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RESUMO

A quitina e a quitosana, obtida por desacetilacdo da quitina, possuem multiplas
propriedades funcionais, levando a que encontrem aplicagdes em dreas muito diversificadas.
Porém, a quitina € apenas solivel em solventes muito especificos enquanto a quitosana, sendo
solivel em solugdes dcidas diluidas, apresenta elevada viscosidade. Estes problemas de
solubilidade em condig¢des fisioldgicas limitam as aplicacdes biolégicas destes biopolimeros.
Para ultrapassar estas dificuldades desenvolveram-se numerosos estudos sobre a obtengdo de
oligbmeros resultantes da hidrdlise destes biopolimeros os quais sdo soliveis em dagua,
apresentam baixa viscosidade e s@o absorviveis no intestino humano. Estes estudos
envolveram o desenvolvimento de diferentes métodos de preparacdo destes oligdmeros e de
avaliacdo das respectivas actividades biologicas. Este trabalho constitui uma revisdao
bibliografica dos métodos quimicos e enzimaticos usados na preparacdo dos oligémeros,
incluindo os mecanismos das reac¢des de hidrdlise envolvidas, e dos resultados obtidos em
estudos sobre as suas diferentes actividades bioldgicas.

Palavras chave: Quitosana, oligémeros, hidrdlise quimica e enzimdtica, actividades
bioldgicas

ABSTRACT

Title: Preparation of chitosan oligomers and their biological activities: A review.

Chitin and chitosan possess many functional properties offering them a wide range of
applications. However, chitin is only soluble in very specific solvents whereas chitosan is
soluble in diluted acid solutions, highly viscous. These problems of solubility in physiological
conditions have limited their biological applications. In order to overcome these problems
numerous studies have been developed on the preparation of oligomers from these
biopolymers. These oligomers are water-soluble, present low viscosity and are absorbed in the
human intestine. These studies concerned the development of different methods on the
oligomers preparation and the evaluation of their biological activities. The current work is a
review of the chemical and enzymatic methods used in the preparation of oligomers,
includings the chemical hydrolysis mechanisms, and also the results obtained in the
characterization of their biological activities.

Keywords: Chitosan, oligomers, chemical and enzymatic hydrolysis, biological activities
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Abreviaturas

Lista de abreviaturas usadas neste trabalho

Abreviatura Designacao

AAPH Cloreto de2,2’-azobis-2-metil-propanimidamida
ACE Enzima convertidora de angiotensina

AChE Acetilcolinesterase

ADN Acido desoxiribonucleico

Ang II Angiotensina II

COX-2 Ciclo-oxigenase-2

DPPH 2,2 difenil-1-picril hidrazilo

GA Grau de N-acetilagdo

GlcN Glucosamina

GlcNac N-acetilglucosamina

GP Grau de polimerizagao

HIV Imunodeficiéncia adquirida

HMF Hidroximetilfurfural

IL-6 Interleucina-6

IL-1B Interleucina-1f3

iNOS Forma inductivel da sintase do 6xido nitrico
LPS lipopolissacarideos

NF-xB Factor nuclear de transcri¢ao

NO Oxido nitrico

QBMM Quitosana com baixa massa molecular

SN2 Reacc¢do de substituicao nucledfila bimolecular
TNF-o Factor de necrose tumoral-o



1. Introducao

A quitina é um biopolimero do tipo da celulose que se encontra no exosqueleto de
crustidceos e nas paredes celulares de fungos, insectos e leveduras. Tal como a celulose, a
quitina desempenha funcdes de suporte e proteccdo naqueles organismos. Estima-se que a
producio anual de quitina atinge 10'°-10"" toneladas (Arbia et al., 2013), sendo o segundo
polimero natural mais abundante. Este polimero apresenta uma estrutura quimica semelhante
a celulose, sendo a N-acetilglucosamina (GIcNac) e a glucosamina (GIcN) os seus

monodmeros constituintes (Fig. 1) que se ligam entre si por ligacdes glicosidicas (1 —4).
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Figura 1 - Estruturas quimicas da quitina e da quitosana.

A quitina encontra-se associada a proteinas e outros constituintes no exoesqueleto de
invertebrados aquadticos, insectos e aracnideos e nas paredes celulares de varios fungos e
algas. Os residuos resultantes do processamento de crusticeos (e.g., camardo, lagostim,
caranguejo, lagosta) contem 14 % a 35 % de quitina em base seca. No exoesqueleto dos
crusticeos, a quitina estd fortemente associada ndo sé a proteinas, mas também a lipidos,
pigmentos e a compostos de cédlcio. Assim, os processos de extrac¢do da quitina envolvem a
desmineralizacdo, a desproteiniza¢do e o branqueamento. A desmineralizacdo € usualmente
conseguida por tratamento com solugdes diluidas de HCI, mas estd também referenciada a
utilizacdo de outros dcidos como o sulfuroso, o férmico e o acético. A utilizacdo de EDTA
constitui uma alternativa para a desmineralizacdo em condi¢des muito suaves para evitar a
despolimerizacdo da quitina. Na desproteinizagc@o recorre-se normalmente ao NaOH, mas t€ém
sido igualmente propostos processos biolégicos, usando proteases (Takeda e Abe, 1962;
Takeda e Katsuura, 1964) ou culturas de bactérias proteoliticas (Shimahara et al., 1982). O
trabalho de Arbia et al. (2013) apresenta uma revisdo bibliografica de diferentes métodos
bioldgicos usados na extrac¢do de quitina do exosesqueleto de crustdceos. Na descoloracao da

quitina tém sido usados solventes organicos como a acetona € o etanol, mas também



hipoclorito de sddio, per6xido de hidrogénio e acetato de etilo para se conseguir uma remog¢ao
mais eficiente dos pigmentos.

Este polimero natural apresenta algumas caracteristicas unicas como a elevada massa
molecular e resisténcia mecanica, a insolubilidade na dgua e a biodegradabilidade, além de
exibir diferentes actividades bioldgicas.

A quitosana, (1->4)-2-amino-2-deoxi-f-D-glucopiranose, é um polimero obtido da
quitina por desacetilacdo (Fig. 2). Esta pode realizar-se por processos quimicos e bioldgicos.
Os primeiros envolvem usualmente a utilizacdo de solu¢des concentradas de NaOH a 100 °C
(Gamage e Shahidi, 2007). Nos processos bioldgicos recorre-se ao tratamento directo da
quitina com extractos microbianos de desacetilases (Knorr e Kein, 1986) ou a fermentacdo
com diferentes espécies de fungos (Kauss et al., 1982/1983; McGahren et al., 1984). Na
figura 2 apresenta-se um esquema da preparacdo de quitina e de quitosana a partir de
carapagas de crusticeos ou de pena de lula.

A quitosana e os seus derivados apresentam um conjunto de propriedades muito

interessantes como a ndo toxicidade, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade controlada e,

além disso, ndo sdo
antigénicos. Estas
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Figura 2 — Esquema geral de preparacdo de quitina e funcionais da quitina e
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diversificadas, o limitado grau de absor¢do no intestino humano, as elevadas massas

moleculares destes biopolimeros e a elevada viscosidade podem restringir as suas aplicagdes



em sistemas in vivo. Efectivamente, a maior parte dos intestinos dos animais e, em particular,
o tracto digestivo humano, ndo possui enzimas como quitinases e quitosanases. Isto leva a que
a quitina e a quitosana sejam excretadas nas fezes sem serem degradadas ou sem se registar
uma absor¢do significativa (Weiner, 1992). A ndo biodisponibilidade destes biopolimeros
constitui assim uma limitacdo o que despertou grande interesse pela preparacdo de
oligdbmeros. Estes, em contrapartida, apresentam uma baixa viscosidade, t€ém massas
moleculares baixas e cadeias curtas o que os torna muito soliveis em solugdes aquosas

neutras e facilmente absorviveis por sistemas vivos.

2. Preparacao de oligomeros de quitina e quitosana
2.1. Preparacdo de oligomeros de quitina por hidrolise quimica

Os métodos quimicos mais utilizados na preparacao de oligdmeros de quitina envolvem
a hidrdlise acida. Num trabalho de 1958, Barker et al. (1958) apresentaram uma revisao de
trabalhos publicados até aquela data sobre a degradacdo da quitina por via dcida e
descreveram a hidrdlise deste polimero com dcido acético, seguida de desacetilacdo e
purificacdo dos produtos preparados. Em trabalhos posteriores, Inaba et al. (1984) e Kurita et
al. (1993) recorreram também ao 4cido acético para hidrolisar a quitina. Os primeiros autores
tinham como objectivo a obtencdo de oligdmeros de quitina para a preparacdo de um
substrato sintético para a determinacdo da actividade da lisozima. Os ultimos autores
procederam a hidrélise de B-quitina de lula e obtiveram peracetato de oligémeros de quitina
com elevado rendimento e uma considerdvel repetibilidade do processo hidrolitico.

Um dos primeiros trabalhos sobre a preparacdo de oligémeros de quitina com HCI
concentrado (Rupley, 1964) teve em vista a obtencdo de substratos para a lisozima. Este
processo de hidrélise com HCI apresentava algumas desvantagens como a morosidade da
preparacdo, o custo elevado do fraccionamento e a necessidade de muita mao-de-obra,
obtendo-se, além disso, um rendimento baixo de oligdmeros com um grau de polimerizacao
(GP) elevado. Para obviar a estas dificuldades, Takahashi et al. (1995) estudaram o efeito
conjunto de HCI e ultrassons na hidrdlise de quitina. O rendimento obtido na degradacao da
quitina foi cerca de 2 a 4 vezes superior ao atingido na hidrdlise sem aplica¢do de ultrassons.
Verificaram também que o rendimento aumentava com a concentracdo do dcido (6 — 12 M)
mas diminuia com o aumento da concentracdo de quitina. Bredehorst et al. (1998)
patentearam um processo de producdo de oligdmeros de quitina com HCI concentrado e

eliminacdo dos sais por electrodidlise ou ultrafiltracao tangencial.



A hidrdlise da quitina com &cido fluoridrico anidro foi ensaiada por Bosso et al. (1986),
tendo sido verificado que o GP médio dos oligdmeros dependia do tempo de reaccdo e da
temperatura, tendo obtido produtos com GP de 2 a 10. Defaye et al. (1989), usando também
acido fluoridrico anidro, obtiveram oligémeros em condi¢des bem controladas que permitiam
obter produtos com 2 a 9 residuos. No entanto, a maior propor¢do de oligémeros obtidos era

de dimeros e tetrameros.

2.2. Preparacdo de oligomeros de quitosana por hidrélise quimica

Na preparacdo de oligobmeros de quitosana por hidrélise quimica, o processo ocorre em
solugdes aquosas do polimero em meio 4dcido com pH inferior a 6,0. A primeira referéncia a
hidrélise quimica da quitosana remonta a 1957 (Horowitz et al., 1957) a qual foi realizada
com HCI concentrado. Domard e Cartier (1989) obtiveram um largo espectro de oligémeros
por hidrélise com HCI 12 M a 72 °C durante 90 minutos e fraccionamento por cromatografia
de exclusao molecular, usando uma solugdo de acetato de aménio como eluente. Por sua vez,
Rege e Block (1999) estudaram o efeito da temperatura e do tempo de reac¢do e a moagem
prévia da quitosana na despolimerizacdo deste polimero. Verificaram que a temperatura e o
tempo de reaccdo afectavam a massa molecular bem como o grau de desacetilacdo dos
oligémeros resultantes. Porém, a moagem ndo tinha efeito nestas propriedades. A cinética da
hidrdlise da ligacdo glicosidica em quitosana com solu¢des de HCI diluido e concentrado foi
estudada por Varum et al. (2001), apresentando-se na figura 3 os mecanismos propostos para
a hidrdlise acida. Estes autores mostraram que a velocidade de hidrélise daquela ligacao
dependia da presenca do grupo acetamida nos monémeros do polimero.

Por sua vez, a utilizagdo de dcido fluoridrico em meio anidro (Defaye et al., 1994)
permitiu obter oligémeros com GP de 2 a 11 com um rendimento de quase 100 %. Um
processo de hidrdlise de quitosana com acido fosférico a quente foi patenteado por Omura et
al. (1991). Os rendimentos referidos situavam-se entre 10 % e 20 % e os oligdmeros
apresentavam um GP de 6 a 8. Hasegawa et al. (1993) ensaiaram também a preparacdo de
oligdmeros de quitosana com este acido a temperatura ambiente, obtendo dois tipos de
produtos com GP de 7,3 e 16,8. Posteriormente, Jia e Shen (2002), também num estudo de
hidrdlise de quitosana com édcido fosférico, mostraram que o rendimento e a massa molecular
dos oligémeros obtidos dependiam grandemente da temperatura e do tempo da reac¢do. Para a
hidrélise 4acida da quitosana foram também patenteados dois processos, um com &acido
sulfirico concentrado (Maksinov et al., 1990) e outro com acido acético (Todashi, 1990).

II'ina e Varlamov (2004) usaram &4cido lactico diluido na hidrélise de quitosana, tendo



verificado que a diminui¢do da massa molecular da quitosana era tanto mais elevada quanto
maior fosse a massa molecular e o grau de acetilagdo da quitosana. Num trabalho mais
recente, Trombotto et al. (2008) descreveram a preparacdo de séries homogéneas de
oligémeros com a mesma distribui¢do de GP entre 2 e 12, mas com vérios graus de acetilacdo

entre 0 % e 90 %.
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Figura 3 - Mecanismos propostos para a hidrdlise por catalise dcida das ligacdes N-acetilo
e glicosidica. (a) Hidrdlise da ligacdo N-acetilo (reaccao SN2); (b) Mecanismo
mais aceite da hidrélise da ligacdo glicosidica (Varum et al., 2001).

De um modo geral, a hidrélise 4cida leva a produgdo de oligémeros com baixo GP. Por
outro lado, os rendimentos atingidos na producao de oligdémeros com maior GP, por exemplo,
5 e 7, sao inferiores a 40 %.

Outro processo de obteng¢do de oligdmeros de quitosana por via quimica envolve a
degradacdo oxidativa deste polimero com &4cido nitroso. De um modo geral, este processo
permitiu obter oligdmeros com GP de 9 a 18, mas era dificil produzir oligdémeros com GP
inferior a 10 e os produtos finais continham 2,5-anidro manose devido a desaminac¢do
provocada pelo 4cido nitroso. O processo patenteado por Peniston e Johnson (1975) envolvia

a utilizacdo de nitrito de sédio (NaNQO,) para despolimerizar a quitosana e constitui uma das



primeiras referéncias a aplicacdo de um sal do 4cido nitroso. Tomaya et al. (1987)
patentearam també€m um processo para a obtencdo de quitosana com baixa massa molecular
(QBMM) solivel em 4gua, utilizando 4cido nitroso. A cinética de despolimerizagao da
quitosana por 4cido nitroso em solu¢do de HCI diluido foi estudada por Allan e Peyron
(1995). Estes autores verificaram que a velocidade de despolimerizacdo era independente da
massa molecular da quitosana e era de primeira ordem em relacdo a concentracdo de 4cido
nitroso e de glucosamina. Furusaki et al. (1996) recorreram igualmente a degradagdo
oxidativa de quitosana com NaNQO;. Os oligémeros obtidos foram subsequentemente tratados
com borohidreto de sédio para reduzir o grupo aldeido no residuo 2,5-anidro D-manose
terminal, obtendo derivados mais estaveis de 2,5-anidro-D-manitol. Também T@gmmeraas et
al. (2001) estudaram o mecanismo de despolimerizacdo de quitosana com &cido nitroso (Fig.
4), tendo obtido oligémeros estdveis totalmente acetilados e dispondo do grupo aldeido no

terminal redutor. Obtiveram

também oligémeros totalmente

desacetilados, mas que

MH;"

K = H, GlcN, CGlchac
F =H, Ac

HOH,C . _
participavam  em  reaccdes

. - intermoleculares entre o grupo
Quitosana solubilizada em
acido acético amina das unidades

l Makl, desacetiladas e o residuo

terminal  2,5-anidroD-manose.
Esta base de Schiff facilitava a

g | rotura da ligacdo glicosidica

terminal e a formacdo de 5-

OH.C
B=H, GlcM, GleMAc
R =H. ‘;.: RE= ][-_[I GledN, GleMAc

H=H, Ac hidroximetilfurfural (HMF)

Figura 4 — Mecanismo da formacdo de 2,5-anidro-D- (Fig. 5). Mao er al. (2004)
manose no terminal redutor durante a
despolimerizacdo de quitosana com &cido
nitroso (Tgmmeraas et al., 2001). despolimerizagdo da quitosana

por degradagdo oxidativa com NaNO,. A despolimerizacao realizada com diferentes razoes

procederam também a

molares quitosana/NaNQO, permitiu obter uma vasta gama de oligdmeros com as diferentes
massas moleculares pretendidas. A massa molecular variava linearmente com a razdo molar
quitosana/NaNO, e diminuia logaritmicamente com o tempo de reac¢do. Do mesmo modo,
Morris et al. (2009) verificaram que a massa molecular dos oligémeros de quitosana obtidos

por degradacao oxidativa com NaNQ, era proporcional a relacdo quitosana/NaNQO,.
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A degradacdo oxidativa da quitosana foi igualmente ensaiada com peréxido de
hidrogénio. O processo baseia-se na dissociacdo deste perdxido com formacao de radicais

hidroxilo os quais possuem uma elevada actividade oxidante, atacando as ligacdes
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HO- d H
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Formagéo de uma
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5-hidroximetilfurfural
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Figura 5 — Mecanismo proposto por Tgmmeraas et al. (2001) para a
formacgdo de bases de Schiff que facilitam a eliminacio de
agua, formacdo de HMF e rotura da cadeia.

glicosidicas da quitosana. Porém, para que a dissociacdo do peréxido de hidrogénio seja
eficiente, € necessdria a presenca de um agente oxidante ou a interac¢do com uma radiacao
electromagnética como a radiac@o ultravioleta ou microondas. Assim, Tanioka et al. (1996)

procederam a despolimerizacdo de quitosana num sistema gerador de radicais oxidrilo
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(Cu**/4cido ascérbico ou radiacdo ultravioleta/per6xido de hidrogénio). Estes autores
concluiram que apenas a quitosana, e ndo a quitina, era susceptivel de despolimerizar com o
radical oxidrilo e que nem o radical superéxido, o peréxido de hidrogénio ou o oxigénio
singleto provocavam a despolimerizacdo. Chang et al. (2001) estudaram a cinética e os
produtos de degradacdo da quitosana e Qin ef al. (2002a) as alteracdes da massa molecular e

da estrutura da  quitosana

H-0, — HT + HOO™

HOO~™ — OH™ +(0)

hidrogénio (Fig. 6). Por sua vez, H.O; + HOO™ — HO-40; —-+ H-0

degradada com peréxido de

Shao et al. (2003) prepararam Figura 6 — Reacc¢des de decomposicio do perdxido de
oligémeros de quitosana oxigénio (Qin et al., 2002a).
aplicando em conjunto perdéxido
de hidrogénio e irradiagdo com microondas. Estes autores obtiveram oligdmeros com massas
moleculares na gama de 0,9-1,0 kDa e verificaram que o rendimento do processo dependia do
tempo de reac¢do e da concentragdo de peroxido.

A degradacdo oxidativa da quitosana com per6xido de hidrogénio foi estudada em

pormenor por Tian et al. (2004). Estes autores verificaram que o grau de cristalinidade da

quitosana se alterava durante a despolimerizacdo. Propuseram que nas zonas cristalinas a

despolimerizacdo ocorria
Zona cristalina
; Zona amorfa por camadas enquanto nas
“o, zonas amorfas se
.ol processava por um
HO- processo de penetracio
(Fig. 7). Verificaram que
“On
o° o aumento do grau de
o
S =X desacetilacdo e da
at
concentracdo de perdxido
I HO» ) L.
(a) Zona cristalina —_— © —_— @ —_— O de hldrogenlo levavam a
/ 'WES | uma  diminui¢gdo  mais
HO o o Ty . .
(b) Zona amorfa 10, g — S e — . rdpida  do grau de
O O =] eooo

Figura 7 - Mecanismo proposto por Tian et al. (2004) para a polimerizagdo e também
despolimerizacdo de quitosana na zona cristalina que o aumento da

(a) e amorfa (b). LWCS — QBMM soluvel em
dgua. temperatura acelerava a

reacg¢ao.
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Sun et al. (2007) prepararam oligdmeros por degradacdo oxidativa de solucdes de
quitosana com diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio e pela ac¢do conjunta do
peréxido e microondas. O processo de degradacdao da quitosana era acelerado pela aplicagao
de microondas com a consequente reducdo do tempo de degradacdo. Du et al. (2009)
optimizaram o processo de degradacdo de quitosana com perdxido de hidrogénio, recorrendo
a metodologia das superficies de resposta.

Hsu et al. (2002) recorreram ao persulfato de potdssio para proceder a degradacdo de
quitosana. Esta degradacdo processava-se através de um mecanismo envolvendo radicais
livres resultantes da degradacdo térmica do persulfato de potdssio que, por sua vez,
promoviam a formacao de radicais na quitosana, levando a sua despolimerizacdo (Fig. 8). Por
sua vez, Huang et al. (2007) e Xia et al. (2013) aplicaram peréxido de hidrogénio na
degradacao heterogénea de quitosana, mas recorrendo a catdlise com acido fosfotiingstico.

Wang et al. (2005) estudaram a degradacdo oxidativa da quitosana com perdxido de
hidrogénio em conjunto com radiag@o ultravioleta. Estes autores mostraram que ocorria um
efeito sinérgico entre o peréxido de hidrogénio e a radiacao ultravioleta e o que o mecanismo
de degradagdo estava relacionado com a rotura da ligacdo glicosidica. O efeito de sais
inorganicos na hidrélise de quitosana por microondas foi investigado por Xing et al. (2005).
Os resultados obtidos permitiram verificar que a presenca de alguns sais minerais (NaCl, KCl,
CaCl,) acelerava a degradagao da quitosana submetida a irradiagdo com microondas. A massa
molecular da quitosana preparada nestas condi¢des era consideravelmente mais baixa do que
a obtida sem a adi¢do de sais minerais.

Yue et al. (2008a) descreveram um método de preparacao de QBMM soluvel em dgua e
sem acido usando ozono. A massa molecular do produto obtido situava-se entre 4,3 e 13,1
kDa, nao se registando desacetilacdo da quitosana durante o processo de degradacao.

Recentemente, os liquidos i6nicos t€m vindo a merecer grande interesse por
combinarem boas propriedades de solubilidade com uma pressdo de vapor negligencidvel e
apresentarem também uma excelente estabilidade térmica. Tém sido usados para solubilizar
diversas macromoléculas bioldgicas como a celulose, a queratina da 1a e a fibroina da seda,
sendo considerados solventes “verdes”. Assim, Zhao et al. (2009) desenvolveram um novo
método de degradacdo oxidativa da quitosana com oxigénio molecular. Neste processo
utilizaram, como catalisador, ftalocianina de ferro imobilizada num liquido i6nico (1-n-butil-
3-metilimidazdlio bis((trifluometil)sulfonil) imida) (Fig. 9). A quitosana e o oxigénio

encontravam-se numa solucdo aquosa de HCl. A reac¢do de degradacado oxidativa decorria
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(1) Dissociacao térmica do persulfato de potéssio

S,05> — 2S0,"

R*
(2) O ido persulfato € atraido pelo grupo amina catiénico e o radical livre € transferido para
o carbono C-4

THOH

FEOH
f o + S0 ——= N ?.}/D\/'H ‘;>(—-
R* H 1 O(IN)”—‘ b
H H N o d g NH;
C-0-C 6
HOH

HOH
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.My \uu_‘y + HSO, —»
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(3) Rotura da cadeia na ligagao C-O-C

FLOH +OH
P H
l\ﬂl_‘ o \p_*y HSO,
NI, NH;
C*

(4) Inibicao do radical livre pela cadeia de quitosana degradada que possui o grupo
carbonilo terminal
HOH

/ ™. HOH HOH
¥ 0 X, X,
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H — v H
H O r|
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i NH;

(5) Desactivagdo dos ides persulfato

HOH
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H NH;

NH1
5203

C8--1

Figura 8 — Mecanismo proposto para a degracdao de quitosana pelo persulfato de potdssio
(Hsu et al., 2002).
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sistema bifasico liquido i6nico/dgua sob forte agitacdo. O catalisador podia ser reutilizado

sucessivamente com evidentes vantagens econdmicas e reducado de efluentes.

—
,
."|l Y
N,
= T Oxg7#°
” -J\N—l::e—lsf--f | A NN
- N ) N_ _cF
S ! hal \—f g
N N,/ o7 “\1‘0
H“/ ‘\?-—N
¢
\—/
a b

Figura 9 — Estrutura da ftalocianina de ferro II (a) e do 1-n-
butil-3-metilimidazdlio bis((trifluometil)sulfonil)
imida (b).

Também Zhang et al. (2009) ensaiaram a hidrélise de quitosana em liquidos i6nicos a
base de cloreto ou brometo de 1-butil-3-metilimidazdlio, tendo obtido um bom rendimento
em acucares totais redutores em condicdes de reac¢do suaves. De igual modo, Chen et al.
(2012) estudaram a hidrélise de quitosana solubilizada em liquidos i6nicos de dcido sulfénico
funcionalizado (Fig. 10) que actuavam também como catalisadores e aplicando microondas.
A hidrdlise da quitosana nas condi¢des optimizadas permitiu obter um rendimento de 90 %

em 2 minutos.

Clou Br
PN " X
N 2 N/\/\ | P ) HWS’“-’H
(A) (B)

Figura 10 — Estrutura do cloreto (ou brometo) de 1-butil-3-metilimidazdlio (A) e do
acido sulfénico funcionalizado, X" = HSO4 ', p-CH3(CsH4)SO3", H,PO4 (B).
A radiacdo gama de %Co foi utilizada com diferentes doses (2-200 kGy) na preparagao
de oligémeros de quitosana (Choi et al., 2002), apresentando-se na figura 11 a sequéncia de
operacdes. A viscosidade da solu¢do de quitosana diminuia rapidamente com doses até 10

kGy. A irradiacdo com doses acima de 100 kGy levou a obten¢do de produtos com uma forte
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cor castanha. Para doses de 100 kGy os oligdmeros obtidos apresentavam 2 a 6 unidades de
glucosamina e, segundo os autores, esta dose de irradiacdo era suficiente para conseguir a
despolimeriza¢do da quitosana. Hai et al. (2003) ensaiaram igualmente a radiacdo gama na
despolimerizagdo de quitosanas (90 % e 99 % desacetiladas) no estado sélido (Fig. 12). De
acordo com o estudo de Yoksan et al. (2004), a degradacdo de quitosana com radiagdo gama
era mais eficiente na estrutura amorfa e, além disso, as QBMM obtidas mantinham a sua
funcionalidade. A massa molecular das quitosanas apresentava uma diminui¢do substancial
com o aumento da dose de radiacdo até 200 kGy apdés o que se mantinha praticamente
constante. Além disso, o rendimento era mais elevado na quitosana menos desacetilada.

Quitosana
(20 e 100 cp, 2 %)

)

Solubilizacdo em écido
acéticoa 2 %

A4

Irradiagdo da solugdo de
quitosana
(Radiacao v, 2 — 200kGy)

}

Neutralizagdo com NaOH

}

Precipitacdo
Precipitado Sobrenadante
(Quitosana insoldvel em (Quitosana solivel em dgua)

agua)

Figura 11 - Esquema de preparacao de oligémeros de quitosana por radiacao
gama (Chot et al., 2002).

Num estudo posterior de Gryczka et al. (2009) sobre o mecanismo envolvido na
degradacdo de quitosana por radiacdo gama demonstrou-se que O grupo amina estava
envolvido no processo de radidlise, podendo levar a formacdo de produtos derivados como

éteres de hidroxilamina (Fig. 13). O efeito da massa molecular na degradagdo de quitosana
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por radiacdo gama foi
R-H-»R*(Cy; — C4) + H* estudado por Tahtat et al.
(2012). Os resultados

R H—|—H.—>R.(C1—C6)+H2

obtidos mostraram que a
R*(C,.Cy) — F] +F, (ciso) degradagio  era  mais

R NH, + H* — R*(C,) + NH;4 rdpida quando a quitosana
se encontrava em solucdo.

Figura 12 - Esquema proposto para o mecanismo de
degradacdo de quitosana no estado sélido por Por sua vez, a quitosana
radiagdo gama. R-H e R-NH, sdo moléculas de
quitosana, R’(C,) é um radical de quitosana
localizado no 4tomo de carbono n e F'; e F, sdo  mais baixa era também a
fragmentos da cadeia principal apds cisao (referido
por Hai et al., 2003).

com massa molecular

mais sensivel a radiagdo.
Mais recentemente,
Tagkin et al. (2014), num estudo sobre a degradacdo de quitosana por este tipo de radiagdo,
concluiram que o grau de desacetilacdo era um factor importante no controlo do rendimento
do processo de degradagdo. Kang et al. (2007) estudaram o efeito conjunto da aplicacdo de
radiacdo gama e peroxido de hidrogénio na degradagdo de quitosana. Verificaram um efeito
sinérgico entre esta radiacdo e o peréxido de hidrogénio, resultando a formacao acrescida de
radicais hidroxilo por ac¢do da radiacdo. Resultados posteriores obtidos por Duy et al. (2011)
e Hien et al. (2012) confirmaram os referidos por Kang et al (2007). Assim, a interac¢ao da

radiacdo gama com a quitosana provoca a sua degradacao através de um processo radicalar:

Rady |
R — R

R" — R, +R,

Porém, na presenca de peréxido de hidrogénio (H,O,) podem ocorrer também as

seguintes reacgdes:

Rad y

H,O— ea‘q, H®, "0 H, H,0,, Hy, H30™

Rad.y_ ,
Hy0,— 2 "OH

Por sua vez, durante a irradiagdo, e, (electrdo hidratado) e H podem reagir com H,O,
do seguinte modo:
€aq+H20,—-"OH+OH™
H*+H>0,—-H>0+ "OH
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Os radicais 'OH e H' provocam também a degradacdo

interaccdo directa da radiagdo gama com este polimero.
R+ OH—R + H,O
R+ H—R + H>

R-—>R[ +R2

da quitosana tal como a

A
CH,0OH H,OH
“H\Eh H i . H2
CH,OH OH e OH
(] - s
Sem o —< T H
s 2
NH, CH,OH CH,OH
T
D‘m H —0 + \'“qu
H; NH, l
B CH,0H CHOM
0 o
c s O —0
H, H,
H,0H
0 H,OH
Ty SRy -
™~ o | oH CH—O—
NH,
NH,,
H;0H CH,OH
R Ny S
R * _@ To
NH, NH,
1
PH,0 H,0H
H
H
o K oH — OHE\\ H
NH, NH,

Figura 13 — Mecanismo da radidlise da quitosana proposto por Gryczka et al.

(2009). A, B, C e D sao radicais e compostos resultantes da radidlise.

Os ultrassons tém vindo a ser muito utilizados em multiplos processos tecnoldgicos, em

particular, na degradacdo de macromoléculas poliméricas. A degradacdo por ultrassons ndo é

um processo aleatorio, ocorrendo a rotura da ligagdo quimica proximo do centro da molécula.

A aplicacdo de ultrassons na degradacdo da quitina e quitosana tem sido estudada por varios

autores, sendo o trabalho de Chen e Chen (2000) um dos primeiros a aplicar ultrassons na

despolimerizagdo de quitina. Também Mislovicova et al. (2000) aplicaram ultrassons no
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tratamento do complexo quitina-glucana extraido do micélio de Aspergillus niger e Cardoso
et al. (2001) verificaram que a aplicacdo de ultrassons a quitina permitia atingir uma
desacetilagdo mais eficiente. No estudo realizado por Tang et al. (2003) verificou-se que os
ultrassons também provocavam a despolimerizagdo da quitosana. O didmetro médio das
nanoparticulas de quitosana era também afectado pelos ultrassons e concluiram, igualmente,
que a aplicacdo de ultrassons de elevada intensidade provocava alteracdes nas nanoparticulas
de quitosana que podiam afectar a sua funcionalidade no transporte de farmacos. Tsaih e Chen
(2003), num estudo sobre a aplicacdo de ultrassons a quitosanas com diferentes graus de
desacetilacdo, concluiram que: (i) a massa molecular da quitosana diminuia com o tempo de
exposicdo aos ultrassons; (i1) a velocidade de degradacdo e a constante de velocidade
diminuiam com o tempo; e (iii) a velocidade de degradacdo e a constante de velocidade
aumentavam com o grau de desacetilacdo das quitosanas utilizadas. Cravotto et al. (2005)
aplicaram também ultrassons para proceder a degradacdo de quitosana e preparar produtos
derivados. Utilizando ultrassons de elevada intensidade de 17,8-18,5 kHz, obtiveram uma
despolimeriza¢do controlada da quitosana e prepararam véarios derivados da quitosana com
elevados rendimentos. No estudo de Liu et al. (2006), também sobre a degradagdo de
quitosana por ultrassons, verificou-se que as quitosanas com maior massa molecular e maior
grau de desacetilacdo eram mais facilmente degradadas. Também no trabalho de Wu et al.
(2008), sobre a degradacdo de quitosana com ultrassons, se verificou que a velocidade de
degradacdo era afectada pelas caracteristicas da quitosana (massa molecular e grau de
desacetilacdo) e pelos parametros do processo. Yue et al. (2008b) combinaram o efeito dos
ultrassons com o do ozono na degradacdo de quitosana. Verificaram um efeito sinérgico
destes dois processos, considerando os autores que esta técnica era promissora para a
obtencao de oligdmeros de quitosana a uma maior escala.

Wasikiewicz et al. (2005) compararam trés métodos de degradagdo da quitosana com
ultrassons, radiacdo ultravioleta e radiagdo gama. Do ponto de vista energético, o método
mais eficiente foi a radiacdo gama, mas o método com ultravioleta foi mais eficiente em
termos de tempo de reaccdo. Também Czechowska-Biskup er al. (2005) ensaiaram a
aplicacdo de radiagdo gama e ultrassons na despolimerizacdo de quitosana. Mostraram que os
rendimentos da degradacdo dependiam das propriedades do material de partida e das
condig¢des de irradiacdo. Verificaram também que a reducdo da massa molecular da quitosana

levava a um aumento da capacidade de absor¢do de gordura.
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Por sua vez, Cai et al. (2010) aplicaram um processo electroquimico na degradagdo de

quitosana. A massa molecular dos oligdmeros diminuia com o tempo de hidrdlise e a

intensidade da corrente, mas o grau de desacetilacao nao era afectado.

O sistema de plasma em solu¢do foi utilizado por Prasertsung et al. (2012) na

preparacio de quitosana com massas moleculares da ordem de 3,2x10* Da. Este sistema (Fig.

14) produz muitas espécies reactivas (OH’, HO,", electrdes livres, O," e O7) capazes de

degradar a quitosana. O facto deste sistema nao utilizar reagentes constitui uma vantagem em

[ Fonte de energia ]
pulsada bipolar

+

§

Reactor de vidro

I+-I:l- |

Cobertura ceramica

Eléctrodo de tungsténio

Agitador magnético
Figura 14 — Diagrama do sistema de plasma em
solucdo (Prasertsung et al., 2012).

relacdo a outros processos dado
que nao € necessdria a sua
eliminacdo apds a reaccdo.
Estes autores verificaram que a
estrutura quimica dos produtos
obtidos por este sistema nao era
afectada e que os oligdmeros
obtidos tinham um GP de 2 a 8.
Na figura 15 apresenta-se o
mecanismo envolvido na
degradacdo da quitosana pelo

radical hidroxilo.

Figura 15 — Mecanismo de degradagdo da quitosana pelo radical hidroxilo, em que
m e n representam o numero de residuos de glucosamina e
acetilglucosamina, respectivamente (Prasertsung et al., 2012).
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2.3. Preparacdo de oligomeros por via enzimdtica

A hidrdlise da quitina e quitosana por métodos quimicos, embora seja comummente
utilizada a escala industrial, apresenta algumas desvantagens. De entre estas tém sido
indicadas a formagdo de compostos téxicos, o maior risco associado a polui¢do ambiental e os
rendimentos mais baixos. Como alternativa a este tipo de hidrdlise, t€ém sido propostos
métodos enzimdticos que permitem obter oligdmeros com GP mais elevados e em condigdes
mais suaves. Estes métodos minimizam as alteragdes quimicas negativas e promovem as
respectivas actividades bioldgicas (Kim e Rajapakse, 2005). A principal desvantagem destes
métodos reside no facto das enzimas apresentarem custos elevados.

Na figura 16 apresenta-se um esquema geral de obtencdo de oligdbmeros de quitina e de

quitosana por via enzimatica (Jeon et al., 2000).

Exoesqueleto de

crustaceos
l Desacetilase de quitina
Quitina » Quitosana
Celulase
Lisozima Celulase
Quitinase Quitosanase
Lipase
Exo N,N'-diacetil Protanses
quitobiohidrolase L
Exo-quitobio-
Oligomeros de hidrolase
auitina Oligémeros de quitosana
Quitinase Quitosanase
v
(GlcNAc):2 (GIcN), <«
Exo-B-N-acetil- Exo-B-D-
hexosaminidase dglucosaminidase
v
GIcNAc < GlcN <

Figura 16 — Esquema de conversao de quitina e quitosana nos respectivos oligdmeros
por métodos enzimdticos. GIcNAc — N-acetil-D-glucosamina; GlcN — D-
glucosamina.

2.3.1. Preparagdo de oligomeros de quitina por hidrélise enzimdtica
A quitina pode ser degradada por hidrélise enzimadtica por quitinases e pela lisozima. As
quitinases encontram-se em bactérias, fungos, plantas e insectos, mas apenas nalguns

mamiferos como bovinos, caprinos e ovinos.
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A quitinase e a P-acetilglucosaminidase de origem bacteriana estio envolvidas na
degradacdo da quitina e a maior parte das quitinases bacterianas sdo do tipo endo e produzem
oligdmeros superiores a dimeros. A [-acetilglucosaminidase promove a hidrdlise de N-
acetilquitoligosacarideos ou dimeros de GlcNac. Todavia, as referéncias a quitinases que
produzem oligémeros de elevado GP sdo muito limitadas. Assim, vérios trabalhos sobre a
hidrélise de quitina por quitinases de origem bacteriana referem a producdo de GlcNac livre,
dimeros ou oligémeros até cinco unidades (Takiguchi e Shimahara, 1989; Mitsutomi et al.,
1990; Takayanage et al., 1991; Ohtakara et al., 1990; Mitsutomi et al., 1995; Ilyina et al.,
2000; Sutrisno et al., 2004; Wang et al., 2010; Chen et al., 2011; Wang et al., 2012). De um
modo geral, a maior parte das quitinases microbianas hidrolisam a quitina no estado sélido de
modo aleatdrio, seguindo-se a imediata hidrélise dos oligdmeros de grande massa molecular
soliveis em 4gua.

Uma alternativa para a preparacdo de oligdmeros com maior GP envolve a
transglicosilacdo enzimdtica que permite a obtencdo de hexameros e heptdmeros a partir de
oligémeros com baixos GP (Usui et al., 1987; Nanjo et al., 1990; Usui et al., 1990).

Aiba e Muraki, citados por Jeon et al. (2000), recorreram a enzimas de precos acessiveis
que incluiam lipase, celulase e hemicelulase para hidrolisarem quitina, tendo verificado que
no caso da hemicelulase o rendimento de hexameros era superior a 20 %, quando o substrato
era constituido por quitosanas com grau de acetilagdo de 9 % a 22 %. Zhang e Neau (2001)
estudaram a despolimerizacdo de quitosana com B-glucosidase comercial, tendo concluido
que as quitosanas com maior massa molecular e grau de desacetilacdo apresentavam menor
afinidade para esta enzima, sugerindo ainda os resultados a presenca de uma quitinase naquela
enzima comercial.

Ilankovan et al. (2006) referem a obtencdo de N-acetil quitobiose a partir de quitina
usando enzimas proteolitcas. A pepsina era, entre estas, a que apresentava maior actividade
quitinolitica, permitindo obter um rendimento de 71,5 % de quitobiose. As suspensdes de
quitina amorfa ou quitina pré-tratada com éacido fosforico foram os melhores substratos para a
hidrélise enzimaética.

A lisozima € outra enzima utilizada na degradacdo de quitina ou quitina parcialmente
desacetilada. Na degradacdo de quitosanas parcialmente acetiladas com lisozima verificou-se
que os hexadmeros contendo trés, quatro ou mais residuos acetilados contribuiam
maioritariamente para a velocidade inicial de degradacdo (Nordtveit et al., 1994). Porém, as

quitosanas com um grau de desacetilacdo superior a 95 % ndo eram hidrolisadas pela
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lisozima. Mostrou-se também (Nordtveit et al., 1996) que a degradacdo com lisozima
aumentava com o grau de acetilacdo da quitosana de 12 % a 60 %. Por outro lado, Aiba
(1992) verificou que a velocidade de hidrdlise da quitosana por lisozima dependia do padrdo
de distribuicdo dos grupos N-acetilo na quitosana. A velocidade de hidrdlise de quitosanas
com sequéncias de mais de trés residuos de N-acetil-D-glucosamina era superior a registada
nas quitosanas em que estes residuos de encontravam dispersos de modo aleatério na cadeia
do polimero. No entanto, estas diferengas na velocidade de hidrélise ndo se verificavam com
quitinases (Aiba, 1993), indicando que a actividade destas enzimas nao dependia da
distribui¢ao das unidades de GlcNAc, em blocos ou aleatoriamente.

Também a lisozima foi utilizada no elongamento de di-N-acetilquitobiose para preparar
polimeros com maior GP (Usui et al., 1990).

Apesar dos diversos trabalhos publicados sobre a preparagdao de oligémeros de quitina
por via enzimdtica, ndo existem referéncias a sua utilizacdo em grande escala. Além disso, as
hidrélises com quitinase ou lisozima apresentam velocidades baixas em virtude da

insolubilidade da quitina em solugdes acidas ou alcalinas.

2.3.2. Preparagdo de oligomeros de quitosana por hidrolise enzimdtica

A quitosana € hidrolisada por quitosanases, mas também por outras carbohidrases,
proteases e até lipases. As quitosanases tém sido extraidas principalmente de fungos
(Muzzarelli et al., 1994a; Kim et al., 1998; Struszczyk et al., 2006) e bactérias (Lee et al.,
1996; Varum et al., 1996; Yabuki et al., 1998), mas algumas tém sido detectadas em plantas
(Ouakfaoui e Asselin, 1992a; Sharma et al., 1993; Osswald et al., 1994; Chiang et al., 2005) e
animais (Aruchami et al., 1982; Varum et al., 1989; Fu et al., 2003). As diferengas entre as
quitinases e a quitosanases sdo pequenas, pois ambas possuem a capacidade de degradar
quitosanas com diferentes graus de acetilacdo. Porém, as quitosanases sdo mais eficientes na
hidrdlise de quitosanas com um baixo grau de acetilacdo. Além disso, as quitosanases
apresentam massas moleculares mais baixas (Grenier e Asselin, 1990) e, de acordo com o
processo hidrolitico, podem ser do tipo endo ou exo. As endo-quitosanases libertam uma
mistura de dimeros, trimeros e oligdmeros enquanto as exo-quitosanases produzem residuos
de glucosamina a partir do terminal ndo redutor da quitosana ou de oligdmeros.

As quitosanases, de acordo com a especificidade das ligagdes glicosidicas que
hidrolisam, podem ser classificadas em diferentes classes ou subclasses conforme indicado na

Tabela 1.
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Tabela 1 — Classificacdo das quitosanases de acordo com a especificidade da ligacdo

glicosidica hidrolisada.

Origem Subdivisao Especificidade das ligacoes | Referéncia
glicosidicas hidrolisadas
Microbiana Subclasse | GIcN-GIeN e GIcNAc-GleN | Fukamizo et al.,
1995
Subclasse 11 Apenas GlcN-GIcN Izume et al., 1992
Subclasse 111 GIcN-GIeN e GIeN-GIcNAc | Mitsutomi et al.,
1996
Plantas Classe I Degradam apenas Grenier e Asselin,
quitosanas 1990
Classe 11 Degradam quitosanas e Pegg e Young, 1982;
quitina Ouakfaoui e Asselin,
1992a, b; Hung et al.
2002
Térmita - Degradam apenas Aruchami et al.,
quitosanas 1982
Salmio - Varum et al., 1989
Pepsina de porco - Degradam quitosanas e Fu et al., 2003
oligémeros N,N’,N”’
triacetilquitotriose

Bazinet e Shee (2009) patentearam um processo de producdo de oligdmeros, usando
electrodidlise numa célula de electrodidlise com membranas bipolares. Neste sistema a
quitosana € hidrolisada com uma quitosanase e, de acordo com o0s inventores, permite obter
oligémeros e proceder a respectiva desmineralizagao.

O elevado custo das quitosanases microbianas tem limitado as suas aplicagdes a escala
industrial, embora sejam muito eficientes na hidrélise da quitosana. Isso levou a ensaiar varias
enzimas comerciais na hidrélise de quitosana, de modo a permitir a reducdo dos custos de
producdo. Pantaleone ef al. (1992 a,b) estudaram a actividade quitosanolitica de uma grande
variedade de enzimas que incluiam 10 tipos de glucanases, 21 tipos de proteases, 5 lipases e
uma tanase. Verificaram que a papaina apresentava a actividade especifica mais elevada,
seguida da lipase, hemicelulase e celulase, enquanto a quitinase exibia a menor actividade
especifica.

A celulase foi uma das enzimas nao especificas mais ensaiadas por varios autores para
despolimerizar quitosana. Assim, hd a referir os trabalhos de Muraki ef al. (1993) e de Tsai et
al. (2000), tendo estes ultimos autores obtido glucosamina livre e oligdmeros com GP inferior
a 8. Liu e Xia (2006), a partir de uma celulase comercial produzida por Trichoderma viride,
purificaram uma enzima que tinha capacidade para hidrolisar quitosana e celulose. Lin et al.

(2009a) compararam as caracteristicas das QBMM obtidas a partir de duas quitosanas com 80
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% e 92 % de desacetilagdo usando celulase, lisozima e quitinase. Verificaram que a massa
molecular dos produtos dependia da enzima utilizada e do grau de desacetilacdo. Além disso,
os produtos preparados da quitosana com 92 % de desacetilacdo e usando a lisozima
apresentavam maior massa molecular e também maior actividade antibacteriana. Também Xie
et al. (2009, 2010) estudaram a despolimerizacdo de quitosana com uma celulase de
Aspergillus niger. Tal como referem Xia et al. (2008), a celulase constitui um sistema
enzimdtico complexo que apresenta actividade quitosanolitica superior a quitosanase,
quitinase e lisozima. Os estudos realizados com celulases indicam a existéncia de uma enzima
bifuncional, exibindo actividade de celulase e quitosanase. As celulases sdo relativamente
mais econdémicas do que as quitosanases, sugerindo a sua aplicagdo para a produgdo de
oligémeros de quitosana.

Terbojevich et al. (1993) e Muzzarelli et al. (1994b) ensaiaram a papaina e a pepsina e
Yalpani e Pantaleone (1994) a bromelina, a ficina e a pancreatina na despolimerizacdo da
quitosana. Posteriormente, Muzzarelli et al. (1995) mostraram que a lipase de gérmen de trigo
apresentava grande actividade na despolimeriza¢do de quitosana e de quitosanas modificadas
em solugdes ligeiramente dcidas. Do mesmo modo, Lee et al. (2008) prepararam oligémeros
de quitosana com uma lipase comercial. A lipase apresentava maior actividade e afinidade
para as quitosanas com graus de desacetilacdo entre 73,2 % e 82,8 % e actuava como uma
endo- e exo-enzima. A papaina foi usada por Muzzarelli et al. (2002) para preparar quitosana
parcialmente despolimerizada a partir de solucdes de lactato de quitosana. Esta quitosana foi
depois estabilizada por incubagdo a 60 °C com NHj3 sob pressao, tendo obtido quitosana sob a
forma de glicosilamina com boa estabilidade e solubilidade em solu¢des de diferentes dcidos.
Novikov e Mukhin (2003) obtiveram um extracto enzimatico do hepatopancreas de
caranguejo real vermelho (Paralithodes camtschaticus) que exibia actividade quitinolitica e
quitosanolitica. A andlise dos produtos da hidrélise da quitina e da quitosana sugeria que o
extracto enzimdtico era rico em endoquitinases. Kittur et al. (2003a) obtiveram QBMM (2 a 5
kDa) por despolimerizacdo de quitosana com pectinase comercial de Aspergillus niger. Uma
isoenzima destas pectinases foi purificada e usada na despolimerizacdo de quitosana, tendo-se
verificado que hidrolisava tanto as ligacdes GIcN-GIcN como as GlcNAc-GIcN (Kittur et al.,
2003b). Kumar et al. (2004), por sua vez, estudaram a despolimerizacdo de quitosana com
papaina, tendo obtido QBMM (4,1 — 5,6 kDa) a pH 3,5, 37 °C e durante 1 a 5 horas.
Posteriormente, Kumar e Tharanathan (2004) avaliaram a actividade de varias proteases
(pepsina, papaina e pronase) na despolimerizacdo de quitosana. Os produtos da hidrélise eram

constituidos por QBMM (4,1 — 10,0 kDa), cuja massa molecular dependia do tempo de
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reaccdo, e ainda por oligdmeros e mondémeros. Noutro estudo, Kumar et al. (2005)
procederam a despolimerizacdo de quitosana com papaina e pronase, tendo obtido uma
mistura de oligdmeros € mondmeros com rendimentos de 14 a 19 %. Avaliaram também a
actividade inibidora destas misturas no crescimento de Bacillus cereus € Escherichia coll,
tendo verificado que estes produtos da hidrélise da quitosana inibiam mais o crescimento
destas estipes bacterianas do que a quitosana nativa. A inibicdo Optima do crescimento destas
estirpes era devida aos quito-oligdmeros com maior GP e baixo grau de acetilagdo. Estes
oligébmeros causavam a formagdo de poros e a permeabilidade da membrana celular em B.
cereus € no caso de E. coli o bloqueio do fluxo de nutrientes e consequente lise das células
(Fig. 17).

A fim de estudar o efeito da massa
molecular e do grau de desacetilacdo na
actividade bactericida de QBMM, Kumar et
al. (2007a) procederam a despolimerizacdo
de quitosana com pronase, tendo verificado
que os produtos obtidos eram mais eficientes
do que a quitosana na lise de B. cereus e E.
coli. Além disso, 0s oligébmeros

apresentavam um menor grau de acetilagao

(14 %-19 %) do que a quitosana nativa (~26

Figura 17 — B. cereus e E. coli antes (A e
C, respectivamente) e depois

(B e D, respectivamente) do  publicaram  outro  trabalho  sobre a
tratamento com a mistura de

%). Neste mesmo ano, Kumar et al. (2007b)

quito-oligémeros e despolimerizagdo de quitosana com pepsina
monomeros (Kumar er al, de porco. As QBMM eram os principais
2005).

produtos da hidrélise, apresentando um

rendimento de 75 % a 82 % o qual dependia do tempo de reac¢iao. De acordo com os autores,

os resultados obtidos sugeriam que a pepsina poderia ser utilizada em substituicdo de

quitosanases as quais apresentam precos muito mais elevados e ndo estdo disponiveis no

mercado em grande quantidade. Roncal et al. (2007), recorrendo igualmente a pepsina,

obtiveram uma grande percentagem de oligémeros de quitosana com um elevado grau de
desacetilacdo.

Cabrera e Van Cutsem (2005) compararam a hidrélise quimica de quitosana com HCl e

a enzimatica com Pectinex Ultra SP-L, um produto comercial. O método enzimético permitiu

obter fragmentos mais pequenos com uma elevada propor¢do de oligébmeros totalmente

26



desacetilados. Em contrapartida, com a hidrélise dcida obtiveram fragmentos com GP até 16,
possuindo mais residuos acetilados do que no método enzimatico. Do mesmo modo, Li et al.
(2005) ensaiaram a preparacao de oligémeros de quitosana com uma protease comercial
neutra. Esta protease permitia uma despolimearizacdo optima a pH 5,4 e 50 °C e obter
oligbmeros com um GP entre 3 e 8. A cinética da despolimerizacdo de quitosana por
bromelina foi estudada por Veldsquez et al. (2007). Os parametros cinéticos obtidos eram
semelhantes aos referidos para a degradagdo de quitosana por enzimas especificas e ndo
especificas. Li et al. (2007) estudaram o efeito do grau de desacetilacdao e da massa molecular
de quitosana na susceptibilidade a hidrélise por uma protease neutra. Os resultados obtidos
mostraram que as quitosanas com maior grau de desacetilacio e massa molecular
apresentavam uma menor afinidade para a enzima e uma menor taxa inicial de degradacao.
Enzimas extracelulares produzidas por Bacillus alvei foram ensaiadas na despolimerizac¢do de
quitosana com um grau de acetilacio de 30 % (Abdel-Aziz et al., 2008). Estas enzimas
apresentavam actividade quitinolitica, quitosanolitica e também celulosolitica e proteolitica e
permitiam obter uma redugdo da massa molecular de 88 kDa para 5 kDa apds 2 horas de
hidrélise. A fim de impedir o escurecimento de oligémeros obtidos com uma hemicelulase
comercial, Qin et al. (2008) recorreram a borohidreto de potdssio para obter oligdmeros
reduzidos. Estes apresentavam uma maior estabilidade quimica, ndo provocavam toxicidade
oral aguda e tinham quase o mesmo efeito inibidor das células tumorais do sarcoma 180 no
rato por injeccdo intraperitoneal que os oligdmeros nao reduzidos. Por sua vez, Pan e Wu
(2011) prepararam quitosana soltivel em dgua com uma massa molecular de 1,7 kDa, usando
glucoamilase na despolimerizacdo de quitosana. Também Wu (2011) preparou quitosana
solivel em dgua por hidrélise de quitosana com a-amilase, apresentando os oligémeros GP de
3 a 7. Posteriormente, este autor (Wu, 2012), usando igualmente o-amilase, obteve
oligbmeros de quitosana preparada de quitina extraida da pele da larva de uma borboleta
(Clanis bilineata). Os oligémeros otidos tinham um GP na gama de 2 a 8 e apresentavam uma
actividade antibacteriana mais elevada do que a quitosana original. Tischenko et al. (2011)
compararam as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos de degradacdo de quitosana
preparados por trés métodos: hidrdlise enzimdtica, degradacdo oxidativa e irradiacdo com
micro-ondas. O processo enzimdtico permitia obter oligdmeros com baixo GP (2-10), mas o
processo quimico parecia ser preferivel para a preparacdo de QBMM (5-10 kDa) em grande
escala. A despolimerizacdo com microondas ndo alterava praticamente o grau de acetilagao,
mas a preparacdo de QBMM era muito lenta. Um complexo de enzimas isoladas do tracto

digestivo de pepino do mar (Stichopusces japonicus) foi utilizado para despolimerizar
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quitosana (Yao et al., 2012). A quitosana hidrolisada apresentava uma massa molecular de
1,26 kDa.

Para ultrapassar algumas dificuldades associadas aos processos de hidrolise
descontinuos tem-se recorrido a imobilizacdo de enzimas. Esta metodologia apresenta
algumas vantagens tecnoldgicas como a possibilidade de reutilizacio das enzimas, a
realizacdo do processo em continuo, a rdpida conclusdo da reac¢@o hidrolitica e a formacgao
controlada do produto. Assim, Yamasaki et al. (1992) desenvolveram um método para a
producdo continua de oligédmeros de quitosana. Com este objectivo utilizaram enzimas
quitosanoliticas de Enterobacter sp. imobilizadas em diferentes suportes, tendo atingido os
melhores resultados nos ensaios em que a quitina era o suporte. Terbojevich er al. (1996)
verificaram que papaina imobilizada em quitina despolimerizava quitosana com uma elevada
velocidade inicial e os resultados obtidos sugeriam também que a papaina actuava sobre as
unidades de GIcN e GlcNac. Posteriormente, Lin et al. (2002) usaram também papaina
imobilizada para despolimerizar quitosana. Num processo desenvolvido por Jeon et al
(1998), procedeu-se a preparacdo de oligdmeros de quitosana recorrendo a quitosanase
imobilizada. De entre os suportes utilizados na imobiliza¢do da quitosanase, a quitina revelou-
-se 0 mais eficiente por permitir a maior actividade enzimdtica. Posteriormente foram
publicados outros trabalhos sobre o efeito de diferentes condi¢des de imobilizacdo de
quitosanases e das varidveis experimentais nos rendimentos dos oligémeros obtidos (Kuroiwa
et al., 2002; Kuroiwa et al., 2003; Ming et al., 2006). De um modo geral, os estudos com as
enzimas imobilizadas ndo permitiram atingir os resultados esperados. A principal limitacdo
resultava da menor afinidade da quitosanase imobilizada para a quitosana em relacdo a
enzima livre. Deste modo, este processo nao era eficiente para a producio de oligdmeros com
o GP de polimerizacdo desejado. Li et al. (2006) ensaiaram a hidrélise de quitosana com uma
protease neutra imobilizada em trés suportes diferentes (quitosana (CS),
carboximetilquitosana (CMCS) e N-succinilquitosana (NSCS)). As propriedades cinéticas e
de estabilidade da enzima livre e imobilizada foram comparadas, tendo sido verificado que a
actividade residual da protease imobilizada em CS, CMCS e NSCS era, respectivamente, 70,4
%, 78,2 % e 82,5 % ap6s 10 ciclos de hidrélise em descontinuo.

Como alternativa as enzimas imobilizadas foi proposto um outro sistema recorrendo a
um reactor equipado com uma membrana de ultrafiltracdo que permitia a remogdo dos
produtos da hidrélise da quitosana. Zhang et al. (1999) usaram este sistema no qual a
hidrélise da quitosana era conseguida com uma mistura de celulase, alfa-amilase e uma

protease, tendo obtido oligémeros com GP entre 3 e 10. Também Jeon e Kim (2000a)
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verificaram que este sistema era muito mais eficiente do que o descontinuo e permitia a
obtencdo de oligdmeros com um GP relativamente elevado e um baixo custo de produgdo.
Estes sistemas ndo permitiam, no entanto, a produgao de oligémeros em continuo devido ao
aumento da pressdo transmembranar durante a reac¢ao de hidrélise. Este aumento da pressao
devia-se a elevada viscosidade da solu¢do de quitosana e a colmatacdo da membrana pelo
substrato acumulado. Por conseguinte, a redu¢do da viscosidade da solucao de quitosana antes
do processo de ultrafiltracdo era um passo essencial. Com este objectivo, Jeon e Kim (2000b)
propuseram um novo sistema que combinava uma hidrdlise parcial da quitosana por
quitosanases imobilizadas seguida por uma segunda hidrélise num reactor equipado com uma
membrana de ultrafiltragdo. Este sistema duplo permitia obter uma maior produtividade por
unidade de enzima, controlar a distribuicio de massas moleculares e atingir uma produgao
continua mais eficiente em comparagdo com os métodos convencionais. Também Lin et al.
(2009b) desenvolveram um processo de obtencdo de oligdmeros de quitosana, usando
quitosanases purificadas de Bacillus cereus NTU-FC-4 num reactor equipado com uma
membrana de ultrafiltracdo. Este sistema permitia obter, com tempos de residéncia de 33 min,
oligémeros com GP de 7 ou superior, os quais representavam 69 % do total dos oligdmeros

produzidos.

2.4. Preparacdo de oligomeros por sintese enzimdtica ou quimica

Os diferentes métodos de obtenc@o de oligdmeros de quitina ou quitosana anteriormente
referidos apresentam vdrias limitagdes das quais se destaca a dificuldade de controlar o grau
de polimerizacdo. Assim, a sintese de oligdmeros tem sido encarada como alternativa aos
diferentes métodos de degradagdo da quitina ou da quitosana. A sintese pode ser realizada por
métodos enzimdticos e quimicos. De entre os estudos sobre a aplicacdo de métodos de sintese
por via enzimadtica hd a referir os de Usui et al. (1990), Drouillard et al. (1997), Akiyama et
al. (1995), Monsan e Paul (1995), Samain et al. (1997, 1999), Demont-Caulet et al. (1999),
Gressent et al. (1999), Grenouillat et al. (2004), Rasmussen et al. (2004), Yoon (2005),
Huang et al. (2006), Hsiao et al. (2008) e Wang et al. (2008).

Relativamente aos métodos enzimdticos t€ém sido apontados vérios problemas como a
dificuldade de isolamento e purificacio das enzimas e os rendimentos muito baixos obtidos. A
sintese quimica procura ultrapassar estes problemas, sendo de mencionar os seguintes
trabalhos: Nicolaou et al. (1992), Wang et al. (1994), Tailler et al. (1994), Ikeshita et al.
(1994a, b), Debenham et al. (1996), Morais et al. (2003), Sedinkin et al. (2007) e Chevrier
(2009).
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3. Actividades bioldgicas dos oligémeros

As actividades bioldgicas dos oligémeros sdo grandemente influenciadas pelo GP, grau
de acetilacdo, distribuicdo de carga e natureza das alteragdes quimicas introduzidas nos
oligobmeros (Kim e Rajapakse, 2005). Os oligémeros sdo facilmente absorvidos a nivel
intestinal, entram rapidamente na corrente sanguinea e apresentam efeitos bioldgicos
sistémicos no organismo. Na indudstria alimentar, tal como refere Shahidi et al. (1999), os
oligébmeros sdo particularmente interessantes como agentes antimicrobianos, antioxidantes e

promotores da qualidade nutricional dos produtos alimentares.

3.1. Actividade antimicrobiana

A actividade antimicrobiana dos oligémeros de quitosana é considerada uma das suas
principais propriedades. Esta actividade € influenciada pelo GP (Yun et al., 1999; Rhoades e
Roller, 2000; Jeon et al., 2001; No et al., 2002; Park et al., 2002; Zheng e Zhu, 2003; Park et
al., 2004a; Kittur et al., 2005), grau de desacetilagcdo (Tsai et al., 2002; Chung et al., 2004),
tipo de microrganismo (Uchida et al., 1989; Choi et al., 2001; Gerasimenko et al., 2004; Park
et al., 2004b) e ainda por outras propriedades fisico-quimicas. Fernandes et al. (2008)
mostraram que a actividade antibacteriana de quitosanas com diferentes massas moleculares e
de oligémeros dependia do tipo de microrganismo (Gram positivo ou Gram negativo) e da
massa molecular. Os compostos com massa molecular mais baixa apresentavam maior
actividade relativamente as bactérias Gram negativa, enquanto se registava o inverso no caso
das bactérias Gram positivas. Concluiram também que a actividade antibacteriana das
quitosanas dependia do tipo de produto alimentar onde eram aplicadas, sendo mais eficientes
nos que tinham menor teor proteico. Estes autores consideraram ainda que a utilizagao dos
oligébmeros de quitosana em produtos alimentares era mais prometedora para o consumidor
final. Também Du et al. (2009) verificaram que os oligdmeros de quitosana apresentavam
maior actividade antibacteriana nas estirpes Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus do que a quitosana utilizada na sua preparacdo. Benhabiles et al.
(2012) testaram a actividade antibacteriana de quitina, quitosana e oligémeros de quitina e de
quitosana em quatro estirpes de bactérias Gram positivas e sete estirpes de Gram negativas.
Apenas os oligobmeros exibiam um efeito bactericida em todas as estirpes ensaiadas,
considerando ainda os autores que os oligdmeros de quitina seriam preferiveis aos de
quitosana uma vez que poderiam ser preparados directamente a partir de quitina. O efeito
sinérgico entre oligdmeros de quitosana produzidos por radia¢do Y e a lisozima foi verificado

em sistemas modelo (Rao er al., 2008). Neste trabalho verificou-se que o periodo de
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conservacao util de carne picada conservada em refrigerado e com uma mistura de oligémeros
e lisozima foi prolongado até 15 dias.

Tém sido propostos varios mecanismos para descrever a actividade antimicrobiana dos
oligébmeros, sendo aceite que o numero de grupos amina presentes na estrutura destes
compostos desempenha um papel importante nesta actividade (Chen et al., 2002). O
mecanismo que merece maior consenso baseia-se nas alteragdes da membrana celular
bacteriana provocadas pelos oligémeros que lhe podem modificar as caracteristicas de
permeabilidade. Estas alteragdes poderiam impedir a entrada de nutrientes ou provocar a
libertacdo de constituintes da célula, acabando por levar a morte da bactéria (Sudharshan et
al., 1992). O grupo amina carregado positivamente que se encontra no carbono C2 dos
monomeros de glucosamina interage com o grupo carboxilico com carga negativa presente
nas macromoléculas da membrana celular bacteriana formando complexos de polielectrélitos.
Neste sentido, € de admitir que um maior nimero de aminas primdrias presentes nos
oligdmeros possa tornar mais fortes as interacgdes com as células bacterianas (Tsai et al.,
2002). Por isso, a taxa de mortalidade das células bacterianas tende a aumentar com o grau de
desacetilacdo dos oligdmeros. Do mesmo modo, hd uma tendéncia geral para a actividade
antibacteriana dos oligdmeros aumentar com a massa molecular (Park et al., 2004b). Todavia,
QBMM com massa molecular superior a 30 kDa ndo sdo utilizadas como agentes
antibacterianos devido a baixa solubilidade em solucdes aquosas a pH neutro (Sekiguchi et
al., 1994). Conforme referem Kim e Rajapakse (2005), a capacidade quelante dos oligémeros,
ao eliminar metais ou nutrientes essenciais para a bactéria, poderia também contribuir para
limitar o seu crescimento.

O facto da carga positiva dos oligdmeros favorecer a respectiva actividade
antibacteriana, levou a preparagdo de derivados dos oligémeros, introduzindo alteracdes no
grupo amina em C2. Assim, Jeon e Kim (2001) prepararam derivados de oligémeros por
introducdo de asparagina na posi¢do C2 a fim de aumentar a carga positiva dos oligdmeros.
Esta modificacdo levou a um aumento da actividade antibacteriana dos oligdmeros. O mesmo
efeito foi verificado por outros autores (Muraki e Aiba, citado por Jeon et al., 2000; Kim et
al., 2003) que prepararam outros tipos de derivados dos oligémeros também por modificagao
do grupo amina.

Também a distribuicdo de cargas nas membranas celulares das bactérias parece
desempenhar um papel importante na actividade antibacteriana dos oligémeros. A adsor¢c@o
dos oligdmeros a superficie das células €, em regra, mais elevada nas bactérias Gram-

negativas do que nas Gram-positivas que possuem menor carga negativa. Isto explica os
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resultados obtidos por Wang (1992) ao verificar que a maior parte das bactérias Gram-
negativas era mais sensivel aos oligémeros, determinando deste modo a maior actividade
antibacteriana dos oligémeros sobre este grupo. Kumar et al. (2007a) propuseram também
mecanismos para explicar a actividade bactericida das QBMM. Assim, no caso das bactérias
Gram negativas ocorreriam ligagdes idnicas entre os grupos NH;* das QBMM e diversos
acidos gordos da membrana celular carregados negativamente, levando a libertacdo de
polissacarideos da membrana celular mais externa. Esta interac¢do provocaria alteracdes nas
membranas celulares, resultando num choque osmético e na saida do contetido do citoplasma.
Nas bactérias Gram positivas verificar-se-ia igualmente uma ligacdo dos grupos NH;" das
QBMM a diversos constituintes da parede celular do que resultaria a distor¢do/rotura e

exsudacgdo dos constituintes do citoplasma.

3.2. Inibi¢cdo do crescimento de fungos

A actividade antiftingica da quitosana e de quitosana de baixa massa molecular, isto &,
oligdmeros com massas moleculares da ordem de 4,6 kDa foi estudada por varios autores
(Allan e Hadwiger, 1979; Hirano e Nagao, 1989; Hai et al., 2003; Bautista-Bafios et al., 2006;
Tikhonov et al., 2006; Eweis et al., 2006; Seyfarth et al., 2008; Palma-Guerrero et al., 2009,
2010; Park et al., 2008; Ing et al., 2012). De acordo com Palma-Guerrero et al. (2010), o
efeito antifingico da quitosana parece estar relacionado com a composi¢ao lipidica das
membranas plasmaéticas dos fungos sensiveis a quitosana as quais apresentam um teor mais
elevado de acidos gordos polinsaturados. A liga¢do da quitosana aos fosfolipidos carregados
negativamente altera a fluidez da membrana e induz o aumento da sua permeabilidade.

A actividade antifingica dos oligdmeros de quitosana tem sido menos estudada,
havendo a referir o trabalho de Kendra e Hadwiger (1984). Estes autores testaram a actividade
antifingica de varios oligémeros, desde mondmeros até heptameros, em Fusarium solani e
verificaram que os heptameros eram os mais eficientes. O efeito antifingico de oligdmeros de
quitosana com GP de 3 a 9 foi testado em nove estirpes fitopatogénicas (Xu et al., 2007). A
estirpe Phytophthora capsici foi a mais sensivel a actividade dos oligdmeros de quitosana,
tendo sido verificada a inibi¢cdo do crescimento do micélio e dos diferentes estdgios do seu
ciclo de vida. Os autores concluiram ainda que a natureza policatiénica dos oligémeros
contribui apenas em parte para a respectiva actividade antifingica, existindo multiplos modos
de accdo que incluem a rotura do sistema endomembranar. Hernandez-Lauzardo et al. (2008)
testaram igualmente o efeito antifiingico de quitosanas com massa molecular baixa (17,4 kDa)

média (23,8 kDa) e alta (30,7 kDa) em Rhizopus stolonifer, tendo verificado que a quitosana
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com massa molecular mais baixa era a mais eficiente na inibi¢cdo do crescimento do micélio
enquanto a de massa molecular mais alta afectava a forma dos esporos, a esporulacdo e a
germinacdo. Também Guerra-Sanchez et al. (2009), usando quitosanas com as mesmas gamas
de massas moleculares que os autores anteriores e ensaiando a mesma estirpe, verificaram que

todos os tipos de quitosana apresentavam actividade antifingica.

3.3. Actividade inibidora de virus

Tem sido referido que a quitosana e os oligdmeros t€ém a capacidade de limitar
infec¢des virais em vdrios sistemas bioldgicos (Kim e Rajapakse, 2005). No entanto, na
maioria dos casos, o mecanismo de inibi¢do ndo € bem conhecido, embora se admita que os
grupos amina protonados dos oligdmeros possam activar os sistemas imunolégico e de defesa
de plantas e animais.

Segundo Kim e Rajapakse (2005), os derivados anidnicos de oligémeros de quitosana
apresentavam uma menor actividade inibidora de virus de plantas. Porém, a actividade
antiviral aumentava com o grau de desacetilacdo, indicando que os grupos catidnicos
presentes seriam responsaveis por esta actividade.

Relativamente a actividade antiviral em animais, concluiu-se, em estudos realizados em
ratos, que o tratamento com oligdmeros estimulava a actividade funcional dos macréfagos,
levando a produgdo de radicais activos de oxigénio que provocariam a destrui¢do dos virus
(Kim e Rajapakse, 2005). Estes autores referem também que outro possivel mecanismo da
actividade antiviral dos oligdmeros envolveria interacgdes entre os receptores proteicos na
superficie dos virus e os leucdcitos. Artan et al. (2010) estudaram a actividade anti-HIV-1 de
sulfatos de oligémeros de quitosana com diferentes massas moleculares. Dos compostos
sintetisados verificaram que os oligdmeros com massas moleculares entre 3 kDa e 5 kDa eram
os mais eficientes na inibi¢do da replicacdo do HIV-1. Estes derivados dos oligémeros de
quitosana bloqueavam também a entrada dos virus e a fusdo virus-célula.

Os oligdmeros sdo igualmente eficientes na prevencdo de vdrias infecgdes por fagos. A
actividade antiviral de fagos depende da massa e da estrutura molecular dos oligémeros, do
respectivo grau de desacetilacdo e também do tipo de fagos. Kochkina e Chirkov (2000a)
mostraram que os oligdmeros eram mais eficientes contra a replicacdo do fago 1-97A em
Bacillus thuringiensis do que as QBMM. Noutro trabalho, estes autores (Kochkina e Chirkov,
2000b) verificaram que as QBMM com maior GP eram mais eficientes na inibi¢do do

colifago do que as QBMM com pequeno GP. Estes resultados sugeriam que os oligdmeros e
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as QBMM podiam estar envolvidos na inibicdo da replicacdo de bacteri6fagos através de

diferentes mecanismos.

3.4. Actividade antiradicalar

Yin et al. (2002) mostraram que QBMM podiam exibir uma capacidade de eliminacdo
do radical super6xido superior a 80 % com uma concentragdo de 0,5 mg/ml. Além disso,
oligdmeros com 90 % de desacetilagdo apresentavam boa capacidade para eliminar radicais
DPPH, hidroxilo, superéxido e radicais centrados no carbono. Igualmente Park et al. (2003a)
verificaram que os oligdmeros de quitosana com baixa massa molecular (1 kDa a ~3 kDa)
apresentavam uma elevada capacidade para eliminar diferentes radicais. De igual modo, a
actividade antiradicalar de oligémeros preparados de quitosanas parcialmente desacetiladas
(50 %, 75 % e 90 % desacetiladas) e com massas moleculares nas gamas de 5 kDa a 10 kDa,
1 kDa a 5 kDa e <1 kDa foi avaliada por espectroscopia de ressonincia paramagnética
electronica (Je et al., 2004). Os oligémeros obtidos de quitosanas mais desacetiladas (90 %) e
massas moleculares entre 1 kDa e 5 kDa apresentavam a maior actividade antiradicalar. Além
disso, esta actividade aumentava com a concentra¢do dos oligdmeros e dependia do grau de
desacetilacdo e da massa molecular. Também a actividade antioxidante de quitosana e de
diferentes derivados com baixa massa molecular e ainda de sulfato de quitosana foi estudada
por Xing et al. (2005). De um modo geral, estes autores concluiram que o sulfato de quitosana
e os compostos derivados da quitosana com baixa massa molecular apresentavam maior
actividade antioxidante, avaliada por diferentes metodologias, do que a quitosana. De igual
modo, no estudo de Feng et al. (2007) sobre a actividade antioxidante de quitosanas soluveis
em dgua verificou-se que os compostos com a massa molecular mais baixa (1,7 kDa) exibiam
maior actividade antioxidante. Prashanth et al. (2007) avaliaram a actividade antioxidante de
QBMM e oligémeros de quitosana, recorrendo a ensaios de protec¢ao da degradacdo de ADN
do timo de vitela, tendo verificado que a actividade antiradicalar da QBMM era superior a dos
oligdbmeros. Por outro lado, Yan ef al. (2007) mostraram que a glucosamina possuia
excelentes actividades antioxidantes devido a elevada actividade quelante do ferro ferroso e a
protec¢do de macromoléculas, como proteinas, lipidos e desoxiribose, da degradagdo
oxidativa induzida por radicais livres. A eficiéncia antiradicalar de oligdmeros com diferentes
massas moleculares foi testada por Mendis ef al. (2007) em linhas celulares de melanoma da
pele de rato murino (B16F1). Os resultados obtidos mostraram que os oligdmeros

apresentavam uma elevada capacidade para inibir os efeitos do radical OH® no ADN e

induziam o nivel de glutatido intracelular e a supressdo da actividade do promotor NF-xB
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(factor nuclear de transcricdo). Ngo et al., (2008a) verificaram também que oligdmeros de
quitina possuiam capacidade para eliminarem radicais livres em sistemas celulares, tendo sido
ja obtidos resultados semelhantes por Park et al. (2004c). O mecanismo exacto da actividade
antiradicalar dos oligémeros de quitosana ndo € bem conhecido, mas admite-se que é devido
aos grupos amina e hidroxilo ligados aos atomos C2, C3 e C6 do anel de piranose que reagem
com radicais livres instdveis para formar radicais estiveis em macromoléculas. O efeito
positivo dos oligémeros de quitosana na atenuag¢do do stress oxidativo e da apoptose
provocados pelo peréxido de hidrogénio foi demonstrado por vérios autores (Liu et al., 2009,
2010; Karadeniz et al., 2010). A actividade antiradicalar de oligémeros de quitosana e
QBMM foi testada por (Fernandes et al., (2010) em eritrécitos e fagos. Estes autores
concluiram que os compostos testados podiam ser utilizados como antioxidantes em sistemas
bioldgicos pois que reduziam a degradacdo hemolitica e a do ADN devido a inibicdo dos
radicais resultantes do perdxido de hidrogénio e do AAPH (cloreto de 2,2’-azobis-2-metil-
propanimidamida). Os resultados obtidos sugeriam ainda que as concentragdes dos

oligémeros e da QBMM tinham de ser baixas para evitar a degradacao oxidativa.

3.5. Actividade antitumoral

Estudos sobre a actividade antitumoral de oligdmeros de quitosana t€ém-na atribuido a
efeitos imunoestimulantes que promovem o aumento da producdo de linfoquinas e ndo a
capacidade dos oligdmeros para eliminarem as células cancerigenas (Suzuki, 1996; Tokoro et
al., 1998). Estas actividades dependem das caracteristicas estruturais dos oligdmeros tais
como o grau de desacetilacdo e a massa molecular. Assim, Suzuki et al. (1986) referiram que
oligdmeros com cerca de 1 kDa, administrados por via intravenosa a ratos, inibiam o
crescimento de células dos tumores do sarcoma 180 e do MM 146. Igualmente Tsukada et al.
(1990) verificaram que um oligédmero de quitina solivel em dgua e com GP 6 apresentava um
significativo efeito antimetastdtico contra o carcinoma do pulmao de Lewis transplantado em
ratos. Este oligdmero tinha também um efeito inibidor do crescimento do tumor deste
carcinoma. Também Jeon e Kim (2002) verificaram que oligdmeros com massas moleculares
entre 1,5 kDa e 5,5 kDa inibiam o crescimento de diferentes tipos de células cancerigenas. Do
mesmo modo, Qin ef al. (2002b) mostraram que uma mistura de oligdmeros (tetrameros e
pentameros) podia inibir o crescimento de células do tumor S180 em ratos, aos quais tinham
sido administrados estes oligdmeros, tanto por via oral como intraperitoneal. Maeda e Kimura
(2004) concluiram que oligémeros de quitosana com baixa massa molecular e oligoquitosana

podiam limitar o crescimento do sarcoma 180 em ratos através da activacdo das funcdes
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imunoldgicas intestinais. No estudo de Prashanth e Tharanathan (2005) mostrou-se que
oligébmeros de quitosana com ~37 kDa possuiam forte actividade antiangiogénica e induziam
a apoptose das células do tumor ascitico de Ehrlich. Huang et al. (2006), por sua vez,
estudaram a actividade anticancerigena de oligémeros com diferentes cargas eléctricas em trés
linhas de células cancerigenas. Os resultados obtidos indicaram que os oligémeros com carga
elevada reduziam a viabilidade das células cancerigenas devido a necrose. Os efeitos
inibidores do crescimento de tumores e metastases por oligdmeros de quitosana foram ainda
demonstrados nos trabalhos de Nam er al. (2007) e Shen et al. (2009). A actividade
antitumoral de hidrolisados de material quitinoso (quitina, quitina coloidal e quitosana solivel
em 4agua) obtidos com um extracto enzimatico de Bacillus amuloliquefaciens V656 foi testada
em células CT26 (Liang et al., 2007). Os resultados obtidos neste estudo sugeriram que o0s
oligdbmeros eram agentes indutores da apoptose destas células. Também Xu et al. (2008)
verificaram que oligémeros de quitosana induziam a apoptose de células humanas de
carcinoma hepdtico. Dou et al. (2011) estudaram os mecanismos subjacentes na apoptose de
células de leucemia mieldide (HL-60) induzida por uma mistura de oligdmeros de quitosana
com GP entre 2 e 6. Estes autores concluiram que tanto os mecanismos intrinsecos como os
extrinsecos participam na apoptose de HL-60 induzida pelos oligdmeros de quitosana. Wang
et al. (2008) referem, igualmente, a obtencdo de produtos, resultantes da hidrdlise de quitina
da pena da lula usando bromelina, que exibiam actividade antitumoral. Trabalhos recentes
tém relacionado a actividade antitumoral dos oligdmeros de quitosana com o seu efeito
inibidor da angiogénese (Prashanth e Tharanathan, 2005; Wang et al., 2008; Wu et al., 2008;
Xiong et al., 2009; Quan et al., 2009; Wu et al., 2010, 2012). No processo de angiogénese
ocorre a formacao de novos vasos capilares os quais sdo considerados de extrema importancia
para o crescimento de massas tumorais (Bhat e Singh, 2008). Neste contexto, Wang et al.
(2007) verificaram também que os oligémeros acetilados apresentavam maior efeito inibidor

da angiogénese do que os oligdmeros totalmente desacetilados tanto in vitro como in vivo.

3.6. Actividade anti-inflamatoria

A actividade anti-inflamatdria da quitina e de produtos derivados tem merecido também
a atencdo de vdrias equipas de investigacdo. Assim, Shikhman et al. (2001) verificaram, em
culturas de condrécitos (células presentes no tecido conjuntivo) articulares humanos, que a
acetilglucosamina inibia a producdo de 6xido nitrico (NO), ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e
interleucina-6 (IL-6) induzida pela interleucina-1B (IL-1f) e pelo factor de necrose tumoral-o

(TNF-ot), ambos mediadores no processo inflamatério. Kim et al. (2002) verificaram que a
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secrecdo e expressdo de citocinas pré-inflamatérias, TNF-a e IL-6, eram inibidas em
astrocitos (varios tipos de células ndo neuronais do sistema nervoso central em forma de
estrela que proporcionam suporte e nutricio aos neurdnios) humanos pré-tratados com
quitosana soldvel em dgua. Os resultados obtidos por Yoon et al. (2007) mostraram que os
oligdmeros de quitosana podem apresentar um efeito anti-inflamatério em células de
macroéfagos (células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo que fagocitam elementos
estranhos ao organismo) RAW 264.7 com processo inflamatério induzido por
lipopolissacarideos (LPS), através do estimulo de TNF-a. Também Qiao et al. (2010), em
estudos com linhas celulares RAW 264.7 estimuladas com LPS, verificaram que os
oligébmeros de quitosana reduziam a producdo de mediadores pré-inflamatérios, tais como a
IL-1B ¢ o NO. Num trabalho posterior (Qiao et al., 2011) em que se utilizaram ratos
injectados com LPS para induzir sepsis (condicio médica caracterizada por uma resposta
inflamatéria sistémica, Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica), mostrou-se que os
oligdmeros de quitosana podiam atenuar a inflamagdo e o stress oxidativo. Os resultados
obtidos por Vo et al. (2011) indiciaram que oligémeros de quitosana, em particular, com 1-3
kDa, podiam ser utilizados como inibidores na regulacdo da resposta inflamatdria alérgica em
mastécitos (células do tecido conjuntivo que apresentam no citoplasma numerosas
granulagdes, contendo vérios mediadores quimicos como serotonina, histamina e heparina).
Os oligémeros de quitosana revelaram-se também eficientes no tratamento da inflamacdo
intestinal através da inibicdo do factor nuclear kB (Yousef et al., 2012). Por sua vez, no
trabalho de Okamura et al. (2005) concluiu-se que os oligdmeros e mondmeros de quitina e
quitosana influenciavam a libertacdo de colagenase do tipo I a qual desempenha um papel
importante na cicatrizagdo de feridas. Noutro estudo verificou-se que a actividade anti-
inflamatéria de oligémeros 90-HMWCOS (oligémeros com 90 % de desacetilagdo e 5 kDa a
10 kDa) podia ser devida a regulacdo da expressdo transcripcional e translacional dos niveis
de TNF-a, IL-6, iNOS (forma inductivel da sintase do NO) e COX-2 (Lee et al., 2009a). Os
resultados obtidos por Ma et al. (2011) sugeriam que uma mistura de oligdmeros de quitosana
com GP entre 2 e 6 inibia uma elevada expressao de citocinas IL-6/TNF-o induzida por LPS
em macréfagos. Pangestuti et al. (2011) estudaram também a capacidade de oligémeros de
quitosana com diferentes massas moleculares para modularem mediadores inflamatérios em
micréglia (células ndo neuronais mais pequenas do sistema nervoso central que possuem
corpo alongado) BV2 estimulada por LPS. Estes autores verificaram que os oligémeros

atenuavam a producdo de NO e de prostagladina E2. Além disso, os niveis de libertacdo e
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expressdo de citocinas inflamatérias (TNF-o, IL-6 e IL-1PB) eram igualmente mais baixos
devido aos oligémeros, sendo a maior actividade inibidora conseguida com os oligémeros de
menor massa molecular. Por dltimo, Bahar ef al. (2012) demonstraram que os oligémeros de
quitosana suscitavam uma resposta inflamatéria aguda de citocina em células Caco-2 (células
derivadas do carcinoma do célon humano) e, por conseguinte, apresentavam potencialidades
para estimular o sistema imunolégico do epitélio intestinal.

Kim et al. (2002) verificaram que o efeito anti-inflamatério dos oligdmeros de quitosana
podia também reduzir e atrasar os efeitos patoldgicos da doenca de Alzheimer. Igualmente o
estudo de Joodi et al. (2011) concluia que estes oligdmeros podiam ser considerados
promissores no tratamento de doencas neurodegenerativas como a de Alzheimer. No combate
a esta doenca tém sido utilizados inibidores da acetilcolinesterase (ACHE) que visam a
activacdo do sistema colinérgico (conjunto das células nervosas que utilizam a acetilcolina
como neurotransmissor) cuja degeneracdo leva ao declinio do sistema cognitivo e da
memoria. O trabalho de Lee et al. (2009b) mostrou que os oligdmeros 90-COS (oligémeros
com 90 % de desacetilacdo) exibiam uma actividade inibidora da AChE superior a dos 50-
COS (oligbmeros com 50 % de desacetilacdo) e que, por sua vez, os 90-MMWCOS
(oligémeros com 90 % de desacetilagdo e 1 kDa a 5 kDa) apresentavam a actividade inibidora

mais elevada.

3.7. Outros efeitos biologicos
3.7.1. Efeito anti-hipertensivo

O sistema renina-angiotensina desempenha um papel fundamental no controlo da tensao
arterial dos mamiferos e na fisiopatologia de doencas cardiacas. A renina é uma enzima que
converte o angiotensinogéneo em angiotensina I a qual é, por sua vez, convertida em
angiotensina I (Ang II) pela ACE (Angiotensin Converting Enzyme). A Ang Il possui uma
elevada actividade vasoconstritora que tem sido identificada como o principal factor
responsavel pela hipertensdao. Hong et al. (1998) avaliaram a actividade inibidora da ACE por
vdrios oligémeros e verificaram que os trimeros eram os mais eficientes na redugdo da tensao
arterial. Estudos realizados por Park et al. (2003b) mostraram que a capacidade inibidora da
ACE dos oligémeros de quitosana dependia do grau de desacetilagdo. Posteriormente, Park et
al. (2008) mediram o efeito inibidor da actividade da renina por oligdmeros com diferentes
graus de desacetilacdo e massas moleculares, tendo verificado que todos os oligémeros
inibiam a actividade desta enzima. A actividade inibidora aumentava com a concentragao,

mas os oligémeros preparados a partir de quitosana com 90 % de desacetilagdo e massas
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moleculares entre 1 kDa e 5 kDa apresentavam a actividade inibidora mais elevada com IC50
de 0,51 mg/ml e actuavam como um inibidor competitivo. De um modo geral, estes autores
concluiram que, tanto o grau de desacetilacio como a massa molecular, eram factores
importantes na inibicao da actividade da renina. Ngo et al. (2008b), por seu turno, prepararam
derivados de oligémeros, tendo concluido que a substituicio do dtomo de hidrogénio
localizado no carbono 6 do residuo de piranose por um grupo aminoetilo promovia o efeito
inibidor da ACE dos oligémeros com GP entre 0,8 kDa e 3 kDa e grau de desacetilacdo de 90
%.

3.7.2. Efeito na absor¢do de cdlcio e aumento da resisténcia do tecido dsseo

O efeito potenciador da quitosana na diferenciacdo, em osteoblastos, das células
estaminais do mesénquima (tecido embriondrio da mesoderme, folheto embriondrio que se
forma na terceira semana de gestacdo) de ratos Webster e na mais rdpida formacdo do tecido
Osseo foi demonstrado por Klokkevold et al. (1996). O trabalho de Ohara et al. (2004)
permitiu concluir que concentracdes muito baixas de oligdmeros de quitosana podiam
modular a actividade de células osteoblasticas através do mRNA e que os genes relacionados
com a diferenciacdo e proliferacdo destas células podiam ser controlados pelos oligdmeros.
Também Ratanavaraporn et al. (2009) verificaram que oligémeros de quitosana com massas
moleculares de 1,4 kDa eram mais favordveis para o crescimento e diferenciacdo ostogénica
de células estaminais da medula 6ssea do que a quitosana. Os oligémeros de quitosana, tal
como a quitosana, t€ém a capacidade de se ligarem a catides como os ides cdlcio. Jeon e Kim
(1997), num estudo in vivo, mostraram que os oligdmeros de quitosana aceleravam a absorcao
de célcio. Os oligémeros com GP de 3 a 7 faziam diminuir a excre¢ao de cdlcio e melhoravam
a resisténcia mecanica do fémur dos ratos suplementados com estes oligdmeros. Também
oligémeros de quitosana fosforilados, em particular oligdmeros com massa molecular inferior
a 1 kDa, exibiam uma elevada actividade inibidora da precipitacio do fosfato de calcio,
contribuindo assim para uma maior absor¢do do calcio (Kim et al., 2005). Do mesmo modo,
Jung et al. (2006) demonstraram que a inclusio de oligémeros de quitosana na dieta de ratos

com osteoporose reduzia os niveis de cdlcio fecal e aumentava a resisténcia do fémur.

3.7.3. Prevengdo e tratamento da asma
No artigo de Muzzarelli (2010) sao apresentados diversos efeitos benéficos da quitina e
derivados que incluem a prevencao e tratamento da asma. Além disso, a presenga de elevados

niveis da enzima AMCase (quitinase dcida de mamiferos) foi assinalada em tecido humano
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asmatico (Elias et al., 2005), levando a admitir que a inibicao desta enzima constitui um alvo
potencial no tratamento da asma. Foi também referido (Letzel et al., 2000; Cederkvist ef al.,
2006, 2008) que oligémeros parcialmente desacetilados inibiam uma familia de 18 quitinases,
sugerindo que os oligdmeros de quitina ou de quitosana eram potenciais agentes anti-

inflamatorios aplicdveis em doentes com asma.

3.7.4. Efeito hipocolesterolémico

Sugano et al. (1988) referiram que a ingestdo de oligdmeros com diferentes massas
moleculares tinha um efeito hipocolesterolémico em ratos, sugerindo que este efeito ndo
dependia da massa molecular. Por outro lado, Ikeda et al. (1993) verificaram que oligémeros
de baixa massa molecular (2 kDa) ndo impediam a absor¢do da gordura dietética, ndo
facilitando, por conseguinte, a eliminacdo através do tracto digestivo. Embora,
posteriormente, se tenham realizado diversos estudos e forulado vérias hipdteses de
mecanismos de actuacdo dos oligdmeros de quitosana na reducao dos niveis de colesterol no
sangue, Kim e Rajapakse (2005) consideram que este mecanismo nao estd ainda bem

elucidado.

3.7.5. Efeitos imunoestimulantes

Os imunoestimulantes sao, em geral, compostos que estimulam o sistema imunitario nao
especifico através do aumento da capacidade de defesa dos fagdcitos (macréfagos e
neutréfilos). Okamoto et al. (2003) referiram que, tanto os oligdmeros de quitina como os de
quitosana, eram eficientes no aumento da actividade migradora de macréfagos. Por sua vez,
Hoffman et al. (1997) mostraram que a quitosana e respectivos oligdmeros estimulavam
leucécitos de salmao in vitro, produzindo niveis elevados do anido superéxido. Verificou-se
também que os oligdmeros de quitosana podem activar a produgdo de citocinas e promover o

sistema de defesa contra infec¢des microbianas (Shibata et al., 1997; Feng et al., 2004).

3.7.6. Utilizacdo em terapia genética

Virios estudos tém mostrado que a quitosana pode ser utilizada com sucesso em terapia
genética (Mumper et al., 1995; Koping-Hoggard et al., 2001; Jayakumar et al., 2010). Porém,
a aplicacdo deste polimero apresenta algumas desvantagens tais como: formacdo de
complexos muito estdveis com o ADN plasmidico (pADN) que retardam a sua libertacao;
elevada massa molecular; limitada solubilidade a valores de pH fisiolégicos; e ainda a elevada

viscosidade das solucdes de quitosana. A fim de ultrapassar estas desvantagens, foi ensaiada a

40



utilizacdo de oligémeros de quitosana (Koping-Hoggard er al., 2003, 2004). Os resultados
obtidos mostraram que os complexos dos oligdmeros com o pADN se dissociavam mais
facilmente do que os complexos de quitosana com o pADN e, além disso, apresentavam
melhores propriedades fisico-quimicas. A influéncia da estrutura da quitosana na formacgao e
estabilidade dos complexos ADN-quitosana foi estudada por Strand et al. (2005). Num
segundo trabalho, avaliou-se em maior pormenor a relacdo entre o tamanho das cadeias de
quitosana de baixa massa molecular (4,7 kDa a 33 kDa) e GP entre 21 e 88 e a absorcdo
celular dos complexos e a eficiéncia da transferéncia de genes (Strand et al., 2010). Os
resultados obtidos permitiram concluir que os oligdmeros com GP entre 31 e 42 permitiam o
nivel mdximo de expressdo transgénica e também que era possivel modelar as interaccoes
electrostéticas entre os oligdmeros e o ADN, através do controlo do GP dos oligémeros e da
sua substituicdo parcial por oligossacarideos neutros. No trabalho de Puras er al. (2013)
oligdmeros de quitosana com 5,7 kDa revelaram-se promissores no tratamento de alteragdes

da retina por terapia genética.
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