study. Revista Iberoamericana de Micologia, 20(4), pp. 149-153.

Antonino, N. A. (2007). Otimizacédo do processo de obten¢do de quitina e quitosano de
exoesqueletos de camardes oriundos da industria pesqueira paraibana. Dissertacdo de

mestrado, Universidade Federal da Paraiba, Brasil.

Aoi, K. et al. (2000). Synthesis of a novel N-selective ester functionalized chitin
derivative and water-soluble carboxyethylchitin. Macromolecular Chemistry and
Physics, 201(14), pp. 1701-1708.

Baldwin, A. D. e Kiick, K. L. (2010). Polysaccharide-modified synthetic polymeric
biomaterials. Peptide Science, 94(1), 128-140.

Bansal, V. et al. (2011). Applications of chitosan and chitosan derivatives in drug

delivery. Advances in Biological Research, 5(1), pp. 28-37.

Barrere, F. et al. (2008). Advanced biomaterials for skeletal tissue regeneration:
Instructive and smart functions. Materials Science and Engineering: R: Reports, 59(1),
pp. 38- 71.

Barros, R. S. D. C. (2012). MSCs chondrogenesis in 3D scaffolds. Dissertagdo de
Mestrado, Universidade do Porto, Portugal.

Benesch, J. e Tengvall, P. (2002). Blood protein adsorption onto chitosan. Biomaterials,
23(12), pp. 2561-2568.

45



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Berger, J. et al. (2004). Structure and interactions in covalently and ionically
crosslinked chitosan hydrogels for biomedical applications. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 57(1), pp. 19-34.

Berthiaume, F., Maguire, T. J. e Yarmush, M. L. (2011). Tissue engineering and
regenerative medicine: history, progress, and challenges. Annual review of chemical and

biomolecular engineering, 2, pp. 403-430.

Bhatnagar, A. e Sillanpaa, M. 2009. Applications of chitin and chitosan derivatives for
the detoxification of water and wastewater — A short review. Advances in Colloid and

Interface Science, 152, pp. 26-38.

Boonlertnirun, S., Boonraung, C., e Suvanasara, R. (2008). Application of chitosan in

rice production. Journal of metals, materials and minerals, 18(2), pp. 47-52.

Borgognoni, C. F., Polakiewicz, B., e Pitombo, R. N. D. M. (2006). Estabilidade de
emulsdes de d-limoneno em quitosana modificada. Ciénc Tecnol Aliment, 26(3), pp.
502-508.

Bose, S., Roy, M., e Bandyopadhyay, A. (2012). Recent advances in bone tissue
engineering scaffolds. Trends in biotechnology, 30(10), pp. 546-554.

Brown, T. L. et al. (2004). Quimica: La ciéncia central. México, Pearson Education.

Callister, W. (2000). Ciéncia e engenharia de materiais: uma introducdo. Grupo Gen-

Livros Técnicos e Cientificos.

Campana, S. P. e Signini, F. R. (2001). Efeito de aditivos na desacetilacdo de quitina.
Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, 11, pp. 169-173.

Carlson, R. P. et al. (2008). Anti-biofilm properties of chitosan-coated surfaces. Journal
of Biomaterials Science Polymer Edition, 19(8), pp. 1035-1046.

Chen, L. J. e Wang, M. (2002). Production and evaluation of biodegradable composites
based on PHB-PHYV copolymer. Biomaterials, 23(13), pp. 2631-2639.

46



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Chen, Q., Liang, S. e Thouas, G. A. (2013). Elastomeric biomaterials for tissue
engineering. Progress in Polymer Science, 38 (4), pp. 584-671.

Cho, Y. W. et al. (1999). Water-soluble chitin as a wound healing accelerator.
Biomaterials, 20(22), pp. 2139-2145.

Chu, D. H. (2008). Development and structure of skin. Fitzpatrick’s dermatology. In:
Wolff, K., Goldsmith, L. A., Katz, S. I., Gilchrest, B. A., Paller, A. S., e Leffell, D. J
(Eds.). General medicine, USA, McGraw-Hill Companies, pp. 58-75.

Di Martino, A., Sittinger, M. e Risbud, M. V. (2005). Chitosan: a versatile biopolymer
for orthopaedic tissue-engineering. Biomaterials, 26 (30), pp. 5983-90.

Dutta, P. K., Dutta, J. e Tripathi, V. S. (2004). Chitin and chitosan: Chemistry,
properties and applications. Journal of scientific and industrial research, 63(1), pp. 20-
31.

Eisenbarth, E. (2007). Biomaterials for tissue engineering. Advanced Engineering
Materials, 9(12), pp. 1051-1060.

Ewing, J. W. (1990). Articular cartilage and knee joint function: basic science and

arthroscopy. New York, Raven Press.

Gamage, A., e Shahidi, F. (2007). Use of chitosan for the removal of metal ion

contaminants and proteins from water. Food Chemistry, 104(3), pp. 989-996.

Gorsline, R. T. et al. (2010). Accelerated chondrogenesis in nanofiber polymeric
scaffolds embedded with BMP-2 genetically engineered chondrocytes. Journal of

Biomedical Science and Engineering, 3(9), pp. 908-916.

Hench, L. L., e Wilson, J. (1993). An introduction to bioceramics. Singapore, World

Scientific.

Hojo, M. et al. (2003). Induction of vascular endothelial growth factor by fibrin as a
dermal substrate for cultured skin substitute. Plastic and reconstructive surgery, 111(5),
pp. 1638-1645.

47



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Ignatius, A. et al. (2005). Tissue engineering of bone: effects of mechanical strain on

osteoblastic cells in type | collagen matrices. Biomaterials, 26(3), pp. 311-318.

Ishaug-Riley, S. L. et al. (1997). Ectopic bone formation by marrow stromal osteoblast
transplantation using poly (DL-lactic-co-glycolic acid) foams implanted into the rat
mesentery. Journal of biomedical materials research,36(1), pp. 1-8.

Iwasaki, N. et al. (2010). Chitosan-based hyaluronic acid hybrid polymer fibers as a
scaffold biomaterial for cartilage tissue engineering. Polymers, 3(1), pp. 100-113.

Karageorgiou, V. e Kaplan, D. (2005). Porosity of 3D biomaterial scaffolds and
osteogenesis. Biomaterials, 26(27), pp. 5474-5491.

Klokkevold, P. R. et al. (1999). The effect of chitosan (poly-N-acetyl glucosamine) on
lingual hemostasis in heparinized rabbits. Journal of oral and maxillofacial surgery,
57(1), pp. 49-52.

Koide, S. S. (1998). Chitin-chitosan: properties, benefits and risks. Nutrition
Research, 18(6), 1091-1101.

Koops, F. A. (2010). Sintese de hidroxiapatita refor¢cada com alumina obtida através de
aspersao de solucé@o por chama. Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Krajewska, B. (2004). Application of chitin- and chitosan-based materials for enzyme

immobilizations: a review. Enzyme and Microbial Technology, 35 (3), pp. 126-139.

Kristbergsson, K. et al. (2003). Recent developments in deacetylation of chitin, and
possible applications in food formulations. Trans Atlantic fisheries technology. Iceland:

Reykjavik.

Kumar, M. N. V. R. (2000). A review of chitin and chitosan applications. Reactive &
Functional Polimers, 46(1), pp. 1-27.

Laranjeira, M. C. M., e Favere, V. D. (2009). Quitosana: biopolimero funcional com

potencial industrial biomédico. Quimica Nova, 32, pp. 672-678.

48



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Le, Y., Anand, S. C. e Horrocks, A. R. (1996). Development of anti-bacterial
polysaccharide fibres and their performance. In European Conference on Advances in
Wound Management, Amsterdam, Netherlands.

Leite, G. A. S. (2014). Avaliacao do risco de fratura por desmineralizacéo 0ssea.

Dissertacdo de Doutoramento, Instituto Politécnico de Braganca, Portugal.

Li, Z. e Zhang, M. (2005). Chitosan—alginate as scaffolding material for cartilage tissue
engineering. Journal of biomedical materials research, 75(2), pp. 485-493.

Liu, L. S. et al. (1999). An osteoconductive collagen/hyaluronate matrix for bone
regeneration. Biomaterials, 20(12), pp. 1097-1108.

Meng, S. et al. (2007). Phosphorylcholine modified chitosan: Appetent and safe
material for cells. Carbohydrate polymers, 70(1), pp. 82-88.

Mi, F. L. et al. (2002). Control of wound infections using a bilayer chitosan wound
dressing with sustainable antibiotic delivery. Journal of biomedical materials research,
59(3), pp. 438-449.

Montembault, A. et al. (2006). A material decoy of biological media based on chitosan
physical hydrogels: application to cartilage tissue engineering. Biochimie, 88(5), pp.
551-564.

Mooney, D. J. et al. (1996). Novel approach to fabricate porous sponges of poly (D, L-
lactic-co-glycolic acid) without the use of organic solvents. Biomaterials, 17(14), pp.
1417-1422.

Muzzarelli, R. A. A. (2009). Chitins and chitosans for the repair of wounded skin,
nerve, cartilage and bone. Carbohydrate Polymers, 76 (2), pp. 167-182.

Muzzarelli, R. A. A. et al. (1993). Osteoconductive properties of methylpyrrolidinone

chitosan in an animal model. Biomaterials, 14(12), pp. 925-929.

National University Health System (2010). NUS Tissue Engineering Programme [Em

linha]. Disponivel em < http://www.nuhs.edu.sg/research/programmatic-research/som-

49



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

registered-programmes/nus-tissue-engineering-programme.html>.  [Consultado em
26/03/2016].

Navarro, M. et al. (2008). Biomaterials in orthopaedics. Journal of the Royal Society
Interface, 5(27), pp. 1137-1158.

No, H. K. et al. (2007). Applications of chitosan for improvement of quality and shelf
life of foods: a review. Journal of food science, 72(5), pp. 87-100.

Okuyama, K. et al. (2000). Structural diversity of chitosan and its complexes.
Carbohydrate Polymers, 41(3), pp. 237-247.

Olsen, R. et al. (1989). In: Skjak-Brack, G., Anthonsen, T., Sandford, P. A. (Eds.),
Chitin and Chitosan: Sources, Chemistry, Biochemistry, Physical Properties and
Applications, Elsevier Applied Science, New York.

Pagni, G. et al. (2012). Bone repair cells for craniofacial regeneration. Advanced drug
delivery reviews, 64(12), pp. 1310-1319.

Park, J., Lakes, R. S. (2007). Introduction. In: Park, J., Lakes, R. S. (Eds.).
Biomaterials: An Introduction. Third Edition. Spring Street, NY, Springer, pp. 1-16.

Park, Y. J. et al. (2000). Platelet derived growth factor releasing chitosan sponge for
periodontal bone regeneration. Biomaterials, 21(2), pp. 153-159.

Park, Y. J. et al.. (2000). Platelet derived growth factor releasing chitosan sponge for
periodontal bone regeneration. Biomaterials, 21(2), pp. 153-159.

Peniche, C. et al. (2003). Chitosan: an attractive biocompatible polymer for

microencapsulation. Macromolecular Bioscience, 3(10), pp. 511-520.

Pillai, C. K. S., Paul, W. e Sharma, C. P. (2009). Chitin and chitosan polymers:
Chemistry, solubility and fiber formation. Progress in Polymer Science, 34 (7), pp. 641-
678.

Polo-Corrales, L., Latorre-Esteves, M., e Ramirez-Vick, J. E. (2014). Scaffold design
for bone regeneration. Journal of nanoscience and nanotechnology,14(1), pp. 15-56.

50



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Prashanth, K. H., Kittur, F. S., e Tharanathan, R. N. (2002). Solid state structure of
chitosan prepared under different N-deacetylating conditions. Carbohydrate Polymers,
50(1), pp. 27-33.

Rabea, E. I. et al. (2003). Chitosan as antimicrobial agent: applications and mode of

action. Biomacromolecules, 4(6), pp. 1457-1465.

Ragetly, G. R. (2010). Chitosan fibrous scaffolds for cartilage tissue engineering.
Dissertacdo de Doutoramento, Universidade Illinois em Urbana-Champaign, USA.

Ragetly, G. R. et al. (2010). Effect of chitosan scaffold microstructure on mesenchymal

stem cell chondrogenesis. Acta Biomaterialia, 6(4), pp. 1430-1436.

Ratner, B. D. et al. (2004). Biomaterials science: an introduction to materials in

medicine. California, USA, Academic press.

Ray, S. D. (2011). Potential aspects of chitosan as pharmaceutical excipient. Acta Pol.
Pharm, 68(5), pp. 619-622.

Rinaudo, M. (2006). Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in
Polymer Science, 31 (7), pp. 603-632.

Robey, P. G. (2011). Cell sources for bone regeneration: the good, the bad, and the ugly
(but promising). Tissue Engineering Part B: Reviews, 17(6), pp. 423-430.

Sandford, P. A. E e Steinners, A. (1991). Biomedical applications of high-purity
chitosan. In: Shalaby, S. W., McCormick, C. L., e Butles, G. B. (Eds.). Water-soluble
polymers. Washington, ACS symposium series, p. 430.

Santos, J. E., 2004. Preparacdo, caracterizacéo e estudos termoanaliticos de bases de
shiff biopoliméricas e seus complexos de cobre. Dissertacdo de doutoramento,

Universidade federal de Sdo Carlos, Sao Carlos, Brasil.

Schmidt, C. E. e Leach, J. B. (2003). Neural tissue engineering: strategies for repair and

regeneration. Annual review of biomedical engineering, 5(1), pp. 293-347.

51



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Sechriest, V. F. et al. (2000). GAG-augmented polysaccharide hydrogel: a novel
biocompatible and biodegradable material to support chondrogenesis. Journal of
biomedical materials research, 49(4), pp. 534-541.

Seeley, R., Stephens, T., e Tate, P. (2003). Anatomia & Fisiologia. 6% Edi¢cdo. Portugal,

Lusociéncia.

Sefton, M. V. (1986). Consensus Conference on Definitions Chester, UK March 3-5,
1986. Biomaterials, 7(4), pp. 308-309.

Shahidi, F., Arachchi, J. K. V. e Jeon, Y. J. (1999). Food applications of chitin and
chitosans. Trends in food science & technology, 10(2), pp. 37-51.

Shokeir, A. A., Harraz, A. M. e EI-Din, A. B. S. (2010). Tissue engineering and stem
cells: basic principles and applications in urology. International Journal of Urology, 17,
pp. 964-973.

Suh, J. K. F. e Matthew, H. W. T. (2000). Application of chitosan-based polysaccharide
biomaterials in cartilage tissue engineering: a review. Biomaterials, 21(24), pp. 2589-
2598.

Ueno, H. et al. (2007). Chitosan application to X-ray irradiated wound in dogs. Journal
of plastic, reconstructive & aesthetic surgery, 60(3), pp. 304-310.

Uhrich, K. E. et al. (1998). Chemical changes during in vivo degradation of poly
(anhydride-imide) matrices. Biomaterials, 19(22), pp. 2045-2050.

Washburn, N. R. et al. (2002). Co-extrusion of biocompatible polymers for scaffolds
with co-continuous morphology. Journal of biomedical materials research, 60(1), 20-
29.

Williams, D. F. (1988). Consensus and definitions in biomateriais. In: Putter, C.,
DelLange, G. L., Groot, K., et al. (Eds.). Advances in Biomateriais - Implant Materials

in Biofunction. Amsterdam, Elsevier Science Publishers, pp. 11-16.

Williams, D. F. (1989). A model for biocompatibility and its evaluation. Journal of

biomedical engineering, 11(3), pp. 185-191.

52



Aplicag6es do quitosano como biomaterial

Williams, D. F. (2008). On the mechanisms of biocompatibility. Biomaterials, 29(20),
pp. 2941-2953.

Williams, D. F., Black, J. e Doherty, P. J., (1992). Second consensus conference on
definitions in biomateriais. In: Doherty, P. J., Williams, R. L., Williams, D. F., et al.
(Eds.). Advances in Biomateriais: Biomaterial-Tissue Interfaces. Amsterdam, Elsevier
Science Publishers, pp. 525-53.

Wittaya-areekul, S. e Prahsarn, C. (2006). Development and in vitro evaluation of
chitosan—polysaccharides composite wound dressings. International journal of
pharmaceutics, 313(1), pp. 123-128.

World Health Organization (2015). Global Health Observatory data repository [Em
linha].  Disponivel em  <http://apps.who.int/gho/data/node.main.688?lang=en>.
[Consultado em 20/11/2015].

Zhao, F. et al. (2002). Preparation and histological evaluation of biomimetic three-
dimensional hydroxyapatite/chitosan-gelatin network composite
scaffolds. Biomaterials, 23(15), pp. 3227-3234.

53



