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PROLOGO

E sempre importante sublinhar que os recursos naturais sdo limitados
e finitos. De facto, apesar de serem recursos renovaveis, a taxa de
renovacao é muitas vezes insuficiente para compensar a exploracao a que
sao sujeitos. A Politica Comum das Pescas, PCP, estabelecida pela Unido
Europeia e atualmente em vigor, também modificou os seus conteidos
de forma a refletir esta realidade. Hoje sabemos que a Unica economia
estruturalmente estavel e com possibilidades de prevalecer no tempo
é a “"Economia Sustentavel”, ou seja, aquela cuja filosofia defende a
renovacao e a protecao das matérias-primas e dos recursos que sao a base

de qualquer atividade industrial.

A atividade das pescas nao é alheia a esta dinamica, mas o facto de
ser gerada uma grande quantidade de residuos e subprodutos que é
apenas parcialmente aproveitada representa um contraste significativo
entre o espirito das regras e a pratica estabelecida. Para além disso, o
enorme potencial destes residuos e subprodutos é bem conhecido, tal
como a necessidade de fazer uma utilizacdo mais eficaz das matérias-
primas se mostra a cada dia como um dos pilares da economia. E
por isso necessario obter maior valor deste novo leque de matérias-
primas e introduzi-las em canais comerciais que resultem em empresas
especializadas na sua valorizacdo. E fundamental olhar para os sectores
de maior valor acrescentado, nomeadamente as areas biomédica,
cosmética e farmacéutica, considerando-os como mercados-alvo para
novas tecnologias e produtos desenvolvidos a partir desses residuos
e subprodutos marinhos que constituem, assim, uma nova gama de
matérias-primas.

Por outro lado, existe uma multitude de organismos marinhos,
especialmente invertebrados e algas, que representam um reservatorio
imenso, mas ainda pouco estudado, de compostos bioativos e outras
biomoléculas com grande relevancia em diferentes campos da inddstria.
A valorizagao de todos estes recursos é assim uma enorme oportunidade,



mas também um importante desafio que se coloca aos cientistas, as
empresas e a sociedade em geral.

O termo valorizagdo tem sido muito utilizado nos Gltimos anos, mas ainda
comummente associado a produtos derivados tradicionais. Todavia, as
oportunidades sao cada vez mais amplas e em alguns casos, a aplicacao
final é de tal forma inesperada e disruptiva que se traduz num avanco
tecnolégico marcante.

E precisamente esta orienta¢do no sentido do elevado valor acrescentado
que constitui o tema que nos ocupa e que da contelddo ao presente
livro. De facto, é surpreendente que a partir de subprodutos de origem
marinha se possam desenvolver aplicacdes biomédicas relacionadas com
a medicina regenerativa e, igualmente, a utilizacao de certos compostos
em farmacologia na producdo de sistemas de transporte e libertacdo de
farmacos. Mas essa é ja uma possibilidade real e este livro pretende ser um
testemunho claro desse campo de investigacdo e de aplicacdo industrial

Este volume é a continuacao de um outro editado anteriormente no ambito
do projecto MARMED (Development of innovating biomedical products from
marine resources valorisation, co-financiado pelo Programa Operacional
de Cooperacdo Transnacional Espaco Atlantico 2007-2013), dedicado
a valorizacdo de recursos marinhos focada em produtos nutracéuticos
e a moléculas com actividade terapéutica. O presente surge no ambito
do projecto NOVOMAR (Novos usos do mar, co-financiado pelo Programa
Operacional de Cooperacao Transfronteirica Espanha Portugal 2007-
2013), que apresenta objetivos convergentes com os do projeto anterior.
As suas equipas, que partilham alguns dos seus membros, procuram desta
forma estabelecer uma colecado de livros complementares na tematica da
valorizacao dos recursos marinhos direcionada para a saide e bem-estar do
Homem, respondendo claramente a missdo de fomentar o aproveitamento
dos residuos das pescas e das industrias processadoras de pescado e
incrementar o conhecimento e a utilizacdo dos recursos marinhos em geral.

Tratando-se de um livro gerado por um projecto onde se misturam duas
culturas em grande medida comuns e geograficamente transfronteiricas,
considerou-se apropriado respeitar as linguas de origem dos autores para
marcar assim o equilibrio e o espirito de colaboracdo manifestado por
todos os participantes nesta iniciativa.



Este livro ndo se teria tornado realidade se ndo tivesse contado com
a colaboracao dedicada mas desinteressada de um amplo nimero de
profissionais; o nosso empenho ndo teria sido eficaz sem a generosa
contribuicdo dos autores. Estamos em divida com todos os cientistas que
deram forma e conteldo ao texto e a todos eles deixamos nestas paginas
um agradecimento e reconhecimento pelo seu esforco e compromisso
altruistas.

Mas o trabalho de todos nao teria significado sem si, o leitor, a quem
agradecemos o tempo que dedica a estas paginas e a quem esperamos
conseguir transmitir uma mensagem de esperanca na valorizacao
sustentavel dos recursos marinhos de todos, para todos!

Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo - CSIC
Centro Tecnolégico del Mar - Fundacion CETMAR

Grupo de Investigacao 3B's - Universidade do Minho






PROLOGO

Conviene recordar que los recursos naturales son limitados y finitos.
De hecho, a pesar de ser recursos renovables, su tasa de renovacion es
muchas veces insuficiente para compensar la explotacién a la que son
sometidos. La PCP, Politica Pesquera Comun, propugnada por la Unidn
Europea y actualmente vigente, también modificé sus contenidos de tal
forma que refleja esta realidad. Hoy dia sabemos que la Unica economia
estructuralmente estable, y con posibilidades de prevalecer en el tiempo,
es la "sostenible”, es decir, aquella cuya filosofia aboga por la renovacion
y cuidado de las materias primas y los recursos en que se fundamenta
cualquier actividad industrial.

La actividad pesquera no es ajena a esta dinamica, pero el hecho de
generar una gran cantidad de subproductos que sélo son aprovechados
parcialmente representa un contraste significativo entre el espiritu de
las reglas y la practica establecida. Igualmente, es conocido el enorme
potencial de dichos subproductosy la necesidad de hacer un uso completo
de las materias primas se abre paso cada dia como uno de los baluartes
de la economia. Es por tanto necesario obtener mayor valor de estas
materias primas e introducirlas en canales comerciales que desemboquen
en empresas especializadas en la valorizacion. Es fundamental fijarnos
en los sectores de mayor valor anadido como el biomédico, cosmético y
farmacéutico y considerarlos como mercados objetivo para las nuevas
tecnologias y productos desarrollados a partir de esos subproductos
marinos que constituyen, de esta forma, una nueva gama de materias
primas.

De la misma manera, multitud de organismos marinos, especialmente
invertebrados y algas, representan un reservorio inmenso, adn por
investigar, que atesora un sin fin de compuestos bioactivos y otras
biomoléculas de sumo provecho en distintos campos de la industria. La
valorizacién de todos estos recursos significa una enorme oportunidad
a la vez que un importante desafio que se ofrece a los cientificos, a



las empresas y a la sociedad en general. El término valorizacién se ha
utilizado mucho en los ultimos anos pero todavia cominmente asociado
a productos derivados tradicionales. Sin embargo, sus posibilidades son
cada vez mas amplias y, en algunos casos, el destino final que pudiera
darse a estos recursos es tan inesperado y disruptivo que se traduce en un
avance tecnolégico destacable. Este enfoque es precisamente el enorme
valor anadido que constituye el tema que nos ocupa y que dara contenido
al presente libro. De hecho, resulta cuando menos chocante, que a partir
de subproductos de origen marino se puedan desarrollar aplicaciones
biomédicas relacionadas con la medicina regenerativa y, de igual modo,
es bastante desconocido el uso de ciertos compuestos en farmacologia
en la produccion de sistemas de transporte y liberacién de farmacos.
Ciertamente es asi; esta es una posibilidad real y la finalidad que subyace
en esta iniciativa es que este libro sea un testimonio claro dedicado a este
campo de la investigacion y de su aplicacion industrial.

Este volumen es la continuacion de otro editado anteriormente dentro del
contexto del proyecto MARMED (Development of innovating biomedical
products from marine resources valorisation) co-financiado por el
Programa Operativo de Cooperacion Transnacional Espacio Atlantico
2007-2013, dedicado a la valorizacién de recursos marinos pero
circunscribiéndose a los productos nutracéuticos y las moléculas con
actividad terapéutica. El presente es una iniciativa nacida al amparo del
proyecto NOVOMAR (Nuevos usos del mar) co-financiado por el Programa
Operativo de Cooperacién Transfronteriza Espafa-Portugal 2007-2013.
Ambos proyectos son convergentes en sus intenciones y, de hecho, sus
consorcios estan formados por miembros que han estado presentes en
ambos. De esta forma, con la edicién de estos libros complementarios
pretenden centrarse en la tematica de la Valorizacion de los Recursos
Marinos encaminada hacia la salud y el bienestar del ser humano. Asi,
se responde claramente a la vocaciéon de ambos proyectos por fomentar
el aprovechamiento de los subproductos pesqueros y de las industrias
procesadoras de pescado e incrementar el conocimiento y uso de los
recursos marinos en general.

Dado que se trata de un libro nacido a la sombra de un proyecto en donde
se mezclan dos culturas en gran medida comunes y geograficamente
fronterizas, y teniendo igualmente presente que las aportaciones que le



danformay fondo fueron hechas en distinta lengua, se consider6 oportuno
respetar los idiomas de origen de los autores para asi acentuar el equilibrio
y el espiritu de colaboracion manifestado por todos los participantes en
esta iniciativa.

Este libro no hubiera llegado a ser una realidad de no haber contado con
la desinteresada colaboracién de un amplio nidmero de profesionales;
nuestro empeno no hubiera llegado a buen puerto de no mediar su
generosa aportacion. Estamos en débito con todos los cientificos que
han dado forma y contenido al texto. A todos ellos, desde estas paginas,
agradecemos su altruista esfuerzo y compromiso, y dejamos constancia
de nuestra gratitud y reconocimiento.

Pero el trabajo de todos no tendria sentido sin usted, el lector, a quien
agradecemos el tiempo que dedica a estas paginas y a quien esperamos
poder transmitir un mensaje de esperanza en la valorizacion sostenible de
los recurso marinos de todos para todos.

Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo - CSIC
Centro Tecnolégico del Mar - Fundacién CETMAR

Grupo de Investigacidn 3B's - Universidad de Minho






Biomateriais em
Regeneracao de Tecidos

Biomateriales en
Regeneracion de Tejidos







Bioceramicas obtenidas a partir de
diente de tiburon para aplicaciones
biomédicas

Estela Balboa F., Cosme Rodriguez V., Estefania Lépez S.,
Miriam L6pez A., Julia Serra R.*, Pio Gonzalez F.

Grupo Nuevos Materiales, Dpto. Fisica Aplicada,

Instituto de Investigacién Biomédica de Vigo (IBIV),

Campus Lagoas-Marcosende, Universidad de Vigo, 36310, Espana.
*jserra@uvigo.es

Resumen

Una de las cerdmicas mas ampliamente utilizadas en aplicaciones bio-
médicas es la hidroxiapatita, un fosfato calcico con estructura apatitica
de gran semejanza a la fase inorganica del tejido 6seo. Aunque puede
obtenerse por sintesis quimica, las fuentes biolégicas de hidroxiapatita
incorporan propiedades adicionales que promueven procesos biolégicos
de interés. La posibilidad de revalorizar subproductos o descartes de la
pesca para la obtencion de productos de alto valor anadido es un area
que cobra cada dia mayor interés. Es este escenario en el que se centra la
tematica del presente capitulo, abordando el proceso para la obtencion
de ceramicas avanzadas a partir de los dientes de tibur6én. Un riguroso
analisis estructural y composicional muestra las excelentes caracteristicas
fisico-quimicas del material obtenido.

1. Introduccién

Tanto por su importancia nutricional como por su valor econdémico, el
aprovechamiento y valorizacion de los subproductos pesqueros despierta
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cada vez mas interés. En la actualidad se encuentra centrada en tres lineas
fundamentales: (1) valorizacién de subproductos para uso alimentario,
(2) valorizacion biotecnolégica de subproductos marinos y (3) obtencion
de compuestos de interés para la industria farmacolégica y biomédica
(Cecopesca, 2012). Fruto de estas investigaciones y desarrollos, existen
en el mercado una serie de productos comerciales: la obtencion de harinas
y aceites de pescados a partir de las cabezas; la obtencién de colageno,
acidos grasos y acido hialurénico de las pieles; harinas, aceites y enzimas
de las visceras, o quitosano y carbonato calcico de los esqueletos.

Aunque todas estas valorizaciones son llamativas, captan interés econémico
y se sigue investigando en ellas, en los Gltimos afos ha despertado elinterés
de los investigadores la posibilidad de obtener otro tipo de productos
avanzados, entre los que destacan las bioceramicas, como por ejemplo
aquellas basadas en carbonatos y fosfatos de calcio con potencial utilidad
en la ingenieria de tejidos. Es en esta area donde se centra el tema del
presente capitulo, en particular, en el aprovechamiento y valorizacion de
los dientes de tiburén como subproducto de dicha especie.

2. El diente de tiburén como subproducto a valorizar

Los tiburones forman parte de los elasmobranquios o peces cartilaginosos,
es decir, sus esqueletos estan formados por cartilago en lugar de hueso,
siendo el primero mas ligero. La tintorera, Prionace glauca, es la especie
de tiburdn pelagica oceanica mas comudn y mas ampliamente distribuida,
principalmente entre 60°E y 50°S, que se corresponde con el océano
indico. Permanece durante sus primeros afios de vida en aguas costeras y
neriticas a profundidades de hasta unos 80 m. EL marrajo, Isurus oxyrinchus,
es una especie pelagica (aunque puede habitar por debajo de los 200 m
hastaincluso los 500 m de profundidad), tanto costera como ocednica, que
se distribuye en latitudes templadas y tropicales; su amplia distribucion
se debe a su capacidad de conservar metabélicamente el calor. Se captura
regularmente por la industria pesquera en el océano Atlantico (Guisande-
Gonzélez y col., 2011).

Situando a Espana dentro del marco de la pesca, es desde hace una década
una de las cinco potencias mundiales y es el pais de la Unidn Europea que
mas tiburones pesca, con el 50% de todas las capturas de la zona. Galicia
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asuvez, es la principal comunidad pesquera de Europay al mismo tiempo
la region mas dependiente de este sector econdmico. La gran extension
de la costa y de plataforma continental, la presencia de rias y la fuerza
de las actividades pesqueras y de acuicultura demuestran claramente la
importancia de estos ecosistemas para esta region.

Asi, tal y como se observa en la Tabla 1, el puerto de O Berbés en Vigo es
uno de los referentes mundiales en descargas de pescado fresco, con mas
de 70.000 toneladas en 2005 dentro de las cuales 3.000 toneladas anuales
corresponden a tiburén. Segin las cifras del Puerto de Vigo, la especie
de tiburén mas descargada en los muelles es la tintorera Prionace glauca,
que supone el 70% del total, mientras que el marrajo, Isurus oxyrinchus,
representa el 20%. Por esta razén ambas especies fueron objeto de
estudio. Actualmente este puerto exporta la carne de tiburén congelada a
los mercados europeos, especialmente a Italia, mediante cargueros, y las
aletas, que son muy apreciadas y utilizadas para elaborar la sopa de aleta
de tiburén, a Asia (principalmente China y Hong Kong); de hecho, debido
a su elevado valor en muchas ocasiones son transportadas por via aérea.

Tabla 1. Puertos espanoles mas importantes y toneladas descargadas de pescado
fresco en el ano 2005 (FAO, 2007)

Vigo 74.791 Santander 5.510
Coruna 20.999 Las Palmas 5.263
Cadiz 24.786 Almeria 5.065
Avilés 16.497 Marin 4.787
Pasajes 11.448 Tarragona 3.832
Gijon 8.414 Alicante 3.510
Castellon 7.099 Tenerife 3.194

Por tanto, y sabiendo que, de las fuentes consultadas, los dientes de
tiburén son descartados y tan sélo comercializados como elementos
decorativos, se ha encontrado de especial interés el valorizar este recurso
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con aplicacién en el campo de la biomedicina y mas concretamente dentro
de las bioceramicas avanzadas, debido a la similitud tanto estructural
como composicional basica de los mismos al compararlos con los dientes
de los mamiferos y con el tejido 6seo en general.

Asi, entrando en detalle en la descripcién del tejido dental (Figura 1A),
los dientes de los mamiferos, incluyendo los de los seres humanos, son
los tejidos mas altamente mineralizados, (LeGeros, 1981, Lowenstam y
Weiner, 1989, Mann, 2001, Dorozhkin y Epple, 2002) y presentan unas
extraordinarias propiedades mecanicas debidas a la disposicién de los
cristales de hidroxiapatita carbonatada (Ca, (PO,),(OH),) que lo componen
(Weiner y Addadi, 1997, Wang y Weiner, 1998, Al-Sawalmih y col., 2008,
Fabritius y col., 2009 y Dunlop y col., 2010). EL esmalte (en inglés enamel)
forma la parte exterior y mas compacta de los dientes, consta de prismas
hexagonales de apatita de tamafnos de 100 a 500 nm en una disposicién
especial con un bajo contenido de matriz orgénica (alrededor de 1% en
peso). El interior de los dientes se compone de la dentina, una estructura
porosa formada por tibulos dentinarios cuya composicién basica es fosfato
célcico carbonatado (Zabler y col,, 2007, Marten y col.,, 2010) con un 20%
en peso de matriz organica, principalmente coldgeno (LeGeros, 1981).

(A) (B)

i Dentina

[ Esmalte
>t

g

A, .‘.

o —

C.C. 5am Fentress

Figura 1. Diagrama general para un diente humano (A: 1-esmalte, 2-dentina, 3-pulpa, 4-encia,
5-tejido conectivo, 6-hueso, 7-vaso sanguineo, 8-nervio). Diente de tiburdn de marrajo, Isurus
oxyrinchus (B-1) y micrografia SEM en seccién longitudinal donde se identifica el esmalte y la
dentina del mismo (B-II) (Balboa, 2013).

En el caso del tiburén, la parte exterior de los dientes se denota como
pseudo-esmalte o enameloid debido a que se encuentra hipermineralizado
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y presenta una gran dureza, al compararlo con el esmalte de los dientes
de los mamiferos (Herold y col., 1980, Kemp, 1984). En el interior de los
dientes se encuentra también la dentina que es mas blanda y menos
mineralizada que el pseudo-esmalte (Figura 1B). Finalmente es sabido
(Wei y col,, 2011) que los dientes de tiburén contienen, ademas de
hidroxiapatita, otra bioceramica, la fluorapatita (Ca,(PO,)F), como fase
biomineral con sustituciones parciales de fosfato por carbonato y de
fluoruro por hidréxido.

3. El tejido 6seo y las bioceramicas

El tejido 6seo de los vertebrados es un material hibrido formado por
una fase mineral (70% de su peso), matriz orgénica (24%) y agua (el
restante 6%). La fase mineral es un material cerdmico compuesto de alta
dureza y bajo peso, formado mayoritariamente por fosfatos de calcio
estructurados quimicamente en forma de hidroxiapatita carbonatada de
baja cristalinidad, y con un 10% de deficiencia de calcio Su estructura
cristalizada en prismas hexagonales de tamafo nanométrico y su
composicién deficiente en calcio, favorecen su alto nivel de solubilidad,
lo que promueve una regeneracidén 6sea constante por medio de una
continua disolucién y de ciclos de cristalizacion (Estrada y col., 2006).

Mineralégicamente hablando, la hidroxiapatita carbonatada (HA) es un
fosfato calcico perteneciente al grupo de las apatitas con presencia de
iones hidréxido, de férmula quimica Ca,,(PO,),(OH),. La composicién de la
hidroxiapatita mineral estequiométrica posee una relaciéon Ca/P de valor
1'67, mientras que la de la hidroxiapatita deficiente en calcio, Ca,(HPO,)
(PO,),(OH), es de 1'5 siendo esta Ultima la mas parecida a la presente en los
huesos humanos. Ambas apatitas pueden presentar sustituciones isomérficas
en su estructura: del grupo PO, por iones CO,?, SO, CO,0H?, CO,F?, etc.;
del cation Ca*2? por Mg*?, Pb*2, Zn*2, K*, etc.; y del anién OH-por F, CL, etc.

La hidroxiapatita se puede obtener de forma sintética por diferentes
procesos fisico-quimicos y se encuentran disponibles comercialmente
tanto en forma porosa como densa, en forma granulada o en bloque, y con
diferentes tamafos de poro (Vallet-Regi y Ruiz-Hernadndez, 2011, Salinas
y col., 2013, Castaieda-Martin, 2004). No obstante, la fuente de apatitas
biolégicas de uso clinico mas extendida hoy en dia es el hueso bovino como
injerto para varios tipos de defectos 6seos y con resultados satisfactorios.
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La primera aplicacién de este producto como un material de sustitucion
6sea proviene de la década de los 50, a partir de ese momento le siguieron
décadas de investigacion hasta obtener los materiales comerciales exentos
de inmunogenidad. Para ello el hueso bovino se sometia a procesos
piroliticos con el objeto de eliminar todas las proteinas y elementos
celulares que normalmente ocupan los espacios inter-trabeculares del
mismo, logrando asi una matriz muy similar a la matriz 6sea humana (Wenz
y col., 2001).

En la basqueda de otras fuentes naturales de fosfatos calcicos porosos se
han investigado diferentes organismos del medio marino. Uno de ellos es
la hidroxiapatita porosa obtenida a partir de coral Porites goniopora, ya
que su exoesqueleto esta compuesto de carbonato calcico en forma de
canales paralelos interconectados por microporos. Este carbonato calcico
se transforma por un proceso de conversién hidrotermal en hidroxiapatita,
es decir, en ciertas condiciones acuosas y de temperatura ya optimizadas
favoreciendo el intercambio quimico con fosfatos. En este proceso se
conserva la estructura del coral, mientras que la composicién de la fase
cambia debido a la disolucion localizaday a la recristalizacion. Otra de las
fuentes marinas sobre las que se ha estudiado esta conversion hidrotermal
son las espinas o pUas de erizo de mar Heterocentrotus mammillatus. El
mayor inconveniente de estas fuentes es la consideracién como especies
protegidas en muchos paises, lo que limita su explotacién a nivelindustrial.

Actualmente existe un interés creciente en abordar la obtencién de estas
bioceramicas a partir del aprovechamiento de subproductos o descartes
pesqueros. Las espinas de pescado y los caparazones de crustaceos son,
entre otros, actualmente investigados para tal fin. En nuestro caso hemos
fijado nuestro interés en otro subproducto como es el diente del tiburén.

4. Bioceramicas a partir de diente de tiburén

4.1. Proceso de obtencion

Como ya se mencioné anteriormente, las dos especies de tiburén mas
descargadas en muelles vigueses son el marrajo Isurus oxyrinchus y la
tintorera o tiburén azul Prionace glauca, por esta razén fueron estudiadas
como fuente de material para su valorizacidn. Durante el despiece del
tiburdn, la cabeza es desechada, incluyendo los dientes en la mandibula
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del animal. Para poder procesar los dientes de tiburén, la primera fase
consiste en eliminar restos organicos de la mandibula que envuelven la
raiz de los mismos (Figura 2). Esto se lleva a cabo mediante coccién en
agua durante 6 horas, permitiendo asi que se suelten de la misma. Se
recogen y se lavan bien con agua limpia retirando cualquier tejido blando
que pudiera seguir adherido y se secan en una estufa de laboratorio.

Separacion y limpieza ﬁ

Subproducto pesquero Subproducto obtenido
a valorizar a bordo o en lonja

=

Figura 2. Esquema ilustrativo del proceso de obtencion del diente de tiburén como recurso
pesquero a valorizar (Balboa, 2013).

Una vez que los dientes de tiburén fueron limpiados, se procede a su
molienda, la cual es realizada mediante un molino mezclador de bolas (de
carburo de tungsteno de 7 mm de didmetro) de la casa Retsch, modelo
MM2000, a una frecuencia de oscilacién comprendida entre 3y 35 Hz (180-
1500 r.p.m.), durante 4-5 minutos; posteriormente se separa por rangos de
tamano de particula, tamizando entre 4 mm, 1 mm, 0'063 mm y 0'02 mm.
Una vez tamizado, el material es sometido a un proceso de pirolizacion
con el objeto de eliminar toda la materia organica presente en el mismo.
En la Figura 3 se esquematiza dicho proceso. Asi, se realizd un estudio
sistematico variando la temperatura de pirolizacién y caracterizando
el material obtenido en cada una de las temperaturas con el objeto de
controlar la pérdida de peso de la muestra, densidad y composicién. Se
establecieron ensayos con rampas de ascenso y descenso de temperatura a
velocidad y tiempo constante. En particular hemos variado la temperatura
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de pirolizacion desde 100 °C hasta 950 °C, manteniendo los siguientes
parametros: rampa de ascenso de temperatura (2 °C/min), tiempo de
permanencia a la temperatura del experimento (720 min), rampa de
descenso de temperatura (20 °C/min).

MOLIENDA TAMIZADO PARA SELECCION

GRANULOS
DIENTE DE TIBURON DE FRACCIONES

SENTRIEIGREC BN PIROLIZACION DE LA
NANOPARTICULAS RETENCION DE PARTICULAS i —_— FRACCION SELECCIONADA

EN SOBRENADANTE 1800 rev / min , 10 min 950°C/10 h

Figura 3. Esquema ilustrativo del proceso de valorizaciéon seguido para la obtencién de
bioceramicas a partir de dientes de tiburén (Balboa, 2013).

4.2. Andlisis fisico-quimico

En primer lugar presentaremos la caracterizacién fisico-quimica
correspondiente al subproducto pesquero a valorizar, el diente de tiburon.
Seguidamente abordaremos el analisis del material después de ser
sometido al proceso de valorizacién para la obtencién de la bioceramica.
Las técnicas de analisis empleadas fueron: microscopia electronica
de barrido (SEM), analisis de rayos-x por dispersién de energias (EDS),
espectroscopia infrarroja (FTIR), Raman (FTRAMAN), difracciéon de rayos
X (XRD), ICP-OES, fluorescencia de rayos X, cromatografia de floruros,
espectroscopia de fotoelectrones de rayos x (XPS) y espectrometria de
iones secundarios por tiempo de vuelo (TOF-SIMS). Asi, también fueron
empleados ensayos biomecanicos y micrografia computerizada, para
conocer parametros estructurales como resistencia a la compresion,
durezay grado de porosidad del material.
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Figura 4. (1) Micrografias SEMy anélisis EDS, (I1) difractogramas de rayos-X, (l1l) espectros RAMAN
y (V) espectros FTIR, tanto para el esmalte como la dentina de diente de tiburén (Balboa, 2013).

A. Estudio del material natural

Se realizaron cortes transversales y longitudinales del diente natural para
disponer de piezas que nos permitieran tanto el analisis del esmalte como
de la dentina. En la Figura 4l se presentan micrografias SEM de diente de
marrajo y tintorera de las diferentes zonas en corte axial (A, D), en detalle
delesmalte (B, E) y de la dentina (C, F). Se observa la diferencia morfolégica
entre el esmalte y la dentina, siendo ésta Gltima mas porosa, para ambas
especies. Al analizar el esmalte se aprecian mas claramente estructuras
cristalinas (B, E) apiladas de forma longitudinal, mientras que en el caso
de la dentina se aprecia una estructura trabecular porosa (C, F). Asi mismo,
los analisis EDS muestran claramente como el esmalte presentan fldor en
su composiciéon (ademas del esperado calcio y fésforo) mientras que en
la dentina no esta presente mientras si lo hace el magnesio y el sodio,
muestra de las sustituciones que pueda estar presentando la HA que
forma estos tejidos. Desde el punto de vista estructural, los analisis XRD
(Figura 4l1) muestran como ambas partes, esmalte y dentina, presentan
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estructura cristalina, estando los picos de difraccién mejor definidos y con
un menor ancho de banda a media altura (FWHM) en el caso del esmalte.
En esta linea, los analisis RAMAN de grupos funcionales en el infrarrojo
(figura 4l1l) muestran como la dentina presenta bandas a nimeros de onda
asociados en la literatura a los compuestos organicos (amida | y lll), siendo
mucho mas débiles en el esmalte. Por el contrario, los grupos funcionales
del fosfato (Figura 411l y 41V) son mucho mas intensos y bien definidos en
el esmalte que en la dentina. Estos resultados, por otra parte esperables,
muestran el alto contenido de materia organica presente en la dentina en
comparacion con el esmalte (Asefnejad y col,, 2011), lo cual es importante
tener en cuenta de cara al proceso de obtencién de la bioceramica final.

Con el objeto de profundizar en el andlisis elemental del diente de tiburén
y teniendo en cuenta lo antes comentado (la parte mas exterior enameloid
se encuentra hipermineralizada), se procedié a la caracterizaciéon de la
superficie del mismo mediante la técnica XPS. A modo de ejemplo, en la
Figura 5A se muestran los espectros tanto para la dentina (color verde) como
para el esmalte (color rojo). Ambos espectros son muy similares, pudiéndose
identificar la presencia de los elementos quimicos propios de un fosfato
calcico: Ca, Py O. No obstante, podemos detectar ligeras diferencias: en la
region delesmalte se aprecialapresenciade flior que enelcasode ladentina
no por aparece; al mismo tiempo son visibles pequenas contribuciones
de Na y Mg en la dentina que en el esmalte no son detectadas. Estos
resultados refuerzan los mostrados anteriormente. Asi mismo, en la zona
de la dentina existe una concentracién mayor de carbono, mostrando esa
mayor presencia de material orgdnico que ya fue determinada en anteriores
caracterizaciones. Con el fin de cuantificar las diferentes contribuciones,
se realiz6 la correspondiente valoracién de la intensidad de las diferentes
sefales y se encontr6 la composicidon atémica elemental: la region del
esmalte analizado presenta una proporcién aproximada del 2% atémico de
fldor mientras que en la dentina no esta presente.

En esta misma linea, se procedi6 a analizar el material mediante la técnica
TOF-SIMS (Figura 5B), presentando los resultados como una combinacion
de imagenes o mapas. Los espectros de masas en TOF-SIMS, adn en el
caso de materiales inorganicos, son complejos ya que el espectro esta
compuesto por miles de iones. Tras la interpretacién hemos podido
comprobar la existencia de una finisima capa externa de esmalte con un

26



BIOCERAMICAS OBTENIDAS A PARTIR DE DIENTE DE TIBURON PARA...
Biomateriales en Regeneracion de Tejidos

alto contenido de fluor, representada en color naranja, seguida de otra
zona mas amplia también de esmalte pero con menos concentracién de
fldor y finalmente la dentina en color verde. Esta capa mas externa y mas
enriquecida en fldor ya habia sido detectada en las micrografias SEM.
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(Balboa, 2013).
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Por dltimo, con la finalidad de investigar el grado de porosidad de los
materiales y ademas conocer sus propiedades estructurales tales como
resistencia y médulo de Young, hemos empleado la técnica de Micro-
Tomografia Computerizada (p-CT) y ensayo mecénico. En la Figura 6, se
muestran las imagenes de p-CT tanto para el diente completo como para
zonas especificas del mismo, donde se destacan los poros interconectados
de la estructura trabecular en color azul. En cuanto a la porosidad del
diente completo, el volumen total de poros es de alrededor de un 6%,
encontrandose mayoritariamente concentrada en la dentina. Esta
porosidad se encuentra especialmente distribuida en la zona hacia la raiz,
disminuyendo a medida que nos acercamos al extremo del diente, siendo
nula para el esmalte. Asi mismo se procedi6 a extraer un cilindro de de la
dentina y someterlo a ensayo mecanico. De dicho analisis se obtuvieron
valores de resistencia a la compresion similares a los del tejido 6seo
humano.

—CT — — Diente completo
25 Pardmetro Valor{mm?®) Porcentaje (%
Volumentotal de la pieza 1983.36 100.00
L Volumen de dentina 1680.99 84.76
\ Volumen de enameloid 181.15 9.13
Volumen de poros 121.21 6.11
o hor 35 gentia s g ROI1 (dentina, extremo corona)
= % Parametro Valor [mm?) _Porcentaje [%)
2 7 Volumentotal 3.3579 100.00
o R i Volumen de dentina 3.2839 97.80
g Volumen de poros 0.0740 2.20
O (o wstiim)
E ROI2 (dentina, medio corona)
T — 1 - Parametro Valor [mm?3) Porcentaje (%]
@ Volumentotal 3.3838 100.00
() e CROWN Volumen de dentina 2.9587 87.44
g Volumen de poros 0.4251 12.56
01 1: dentin
Asme e} ROI 3 (dentina, raiz)
Parametro Valor(mm?) _Porcentaje (%)
Volumentotal 2.9623 100.00
Volumen de dentina 24224 8177
Volumende poros 0.5399 18.23
ROI4 [enameloid)
Parametro Valor ([mm?) P je (%6)
o) Volumentotal 0.0655 100.00
g - Volumen de enameloid 0.0655 100.00
'g | — Volumen de poros 0.0000 0.00
Q
o
e
o | cilindro dentina/ Ensayo mecénico
=
= Q Parametro Valor {MPa)
© Resistenciaala compresion  169.71

Modulo de Young 1234.83

Figura 6. Anélisis pu-CT y ensayo mecanico para diente de tiburén (Balboa, 2013).
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B. Estudio de la bioceramica obtenida

Tal como hemos detallado en el apartado 3.1, el proceso de valorizacion
del subproducto tiene como paso fundamental la pirolizacién del material
con el objeto de retirar la materia organica del mismo, y en esa medida
quedarnos Unicamente con la parte mineral del diente de tiburén. Para
garantizar el control de este proceso y localizar la temperatura 6ptima
para lograr dicho objetivo, se procedio a un estudio de pérdida de peso en
funcion de la temperatura aplicada. Se sometieron muestras de dentina
de marrajo a diversas temperaturas (100, 200, 400, 500, 550, 600, 700 y
900 °C) durante 12 horas (720 minutos) con rampas de calentamiento y
enfriamiento fijas. Se pesaron las muestras antes y después de la pir6lisis
para cada una de las temperaturas y calculando, mediante resta simple,
la pérdida de masa (materia organica y agua) debida a la descomposicién
térmica.EnlaFigura7Aserepresentaeneleje de ordenadas los porcentajes
de pérdida y en abscisas la temperatura de pirélisis, quedando muy clara
la tendencia lineal y que la mayor pérdida de masa se produce a partir
de 500 °C. A continuacién se hicieron nuevamente pero ya incluyendo
en los experimentos el esmalte y polvo mezclado de esmalte y dentina.
Se increment6 la temperatura maxima para asegurar la retirada total de
materia organica de las muestras, ya que en el caso del esmalte a 900 °C
todavia se apreciaba cierta coloracién negra en la punta de la pieza que
indica la presencia de materia organica, coloracién que desaparece a 950
°C.EnlaFigura 7B se presentan lasimagenes de las muestras tras la pir6lisis
a las distintas temperaturas. Para la mezcla de esmalte y dentina en polvo
ya se aplicé directamente la temperatura de 950 °C. Esta temperatura se
ha tomado como la ptima para el procesamiento de la bioceramica.

A continuacion, en la Figura 7C, se muestran micrografias SEM del diente
natural y pirolizado para diferentes magnificaciones, diferenciando entre
dentinay esmalte. Se observa cémo la porosidad aumenta considerablemente
con respecto a la de la pieza sin pirolizar, debido a la eliminacién de la materia
organica por el efecto de la temperatura. Ademas parece ocurrir un proceso
de suavizado de los bordes de los cristales que forman ambos materiales.

Aligual que para las piezas naturales, para todas las muestras pirolizadas
se procedio a realizar el mismo analisis sistematico por FTIR y RAMAN con
el objetivo de evaluar y caracterizar los cambios en la composicion de las
muestras como consecuencia de la pirélisis a distintas temperaturas. A
modo de ejemplo en la Figura 7D se presenta el analisis FTIR realizado al
polvo natural, pirolizado y sinterizado procedente de diente de tintorera,
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revelando la desaparicién de las bandas asociadas a la parte organica y
manteniéndose las bandas de los grupos fosfatos. El analisis detallado de
los espectros nos permite la siguiente asignacion:

30

En el espectro para el material natural se detectan bandas
correspondientes al grupo fosfato (PO,?) a 1096, 1032, 964, 604 y 564
cm™y grupo carbonato (CO,?)a 872, 1420y 1460 cm™. Tenemos también
la materia organica que se aprecia en las bandas correspondientes a
enlaces C-H (2876 - 2963 cm) y N-H (3098, 1557 cm?), también amida |
(1600 - 1680 cm*) que son los enlaces C-O, C=0y amida ll1 (1200 - 1400
cm?).

En el espectro del material pirolizado a 950 °Cy sinterizado, observamos
la desaparicién de los grupos asociados a la parte organica, mientras los
grupos asociados a la parte mineral (PO,?) siguen estando presentes
o incluso mejor definidos. Las bandas de 3553 cm™ correspondientes
al grupo OH estan mas atenuadas que en el material natural. De todas
formas es importante aclarar que la presencia de estos grupos puede
deberse a la propia preparacion de la muestra con pastilla de KBr
que absorbe agua, ya que las temperaturas de pirolizado aseguran la
eliminacién completa del agua de las muestras.
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Figura 7. (A) Representacion del porcentaje de pérdida de masa en dentina en funcion de la
temperatura de pirolizacion, (B) imagenes de diferentes piezas después de la pirélisis, (C)
micrografias SEM, y (D) espectros FTIR antes y después de la pirdlisis (Balboa, 2013).

Desde el punto de vista estructural, el andlisis XRD y la difraccién de
electrones en microscopia TEM son unas de las técnicas mas ampliamente
utilizadas y que permiten identificar las distintas fases minerales que
componen al material analizado. A modo de ejemplo, en la Figura 8A se
muestran los difractogramas para el esmalte antes y después del proceso
de pirolizacion. Podemos observar como el calentamiento a 950 °C
da lugar a un espectro con picos mas definidos como consecuencia de
la retirada de la parte organica del mismo. En la Figura 8B se muestran
imagenes TEM y los patrones de difraccion de electrones de esmalte
natural y pirolizado. Ambos andlisis confirman que la bioceramica
obtenida del esmalte de diente de tiburén es una fluorapatita, como el
material de partida, con una contribucion muy reducida de una segunda
estructura cristalina identificada como whilokita, que se origina como
consecuencia de posibles reacciones quimicas del esmalte y restos
de dentina (no retirada por el proceso mecanico utilizado) a estas altas
temperaturas. Ambas estructuras son de interés biomédico. En el caso de
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pirolizar el diente completo, el resultado es una bioceramica compuesta
de diferentes estructuras cristalinas de base fosfato calcico con especial
presencia de hidroxiapatita carbonatada, fluorapatita y whilokita.
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Figura 8. (A) Difractogramas de rayos X e identificacion de estructuras y (B) micrografias TEM
con patrones de difraccion de electrones para el esmalte natural y pirolizado a 950 °C. (C)
Composiciéon quimica determinada por fluorescencia de rayos X de la bioceramica obtenida
tras la valorizacion del diente de tibur6n (Balboa, 2013).

Para finalizar la caracterizacion fisico-quimica de esta novedosa
bioceramica, hemos abordado el analisis composicional mediante ICP-OES
y cromatografia de floruros, técnicas que nos permitieron determinar el
contenido de P, Sr, Ca, Na, Mg y F. Para ello se procedi6 al ataque con acido
nitrico y peréxido de hidrégeno dentro de un digestor de teflén en horno
microondas. La muestra analizada correspondi6 a polvo mezcla de dentina
y esmalte pirolizados a 950 °C. Confirmando los resultados de las técnicas
de anélisis que anteriormente fueron expuestos, se observa como la mayor
parte de la composicién esta formada por el calcio y el fésforo, estando
presentes los elementos F, Na, Mg, Sr y K, todos ellos de interés biolégico.
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran la viabilidad de la metodologia
empleada para la obtencién de fosfatos calcicos de estructura apatitica
a partir de diente de tiburdn, concretamente marrajo (Isurus oxyrinchus)
y tintorera (Prionace glauca), como una valorizacién de un subproducto
pesquero.
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Resumen

Una de las estrategias actuales para la mejora de la osteointegracion
en implantes metalicos empleados en cirugia ortopédica y maxilofacial
es la utilizacién de recubrimientos bioceramicos. Por otra parte existe
una creciente demanda de nuevas fuentes de apatitas biolégicas para
aplicaciones en regeneracién 6sea. En el presente capitulo se aborda la
biocompatibilidad de recubrimientos bioceramicos procesados mediante
tecnologia laser PLD utilizando como fuente bioldgica apatitas de dientes
de tiburén. Por otra parte, mediante una perspectiva biomimética, se
han incorporado cantidades traza de elementos esenciales en apatitas
sintéticas para imitar la composicién biologica del hueso y mejorar la
funcionalidad de los recubrimientos. Los elementos testados han sido
silicio (obtenido de tierra de diatomeas), estroncio y selenio.

1. Introduccién

En la actualidad las estrategias empleadas en cirugia ortopédica y
maxilofacial se enfocan, principalmente, hacia la reparacién o reemplazo
del tejido danado, y también, en una vertiente mas innovadora, hacia
la regeneraciéon del mismo. Uno de los materiales que mas se utiliza
es el titanio, y sus aleaciones, debido en gran medida a sus excelentes
propiedades mecanicas. Sin embargo, cuando estos materiales metalicos
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son implantados surgen numerosos problemas como la unién insuficiente
entre el material y el tejido circundante, la existencia de diferentes
propiedades mecanicas entre el hueso y el material, que conduce a estrés,
y la muerte celular provocada por los restos generados en la superficie
articular de los propios implantes ortopédicos (Tran y Webster, 2008).

El uso de biomateriales a modo de recubrimientos ceramicos sobre estas
aleaciones metalicas es una de las estrategias investigadas para solucionar
los mencionados problemas y mejorar la osteointegracion del implante
y la respuesta en el organismo. Ademas, como ya se ha comprobado en
numerosos estudios, la biocompatibilidad de estos recubrimientos esta
intimamente relacionada con el comportamiento de las células que estan
en contacto con ellos de forma que, en este sentido, las caracteristicas
superficiales del recubrimiento, topografia y energia quimica o superficial,
juegan un papel muy importante en la adhesion y posterior proliferacion
de las células sobre el material (Rodriguez-Valencia y col., 2013, Anselme,
2000).

Entrando en detalle, la aplicacién de apatitas en dichos recubrimientos
ceramicos, especialmente hidroxiapatita (HA), es de gran interés dada la
similitud en composicién con la parte mineral del tejido 6seo humano,
por ser ventajosa para mejorar la formacion de hueso alrededor del
implante y contribuir a la fijacién del mismo, mejorando asi el éxito
clinico en una etapa temprana después de la implantacién. Ademas, tal y
como se ha comprobado recientemente, la mejora en la osteointegracién
de los implantes metalicos recubiertos con hidroxiapatita se debe al
resultado directo de las reacciones superficiales que ocurren en el propio
recubrimiento tales como la disolucion y precipitacion del mismo, el
intercambio i6nico acompanado de la absorcién e incorporacién de
moléculas biolégicas, la union, proliferacion y diferenciacién celular v,
finalmente, la estimulacién para la formacion y mineralizacion de la matriz
extracelular Narayanany col., 2008).

En la actualidad, en la practica clinica, se utilizan como fuentes de
hidroxiapatita basicamente aquellas de origen sintético o bovino. En el
caso de la de origen sintético a pesar de ser ampliamente utilizada se ha
comprobado que su funcionalidad es limitada reduciéndose, basicamente,
a producir un efecto tensor disminuyendo el volumen del defecto.
Esto implica un menor grado de osteoconductividad y reduccién de las
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propiedades mecanicas. Por otro lado, la derivada de fuentes biolégicas,
como es el caso del hueso bovino, se ha utilizado con éxito hasta hoy en dia
ya que incorpora propiedades bioactivas una vez implantada estimulando
la funcionalidad del tejido 6seo circundante; sin embargo, existe una cierta
controversia respecto a su uso debido a los potenciales (aunque infimos)
riesgos en cuanto a transmisién de enfermedades y ciertos conflictos
culturales.

En la basqueda de nuevas fuentes biologicas de hidroxiapatita, trabajos
recientes del grupo de investigacion Nuevos Materiales de la Universidad
de Vigo han demostrado la viabilidad y enorme potencialidad a nivel
comercial de apatitas de origen marino a partir de dientes de tiburén, ya
que éstos presentan una estructura y composicion similares a los dientes
de los mamiferosy al tejido 6seo en general. Ademas como se ha detallado
en el capitulo previo, la diferencia composicional mas relevante, que reside
en que el esmalte del diente de tiburdén se encuentra hipermineralizado
y contiene ademas de la hidroxiapatita como fase biomineral otra apatita
llamada fluorapatita (Ca,(PO,)F), supone una ventaja considerable dando
lugar a un material con un mayor médulo elastico y mayor dureza que la
hidroxiapatita. Finalmente, también se ha comprobado recientemente que
la incorporacion de iones fluoruro a la red cristalina de la apatita protege
al diente del ambiente acido responsable de la formacion de caries dental
(Enaxy col,, 2012).

2. Obtencién de recubrimientos bioceramicos. Método de procesa-
miento

Existen diferentes métodos en la produccién de recubrimientos ceramicos
que pueden ser clasificados en distintas categorias tales como procesos en
himedo, electroquimicos o de alta temperaturay, dentro de estos ultimos,
los basados en técnicas laser son los que mas se estan investigando en
la actualidad. Uno de estos métodos es el llamado depésito por laser
pulsado - Pulsed laser deposition, PLD (Narayan y col., 2008).

De forma general y a modo descriptivo, para la produccién de un
recubrimiento mediante PLD, la primera fase consiste en la fabricacion de
una pastilla con polvo prensado de la composicién bioceramica de interés
que constituird el blanco de ablacion. A continuacion, esta pastilla es
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irradiadamediante unhazlaser,lo cual provocasuevaporacién,formandose
un plasma en forma de pluma de ablacién que incidira sobre el sustrato
metalico que se quiere recubrir (Figura 1). Es importante aclarar que este
proceso se lleva a cabo en el interior de una camara de vacio y bajo el
preciso control de los parametros de presion, temperatura y energia laser.
Esta técnica ofrece claras ventajas, comparandola por ejemplo con plasma
spray (Solla y col., 2007), como la ausencia de contaminacién debido al
empleo del haz de laser bajo condiciones de vacio, materiales crecientes
con un punto de fusion alto y una buena transferencia estequiométrica
de la composicion del blanco. Ademas, permite variar pardmetros de
procesamiento y obtener asi recubrimientos a la carta con un espesor,
morfologia y composicién controlada, incluyendo una capa delgada con
apenas unos nanometros de espesor, lo que asegura una mayor adhesion
del recubrimiento y estabilidad del mismo una vez implantado.

4. Interaccion pluma de ablacion -
sustratoy formacién del
recubrimiento

Haz Ldser

3.Expansiénde la pluma de ablacién

1. Interaccién Radiacion - . _
Materia & 2. Evaporacion

Blanco de Hidroxiapatita

Figura 1. Esquema donde se detalla la produccién de recubrimientos mediante Depésito por
Laser Pulsado (PLD).

3. Recubrimientos bioceramicos de origen marino. Diente de tiburén

Utilizando como fuente, para la obtencién del blanco de ablacidn,
bioceramicas obtenidas a partir de la pir6lisis del diente de tiburdn, en
concreto en el presente capitulo de la especie Prionace glauca (siguiendo
la metodologia detallada en el capitulo anterior) se procesaron mediante
PLD recubrimientos de apatita de origen marino sobre discos de aleacion
de titanio grado médico.
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Tras su obtencién y su caracterizacién fisicoquimica, se procedié a
valorar su biocompatibilidad al contacto directo con pre-osteoblastos
de craneo de ratén de la linea celular MC3T3-E1 (Figura 2). Para ello se
ha evaluado la actividad metabélica (proporcional a la viabilidad celular)
de las células testadas sobre dichos recubrimientos (denominados en la
grafica ST) y utilizando como control recubrimientos de hidroxiapatita
de origen sintético (HAc) y el llamado “gold standard” utilizado para el
control de estado saludable del cultivo celular, Tissue Culture Polystirene
(TCP). Tal y como se pudo observar, los resultados obtenidos demostraron
el comportamiento claramente biocompatible de los recubrimientos de
origen marino con viabilidad celular a nivel del material de control (TCP)
tras 7 y 14 dias de incubacién y con actividad metabélica (medida por
densidad éptica) equivalente a los recubrimientos de origen sintético
tras 21 dias de incubacion. Mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) se observé la morfologia de las células pre-osteoblasticas de craneo
de raton MC3T3-E1 cultivadas sobre estos recubrimientos obtenidos
a partir de hidroxiapatita comercial —-HAc (Figura 3A, B) y de diente de
tiburén -ST (Figura 3C, D) tras 7 y 21 dias de incubacién. Después de 7
dias se apreci6, para ambos recubrimientos (HAc y ST), una monocapa
de células densa distribuida de forma uniforme por toda la superficie
testada con una morfologia saludable, adaptandose perfectamente a la
topografia del recubrimiento y con numerosas conexiones intercelulares
de tipo filopodios (Figura 3A, C). Tras 21 dias se observé diferenciacién
celular en ambos recubrimientos con formacién de matriz extracelular
pre-mineralizada con una red compleja de filamentos, probablemente de
colageno, siendo mayor en el caso de los recubrimientos de origen marino
-ST (Figura 3D) que en los de origen sintético —-HAc (Figura 3B).

Los resultados obtenidos en estos ensayos de biocompatibilidad tanto en
la morfologia de los pre-osteoblastos sobre los recubrimientos a testar
como en la cuantificacién de la actividad metabélica de pre-osteoblastos,
corroboran la enorme potencialidad y prometedora respuesta funcional
de esta fuente bioldgica para la obtencion de hidroxiapatita.
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Figura 2. Valores de densidad o6ptica de proliferacion celular de MC3T3-E1 tras 7, 14 y 21 dias
sobre recubrimientos de bioapatitas de diente de tiburén (ST), de hidroxiapatita de origen
sintético (HAc) y el control (TCP). Diferencias estadisticas Student t test donde * es p<0'05 y **
es p<0'01 (Dorado y col., 2015).

Figura 3. Micrografias SEM de la morfologia de los pre-osteoblastos MC3T3-E1 tras promover
su diferenciacién durante 7 dias (A, C) y 21 dias (B, D) sobre apatitas de origen sintético (HAc)
(A, B) y de origen marino ST (C, D) (Dorado y col., 2015).
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4. Incorporacion de elementos minoritarios en recubrimientos bioce-
ramicos

La hidroxiapatita bioloégica presente en el hueso contiene diferentes
elementos como cationes (Mg?*, Na*, K*) y aniones (CL, F), que juegan un
papelimportante enlaformaciény en las funciones metabdlicas del propio
tejido 6seo, y otros elementos como Siy Sr que estan presentes en muy
bajas concentraciones e implicados de forma decisiva en el desarrollo del
mismo (Pereiro y col., 2012). Teniendo esto presente, una de las lineas de
investigacién del Grupo de Nuevos Materiales se basa en la incorporacion
de estos elementos en la red cristalina de la hidroxiapatita sintética para
asemejar lo maximo posible a la composicién natural del tejido 6seo
humano; ya que en este sentido, se ha demostrado que estas HA sintéticas
admiten la incorporacion de ciertos elementos en concentraciones
traza sustituyendo otros grupos funcionales de su estructura como por
ejemplo grupos fosfato o elementos como el calcio. A continuacion se
presentan a modo de subapartados los distintos recubrimientos de HA con
incorporacion de elementos traza de interés, la justificacion de tal interés
y los resultados de las pruebas de biocompatibilidad obtenidos para cada
uno de ellos.

4.1 Tierra de diatomeas: silicio como elemento osteoinductor

El silicio juega un papel importante en el desarrollo del tejido conectivo,
especialmente en las primeras etapas durante la formacién del hueso.
Su deficiencia esta relacionada con una baja produccién de colageno la
cual lleva hacia una reduccién en la proliferacion 6seay a la aparicion de
deformaciones y lesiones. Se ha demostrado también que juega un papel
importante en la unién de diferentes polisacaridos y en la induccién de
genes osteoblasticos que controlan la proliferacion y adhesién celular
(Lopez-Alvarez y col., 2009).

La hidroxiapatita modificada con lainclusién de pequeiias concentraciones
de silicio (Si-HA) ha demostrado que mejora la proliferacion de los
osteoblastos y la produccion de matriz extracelular ésea. En este sentido,
existe una teoria que afirma que los beneficios ocurren debido a que estos
recubrimientos liberarian bajas cantidades de iones de silicio y calcio,
estimulando la activacién de 7 familias de genes en osteoblastos y por
tanto, incrementando la proliferacion y diferenciacion celular. Por otro
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lado, estas substituciones de Si-HA se asume que aumentan la solubilidad
para generar de esta forma una superficie mas electronegativa y crear asi
una microestructura mas fina dando como resultado una transformacion de
la superficie de implante en una apatita biolégicamente mas equivalente.

Utilizando como fuente de silicio tierra de diatomeas, que se compone
de exoesqueletos de algas unicelulares rodeadas de una capsula silicea,
se obtuvieron recubrimientos por PLD de hidroxiapataita sintética con
incorporaciones traza de silicio. Estos recubrimientos se evaluaron a nivel
biolégico con osteoblastos de la linea celular Sa0S-2 utilizando como
controles HA con silicio de origen mineral (silice) y HA pura.

Figura 4. Micrografias obtenidas de SEM de células osteobldsticas sobre discos de titanio tras
7 dias de incubacién sobre discos recubiertos con HA A (x500) y B (x1000), recubrimientos de
Si-HA de silice C (x500) y D (x1000), recubrimientos Si-HA de tierra de diatomeas, E (x500) y F
(x1000) (Lépez-Alvarez y col., 2009). Copyright © 2008, Springer Science+Business Media, LLC.
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En la Figura 4 se presentan micrografias SEM de la morfologia celular de
osteoblastos (Sa0S-2) tras 7 dias sobre ambos recubrimientos, HA (A,
B), Si-HA de silice (fuente mineral) (B, C), Si-HA de tierra de diatomeas
(fuente biolégica) (D, E). Los resultados obtenidos mostraron que estos
recubrimientos Si-HA de tierra de diatomeas no son citotéxicos, las
células se adhieren y proliferan bien manteniendo su morfologia tipica.
Ademas, también se ha visto que tanto la proliferacion como la actividad
osteoblastica son mayores en el caso de discos recubiertos con Si-HA de
tierra de diatomeas, incrementandose de forma significativa tras 7 dias de
incubacion (Lopez-Alvarez y col, 2009).

4.2 Recubrimientos multisustituidos con silicio y estroncio

Ademasdelsilicio, elestroncio es otro elemento que podemos encontraren
elesqueleto en muy baja concentracion (0'01-0'02% en peso). Representa
solo el 0'035 de su contenido en calcio, siendo mayor en las zonas con alta
actividad metaboélica. El papel que juega este elemento en el metabolismo
del hueso lo hace idéneo para incorporarlo en los recubrimientos ya que,
segln se ha comprobado en estudios in vitro, incrementa el nimero de
osteoblastos y reduce el de osteoclastos y, en pruebas in vivo, mejora la
formacion 6sea (incrementando la masa) y reduce la resorciéon. Ademas
en muchos paises se ha aprobado el uso de este elemento, en forma de
ranelato de estroncio como tratamiento para pacientes osteoporoticos ya
que reduce la incidencia de fracturas en estos (Rodriguez-Valencia y col,,
2013, Boaniniy col., 2009).

El éxito en la incorporacién de pequenas cantidades de este elemento en
recubrimientos de hidroxiapatita sintética sustituida con silicio de tierrade
diatomeas(Si-Sr-HAc) haquedado demostradoyaque,ademéas de mantener
la topografia basica de los recubrimientos biocerdmicos, comparados con
recubrimientos de hidroxiapatita sintética pura, se observd que aumenta
en mayor medida la rugosidad superficial del mismo lo cual favorecera su
osteointegracion. Se comprob6 la biocompatibilidad de los recubrimientos
mediante cultivo de células madre osteoprogenitoras humanas (hBMSCs)
sobre los mismos y ademas se evalud, mediante ensayo ALP (empleado
como marcador para la diferenciacién celular temprana y normalizado en
cantidad de DNA) la capacidad de diferenciacion de las células hBMSCs
(Figura 5) cultivadas sobre discos recubiertos con hidroxiapatita sintética
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Figura 5. Actividad ALP normalizada en cantidad de dsDNA en células hBMSCs cultivadas hasta 28
dias sobre recubrimientos 5i2.55r2.5 y Si0Sr0 en medio alfa-MEM (A) y medio de cultivo alfa-MEM
suplementado con factores osteogénicos (B). TCPS fue utilizado como control del experimento
(Rodriguez-Valenciay col,, 2014b). Copyright © 2014, © SAGE Publications.

pura —RSr0.0-Si0.0 (barra negra) e hidroxiapatita sintética sustituida con
silicio de tierra de diatomeasy conincorporacion de estroncio-Rsr2.5S5i2.5
(barra cuadriculada), empleando como control de estado saludable del
cultivo celular Tissue Culture Polystirene —TCP (barra blanca). Ademas,
en este ensayo se emplearon dos medios de cultivo diferentes, uno
suplementado con factores osteogénicos que favorecen la diferenciacién
celular (Figura 5B) y otro medio de cultivo en el que no se incluyeron estos
factores (Figura 5A), observandose que en el caso del cultivo con factores
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osteogénicos se produce diferenciacién celular en ambos recubrimientos
(Rsr2.5Si2.5 y RSr0.0-Si0.0), siendo mayor en el caso de recubrimientos de
hidroxiapatita sintética pura tras 21 dias. La diferenciacién celular del TCP
se observo6 a los 28 dias de incubacion y a este tiempo se pudo comprobar
como la diferenciacién de los recubrimientos multisustituidos remont6
por encima de los recubrimientos de HA sintética pura (Rodriguez-Valencia
y col,, 2013).

4.3 El selenio

Otro elementominoritario que podemos encontrar en los tejidos biol6gicos
es el selenio. Este es cofactor de la enzima glutation peroxidasa que actda
como antioxidante previniendo la degeneracion celular en los tejidos,
manteniendo bajos los niveles de peréxido de hidrogeno en las células y
reduciendo asieldano frente alos radicales libres. La deficiencia en selenio
esta relacionada con dos enfermedades endémicas del area de China,
Keshan y Kashin-Beck. La primera provoca cardiopatias, principalmente
en nifnos, mientras que Kashin-Beck se asocia a una condrodistrofia que
provoca lesiones degenerativas y necréticas en huesos largos y cartilago
dando como resultado una osificacion irregular, reduccion del crecimiento
y posible enanismo (Rodriguez Valencia y col.,, 2012). Estudios sobre sus
propiedades antibacterianas han demostrado la efectividad del selenio
sobre la colonizacién de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, que son causantes de la mayoria de las infecciones que se pueden
llegar a producir tras una intervencion quirdrgica. La presencia de selenio
cataliza la formacién de los radicales superéxido que inhiben la unién de
estas bacterias y la posterior formacién de colonias (Tran y col., 2009).
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Figura 6. A) Test de extraccion por solvente (ensayo MTT) para recubrimientos HA2.5Se con
controles positivo y negativo, solucién de fenol y medio de cultivo alfa-MEM, después de sembrar
la linea celular MC3T3-E1. B) Resultados de proliferacion celular (ensayo MTT) después de incubar
células MC3T3-E1 durante 1, 3 y 7 dias sobre recubrimientos HA2.5Se, HA y TCP como control del
experimento (Rodriguez-Valencia y col., 2014a).

Se evalu6 la citotoxicidad de los recubrimientos de hidroxiapatita con
incorporacién de selenio (HA2.5Se) mediante test de extraccion por
solvente, cultivando células pre-osteoblasticas de craneo de ratén
MC3T3-E1 con diluciones crecientes de extractos de recubrimientos
HA2.5Se, utilizando medio de cultivo MEM-alpha como control negativo
del experimento y solucién de fenol a una concentraciéon de 6'4 g/l
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como control positivo para la citotoxicidad (Figura 6A). Los resultados
obtenidos mostraron ausencia de citotoxicidad de los extractos obtenidos
de recubrimientos HA2.5Se. Ademas, se evalué la proliferacién celular de
las células MC3T3-E1 (ensayo MTT) cultivadas sobre discos recubiertos
con HA2.5Se (barra a rayas) comparada con recubrimientos HA pura y
empleando como control del estado saludable del cultivo celular Tissue
Culture Polystirene —TCP (barra negra) (Figura 6B). Se ha observado que
los recubrimientos dopados con selenio favorecen la proliferacién celular
siendo esta mas acusada después de 7 dias de incubacidn. En este sentido,
la incorporacién de bajas cantidades de selenio en recubrimientos con
hidroxiapatita supone un gran punto a su favor en aplicaciones clinicas
debido a que ademas de mejorar la osteointegracién del implante,
reduciria las infecciones que se pudiesen ocasionar (Rodriguez-Valencia
y col,, 2012).

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran la biocompatibilidad de apatitas
biolégicas obtenidas de dientes de tiburdn (Prionace glauca) depositadas
enformaderecubrimiento mediante tecnologia laser PLD. Por otra parte, se
prueba mediante testado con osteoblastos, la mejora de la funcionalidad
de recubrimientos de apatitas sintéticas, en los que se han incorporado
elementos traza (tales como silicio de origen marino, estroncio y selenio)
siendo mas favorable su respuesta biolégica que en apatitas sintéticas
puras.
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Resumo

Colagénio é o grupo de proteinas mais abundantes nos organismos
vertebrados e invertebrados, incluindo mamiferos, possuindo um papel
fundamentalmente estrutural. Existem, descobertos até agora, 28 tipos
de colagénio, cada um com uma organizacdo especifica em diferentes
tecidos, como 0sso, tendao, cartilagem, pele ou cérnea. Tendo um papel tao
determinante nos tecidos biolégicos, € um dos materiais mais utilizados em
engenharia de tecidos: consoante o tecido que se quer regenerar é escolhido
o tipo de colagénio a utilizar. Sendo ja usado em diversas industrias, como
farmacéutica, alimentar ou cosmética, a principal fonte é de origem bovina
ou suina. No entanto, devido ao risco de transmissao de doencas ou fatores
religiosos, os organismos marinhos tém adquirido especial atencdo. E
possivel isolar colagénio de peles de peixes e utiliza-lo em diversas areas.
Neste capitulo damos enfase ao processo de extracao de colagénio tipo |
e algumas aplicagoées na area da engenharia de tecidos, nomeadamente
na producao de membranas, hidrogéis e compositos, com aplicacdo em
libertacdo controlada de farmacos e regeneracdo de tecidos biolégicos.
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1. Introducao

O colagénio constitui uma das principais proteinas estruturais dos
metazoarios, estando presente em diversas estruturas destes organismos,
como o tecido conjuntivo, estruturas Osseas e cartilaginosas, pele,
etc. (Shigeru e Masataka, 1999). Esta proteina é um dos constituintes
de macroestruturas e tecidos onde é necessaria alguma resisténcia,
formando uma rede onde inimeras moléculas estdo ligadas de diversos
modos. No caso de estruturas como os tenddes ou 0ssos, as unidades
de colagénio alinham-se, formando fibrilas, que por sua vez se associam
longitudinalmente (Figura 1), dotando as estruturas de grande resisténcia
e capacidade de suportar tensdo. No caso do osso e cartilagem, as fibras
de colagénio acomodam-se formando uma rede que permite a disposicao
de outras biomoléculas e compostos inorganicos.

Cadeia a

!

1 Duas cadeias o e uma cadeia B 1 l
1
1

Telopéptidos

Fibrilas de colagénio

Figura 1. Organizacao estrutural das moléculas de colagénio: em cadeias polipeptidicas, estas
em tripla hélice e estas Gltimas em fibrilas.
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Existem 28 tipos de colagénio, conhecidos até agora, que apresentam
pequenas diferencas a nivel da sua estrutura primaria ou quaternaria,
conferindo as fibras resultantes diferentes caracteristicas estruturais
(Ricard-Blum, 2011).

Em geral, os diferentes tipos de colagénio apresentam uma estrutura
quaterndaria composta por trés subunidades alfa que, dependendo do tipo
de colagénio, podem apresentar pequenas diferencas tanto a nivel de
peso molecular como da sua composicdao de aminoacidos (Bailey e col,
1998). Estas cadeias alfa sao constituidas por uma hélice alfa levogira que
se dispdéem formando uma super-hélice dextrogira, e que se estabiliza
consoante a existéncia de ligacdes covalentes entre as cadeias (Benjakul
e col,, 2012).

O tipo de colagénio mais estudado no caso das espécies marinhas é o
colagénio tipo |, caracterizando-se pela presenca de dois tipos de cadeias
alfa (o), cada uma com um peso molecular de cerca de 100 kDa e uma
cadeia beta (B) (Gomez-Guillén e col,, 2002, Singh e col., 2011, Sotelo e
col., submetido) (Figura 2).

NAEQ  ETMO  scaN M.W. coL Il
M.W. GMEL CMON RMIR COL |

r~y 1
wiat- 1 | 15) 1 SRR
116 kD =
97kDﬁa | =} = .

66 kD — -

45 kDswss

29 KDu—

Figura 2. SDS-PAGE de colagénio solivel em acido extraido da pele de tele6steos e condrictes.
MW: Peso molecular padrao; NAEQ: Nezumia aequalis; GMEL: Galeus melanostictus; ETMO:
Etmopterus spp.; CMON: Chimaera monstrosa; SCAN: Scyliorhinus canicula; RMIR: Raja miraletus;
COL I: colagénio tipo | bovino, COL II: colagénio tipo Il bovino.
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As propriedades do colagénio, como em qualquer proteina, sao
determinadas pela sua composi¢ao de aminoacidos. Esta proteinatemuma
composicado particular, uma vez que grande parte das subunidades alfa se
caracteriza pela repeticdo da sequéncia X-Y-Gly, pelo que o aminoacido
Glicina (Gly) constitui aproximadamente 1/3 do total de aminodcidos
desta proteina (Horng e col.,, 2007). Outra caracteristica importante é a
presenca de aminoacidos em que o azoto da amina esta ligado ndo apenas
a um mas a dois carbonos num anel ciclico (anteriormente conhecidos
como iminodcidos), como a prolina e a hidroxiprolina, que explica
algumas caracteristicas fisico-quimicas do colagénio e que podem ser
fundamentais na estabilidade da sua tripla hélice (Jongjareonrak e col.,
2010). O conteldo destes aminoacidos na pele de peixes encontra-se
entre 150 e 170 residuos/1000, valores inferiores aos encontrados em
colagénio de mamiferos (Regenstein e Zhou, 2006).

Outras propriedades, como a capacidade de gelificacdo ou a viscosidade,
dependem também da composicao de prolina, hidroxiprolina e outros
aminoacidos. Atemperaturade fusao do colagénio e gelatinas de mamiferos
encontra-se entre 0s 30 °C e 0s 33 °C, enquanto para peixes de agua quente
pode oscilar entre os 23 °C e 29 °C (Hwang e col,, 2007). Sotelo e colegas
sugerem a existéncia de uma correlacao positiva entre a percentagem de
hidroxilacdo da prolina presente no colagénio solivel em acido (ASC, do
inglés Acid Soluble Collagen), da pele de distintas peles de peixe, com a
temperatura de desnaturacdo do colagénio (Sotelo e col., submetido).

O colagénio tem diversas aplicagdes industriais, sendo que as mais
conhecidas se encontram no ambito da inddstria alimentar e cosmética (Li
e col., 2005, Gomez-Guillén e col., 2011, Hashim e col., 2015), existindo ja
um campo de aplicacao emergente relativamente a materiais biomédicos
(Nagai e col., 2004, Hoyer e col., 2012).

As atuais indastrias de producdo de colagénio utilizam residuos
provenientes do processamento de carne, tal como peles e ossos de
suinos e bovinos. No entanto, desde o aparecimento de doencas como
a encefalopatia espongiforme bovina (BSE, do inglés bovine spongiform
encephalopathy) derivadas do consumo de animais de criacdo que
contém prides causadores da doenca, a utilizacdo destas fontes é vista
com alguma apreensao. Por outro lado, a quantidade de subprodutos
originarios da inddstria pesqueira é significativa, alcancando valores

52



COLAGENIO MARINHO: VALORIZAGAO DE SUBPRODUTOS MARINHOS...
Biomateriais em Regeneracao de Tecidos

de até 55% do total do peso do produto a processar, dos quais 30%
poderiam servir como matéria-prima para a obtencao de compostos com
grande valor acrescentado como o colagénio marinho, incluindo pele,
espinhas e escamas (Gomez-Guillén e col,, 2002, Kittiphattanabawon e
col,, 2010a,b). No entanto, na maioria das indlstrias de processamento,
a gestao e o tratamento destes subprodutos representam um problema
sendo utilizados, no melhor dos casos, como matéria-prima para o fabrico
de farinhas de peixe ou fertilizantes (Nagai e Suzuki, 2000).

No caso concreto da Galiza, em Espanha, onde se concentra uma boa parte
do sector pesqueiro espanhol, os principais geradores de subprodutos
de peixe sdo as indulstrias de transformacao e elaboracdo de produtos
da pesca (incluindo aqui as conservas), os mercados e exportadores de
peixe, plantas de aquicultura e barcos de pesca. Ter uma estimativa dos
subprodutos gerados por cada um destes intervenientes na cadeia de
valor é bastante dificil, em parte devido a dispersao e fragmentacao dos
préprios operadores, ndo existindo estatisticas fidveis a esse respeito.
Os autores deste trabalho tém recorrido a entrevistas diretas, obtendo
informacdes ao longo dos ultimos cinco anos e, de entre as principais
conclusdes, realca-se uma significativa acumulacdao de matéria-prima
na Galiza e em Portugal, que poderia sustentar uma possivel indudstria
de producdo de colagénio e gelatina de espécies de origem marinha.
Como exemplo, sé6 no mercado de Vigo durante o ano 2012, foi recolhida
aproximadamente 1 tonelada de peles de peixe de diversas espécies. No
caso de Portugal, cuja indudstria do processamento de pescado é inferior
a espanhola, a acumulacao de subprodutos pode chegar a atingir 7000
toneladas anuais, das quais é dificil diferenciar os tipos de subprodutos.
Mas, se estimarmos que cerca de 10% desses subprodutos sao peles,
teriamos uma quantidade de 70 toneladas de matéria-prima para a
obtencdo destas duas proteinas de origem marinha. Outra importante
fonte de colagénio e gelatina é representada pelos descartes das espécies
marinhas sujeitas a cotas ou TACs (do inglés Total Allowable Captures) os
quais, ap6s a entrada em vigor da atual Diretiva Europeia (Regulamento
UE n° 1380, 2013), devem ser desembarcados obrigatoriamente. Este
novo regulamento é um desafio para o sector das pescas, uma vez que é
necessario encontrar alternativas viadveis de valorizacao para os produtos
a descartar, para amortecer o impacto econémico envolvido em trazer
para terra uma captura que, até ao momento, carece de valor comercial.
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Uma das alternativas que temos vindo a defender é a extra¢ao de colagénio
e gelatinas e sua utilizacdo em sectores de maior valor acrescentado,
nomeadamente o biomédico. E essa abordagem que exploramos nas
sec¢oes seguintes.

2. Extracao de colagénio de fontes marinhas

No processo de extracao de colagénio de recursos marinhos, as variaveis
que podem afetar o rendimento e propriedades do colagénio extraido
incluem os préprios materiais, os tipos de reagentes utilizados e a sua
concentracdo, o tempo de reacdo e a temperatura a que sao realizadas
as etapas do processo (Regenstein e Zhou, 2006). De um modo geral, a
metodologia de extracdo consta de uma primeira etapa de eliminagao
de impurezas e de outros componentes que podem estar presentes no
material a utilizar, nomeadamente outras proteinas distintas do colagénio,
lipidos, pigmentos, calcio e outros componentes inorganicos, sendo este
um passo que permite um incremento da pureza do colagénio extraido.
Com esta finalidade, diversos autores recorrem ao tratamento alcalino
utilizando geralmente hidréxido de sédio (NaHO) 0'1IM (Nam e col., 2008,
Benjakul e col., 2010, Matmaroh e col., 2011, Liu e col.,, 2012, Sotelo e col.,
submetido), sendo menos utilizado o cloreto de sédio (NaCl) por ser menos
eficaz na eliminacao de albuminas e globulinas, assim como o peréxido de
hidrogénio (H,0,) (Sadowska e col., 2003, Wang e col., 2007, Zhang e col.,
2009). No entanto, o NaCl é utilizado em concentracdes mais elevadas
para a precipitacdo do colagénio extraido, num passo posterior (Nagai e
Suzuki, 2000). Quando a matéria-prima contém grandes quantidades de
calcio, como no caso de espinhas e escamas, recorre-se ao uso de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) ou outros acidos organicos, para a
descalcificacdo das amostras (Kittiphattanabawon e col., 2005). O uso de
alcool (alcool butilico ou etilico) é indicado para a remocgdo de gorduras
e pigmentos presentes na matéria-prima (Nagai e col,, 2002, Senaratne
e col,, 2006). A fim de facilitar a eliminacdo dos componentes referidos
anteriormente e melhorar a extracao de colagénio, é recomendavel a
reducdo do tamanho das amostras a utilizar, por trituracao e/ou moagem.

No procedimento principal para o isolamento de colagénio é utilizado
um meio de extracdo de caracter acido, no qual o colagénio se solubiliza,
obtendo-se ASC. Em simultaneo, ou num passo seguinte, pode utilizar-se
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uma enzima, pepsina, para facilitar a solubiliza¢do do restante colagénio
no referido meio, obtendo-se PSC (do inglés, Pepsin Soluble Collagen). O
acido acético é o mais utilizado neste tipo de extra¢do, conseguindo-se um
efeito de repulsdo entre as moléculas de colagénio devido a carga positiva
adquirida pelas cadeias polipeptidicas que formam o colagénio, ajudando
na sua solubilizacdo (Benjakul e col., 2012). O rendimento da extragao,
determinado geralmente em funcdo do contelGdo de hidroxiprolina (por
ser considerado um aminoacido especifico do colagénio), varia em funcdo
da espécie, idade, estado da matéria-prima e do protocolo e condi¢des
de extragdo (Sikorski, 1994, Foegeding e col.,, 1996, Badii e Howell, 2003,
Nalinanon e col., 2007, Zelechowska e col., 2010). Varios autores realizaram
a extracao de colagénio de distintas espécies marinhas utilizando 0'5M
acido acético a 4 °C durante 24-48h (Matmaroh e col,, 2011), mostrando,
em algumas ocasides, uma relacao direta entre um maior rendimento
de colagénio e incrementos na concentracdo de acido acético utilizado
(Benjakul e col.,, 2012) ou maior tempo de reac¢do (Nalinanon e col., 2007).
Os rendimentos obtidos mediante a solubilizacdo do colagénio em acido
sao frequentemente baixos e, por este motivo, recorre-se ao uso de
pepsina. Esta enzima hidrolisa especificamente os péptidos nas regides ndao
helicoidais da molécula, denominadas telopéptidos, aumentando assim a
eficiéncia na extracdo (Nalinanon e col., 2007, Kittiphattanabawon e col.,
2010a). As vantagens do uso de pepsina no procedimento de extragdo do
colagénio incluem a eliminacdo de proteinas ndo colagenosas (devido a
acdo hidrolitica da pepsina) (Kittiphattanabawon e col., 2010b), aumento
do rendimento da extragdo em &cido (Singh e col.,, 2011) e reducdo da
antigenicidade associada aos telopéptidos (Lynn e col.,, 2004), aumentando
assim a possibilidade de incorporacdo deste colagénio em produtos
alimentares e em diferentes aplicagées biomédicas (Lynn e col., 2004).

3. Aplicacoes biomédicas de colagénio
3.1. Membranas para libertagao controlada de farmacos
3.1.1. Sistemas de libertacao controlada

O método de administracdo de um composto farmacéutico num
determinado local e com uma taxa de libertacdo especifica é comummente
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designado de libertagdo controlada de um farmaco. O nimero de estudos
sobre este topico tem vindo a crescer nas Ultimas décadas, na tentativa da
obtencdo de sistemas com as caracteristicas desejadas para determinado
fim. Esta tornou-se numa area multidisciplinar, envolvendo conhecimentos
dos campos da quimica, fisica, biologia, conceitos de biofarmacéutica,
farmaco-cinética e, com o desenvolvimento de novas técnicas de
processamento de polimeros, bioengenharia (Ranade e col., 2003).

Os sistemas de libertacao tém evoluido de modo a maximizar a sua eficacia
terapéutica (Ranade e col., 2003). Existem diversos tipos de sistemas,
como hidrogéis, nano/micro capsulas, nano/micro esferas, lipossomas,
micelas, dendrimeros e também nanotubos de carbono, demonstrando
propriedades atrativas tendo em vista a libertacao de farmacos. Também
membranas produzidas por eletrofiacdo (electrospinning) ou por moldacao
por evaporacao de solvente (solvent casting) podem ser utilizadas neste
sentido. Alguns destes sistemas tém como base materiais poliméricos,
podendo estes ser tanto naturais como sintéticos.

Os sistemas para libertacdo de farmacos, quer sejam de origem natural
ou sintética, devem compreender requerimentos importantes de modo
a evitar efeitos nefastos para o organismo (Chasin e Langer, 1990),
nomeadamente:

* minimo de efeito biolégico secundario possivel apds insercao;

* 0 material constituinte deverd ser biodegradavel e tanto o primeiro
como o0s compostos resultantes da degradacao deverdo ser
biocompativeis e/ou facilmente excretados pelo organismo;

* auséncia de impurezas ou produtos quimicos utilizados na sua
prepara¢ao (como agentes de reticulagdo).

Estes sistemas sdo dotados de algumas funcionalidades cujos métodos
tradicionais ndo conseguem acompanhar (Ranade e col, 2003),
particularmente:

* acesso a locais inacessiveis por vias cirdrgicas;
* especificidade do local de libertacao;

* entrega da quantidade desejada de farmaco;
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* capacidade de controlo da taxa de libertacao.

Os sistemas que consigam reunir estas propriedades sao desejaveis,
conseguindo ultrapassar algumas das lacunas existentes nos métodos
atuais.

3.1.2. Diferentes tipos de sistemas de libertacao de farmacos

Os sistemas de libertacdo de farmacos podem ser diferenciados em 4
grupos (Chasin e Langer, 1990, Ranade e col., 2003):

Sistemas de libertacao controlados por difusao

Estes sistemas podem ser de dois tipos: matrizes ou reservatérios. Nos
primeiros, o farmaco estara uniformemente distribuido ao longo da matriz,
sendo libertado a uma taxa uniforme. No segundo caso, o reservatério €,
normalmente, de forma esférica ou cilindrica, contendo o farmaco no seu
interior numa solucao liquida ou em p6. Sao as propriedades do conjunto
polimero/farmaco que definem a difusdao e a taxa de libertacdo. No
entanto, este tipo de sistema levanta preocupacées especificas: remocao
dos reservatoérios do organismo apés finalizada a libertacao do farmaco
ou possibilidade de rotura do sistema e consequente libertacdo de doses
muito elevadas do farmaco para o organismo (Figura 3).

Figura 3. Modelos esquematicos de sistemas de libertacdo controlados por difusdo: A) Sistema
matricial; B) Sistema de reservatorio.
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Sistemas de liberta¢ao ativados por solvente

Estes poderao ser de dois tipos: controlados osmoticamente ou com
sistema de inchamento/expansdo. Os primeiros sdo constituidos por um
nacleo, que contém o farmaco, sendo este revestido por uma membrana
semi-permeavel a dgua que tem um pequeno orificio. Havendo, no interior
da membrana, um agente osmético que estimula a entrada de agua através
da mesma, ocorre um aumento de volume da membrana para o interior
forcando o farmaco a sair através do orificio (Figura 4). Nos sistemas de
inchamento é utilizado um polimero hidrofilico reticulado que consegue
absorver grandes quantidades de agua sem que ocorra a sua dissolucao.
A taxa de libertacdo do farmaco é proporcional a entrada de agua e
consequente expansao das cadeias macromoleculares (Figura 5).
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Figura 4. Modelo esquematico de sistema de libertacdo de farmacos ativado por solvente:
controlado osmoticamente. Javad Shokri and Khosro Adibkia (2013). Application of Cellulose
and Cellulose Derivatives in Pharmaceutical Industries, Cellulose - Medical, Pharmaceutical
and Electronic Applications, Dr. Theo G.M. Van De Ven (Ed.), ISBN: 978-953-51-1191-7,
InTech, DOI: 10.5772/55178. Available from: http://www.intechopen.com/books/cellulose-
medical-pharmaceutical-and-electronic-applications/application-of-cellulose-and-cellulose-
derivatives-in-pharmaceutical-industries

Figura 5. Modelo esquematico de sistema de libertacao de farmaco controlado por expansao.
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Sistemas de libertacao controlados por acao quimica

Estes sistemas podem ser divididos em dois tipos: sistemas biodegradaveis
esistemasde“cadeiaspendentes”.Nos primeiros, sistemasbiodegradaveis,
talcomoonomeindica, o polimero é biodegradavel e com a sua degradacao
ocorre a libertacao do farmaco que se encontra disperso ou dissolvido na
matriz (Figura 6). Nos sistemas de cadeias pendentes o farmaco encontra-
se quimicamente ligado ao polimero. Por acdo enzimatica ou hidrélise
essa ligacao é quebrada, ocorrendo libertagao do farmaco.

Figura 6. Modelo esquematico de sistema biodegradavel de libertacdo de farmacos.
Sistemas controlados magneticamente

S3o sistemas de libertacdo de microesferas magnéticas e albumina
que foram desenvolvidos para atuarem especificamente em tumores.
Teoricamente, sendo estas particulas magnéticas, tornam mais facil e
precisa a sua localizacao: serdo, assim, mais eficientes em relagdo ao local
selecionado para libertacdo do farmaco.

3.1.3. Biomateriais em libertacao controlada

Diversos polimeros podem ser utilizados em sistemas de libertacao de
farmacos, tanto naturais como sintéticos, podendo-se selecionar um ou
mais para o mesmo sistema. Os polimeros sintéticos oferecem composicao
controlada, reprodutibilidade e degradacdo passivel de ser ajustada.
Consistem essencialmente em poli-hidroxiacidos e ésteres, como o
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acido polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA), acido polilactico-co-
glicolico (PLGA) e poli(s-caprolactona) (PCL). Os polimeros naturais como
o colagénio, alginato ou quitosano sao também amplamente utilizados
por possuirem normalmente uma elevada taxa de biocompatibilidade
(Uchegbu e Schatzlein, 2006).

O colagénio é um biomaterial natural com excelentes propriedades, sendo
biocompativel, biodegradavel e com baixa antigenicidade, tornando-
se numa escolha logica para uso em engenharia de tecidos (Uchegbu e
Schatzlein, 2006). E utilizado em diversas aplicacdes, singularmente ou
em compositos, em scaffolds, membranas ou particulas, e em diferentes
areas como inddstria cosmética, alimentar ou farmacéutica. Os diversos
tipos de colagénio estdo distribuidos por diferentes estruturas do corpo,
sendo o colagénio tipo | 0 mais abundante, presente em tecidos como a
pele, osso ou tendao.

S3ao comummente utilizadas fontes bovinas ou porcinas para obtencao
desta proteina. No entanto, uma nova fonte tem vindo a captar as aten¢oes
da comunidade cientifica. O colagénio marinho, obtido de subprodutos
da industria alimentar, como peles de peixe, é cada vez mais procurado,
tal como referido anteriormente, apresentando propriedades que se
assemelham as do colagénio bovino ou porcino.

3.1.4. Membranas de colagénio de tubardo para libertacao controlada

A matriz extracelular tem como principais constituintes o colagénio,
juntamente com glicoproteinas e proteoglicanos, sendo de importancia
crucial para a morfogénese, estrutura e fun¢do dos tecidos vivos (Song
e col.,, 2006). A escolha do(s) polimero(s) para a produgdo de sistemas
analogos a matriz extracelular, numa légica de engenharia de tecidos, é
de extrema importancia, pois ird afetar as propriedades (fisicas, quimicas
e biologicas) da matriz produzida. Neste sentido o colagénio é apontado
como um dos polimeros que mais se adequa a produ¢ao de membranas ou
scaffolds para substituicdo da matriz extracelular.

Técnicas como electrospinningou solvente castingpermitemaincorporacao
de um farmaco aquando do desenvolvimento de membranas. Num estudo
realizado pelos autores deste capitulo, extraiu-se colagénio tipo | de
peles de tubardo pata-roxa (Scyliorhinus canicula), que foi utilizado para a
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producao de membranas por solvent casting, com dexametasona dispersa
por toda a sua extensdo. A dexametasona é um farmaco ester6ide com
propriedade anti-inflamatéria, podendo ser incorporada em diversos
sistemas poliméricos, nomeadamente membranas de colagénio, para
serem utilizadas em tratamentos de feridas de pele.

Nesse trabalho prepararam-se membranas de colagénio a partir de uma
solucao de colagénio a 1% em acido acético 0'5 M, depositada em moldes
apropriados e deixando o solvente evaporar, resultando em membranas
com a forma pretendida (Figura 7).

Figura 7. Membrana de colagénio de tubarao, obtida por solvent casting.

Paraestabilizaraestruturadamembranaeimpedirasuarapidadissolucaoem
agua, testou-se a influéncia de um reticulante — hexametilenodiisocianato
(HMDI), em proporgoes de 1% e 5% relativamente ao colagénio, avaliando
diferentes tempos de reac¢do. A influéncia do reticulante na hidrofilicidade
das membranas foi demonstrada pela quimica da sua superficie,
nomeadamente pela quantificacdo dos grupos amina livres: com uma
maior quantidade de HMDI e um maior tempo de reacdo, existem menos
grupos amina livres (a reacdo de reticulagdo faz-se através destes grupos),
resultando numa diminuicdo da hidrofilicidade da membrana.

Relativamente aos estudos com o farmaco modelo, dexametasona, este
foi incorporado na membrana durante a sua preparacao, dissolvido

previamente em acetona e adicionando-o a solu¢do de colagénio. As
membranas com maior grau de reticulacdo mostraram ser aquelas cuja

61



Valorizacao dos Recursos Marinhos
Biomateriais em Regeneracao de Tecidos

taxa de libertacdao do farmaco foi mais baixa. No entanto, em todos os
casos, cerca de 8 horas ap6s o inicio da libertagdo do farmaco, foi atingida
uma situacao de equilibrio (Figura 8).
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Figura 8. Perfil de libertacdo de dexametasona por membranas de colagénio de tubardo.

Trata-se, assim, de um sistema de libertacao controlado por difusao, pois
embora a membrana seja constituida por colagénio, biodegradavel, a
libertacao do farmaco ocorre por entrada de agua no sistema e posterior
mobilidade do farmaco para o local onde a sua concentracdo era menor—o
exterior da membrana — até que se atinja uma situacao de equilibrio.

3.2. Hidrogéis

Os hidrogéis tém vindo a receber uma grande atencdo por parte da
comunidade cientifica, tendo em conta as suas potenciais aplicacoes em
medicina regenerativa, como estruturas que proporcionam integridade
aos tecidos. Podem ter como objetivo a libertacdo controlada de farmacos
e proteinas, servindo também como adesivos ou de sistema protetor de
material encapsulado (células, compostos bioativos, etc.) (Slaughter e col,,
2009).

Colagénio tipo | extraido de peles do tubardo Scyliorhinus canicula,
utilizando acido acético 0'5 M (Fernandes-Silva e col., 2013), foi utilizado
na preparacdo de estruturas porosas através da tecnologia de liofilizacao.
Estas estruturas foram posteriormente reticuladas com genipina (um
reticulante natural que se tem mostrado eficaz, além de apresentar baixa
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toxicidade), proporcionando-lhes estabilidade. Quando a reticulacdo é
realizada através de CO, denso a 54 bar e a temperatura ambiente durante
16h, obtém-se um hidrogel poroso (Figura 9).

Figura 9. Hidrogel de colagénio marinho tipo | reticulado com genipina 0'1%, a temperatura
ambiente, em CO, pressurizado a 54 bar, durante 16 horas.

Foi avaliado o seu potencial para utilizacdo em engenharia de tecidos e
medicina regenerativa, em particular para a regeneracdo da cartilagem.
Estes hidrogéis porosos apresentam propriedades mecanicas adequadas
a aplicagdo prevista, com um aumento do médulo de compressao da
estruturade 46'3 kPa para 57'3 kPa com areticulacdo a 25% (relativamente
as aminas livres). A morfologia das estruturas reticuladas foi caracterizada
através de microscopia eletrénica de varrimento (SEM) e microtomografia
computadorizada de Raios-X (p-CT), apresentando um tamanho médio
de poro de 98 pm, com uma porosidade de 79% e interconectividade de
76%. No que diz respeito a avaliacao do seu desempenho biolégico, foram
colocadas células ATDC5 (linha celular de condrécitos) em contacto direto
com as estruturas de colagénio reticuladas, mostrando um aumento de
atividade metabdlica das células, assim como um aumento de dsDNA ao
longo do tempo de cultura, demonstrando assim a viabilidade das células,
que se encontram em proliferacdo (Fernandes-Silva e col., 2013).
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3.3. Scaffolds para liofilizacao

Em engenharia de tecidos, sao utilizados diferentes materiais e tecnologias
para a producdo de estruturas porosas com uma gama alargada de
propriedades, procurando atender aos requisitos especificos da aplicacao
em vista. Uma das tecnologias usadas com frequéncia para a producao de
biomateriais porosos é a técnica de liofilizacdo. Para utilizar esta técnica,
prepara-se uma solu¢do polimérica com uma dada concentragdo, que é
congelada em moldes com a dimensdo e forma desejadas, consoante a
aplicacao pretendida. Congelar a solucao origina a formacao de cristais de
gelo que, por sublimagdo durante o processo de liofilizacao, dardo origem
a porosidade da estrutura. Estes cristais de gelo serdao tanto menores
quanto mais rapido for o processo de congelacdo (Reys e col., 2013).
Na preparacao de estruturas porosas para aplicacao em engenharia de
tecidos e medicina regenerativa é essencial a existéncia de porosidade
na estrutura, com poros de dimensao adequada a proliferacao celular, e
elevada interconectividade entre os poros, que permita a migracao celular
para o interior da estrutura, bem como o respetivo fluxo de nutrientes,
oxigénio e produtos de excrecdo (Hutmacher, 2001).

O colagénio é um dos polimeros mais utilizados em engenharia de tecidos
sendo, nessa perspetiva, importante elucidar a aplicacao desta técnica de
preparacao de biomateriais, através de alguns exemplos de utilizacao de
colagénio marinho.

Num trabalho recente, Moreira-Silva e colegas solubilizaram colagénio
previamente extraido a partir de peles do tubardo Scyliorhinus canicula
(isolado como descrito por Fernandes-Silva e colegas (Fernandes-
Silva e col., 2013)) em &cido acético 0'5 M a uma concentra¢do de 4%
e promoveram a sua reticulacdo in situ na presenca de genipina 10
mM, durante 2 horas. Esta solucao foi colocada em placas de 96 pocos,
congelada a -80 °C e liofilizada, obtendo-se estruturas porosas estaveis.
Por forma a avaliar a sua possivel utilizacdo na regeneracdo da cartilagem,
estas estruturas foram caracterizadas utilizando diferentes técnicas. Foi
realizada uma Analise Mecanica Dindmica (DMA) as estruturas himidas,
em PBS a 37 °C, sendo que em frequéncias mais elevadas o material
demonstrou boas propriedades de amortecimento, sugerindo bom
comportamento viscoelastico. A capacidade das estruturas reticuladas de
reterem dgua foi também avaliadaem PBS (a pH 7'4 e 37 °C), mostrando que
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estas sao capazes de reter até 7 vezes a sua massa inicial. A caracterizacao
morfolégica das estruturas foi feita através de SEM e p-CT, apresentando
um tamanho de poro entre 150 e 200 pm, com uma porosidade total de
66% (Figura 10). A proliferacdo celular foi também avaliada com células
ATDC5, sendo possivel observar um aumento da quantidade de dsDNA
em funcdo do tempo de cultura, demonstrando assim a ocorréncia de
proliferacao celular, o que é suportado pelas observacoes feitas através
de SEM ao longo dos dia de cultura (Figura 11).

Figura 10. A) Imagem de SEM e B) p-CT de estruturas porosas de colagénio marinho reticuladas
com genipina e produzidas por liofilizagao.

Figura 11. Imagens de SEM de células ATDC5 cultivadas em estruturas de colagénio marinho
reticuladas com genipina, obtidas ao longo de oito dias de cultura celular.
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Estruturas porosas podem ser produzidas utilizando colagénio marinho,
como referido no exemplo anterior, mas estas podem também ser obtidas
a partir da combinacdo de 2 ou mais polimeros naturais de origem
marinha. Neste sentido, para a regeneracao da mucosa oral, Terada e
colegas produziram estruturas porosas através da mistura de quitosano
e colagénio marinho isolado de escamas de tildpia (Terada e col., 2012).
Estas estruturas foram preparadas por liofilizacdo: a uma mistura de
quitosano:colagénio (v/v) de iguais volumes de solucdo de quitosano
(0'8%, w/v) e colagénio (1%, w/v) foi adicionado carbonato de sédio
com hidrogenocarbonato de sédio (30 mmol/L), sendo esta solugdo
colocada em moldes de forma a gelificar com a morfologia adequada.
Ap6s desidratacao com etanol e liofilizagao, seguidos por um tratamento
desidrotérmico (130 °C, a baixa pressdo, durante 24h), obtiveram-se
estruturas porosas com propriedades mecanicas e porosidade adequadas
a aplicacao na regeneracao da mucosa oral.

3.4. Compo6sitos com hidroxiapatite

3.4.1. Biomateriais baseados em fosfatos de calcio

A importancia dos fosfatos de calcio na area da medicina regenerativa,
particularmente nas aplicag6es na medicina ortopédica, dentaria e cirurgia
traumatica, tem justificado o elevado ndmero de estudos cientificos e
consequentes publicagoes.

Na natureza existem diversas formas de fosfatos de calcio com diferentes
fins, dependendo das suas propriedades (Tabela 1). No entanto, apesar das
diversas aplicagoes que os fosfatos de calcio podem assumir, existe um
especialinteresse em estudar as suas aplicacdes na regeneracao de tecidos
duros, incluindo cicatrizacao de defeitos 6sseos, tratamento de fraturas,
aumento 06sseo, reconstru¢ao cranio-maxilo-facial, coluna vertebral,
otorrinolaringologia, oftalmologia, assim como para o desenvolvimento
de produtos para fins dentarios e periodontais (Dorozhkin, 2013).

O osso é um tecido metabolicamente ativo constituido por agua, células
e matriz 6ssea, responsavel pelo suporte de todo o corpo. A matriz 6ssea
é composta por uma parte organica (35%) constituida maioritariamente
por colagénio e proteoglicanos e uma parte inorganica (65%) constituida
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maioritariamente por cristais de fosfatos de calcio, especificamente
hidroxiapatite [Ca, (PO,),(OH),]. Ambas as partes, organica e inorgénica,
sdo importantes para manter a flexibilidade e resisténcia a compressao,
respetivamente (Seeley e col,, 2008). No entanto, uma ampla gama de
lesdes pode levar a perda das funcionalidades deste tecido.

Tabela 1. Fosfatos de célcio de acordo com racio entre Ca:P (Vallet-Regi, 2001, Akram
e col, 2014).

Fosfato tetracélcico PTCa Ca,0(PO,), 2'0
Hidroxiapatite HA Ca,(PO,)(OH), | 1'67
Fluoroapatite FP Ca,(PO,)F, 1'67
Fosfato tricalcico (o, B, 7) FTCa Ca,(PO,), 1'50
Fosfato octacalcico FOCa Ca,H,(PO,)-5H,0 | 1'33
Hidrogenofosfato de calcio dihidratado FDCaDH CaHPO,-2H,0 1'0
Hidrogenofosfato de calcio FDCa CaHPO, 10
Pirofosfato de calcio FCa Ca,P,0, 10
Pirofosfato de célcio dihidratado PFCaDH Ca,P,0,-2H,0 1'0
Fosfato heptacalcico FCaHP Ca,(P,0,,), 0'7
dihidrogenofosfato tetracalcico FTCaDA Ca,H,P.0,, 0'67
Dihidrogenofosfato de calcio monohidratado FCaMH Ca(H,P0O,),-H,0 0'5
Metafosfato de calcio (a, B, 7) MFCa Ca(PO,), 0'5

Neste contexto, a hidroxiapatite surge como um dos fosfatos de calcio
mais estudados e procurados para este tipo de lesdes. A escolha da
hidroxiapatite como biomaterial para aplicacbes biomédicas deve-se
ndo s6 a referida semelhanga com a composicdo nativa do tecido 6sseo,
mas também as suas excelentes propriedades de biocompatibilidade,
osteoconductividade e osteointegracdao, promovendo a adesdo e
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proliferacdo celular (Vallet-Regi, 2001). No entanto, apesar das excelentes
propriedades bioldgicas, a hidroxiapatite apresenta fracas propriedades
mecanicas, que podem variar dependendo da sua origem.

A hidroxiapatite pode ser sintetizada ou extraida de diversas fontes, desde
ossos de mamiferos, espinhas de peixe, plantas, entre outros (Akram e
col., 2014). Contudo, o método de extracdo e a respetiva eficiéncia vao
depender da fonte, da acessibilidade dos fosfatos de calcio nessa fonte,
bem como o seu teor mineral (Akram e col., 2014). Também o método de
extracdo utilizado vai afetar as suas propriedades, como o tamanho de
particula, morfologia, estequiometria, estabilidade térmica e presenca de
ioes. Enquanto a hidroxiapatite do osso nativo, bem como a hidroxiapatite
obtida a partir de mamiferos e alguns compostos marinhos ja testados ndo é
estequiométrica, devido a presenca de determinados ides (como magnésio,
silicio ou outros), a hidroxiapatite sintética é estequiométrica. Além disso,
a hidroxiapatite obtida a partir de mamiferos ou peixes apresenta um perfil
mais puro ao contrario da obtida a partir de recursos biogénicos ou plantas,
que sao mais instaveis, devido ao processo incompleto de conversao
dos precursores da hidroxiapatite (Akram e col., 2014). Deste modo, as
fontes marinhas tém-se tornado excelentes candidatos para a extracao
de hidroxiapatite, ja que embora ainda que existam algumas limitagoes e
diferencas consoante a sua origem, os resultados obtidos até ao momento
com os diversos fosfatos de calcio sao bastantes promissores, como sao
exemplo disso, alias, outros capitulos deste livro.

3.4.2. Aplicacbes

Ahidroxiapatite esta disponivelemdiversos estados fisicos, geralmente em
po, granulos ou particulas de vérias dimensdes. E geralmente combinada
com outros biomateriais, maioritariamente com polimeros, uma vez que
estes conferem propriedades, como a elasticidade, que a hidroxiapatite
ndo tem e que é necessaria para a mimetiza¢ao do tecido a regenerar (Liu
e Ma, 2004). Existem varios estudos que combinam hidroxiapatite com
diversos polimeros, tais como: gelatina (Chang e col., 2003), quitosano (Ang
e col,, 2002), colagénio (Wahl e col., 2007), acido polilactico-co-glicélico)
(PLGA) (Kim e col., 2007), acido polilactico (PLA) (Woo e col., 2007), entre
outros, para a producao de diversos biomateriais. Destas combinacoes
resultaram microsferas (Li e col., 2010), membranas (Madhumathi e col.,
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2009), nanotubos (Chandanshive e col, 2013), hidrogéis, estruturas
tridimensionais (3D) (Wahl e col., 2007) ou até mesmo revestimentos,
visando aplica¢do na regeneracao de tecidos (Figura 12).

SUBSTANCIAS INJECTAVIES ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS

HIDROGEIS MEMBRANAS
APLICACOES
DA
HIDROXIAPATITE

MICROSFERAS NANOTUBOS

Figura 12. Esquema ilustrativo da diversidade de aplicacoes da hidroxiapatite.

Com o objetivo de atender as necessidades do paciente, existe cada vez
mais uma exploracao intensiva de novas técnicas e métodos de producao.
A progressao nas técnicas de fabrico tem promovido o desenvolvimento
de estruturas com elevado nivel de complexidade. Como fruto da intensa
investigacdo, resultam bastantes produtos atualmente ja registados e/ou
até mesmo comercializados, que se encontram listados no trabalho de
Dorozhkin (2013).

Apesar dos resultados ja obtidos com hidroxiapatite serem bastante
promissores e uma boa alternativa a muitos materiais, ao que se soma a
vasta gama de produtos ja disponiveis no mercado, a busca incessante por
solugdes cada vez mais proximas do que seria ideal leva muitos estudos a
introduzir novas fontes naturais para obtencdo de hidroxiapatite e outros
fosfatos de calcio.
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3.4.3. Fontes marinhas

Fonte marinhas, especificamente residuos e subprodutos de peixe, tém
ganho especial interesse para aplicagoes biomédicas. Anualmente, uma
elevada quantidade de subprodutos marinhos, como espinhas, cabecas,
peles, visceras e caudas sao originadas no processamento de peixe, sendo
direcionadas fundamentalmente para producao de alimento animal e
fertilizantes (Kim e Mendis, 2006, Ferraro e col., 2010). No entanto, estes
subprodutos provenientes da indudstria pesqueira contém uma grande
quantidade de proteinas estruturais (entre outros compostos), com
potencialiinteresse para diferentes aplicacdes industriais, particularmente
na area da engenharia de tecidos. Deste modo, a extracdao de compostos
a partir de fontes marinhas tem-se tornado cada vez mais alvo de estudo.
Geralmente, sdo utilizadas peles e musculos de peixe para a extracao
de colagénio e gelatinas e espinhas de peixe para extrair calcio para
incorporacao em diferentes produtos dietéticos com destino a organismos
com défice nos niveis deste ido. Recentemente, as espinhas tém servido
também como tentativa para a extracdao de fosfatos de calcio, tendo sido
ja alcancados resultados consideraveis (Kim e Mendis, 2006). Além disso,
a possibilidade de usar a mesma fonte para a extracdao de diferentes
compostos torna-a altamente promissora e valiosa.

Outros capitulos deste livro abordam em detalhe a obtencao de fosfatos
de calcio de recursos marinhos, particularmente de espinhas de peixe,
pelo que recomendamos ao leitor interessado em informacdo adicional a
leitura desses capitulos.

3.4.4. Combinacao de fosfatos de calcio e colagénio marinho obtidos
a partir da mesma fonte

Para corroborar a importancia das espécies marinhas, testou-se a
combinacdo de uma mistura de fosfatos de célcio extraidos de dente
de tubardo Prionace glauca com colagénio obtido a partir de pele da
mesma fonte, para a producao de estruturas tridimensionais porosas
para posterior utilizacdo como suporte a cultura celular, numa 6tica de
engenharia de tecidos do o0sso. Os fosfatos de calcio utilizados apresentam
propriedades muito interessantes devido a presenca significativa de fldor,
correspondendo, ainda que parcialmente, a fluoroapatite.
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Paraaproducdodasestruturassolubilizou-seocolagénio(ASC)previamente
extraido numa solucao de acido acético e adicionou-se a solucao uma
determinada quantidade de particulas de fosfatos de calcio, de forma a
obter diferentes formulacdes, variando o racio entre as concentracdes de
fosfatos de calcio e de ASC. Para reticular a mistura foram utilizados dois
agentes de reticulacdo diferentes: etil(dimetilaminopropil)carbodiimida/
N-hidroxissuccinimida (EDC/NHS) e HMDI. As estruturas foram produzidas
pelo método de congelamento seguido por liofilizacdo (Figura 13).

~ >

Tubardo azul Processamento de estruturas
) = *}"“ Aplicagdes na
Extragao de T A En enharia de
HA-ASC RNy
Tecidos

Figura 13. Esquema ilustrativo do processo de producao de estruturas porosas, com-
posito de colagénio e fosfatos de célcio, para aplicagdo em engenharia de tecidos.

As estruturas compoésitas produzidas revelaram-se estaveis e bioativas
(Figura 14A), sendo capazes de promover a ades3o e a proliferacdo celular
(Figura 14B), tornando-as numa boa aposta para aplica¢des futuras no que
diz respeito a regeneracao de tecidos do osso.

Figura 14. Imagens de SEM ilustrando os ensaios de avaliagdo de bioactividade e
citotoxicidade das estruturas comp@sitas de fosfatos de calcio e colagénio de tubarao.
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4. Consideracoes finais

O colagénio tem um largo espectro de aplicagbes em areas diretamente
relacionadas com a salide, como cosmética, farmacéutica ou cuidados de
salde, e também na inddstria alimentar como aditivo ou nutracéutico.
Normalmente extraido de fontes bovinas e porcinas, o consumo deste
colagénio podera ter alguns constrangimentos a nivel de saude, como
transmissdo de doencas (como a BSE, encefalopatia espongiforme
bovina, conhecida como doenca das vacas loucas) ou devido a crengas
religiosas, restringindo assim o consumo ou utilizacao da proteina obtida
destas fontes. Embora dispendiosa, a producao de colagénio através de
tecnologia recombinante é uma alternativa, através do uso de leveduras
modificadas geneticamente de modo a expressarem a proteina desejada.
Contudo é necessaria tecnologia avancada e recursos elevados, o que tem
limitado significativamente a sua exploracao comercial.

Assim, conciliando uma fonte natural, abundante e pouco explorada, os
recursos marinhos, nomeadamente as peles de peixes nao aproveitadas,
tornam-se numa fonte ideal para a extracao de colagénio marinho
onde este se torna, por sua vez, numa alternativa de grande valor ao
colagénio comercializado atualmente. De facto, os colagénios podem
ser extraidos de diversas fontes marinhas, como medusas, esponjas
marinhas, pepinos-do-mar, cefalépodes e varias espécies de peixes, mas
a utilizacao de um subproduto parece apresentar vantagens adicionais,
por corresponder a uma valorizacao desse subproduto e assim de todo
o recurso, contribuindo para uma exploracdao mais sustentavel dos
recursos marinhos.

O colagénio obtido de diversas fontes marinhas tem sido também proposto
para aplicacdo biomédica, nomeadamente como membranas, géis e
matrizes porosas para engenharia de tecidos (osso, cartilagem, mucosa
oral, pele) ou para tratamento da pele, com resultados promissores.

Para que seja possivel avancar, é agora fundamental que o volume de
resultados cresca e se torne mais s6lido, nomeadamente com valida¢ao em
ensaios em modelos animais e mesmo em ensaios clinicos, que mostrem
claramente a eficacia das tecnologias e produtos propostos.

Por outro lado, é também fundamental trabalhar na caracterizacao
e validacao do colagénio de fontes marinhas para aplicacdo na area
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farmacéutica e médica, atendendo aos rigorosos e estreitos requisitos que
essas areas apresentam. Nesse aspeto em particular, ha limitacGes criticas
atuais para a utilizacdo de subprodutos resultantes do processamento de
peixe, que tém a ver com a sua classificacao como tal e que impedem a sua
utilizacdo para fins humanos, sendo assim necessario ou um trabalho de
reenquadramento legal ou de diferente tratamento desses materiais que
sao, na verdade, matérias-primas muito relevantes.

Do ponto de vista comercial, hd ainda que contar com 0s concorrentes
jé estabelecidos, de origem bovina e porcina. Apesar das limitacoes
referidas atras, a sua producao dentro de rigoroso controlo de qualidade
e direcionando-os para mercados apropriados, constituem produtos de
excelente qualidade e assim barreiras naturais a entrada no mercado de
outros produtos que ndo apresentem nenhuma caracteristica fortemente
diferenciadora.

Perspetiva-se assim um horizonte de varios anos até a entrada no mercado
de biomateriais a base de colagénio marinho, mas tanto os cientistas
como os médicos e farmacéuticos estdo a trabalhar afincadamente para
que isso seja uma realidade. E os pacientes precisam que essas solucdes
terapéuticas aparecam.
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Resumo

Aexploracaodealgas marinhas paraaplicagdes restritasainddstriaalimentar
e aplicagdes agricolas pertence ao passado. Actualmente procura-se no mar
novas substancias quimicas, dotadas de propriedades funcionais Unicas,
e com potenciais aplicagées na industria biotecnolégica, farmacéutica
e dermocosmética. Do conjunto de macroalgas verdes, a Ulva fornece o
polissacarideo ulvano com estrutura e propriedades incomuns. Destas
propriedades destacam-se o elevado peso molecular, a solubilidade aquosa,
actividades antioxidante e anticoagulante, entre outros especificamente
detalhados neste capitulo. Adicionalmente, novas potenciais aplicaces sao
enderecadas com base nas particulares caracteristicas do ulvano.

1. Introducao

As macroalgas constituem um recurso natural prontamente disponivel
e renovavel, dividindo-se em trés grandes grupos: as algas castanhas,
as algas vermelhas e as algas verdes. Destas, varias sao as espécies que
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podem ser encontradas na costa maritima da Peninsula Ibérica, algumas ja
em exploracdo comercial. As algas marinhas representam uma biomassa
altamente significativa cujo uso tem sido tradicionalmente limitado
para alimentos e aplicacbes agricolas. Além do seu valor intrinseco, as
macroalgas marinhas apresentam valor adicional pelos compostos que
delas sao possiveis de extrair. Tem sido estabelecido que a biomassa de
algas contém quantidades abundantes de polissacarideos sulfatados
estruturalmente diversos, varios dos quais tém atraido a atencdo da
comunidade cientifica nas areas biomédicas, devido as suas propriedades
fisico-quimicas promissoras e biocompatibilidade. Estes compostos podem
constituir solu¢cdes de origem natural para varios produtos e processos
em diversas inddustrias, incluindo a biotecnolégica, a farmacéutica e a
dermocosmética.

Em cada grupo de algas é possivel identificar diferentes polimeros de
interesse econémico, embora os mais explorados actualmente sejam
extraidos de espécies de algas vermelhas e castanhas. Os polimeros com
maior relevo do ponto de vista comercial sao as carrageninas, extraidas
a partir de algas vermelhas, e o alginato, extraido de algas castanhas.
As carrageninas sao polimeros lineares de elevado peso molecular,
hidrosolidveis e sulfatados, cuja unidade de repeticao contém galactose.
O polimero existe em varias formas, sendo as mais conhecidas a kappa-
carragenina (produto n° 1; com um grupo sulfatado), iota-carragenina
(produto n® 2, com dois grupos sulfatados) e lambda-carragenina (produto
n® 3, com trés grupos sulfatados). As suas estruturas respectivas sao
apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica de k- (1), - (2) e A-carragenina (3).

No sector alimentar, o uso de carragenina € comum como gelificante e
estabilizante, sendo encontrado em pudins e leites achocolatados, embora
haja algum debate sobre possiveis efeitos negativos para a satde humana.
Porém, também é usado em lubrificantes, produtos de cosmética e como
excipiente na inddstria farmacéutica.

O alginato (produto n° 4) é um polimero aniénico, composto de acido
D-manurénico e L-gulurénico (Figura 2), apresentando-se com diferentes
unidades de repeticdo. Devido a sua impressionante capacidade de
absorver dgua e a sua biocompatibilidade, o alginato tem diversos usos na
inddstria farmacéutica e cosmética como excipiente. Exemplos concretos
sao 0 seu uso como elemento de compressas para queimaduras enquanto
facilitador de cicatriza¢do, e distintamente o seu uso na tintura de téxteis.
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HO HO
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Figura 2. Uma das principais unidades de repeticdo de alginato (4).
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Para além dos compostos descritos, as macroalgas constituem fonte de
muitos outros compostos ainda com baixa expressao comercial, assim
como alvo de intensa investigacdo na expectativa de se encontrarem
novas solucoes para aplicagoes médicas e industriais.

Do ponto de vista da exploracdo tecnolégica e cientifica do mar, tem
crescido o interesse pelas moléculas naturais, compativeis com a sadde
humana e de origem nao-animal que este pode oferecer. Em varios
sectores de elevado valor econémico, como a farmacéutica e a cosmética,
tem-se vindo a assistir a substituicao gradual de moléculas sintéticas por
alternativas naturais quando essas estao disponiveis em quantidade e
pureza adequada. Paralelamente, o uso de moléculas naturais de origem
animal levanta questdes relativas a reac¢des imunitarias e cruzamento
de doencas entre espécies, bem como as questdes éticas associadas. Um
exemplo comum do uso de moléculas naturais de origem animal nao-
humana é o glicosaminoglicano &cido hialurénico (produto n° 5) (Figura 3),
extraido da crista de galo. O 4cido hialurénico é composto por uma unidade
de repeticdo dissacaridea de acido glucurénico e N-acetilglucosamina.
Este glicosaminoglicano é um dos principais componentes do liquido
sinovial presente nas articulacdes e da matriz extracelular da cartilagem
articular.

OH
HO,C
_0 = HO O 0
" HO © ~
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O%\CH3 .

5

Figura 3. Estrutura quimica do acido hialurénico (5).

As solugoes aquosas de acido hialurénico sao bastante viscosas sendo por
isso utilizadas com frequéncia comoinjec¢besintra-articulares em doencas
musculo-esqueléticas, tal como, por exemplo, a osteoartrite. Porém, o
efeito terapéutico do acido hialurénico é de relativa curta dura¢ao devido
a accdo da enzima hialuronidase presente nas articulacbes, degradando
extensivamente a cadeia do polimero, levando a eficacia clinica limitada.
Consequentemente, miltiplas injeccbes de acido hialurénico sao
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necessarias ao longo do tempo, a fim de manter niveis aceitaveis de acido
hialurénico no local de ac¢ao e permitir alivio sustentado da dor.

Além do exposto, os compostos naturais de origem marinha tém também
revelado caracteristicas fisico-quimicas nativas e propriedades biolégicas
intrinsecas com beneficios para o campo da satde e bem-estar humano.
Exemplos disso mesmo sdo os polissacarideos sulfatados que podem
ser extraidos das algas marinhas. Os polissacarideos sulfatados mais
comuns sao as ja referidas carrageninas das algas vermelhas, o fucoidan
(produto n° 6) (Figura 4) das algas castanhas, bem como o ulvano das
algas verdes (Chemical Abstracts Service numero de registro: 164252-34-
0). A laminarina (produto n° 7), também obtida das algas castanhas, ndo
é naturalmente sulfatada, mas pode ser transformada por via de sintese
quimica.

OH OH
HC HO_H,C
0 3 ) 3 0 HO ] 0
"05S0 0o o o} 0
3 SO5 - - H Ho

6 7

Figura 4. Estrutura quimica de fucoidan (6) e laminarina (7).

As caracteristicas destes compostos (grau de sulfatacdo, peso molecular,
polidispersdo, solubilidade aquosa, entre outras) variam de acordo
com a espécie de alga e o método de extraccao usado. De entre estes
polissacarideos sulfatados, historicamente o menos explorado tem
sido claramente o ulvano, tendo-se notado um aumento na publicacao
cientifica sobre este composto particularmente ao longo da ultima
década. Contudo, o ulvano pela sua estrutura apresenta particularidades
que lhe conferem interesse Gnico. Além da sulfatacdo, e de acordo com
estudos de caracterizacao de ha mais que cinquenta anos (Brading e col.,
1954, McKinnel e Percival, 1962), a estrutura do ulvano é distinguida
maioritariamente pelos monossacarideos de acido glucurénico e acido
idurénico na unidade de repeticao aldobiourénica, formando o polimero
uma cadeia linear sem evidéncias de ramificacdo significativa. Os acidos
urénicos estdo presentes em varias moléculas de origem animal, sendo
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raros e ndo sao faceis de obter de outras fontes. Nao obstante, o ulvano é
constituido também por outros monossacarideos, tal como por exemplo,
ramnose e xilose, consoante a sua proveniéncia. Assim sendo, o ulvano
pode conter uma unidade de repeticao consistindo de dois monémeros
seleccionados a partir de ramnose, xilose, acido glucurénico e acido
idurénico. As possiveis unidades de repeticdo dissacarideo do ulvano
incluem, pelo menos, sulfato de ramnose-acido glucurénico, sulfato
de ramnose-acido idurénico, sulfato de ramnose-xilose ou sulfato de
ramnose-sulfato de xilose, conforme apresentadas na Figura 5:

1. tipo A3S [> 4-B-D-acido glucurénico-(1>4)-a-L-ramnose 3-sulfato-1>]
(produto n° 8)

2. tipoB3S[> 4-a-L-acido idurénico-(1> 4)-a- -ramnose 3-sulfato-1>] (n° 9)
3. tipo U3S[> 4-B-D-xilose-(1> 4)-a-L-ramnose 3-sulfato-1>] (n° 10)

4. tipo U2'S3S [> 4-B-D-xilose 2-sulfato-(1> 4)-a-L-ramnose 3-sulfato-1>]
(n°11)

10 11

Figura 5. Quatro possiveis unidades de repeticao dissacarideo do ulvano.

A combinacao Unica de acidos urdnicos e grupos sulfato numa estrutura é
caracteristica de glicosaminoglicanos, exemplos dos quais incluem o sul-
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fato de condroitina (produto n°® 12) e a heparina (n°® 13) (Figura 6), uma
classe de moléculas heterogénea com funcdes essenciais para as células
humanas. Esta semelhanca estrutural aumenta o interesse no polissacari-
deo sulfatado ulvano como composto promissor para desenvolvimento de
novas abordagens na area da saide humana.

0S0y
"0,C HO
o 0
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H >~
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NN 2 (0] 0) 2 o) 0 o

Figura 6. Estruturas quimicas de sulfato de condroitina (12) e heparina (13).

2.Ulva

Macroalgas verdes da classe Ulvophyceae e do género Ulva encontram-
se disseminadas por todo o mundo, incluindo as costas maritimas
ibéricas. As espécies deste género sao usadas como fonte de biomassa
e para alimentacdo, sendo vulgarmente denominada de alface-do-mar.
Tém elevada taxa de crescimento em aguas ricas em azoto, mas as suas
caracteristicas também lhes permite sobreviver em condi¢oes adversas.
Dada a sua abundancia natural, a maior fonte de Ulva para o mercado é a
colheita maritima directa. Em comparacao com outras algas, o seu valor
de mercado é baixo, mas com a evoluc¢do dos seus usos e aplicacoes, esta
tendéncia pode mudar. Avancos tém sido feitos no desenvolvimento de
sistemasintegrados de aquaculturacom Ulva, devido as vantagens que esta
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oferece na manutencdo da agua, na alimenta¢do animal e como produto
adicional do sistema. A valorizacao da alga tem também progredido com
o interesse no polissacarideo ulvano. Encontram-se reportadas centenas
de espécies de Ulva, sendo que as mais investigadas em relacdo ao
polissacarideo ulvano sao Ulva armoricana, Ulva compressa, Ulva lactuca,
Ulva pertusa e Ulva rigida. O ulvano encontra-se de forma estrutural na
parede celular da alga, interagindo com proteinas e ides (Lahaye e Robic,
2007). As vérias espécies de Ulva disponiveis e o polissacarideo ulvano
sao certamente tesouros do mar com muito potencial ainda por explorar.

3.0 ulvano

3.1 Extraccao

O polissacarideo ulvano é um dos constituintes da parede celular de
varias espécies de Ulva. Estima-se que os polimeros da parede celular da
alga representam uma percentagem bastante significativa da matéria seca
da alga, na ordem dos 38 a 54% (Lahaye e Robic, 2007). Para além do
ulvano, que é altamente soldvel em agua mesmo a temperatura ambiente,
encontram-se outros polimeros solliveis da parede celular da alga, tal
como xiloglucanos, e outros insoluveis, por exemplo a celulose. Outros
factores a ter em conta na extraccao do ulvano sdo os pigmentos verdes
caracteristicos da alga, o seu elevado teor proteico, bem como os lipidos
constituintes das membranas e parede celular. De forma simplificada, a
extraccao do polimero ulvano é composta, pelo menos, dos seguintes
passos principais: (i) ruptura estrutural da parede celular; (ii) isolamento
da fase aquosa contendo todas as moléculas soliveis; (iii) remog¢do de
contaminantes, impurezas e outras substancias nao-desejadas (outros
polimeros, pigmentos, proteinas e lipidos) (Alves e col, 2010). As
caracteristicas fisico-quimicas do polissacarideo extraido, seu grau de
pureza e o rendimento de processo podem variar consideravelmente
com a espécie, condicdes de crescimento e armazenamento da alga, bem
como com os métodos de extraccdo usados (por exemplo temperatura, pH,
duracdo do processo, entre outros).

A ruptura da parede celular pode ser levada a cabo a partir da alga fresca,
pelo seu congelamento, ou a partir da alga previamente desidratada.
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Em qualquer dos casos, o passo seguinte é a fragmentacdo da alga para
aumentar significativamente a area superficial de extrac¢do. Os primeiros
passos de tratamento da alga também podem ter impacto na qualidade
do ulvano extraido (Robic e col.,, 2008). A extrac¢do de ulvano é feita
por meio aquoso (opcionalmente na presenca de um catido divalente
quelante, tal como oxalato de aménio), visto este ser solivel em agua,
0 que imediatamente elimina questdes de contaminac¢do por celulose.
O meio aquoso pode ser simplesmente agua destilada ou podem ser
usadas solugdes aquosas acidificadas, apesar destas poderem degradar
parcialmente o polimero, reduzindo o seu peso molecular (Yaich e col,,
2013). O rendimento do processo de extraccdo é favorecido pelo uso
de temperaturas elevadas, sendo que estas podem também contribuir
para a diminui¢do do peso molecular do polimero recolhido. O processo
de extraccdo mais comum é a imersao em 3agua com aquecimento e
agitacdo, em geral a uma temperatura que varia entre os 65 °C e 90 °C.
Estd também reportada a extraccao de ulvano com recurso a pressao pelo
uso de um ciclo de autoclave a 125 °C durante quatro horas, contudo nao
existem dados sobre o peso molecular ou grau de sulfatacdao do composto
extraido (Qi e col,, 2012). Os métodos disponiveis para purificar o ulvano
extraido sao muito variados e direccionados para o tipo de contaminante
que se deseja remover. Os métodos de purificacdao tém impacto sobre
as caracteristicas do ulvano obtido e o seu grau de pureza (Costa e col.,
2012). A seleccdo dos passos de purificagdo deve ter em conta a aplicacdo
final do ulvano e os requisitos associados. A titulo exemplificativo, o grau
de pureza requerido para aplicagoes médicas é muito mais elevado de que
para solugdes nutracéuticas.

Enquanto pequenas variagdes ao processo de extraccao podem afectar
o ulvano do ponto de vista do seu peso molecular, polidispersao e grau
de sulfatacao, é igualmente verdade que questdes relacionadas com
a escolha da alga e as suas condicbes de cultura tém também grande
relacdo com a unidade de repeticao mais comum no ulvano extraido,
bem como a natureza e teor de impurezas que acompanham a extrac¢ao
(outros acucares e proteinas). As diferencas encontradas no polissacarideo
ulvano quando extraido de diferentes espécies de Ulva e de diferentes
colheitas mostram uma certa variabilidade em funcdao das estacoes
do ano (correntes, temperaturas, ciclo de vida, exposicao solar) e da
disponibilidade de alimento (Robic e col., 2009). Todos estes parametros
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sdo factores de controlo importantes para garantir sempre consisténcia
no processo de obtencao do ulvano. Contudo, os dados actualmente
existentes ndo permitem ainda seleccionar de antemdo determinadas
espécies e condi¢oes de cultura, ou época de colheita, para obter ulvano
com um definido conjunto de caracteristicas, que possa cumprir com
especificacdes pré-determinadas de forma consistente. A consolidagdo de
uma fonte de alga que permita o controlo da espécie e época de colheita,
associado a um processo de extraccao reprodutivel e preciso que possa ser
validado ira aproximar o ulvano a aplicaces concretas e com viabilidade
de mercado.

3.2 Caracterizagao estrutural e propriedades fisico-quimicas

O polimero ulvano, extraido de algas de acordo com 0s processos
anteriormente descritos, é finalmente isolado por liofilizagdo (secagem
por congelamento por vacuo) da solucdo de extraccdo purificada,
fornecendo assim a substancia na forma de um sélido amorfo, inodoro
e ligeiramente higroscépico. O aspecto visual do ulvano assim isolado
pode variar entre branco a castanho, dependendo da sua pureza. Ulvano
é altamente solUvel em agua a temperatura ambiente e pH neutro (>200
mg/mL) devido a sua natureza hidrofilica, mas é praticamente insoluvel
em todos os meios organicos, incluindo até solventes aproticos polares,
tais como o sulféxido de dimetilo (DMSO), N,N-dimetilformamida (DMF) e
N-metilpirrolidinona (NMP).

A estrutura quimica do ulvano pode ser convenientemente confirmada
através de andlise por ressonancia magnética nuclear de protdes (*H RMN)
em combinac¢ao com espectroscopia de infraveremelho por transformada
de Fourier (FTIR). Como pode ser visto na Figura 7, o espectro de *H RMN
de ulvano mostra claramente picos entre os 3'3 e 4'6 partes por milhao
(ppm) que podem ser atribuidos aos aglcares de acido glucurénico
e ramnose, que constituem a principal unidade de repeticao A3S.
Particularmente distinguiveis sdo os picos do grupo metilo (CH,) de
ramnose aproximadamente aos 1'3 ppm e os protées anoméricos do acido
glucurdnico e ramnose entre 4'8 e 5 ppm.
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Figura 7. Espectros *H RMN de ulvano (superior), acido glucurénico (meio) e ramnose (inferior),
todos a 60 °C com concentragdo de 1% m/V em dgua deuterada (D,0).

O espectro FTIR de ulvano, apresentado na Figura 8, exibe os principais
picos de ulvano com boa resolucdo. Pode-se identificar claramente picos de
acordo com os grupos hidroxilo periféricos, hidrocarbonetos alifaticos, acido
carboxilico e grupos sulfato. As atribui¢des dos picos sao listadas na Tabela 1.

i)

wT

A1 1 1

Figura 8. Espectro FTIR de ulvano (disco KBr)
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Tabela 1. Atribuicdo dos principais picos de ulvano no espectro FTIR apresentada em

Figura 8.

3400 OH
2900 C-H
1650 COH
1250 0-50,
1000 CH-O-CH

Dependendo da sua utilizacao e se considerado desejavel, a molécula
de ulvano pode ser caracterizada por outras técnicas complementares.
Por exemplo, o grau de sulfatacdo pode ser determinado por anélise
elementar por combustdao da amostra. No caso de ulvano extraido de
Ulva lactuca, o grau de sulfatacdo encontra-se habitualmente na ordem
dos 4 a 5%. Outras caracteristicas, tais como peso molecular médio,
polidispersao e/ou viscosidade intrinseca podem ser avaliadas por uma
técnica denominada cromatografia de permeacdo em gel/cromatografia
de exclusao de tamanho. O peso molecular médio de ulvano é bastante
variavel, tipicamente entre 100 a 600 kDa e a sua polidispersao situa-
se habitualmente entre 2 e 10, ou mais. Como o ulvano é um polimero
de origem natural, deve ser esperado que o polissacarideo contenha
determinadas impurezas nao-desejadas. Por exemplo, se as algas sao
recolhidas a partir de aguas ricas em metais pesados, é provavel que
possam ser encontrados residuos (partes por milhdo, ppm) de chumbo,
merclrio e cadmio, entre outros metais pesados, através de analise por
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado.
Para além de ulvano, outras substancias, tais como proteinas, podem
ser solubilizados a partir das paredes celulares de Ulva e podem passar
para o produto final. A quantificacdo de proteina total pode ser realizada
por deteccdo colorimétrica baseado na reducdo de Cu?* para Cu* por
proteinas, usando o ensaio de acido bicinconinico (BCA). A reducdo de
cobre em meio alcalino é detectada pelo produto de cor roxa, resultado
da quelacao de duas moléculas de acido bicinconinico com ides Cu*. Por
Gltimo, endotoxinas com origem na membrana exterior da parede celular
de bactérias Gram-negativas podem estar presentes no extracto de
ulvano, como em qualquer outro material de origem natural. Os niveis de
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endotoxinas no ulvano podem ser determinados pelo teste LAL (lisado de
amebocitos de Limulus) conforme descrito na Pharmacopeia Europeia (Ph.
Eur. 2.6.14).

O ulvano possui uma forte capacidade de ligagao a catides e é capaz de se
ligar a varios metais, incluindo metais pesados. E conhecido que o cddmio
é capaz de deslocar o calcio da parede celular da Ulva lactuca, e o ulvano
tem uma afinidade muito maior para o cddmio do que para o célcio (Lahaye
e Robic, 2007). Tal como, também é sabido que o ulvano é responsavel
por fixar cobre na estrutura da alga ulva amoricana (Lahaye e Robic,
2007). Estes aspectos sdo altamente relevantes e devem ser mantidos em
mente quando se considera ulvano para uso em aplica¢ées medicinais ou
biomédicas, até porque os niveis de metais téxicos e metais pesados tém
de ser estritamente controlados, pelo que essas impurezas ndo devem
estar presentes a niveis acima de algumas partes por milhdo. Assim, todos
os lotes de ulvano para uso em tais aplicacdes devem ser rigorosamente
testados para garantir que tais catides ndo desejados ndao permanecem
ligados ao polimero. Titulacdo acidométrica de ulvano isolado de Ulva
amoricana confirmou afinidade para catides na seguinte ordem; Al > Cu >
Pb > Zn > Cd = Mn > Sr > Mg = Ca. No caso de catides de cobre, o grau de
quelacao é controlado principalmente pelo teor em acido idurénico.

Conforme referido anteriormente, o ulvano é altamente solivel em agua
e em outros meios aquosos, mas tem tendéncia para formar solugées com
viscosidades muito baixas. Foi reportada viscosidade mais baixa para
ulvano extraido de Ulva pertusa a 120 °C em vez de 20-90 °C e este facto
pode provavelmente ser explicado pela degrada¢ao do polissacarideo a
temperaturas mais elevadas (Yamamoto, 1980). Também tem sido relatado
que processos de extraccao diferentes, incluindo os métodos enzimaticos
e quimicos, podem ter um forte impacto sobre as propriedades reolégicas
de solugdes de ulvano (Yaich e col., 2014).

O comportamento reolégico de solugoes de ulvano também tem sido
estudado no que se refere ao efeito da velocidade de corte na viscosidade
(Yaich e col,, 2014, Shao e col,, 2014). Os resultados mostram que a
viscosidade de solugoes de ulvano é dependente da taxa de corte. Em
geral, as solucbes de ulvano apresentam um comportamento ligeiramente
pseudoplastico, visto que a viscosidade da solu¢ao tende a diminuir a
medida que aumenta a taxa de corte, como apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Comportamento do fluxo do ulvano dissolvido em dgua a uma concentragdo de
3% m/V.

3.3 Potenciais aplicacdes biomédicas

Para ser considerado adequado para aplicacdes biomédicas, tais como
engenharia de tecidos e medicina regenerativa, é obrigatério que
qualquer material seja biocompativel (ndo-citotéxico) e biodegradavel
ao longo do tempo. Uma vez que o material tenha exercido o efeito
terapéutico desejado, o mesmo pode ser eficientemente removido pelo
organismo sem dar origem a quaisquer produtos metabolicos ou produtos
de degradacao que possam exercer efeitos toxicos.

Teoricamente, biomateriais obtidos a partir de fontes naturais, tais como
plantas ou algas devem ter uma maior propensao para cumprir com estes
critérios elementares.

Neste sentido, o ulvano parece posicionar-se como um polissacarideo
sulfatado estruturalmente Unico de origem ndo-animal. Ndo obstante,
apesar de potencialmente cumprir com os critérios acima mencionados, o
ulvano permanece praticamente inexplorado como um novo concorrente
na area biomédica.
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A formacdo de hidrogéis reticulados por forcas fisicas ocorre quando
as cadeias poliméricas individuais sdo estabilizadas por forcas fracas,
tais como interaccdes electrostaticas e hidrofébicas. E claro que tais
interacgoes sao fracas e facilmente quebradas por alteragcdes nas
condigoes fisicas, tais como forga idnica, pH da solucdo, temperatura ou
por outras fontes de estresse. Normalmente hidrogéis formados sob tais
condic¢des sao frageis e inadequados para a maioria das aplicacdes. Além
disso, hidrogéis baseados em polissacarideos muitas vezes apresentam
propriedades mecanicas deficientes, decorrentes da grande capacidade
de absorcdo de agua e inchamento, que resulta em estruturas de poros
abertos e arquitectura débil. A presenca de grupos polares, tais como
grupos carboxilo e sulfato, leva a uma absor¢cdao de agua ainda maior,
reduzindo mais a possibilidade de obtencdo de hidrogéis mecanicamente
estaveis. Embora existam muitas estratégias para melhorar a estabilidade
do hidrogéis, as mais comuns incluem a formacdo de redes intercaladas
com polimeros de cargas opostas, a adicao de aditivos inorganicos e
introducdo de grupos funcionais quimicamente reactivos para permitir
outras formas de reticulacao mais permanentes.

O ulvano é um poli-electrélito anidnico, devido a presenca de varios
grupos carboxilicos e de sulfato nas unidades de acido glucurénico
e ramnose, respectivamente. Devido aos valores de pKa destes
substituintes periféricos, ambos os residuos existem principalmente no
estado desprotonado, mesmo a pH neutro. A carga liquida de ulvano, por
conseguinte, ird depender fortemente do pH e da forca i6nica do meio
de solucdo. Surpreendentemente, para um polissacarideo sulfatado com
peso molecular relativamente elevado, o ulvano mostra uma tendéncia
para formar géis frageis, o que em parte pode ser devido a interac¢oes
electrostaticas desfavoraveis entre os grupos funcionais carregados
da molécula, que impedem a formacao de zonas de juncao estaveis e
uma conformacdo ordenada das cadeias do polimero. Neste aspecto, o
comportamento do ulvano é muito diferente do de alginato por exemplo,
o qual forma facilmente estruturas reticuladas através de gelificagcdo por
via ionotrépica na presenca de catides divalentes.

O mecanismo de formacdo de géis de ulvano ndo é totalmente
compreendido, mas é conhecido que o acido bérico, ides de calcio e um
pH ligeiramente basico (entre 7'5-8) sdo necessarios para formar um gel
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(Lahaye e Robic, 2007). As concentragdes 6ptimas para a formacao de um
hidrogel de ulvano extraido de Ulva armoricana foram 15-33 mM de 4cido
bérico e de cerca de 7 mM de célcio a pH 7'5. Concentra¢des mais altas
de ides, maior ou menor pH e ides de tampao fosfato ndo foram eficazes.
Além disso, ulvano na sua forma de sal de sédio ndo forma géis por adicao
de acido bérico a pH 7'5, o que indica que a formacdo de um hidrogel de
ulvano requer especificamente o calcio ou um outro catido divalente.

O gel é termoreversivel pelo que apenas liga¢des fracas estao envolvidas.
Foi inicialmente sugerido (Huang, 1976) que um ndmero limitado de
ésteres de borato é formado através do grupo funcional cis-diol dos
residuos de ramnose ndo sulfatados, e que os catides de calcio poderiam
formar complexos com, ou estabilizar os ésteres borénicos, tal como
apresentado nas estruturas A e B (Figura 10). No entanto, evidéncia
experimental a suportar essa teoria ndo foi encontrado por B RMN,
apesar de se tratar de uma técnica altamente sensivel (Lahaye e col.,
1998). Os autores postularam que isto pode ser devido a quantidade de
modificacao do éster borato se encontrar abaixo do limite de deteccao por
esse método. Alternativamente, a taxa de dissociacdo entre o acido bérico
de borato éster-ulvano /ulvano livre pode ser muito rapido na escala de
tempo de espectroscopia de RMN ou que os espectros de ulvano livre e do
complexo ulvano-borato sao simplesmente indistinguiveis.
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Figura 10. Possiveis interac¢oes de borato e calcio na formacdo de hidrogéis de ulvano.
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Mais tarde, foi ainda sugerido que os grupos sulfatos e carboxilicos
também podiam coordenar-se ao catido de calcio tal como apresentado
em estruturas C e D (Figura 10), contribuindo assim para o mecanismo de
gelificacdo (Lahaye e Axelos, 1993). De qualquer forma, o assunto é ainda
controverso e precisa de melhor esclarecimento.

A solubilidade do ulvano é aprecidvel apenas em agua devido a sua
carga negativa e natureza hidrofilica. Esse facto limita a gama de
reac¢des quimicas possiveis sob condi¢ées aquosas e poderia influenciar
negativamente a versatilidade do ulvano como uma plataforma para
novos biomateriais adaptados especialmente para cada situacao
concreta, através de uma abordagem de modificacao quimica dirigida. De
grande interesse seria a descoberta de condi¢oes de reac¢do adequadas
para modificacdes especificas dos grupos funcionais periféricos,
nomeadamente os substituintes carboxilo e hidroxilo.

Hidrogéis podem ser quimicamente ou covalentemente reticulados e sao
considerados permanentes quando as zonas de juncdo entre as cadeias
poliméricas sdao formadas por meio de ligacdes covalentes. Se as novas
ligacbes ndo forem susceptiveis a clivagem através de mecanismos
enzimaticos ou hidroliticos, os hidrogéis sao normalmente estaveis
e resistentes a degradacdo. Até a data, tentativas para ultrapassar a
instabilidade mecanica de hidrogéis de ulvano reticulados fisicamente
tém-se centrado sobre modificacdes quimicas. Estes focaram naintroducao
de substituintes ndo saturados (ou seja ligagdes duplas carbono-carbono,
C = () na cadeia de ulvano, que devem permitir a formacdo de hidrogéis
mais fortes através de reticulacdo quimica promovida por luz visivel ou
ultravioleta (UV) na presenca de um foto-iniciador apropriado.

Convenientemente, ulvano possui dois tipos de grupos funcionais
reactivos, carboxilo e hidroxilo, ambos podem ser utilizados para
introduzir, de forma quimiosselectiva, grupos metacrilato, como pode ser
visto na Figura 11.
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Figure 11. Funcionalizacdo de ulvano com substituintes metacrilato. Reagentes: a) anidrido
metacrilico, H20, pH 7-8, 4 °C, 24 h; b) metacrilato de glicidila, H20, pH 3’5, temperatura
ambiente, 7 dias. Copyright © 2010 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

A reaccdo do ulvano com reagentes organicos ndo é de todo facil, pela
insolubilidade destes em meio aquoso. Por isso, as reac¢des ocorrem em
condicdes heterogéneas, e o grau de substituicdao obtido é geralmente
baixo (0'5 a 1%). Além disso, um grande excesso de cada agente de

metacrilacdo é sempre necessario devido a hidrélise competitiva do
reagente pela propria agua ao longo da reacgao.

Na primeira reaccao, ulvano foi dissolvido em agua destilada a temperatura
ambiente e um grande excesso de anidrido metacrilico foi adicionado
lentamente (Dash e col., 2014). O pH da mistura de reac¢ao foi controlado
entre 7 e 8 por adicao gota a gota de uma solucao de hidroxido de sé6dio
aquoso e deixou-se reagir a 4 °C durante 24 h. Em seguida, a reaccdo foi
terminada por precipitacao com etanol, e o produto dialisado contra agua.
A liofilizagdo proporcionou o produto n® 14, metacrilado selectivamente
no grupo 3" -hidroxilo do residuo de acido glucurénico. O rendimento de
14 variou de 60 a 75% e o grau de substituicdo (0'7-1'1%) foi calculado a
partir do espectro de *H RMN por razdo da area do pico do grupo metilo de
metacrilato para a area do sinal do grupo metil da ramnose.

No segundo caso, ulvano foi dissolvido em agua destilada a temperatura
ambiente e o pH da solucdo foi ajustado para 3'5 pela adicdo de uma
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solu¢do aquosa de acido cloridrico. Em seguida, um excesso de metacrilato
de glicidila foi adicionado gota a gota e a solucdo resultante foi agitada
vigorosamente durante sete dias a temperatura ambiente (Morelli e
Chiellini, 2010). Durante o decorrer da reaccao, o pH foi monitorizado e
mantido a 3'5. No final deste tempo, o ulvano modificado foi purificado
por precipitacdao com etanol, duas vezes. Depois de dialise contra agua
e liofilizacdo, o produto n°® 15 foi obtido, desta vez selectivamente
modificado no grupo 3-hydroxilo do residuo de ramnose. O rendimento
do produto foi inferior (entre 20 e 40%) e o grau de substituicdo calculado
foi 0'5%. Em ambos os casos, as estruturas dos produtos modificados 14 e
15 foram confirmadas através de analise por *H RMN e FTIR.

Solugdes de 14 e 15, ambas a uma concentracdo de 5% m/V foram
preparadas em agua. Uma pequena quantidade de um foto-iniciador de
baixa citotoxicidade, IRGACURE 2959 (0'25% m/V), foi adicionado e as
solugdes foram expostas a luz UV com comprimento de onda de 365 nm
durante um curto periodo de tempo (< 10 minutos). Subsequentemente, as
solucdes reticuladas foram liofilizadas para se obter as estruturas secas de
ulvano. Porém as reac¢des de polimerizagao ndo foram completas e apés
cerca de 10 minutos de exposicao a luz UV, o grau de reticulacao foi inferior
a 70%, como determinado por integracao dos picos correspondentes aos
protoes olefinicos da ligacao dupla carbono-carbono que ndo reagiu. Esta
baixa eficiéncia de reticulacdo é bastante anormal, e tem sido sugerido
que a actividade antioxidante do ulvano (Qi e col.,, 2005b), pode interferir
ou neutralizar os radicais formados durante a irradiacao de UV, reduzindo
assim a taxa de foto-polimerizacdo. Tem sido relatado que o ulvano
possui actividade contra radicais de superdxido e hidroxilo (Qi e col,
2005b), propriedades que podem contribuir para inibir a reac¢do de foto-
polimerizacao.

A capacidade de inchamento dos hidrogéis formados por reticulacao UV
dos compostos 14 e 15 foi testada. Esta propriedade é responsavel por
muitas caracteristicas dos hidrogéis, tais como a estabilidade mecanica,
enzimatica e estabilidade quimica, permeabilidade e biocompatibilidade.
Apo6s dois dias de imersao em solucdo salina de tampdo de fosfato,
hidrogéis formados a partir de ulvano metacrilado (n° 14) foram muito
mais estaveis em termos de textura, resisténcia e propriedades mecanicas.
Ao contrario, depois de apenas dois dias de imersao, as experiéncias com

929



Valorizacao dos Recursos Marinhos
Biomateriais em Regeneracao de Tecidos

hidrogéis formados a partir de ulvano metacrilado (n° 15) tiveram que ser
interrompidas, uma vez que estes hidrogéis apresentavam propriedades
mecanicas fracas e ndo podiam ser manipulados adequadamente. Pensa-
se que este comportamento esta relacionado com o grau relativamente
baixo de substituicdo por metacrilato (aproximadamente 0'5%), que
resulta num grau igualmente baixo de reticulacdo. Isto leva a producao
de um hidrogel mais hidrofilico no caso de 15, que permite uma maior
expansao em agua e da origem a menor estabilidade mecanica.

N3o obstante estes problemas, os hidrogéis produzidos a partir de ulvano
metacrilado (n° 14) poderdo representar bons candidatos como estruturas
tridimensionais citocompativeis para a encapsulacdo de células. A
propriedade antioxidante do ulvano, bem como sua capacidade para
neutralizar radicais livres, podera compensar o impacto negativo sobre
as células de quaisquer espécies reactivas formadas durante a reaccao
de foto-polimerizacdo. Além disso, a textura macia destes hidrogéis,
que é uma consequéncia do baixo grau de substituicao e polimerizacao
do ulvano, pode ser apropriada para a correcta adaptacao morfolégica e
proliferacao de células, para a qual a rigidez da matriz é crucial.

Enquanto polissacarideo poli-aniénio e com diversos grupos reactivos
disponiveis, as possibilidades do ulvano na drea biomédica ndo se esgotam
no seu uso enquanto hidrogel. Por si, modificado ou em combinag¢ao com
outros compostos, o ulvano é uma molécula natural e disponivel para
incorporacao em diversos tipos de estruturas. Podemos mencionar um
trabalho de desenvolvimento de filmes a base de ulvano para aplicacées
de libertacdo controlada em feridas dérmicas (Alves e col., 2012a), onde
se toma proveito da capacidade de absorcao de agua do polimero. Algum
esforco foi também direccionado a producdo de particulas (Alves e col.,
2012b) e nanofibras (Toskas e col, 2011), onde o ulvano é manipulado
em combinagdo com outros elementos, contudo o uso de ulvano como
biomaterial é ainda uma area parcamente explorada com promessa de
crescimento nas préximas décadas.

3.4 Propriedades bioldgicas

Na valorizacdo do polissacarideo ulvano considera-se nao s6 as suas
propriedades fisico-quimicas, mas também as propriedades biolégicas

100



ESTRUTURA E PROPRIEDADES DO ULVANO, UM POLISSACARIDEO SULFATADO...
Biomateriais em Regeneracao de Tecidos

que lhe estdo atribuidas. A interaccdo de um composto com sistemas
biolégicos é de fundamental importancia, podendo oferecer muitos
beneficios em areas como o desenvolvimento de novos farmacos e
produtos nutracéuticos, ou de formulacdes dermocosméticas mais eficazes.
Isto é especialmente relevante quando o composto é criado pela propria
natureza, com as vantagens chaves de ser de origem ndo-animal, e de uma
fonte abundante e renovavel. As propriedades biolégicas reportadas até
a data reforcam o interesse cientifico e o potencial comercial do ulvano.

No decorrer de varios trabalhos cientificos, foram atribuidas ao ulvano
varias propriedades com potencial para o desenvolvimento de novas
solucbes terapéuticas na area da salde humana, incluindo actividade
anticoagulante, anti-hiperlipidico e imunomodulatério.

A possibilidade de substituir a heparina por moléculas de origem nao-
animal tem levado a uma vasta procura de novas moléculas. Um estudo
realizado in vitro mostrou que o ulvano interfere nas vias intrinsecas
da coagulagcdo do sangue (Mao e col, 2006), aumentando o tempo
de coagulacdo sanguinea em semelhanca com o farmaco heparina.
Apesar da semelhanca entre a estrutura do ulvano e da heparina (um
glicosaminoglicano), os dados apontam para que o mecanismo de
inibicdo da via de coagulacdao nao seja exactamente equivalente.
Contudo, supde-se que os grupos sulfato do ulvano e a sua disposicao
no polimero tenham um papel crucial na sua actividade anticoagulante
(Mao e col., 2006).

O valor j& demonstrado pela Ulva enquanto suplemento alimentar
incentivou um estudo mais aprofundado do impacto do ulvano na dieta.
Experiéncias efectuadas em ratos permitiram concluir que a introducao de
ulvano na alimentacdo provocou uma diminuicao dos niveis de colesterol
tipo LDL no sangue (Pengzhan e col, 2003). Os autores avangam a
possibilidade de o ulvano interferir com a absorcao de acidos biliares,
obrigando desta forma a que o colesterol tipo LDL seja removido da
corrente sanguinea para o figado e convertido em acidos biliares, como
forma de compensacao. Este efeito foi associado directamente com o peso
molecular e viscosidade do ulvano em teste, indicando uma vez mais a
relacdo da actividade biolégica com as caracteristicas fisico-quimicas da
molécula (Pengzhan e col., 2003).
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S3o inimeras as patologias que podem ser relacionadas com o sistema
imunitario, quer pela sua estimulacdo, bem como pela sua dorméncia.
Compostos imunomoduladores, que consigam estimular a resposta do
sistema imunitario quando este por algum motivo estd pouco ou nao
activo, sao atraentes para diversas aplicacdes, como terapias oncolégicas.
O ulvano mostrou em ensaios in vitro e in vivo activar células macréfagas
e a producdo de vérias citoquinas (Kim e col,, 2011). Existe semelhanca
estrutural entre o ulvano e glicosaminoglicanos associados a processos de
estimulacdo inflamatéria, como o sulfato de condroitina.

A importancia da estrutura do ulvano na sua actividade biologica
corresponde as expectativas, uma vez que a sulfatacdo é considerada
um factor geral de actividade biolégica entre polissacarideos, e a sua
composicao com acidos urénicos o torna similar a glicosaminoglicanos.
Os glicosaminoglicanos sao uma familia de polissacarideos lineares, na
sua vasta maioria sulfatados e com acidos urénicos, que interagem com
proteinas e tém multiplas e essenciais funcées nas células. Mas existem
ainda outras propriedades biolégicas ja identificadas no ulvano, por
exemplo anti-adesdo bacteriana (Gadenne e col.,, 2013) e activador das
defesas em plantas superiores (Jaulneau e col., 2010).

Transversal a muitas areas é a procura de novos compostos com capacidade
anti-oxidante. Estudos in vitroindicam que ulvano extraido da Ulva pertusa
tem a capacidade de sequestrar radicais livres e que esta propriedade
estard associada ao grau de sulfatacdo e peso molecular do polissacarideo
(Qi e col.,, 20053,b). Estes estudos abrem portas a um vasto leque de
potenciais aplicagcdes para o ulvano, do sector alimentar a farmacéutica,
passando pela dermocosmética e veterinaria.

A pesquisa de solu¢des de revestimento de superficies que permitam
bloquear a colonizacdo por microorganismos é desejada por varios
sectores, desde a alta tecnologia das préteses biomédicas, até aos sistemas
de embalamento de alimentos. No caso de um estudo da incorporacdo de
ulvano em superficies de titanio, verificou-se uma reducdo de 90% da
adesdo de Pseudomonas aeruginosa, seguida de uma fraca capacidade de
colonizacdo (Gadenne e col., 2013). A potencial utilidade do ulvano para
aplicacdo em biofilmes anti-adesivos é assim uma possibilidade a merecer
investimento e exploracao.
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Para além da competéncia ja mostrada do ulvano interagir em processos da
biologia humana, foi também identificada a sua capacidade de promover
processos em plantas superiores, criando assim novas possibilidades na
area da agricultura sustentavel. Foi demonstrado que a pulverizacao de
solugcdes de ulvano estimula as defesas das plantas contra ataques de
fungos. A pulverizacdo de ulvano em feijoeiros estimulou a producao
da enzima glucanase, promovendo a defesa destes contra o fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Freitas e Stadnik, 2012).

4. Consideracoes finais

Alistadepropriedadesbiolégicasdoulvanotemjaumadimensaoapreciavel,
e vai para la da sua semelhanca estrutural com glicosaminoglicanos, tais
como sulfato de condroitina e acido hialurénico. Como o ulvano parece
apresentar um conjunto de propriedades fisico-quimicas e biologicas
superior a essas substancias, é admissivel propor ulvano como candidato
para futuramente vir a substituir moléculas ja com longa hist6ria no campo
de medicina, mas com notaveis limitacdes de eficacia, duracdo do efeito
ou seguranca em determinadas areas e aplicagoes.

Por isso, o interesse nas propriedades do ulvano é crescente e notério, e
por certo levara a mais descobertas e a elucidagao dos mecanismos de
accao envolvidos. Exploracao inteligente desse polissacarideo sulfatado
de origem natural pode representar uma abordagem alternativa a
utiliza¢ao de polimeros sintéticos ou de origem animal.

Mas sobretudo é esperado que nos préximos anos o conhecimento ja
gerado permita que este recurso oferecido pelos mares da peninsula
ibérica esteja a ser utilizado em aplicacdes concretas que inovem e
melhorem a salde e qualidade de vida de muitas pessoas.
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Resumo

Os polissacarideos de origem marinha tem recebido atencao crescente,
quer dos cientistas, quer dos engenheiros a nivel industrial, pelas varias
propriedades que lhes sao conhecidas, bem como pela variedade quimica
que evidenciam. S3o originarios de um meio ainda pouco explorado, mas ao
qual se tem procurado aplicar estratégias sustentaveis de utilizacdo, pelo
que o seu potencial de aplicacao &, de facto, impressionante. Neste capitulo,
sera dada particular énfase a dois polissacarideos — quitosano e fucoidana
—a titulo de exemplo, em ambos os casos atendendo a sua semelhanca aos
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular e porisso prometendo
interesse muito significativo para a regeneracdo de tecidos.

1. Introducao

Em muitas patologias resultantes de acidentes ou doencas, o corpo humano
sofre perda significativa de tecidos que ndo é capaz de regenerar. Em
algumas dessas situagoes tém sido explorados diversos tipos de proteses,
desde dispositivos metalicos até material bioloégico de diversos dadores
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ou mesmo do proprio paciente. No entanto, nenhuma destas abordagens
corresponde a uma solugdo definitiva, estando associadas a insuficiente
recuperacao de funcgdo, resposta imunologica severa e rejeicao da protese,
para além da escassez de dadores compativeis, entre outros. Procurando
combater estas dificuldades, a Ciéncia tem visto desenvolver-se uma nova
area de trabalho: a engenharia de tecidos humanos (Langer e Vacanti,
1993), que visa a regeneracdo destes através de abordagens incluidas
num campo mais alargado denominado como medicina regenerativa.
A estratégia geral de engenharia de tecidos inclui o desenvolvimento
de estruturas poliméricas biodegradaveis nas quais se fara a cultura de
células, visando o desenvolvimento de um tecido in-vitro que possa ser
implantado no paciente e que promova a regenerac¢ado do tecido em falta
através de uma excelente integracdao com os tecidos circundantes do
local de implantacdo. Para o desenvolvimento desses sistemas de suporte
a cultura celular — designados como scaffolds — tém sido selecionados
diversos polimeros, de origem natural ou produzidos por sintese quimica
ou por microorganismos geneticamente modificados, que podem ser
processados por diversas tecnologias para originar as estruturas porosas
ou hidrogeis pretendidos. Dentro dos polimeros naturais, tem sido dada
énfase aos que desempenham uma funcdo de suporte no organismo
de origem, procurando mimetizar a matriz extracelular dos animais,
nomeadamente algumas proteinas e polissacarideos, como colagénio e
fibroina da seda ou celulose, amido, alginato e quitosano. Destacam-se
assim alguns de origem marinha, salientando o potencial deste meio como
fonte de matérias-primas muito diversas para o isolamento de polimeros
com variadissimas propriedades quimicas e bioldgicas, para além das
morfologias extremamente interessantes que se podem encontrar em
muitos organismos marinhos (Silva e col., 2012a).

De facto, nos altimos anos tem sido possivel ultrapassar algumas
limitacbes tecnolégicas que impediam a maior exploracdo do meio
marinho e tém sido propostos varios polimeros com interesse biolégico e
biomédico, que se juntam ao agar, conhecido ha muitos anos (Renn, 1984).
Surgem assim a quitina e o quitosano (que correspondem na verdade a
mesma familia de polimeros, sendo o segundo a versao mais desacetilada
do primeiro, existente em diversas classes de seres vivos e constituindo
o segundo polimero natural mais abundante, a seguir a celulose), o
alginato, as carrageninas, a condroitina sulfato e outros polissacarideos
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sulfatados. Todos eles, sendo polissacarideos, sdo caracterizados por uma
cadeia polimérica constituida por diferentes acucares e seus derivados,
com predominancia para a glucose e seus derivados glucosamina e acido
glucuroénico, galactose e galactosamina, fucose, entre outros; podendo
varios deles possuir um ou mais grupos sulfato, ligados entre si por
ligacbes glicosidicas. Embora possam ser aparentemente semelhantes,
pequenas diferengas na sua estrutura sao responsaveis por alteracdes
significativas nas suas propriedades. Por exemplo, a quitina e o quitosano
distinguem-se pela presenca de grupos amina livres e passiveis de serem
protonados em solucdes acidas, particularmente o quitosano em que os
grupos amina livres sao muito mais abundantes, correspondendo assim a
um policatido, sendo o Unico conhecido de origem natural. Por outro lado,
polimeros naturais com carga negativa — polianides — sdo caracterizados
pela presenca de grupos sulfato (-0SO,’), como as carrageninas ou a
fucoidana, ou carboxilato (-CO0O), como o alginato.

Para nado tornar o capitulo demasiado longo e sublinhando o carater
ilustrativo e de divulgacao que se pretende dar a este texto, foram
selecionados dois polissacarideos que serdo discutidos em maior detalhe
nas seccoes seguintes: quitosano e fucoidana. Em ambos os casos tém sido
estudados como modelos dos glicosaminoglicanos presentes na matriz
extracelular e de seguida serdo abordados os processos de producdo a
partir de organismos marinhos e a sua utilizagdo em contexto biomédico.

2. Quitina / Quitosano

A quitina é o segundo polimero natural mais abundante, depois da celulose.
Trata-se concretamente de um polissacarideo, composto por monémeros
de N-acetil-D-glucosamina e de D-glucosamina, unidos por ligacdes p-D-
(1— 4) (Cheng e col., 2014b). Existem dois tipos de quitina na natureza,
a e B, entre as quais existem diferencas estruturais (forca das ligacoes
por pontes de hidrogénio, for¢as intermoleculares e cristalinidade). Estas
diferencas terdo influéncia nas propriedades fisico-quimicas exibidas
pelos polimeros, nomeadamente solubilidade e reatividade em solucdes
alcalinas (Jung e Zhao, 2014) moisture absorption ability and deacetylating
reaction of B-chitin extracted from jumbo squid (Dosidicus gigas. Em
funcao do tipo de fonte marinha a partir da qual é extraida, obteremos um
tipo ou o outro de quitina. A a-quitina é o tipo mais abundante na natureza
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e dentro do ambito marinho encontra-se formando parte do exoesqueleto
de varios crustaceos. A fonte comercial mais importante de a-quitina
sao o caranguejo e o camardo. A B-quitina, por outro lado, encontra-se
nos endoesqueletos de alguns moluscos (Langer e Vacanti, 1993, Kim e
Mooney, 1998, Rinaudo, 2006, (Cheng e col., 2014b).

2.1 Extracao da quitina e obtenc¢ao do quitosano

A quitina estad presente no exoesqueleto de caranguejos e camardes
(a-quitina), sendo alguns exemplos dos géneros mais estudados os
seguintes: Erimacus (caranguejo), Cragon (camardo) e Homarus (lagosta)
(Campana-Fitlho e col, 2007). Esta quitina encontra-se intimamente
associada a proteinas, minerais, lipidos e pigmentos. Assim, para isolar
a quitina, a matéria-prima deve ser submetida a um processamento
quimico para a sua desmineralizacdo e desproteinizacdao. No primeiro
caso usam-se normalmente acidos fortes para a eliminacao do carbonato
de calcio, enquanto que no segundo utilizam-se normalmente bases
fortes que promovem a hidrélise das proteinas. Uma alternativa a este
ultimo tratamento quimico é a utilizacdo de microrganismos ou enzimas
proteoliticas (Gasperini e col., 2014, Younes e col., 2014). Os processos
anteriormente referidos nao sao suficientes para a eliminacdao dos
pigmentos vermelhos, carotendides, que formam parte dos exoesqueletos
dos crustaceos, pelo que se deverao lavar com acetona ou etanol para a
remocao dos mesmos (Hsieh e col.,, 2003, Maoka 2011). O uso de acetona
ou etanol também contribuird para eliminacdo dos possiveis lipidos
presentes.

A B-quitina é isolada essencialmente de endoesqueletos de lulas e chocos
(Jayakumar e col., 2010)X%t. Alguns exemplos de espécies mais estudadas
sdo: lllex argentinus (pota argentina), Dosidicus gigas (lula gigante),
Loligo vulgaris (lula comum) e Seppidae sp. (choco) (Silva e col., 2008a).
Inicialmente, os materiais para extracdo da quitina sao lavados com agua
para remover todas as impurezas. Pequenos pedacos dessa matéria-prima
sao depois obtidos por moagem e subsequentemente submetidos a um
processo de desproteinizacao, que envolve um tratamento com uma
solucdo aquosa de hidroxido de sodio na propor¢do de 1:15 (m/v) durante
24 horas, sob agitacao. O material obtido é lavado e seco para posterior
obtencao do quitosano. A extracao de -quitina tem a vantagem de que os
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processos de desmineralizacao e descoloragdo ndo sao necessarios, dado
que os minerais e pigmentos carotendides neste material estao presentes
em quantidades negligencidveis ou mesmo inexistentes (Reys e col., 2013,
Jung e Zhao, 2014).

A eliminacdo de grupos acetilo da quitina, desacetilacdo, dard lugar ao
derivado mais importante da quitina em termos de aplicagdes (aplicacoes
cosméticas, alimentares biomédicas e farmacéuticas), o quitosano
(Rinaudo, 2006). Esta desacetilagdo consegue-se deixando a quitina
reagir com hidréxido de s6dio (NaOH) concentrada (50% NaOH), a elevada
temperatura (90°-100° C) e durante vérias horas (Evans e col., 2002, Hsieh
e col.,, 2003, Reys e col., 2013). Concretamente, poderd se considerar que
se obteve quitosano a partir da desacetilacdao da quitina com um maximo
de 40% de unidades N-acetyl-d-glicosamino (Dimzon e col.,, 2013). A
obtencdo de quitosano pode ser confirmado também dissolvendo-o em
solugdes acidas diluidas. Para aplicacbes em engenharia de tecidos, o
quitosano deve ter um elevado grau de pureza e, por isso o polimero deve
ser submetido a um processo de purificacdo. O processo de purificacao
normalmente utilizado é o método de reprecipitacdao. Neste processo, o
quitosano é dissolvido numa solucdo diluida de acido acético (1% w/v)
e mantido sob agitacao por 24h. Depois disso, a solucdo é filtrada e a
precipitacdo do polimero é realizada usando uma solucdo de hidréxido
de s6dio. Durante a precipitacao, o pH deve ser medido para evitar que o
sistema atinja valores alcalinos altos que podem promover um processo
de desacetilacdo. No final do processo, o material precipitado é lavado com
agua destilada até o pH neutro e depois com etanol. O material purificado
deverd ser seco a temperatura ambiente ou liofilizado (Signini e Campana-
Filho, 1998, Reys e col., 2013).

As diferencas entre as quitinas o e 3 determinardo distintas propriedades
nos quitosanos obtidos a partir das mesmas.

2.2 Propriedades do quitosano

O quitosano apresenta caracteristicas muito interessantes, tais como a
biodegradabilidade, a biocompatibilidade, a atividade anti-microbiana, a
capacidade antioxidante, a auséncia de toxicidade, a acao hemostatica e
a natureza catidnica (Silva e col., 2010). Devido a sua estrutura cristalina
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estavel, o quitosano é normalmente insoldvel em agua, mas solivel em
solucGes acida diluidas. Nestas solu¢des a solubilizacao do quitosano é
promovida pela protonagao dos grupos amina (-NH,) livres presentes nas
suas unidades desacetiladas, com pKa préximo de 6'3. (Rinaudo e col,,
1999).

Com solugodes acidas diluidas do quitosano é possivel produzir membranas,
enquanto géis podem ser formados usando solucdes poliméricas
concentradas. Por sua vez, particulas e fibras podem ser produzidas
através do gotejamento ou contacto direto da solu¢ao de quitosano com
um banho de coagulacdo alcalino (Silva e col.,, 2010). Alternativamente,
estruturas porosas e tubos podem ser produzidos por liofilizacdo. A
natureza cationica do quitosano permite a formacao de complexos idnicos
com uma variedade de polimeros ani6nicos tais como alginato, gelatina,
entre outros (Mano e col., 2007, Silva e col., 2010). Além disso, interacoes
electrostaticas com glicosaminoglicanos (GAG), proteoglicanos e outras
moléculas de carga negativa também sdo investigadas (Reys e col., 2013) .

Recentemente, tem havido um interesse crescente na modificacdo
quimica do quitosano para melhorar a sua solubilidade e expandir as
suas aplicacoes. Varios tipos de reagdes quimicas, como por exemplo
reacoes de reticulacdo, copolimerizagao, carboximetilacao, entre outras,
sdo propostas na literatura (Alves e Mano, 2008). Estas reagdes ocorrem
preferencialmente através dos grupos funcionais reativos (grupos amina
e hidroxilo) presentes na estrutura quimica do quitosano (Rinaudo, 2006,
Alves e Mano 2008). Por exemplo, a introducdo de pequenos grupos
funcionais na estrutura do quitosano, tais como grupos carboximetilo,
pode aumentar drasticamente a sua solubilidade em solu¢ées com pH
neutro sem afetar o seu carater catiénico (Upadhyaya e col., 2014).

2.3 Misturas poliméricas a base de quitosano

0 uso de quitosano combinado com outros polimeros (quer naturais ou
sintéticos) tais como fibroina da seda (Silva e col,, 2008b, 2012b), proteina
da soja (Silva e col., 2005, 2007, Santos e col., 2013), acido hialurénico
(Correia e col., 2011), gelatina (Dhandayuthapani e col., 2010), e colagénio
(Sarkar e col.,, 2013), tem aumentado gradualmente ao longo dos anos. O
interesse nestas misturas para aplicacoes biomédicas deve-se as inimeras
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propriedades quimicas e biolégicas do quitosano, incluindo a sua grande
abundancia como recurso natural economicamente atrativo, propriedades
de absorcao, capacidade de formar membranas, bioadesividade, atividade
contra fungos e bactérias, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
poder hemostatico (Silva e col,, 2010). Diferentes matrizes poliméricas tais
como membranas, hidrogéis, estruturas porosas e micro/nanoparticulas
tém sido produzidas a partir de diferentes misturas poliméricas usando
variadissimas metodologias (Silva e col., 2010). Por exemplo, membranas
podem ser obtidas usando evaporacdo por solvente (Silva e col.,, 2008a)
enquanto hidrogéis podem ser processados por reagoes de reticulacdo,
complexacdo ou reacoes de copolimerizacdo (Alves e Mano, 2008). As
matrizes desenvolvidas podem ser utilizadas como substitutos dérmicos,
curativos para cicatrizacdo de feridas, estruturas tridimensionais (3D)
porosas para regeneracdo da cartilagem, osso e pele (ver Tabela 1).

Complexos de polieletrélitos (PEC) podem ser formados, por exemplo, pela
interacdo entre quitosano e gelatina, através da formacao de pontes de
hidrogénio e atracdo electrostatica entre grupos amino do quitosano com
grupos carboxilicos presentes na gelatina (Dhandayuthapani e col., 2010).
Em outros estudos a complexacao de quitosano com condroitina sulfato
tem sido usada para a producdo de nanoparticulas (Santo e col.,, 2012).
Investigacdes recentes descrevem o uso de interacdes entre quitosano
e proteinas e extratos de plantas medicinais para o desenvolvimento
de matrizes com propriedades mecanicas, biodegradabilidade e
biocompatibilidade adequadas pararegeneracdodapeleecartilagem(Silva
e col., 2005, 2008b, 20133, 2013d). Silva e colegas exploraram as misturas
de quitosano com gel de aloé vera para a producdo de membranas para
cicatrizagdo de feridas (Silva e col., 2013d). As membranas de quitosano/
aloé vera apresentaram valores de rugosidade, inchamento, atividade
antibacteriana e propriedades mecanicas superiores aos de membranas
de quitosano. Além disso, ensaios in vitro demonstraram que a adesdo e
proliferacao de fibroblastos humanos nas membranas de quitosano/aloé
vera foi superior ao verificado em membranas de quitosano (Silva e col.,
2013d).
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Tabela 1. Matrizes a base de quitosano para aplica¢des biomédicas.

Quitosano/aci- s s Estruturas Regeneracdo | (Correiae col.,
do hialurénico Liofilizacao porosas 3D | da cartilagem 2011)
Quitosano/ Evaporacao Aplicacoes (Silva e col.,
alginato por solvente Membranas biomédicas 2015)
Evaporacao Cicatrizagao (Silva e col.,
por solvente Membranas de feridas 2013d)
Quitosano/
aloé vera Evaporacao (
por solvente Cicatrizagao Silva e col,,
com reticu- Membranas de feridas 2013a)
lacao
Quitosano/ s Estruturas Regeneracao (Sarkar e col.,
colagénio Eletrofiacao porosas 3D da pele 2013)
Quitosano/ Libertacao . .
carboximetil- | Liofilizacao Complexos | controlada de (Blgl;t(:)cise)col.,
celulose farmacos
Reticulacao = :
STy Estruturas Regeneracao (Silva e col.,
. e Liofiliza porosas 3D | da cartilagem 2008b)
Quitosano/ cao
fibroina da -
seda Gelificacao (
usando : 4 Regeneragao Silva e col,,
liquidos Hidrogéis da pele 2012b)
ionicos
Ouit / . R = (Dhandayu-
'g:al%i?nnao Eletrofiacao Nanofibras e%t;nséiagao thapzagi S)COL,
Quitosano/ Fotopolim- : . Engenharia | (Coutinho e col,,
GGMA erizacio Hidrogéis | je’tecidos 2012)
(Silva e col.,
Quitosano/pro- | Evaporagao Cicatrizagao 2005, 2007,
teina da soja | por solvente Membranas de feridas Santos e)col.,
2013
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Cicatrizagao
Quitosano/pro- E(r)cl:fe;lsg de feridas (Silva e col
teinadasoja/ | gele Membranas Estratégias 2013¢)
TEOS vapolragao de regenera- <)
por solvente c30 bssea
C%:}Ec;sgra\c;ﬁ)pg;- E(r)ci)_ce:lsg Estruturas Engenharia (Silva e col.,
TEOS ) Lioﬁligzagéo porosas 3D de tecidos 2006)
gour:;[j?g?t?gg Complexa- | Nanoparticu- | Regeneracao (Santo e col.,
sulfato cdo las 6ssea 2012)
Quitosano/ Evaporacao Filmes Aplicacoes (Ferreira e col.,
PLLA por solvente biomédicas 2014)
Quitosano/ Fluidos su- Estruturas Engenharia (Duarte e col.,
PLLA percriticos porosas 3D de tecidos 2010)

. = Estruturas Engenharia (Costa-Pinto e
Quitosano/PBS Extrusao fibrosas 3D de tecidos col., 2014)
Quitosano/pol- Extrusdo Estruturas Regeneragdo (Neves e col,,

icaprolactona fibrosas 3D | de cartilagem 2011)

: : Evaporacao | Nanoparticu- =

Quitosano/bio- : _ | Regeneracao (Mota e col.,
vidro p\?err]st()el las/er]gr;bra periodontal 2012)

: PP Estruturas Defeitos os- | (Oliveira e col,,

Quitosano/HA | - Liofilizacao porosas 3D teocondrais 2006)

Abreviaturas: PLLA - poli-acido latico; HA - hidroxiapatite; PBS -
poli-butireno succinato; GGMA - goma gelana metacrilada; TEOS -
tetraetilortosilicato.
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2.4. Preparacao de sistemas poliméricos a base de quitosano

Os sistemas poliméricos, em particular membranas e estruturas porosas,
podem ser produzidos com os dois tipos de quitosano, obtidos de lulas ou
de crustaceos (Reys e col., 2013, Reys e col., 2015b).

Producao de membranas de quitosano

Membranas de quitosano podem ser obtidas pela técnica de evaporacao
de solvente (Reys e col., 2013, Silva e col.,, 2013d). Este método é composto
por varios passos, iniciando na dissolucdo do quitosano em solucdes
aquosas de acido acético. Posteriormente a solucao polimérica é colocada
em moldes apropriados e deixa-se secar por 3 a 4 dias a temperatura
ambiente para evaporacao do solvente. De forma a remover o acido
acético, as membranas necessitam de ser neutralizadas com uma solucao
basica (ex. hidréxido de sédio, NaOH) e lavadas com agua destilada até a
neutralidade, seguindo-se o processo de secagem a temperatura ambiente
ou liofilizacao Silva e col., 20083, Reys e col., 2013).

Producdo de estruturas porosas

As estruturas porosas de quitosano sdo usualmente preparadas usando
diferentes técnicas tais como liofilizacao, emulsdo, prototipagem rapida,
metodologias baseadas em fusdo, aglomeracdo de particulas, entre
outras (Malafaya e col., 2005, Oliveira e col., 2006, Correlo e col,, 2007,
Silva e col., 2008b, Correlo e col,, 2009). Destas, a técnica de liofilizacdo
é provavelmente o método mais amplamente utilizado para produzir
estruturas com diferentes formas, porosidades e tamanhos de poros
diferentes através da variacdo de parametros como concentracao do
polimero, temperatura de congelamento e tipo de moldes (Oliveira e
col,, 2006, Reys e col., 2013). Nesta seccdo serdo descritas as técnicas de
liofilizacdo e de aglomeracao de particulas.

Liofilizacdo. O método da liofilizacao permite a obtencao de estruturas
altamente porosas por meio do congelamento da solucdo polimérica, com
temperaturas variando entre -20 °C e -196 °C (Haugh e col,, 2010, Reys
e col.,, 2015b), seguido da remocao do solvente através da liofilizagdo. A
temperatura de congelamento deve ser suficiente para manter todas as
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moléculas do solvente em estado sélido. Durante a liofilizacdo o espaco
ocupado pelos cristais de gelo tornou-se vazio ap6s a sublimacao, criando
poros.

Por exemplo, estruturas de quitosano produzidas por liofilizacao foram
preparadas a partir da dissolucdo do quitosano numa solucao aquosa
diluida de acido acético, a qual foi transferida para moldes de silicone.
Posteriormente, os moldes foram congelados a baixa temperatura, como
porexemplo-20°C,-80°Cou-196 °C,aque se seguiua liofilizacdo durante
3 a 4 dias para remocao do solvente. A temperatura de congelamento
influencia o tamanho de poro pois esta relacionado com a velocidade
de formacdo do cristal de gelo. Estudos demonstraram que estruturas
porosas obtidas a partir de solu¢des congeladas a -196 °C apresentaram
uma estrutura mais fechada e compacta, com valores de diametro médio
de poro entre 110 e 210 pm, enquanto as congeladas a-80 °C apresentam
valores entre 200-250 pm (Reys e col., 2013). Para garantir a porosidade do
material apds a neutralizagdo, as estruturas sao congeladas e submetidas
novamente a liofilizacdo (Oliveira e col., 2006, Reys e col., 2013).

Apo6s a liofilizagao, as estruturas devem ser neutralizadas com uma solugao
de hidroxido e sédio ou com misturas de hidroxido de sédio e etanol.
Este tratamento é feito para evitar a destrui¢ao parcial da morfologia do
material (Reys e col., 2013). Para garantir a porosidade do material apés
a neutralizacdo, as estruturas sdo congeladas e submetidas novamente a
liofilizacdo (Oliveira e col.,, 2006, Reys e col., 2013).

CHT -80°C

Figura 1. Estruturas porosas de quitosano (CHT) congeladas com diferentes temperaturas e sub-
sequentemente submetidas a liofilizagao.

Aglomeracaode particulas. O método de aglomeracaode particulas permite
a obtencao de estruturas porosas através da aglomeracao de microesferas
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pré-fabricadas. Esta técnica é geralmente baseada no empacotamento
de microesferas aleatoriamente e posteriormente agregacao por meios
fisicos e térmicos, formando uma estrutura tridimensional.

Para tal dissolve-se o quitosano purificado na proporc¢do de 2:100 (m/v)
numa solucdo de acido acético a 1%, mantendo sob agitacdao por uma
noite. De seguida, a solucao de quitosano é dispensada, gota a gota, para
um banho contendo uma solucao alcalina, usada como agente precipitante
para promover a formacao de particulas. Particulas de diferentes tamanhos
sdo produzidas usando diferentes condi¢es experimentais. As particulas
obtidas sdo deixadas no banho (neutralizacdo) por uma noite, seguida
de lavagens com agua destilada. O processo de obtenc¢do das estruturas
porosas consiste em colocar as particulas em moldes, as quais serdao
submetidas a uma determinada pressao e posterior secagem numa estufa
a 60 °C durante 3 dias (Malafaya e col., 2005).

Uma metodologia semelhante pode ser utilizada para a producao de
estruturas compdsitas de quitosano de lula e nano-hidroxiapatite de

origem marinha, sendo que a nano-hidroxiapatite é adicionada na
proporcdo de 3:100 (m/V) da solu¢do de quitosano de lula.

2.5 Aplicagoes

As propriedades intrinsecas do quitosano mencionadas anteriormente
sugerem que este biomaterial pode ser usado em diversas areas como
agricultura, protecao ambiental, indudstria alimentar, biotecnologia, ciéncia
de materiais, inddstria farmacéutica e area biomédica (Aranaz e col., 2009,
Dutta e col., 2004, Silva e col.,, 2010). Particularmente em engenharia de
tecidos e medicina regenerativa, estruturas a base de quitosano (Figura
2) tém sido utilizadas no desenvolvimento de sistemas de libertacdo
controlada de moléculas terapéuticas (fatores de crescimento, farmacos),
sistemas injetaveis e suportes 3D porosos para regeneracao da pele, osso,
nervos e cartilagem, entre outros (Oliveira e col., 2006, Silva e col., 2008b,
Yilgor e col.,, 2009, Neves e col., 2011, Tseng e col.,, 2013, Wang e col,,
2013, Francis e col., 2014, Martins e col., 2014).

Considerando que o quitosano promove protecdo para feridas, aceleracao
da cicatrizacdo e uma acao antibacteriana, membranas de quitosano ou
combinacdes deste polimero com proteinas ou outras macromoléculas
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(Santosecol., 2013, Silvaecol.,2013a) tém sido propostas como coberturas
para feridas ou como pele artificial e hidrogéis. Alguns exemplos podem
ser encontrados na Tabela 1.

Estruturas de quitosano tém sido sugeridas pararegeneracao da cartilagem,
considerando que a sua estrutura e caracteristicas se assemelham as
de glicosaminoglicanos, que sdo conhecidos constituintes da matriz
extracelular da cartilagem, tendo também um papel fundamental no
apoio a condrogénese in vitro e in vivo (Suh e Matthew, 2000). Silva e
colegas desenvolveram estruturas porosas combinando quitosano com a
fibroina da seda. O contato direto dessas estruturas com uma linha celular
de pré-condrécitos (ATDC5) permitiu a sua adesdo e proliferacdo, bem
como a producao de matriz extracelular durante os 28 dias de cultura.
Os resultados dos ensaios bioldgicos associados as propriedades das
estruturas sugerem que estes sistemas podem ser bons candidatos para
a sua utilizacdo em engenharia de tecidos para regeneracao da cartilagem
(Silva e col., 2008b, Silva e col., 2013b).

Particularmente para defeitos osteocondrais, o uso de estruturas porosas
simples de quitosano para regenerar cartilagem pode ndo ser eficaz,
tendo em alternativa sido proposto o uso de estruturas com duas camadas
(Mano e Reis, 2007). Essas abordagens consistem em desenvolver novas
estruturas bifasicas que fornecerdo regides diferenciadas para promover
tanto a regeneracdo 6ssea quanto a da cartilagem. Oliveira e colegas
desenvolveram estruturas poliméricas bifasicas combinando quitosano
com hidroxiapatite através de um processo de sinterizacdo e liofilizacao
(Oliveira e col., 2006) (Figura 3). Resultados biolégicos demonstraram
que ambas as camadas sdao suportes 3D adequados para a adesao e
proliferacao de células estaminais de médula 6ssea e sua diferenciacao
em osteoblastos e condrécitos.
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Figura 2. Imagens de SEM das estruturas porosas de quitosano/hidroxiapatite

Matrizes de quitosano tém sido investigadas também para o
desenvolvimento de terapias contra o cancro. Nestas abordagens,
estruturas 3D sao desenvolvidas para mimetizar o ambiente biolégico do
cancro de modo a facilitar o estudo do comportamento in vitro das células
tumorais ou a realizacdo de testes de novas moléculas terapéuticas
(Florczyk e col., 2013, Huang e Hsu, 2014, Kievit e col., 2014).

Sistemas de libertacdo de farmacos tém sido desenvolvidos usando
quitosano em diferentes formas, tais como membranas, nanoparticulas,
comprimidos e hidrogéis. Nestas abordagens, o farmaco pode ser
incorporado na solucao polimérica, por complexacdao com o polimero ou
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na preparacdo de comprimidos. Por exemplo, complexos formados por
quitosano e carboximetilcelulose com clorohexidina (antisséptico de
amplo espectro) foram investigados para libertagdo vaginal do farmaco
(Bigucci e col., 2015), enquanto filmes de quitosano foram desenvolvidos
paraaadministracdo de ibuprofeno na mucosabucal(Tange col.,, 2014). Por
seu turno, Calinescu e colegas elaboraram comprimidos gastrorresistentes
destinados a libertacao controlada de proteinas terapéuticas no intestino
(Calinescu e col, 2012) e Cheng e colegas obtiveram hidrogeis de
quitosano para a libertacdo sustentada de latanoprost (anti-hipertensivo
ocular), destinados a serem usados na terapéutica do glaucoma (Cheng
e col,, 2014a). Além disso, Hermans e colegas prepararam filmes de
quitosano que foram usados para prolongar a libertacdo de ciclosporina
A (imunodepressor) ap6s a sua administracdo ocular, com a finalidade
da sua utilizacdo no tratamento do olho seco (Hermans e col,, 2014) e
Bhalerao e colegas trabalharam na elaboracdo de filmes compostos de
quitosano e heparina para a libertacdo controlada de farmacos destinados
ao tratamento da malaria (Bhalerao e col., 2015).

Membranas Micro/nanoparticulas

QUITOSANO

Estruturas porosas (3D)

Nanofibras

Figura 3. Estruturas poliméricas produzidas a base de quitosano.

3. Fucoidana

A fucoidana é um polissacarideo sulfatado aniénico que esta presente
na parede tecidular das algas nas sec¢oes intracelulares da matriz. Este
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polissacarideo tem sido isolado a partir de diferentes espécies de algas
castanhas tais como Fucus vesiculosus, Ecklonia cava e Undaria pinnatifida
(SezereCevher,2011,WijesingheeJeon, 2012).Estruturalmente, o fucoidana
é formado fundamentalmente por diferentes quantidades de L-fucose,
acido glucoronico e xilose, embora outros aglcares possam também estar
presentes (Silvas e col,, 2012a). O interesse neste polissacarideo sulfatado
vem das suas propriedades intrinsecas, nomeadamente anti-tumoral (Li
e col., 2008, Shilpi e Nissreen, 2011), anti-coagulante (Mourdo, 2004, Li e
col., 2008, Shilpi e Nissreen, 2011) anti-viral (Mourdo, 2004, Mandal e col.,
2007, Li e col., 2008, Shilpi e Nissreen, 2011), anti-inflamatério (Maruyamaa
e col,, 2005, Li e col., 2008) e redutor do aglcar no sangue (Li e col,, 2008). O
fucoidana tem vindo a ser usado com sucesso em diferentes areas, tais como
a alimentar, a cosmética, a farmacéutica e a medicina (Kitamura e col,, 1991).
A exploracdo do fucoidana apresenta um interesse econémico e ambiental,
representando uma estratégia de valoriza¢do de produtos marinhos (Ponce
e col,, 2003). Neste capitulo o potencial das aplicacdes do fucoidana serd
considerado em diferentes areas, nomeadamente a alimentar, a cosmética
e a farmacéutica, mas tendo maior interesse na investigacao na area
biomédica. Informa¢des complementares quanto aos métodos de extracdo
e de processamento serdo também referidos oportunamente.

3.1 Extracao da fucoidana

Muitos s3ao os métodos de extracdao da fucoidana que tem vindo a ser
estudados e utilizados na indastria para produzir fucoidana de elevada
qualidade. A fucoidana pode ser extraida usando os seguintes métodos:
ultrassons, micro-ondas assistido, solu¢ées de etanol/agua e acidicas, e
um processo enzimatico (Pomin e col., 2005). Nestes métodos, um ajuste
dos parametros tais como: temperatura, tempo de extracao, concentracao
de acido, pH e tipo de alga devem ser controlados de modo a evitar a
degradacao da cadeia de fucose e remocdo de alguns componentes
insoludveis. A composicao quimica, nimero de sulfatos, estrutura quimica,
peso molecular e rendimentos podem ser afectados pelos aspectos
mencionados anteriormente (Ale e col, 2011). Na extracdo classica da
fucoidana, as algas castanhas sao tratadas com solucdes acidicas a quente
e posteriormente o uso de solugoes de calcio para promover a precipitacao
do alginato (Kitamura e col,, 1991, Hahn e col, 2012). O etanol usado
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durante a extra¢ao tem por fun¢ao remover pequenas particulas e sais que
estiverem presentes nos polissacarideos. Na Figura 4 podemos observar
0 processo de extracdo aquosa e que engloba trés passos: i) granular as
algas castanhas, ii) extracdo e purificacdo dos extractos e iii) secagem e
armazenamento do materialem local seco (Ponce e col., 2003). Em concreto,
a fucoidana tem sido extraida de algas castanhas usando solu¢6es acidas a
quente (acido cloridrico) ou solucoes de etanol/agua (d’Ayala, Malinconico
e col,, 2008, Mak, 2012). A extracdo com solventes acidos como o HCl ddo
elevado rendimento a amostra pura de fucoidana, mas podera resultar na
extracdaode produtos ndodesejados como alginato e metais, podendo causar
degradacdo da cadeia de fucose (Ale e col,, 2011). A vantagem de extracao
com solugoes acidas a quente é a precipitacao dos alginatos. Contudo, a
aplicacdo de acido diluido resulta na quebra do éster sulfato (Mak, 2012).
O passo seguinte serd a precipitacdao de alginatos com calcio, separados
do extrato de fucoidana por centrifugacdo (Foley e col.,, 2001). Finalmente,
o extracto de fucoidana devera ser purificado de forma a obter o material
mais puro possivel. A purificacdo da fucoidana pode ser feita utilizando
diferentes métodos, tais como tratamento com alcool/formaldeido e
cloreto de cetilpiridina, seguido de dialise e liofilizacao para obter material
na forma de p6 (Kitamura e col,, 1991, Passaquet e col.,, 1991, Duarte e col,,
2001, d'Ayala, Malinconico e col., 2008, Sezer e Cevher, 2011). A fucoidana
tem normalmente uma cor que pode variar entre o amarelo e o castanho,
estando diretamente relacionada com a quantidade de fucoidana presente
no extrato (Sezer e Cevher, 2011, Mak, 2012) cor que pode variar entre o
amarelo e o castanho, estando diretamente relacionada com a quantidade
de fucoidana presente no extrato (Sezer e Cevher, 2011, Mak, 2012).

Grim&

das algas Extragdo Purificacao
§o'lucao aquosa Fucoidan
Acidos a quente Didlise
Lavagem Precipitagao com
calcio
Granulagao

—

Figura 4. Esquema de extracdo da fucoidana.
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A composicdo quimica e estrutural da fucoidana tem vindo a ser
muito estudada ao longo dos Gltimos anos, mas ainda ndo se encontra
definitivamente estabelecida (Mak, 2012). Os principais componentes
da fucoidana sdo L-fucose, grupos sulfato e outros monossacaridos como
manose (Duarte e col,, 2001), galactose (Rocha e col,, 2005), glucose
(Nagaoka e col,, 1999), xilose (Rocha e col.,, 2005) e acidos urénicos
(Nagaoka e col., 1999, Ponce e col., 2003). A estrutura quimica da fucoidana
é geralmente composta por residuos de o-L-fucopiranose ligados entre si
por ligacdes (1—3) ou alternadas (1—3) e (1—4). O tipo de ligacdo esta
relacionada com a espécie de alga castanha origem da fucoidana (Chizhov
e col.,, 1999). De facto, na literatura é referenciado que a estrutura quimica
da fucoidana varia com a espécie de alga, a localiza¢ao geografica, estacao
do ano em que é colhida e a maturidade da planta (Foley e col.,, 2001,
Mak, 2012). Na Figura 5 podemos observar dois tipos de fucoidana, com
diferentes graus de sulfatacao.

0" / 0s03- CHZ

Figura 5. Estrutura quimica modelo da fucoidana, com diferentes graus de sulfatacdo (mais ele-
vado na estrutura da direita, com dois grupos sulfato por cada monémero, contra 1'5 na estru-
tura da esquerda).

3.2 Propriedades da fucoidana

A fucoidana apresenta varias propriedades de interesse para a area
biomédica e de engenharia de tecidos, tais como anti-inflamatéria,
antioxidante, anticoagulante, antiviral e anticancerigena (Silva e col,,
2012a). Na Tabela 2 estdo ilustradas algumas dessas propriedades
bioativas e sua relevancia para diversas aplicacées na area biomédica. As
propriedades da fucoidana podem ser influenciadas pela espécie de alga,
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variacao de acucares e a distribuicdo dos sulfatos na cadeia de aglcares
(Dirig e col.,1997, Sezer e Cevher, 2011).

Nonosso grupodeinvestigacao(3B's Research Group) estdao aserestudadas
em particular duas atividades biolégicas: atividade anti-tumoral e reducao
de glicose no sangue. Nos préximos pontos serao evidenciadas estas duas
propriedades.

Propriedades anti-tumorais

Estudos in vitro indicam que a fucoidana protege o organismo contra
varios tipos de cancro, nomeadamente leucemia, cancro do colon, cancro
da mama, cancro do pulmdo e melanomas (Ferlay e col.,2013). Apesar
dos efeitos reais e mecanismo de acdo da fucoidana quando aplicado em
contexto de cancro serem ainda desconhecidos, estudos demonstraram
que a fucoidanainibe o crescimento de tumores induzindo citotoxicidade
e apoptose das células cancerigenas, assim como interrompe o ciclo
celular. Além disso, inibe a formacdo de metastases e potencia o efeito
toxico de outros compostos quimicos. Pode ainda afetar as células
cancerigenasindiretamente, através do controlo da atividade angiogénica
(Kwak, 2014, Atashrazm e col,, 2015). Apesar destes efeitos, existem
preocupacdes relacionadas com a citotoxidade que induz nas células
nao-tumorais, a nao reprodutibilidade de resultados e, além disso, nem
todos as fucoidanas apresentam atividade anti-tumoral. As verdadeiras
razbes para tal acontecimento ndo estdo ainda completamente
clarificadas, sendo que podera estar relacionado com varios fatores tais
como o peso molecular, o grau de sulfatacao, o método de extracao e
os componentes de agucar (Ale e col, 2011). A base destas estratégias
anti-cancerigenas baseia-se no pressuposto de eliminar os tumores sem
afetar os tecidos saudaveis, sendo deste modo necessario investir em
terapias direcionadas no ataque unicamente ao tumor, possibilitando um
tratamento mais efetivo (Figura 6).
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Efeitos anti-tumorais do fucoidan

Extractos de fucoidan
® . Células ndo-tumorais

Q Células tumorais

NZo apresentar citotoxicidade Apresentar citotoxicidade
para as células ndo-tumorais para as células tumorais

Figura 6. Efeitos desejados da aplicacdo da fucoidana quando em cultura com células tumorais
e células ndo-tumorais.

Reducao da glicose no sangue

Alguns estudos in vitro e in vivo propoem a aplicacdo da fucoidana na
reducdodaglicosenosangue(Kimecol., 2014, Vinoth-Kumare col.,2015).
Para além disso, na literatura existem ja alguns trabalhos que mostram
o potencial antidiabético de extractos de algas, entre as quais as algas
castanhas (Wang e col.,, 2014). Contudo, ainda ndo foi investigado em
detalhe o efeito da fucoidana na hiperglicemia em diabetes. Kui-Jin Kim
e seus colegas demonstraram que a fucoidana de peso molecular baixo
previne hiperglicemia em ratos diabéticos, apontando que a reducao
da glicose seja dependente do peso molecular da fucoidana (Kim e col.,
2014). Por outro lado, tem sido referida a relacdo desta capacidade de
reducao da glicose no sangue com a inibicdao das enzimas a-amilase e
a-glucosidase durante a digestdao de carbohidratos. No processo de
digestao de uma dieta rica em carbohidratos, as enzimas a-glucosidase
e a-amilase tém um papel muito importante. A inibicao destas enzimas
reduz a digestdao de oligossacarideos e dissacarideos, levando a um
atraso na producdo de glicose. Por conseguinte, observa-se uma
reducdo de glicose no plasma, resultando finalmente numa supressao de
hiperglicemia ap6s a ingestdo. Esta acdo da fucoidana sobre as enzimas
referidas parece estar relacionada com a espécie de alga e periodo de
apanha das mesmas, o que influenciara as propriedades da fucoidana
extraida dessas algas. Ainda assim, esse mecanismo de inibicao das
enzimas pela fucoidana poderd desempenhar um papel relevante no
tratamento de diabetes mellitus tipo | e .
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Tabela 2. Propriedades bioativas da fucoidana e possiveis aplicacdes na drea biomédica

Antioxidante

E. cava
F. evanescens
P. gymnospora
A. nodosum

S. fulvellum

Prevencao de atividade
antioxidante; ajuda em
doencas que necessitam de
radicais livres

(Li e col., 2008)

Antitumoral

U. pinnatifida
E. cava
F. evanescens

L. guryanovae

Agente inibidor da prolife-
racdo de células tumorais

(Li e col., 2008,
Sezer e Cevher,
2011)

F. vesiculosus

E. cottonii

. ) L. japonica Inibicdo de leucocitos uti- (Li e col., 2008,
Antltlgr’r;lgma lizado como modelo infla- | Sezer e Cevher,
E. cava matério 2011)
E. cava
Elevada atividade anti-
Anticoagu- F. evanescens coagulante mediante a ZO(OPgn\?\?i'Zscgli.a'ra
lante antitrombina e/ou heparina e col ]2011)
Hizikia fusifor- cofactor |l g
me
L. japonica
Anti-virico A- utricularis Inibicdo de alguns tipos de (Mandal e col.,
. . virus 2007)
U. pinnatifida
Stochoplimum
L. japonica
i E. stolonifera (Li e col,, 2008,
Reducao de Silva e col., 2012
lipidos no S. robusta Reducdo do colesterol Wijesinéhe o
sangue Jeon, 2012)

Anti-hipergli-
cemia

E. stolonifera
P. bagingtoni

A. nodosum

Ajuda no tratamento de
diabetes tipo Il

(Mourao, 2004)
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D. humifusa
A. orientalis Efeito inibidor e bactericida
Antimicrobia- sobre alguns tipos de fun-
no (bactérias G. acerosa gos/bactérias (Mourao, 2004)
e fungos)
H. species
S. robusta

3.3 Preparacao de sistemas poliméricos a base de fucoidana

A fucoidana apresenta elevada solubilidade em agua, que se torna um
problema para a producao de estruturas estaveis em meio aquoso usando
a fucoidana de forma isolada. De modo a solucionar este problema,
tém sido propostas misturas ou compd@sitos de fucoidana com outras
macromoléculas naturais ou sintéticas, tais como seda (Cheng, 2009),
quitosano (Sezer e col., 2007, Murakami e col,, 2010) e hidroxiapatite
(Jeong e col,, 2013). Para além disso, tém também sido usadas diferentes
tecnologias para a producdo destes materiais, como por exemplo:
eletrofiacdo (Lee e col, 2012), evaporacdo por solvente (Sezer e col.,
2007) e complexagdo de polieletrélitos (Nakamura e col., 2008). Na Tabela
3 podemos ver algumas das aplicacoes da fucoidana com outros materiais.

Modificacao/fotopolimerizacao da fucoidana

Na literatura existem alguns trabalhos que referem a modificacao de
polimeros sulfatados por metacrilacdao, de forma a obterem estruturas
possiveis de serem aplicadas na area biomédica usando a técnica de
fotorreticulagdo (Baier-Leach e col., 2003, Li e col,, 2004, Amsden e col.,
2007, Mihaila e col., 2013). A metacrilacdo de polimeros naturais com
anidrido metacrilico é uma nova estratégia para a producao de estruturas
de polissacarideos fotorreticulados. Este tipo de modificacdo permite a
incorporacao de grupos fotorreativos, de tal forma que na presenca de
luz a formacdo de ligacoes inter-moleculares é promovida, resultando
em sistemas macromoleculares insoliveis em agua e outros solventes
(Li e col., 2003). Deste modo, a hipétese de modificar a fucoidana por
metacrilacdo e posteriormente obter estruturas por fotorreticulacdo foi
investigada (Reys e col., 2015a). Este estudo consistiu em testar diferentes
concentragoes de fucoidana, anidrido metacrilico e duracao da reacdo de
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modifica¢do, tendo-se obtido fucoidana metacrilada, com diferentes graus
de metacrilacdo (Reys e col., 2015a).

Particulas por fotorreticulacao

No nosso grupo foram preparadas particulas de fucoidana a partir de
fucoidana metacrilada e recorrendo a fotorreticulacdo usando radiacao
visivel, usando a metodologia ilustrada na Figura 7. Superficies super-
hidrofébicas foram usadas para produzir particulas a partir de gotas das
solugdes iniciais de fucoidana, uma vez que a repulsdo da solucao pelas
referidas superficies permite manter a forma aproximadamente esférica
das particulas, tirando assim partido de uma tecnologia previamente
desenvolvida no nosso grupo de investigacao pela equipa do Prof. Jodo
F. Mano (Rial-Hermida e col., 2014). A fucoidana metacrilada foi entdo
combinada com um fotoiniciador citocompativel (eosina e trietanolamina)
(Baroli, 2006) e a solucdo resultante foi depositada gota-a-gota sobre
as superficies super-hidrofébicas (com diferentes volumes), sendo
posteriormente expostas a radiacao da gama do visivel. Foram testadas
diferentes condi¢des de forma a optimizar parametros de producao, tais
como a concentracao da fucoidana metacrilada e fotoiniciador, tempo de
exposicao a radiagcdo e volumes a serem usados. Foram produzidas desta
forma particulas de tamanho entre 0'6 e 1'3 mm, dependendo do volume
depositado nas referidas superficies. A vantagem da utilizacao deste
método é ser possivel obter estruturas de fucoidana sem a necessidade
de incorporacao de um outro polimero, podendo tirar melhor partido das
propriedades bioativas da fucoidana. As particulas permitem a cultura
celular, nomeadamente de fibroblastos que foram capazes de proliferar e
migrar para ointerior das particulas (Figura 8), podendo ser posteriormente
utilizadas como sistema de libertacao controlada ou para encapsulamento
celular, de acordo com trabalhos em desenvolvimento.
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A - Pipetting B- Crosslinking C- Particles
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Figura 8. Fotos das microparticulas de fucoidano metacrilatado (A), Imagem de SEM de uma
microparticula de fucoidano metacrilatado (B) e Imagens de confocal das microparticulas de
fucoidano metacrilado cultivado com fibroblastos (L929) (C,D).

Nanoparticulas da fucoidana e do quitosano

Nanoparticulas de fucoidana e quitosano podem ser preparadas através
do método de complexacdao de polieletrélitos, recorrendo a atracao
eletrostatica entre as cargas opostas dos dois polimeros de origem
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marinha. O quitosano apresenta carga positiva, sendo combinado com a
fucoidana que apresenta carga negativa. O polianido é adicionado, gota-
a-gota, na solucdo de quitosano, ocorrendo uma formacdao espontanea
das nanoparticulas (Figura 9). Foram testadas diferentes condicoes
experimentais de producdo, tais como a concentracdao e racio dos
polimeros, o pH, o tempo de agitacdo e ainda a forca i6nica das solucdes
de polimeros, de forma a avaliar a sua influéncia em diversos parametros,
nomeadamente o tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta
(relacionado com a carga superficial) das nanoparticulas. O tamanho
das particulas variou consoante os diferentes parametros utilizados,
sendo que concentracbes mais baixas de polimeros davam origem a
particulas mais pequenas. O aumento de racio, que leva a um excesso
de fucoidana, fez com que o potencial das nanoparticulas passasse a ser
negativo, enquanto que a interacao dos polimeros em iguais quantidades
originou nanoparticulas com carga positiva, caracteristica do maior
teor de quitosano na superficie das particulas. A selecao das condicoes
de producdo podera ser utilizada para dar origem a particulas com um
determinado tamanho e carga superficial, de acordo com a aplicacao
equacionada para essas nanoparticulas.

A estabilidade das nanoparticulas, ap6s a sua formacao, foi também
estudada, com diferentes concentracoes de PBS, sendo que estas se
revelaram estaveis quando testadas em condicoes fisiolégicas. Este
tipo de sistemas tem aplicacao em estratégias de libertacdo controlada
de farmacos (Huang e col., 2014, Huang e Li 2014), nomeadamente em
abordagensintra-celulares, podendo também ser exploradas em particular
em contextos de terapias contra o cancro, quer através do transporte
direcionado de farmacos anti-tumorais, quer tirando partido do potencial
anti-tumoral exibido pela fucoidana (Oliveira e col., submetido).
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Figura 9. (A) Método de preparag¢do de nanoparticulas de quitosano e fucoidana (esquerda) e (B)
imagem de microscopia eletrénica de varrimento das nanoparticulas produzidas.

3.4 Aplicagoes

Afucoidanaja é usadahamilhares de anos naAsiaem diferentes aplicacdes,
embora essa designacdo e a sua obten¢ao com maior grau de pureza sejam
relativamente recentes. Nos Gltimos anos a sua investigacdao tem sido
centrada sobretudo em paises como Japao, Australia e Estados Unidos
(Shibata e col., 2000). Este polissacarideo sulfatado tem demonstrado um
enorme sucesso em diferentes indUstrias tais como: cosmética, agricultura,
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farmacia e aplicagoes na drea médica (Choi e col,, 2010). As principais
areas de aplicagdo sao (Courtois, 2009):

* inddstria alimentar: fibras dietéticas, reducao de colesterol e bebidas
desportivas;

* inddstria cosmética: esfoliantes para a pele, tratamento de acne,
hidratacao do cabelo e pasta dos dentes;

» agricultura: fertilizantes para plantas;
* tratamento de agua: remocao de ides metalicos;

* drea biomédica: anticoagulante, antiviral e regulador da acao
imunologica.

0 uso da fucoidana na area biomédica tem vindo a crescer a passos largos
tirando vantagem das suas propriedades biolégicas e estruturais. Desta
forma as propriedades anti-coagulante (Sezer e Cevher, 2011), anti-
inflamatoria (Sezer e Cevher, 2011), anti-viral e anti-bacteriana tém vindo
a ser muito estudadas em diferentes doencas (Li e col.,, 1995, Li e col,,
2008). Para além das aplicagdes mencionadas, a fucoidana tem vindo a
ser testada no tratamento de doencas neurodegenerativas, no fluxo renal,
no tratamento de alguns cancros e no tratamento da diabetes mellitus
(Kim e col., 2012). Este polissacarideo tem também vindo a ser aplicado
no tratamento de algumas doencas viricas, nomeadamente o virus da
gripe, virus da hepatite C e virus da herpes (Li e col.,, 2008). Estruturas
3D tais como fibras, filmes e estruturas porosas a base de fucoidana e
outros materiais tém sido sugeridos para aplicacdo na area biomédica,
nomeadamente na regeneracao dos tecidos do osso e na libertacao
controlada de farmacos (Sezer e col., 2007, Murakami e col., 2010, Lee e
col., 2012). As estruturas mencionadas foram obtidas usando diferentes
metodologias como: prototipagem rapida, electrofiacdo e evaporacgdo
de solventes (Cheng, 2009, Wijesekara e col.,, 2011, Lee e col.,, 2012).
A fucoidana também tem vindo a ser usada em aplicacbes ligadas a
nanomedicina como a libertacdo controlada de compostos bioativos,
sendo usada como revestimento de nanoparticulas ou misturada com
outros materiais. Na Tabela 3 estdo listadas algumas das aplicacdes mais
relevantes da fucoidana na area biomédica.
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Tabela 3. Aplicacdes biomédicas da fucoidana combinada com diferentes materiais.

Alginato, Quitina/
Quitosano/
fucoidana

Membranas

Cicatrizagao de feridas

(Mourao,
2004)

Carboximetil Cur-
dlan/ fucoidana

Nanoparticulas

Aplicagoes biomédicas
e farmacéuticas

(Mandal e col.,
2007)

Fucoidana/Quito-

Nanoparticulas

Libertacdo de farmacos

(Maruyamaa e
col., 2005)

Sistemas de libertacao
oral

(Huang e Lam,
2011)

(Sezer e col.,

o Hidrogeis Feridas dérmicas 2007)
Fibras porosas | Cicatrizacdo de feridas (Murakami e
col,, 2010)
Libertacdo controlada (Kitamura e
col., 1991)
Microesferas (Rodriguez-
Queimaduras dérmicas | Jasso e col.,
2011)
Hidroxiapatite/fu- P Regeneragdo do tecido | (Jeong e col.,
coidana Compésitos 6sseo 2013)
Estruturas poro- - .
sas micro/nano- Regener%%z;c;:o tecido (Lezeoizc;)l.,
fibras
PCL/Fucoidana
Estruturas poro- | Regeneracdo do tecido (Jin e Kim,
sas 3D 6sseo 2011)
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Melhoramento (Ponce e col
Fucoidana/PET da adesao super- | Implantes vasculares 2003) N
ficial
pHEMA/fucoidana/ (Pomin e col
MAA Hidrogel Biofilme 6ptico 2005) N
Fucouzlana/ﬁbroma Membranas Estancamento de san- (Cheng, 2009)
a seda gue
Abreviaturas: MAA - &cido metacrilato; pHEMA -  poli(2-
hidroxietilmetacrilato); PET -  Poli(etilenoteraftalato); PCL -

Policaprolactona.

4. Consideracoes finais

O quitosano e a fucoidana foram abordados em particular como
exemplos de polissacarideos marinhos com funcdo estrutural nos seus
organismos de origem. S3o ambos estruturalmente semelhantes aos
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular, particularmente
abundantes no caso da cartilagem, prometendo assim um elevado grau
de aplicacao em estratégias de engenharia de tecidos para terapéuticas
de medicina regenerativa. Na sua composicao contam com acucares
especificos que lhes conferem propriedades particulares. No caso do
quitosano, verifica-se a presenca de glucosamina, cujos grupos amina
livres podem ser protonados em meio acido, conferindo ao polimero carga
positiva, sendo provavelmente o Unico policatido natural conhecido. Por
outro lado, a fucoidana possui fucoses sulfatadas que lhe conferem carga
altamente begativa e propriedades biolégicas significativas.

Para além disso, o seu papel como polimeros com fung¢des estruturais
tem motivado a sua utilizacdo em sistemas tridimensionais para
aplicacao biomédica, tal como referido em cima. Foram referidos em
particular particulas e membranas com potencial aplicacdo no transporte
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e libertacdao controlada de farmacos e outros compostos bioactiuvos,
bem como particulas, hidrogéis e matrizes porosas tridimensionais para
cultura de diferentes tipos de células visando a regeneracdo de tecidos,
nomeadamente osso, cartilagem, pele, do sistema nervoso periférico e
vascular.

Ficou desta forma demonstrado o seu elevado interesse para a area
biomédica, que tem inspirado cientistas de diferentes origens para
o desenvolvimento de sistemas que possam vir a constituir solugoes
terapéuticas para diferentes patologias. Para tal é importante que, nestes
trabalhos de regeneracdo de tecidos humanos, a interacao dos cientistas
com o pessoal médico seja reforcada de forma a que as estratégias de
trabalho possam ser alinhadas em sinergias com sucesso na melhoria da
qualidade de vida dos pacientes e populacdao em geral. Por outro lado,
em particular nestes estudos com polissacarideos de origem marinha,
é necessario desenvolver tecnologias que permitam a producdo dos
biopolimeros com elevada pureza, de forma reprodutivel e sustentavel,
bem como no que diz respeito ao seu processamento para a obtencao dos
sistemas com potencial terapéutico atras referidos. S6 dessa forma sera
possivel procurar aumentos de escala de producao, quer dos biopolimeros
de nivel farmacéutico ou médico, quer dos sistemas biomédicos, para que
0 seu custo possa ser comportavel e a sua entrada no mercado e na pratica
clinica possa vir a ser uma realidade. E um futuro ainda longinquo mas
estdo a ser dados passos seguros. Neste momento, é altura de demonstrar
a sua eficacia em ensaios pré-clinicos em modelos animais e em ensaios
clinicos e é nisso que estamos a apostar.
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Resumen

En este trabajo se resumen los resultados de estudios orientados a obtener
productos de alto valor anadido a partir de espinas de pescado, que se
obtienen como subproducto de la pesca. Para ello, espinas de diversas
especies se sometieron a tratamientos térmicos a distintas temperaturas,
para obtener la parte mineral correspondiente y analizar su composicion
y posible aplicacién. Los productos obtenidos a 600 °C se componen
fundamentalmente de hidroxiapatita (HA) carbonatada tipo B o biolégica.
Cuando la temperatura de calcinacidn se eleva hasta los 950 °C parte de la
HA se transforma en fosfato tricalcico (B-TCP), dando lugar a un compuesto
bifasico de mucha aplicacién en reparacion de defectos §seos. Los ensayos
de citotoxicidad in vitro de los productos obtenidos revelaron que no son
toxicos. Los resultados del estudio evidencian que las espinas de pescado
se pueden utilizar como una fuente barata de HA biogénica.

1. Introduccién

La pesca de captura y la acuicultura suministraron al mundo alrededor
de 148 millones de toneladas de pescado en el afio 2010, de los cuales
128 millones de toneladas se destinaron al consumo humano. Los
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datos preliminares para el ano 2011 elevan esa cifra a 154 millones de
toneladas, de las cuales 131 millones de toneladas se han destinado a
consumo humano (FAO, 2012). Aunque en los Gltimos decenios se ha
avanzado en el aprovechamiento y uso de los subproductos de la pesca,
el porcentaje de captura descartada sobre la captura total sigue siendo
elevado, en torno a un 8%; y por otra parte el aprovechamiento de los
subproductos de pesca, en su mayoria se orienta hacia el procesamiento
de productos de bajo valor anadido.

Existen lineas de investigacion incipientes encaminadas a la gesti6n
y aprovechamiento de los residuos procedentes de la actividad de
pesca y de marisqueo con una doble vertiente, por un lado solucionar
en cierta medida el problema de los residuos y, por otro, imprimir un
valor anhadido a los subproductos que se aprovechan para aplicaciones
novedosas. Intensificar la investigacion en el aprovechamiento de los
residuos procedentes de la actividad pesquera supondria la reduccién de
residuos organicos, asi como aliviar la presion sobre los recursos marinos
al obtener de ellos un mayor rendimiento; lo que implica ademas nuevas
vias de industrializacion y de creacién de empleo. Serian en definitiva,
lineas encaminadas a reducir el impacto ambiental de la actividad
pesqueray generar productos de alto valor anadido como aplicaciones en
el campo de la biomedicina, la farmacia, o la cosmética, etc. En la industria
procesadora de pescado muchas especies se comercializan descabezadas
y fileteadas, desechando el uso de la parte 6sea del pescado que se
compone fundamentalmente de fosfato calcico.

La hidroxiapatita (HA), al igual que otros fosfatos célcicos, ha sido
profusamente utilizada en diversas aplicaciones médicas, como
recubrimientos de implantes o relleno de defectos 6seos, gracias a
que presenta una composicién quimica similar a la parte mineral del
hueso humano, lo que la hace compatible con los tejidos vivos. La HA
estequiométrica, con laférmula Ca, (PO,),(OH,)y unarelacién molar de Ca/
P=1'67, es el material que mas se asemeja a la parte mineral de los huesos
y los dientes. La HA, tanto densa como porosa, se ha venido utilizando
en aplicaciones ortopédicas y dentales con excelentes resultados de
biocompatibilidad, osteoconductividad y osteoinductividad (Suchanek y
Yoshimura, 1998, Hench, 1991, Best y col., 2008). Sin embargo, existen
diferencias esenciales entre la HA sintética y la HA natural, ya que esta
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ultima presenta mejor actividad metabélica y mejor respuesta dinamica al
medio que la sintética (Best y col.,, 2008, Kim y col., 2000). La solubilidad
y la bioactividad de la HA estan estrechamente relacionados con la
estructura cristalografica de la misma, asi como con la relacién molar Ca/P
que presenta; asi, cuanto menor es la relacién Ca/P, mas elevada es la
acidez y solubilidad de la HA en cuestion. Para relaciones Ca/P préximas
a la unidad, tanto acidez como solubilidad son bastante elevadas, pero
disminuyen mucho conforme la relacién Ca/P se aproxima a la de la HA
estequiométrica(1'67).Adiferenciade lasintética, laHAbiolégica presenta
nanoestructuras desordenadas y una composicién no estequiométrica,
ademas de un menor contenido de hidroxilos, cuyo contenido en el hueso
cortical es alrededor de un 20% inferior al contenido de dehidroxilos en
la HA sintética (Leventouri, 2006). En definitiva, la HA natural o biogénica
suele diferenciarse de la sintética por su morfologia, tamafio y el modo en
que se ordena dentro del sistema biolégico. Teniendo en cuenta que los
materiales a escala nanométrica presentan propiedades quimicas y fisicas
distintas a las del material masivo (Dorozhkin, 2010), cabe esperar que la
HA biogénica presente mejores resultados en aplicaciones médicas como
su aplicacién en relleno de defectos 6seos, implantes o recubrimientos,
debido a que preserva las propiedades antes mencionadas.

En los dltimos anos se han redoblado los esfuerzos por parte de los
investigadores para desarrollar HA sintética con propiedades similares a
su correspondiente biolégica. Existe una amplia variedad de técnicas y
métodos para la sintesis de HA, tales como el método de la reaccién en
estado sé6lido (Rhee, 2002), el método de co-precipitacion (Siddharthan
y col,, 2005), el método sol-gel (Vijayalakshmi y col,, 2006), proceso
hidrotermal (Ito y col., 1996), etc. La mayoria de estos métodos suelen ser
procesos complejos y largos, ademas de costosos. La HA natural obtenida
a partir de huesos de animales tiene la ventaja de preservar algunas de
las propiedades inherentes al material precursor como su estructura
o composicién (Herliansyah y col, 2009). Las espinas de pescado,
especialmente las obtenidas de especies que se comercializan fileteadas
y descabezadas, pueden suponer una fuente barata de HA natural que
contribuiria a una mejor revalorizaciéon de los subproductos de pesca
al obtener del mismo un producto de alto valor ahadido. En el presente
capitulo se abordan losresultados de trabajos llevados a cabo parcialmente
en el marco de los proyectos europeos INTERREG Ill A (SP1.P151/03) y
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POCTEP (0330_IBEROMARE_1_P) para obtener fosfatos calcicos a partir
de espinas de pescado mediante el proceso de calcinacidn, asi como la
caracterizacién de los mismos para validar su uso como material bioactivo.

2. Materiales y Métodos

2.1 Espinas de pescado

Aunque el estudio ha abarcado un abanico amplio de especies de peces
grandes y pequenos para estudiar sus espinas como fuente de fosfato
calcico, aqui nos referiremos solamente a aquellas variedades que puedan
suponer una fuente de fosfato calcico abundante, de facil procesamiento
y barata, como atin (Thunnus thynnus), bacalao (Gadus morhua),
bonito (Sarda sarda), lubina (Dicentrarchus labrax), merluza (Merluccius
merluccius), Palometa (Trachynotus ovatus), pez espada (Xiphias gladius)
y tintorera (Prionace glauca). Las espinas se sometieron a congelacién
inmediatamente después de separarlas de los especimenes para mantener
la cadena de frio en todo momento. Posteriormente fueron sometidas a
un proceso de coccién en agua hirviendo durante una hora, para luego
someterlas a un chorro de agua para retirar los restos de la materia carnosa
adherida. Luego se secaron con aire a temperatura ambiente durante 24
horas. Una vez secadas, las espinas de cada especie se sometieron a un
proceso de calcinacién en mufla a dos temperaturas distintas de 600° y
950° C, con una rampa de calentamiento de 10°C/minuto y en presencia
de aire. Una vez alcanzada la temperatura de calcinacién se mantienen
isotérmicamente durante 12 horas para luego enfriarlas a 20°C/minuto.
Las espinas de cada especie han sido pesadas antes y después de la
calcinacién, para estimar la pérdida de masa organica en el proceso.
Finalmente las espinas se molieron con la ayuda de un molino de bolas
ceramicas para analizar el polvo obtenido.

2.2 Caracterizacion

Para analizar la morfologia y la composicién del material obtenido se ha
utilizado un microscopio electronico de barrido de emisién de campo,
FSEM (JEOL-JSM-6700F) dotado de un detector EDAX PV 9760 para
dispersién de energia de Rayos X (EDX). Para un estudio més detallado de la
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morfologiay la microestructura se ha utilizado un microscopio electrénico
de transmision de alta resolucién (JEOL-JEM 210 FEG), equipado con una
camara digital de alta resolucion y voltaje de aceleraciéon de 200 kV. En
los cristales muy delgados se han obtenido imagenes de microscopia
electronica de altaresolucion (HRTEM) para determinar las fases cristalinas
de los mismos.

Para determinar la estructura cristalina de los polvos, asi como su
composicién se ha empleado un difractdmetro de rayos X (XRD) SIEMENS
D-5000. Se han obtenido datos en elrango 26 de 5° a 40° y la identificacién
de las fases se ha llevado a cabo comparando los patrones de difraccion
recopilados con los patrones estandar ICDD (JCPDS).

Para hacer una estimacion de la proporcion del contenido de fosfato
tricalcico (B-TCP) presente en los polvos obtenidos, se ha utilizado
una mezcla de HA y B-TCP (Plasma-Biotal, Reino Unido) con diferente
proporciones en pesoy se analizaron con XRD siguiendo lo establecido por
la norma ISO-13779:3. A partir de una curva de calibracion de la relacién
de laintensidad de los picos 211 de laHAy el 0210 del B-TCP se extrapola
la proporcion en peso entre la HA 'y el B-TCP en los producto obtenidos en
funcion de la intensidad de los mismos picos (ISO 13779-3, 2008).

La identificacion de los grupos funcionales a diferentes temperaturas se
ha llevado a cabo mediante espectroscopia infrarroja de Fourier (FTIR)
usando un espectréometro ThermoNicolet 6700. Los espectros se han
obtenido en un rango entre 400y 4.000 cm™ y una resoluciéon de 4 cm™.

Los espectros de espectroscopia Raman se han obtenido con un
espectrometro Horiba Jobin Yvon LAbRam-HR800 provisto de una
fuente de excitacion laser de Ar (488 nm) y acoplado a un microscopio.
Los espectros Raman se han obtenido entre 350 and 1.800 cm™con una
resolucion de 1 cm™.

Para estimar la relacion Ca/P de los polvos obtenidos, asi como su
composicion y el contenido de metales pesados presentes en los mismos,
se ha empleado la espectrometria de emisidn 6ptica por plasma acoplado
inductivamentente (ICP-OES) usando un espectrémetro Perkin Elmer
Optima 4300 DV.
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2.3 Cultivo celular

Células de osteoblastos de ratén de la linea celular MC3T3-E1 obtenidas
de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (Salisbury, Reino Unido)
fueron cultivadas en medio alfaminimo esencial (a-MEM) con nucleétidos
y glutamina (Lonza); y suplementados con 10% de suero fetal bovino
(Lonza). Las células fueron incubadas a 37° C en una atmésfera de medio
himedo con 5% de CO..

2.4 Test de citotoxicidad in vitro

Para evaluar la citotoxicidad de la HA natural obtenida a partir de
espinas de pescado y compararla con la HA comercial, se han preparado
muestras correspondientes a los polvos de espina de pescado obtenidos a
temperaturas de 600 ° y 950° C y muestras de de HA comercial de Sigma-
Aldrich, HA289396. Se han preparado extractos de las muestras después
de introducir las muestras en forma de polvo en un mezclador rotatorio
con medio alfaminimo esencial (0-MEM) a 37° C durante 24 horas,
siguiendo el procedimiento de la norma ISO 10993-12. La proporcién de
masa frente a volumen de los extractos ha sido de 0'1 g a 2 ml. Después
de filtrar los materiales y el medio, los extractos se diluyeron en alfa
metiltiazoliltetrazolio (MTT) en porcentajes de 100, 50, 20, 10 y 5% de
la concentracién original. Los extractos se usaron para cultivar células en
96 pocillos, con una concentracién de ml™* durante 24 horas. Después
del periodo de incubacién se les afadi6 el reactivo de MTT [bromuro de
3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyltetrazol]. La enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa reduce el MTT a formazan, dando un color
purpura, permitiendo asi determinar la actividad mitocondrial de las
células tratadas. Como control negativo se us6 el mismo cultivo de células
alfa MEM y como control positivo téxico se empleé una solucién de fenol
con una concentracién de 6'4 g L.

3. Resultados

Para hacer una estimacion del porcentaje de la parte mineral en el
esqueletode lasespecies estudiadas, se hamedido lamasaantesy después
del proceso de calcinacién. Como era de esperar, las especies pequenas
en general, junto con las especies con esqueletos cartilaginosos como
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tintorera o el bacalao, presentan una pérdida de masa elevada, alrededor
del 70%. Por el contrario, las especies grandes presentan en general una
pérdida de masa inferior. Ademas el procedimiento de obtencién de las
espinas de estas Ultimas es mucho mas sencillo que en el caso de las
especies pequenas, lo que puede incidir en abaratar el coste del producto
final. La tabla | ilustra la pérdida de masa de espinas en el proceso de
calcinacion de algunas de las especies estudiadas.

Tabla I. Pérdida de masa de esqueletos de algunas especies en el proceso de

calcinacién a 600 °C.
68 70 75 59 43 58
En cuanto a los analisis de los polvos obtenidos después de los procesos

Pérdida de
de calcinacioén, los analisis llevados a cabo con FSEM y TEM, revelan que
estan compuestos por particulas con forma alargada similar a prismas
de tamano submicrométrico, sin que exista una diferencia morfologica
apreciable entre las distintas especies analizadas ni entre la misma especie
tratada a las temperaturas mencionadas. El aspecto de las particulas es
el que se puede apreciar en la Figura 1, que muestra imagenes FSEM de
particulas obtenidas de varias especies distintas calcinadas a diferentes
temperaturas. En lo que respecta a la cristalinidad del producto obtenido,
los analisis llevados a cabo en todos los productos obtenidos de las
especies analizadas muestran que son cristalinos. La Figura 2A muestra
una imagen de HRTEM en la que claramente se aprecia su caracter
cristalino, exhibiendo patrones regulares con distancias interplanares
de 0'80 nm; la correspondiente transformada rapida de Fourier (FFT)
ilustrada en miniatura, muestra una serie de puntos claros de ordenacién
aperiddica, lo que indica que no se trata de un monocristal. La Figura 2B
(Boutinguizay col., 2012) muestra las reflexiones (0-10) y (-211) a lo largo
del eje de zona [102] correspondientes a las distancias interplanares de
0'80 y 0'38 nm. Estas distancias son muy préximas a las distancias entre
planos cristalinos de la HA (0'82 y 0'39 nm respectivamente). Para ampliar
el analisis del producto obtenido, se ha llevado a cabo un estudio de la
composicion elemental de la parte mineral de los esqueletos de diversas

81 60

masa (%)
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especies para es timar, tanto la relacién molar Ca/P, como la presencia de
metales pesados.

X20,000  1zm m SEI 100KV X10000 T WD 4.2mm

Figura 1. Aspecto de las particulas de la parte mineral de espinas de pescado
después de la calcinacion: a) Pez espada (Xiphias gladius) a 600 °C, b) Bacalao
(Gadus morhua) a 600 °C, c) Tintorera (Prionace glauca) a 600 °C, d) Tintorera
(Prionace glauca) a 950 °C.Figura 2. a) Imagen de microscopia de transmision de
altaresolucion (HRTEM) del lado de una particula individual con su correspondiente
FTT indicando “spots” aperiodicos (con flechas). b) En la FFT de la imagen a) las
reflexiones (0-10) y (-211) a lo largo de la direccion de eje [102] correspondiente a
la HA (Boutinguiza y col., 2012).
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Figura 2. a) Imagen de microscopia de transmisién de alta resolucion (HRTEM) del
lado de una particula individual con su correspondiente FTT indicando “spots”
aperiddicos (con flechas). b) En la FFT de la imagen a) las reflexiones (0-10) y (-211)
a lo largo de la direccion de eje [102] correspondiente a la HA (Boutinguiza y col.,
2012).

Latablall muestra que todas las muestras se componen fundamentalmente
de Cay P, con unarelacién molar de aproximadamente 1'87+0'02, superior
a la relacion de la HA estequiométrica. En mucho menor porcentaje estan
otros elementos como el estroncio, sodio, magnesio o el potasio. El
contenido en metales pesados es practicamente despreciable en las de
las especies estudiadas.

Tabla Il. Composicién elemental de la parte mineral de esqueletos de algunas de las
especies estudiadas medida por ICP-OES (% en peso) después de calcinacion a 600
°C.

Palometa 0'001 | 7'338 | 0'003|0'050|0'218 |0'221 | 3'310 | 0'168
Granadero 0'002|12'832|0'001|0'017 | 0'298 | 0'248 | 5'304 |0'270
Tintorera 0'001|10'339|0'001|0'029|0'124 | 0'348 | 4'037 |0'309
Lubina 0'004 | 16'842 | 0'006 | 0'066 | 0'269 | 0'376 | 6'555 | 0'333
Merluza 0'002 | 21'560 | 0'001 | 0'502 | 0'479 | 0'586 | 10'051 | 0'351
Pez espada 0'002|17'607 | 0'001 | 0'022 | 0'195 | 0'321| 6'787 |0'427
Atan 0'002 | 34'760 | 0'002 | 0'037 | 0'510 | 0'715| 16'632 | 0'128
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Como los resultados de la caracterizacion de las especies abordadas
son similares, aqui se hara hincapié en dos especies representativas,
especialmente en los patrones de XRED, FTIR, RAMAN, asi como para los
ensayos MMT. Designaremos las muestras procedentes de pez espadas
con "Xiph” y las procedentes de atdn "Thun”.

Para identificar los grupos funcionales presentes en la parte mineral de
las especies estudiadas, en este capitulo se muestran los espectros FTIR
y RAMAN correspondientes a las muestras de pez espada y atdn tratadas
a temperaturas distintas, que se muestran en las Figuras 3 y 4. Los
patrones FTIR de las muestras presentan picos estrechos, lo que sugiere
alto grado de cristalinidad, ademas de las bandas caracteristicas de los
grupos fosfato (PO,*") en tres regiones distintas; la primera viene dada
por los picos 1093, 1047 cm™, correspondientes al modo de tensién v,,
y el pico 962 cm™, correspondiente al modo de tension v,. La segunda
regioén de los iones fosfato esta representada por picos bien definidos en
634,603y 571 cm™, y corresponde a la banda v, de vibracion de flexion.
La tercera region se aprecia con poca intensidad en el pico 474 cm™, y
corresponde a la banda v, de modo de flexion. El modo de vibracién de
tensién correspondiente a los iones hidroxilo (OH-) esta presente en todas
las muestras en el pico 3573 cm™'con una intensidad muy débil. En lo que
respecta a los iones carbonato (CO,>) presentes en el hueso y en la HA
carbonatada existen normalmente tres modos de vibracion que se pueden
detectar con FTIR, sin embargo la banda v, suele ser muy débil y por tanto,
muy dificil de detectar (Nelson y col., 1982, Rehman y col., 1994). En las
muestras calcinadas a 600 °C, los iones carbonato se han detectado en
dos regiones distintas, en el pico de 875 cm™ y en la zona comprendida
entre los picos 1639y 1384 cm™.
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Figura 3. Espectro FTIR de la HA obtenida a partir de espinas de pez espada y atin a
600 °C (Boutinguiza y col., 2012).

1047
- I 571
H
- '
i
2925
- 4575 i
© ; H
3 | :
] ! :'
< ! i
T i :
w o | ek :
s | B E R e L
[ ! T
L i -
£ ' )
Than | 4 o i
3900 3400 2900 2400 1900 1400 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro FTIR de la HA obtenida a partir de espinas de pez espada y atin a
950 °C (Boutinguizay col., 2012).
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En las Figuras 5 y 6 se representan los espectros RAMAN de las muestras
calcinadas a 600 y 950 °C, donde se puede observar la presencia de un
pico de mucha intensidad en 962 cm™, que corresponde a la banda v, de
vibracién de tensién de los iones fosfato. Picos de intensidad media se
localizan en 430 y 447 cm™ correspondientes a las bandas v, de flexion
de los iones PO *", mientras que las bandas de flexion v, se localizan en
579, 591, 607 cm™, y con menor intensidad en 615 cm™. En el rango de
los 1000 y 1100 cm™?, los picos de intensidad media localizados en 1029,
1047 y 1076 cm™ se pueden asignar a la banda v, de tensidn asimétrica
de los iones PO *, que se solapan con la contribucién de la banda v, de
tension asimétrica de los iones CO,”", localizable en el pico de 1073 cm™
(Movasaghiy col., 2007, Penely col., 1998). EL patrén RAMAN del material
procedente del esqueleto de pez espada (Xiph) calcinado a 950 °C
comparte picos con la HA, pero presenta también picos que no estan en el
patrén de la HA, como son los picos localizados en 409, 974y 1015 cm™,
y que corresponden respectivamente a las bandas v,, v, y v, del fosfato
tricalcico B (B-Ca,(PO,),:p-TCP) (Li y col., 2004).
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Figura 5. Espectro RAMAN de la HA obtenida a partir de espinas de pez espaday atin
a 600 °C (Boutinguizay col,, 2012).
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Figura 6. Espectro RAMAN de la HA obtenida a partir de espinas de pez espaday atin
a 950 °C (Boutinguizay col., 2012).

La Figura 7 muestra los patrones de difraccion de rayos X (XRD) de las
dos muestras calcinadas a 600 °C que se han escogido para comparar
con el patron de la HA comercial. Como se puede observar, los productos
obtenidos coinciden con el patrén de la HA comercial, sin que haya
diferencia entre las especies comparadas. El resultado cambia cuando las
muestras se calcinan a una temperatura de 950 °C, tal y como se puede
observar en la Figura 8. Aunque las mayores reflexiones coinciden con las
de la HA comercial, se observa la presencia de picos que corresponden al
fosfato tricalcico B, que sugieren la presencia de un pequeno porcentaje
de este compuesto en el producto final. Una estimacion del porcentaje
de fosfato calcico presente en la muestra Xiph y realizada siguiendo las
indicaciones de la norma 1S0-13779:3, revela que aproximadamente el
13% es fosfato tricalcico. En las principales reflexiones de los picos de
difraccion se aprecia un ligero desplazamiento de los picos hacia mayores
angulos si se toma como referencia los patrones de difraccién de la HA
comercial, lo que sugiere cambios en la celda unidad de la HA debido a
sustituciones de elementos en la celda. Los calculos de la relaciéon c/a de
la celda permiten estimar el contenido de carbonato presente en la HA
tipo B o HA biolégica, a partir de los patrones de XRD (LeGeros, 1991). Este
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método empirico relaciona la proporcién del parametro de celda ¢/a con
el coeficiente estequiométrico x:

x=6(30'383c/a-22'208)**

que permite estimar el contenido de carbonato en la HA tipo B o biolégica,
si se asume que su formula quimica es:

CalO-x/Z (P04)6-x(co3)x(o H )2
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Figura 7. Patron de XRD de la HA obtenida a partir de espinas de pez espaday atln a
600 °C comparada con HA comercial (Boutinguiza y col., 2012).
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Figura 8. Patron de XRD de la HA obtenida a partir de espinas de pez espada y atdn
a 950 °C comparada con HA comercial (Vindica picos de B-TCP) (Boutinguiza y col.,

2012).

Comparando los parametros de red cristalina de la HA obtenida a partir
de espinas de pescado, hemos podido calcular que el parametro a en
el caso de la HA obtenida a partir de espinas de atln calcinadas a 600
°Cy 950 °C se reduce a 9'397 y 9'377 nm respetivamente respecto a
la HA estequiométrica (9'418 nm); mientras el pardmetro ¢ para ambas
muestras aumenta a 6'891 y 6'863 nm respectivamente respecto al
mismo pardmetro en la HA estequiométrica (6'884 nm). En el caso de
los parametros de red, la HA obtenida a partir de las espinas de pez
espada calcinadas a 600y 950 °C, el parametro aes de 9'408y 9'425 nm
respectivamente; sin embargo su parametro c se incrementa a valores de
6'901y 6'890 nm.

La relacion de los parametros c/a calculada para las muestras de HA
obtenida a partir de atin y pez espada a 600 °C es de 0'7333 y 0'7335,
superior a la que se obtiene para la HA estequiométrica (0'7309), lo que
permite estimar un contenido de carbonatos del 5'2% en el HA a partir
de atln, y un 5'5% en el caso del pez espada. Los mismos calculos para
las mismas muestras pero calcinadas a 950 °C arrojan unas estimaciones
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de contenido de carbonatos de 2'5% y 0'6% para el atin y pez espada
respectivamente.

Como es conocido, la parte mineral del hueso esta compuesta por
cristales de tamafno nanométrico. Un método alternativo para estimar los
nanocristales de HA obtenidos a partir de espinas de pescado a partir de
los patrones de XRD se basa en la ecuacién de Scherrer (Patterson, 1939):

g= kA
~ Bcos6

Donde d es el tamafio medio de los cristales en la direccion normal al
plano de difraccion hkl, 3 es la anchura total a media altura del pico (en
radianes), A la longitud de onda de la radiacion de rayos X(1'5418 A), y
k es la constante de Scherrer que se relaciona con la forma del cristal.
Asumiendo que d, k'y cosf son constantes para la misma reflexion se ha
utilizado el pico de la linea de la reflexion (2 1 1) por ser una linea clara
y sin interferencias para calcular el tamano de cristal de las muestras,
arrojando unos valores en torno a 50 y 66 nm para las muestras calcinadas
a 600 °Cy 950 °C respectivamente. El aumento de tamano de cristal para
las muestras tratadas a mayor temperatura se confirma en una mayor
intensidad y menor ancho de los picos de los patrones de difraccién de
dichas muestras.

La Figura 9 muestra los resultados de los ensayos de citotoxicidad. En el
ensayo de MTT, las células después de haber sido incubadas en extractos
de muestras de la HA obtenida a partir de espinas producen una cantidad
de formazan muy elevada, lo que indica que las muestras no son téxicas.
Ninguna de las muestras de extractos con 100% de concentracién ha
tenido efecto adverso en la actividad celular.
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Figura 9. Formacion de formazan por la linea celular después de la incubacion con
HA comercial y extractos de muestras de HA obtenida a partir de pez espada y atdn
a 600y 950 °C. C+: Control positivo, C-: Control negativo (Boutinguiza y col., 2012).

4. Discusion

Diversos estudios realizados por diferentes investigadores apuntan a que
la HA de origen animal es biolégicamente mas activa que la HA sintética
debido a que conservan algunas de las propiedades originales inherentes
a la parte mineral del hueso, como pueden ser la baja cristalinidad, el
tamafno nanométrico de sus cristales, asi como la presencia de elementos
minoritarios en su composicién, como el Na*, Mg%, K*, etc. (Ferraz y col,
2004, Linhart y col., 2001). El tamafio y la forma de los cristales tienen una
importancia capital en las propiedades biomecanicas de los huesos, pues la
orientacién preferencial de los cristales de HA en el colageno determina la
resistencia del hueso. Como se puede apreciar en las imagenes de la Figura
1, los cristales obtenidos de espinas de pescado presentan un aspecto
alargado, que probablemente se ha formado de la fusién de pequenos
bloques. Esta morfologia, distinta al aspecto acicular de los cristales de
la HA sintética, se puede explicar mediante las sustituciones de CO,* por
PO,*", y Na*por Ca**, que producen cambios de tamafio en el cristal apatita
como en la morfologia, de acicular a tubular (LeGeros y LeGeros, 1993).
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El tamafio y la forma de los cristales de la HA biogénica o natural pueden
preservar propiedades importantes, como la bioactividad o la flexibilidad
de la estructura (Huang y col., 2007, Chevalier y Gremillard, 2009);
sin embargo, se debe controlar la temperatura de calcinacién, ya que
la recristalizaciéon producto de altas temperaturas puede incrementar
ligeramente el tamafio de los cristales de los huesos (alrededor de 5-20
nm de ancho por 60 nm de largo) y modificar la arquitectura del tejido
original (Paul y Sharma, 2006).

La relaciéon molar Ca/P de los productos obtenidos de las espinas de
pescado es superior a la de la HA estequiométrica. Esto se explica por la
presencia de iones carbonato sustituyendo a iones fosfato, lo que indica
que es una HA tipo B. Este tipo de HA es tipico en la parte mineral de
las apatitas biolégicas, donde los iones carbonato sustituyen a los iones
fosfato, contribuyendo a aumentar la relacién Ca/P (Antonakos y col.,
2007). Este efecto ha sido reportado por otros autores en HA obtenida a
partir de hueso vacuno (Joschek y col., 2000). Este aspecto tiene mucha
relevancia en la bioactividad del material, ya que no es simplemente la
presencia de los iones carbonato la que se asocia a la bioactividad sino su
presencia sustituyendo a los iones fosfato, de igual manera que sucede en
la parte mineral de los huesos. Investigaciones realizadas con HA tipo A,
donde los iones CO," sustituyen a los OH-, han revelado menos afinidad de
las células osteoblasticas del hueso trabecular con la HA tipo A que con la
HA estequiométrica, y consecuentemente menos adhesion y produccién
de colageno (Redey y col., 1999, Redey y col., 2000). La HA obtenida a
partir de espinas de pescado es HA carbonatada tipo B, como muestran los
patrones de espectroscopia de infrarrojo FTIR. Aunque el pico de 875 cm’?
que se asocia al modo flexion esta presente tanto en la HA tipo A como en
la tipo By los picos 1639y 1384 cm se asocian al modo de tension de los
iones carbonato; los picos de 1460y 1419 cm™ corresponden al modo de
flexion de los iones carbonato sustituyendo a los iones fosfato en la HA de
tipo B (LeGerosy col., 1978, Mayery col., 1990). EL anélisis de los espectros
RAMAN también conduce a la misma conclusion, pues la ausencia del pico
de 1100 cm™ caracteristico de los carbonatos sustituyendo a los iones
hidroxilo, permite descartar la presencia de la HA tipo A. Este resultado
se complementa con la elevada relacién Ca/P obtenida mediante el
analisis elemental con espectroscopia ICP-OES, que confirma la presencia
de iones carbonato sustituyendo iones fosfato. Sin embargo, las bandas
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de los iones carbonato en los patrones FTIR disminuyen sensiblemente
de intensidad o decrecen para los productos calcinados a 950 °C,
probablemente debido a la descomposicion de los iones carbonato en
dioxido de carbono, que sucede en un rango de temperaturas entre 700
y 1100 °© C (Barinov y col., 2006). Este resultado aconseja tratamientos
térmicos a temperaturas inferiores para conservar el contenido de iones
carbonato en la composicién original.

Los productos obtenidos se componen de cristales cuyo tamano medio,
medido a partir del pico de reflexion de XRD (211), estd en torno a 50 nm,
similar al tamaio de cristal de un hueso adulto (Olszta y col,, 2007). Sin
embargo, las muestras tratadasa 950 °Cse componen de cristales de mayor
tamanio, debido a la alta temperatura durante un tiempo prolongado (12
horas). Se han reportado resultados similares para hueso ovino cuando la
temperatura de tratamiento se eleva de 400 a 900 °C. Estos resultados
confirman por otra via que la HA tipo B obtenida de espinas calcinadas a
600 °C preserva mejores propiedades que la obtenida a 950 °C.

En lo que respecta a la estructura cristalina de la HA bajo estudio, los
elementos que se incorporan al cristal mediante sustituciones tienden
a modificar los parametros de la red cristalina debido a la diferencia de
tamano de los radios i6nicos. La presencia de spots aperiddicos en la
imagen FFT correspondiente a la imagen de microscopia de alta resolucién
de la Figura 2, se puede interpretar como defectos en la estructura
cristalina debido a laincorporacién de iones en la estructura de la HA. EL Ca
en la estructura hexagonal de la HA posee dos posiciones diferentes. Los
cationes de calcio enlaposicidn|(Cal) estdn coordinados con nueve atomos
de oxigeno que pertenecen a seis iones fosfato formando tridngulos y
forman una estructura columnar. Los cationes calcio en la posicion Il estan
coordinados con siete atomos de oxigeno, seis de los cuales pertenecen a
iones fosfato y uno al ion hidroxilo. Los atomos Cal estan perfectamente
alineados en columnas y cualquier cambio en la interaccién metal-
oxigeno afecta la red entera. Sin embargo, los atomos Call dispuestos en
capas sucesivas estan escalonados y permiten desplazamientos locales
sin comprometer toda la estructura. Cuando se producen sustituciones
de elementos con radios inferiores al del Ca (radio = 0'99 A°) en la HA,
se incorporan preferencialmente en la posicién del Cal; mientras que los
elementos con radios mayores al del Ca se incorporan en la posicion del
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Call (Li y col., 2007, Boanini y col., 2010). En la HA obtenida a partir de
espinas los elementos con radios menores que el Ca, como el Mg (0'66 A°)
y el Na (0'96 A°) podrian ocupar la posicion Cal; mientras otros con mayor
radio, como el Sr(1'13 A°) y el K(1'33 A°) podrian ocupar la posicion Call.

Cuando los carbonatos se integran en la estructura cristalina de la HA, los
CO,* con un volumen inferior al de los PO  que sustituyen, provocan
una reduccioén del parametro a de la red y un incremento del parametro
c de la red cristalino (Leventouri, 2001). Sin embargo, la diferencia de
tamano en el parametro a entre la HA comercial y los polvos calcinados
a 950 °C es menor que con los obtenidos a 600 °C. Esta diferencia se
debe a la descomposicion de los carbonatos cuando la temperatura
es elevada, si bien parte de los iones carbonato migran de los fosfatos
para ocupar los lugares de los hidroxilo, lo que da lugar a un pequeno
aumento del pardmetro a (lvanovay col.,, 2001). Ese resultado concuerda
con el contenido de carbonatos en la HA obtenida de espinas calcinadas a
600 °C, sin que haya diferencia entre las especies examinadas, siendo el
contenido en las mismas similar al de la parte mineral del hueso (Driessens,
1983). De esta manera, se ha calculado cuantitativamente el resultado
observado en los espectros FTIR que indican una reduccién de carbonatos
cuando la temperatura de calcinacion pasa de los 600 a los 950 °C. Dicho
resultado corrobora que una temperatura de calcinacién alrededor de los
600 °C seria la adecuada para obtener una HA tipo B o bioldgica, con un
contenido en carbonato similar al que tienen las HA biolégicas. Este tipo
de material tendria la siguiente férmula quimica:

(Ca, M)9'63(POA)S'zs(C03)0'75(OH)z

donde M representa Mg, Na, Ky Sr cuya presencia es habitual en la HA
biolégica. Estos elementos juegan un papel en el comportamiento de la
HA biolégica, ya que contribuyen a la adhesion celular y al metabolismo
del cuerpo humano. Particularmente al Mg y K se les atribuye un papel
especial en el metabolismo del hueso y en la osteoporosis (Sari¢ y col.,
2005, Gibson y Bonfield, 2002). EL Mg desempeiia un papel crucial en la
funcion y proliferacion celular. Las células son incapaces de proliferar
en ausencia de Mg extracelular debido a la reduccion del ADN, ARN v la
sintesis de proteinas (Rude y Gruber, 2004); mientras que el Sr se asocia
a reduccién en la reabsorcion del hueso y al aumento de la formacién del
hueso, lo que contribuye a limitar el riesgo de fracturas (Marie, 2006).
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La presencia de B-TCP en los productos obtenidos demuestra que
bajo ciertas condiciones térmicas de calcinacidn es posible obtener
polvos bifasicos, formados por B-TCP e HA biolégica, pues parte de la
HA se transforma en B-TCP. Resultados similares se han obtenido por
otros autores al calcinar esmalte a 700 °C (Shi y col.,, 2005) y hueso
animal a 800 °C (Mkukuma y col., 2004). El fosfato calcico bifasico, que
comprende HA no reabsorbible con B-TCP reabsorbible se considera
adecuado para aplicaciones de sustitucion de hueso, pues la HA aporta
la estructura permanente para la formacion del nuevo hueso mediante la
osteoconduccion, mientras la resorcién del B-TCP satura el medio con los
jiones calcio y fosfato para acelerar la formacion del hueso nuevo (Vallet-
Regi y Gonzalez-Calbet, 2004, Goyenvalle y col., 2006). La calcinacion a
950 °C supone un aumento de la cristalinidad del producto que se aprecia
en el aumento de la intensidad y limitada anchura de los picos del XRD,
asi como en el del tamano de los cristales hasta alrededor de los 66 nm.

Teniendo en cuenta la facilidad que presenta la HA para almacenar metales
pesados mediante el intercambio i6nico o por adsorcion de iones pesados
en la superficie cristalina (Moriguchi y col.,, 2008), es importante hacer
una estimacion del contenido de metales pesados y elementos téxicos
en la parte inorganica de las espinas de pescado utilizadas como fuente
de fosfato calcico. En las muestras estudiadas, las concentraciones de Pb,
Cd y Hg estan por debajo del limite que establece la Sociedad Americana
para Muestras y Materiales (ASTM) para la parte inorganica del hueso en
cirugias de implantes (ASTM, 1999). La ausencia de contenido significativo
de elementos toéxicos en los productos concuerda con los resultados de
los resultados de los ensayos celulares de MTT, que muestran que la HA
obtenida a partir de espinas no es citotoxica, con resultados similares a
los de la HA comercial.

De los resultados del presente estudio, se desprende que las espinas
pueden suponer una fuente de HA sostenible, pues se obtendria de
un residuo de la pesca para obtener un producto alto valor anadido, a
diferencia por ejemplo de la HA de origen coralino que puede amenazar el
coral. Por otra parte, de las espinas se obtiene HA biol6gica con presencia
de Mg que seria mas beneficioso en aplicaciones de sustituciones 6seas
que la HA que no contiene Mg, pues el uso de esta HA contribuye a
mantener el contenido de magnesio en el nivel adecuado para promover la
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proliferacion celular, que tiene una importancia capital en la subsanacion
de defectos 6sesos (Rude y Gruber, 2004).

5. Conclusiones

En este trabajo se ha obtenido HA a partir de espinas de pescado que estan
disponibles como residuo de las actividades de la pesca industrial. La HA
obtenida es de tipo B, donde los carbonatos sustituyen a los fosfatos, con
una relacién molar Ca/P superior a la HA estequiométrica. El aumento de
la relacién de los parametros de red c/a de la HA obtenida respecto a la
de la HA estequiométrica permitié estimar el contenido de carbonatos en
los productos obtenidos, que resulté ser del 5% en la HA obtenida a partir
de espinas calcinadas a 600 °C, que es similar al contenido de carbonatos
en la parte mineral del hueso humano.En las espinas calcinadas a 950 °C
disminuyé el contenido de carbonatos por descomposicion debido a las
altas temperaturas, acompanado de una transformacién parcial de la HA
en B-TCP. Los ensayos celulares llevados a cabo con HA obtenida a partir
de espinas de pescado demostraron que no es citotoxica.
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Resumen

La obtencién de biomateriales que facilitan o intervienen en corregir
o solucionar defectos en los huesos es uno de los objetivos claves en
el desarrollo de nuevos implantes ortopédicos basados en el uso de
fosfatos calcicos a escala nanométrica. Pero el papel de los biomateriales
nanoestructurados de fosfato calcico no queda restringido a solucionar
problemas &seos, sino que éstos participan en muchas otras estrategias
para la curacion o el diagnéstico de enfermedades. Una alternativa para
la obtencion y desarrollo de este tipo de biomateriales son los materiales
obtenidos a partir de fuentes naturales, como puede ser la parte osificada
de peces procedentes de la actividad pesquera. La parte mineral del tejido
duro de los vertebrados esta compuesta fundamentalmente por fosfato
calcico que se encuentra en forma de hidroxiapatita (HA) carbonatada,
tanto en huesos, como en dientes y tendones, para conferirles estabilidad,
dureza y funcionalidad. En los seres vivos las nanoparticulas de fosfato
calcico se forman mediante el proceso de biomineralizacién, en el
que macromoléculas organicas regulan la nucleacién, el crecimiento,
la morfologia y la ordenacién de cristales inorganicos de tamano
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nanométrico. Dada la similitud con la composiciéon quimica del tejido
duro de los vertebrados, el fosfato calcico tiene un uso amplio como
biomaterial. En este capitulo presentamos un resumen sobre la aplicacion
de los fosfatos calcicos de origen biogénico, asi como los resultados de
trabajos realizados en varios proyectos de investigacion para obtener
y caracterizar nanoparticulas de fosfato calcico a partir de residuos
procedentes de la pesca.

1. Introduccién

Los materiales nanométricos tienen propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas distintas a las que presentan los mismos materiales masivos o
a escala molecular o atémica. Esta peculiaridad relacionada con manipular
la materia a escala nanométrica abre un gran abanico de aplicaciones en
las distintas ramas de la tecnologia, la medicina y la ciencia. En el caso
particular de los fosfatos calcicos, dada la similitud de su composicién
quimicaconlade laparteinorganicade los tejidos duros de los vertebrados,
encuentran una amplia aplicacién en areas de ortopedia, odontologia,
cirugia maxilofacial, etc. Pero no sélo la composicion esta detras del éxito
de los fosfatos calcicos en las aplicaciones biomédicas, sino también el
tamano de los mismos. Pues las particulas de fosfato calcico de tamano
micrométrico presentan areas superficiales (alrededor de 2 a 5 m?/g)
bastante inferiores a las particulas de fosfato calcico nanométrico (en
torno a 100 m?/g) (Padilla y col., 2008), ademds de una menor resorcion
Osea observada en cristales micrométricos de hidroxiapatita (HA) sintética
que la que se le atribuye a la parte mineral del hueso (Kalita y col.,
2007). La HA de tamafo submicrénico (180 nm) presenta una rugosidad
superficial menor que la HA nanométrica (67 nm), mientras que el dngulo
de contacto de la HA nanométrica es significativamente inferior al de la
HA submicrénica; otras diferencias incluyen el tamano de los poros en las
particulas, que es varias veces inferior en la HA nanométrica (Webster y
col,, 2000). En sintesis, estas diferencias de tamafo dan lugar a diferencias
en las propiedades, y por tanto, en un comportamiento distinto en una
aplicacion determinada. Asi, se sabe que la rugosidad en la superficie
estimula la funcién de los osteoblastos, mientras que la presencia de
la porosidad favorece la osteoinduccién (Sato y Webster, 2004). Por
otra parte, el sinterizado de fosfato tricalcico (B-TCP) en forma de polvo
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nanométrico a baja temperatura arroja mejores resultados en cuanto
a propiedades mecanicas dando lugar a una mayor densificacién que
cuando se usa B-TCP en forma de granos micrométricos (Lin y col., 2007).
En la misma direccién apuntan los resultados histolégicos de sustitucién
6sea realizada con biocomposites basados en HA, evidenciando mejores
resultados de biocompatibilidad y osteointegracién cuando se usa
HA nanométrica (Zhou y col., 2006, Khanna y col,, 2011). Es evidente
que el aumento de la fraccién de las fronteras de grano en los fosfatos
calcicos de tamano nanométrico contribuye a aumentar la adhesién de
los osteoblastos, la proliferaciéon y la mineralizacion. Estos resultados
indican que los fosfatos calcicos nanométricos presentan mejores
comportamientos en aplicaciones biomédicas que sus correspondientes
de tamafo micrométrico, gracias a su mayor area superficial que puede
ser determinante para la mejora de ciertas propiedades.

2. Aplicaciones de los fosfatos calcicos nanométricos

Una de las aplicaciones mas relevantes de los fosfatos calcicos es la de
material de aporte en reparaciones 6seas y relleno en defectos seos.
El uso de implantes en las sociedades industrializadas se incrementa
conforme aumenta la esperanza de vida de la poblacién, siendo el
injerto 6seo el tipo de trasplante de tejidos mas numeroso después de
los trasplantes de tejido sanguineo (Shegarfi y Reikeras, 2009). A modo
de ejemplo, para ilustrar la magnitud del uso de implantes, en 2003 se
realizaron mas de 700.000 implantes dentales en Estados Unidos y mas de
1.300.000 en Europa (Estéban-Tejaday col., 2009). En el mayor nimero de
los casos estos implantes son metalicos, siendo el titanio y sus aleaciones
el material mas utilizado. El titanio es un material bioinerte por lo que a lo
largo de los afos se han ensayado diferentes tipos de recubrimientos para
mejorar la osteintegracién de los implantes fabricados a partir del titanio
y sus aleaciones. Entre estos materiales, los fosfatos calcicos, y la HA en
particular, han demostrado una gran capacidad de mejora de la interaccion
entre el implante y el tejido 6seo. Por otra parte, los implantes metalicos
en muchas ocasiones presentan complicaciones debido a la aparicién
de infecciones causadas por microorganismos como bacterias y hongos
resistentes a los antibidticos. Se adhieren a la superficie del implante
formando una capa conocida en la literatura cientifica como "“biofilm”
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que envuelve el implante como cuerpo extraio (Kiedrowski y Horswill,
2011). En muchas ocasiones conllevan al fracaso de los implantes y, en
otras, da lugar a complicaciones que pueden suponer hasta la muerte del
paciente (Stevens y col., 2009), ademas del enorme gasto que conlleva el
tratamiento de las infecciones. Por ello, los implantes se suelen recubrir
de algun tipo de fosfato calcico que mejore sus funcionalidades. Cuanto
mas se aproximan las propiedades del recubrimiento a las del hueso
natural, menos rechazo presenta el cuerpo ante el implante. Asimismo se
ha estudiado el uso de los fosfatos calcicos nanométricos para favorecer
la remineralizacion de esmalte danado y por consiguiente su reparacién
(Huangycol.,,2011).ELuso de este material nanométrico en pastas dentales
podria promover la remineralizacién del esmalte desmineralizado ademas
del efecto blanqueante que puede producir en el mismo (Roveri y col.,
2009, Lv y col., 2007).

Otra de las aplicaciones de las nanoparticulas de fosfato calcico es la de
liberacién de medicamentos, pues representan la opcion mas natural
para la liberacion de farmacos en las terapias 6seas. Los materiales
fabricados a partir de nanoparticulas poseen grandes superficies
especificas y un volumen de poros, tal que permite transportar una gran
concentraciéon de farmacos. Suponen uno de los nanomateriales mas
seguros y biocompatibles ensayados hasta el momento (Singh y col.,
2009) y presentan buena capacidad de adsorcion a las biomoléculas
(Saito y col,, 2013). Su naturaleza porosa, que no muestra cambios con el
pH ni presenta hinchamiento, las convierten en vehiculos ideales para el
transporte de principios activos. Por otra parte, las distintas variedades de
estequiometria de los fosfatos calcicos nanométricos permiten distintas
cinéticas de liberacién de medicamentos, lo que posibilita variar el tiempo
de liberacién de farmacos que va desde horas a meses (Loomba y Singh-
Sekhon, 2015). Ademés de liberar medicamentos, las nanoparticulas de
fosfato calcico se pueden utilizar también para realizar otras funciones de
manera simultanea, tales como su uso como agentes de contraste para la
deteccion de enfermedades, en propiedades terapéuticas, como agentes
bactericidas, etc. (Uskokovi¢ y Desai, 2013). El esquema de la Figura 1
ilustra la funcionalizacidn de una nanoparticula para cumplir varias tareas
de manera simultanea (Epple y col.,, 2010).
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@ Matriz de fosfato calcico

Componente de contraste

Drogas o pro-drogas

v Componente de direccion

= Componente de estabilizacion superficial

Figura 1. Ilustraciéon de una nanoparticula de fosfato calcico funcionalizada para
cumplir varios objetivos (modificada de Epple y col., 2010 con permiso de The Royal
Society of Chemistry).

Para recuperar la funcionalidad de determinados tejidos dafados ya sea
por enfermedades o por envejecimiento, la ingenieria de tejidos pretende
recuperar dicha funcionalidad a partir del disefio y la construccién de
andamios o estructuras a partir biomateriales que favorezcan la adhesion,
la proliferacién y diferenciacién de las células. Aunque las estrategias
de preparar una estructura con el propésito de ser utilizada en huesos
pueden ser diversas, la presencia de nanoparticulas de fosfato calcico
es indispensable para que se pueda imitar en la medida de lo posible la
regeneracion delhueso. En este sentido, la estructura de la parte esponjosa
del hueso o hueso trabecular es mas facil de reproducir que la parte
compacta, ya que esta Ultima presenta una estructura mas compleja; por
ello, las técnicas de ingenieria tisular actuales son capaces de desarrollar
estructuras o andamios que imitan con bastante acierto la parte esponjosa
del hueso con presencia de poros, como el que se muestra en la Figura 2,
realizado mediante la técnica de prototipado rapido (Leongy col., 2003).
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Figura 2. Imagen de un andamio para regeneracién ésea (bonescaffold) con presencia
de poros fabricado mediante la técnica de prototipado répido (Boutinguiza y col.,
2003).

3. Nanoparticulas de fosfato calcico a partir de espinas de pescado

Para las aplicaciones mencionadas anteriormente, especialmente aquéllas
que implican la solucién de problemas en huesos o dientes, la semejanza
de las nanoparticulas de fosfato calcico a las que forman parte del hueso
humano es crucial para el éxito de tales aplicaciones. Dicha semejanza
abarca la estructura, la morfologia, el tamano de cristales, etc. Una opcidn
es utilizar nanoparticulas de origen biolégico, ya que probablemente
conserven propiedades inherentes a las nanoparticulas de su origen
biogénico, como pueden ser el tamano de cristal, la composicion, el
grado de cristalinidad, etc. Pues el hueso se puede considerar como
un ensamblado de distintos niveles de siete unidades estructurales
jerarquicas que van desde la escala macro hasta la escala nanométrica,
pasando por unidades de tamano micrométrico, tal y como se ilustra en
la Figura 3 que corresponde a la secuencia de formacién de las espinas
del pez cebra (Cuiy col,, 2007). ¢ Pero, por qué es tan importante la escala
nanométrica en el hueso?. En varios estudios se ha demostrado que los
nanocompuestos naturales tienen una estructura mecanica en la que los
tamafnos nanométricos de los minerales cumplen la funcién de dotarlos
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de resistencia y solidez, ademas de una gran tolerancia a los defectos
(Gaoy col., 2003, Gruptay col., 2006). Otra funcién capital de los fosfatos
calcicos nanométricos para los organismos es la de proporcionar iones
de calcio y ortofosfato que son necesarios para una amplia variedad de
funciones metabélicas (Dorozhkin, 2009), en las cuales se proporcionan
o consumen iones de ortofosfato y calcio en un proceso continuo de
resorcion y formacion de HA nanométrica por parte de los osteoclastos y
osteoblastos respectivamente (Dorozhkin, 2007, Olszta y col., 2007).

Nivel 7 . ! Hélice triple de
Estructura 6sea f:v\ colageno

)

.
n {{ Nivel 1

1 Principales componentes
Cristal HAP

Nivel 6
Vértebra

Nivel 2
Fibras colagenas
mineraizadas

Nivel 5
Lamelar

Nivel 2
Matriz fibrilar

oy

Patrén de matriz fibrilar

Figura 3. Siete niveles de organizacion jerarquica del esqueleto del pez cebra. Nivel
1.- cristales aislados y parte de fibras de colagenos con estructura de triple hélice.
Nivel 2.- Fibras de colageno mineralizadas. Nivel 3.- Matriz de fibras de colageno
mineralizado con una periodicidad de bandas estriadas de 60-70 nm. Nivel 4.- Dos
patrones de matrices de fibras. Nivel 5.- Estructura laminar en la vértebra. Nivel 6.- Una
vértebra. Nivel 7.- Espinas (modificada de Cuiy col,, 2007 con permiso de Elsevier).

Los métodos y técnicas de sintesis de nanoparticulas permiten controlar
el tamano y la morfologia de las mismas mediante los parametros y
condiciones empleados. A grosso modo, las técnicas de produccién de
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nanoparticulas se pueden clasificar en dos grandes grupos. Los métodos
basados en la aproximacién “de abajo hacia arriba” (bottom-up), agrupan
fundamentalmente a métodos quimicos que parten ensamblando
pequenas unidades hasta obtener material a escalananométrica. Dentrode
este grupo existen diversas técnicas y métodos para la sintesis y obtencién
de nanoparticulas de fosfato calcico, entre las cuales se pueden destacar:
el método sol-gel, la sintesis hidrotermal o la irradiacién con microondas.
El método sol-gel se basa en la preparacion de una suspensidn coloidal
(sol) de precursores y la gelificacion del sol para formar una red dentro de
una fase liquida continua (gel). En la sintesis hidrotermal los precursores
son calentados en agua por encima de su punto de ebullicién, lo que
genera una presién superior a la atmosférica (normalmente moderada) y
favorece lareaccion de las especies utilizadas. En el método de irradiacién
con microondas se utilizan campos eléctricos de alta frecuencia para
calentar el material cargado eléctricamente como los iones en un sé6lido o
las moléculas polares en un solvente para acelerar asi las reacciones. Los
métodos basados en la aproximacion “de arriba hacia abajo” (top-down)
agrupan fundamentalmente a métodos fisicos que parten de un blanco
de material macroscépico para reducirlo hasta porciones nanométricas.
Dentro de estas técnicas se puede citar: la molienda, la evaporacion
térmica, la deposicién quimica en fase de vapor, la ablacién laser, etc.

En el marco de los trabajos llevados a cabo en varios proyectos de
investigacién (IBEROMARE, PROTEUS y MARMED) cuyo objetivo principal
era la revalorizacién de subproductos o residuos procedentes de la pesca,
los autores de este capitulo hemos empleado el laser como herramienta
para obtener nanoparticulas de fosfato calcico a partir de espinas de
pescado. Para ello, hemos utilizado como fuente de fosfato calcico blancos
de espinas de distintas variedades de peces, previamente tratadas para
eliminar la materia organica y conservar solamente la parte mineral de
las espinas. Los blancos fueron irradiados con varias fuentes laser con
distintas longitudes de onda y bajo diferentes condiciones, para obtener
nanoparticulas de fosfato calcico siguiendo procesos fisicos distintos
segun las condiciones utilizadas.

Unadelasestrategiasexperimentadasconsisteenlafracturamediantelaser
de particulas micrométricas. Para ello se han utilizado particulas obtenidas
a partir de esqueletos de pez espada (Xiphias gladius) previamente
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calcinados para eliminar la materia organica. Los analisis realizados al
material resultante mostraron que se compone fundamentalmente de
HA. La morfologia de estas particulas se muestra en la Figura 4. Con las
particulas se prepar6 una solucién en agua destilada con pH en torno
a 8'0 para mantener la estabilidad de la HA. La solucion obtenida se
mantuvo bajo la accion de ultrasonidos para evitar la aglomeracién de las
particulas precursoras. Finalmente la solucién preparada se sometio6 a la
irradiacién de un haz laser. Aunque se han utilizado diferentes fuentes
laser que operan en modo pulsado y en modo continuo, aqui reflejamos
los resultados obtenidos con un laser pulsado con una duracién de pulsos
de 1'0 ms y una energia por pulso de 2'0 a 8'0 mJ; y otro que opera en
modo continuo con una irradiancia de aproximadamente 10 W/cm?.

SEI 50k X10,000 1gmn WD 4.3mim

Figura 4. aspecto de las particulas precursoras procedentes de esqueleto de pez
espada (Xiphias gladius) antes de ser irradiadas con laser (Boutinguiza y col., 2009).

Cuando el haz laser incide en las particulas, éstas experimentan una rapida
subida de temperatura que puede dar lugar a la fractura del material, su
fusion y/o evaporacién dependiendo de los parametros utilizados. En el
proceso que nos ocupa, la acumulacion de pulsos sucesivos que inciden
en las particulas suponen un proceso fototérmico mediante el cual se
acumula energia en forma de calor en el material (HA), que no se disipa
con la suficiente rapidez debido a su baja conductividad térmica. Este
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confinamiento térmico, produce un sobrecalentamiento local que se
puede traducir en la fractura por tensiéon térmica y fundamentalmente en
la fusion de las particulas precursoras. Particulas de tamafno nanométrico
fracturadas por este mecanismo junto con otras de menor tamahno, y cuya
forma redondeada indica que se han formado a partir de la fusién del
material de partida y su rapida solidificacién, se pueden apreciar en la
micrografiade la Figura 5. Con este método se han obtenido nanoparticulas
de fosfato célcico de apenas varios nanémetros, como se puede apreciar
en la Figura 6, donde se han sefalado varias nanoparticulas que muestran
claramente los patrones que revelan la red cristalina a partir de las zonas
de contraste entre la interferencia constructiva y destructiva: que permite
ademas medir la distancia entre planos cristalinos e identificar el tipo
de material. El inserto en la misma figura corresponde a la transformada
rapida de Fourier (FTT) que ha sido utilizada para calcular la distancia
entre los planos cristalinos. En este caso los calculos revelan la presencia
de nanoparticulas cristalinas de HA junto con otras de fosfato tricalcico
(TCP). Para determinadas aplicaciones como las regeneraciones 6seas, la
combinacién de HA y TCP resulta de gran interés. Aunque la HA presenta
una excelente biocompatibilidad, promoviendo una directa adhesién
y proliferacién de los osteoblastos, es, sin embargo, demasiado estable
en los fluidos corporales; por otra parte el TCP presenta una velocidad
de disolucién demasiado rapida como para que se formen las uniones
6seas. Por ello, resulta de especial interés usar una mezcla de ambos
materiales con tamano nanométrico, de modo que los tejidos 6seos
puedan crecer ocupando los huecos que deja el TCP después de su rapida
disolucion (Epple y col., 2010).
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SE 50KV X50000 100nm WD 3.7mm

Figura 5. Aspecto de nanoparticulas obtenidas mediante fragmentacién de espinas
de pescado utilizando un laser continuo (Boutinguiza y col., 2009).

unos pocos nandémetros obtenidas con laser pulsado. El inserto corresponde a su
transformada rapida de Fourier (FTT) que permite identificar la presencia de fosfato
tricalcico, TCP (flechas blancas) e HA (flechas negras) (Boutinguiza y col., 2009).
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En esta técnica hay parametros cruciales en la formacién de las
nanoparticulas, como la energia por pulso y la duracién del mismo, o
la potencia por unidad de area sobre la superficie, llamada también
irradiancia del haz laser sobre las particulas. Cuando la irradiancia se
incrementa hasta valores de 2:10° W/cm? se obtienen fundamentalmente
nanoparticulas con morfologia esférica acompanadas de la presencia
ocasional de particulas con la misma forma pero de tamaio submicrénico,
como se pueden observar en la Figura 7. Los analisis llevados a cabo en
varios grupos de particulas revelan que su composicién fundamental es de
Cay P, pero no son de naturaleza cristalina. Su morfologia practicamente
esférica indica que se han formado a partir de material fundido debido
a la alta temperatura que experimentan, donde la tension superficial
juega un papel fundamental en conferirles tal forma, mientras que su
enfriamiento rapido, favorecido por la temperatura del medio acuoso
circundante, contribuye a que sean amorfas. Sin embargo, la relacién de
Ca/P medida en diversas particulas arroja un valor de 1'82 algo inferior
al valor medido para las particulas precursoras de 1'86. Este valor mas
elevado para la HA de origen biolégico que para la HA sintética se explica
por la presencia de carbonatos sustituyendo a los iones fosfato. La HA
biogénica es carbonatada y menos cristalina que la sintética debido
a la incorporacién de determinados iones como Mg%*, K*, Na*, etc. en
cantidades muy reducidas, que no sélo afectan a su cristalinidad, sino que
también modifican su carga superficial, su solubilidad y otras propiedades
que determinan su comportamiento en presencia de fluidos corporales,
siendo por tanto, esenciales en el metabolismo del hueso (Supova, 2014).
La disminucion de la relacion Ca/P observada en las nanoparticulas
obtenidas mediante laser se puede explicar mediante la transformacién
parcial de la HA en TCP cuya relacion Ca/P es mas baja. Esta transformacién
normalmente se produce a temperaturas superiores a los 1000 °C, que
pueden ser alcanzadas y superadas por las particulas cuando el tiempo de
interaccion con el laser es relativamente elevado (del orden de los ms).
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19.0kV  X7.500 1um WD 8.0mm

Figura 7. Micrografia SEM que muestra la morfologia de particulas de fosfato calcico
obtenidas mediante laser con una irradiancia aproximada de 10° W/cm? (Boutinguiza
y col,, 2011).

4. Conclusiones

La nanotecnologia permite obtener o disefar materiales con nuevas
propiedades que solamente se dan a escala nanométrica. A esta escala, los
materiales pueden presentar propiedades fisicas, quimicas y biolégicas
peculiares y Unicas, que difieren tanto de las propiedades del material
precursor masivo como de los atomosy moléculas del mismo material. Este
es el caso de los fosfatos calcicos nanométricos de origen natural, como los
procedentesde espinas de pescado, que presentan excelentes propiedades
mecanicas, fisicas, quimicas, etc., y que ademas son semejantes a las de
los huesos y tejido dentario. Gracias a estas propiedades singulares de
los fosfatos calcicos nanométricos como la elevada area superficial, la
biocompatibilidad, la bioactividad, su morfologia y tamano semejantes
a los constituyentes intimos del hueso humano, etc., encuentran uso en
un amplio espectro de aplicaciones. Se usan en la regeneracion 6sea, en
recubrimientos de implantes, en ingenieria tisular, en farmacologia como
vehiculos de liberacién de medicamentos, etc.
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Una fuente natural de los fosfatos calcicos nanométricos son las espinas
de pescado, que se encuentran disponibles como subproducto de la
actividad pesquera y pueden ser extraidos por distintos métodos vy
técnicas. La técnica de obtencion o de sintesis de las nanoparticulas
determina el control sobre la morfologia y la composicién de las mismas.
En trabajos realizados en el marco de varios proyectos (IBEROMARE,
PROTEUS y MARMED) hemos utilizado el ldser como herramienta para
obtener nanoparticulas de fosfato calcico a partir de espinas de pescado
como material precursor. Aunque las nanoparticulas obtenidas conservan
su composicion de fosfato calcico, segin su estructura cristalina, se
pueden clasificar en amorfas y cristalinas; las amorfas generalmente se
forman en un proceso de sobrecalentamiento que da lugar a la fusién
del material seguida de la solidificacién con geometria generalmente
redondeada, mientras que las cristalinas suelen ser alargadas y similares
al material de partida.
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Resumo

A hidroxiapatite é o componente mais importante dos 0ossos humanos e
animais (60 a 70% em peso do 0ss0) e por isso tem sido largamente usada,
na sua forma sintética, para promover a formacao de 0sso novo e favorecer
o crescimento de células osteoblasticas. Atualmente, a hidroxiapatite e
derivados de fosfato de célcio naturais podem ser obtidos a partir de
subprodutos marinhos, tendo sido exploradas fontes como as espinhas
e escamas de alguns peixes. Ao longo deste capitulo sera apresentada a
forma de obtencao e principais caracteristicas visando a sua aplicacdo na
biomédica.

1. Introducao

A hidroxiapatite (HA), que corresponde a férmula Ca, (PO4),(OH), é
um composto quimico largamente utilizado como um biomaterial,
mais especificamente, como um substituto de osso. A HA é o principal
componente dos 0ssos humanos e animais, que constitui geralmente
entre 60 e 70% em peso do 0ss0, enquanto a parte restante é constituida
por colagénio. A percentagem de HA no osso pode variar de acordo com as
espécies animal considerada; no entanto, outros parametros tais como a
idade do animal também podem afetar tal percentagem.
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A utilizagao da HA artificial como substituto de osso é habitualmente a
escolha mais imediata, uma vez que replica a composicao mineral e o
comportamento de osso humano. A HA é altamente biocompativel e
osteocondutora, promovendo a formac¢do de osso novo e favorecendo o
crescimento de células osteoblasticas.

A biocompatibilidade da HA e a sua eficacia como um material substituto
de osso pode depender de varios fatores, sendo a proporcao entre o calcio
e o fésforo particularmente importante. A razdo estequiométrica para a
HA é 1'67; portanto, no material utilizado como um substituto de o0sso,
a proporcao deve também estar tdo préximo quanto possivel de este
valor. Outra caracteristica que pode influenciar a biocompatibilidade da
HA é a possivel presenca de outros elementos, como sejam componentes
menores presentes na estrutura da HA (Figura 1).
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Figura 1. Alguns dos elementos existentes como componentes menores na estrutura de HA que
podem influenciar a sua biocompatibilidade. A imagem corresponde ao pé de HA obtida de
espinhas de sardinha por calcinacdo (cedido por Piccirillo e col., 2013c).

O magnésio, por exemplo desempenha um papel fundamental, uma vez
que tem um efeito sobre reabsorbabilidade da HA; a calcificacdo do préprio
0ss0 e, por conseguinte, a sua fragilidade pode também ser afetada. O
cloro e o sédio, por outro lado, podem ter uma influéncia positiva sobre
reabsorbabilidade e a osteoporose, respetivamente. O flior também pode
serimportante, uma vez que pode promover a osteointegracao (Piccirillo e
col,, 2013c). Caracteristicas de superficie, tal como a porosidade, também
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podem ser um fator determinante. Geralmente, uma superficie com
elevada porosidade favorece o crescimento celular, pela existéncia de
uma maior area disponivel para a adesao e migracao de osteoblastos; isto,
por sua vez, facilita a proliferacdo das células. Em alguns casos, contudo,
um material com uma estrutura mais densa e mais sélida é necessario,
pois exibe melhores propriedades mecanicas; este é o caso em que a HA
tem de ser utilizado para a substituicao de ossos duros ou para aplicacdes
de suporte de carga elevada.

Outros fosfatos para além da HA também s3o usados como biomateriais
(Dorozhkin, 2010). A HA é frequentemente utilizada combinada com o
fosfato tricalcico (FTC), Ca,(PO,),, em ambas as suas formas a.e . O FTC tem
geralmente piorbiocompatibilidade,masapresentaumareabsorbabilidade
superior; portanto, uma combinacdo dos dois materiais pode ser utilizada
com vantagens funcionais - um fosfato de calcio bifasico (FCB). Estudos
sobre materiais FCB s3do relatados na literatura (Dorozhkin, 2012); sendo a
sua formacao favorecida quando a razao atémica entre o calcio e o fésforo
é inferior a 1'67 e mais perto de 1'5 (para valores estequiométricos HA e
FTC, respetivamente) (Kannan e col.,2006). Varios produtos FCB com ambas
as formas o e B estdo disponiveis comercialmente. A fluoroapatite (FAP),
Ca,(PO,),F,. por outro lado, tem também sido considerada, especialmente
para materiais dentarios. Devido a sua baixa solubilidade, a FAP é mais
estavel em ambientes fisiologicos ligeiramente acidos; ao mesmo tempo,
no entanto, a sua biocompatibilidade é comparavel a de HA. Além disso,
pode mostrar um comportamento anti-bacteriano para ambos os grupos
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A maioria das HA e materiais de fosfato de calcio utilizados hoje sdo
sintéticos, tendo vindo a ser usados varios métodos para preparar 0s
compostos anteriormente referidos.

Em paralelo com evolucao da producao sintética, uma série de processos
foram desenvolvidos para preparar HA partir de fontes naturais. Nas
préoximas secoes, uma descricao detalhada sera dada de HA e / ou
biomateriais de fosfato de calcio preparadas usando fontes marinhas
como materiais de partida.

As fontes consideradas neste capitulo serdo sobretudo as espinhas e
escamas de peixes.
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2. Hidroxiapatite e fosfatos de calcio de espinhas e escamas de peixe

A obtencao de HA a partir de fontes como as espinhas de peixes apresenta
inimeras vantagens. A industria de processamento de peixe gera
quantidades crescentes de subprodutos cujo tratamento representa um
sério desafio para a sociedade, devido as potenciais questdes ambientais
e de seguranca associadas. Assim a extracdo de compostos de valor
acrescido a partir destes subprodutos alimentares tem sido cada vez mais
incentivada e desenvolvida. Alem disso, a disponibilidade de fésforo
necessario para a producao de HA sintética pode ser critica, pois, relatos
recentes tém mostrado que, se consumido no ritmo atual, as reservas
mundiais estardo esgotados em cerca de 50 anos (Gilbert, 2009).

Assim, o desenvolvimento de métodos alternativos que ndo requerem a
utilizacao de novo fésforo, mas, pelo contrario, permitem utilizar fésforo
naturalmente presente em subprodutos é particularmente valioso.

Considerando-se as caracteristicas do material, a HA de origem natural
pode realmente ser uma melhoria em comparacdao com as sintéticas. Na
verdade, varios elementos menores (ex: s6dio, magnésio), podem ser
necessarios para melhorar desempenho como biomaterial. No caso da HA
extraida a partir de espinhas de peixes, ndo é necessario adicionar estes
elementos, pois ja estdao presentes na matriz estrutural.

Piccirillo e col. (2013d) asseguraram pela primeira vez a extracdo e
caracterizagdao de apatites e materiais a base de fosfato de tricalcico a
partir de espinhas de bacalhau.

Assim as espinhas obtidas de varias zonas do peixe foram lavados em
agua quente, limpas e secas e esmagados manualmente até obter pedacos
mais pequenos. Para obter a HA segue-se um processo de calcinacao a
temperaturas entre 900 e 1200 °C, com velocidades de aquecimento de
5°C/ min. O material obtido caraterizou-se como um material bifasico de
HA e fosfato tricalcico (Ca, (PO,),(OH), e p-Ca,(PO,),) em percentagem em
peso de cerca de 75:25, um material amplamente utilizado em implantes
biomédicos. A natureza bifasica foi confirmada por FTIR (Figura 2) com
evidéncia dos picos pertencentes aos ides fosfato da HA em 1092, 1046,
980, 962, 601, 568 e 473 cm™ e do pico a 1122 cm?, caracteristico de
B-TCP.

192



MATERIAIS A BASE DE FOSFATO DE CALCIO DE ORIGEM...
Biomateriais em Regeneracao de Tecidos

100
80 \\/
80

40

Transmitancia (%)

3500 1000 500
Frequéncia de onda (cm-1)

Figura 2. Espectros de infravermelho de amostra espinha de bacalhau calcinada sem tratamento.
*: ligacao OH vinculo; Pico marcado com f: B- fosfato tricalcio (Piccirillo e col., 2013d).

As suas caracteristicas de microestrutura, nas espinhas tratadas
termicamente a 1000 °C foram observadas com recurso a Microscopia
Eletrénica de Varimento (MEV) (Figura 3). Duas estruturas de grdos,
claramente diferentes, podem ser observadas na micrografia: os menores,
arredondadas, com dimensées de 300-500 nm, e outros muito maiores e
mais cristalinos, com uma forma mais alongada. Estes cristais em forma de
agulha tendem a orientar-se em conjunto com o eixo maior alinhado na
mesma direcdo. Estas caracteristicas confirmam que duas fases diferentes
estdo presentes no material.

Figura 3. Micrografias obtidas por MEV de amostra espinha de bacalhau calcinada sem
tratamento (Piccirillo e col,, 2013d).

As analises elementares das amostras calcinadas a 1000 °C mostram que os
outros ioes, tais como o de sddio, cloro e flior, estdo presentes no material
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naturalmente, o que pode constituir uma vantagem, assumindo que a
concentracdo mais elevada de fldor pode favorecer a osteointegracao, e
a de sddio e de cloro pode ter um efeito benéfico sobre a osteoporose
e reabsorbabilidade, respetivamente, como ja foi referido anteriormente.

O tratamento das espinhas em solu¢des com diferentes i6es antes da
sua calcinagdo permitiu observar uma evidente alteracdo da composicao
do material. Assim, foi obtida HA simples, clorapatite (Ca,(PO,).CL,) e
fluorapatite (Ca,,(PO,),F,) utilizando solu¢bes com excesso de CaCl, e de
NaF, respetivamente. Os tratamentos em solucdo afetam igualmente a
microestrutura do material — o cloro parece ndo favorecer a sinterizacao,
enquanto o fldor parece aumentar, e levar a um produto sinterizado com
graos alongados e bem orientados.

Ainda, Piccirillo e col. (2014a) exploraram o potencial de obtencdo de
HA de outras espécies de peixe, neste caso de sardinha. O processo de
producdo de conservas é realizado por diferentes métodos, que variam
em toda a Europa. De acordo com a tradicdao mediterranea, a sardinha
e a cavala sao peixes enlatados através de um processo que envolve a
salga, lavagem, cozedura e lavagem das latas, passos que representam de
10, 35, 15 e 40% do total dos efluentes de conservas, respetivamente,
que atualmente ndo é devidamente valorizada (Ferraro e col,, 2014). A
indidstria de conservas Portuguesas gera uma quantidade de espinhas e
escamas de sardinhas, existindo um elevado potencial de valorizacao.
Neste trabalho, os compostos a base de fosfato usados em biomedicina
foram extraidas de espinhas e escamas de sardinhas europeias (Sardina
pilchardus) pela primeira vez. Diferentes partes do mesmo peixe foram
usadas para a extracao destes tipos de materiais. As espinhas e as escamas
comportaram-se de forma muito diferente com o processamento, gerando
materiais diferentes quando calcinados entre 600-1000 °C.

As espinhas originaram uma mistura de hidroxiapatite (Ca,(PO,),(OH),,
HA) e fosfato p-triclcico p-Ca,(PO,),, B-TCP), com um teor mais elevado de
B-TCP obtido com o aumento da temperatura. Este material bifasico tem
um elevado valor acrescentado, tal como é empregue como bioceramico;

A partir das escamas, por outro lado, também foi produzido um material
a base de HA contendo cloro (cloroapatite (Ca, (PO,).,CL,, ClAp) através
de um processo de calcinacdo simples. Para eliminar o efeito dos sais,
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em particular da alta concentracao de sédio e cloreto, foi realizado um
processo de lavagem combinado com a calcinacdo. A clorohidroxiapatite
(ClAp) também é usado em biomedicina, devido 3 sua reabsorcdo
melhorada, propriedades mecanicas e bioatividade. Esta foi a primeira vez
que ClAp de origem marinha foi produzida.

A Figura 4 mostra algumas micrografias para amostras de espinhas
calcinadas as 700 °C e a 1000 °C. Pode ver-se que, apos a calcinagdo a
700 °C, o material é constituida por graos muito pequenos, organizados
de forma regular com diametro de 50-100 nm e alguns graos alongados,
ligeiramente maiores, com diametro de 100-200 nm de comprimento
(Figura 4a). Apés aquecimento a 1000 °C, a amostra mostra que ocorreu
aumento consideravel do tamanho de grdo (Figura 4b). Estes resultados
mostram que a concentracdo relativa de cadafase e amorfologiadaamostra
pode ser ajustada através da variacdo da temperatura de calcinagao.
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Figure 4. Micrografias obtidas por MEV de amostra espinha de sardinha calcinada a: (a) 700 °C
e (b) 1000 °C. Ampliacao de (a) a 50.000x, é 5 vezes superior a (b), a 10.000x (Piccirillo e col.,
2014a).

As amostras de escamas representadas na Figura 5, mostram que para
as amostra calcinadas a 700 °C (a) e a 1000 °C (b) sdo muito diferentes
das observadas para as espinhas calcinadas a mesma temperatura. As
escamas calcinadas a 700 °C, consistem de graos grandes angulares,
muito cristalinos com dimensao de mm, que parecem ter lados paralelos
de comprimento, e em muitos casos, observa-se uma sec¢ao transversal
hexagonal evidente, o que sugere que eles sdo HA (Figura 5). Estes sdo
cobertas com cristais equiaxiais muito menores, até 100 nm de didmetro,
que se assemelham aos nanocristais B-TCP observadas nas imagens de
espinhas.
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Figure 5. Micrografias obtidas por MEV de amostra espinha de sardinha calcinada a: (a) 700 °C e
(b) 1000 °C. (Picirillo e col., 2014a).
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3. Modificacao de hidroxiapatite de espinhas de peixe para aplicacoes
diferenciadas

Ahidroxiapatite pode servircomo base para outros materiais diferenciados,
com utilizagoes para areas que saem da esfera da biomédica, e o potencial
é também muito vasto.

Um tratamento com solucdes de prata e sucessiva calcinagdo levou
a introducdao do metal na estrutura do material. Usando solucgoes
relativamente diluidas, obteve-se um material contendo B-fosfato de
calcio (p-Ca,(PO,),, B-TCP) e HA (Ca,(PO,),(OH),, HA), contendo prata
(Ag) na sua composicdo, o qual demostrou propriedades antibacterianas
(Piccirillo e col., 2015a).

Ainda com prata, mas recorrendo a solu¢dess mais concentradas e com
tratamento mais prolongado, permitiu a obtencdo de materiais a base
de fosfato de prata com capacidade antibacteriana induzida pela luz
para estirpes Gram-positivos e Gram-negativos (Staphylococcus aureus
multirresistente (MRSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), com
taxas de inactivacao de até 99'999% sob luz UV, e de 99% para E. coli sob
luz branca, revelando o seu potencial para a esterilizacao de superficies
(Piccirillo e col., 2015b). O mesmo material mostrou também propriedades
fotocatiliticas, sendo capaz de degradar o corante azul de metileno sob
luz branca e luz UV, com capacidades superiores a produtos existentes
no mercado (e.g. biéxido de titdnio P25), reforcando o potencial para
aplicacdes na area da tecnologia ambiental. Num trabalho anterior havia
sido ja conseguida a modificacao da HA com titanio, material que havia ja
revelado capacidade fotocalitica (Piccirillo e col.,, 2013a). As propriedades
fotocataliticas deste material eram muito boas, apesar da baixa concentracao
do titanio. Na area da remediacao ambiental, de referir também que a
HA foi usada como matriz de imobilizacdo de bactérias resistentes e com
capacidade de adsorver a metais, tendo expandido a utilizacdo de sistemas
combinados de HA-microrganismos para a remog¢ao de metais pesados de
aguas contaminadas com cadmio e zinco (Piccirillo e col., 2013b).

A partir da espinha de bacalhau foi também possivel obter como um
simples processo de tratamento com solucdes de Fe(ll), com calcinagdo a
700 °C, um composto formado por HA, 6xido de ferro e fosfato misto de
calcio e ferro, com 6ptimas propriedades de absorcao UV, tanto nas gamas
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UVA e UVB, o qual foi utilizado na formula¢dao de um creme protetor solar
(Piccirillo e col., 2014b). Devido as suas propriedades de absor¢do seria
classificado como um produto de 5 estrelas, de acordo com o sistema de
classificacao Boots UVA, sendo fotoestavel e ndo causando irritacao ou
formacao de eritema quando em contacto com a pele humana, tendo sido
a primeira vez que um produto a base de HA foi desenvolvido e validado
como uma prova de conceito.
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Resumo

O mar é uma imensa fonte de recursos. Nele encontramos organismos
compostos por diversos materiais com grande aplicabilidade
biotecnolégica. A exploracao do mar como fonte de biomateriais pode ter
um impacto positivo no desenvolvimento de novas aplicagoes biomédicas.
Os polissacarideos de origem marinha, nomeadamente o alginato, o
quitosano, o acido hialurénico e a carragenina, apresentam importantes
propriedades biolégicas, como a biocompatibilidade, mucoadesividade
e acao antimicrobiana. Devido a estas propriedades, estes biomateriais
tém sido utilizados na construcao de dispositivos de carga para sistemas
de libertacdao controlada de agentes bioativos, entre os quais, particulas,
capsulas e hidrogéis.

1. Introducao

Nos dltimos anos verificou-se um interesse crescente por parte das areas
cientificas que estudam as aplicagdes dos biomateriais de origem marinha.
Entreeles,osmateriais maisestudadossaoos polissacarideos, cujoprincipal
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interesse é justificado pela grande biodiversidade, biodisponibilidade e
pelasimplicidade dos processos de extracdo e purificagdo (Pomponi, 1999).
A exploracdo sustentavel destes materiais - principalmente na inddstria
alimentar - tem demostrado inimeras vantagens para o desenvolvimento
econdémico e tecnologico. A exploracao destes recursos também tem como
objetivo a conservacdo do ambiente e a preservacao de algumas espécies,
pelo que a extracdo destes materiais seria realizada de uma forma
sustentada (Pomponi, 2001). Os biomateriais de origem marinha tém uma
grande aplicabilidade na biomedicina, devido as suas caracteristicas nao-
citotéxicas, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Silva e col.,, 2012c).
O maior interesse destes compostos de origem marinha deve-se as suas
propriedades biolégicas e este é um aspeto fundamental para a indudstria
farmacéutica, pois possibilita a descoberta de um variadissimo leque de
novos compostos de origem biolégica com propriedades farmacolégicas
(Munro e col., 1999, Molinski e col., 2009). Alguns desses compostos s3o
estudados devido as suas propriedades anticancerigenas (Schwartsmann
e col,, 2001, Jimeno e col., 2004, Newman e Cragg, 2014), tal como o caso
de determinados péptidos extraidos de alguns tunicados (Rinehart, 2000)
e esponjas (Suarez-Jiménez e col,, 2012). Muitos destes compostos ja
se encontram em fase de ensaios clinicos como por exemplo, a Aplidina
(Jimeno, 2002) e a Ecteinascidina 743 (Valoti e col., 1998).

As algas sao a principal fonte de polissacarideos de origem marinha, mas
estes podem ser também obtidos a partir do esqueleto de crustaceos e do
tecido cartilaginoso de alguns peixes. Os polissacarideos de origem marinha
podem ser descritos como grandes complexos constituidos por diferentes
macromoléculas (Laurienzo, 2010, Wijesekara e col., 2011, Ngo e Kim, 2013).
Conforme a constituicdo dos polissacarideos, estes podem apresentar
diferentes estruturas e diferentes propriedades, como a biocompatibilidade,
abiodegradabilidade e a capacidade de formar hidrogéis. Os polissacarideos
sulfatados apresentam também atividade biolégica entre elas a atividade
antioxidante (Barahona e col.,, 2011), anticoagulante (Ciancia e col,, 2010),
anticancerigena (Sithranga-Boopathy e Kathiresan, 2010), antiviral (Bouhlal
e col, 2011), antialérgica (Vo e col,, 2012), antiadesiva, antiangiogénica e
anti-inflamatéria (Cumashi e col., 2007).

Nos ultimos anos verificou-se um aumento na utilizacdo de estruturas
baseadas em polissacarideos de origem marinha nas inddstrias alimentar,
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cosmética e farmacéutica. No dltimo caso, tem existido um interesse
crescente na construcao de dispositivos para a incorporacao de agentes
bioativos em sistemas de libertacdo controlada (Laurienzo, 2010) (Figura
1). O estudo sistematico destes materiais permitiu a descoberta de novos
métodos de modificacdo quimica cujo objetivo é aproveitar as atividades
biologicas e/ou alterar essas propriedades desses materiais de forma
aumentar a capacidade de incorporar farmacos e aumentar a eficacia da
libertacdo. Estas modificacoes podem ser realizadas através de reacoes
quimicas ou através da interacdo com outros polimeros de origem natural
e/ou sintética (d'Ayala e col., 2008).

O interesse no estudo de sistemas de libertacdo controlada com fins
terapéuticos reside na possibilidade de desenvolver novos tratamentos
menos invasivos, mais personalizados e na diminuicao dos riscos de
infecdo associados as cirurgias convencionais. Existe um interesse
em desenvolver novas formulacdes farmacéuticas, de modo a serem
administradas de forma especifica e controlada. Este conceito pode
ser muito Gtil em alternativa a tratamentos, como a quimioterapia, que
costumam ser agressivos para o paciente, uma vez que estes materiais
sao de facil sinalizacdo, podendo ser entdao possivel construir estruturas
capazes de libertar biomoléculas de forma localizada. Isto significa
também uma menor dosagem de carga do farmaco no dispositivo, que
pode levar a uma diminuicdo drastica dos efeitos secundarios causados
pelo mesmo (Allen e Cullis, 2004, Brannon-Peppas e Blanchette, 2012).
Estes sistemas tém uma grande aplicabilidade na terapia génica, isto é, a
capacidade de conseguir tratar uma variedade de doencas hereditarias ou
adquiridas com a adi¢do ou silenciamento de um determinado gene. Uma
das principais limitagoes é o desenvolvimento de novos veiculos de carga
eficazes na libertacdao do material genético. A utilizacao de biomateriais
pode ser uma boa estratégia para o desenvolvimento de novos agentes
de carga em alternativa aos ja existentes como os vetores virais que
apresentam varias limitacdes e algum risco para o paciente (Thomas
e col,, 2003). Os biomateriais de origem marinha tém demonstrado ser
capazes de oferecer indmeras vantagens para o encapsulamento de
diversos agentes terapéuticos de origem quimica e biolégica: (i) garantem
estabilizac¢do e protecao, (ii) aumentam a sua solubilidade, (iii) promovem
uma libertacao prolongada, e (iv) apresentam grande biocompatibilidade
e muitas vezes biodegradabilidade (Kim, 2013).
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Os polissacarideos mais utilizados na construcao de sistemas de libertacao
controlada tém sido o alginato, a carragenina, o quitosano, o acido
hialurénico e o sulfato de condroitina. Nesta contribuicao, apresentam-se
formas de modificar e adaptar estes biopolimeros para esta aplicacdo em
particular.

Regeneragdo 4 Aqg °ﬁ
de tecidos Blapeutica Terapia Génica
Aumento da eficacia Cltoterapla
delibertagio e
atividade terapéutica
Medicina Novas vias de administragio
regenerativa
20028 Outras
Células Encapsulamento formulagoes
Estaminais & Nanobiotecnologia
Técnicas de Dispositivos de Agentes <
purificagio / carga : Bioativos Proteinas
Acidos Extragio
nucleicos Purificacs Produgio
Midl::f;io recombinante
Biomateriais de origem Biotecnologia
Marinha molecular

Figura 1. Esquema representativo da relacao entre os biomateriais de origem marinha
e os sistemas de libertacao controlada de agentes bioativos.

2. Polissacarideos de origem marinha aplicados na libertacao
controlada de agentes bioativos

2.1 Alginato

O alginato é um polissacarideo linear extraido da alga castanha e solavel
em &gua. E composto por uma sequéncia alternada de unidades ligadas
na conformacdo B-1,4 de residuos de acido a-L-gulurénico e acido p-D-
manurénico (Figura 2). O alginato é um material muito utilizado na
indGstria alimentar como agente promotor de emuls3o. E também uma
substancia aprovada pelas entidades reguladoras ndo s6 na inddstria
alimentar mas também na inddstria farmacéutica, onde é utilizado ha
décadas no fabrico de comprimidos como excipiente (Beneke e col.,
2009). A par do quitosano (abordado na Seccdo 2.2) contempla uma
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sensibilidade ao pH que faz com que seja um bom material de construcao
de dispositivos em sistemas de libertacdo controlada de farmacos e
proteinas (Chen e col., 2004). O alginato apresenta grupos carboxilo que
se encontram carregados a valores de pH superiores a 3-4, sendo assim
soliveis em condices neutras ou alcalinas. Um dispositivo de carga a
base de alginato consegueria promover uma maior protecao ao agente
bioativo das condi¢ées no trato gastrointestinal onde o pH é mais acido
(como no estébmago) e promover a sua libertagdo na via intestinal, onde o
pH alcalino aumentaria a solubilidade do alginato e a difusao do farmaco
(George e Abraham, 2006). O alginato é biocompativel, apresenta baixa
toxicidade e uma grande biodisponibilidade, bem como baixos custos
de extracdo e purificacdo. S3o estas as principais vantagens que fazem
do alginato um dos biopolimeros com maior aplicabilidade biomédica.
O alginato é utilizado como material na construcao de dispositivos em
sistemas de libertacdo controlada de farmacos e outros agentes bioativos,
e também na construcao de hidrogéis muito utilizados em tratamentos
de regeneracdo de tecidos e encapsulamento celular (Augst e col., 2006,
Lee e Mooney, 2001). Os hidrogéis construidos a partir do alginato tém
uma grande aplicacdo aérea da engenharia de tecidos devido as suas
caracteristicas estruturais muito similares as da matriz extracelular.
Esta caracteristica foi j& demonstrada como sendo Gtil em membranas
biocompativeis com a capacidade de incorporar biomoléculas, com o
objetivo de aumentar a eficicia de tratamentos de queimaduras (Hamidi
e col., 2008).

O alginato pode ser utilizado na construcdao de microcapsulas para
libertacdo controlada de farmacos. As capsulas de alginato podem ser
construidas por diferentes técnicas, entre elas a esferizacao por emulsao
(Ramadas e col., 2000, Krasaekoopt e col., 2003, Lima e col., 2012) ou por
automontagem camada-a-camada (LbL, do inglés layer-by-layer) (Becker
e col,, 2010, Zhao e col., 2007, Costa e col., 2011). Esta ultima técnica
pode se Gtil na desconstru¢do do ambiente fisiolégico (Mano, 2015) e tem
sido muito explorada na area biomédica (Costa e Mano, 2014). Ao longo
dos anos foram apresentados novos métodos de modificacdao quimica
de modo promover uma melhorar incorporacao de drogas e proteinas. A
incorporacao de proteinas é normalmente feita em hidrogéis de alginato
complexados com outros tipos de polimeros de como por exemplo o
quitosano (d’Ayala e col., 2008).
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A utilizacdo do alginato como excipiente na constru¢dao de comprimidos
tem como principal objetivo promover uma maior protec¢ao e estabilizacao
do farmaco. O alginato de sédio é o tipo de alginato mais utilizado na
inddstria farmacéutica no fabrico de comprimidos, especialmente quando
o farmaco nao é solivel em agua. O alginato de s6dio pode ser utilizado
com o objetivo de prolongar a libertacdao do farmaco. Estudos utilizando
comprimidos contendo ibuprofeno demonstraram que é possivel controlar
o racio de absorcao dos comprimidos. Utilizando alginato de sédio com
diferentes estruturas quimicas e diferentes graus de viscosidade foi
possivel obter uma libertacao imediata do farmaco ou prolongar a sua
libertacao, comprovando que a estrutura quimica do alginato pode ter
influéncia na velocidade de libertacdo do agente bioativo (Sirkia e col.,
1994).

Este tipo de polimero permite uma reticulacdo com os ides de Ca?* através
do processo de gelificacao ionotrépica, normalmente a pH superiores a 6
(Mandal e col., 2010, Tonnesen e Karlsen, 2002). O Ca?* ndo é o Unico ido
capazdeiniciar a gelificacao ionotropica do alginato, podendo também ser
utilizados i6es de bario ou zinco (Russo e col., 2007). Estudos anteriores
reportaram que o uso do alginato de s6dio na preparacao de comprimidos
por compressdo direta pode prolongar a libertagdo do farmaco (Giunchedi
e col.,, 2000). A reticulacdo do alginato de sédio promovida pelos ides
de calcio pode resolver limitacdes relacionadas com a hidratacao
(dependente do pH), a dilatagdo e a erosdo do dispositivo. Num ambiente
acido, o gel apresenta um maior grau de viscosidade, o que pode interferir
na dissolucao do dispositivo, e por sua vez na libertacao controlada do
farmaco. Os hidrogéis de alginato também tém aplicagdes na construcao
de estruturas na forma de pensos para tratamentos de cicatrizacdo. Estes
sao construidos a partir de hidrogéis obtidos por reticulacdo idnica, dando
origem a uma rede hidrofilica com a capacidade de absorver grandes
quantidades de agua, aumentando significativamente de tamanho e
mantendo a mesma estrutura tridimensional. Varios estudos demostram
que existe uma maior biodisponibilidade dos farmacos encapsulados em
hidrogéis do que se o farmaco fosse aplicado no local e assim aumentar a
eficacia da cicatrizagdo (Hamidi e col., 2008, Murakami e col., 2010).
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Figura 2. Estrutura quimica de diferentes polissacarideos de origem marinha (Alginato:
adaptado de Aktar e col., 2014. Quitosano: reproduzido de Andrade e col, 2011.
Carragenina: reproduzido de Rezanejade-Bardajee e col,, 2011. Acido hialurénico:
reproduzido de Mero e Campisi, 2014. Sulfato de condroitina: adaptado de Zhang
e col., 2015. Fucoidano: adaptado de Chen e col., 2015. Ulvano: reproduzido de Jiao
e col,, 2011). Todos os artigos sdo distribuidos sob os termos da Creative Commons
Attribution.

O alginato é também utilizado na construcao de microparticulas com a
capacidade de incorporar um agente bioativo, nomeadamente proteinas.
Desta forma é possivel proteger o agente de qualquer ataque proteolitico
e promover uma libertacao localizada e controlada.

Existem diferentes mecanismos de libertacdao do agente bioativo a partir
do dispositivo, como as variacdes da temperatura e do pH e a degradacao
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enzimatica. Estes mecanismos sdo dificeis de controlar e programar,
uma vez que sdo fatores muito varidveis no corpo humano. Porém, foram
desenvolvidos novos mecanismos de libertacdo, como por exemplo, a
libertacdo estimulada por ultrassons. Um novo tipo de microparticulas
de alginato-perfluorocarbono mostrou ter a capacidade de disrupgao
quando submetidas a uma vibracdo através de ultrassons (Duarte e col.,
2014). Resultados demostraram uma disrupcdo destas particulas passado
15 minutos de exposicdo (Figura 3), sugerindo este tipo de estruturas
como um sistema promissor para sistemas de libertacdo controlada de
biomoléculas em terapias baseadas em ultrassons.

Figura 3. Imagens de microscopia 6tica de esferas de alginato antes (A) e depois (B)
da exposicdo as vibracoes de ultrassons. Reproduzido com a permissdo de (Duarte e
col., 2014). Copyright © 2014 American Chemical Society.

O alginato tem a capacidade de criar complexos com outros biomateriais
por interacoes eletrostaticas, modificacdo quimica ou por reticulacdo.
Esta capacidade pode ser utilizada na construcao de dispositivos de carga
mais versateis para libertacdo controlada de biomoléculas. Capsulas
construidas a partir de quitosano/PEG-alginato sdao modelos fidveis para
0 encapsulamento de proteinas como a albumina, fazendo com que estas
capsulas sejam candidatas como agentes de carga de proteinas para a
libertagcdo controlada (Chandy e col., 1998). A construcdo de estruturas
esféricas de alginato com outro tipo de materiais que ndo sejam de origem
marinha pode ser uma boa estratégia para estender a versatilidade destes
sistemas. A poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) é um dos materiais
termossensiveis mais utilizados em sistemas de libertacao controlada
(Schmaljohann, 2006). A sua utilizacdo juntamente com o alginato pode
dar origem a dispositivos de carga capazes de libertar biomoléculas
mediante estimulos combinado de pH e de temperatura. Estudos utilizando

210



POLISSACARIDEOQS DE ORIGEM MARINHA APLICADOS A LIBERTACAO...
Sistemas de Libertacao de Farmacos

uma droga modelo reportaram que os dispositivos de alginato-PNIPAAm
promovem uma diminuicao de libertacdao quando ha uma diminuicao da
temperatura. O mesmo acontece quando ha diminuicao do pH, indicando
que é possivel controlar a permeabilidade da particula de forma a controlar
a libertacdo do agente bioativo (Shi e col., 2006, Shi e col., 20083,b).

O alginato é também utilizado na construcdo de dispositivos de carga
para libertacdo controlada de acidos nucleicos em tratamentos de terapia
génica, principalmente na constru¢ao de nanoparticulas. Os primeiros
sistemas para a libertacao controlada de material genético eram a base
de vetores virais animais. Estes apresentam indmeras limitacdes como a
possibilidade de desencadear uma reacao imunolégica, riscos de infecao,
demutacdesindesejadaseumarespostainflamatériaporpartedo paciente.
Estes sistemas apresentam também elevados custos de producao devido a
complexidade no processamento dos vetores virais (Thomas e col., 2003).
A utilizacao de polimeros para a constru¢ao de complexos com o acido
desoxirribonucleico (ADN) pode ser uma boa estratégia para a constru¢do
de sistemas de libertacdao de material genético mais eficazes. Os polimeros
mais utilizados na construcdo de veiculos de carga para libertacao de
material genético sdo geralmente de origem sintética, como por exemplo,
a polietilamina (PEIl), a poli(L-lisina) (PLL), a poli(L-ornitina), a poli(éster-
4-hidroxi-L-prolina) e a polipropilamina (Thomas e Klibanov, 2003). A
utilizacao destes materiais na construcao de complexos para libertacao
controlada de material genético apresentam algumas vantagens, dado que
as interagoes electroestaticas entre o polimero e o ADN permite a criacao
de um complexo estavel, ordenado e com a possibilidade de se ajustar o
seu tamanho. Os complexos podem ser facilmente sinalizados para uma
libertacdo localizada. Uma das limitagdes da utilizacdo de materiais de
origem sintética é o seu efeito biolégico no organismo. Alguns materiais de
origem sintética, como o PEl, apresentam elevados niveis de citotoxicidade
(Pack e col., 2005). A utilizagao de materiais de origem natural pode ajudar
a ultrapassar algumas dessas limitacoes. Devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade em alguns casos, e também a possibilidade de formar
reticulacdo idnica através das interacoes electroestaticas, estes materiais
garantem uma maior protecdo ao material genético (Liu e col., 2008).

O alginato pode ser utilizado na construcao de microcapsulas para o
encapsulamento de células, muitas vezes associado a tratamentos de
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citoterapia ou simplesmente na criacdo de microculturas de células
em sistemas mais complexos onde ndo seja possivel a utilizacdo de
bioreatores. Neste contexto apresentou-se uma nova abordagem na
construcao de capsulas para a incorporacao de diferentes tipos de células
(Correia e col., 2013a,b). As células foram encapsuladas em particulas de
alginato reticuladas por gelificacao iénica. Depois, as particulas foram
revestidas por LbL e o alginato foi posteriormente liquefeito. Juntamente
com as células, também foram encapsuladas microparticulas de acido
polilatico (PLA) (Figura 4). As microparticulas de PLA servem para garantir
a adesdo e sobrevivéncia das células. Os resultados demostraram uma
viabilidade elevada nas células encapsuladas e também a utilidade das
capsulas como sistemas de cultura. Este tipo de sistema apresenta uma
grande aplicabilidade, ndo s6 ao nivel na cultura de células mas também
em outras aplicagoes biomédicas, pois permitird o encapsulamento de
diferentes tipos de células em conjunto com outras biomoléculas como,
por exemplo, fatores de crescimento (Correia e col., 2013a).

20pm
—

Figura 4. (A) Imagem de microscopia 6tica das capsulas com as células e as
microparticulas de PLA no primeiro dia de cultura. (B) Imagem de microscopia dtica
das particulas de PLA. (C, D) Imagem de microscopia eletronica de varrimento das
particulas de PLA antes (C) e depois (D) do tratamento por plasma. Reproduzido com
a permissao de (Correia e col., 2013a). Copyright © 2013 American Chemical Society.
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2.2 Quitosano

O quitosano é um polissacarideo linear derivado da quitina, um dos
polimeros naturais mais abundantes do nosso ecossistema (Bansal e
col,, 2011). O quitosano é obtido através da desacetilacdo da quitina
dando origem a um composto constituido por cadeias distribuidas
aleatoriamente de residuos de D-glucosamina (unidade desacetilada) e
N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada) (Rinaudo, 2006, Alves e Mano,
2008) (Figura 2). O quitosano, como acontece com a quitina, também
pode ser degradado pela acao enzimatica de enzimas como a quitinase
ou a lisozima (Varum e col,, 1997). A quitina é o principal composto
do exosqueleto dos artrépodes, nos quais sdo incluidos os insetos e
crustaceos como o caranguejo, o camarao e o lavagante, assim como
alguns nematodes e fungos. A quitina pode entao ser convertida noutros
derivados soliveis como o quitosano e o quitosano carboximetilo através
de processos quimicos como a desacetilacao do grupo acetil da N-acetil-

D-glucosamina (Jayakumar e col., 2005, Kurita, 2006).

O quitosano apresenta grupos amina sensiveis as variacbes de pH,
apresentado carga positiva a pHs acidicos e sendo neutro a pH alcalino
(Mano, 2008). O quitosano é um dos polissacarideos de origem marinha
mais utilizados na biomedicina, nomeadamente na construcdo de
nanoparticulas e outros dispositivos para sistemas de libertacdo
controlada, na constru¢do de membranas e no processamento de scaffolds
(Agnihotri e col.,, 2004, Sinha e col,, 2004, Prabaharan e Mano, 2005a,
Couto e col., 2009).

O quitosano apresenta atividade antimicrobiana, uma propriedade (til
na construcdo de filmes antimicrobianos biocompativeis e ndo-téxicos
(Kim e col., 20083, Venkatesan e Kim, 2010). Apresenta também atividade
antitumoral, anti-inflamatoéria e apresenta caracteristicas semelhantes as
encontradas na matriz extracelular. Todas estas propriedades biolégicas
fazem do quitosano um excelente biomaterial para a construcdo de
dispositivos de carga para sistemas de libertacdo controlada. Tal
como o alginato, o quitosano também é utilizado como excipiente de
medicamentos (Ilium, 1998) e como matéria-prima na construcdo de
microcdpsulas para a libertacdo controlada de biomoléculas (Rinaudo,
2006). Nos sistemas de libertacdo controlada de biomoléculas as
interacdes i6nicas sdo fundamentais para a estabilizacdo, protecdo e/ou

213



Valorizacao dos Recursos Marinhos
Sistemas de Libertacdo de Farmacos

retardacdo do efeito de uma determinada biomolécula. Isto significa que,
se um farmaco é de natureza catidnica, polimeros com natureza anidnica,
como é o caso do alginato, serdo usados como excipiente, e vice-versa.
O quitosano é utilizado na construcdo de particulas, capsulas, nanotubos,
membranas, hidrogéis e estruturas tridimensionais implantaveis, sendo
estes Ultimos muito utilizados na medicina regenerativa e na engenharia
de tecido. A libertacdao do farmaco a partir de dispositivos a base de
quitosano depende da morfologia, tamanho e densidade do dispositivo,
do grau de reticulacdo, assim como as propriedades fisico-quimicas do
agente bioativo. A libertacdo também vai depender das condicbes de
pH e também pela presenca ou ndo de enzimas no meio. A libertacao de
agentes bioativos ocorre por diferentes mecanismos: libertacao a partir da
superficie de particulas; difusao do agente encapsulado e por erosdo do
polimero (Agnihotri e col., 2004, Bhise e col., 2008). Outro mecanismo de
libertacao controlada de dispositivos a base de quitosano é a libertagdo por
degradacao enzimatica, sendo a lisozima uma das enzimas mais conhecida
pela sua degradacdo (Varum e col., 1997, Azevedo e Reis, 2005). E possivel
também aumentar a capacidade de ligacdo a farmacos pouco soliveis em
agua através de modificagdes quimicas do quitosano (Prabaharan e col.,
2007, Prabaharan e Mano, 2006, Prabaharan e Mano, 2005b).

A construcao de dispositivos de libertacao controlada aproveitando a
particularidade do quitosano formar complexos com outros materiais,
pode fornecer uma maior estabilizacao do farmaco e também aumentar
a quantidade de encapsulamento. Esses materiais polianiénicos incluem
o alginato, o acido hialurénico, a carragenina, os poliacrilatos e a pectina.
Estes materiais, em conjunto com o quitosano, formam complexos estaveis
de alta densidade capazes de fornecer estabilidade e protecao ao agente
bioativo (Agnihotri e col., 2004, Tapia e col., 2005).

A utilizacdo do quitosano como biomaterial em sistemas de libertacao
controlada e em estruturas implantaveis biodegradaveis é uma das
abordagens mais estudadas na biomedicina. Um novo tipo de particulas
esféricas injetdveis de quitosano foi obtido utilizando superficies
superhidrofébicas (Costa e col, 2014), uma técnica que permite o
carregamento de farmacos em estruturas esféricas com uma eficiéncia
de encapsulamento perto dos 100% (Song e col, 2010). Existes
estudos sobre a degradacao do quitosano, nomeadamente em matrizes
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construidas por moldagem por compressdo utilizando quitosano com
diferentes graus de desacetilacdo, indicaram que o grau de desacetilacao
tem influéncia na velocidade de degradacdo: quanto menor for o grau de
desacetilagdo, maior é a velocidade de degradagdo do quitosano (Ren e
col,, 2005). Os indices de degradacdo foram medidos pela perda de massa
das estruturas, pela absor¢ao de agua e pela quantidade de aclcares
reduzidos no meio. Desta forma, é possivel obter um maior controlo sobre
a velocidade degradacao, pois esta depende em grande parte pelo grau
de desacetilacao e pelo peso molecular do quitosano. Assim, o grau de
desacetilacdo pode ser determinante na escolha do tipo de quitosano
para a construcdo de veiculos de libertacao controlada de biomoléculas e
dispositivos implantaveis.

A semelhanca do alginato, também o quitosano pode ser combinado
com outros biomateriais inteligentes para construir dispositivos de
libertacao controlada. Um dos mecanismos mais utilizados é a libertacao
controlada por variagdes de temperatura (Costa e col., 2013). Para isso, sdo
necessarios biomateriais termossensiveis. Um novo tipo de microcapsulas
foi construido a partir da combinacao entre o quitosano e polimeros tipo-
elastina, um polipéptido recombinante com a capacidade de resposta a
variacdo da temperatura. As microcapsulas foram construidas por LbL,
tomando partido da carga positiva do quitosano e da carga negativa do
polimero tipo-elastina. Utilizando a albumina do soro bovino (BSA, do
inglés bovine serum albumin) como droga-modelo, foram realizados
ensaios de libertacdo a 25 e 37 °C. Os resultados indicaram uma maior
retencdao de BSA a temperatura fisiolégica e uma maior libertacao a 25°C.
Estes resultados ndao sé comprovaram a sensibilidade térmica destas
microcapsulas mas também a capacidade do quitosano de se adaptar na
forma de revestimento nanoestruturado com biomateriais com distintas
respostas inteligentes. Estudos com células também revelaram uma baixa
citotoxicidade deste tipo de estruturas (Costa e col.,, 2013).

A modificacdo quimica do quitosano também pode ser uma boa
estratégia, de forma a aumentar a eficacia de libertacdo e beneficiar
outras propriedades. O quitosano N,O-carboximetilo (NOCC, ou
quitosano carboximetilado) é solivel em agua e, como conserva alguns
residuos de amina, apresenta caracter cationico em condig6es acidicas,
garantindo a sua sensibilidade ao pH (Chen e col.,, 2004). Um hidrogel
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a base de quitosano carboximetilado e PNIPAAm telequélico num
grupo amina (PNIPAAm-NH,) foi apresentado como dispositivo para a
libertacao controlada de biomoléculas. Ensaios de libertacao utilizando o
cetoprofeno demonstraram a sensibilidade as variacdes de temperatura e
pH do hidrogel, dos quais foi possivel obter diferentes perfis de libertacdo
sustentada a diferentes temperaturas e diferentes valores de pH. Este
tipo de hidrogéis inteligentes demonstraram um grande potencial para a
sua utilizacdo como dispositivos para a libertacdo controlada de farmacos
(Prabaharan e Mano, 2007). Também, aintroducdo de grupos tiéis, aumenta
a solubilidade do quitosano em agua, mantendo a dependéncia ao pH das
particulas para libertacdo controlada (Jayakumar e col., 2007).

Hidrogéis a base de quitosano obtidos por reticulacdo podem ter a
capacidade de promover uma libertacdo sustentada e localizada de
diferentes agentes terapéuticos (Bhattarai e col.,, 2010). Outros estudos
utilizam hidrogéis termosensiveis de quitosano de administracdo nasal
para a libertagdo controlada de biomoléculas (Wu e col.,, 2007). Neste
caso, os hidrogéis sao construidos pela juncdo do cloreto de N-[(2-hidroxi-
propil-3-trimetil de amoénia)] quitosano (HTCC do inglés N-[(2-hydroxy-
3-trimethyilammonium) propyl] chitosan chloride) com PEG e alfa-beta-
glicerofosfato. Estes hidrogéis apresentam sensibilidade ao pH e tém a
particularidade de estarem no estado liquido a temperatura ambiente
e apresentarem uma forma mais rigida a 37 °C. A adi¢ao do alfa-beta-
glicerofosfato, uma base fraca, como agente gelificante vai neutralizar
a solucgdo acida. A pH neutro o grupo NH, do HTCC esta desprotonado,
enquanto as aminas quaternarias estao protonadas. A repulsdo existente
entre os dois grupos impedem as cadeias de HTCC de se agregarem
novamente. O glicerofosfato também promove a hidratacao do HTCC; por
isso o HTCC encontra-se em solucao a baixas temperaturas. O aumento
da temperatura pode quebrar as pontes de hidrogénio entre o HTCC e
a agua. A agua libertada provoca um aumento da entropia do sistema,
promovendo a agregacao das cadeias hidrofébicas, dando origem a um
processo de gelificacdo (Wu e col., 2006). Desta forma, estes hidrogéis
podem ser utilizados como dispositivos inteligentes para a libertacao
controlada de agentes bioativos de administracao nasal, visto poderem
ser administrados em gotas ou em spray. Uma vez aplicada, a solucao
passa a estar a temperatura fisiolégica, transformando-se num hidrogel
viscoso e que pode ser absorvido pelas mucosas. Devido a sua facilidade
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de producdo e administracdao, esta nova formulacao foi testada como
dispositivo de carga para a libertacdao controlada de insulina. Ensaios de
libertacao de insulina em ratos indicaram um aumento da absor¢ao nas
cavidades nasais e uma diminuicdo de glucose no sangue, sem qualquer
evidéncia de citotoxicidade, mostrando o grande potencial destes
hidrogéis como dispositivo de carga para libertacao controlada de agentes
bioativos, principalmente biomoléculas hidrofilicas (Wu e col.,, 2007).
Estes tipos de hidrogéis continuam a ser estudados como dispositivo de
carga de biomoléculas para a libertacao controlada. A administracao nasal
é muito favoravel para o paciente, pois ndo causa desconforto e dor. Desta
forma, estdo a ser testados diferentes farmacos, incluindo a insulina,
com o objetivo de utilizar este tipo de formulacao de modo a obter uma
libertacao sustentada e uma administracdo fidvel e do agrado do paciente
(Nazar e col.,, 2011). O facto deste tipo de hidrogel estar na sua forma
liquida a temperatura ambiente torna-o também um potencial dispositivo
de administracdo parenteral (Tahrir e col., 2014).

O quitosano como polimero de natureza catiénica pode complexar com
acidos nucleicos e formar complexos com aplicabilidade na terapia
génica. Existem diferentes estudos que utilizam este tipo de complexos
na transfecdo de genes (Roy e col., 1999, Borchard, 2001, Sato e col,
2001). A formacao do complexo entre o polimero e o acido nucleico
depende de muitos fatores, como o grau de desacetilacdo e o peso
molecular do quitosano, assim como o pH do meio. Todos estes fatores
podem ter um efeito determinante na eficacia da transfecdo (Saranya e
col,, 2011). As cargas positivas do policatido também interagem com as
cargas negativas dos peptidoglicanos presentes na membrana celular.
Esta caracteristica pode facilitar a entrada do complexo na célula por vias
endociticas (De Smedt e col.,, 2000, Cho e col,, 2003). A quantidade de
material genético disponivel para interagir com o quitosano também é
muito importante: um racio ndo apropriado pode levar a dissociacao do
complexo ou a auséncia de complexagdo em extensdo suficiente (Saranya
e col,, 2011). Foi reportada a utilizacdo de derivados de quitosano para
ultrapassar algumas dessas limitacoes. A alteracdo quimica do quitosano
pode aumentar a afinidade com o ADN, dando origem a um complexo mais
estavel, o que pode significar num aumento do indice de transfecdo (Kean
e col.,, 2005). As alteragdes podem também aumentar a solubilidade e
assim o quitosano pode oferecer uma maior protecao ao ADN da acdo de
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enzimas que degradam o ADN, as ADNaes. Estas modificages do quitosano
abriram um novo leque de possibilidades na construcao de dispositivos
de carga para a libertacdo controlada intracelular de material genético,
com grande aplicabilidade no tratamento de diferentes doencas genéticas
(Saranya e col., 2011).

2.3 Carragenina

A carragenina (CG) é um polissacarideo sulfatado presente nas algas
vermelhas, composto por uma sequéncia linear de residuos ligados
alternadamente em conformacao (A-B) . As unidades sdo constituidas por
residuos de galactoses sulfatados, ou ndo, ligados na conformacao a-1,3
(unidade A) e residuos ligados na conformacdo f-1,4 (unidade B) (Figura 2).
Aunidade A encontra-se sempre na conformacao D-, enquanto o residuo da
unidade B pode encontrar-se na configuracao D- ou L-. O grupo sulfatado
confere-lhe carga negativa, pelo que sdo bons candidatos a polianides
(Rinaudo, 2008). As carrageninas sdo classificadas segundo o grau de
sulfatagcdo: podem ser kappa (x), iota (1) e lambda (1), para, respetivamente,
um, dois ou trés grupos de sulfato. O processo de extracao é bastante
simples. Consiste na imersao da matéria-prima numa solucao alcalina até
se formar uma espécie de gel. Segue-se um passo de extracao com agua
quente e, dependendo do tipo de carragenina e do grau de purificacao
pretendido, podem-se adicionar mais passos de purificacdo, como por
exemplo didlise, e repetir os passos de precipitacdo (Rinaudo, 2008, Silva
e col., 2012b). Todos os grupos de carragenina sao solUveis em agua, e o
ndmero de grupos sulfatados influencia a capacidade de gelificacdo. Os
tipos « e 1 formam géis mais facilmente do que a carragenina A devido ao
baixo ndmero de grupos sulfatados (Silva e col., 2012b). Esta caracteristica
temvindo a ser aproveitada em muitas areas, como nas industrias alimentar
(que utiliza a carragenina como agente emulsificante e estabilizador),
cosmética e também na farmacéutica (Li e col., 2014). Ao contrario do
que acontece com outros biomateriais de origem marinha, a utilizacao da
carragenina como excipiente na inddstria farmacéutica ndao é comum, pelo
que ndo existem muitos estudos sobre as suas aplicagoes, caracteristicas
e funcbes como excipiente. Varios artigos de revisao debrucam-se sobre
as aplicagdes biomédicas da carragenina principalmente em sistemas de
libertacdo controlada (Li e col.,, 2014, Campo e col., 2009).
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Para além das aplicacdes nas inddstrias alimentar e farmacéutica, a
carragenina apresenta também variadas aplicacdes biomédicas devido as
suas propriedades anticoagulantes (Silva e col.,, 2010), anticancerigenas
(Zhou e col.,, 2004), antihiperlipidémicas, além de apresentar atividades
imunomodulatéria e antioxidante. A carragenina apresenta também
atividade protetora contra bactérias, fungos e alguns virus (Campo e col.,
2009). Devido a sua atividade antiviral, a carragenina tem sido sugerida
em possiveis tratamentos de doencas respiratérias, como a famosa gripe
das aves, e também esta a ser testada para o tratamento de outros virus,
como o virus do dengue, da hepatite A, do VIH (Schaeffer e Krylov, 2000) e
do herpes (Carlucci e col,, 1999). Estudos revelam que a carragenina, e seus
derivados de degradacao, apresentam diferentes niveis de toxicidade, mas
nenhum coloca em risco a saide do paciente, fazendo da carragenina um
composto relativamente ndo-téxico e nao-irritante (Campo e col,, 2009,
Prajapati e col,, 2014).

A aplicacao biomédica mais importante da carragenina é a sua utilizacao
na construcao de veiculos de carga para sistemas de libertacao controlada
de agentes bioativos, assim como no encapsulamento de varios tipos de
células em tratamentos de medicina regenerativa e na regeneracao de
cartilagem (Silva e col., 2012b, Popa e col., 2013). A utilizacdo de hidrogéis
de carragenina como estabilizadores e veiculos de carga para a libertagao
de biomoléculas também pode ser uma boa estratégia. Hidrogéis a
partir de k-carragenina foram desenvolvidos para o encapsulamento de
diferentes tipo de células humanas, algumas estaminais, concluido que
este tipo de estruturas é um suporte adequado para a cultura deste tipo
de linhas celulares e para a diferenciacdo condrogénica (Popa e col,
2014). Este sistema revelou ter potencial na regeneracdo de cartilagem
e no desenvolvimento de novos tratamentos, uma vez que estes
hidrogéis podem ser facilmente injetaveis in situ. (Rocha e col., 2011,
Popa e col., 2014). Hidrogéis a partir de carragenina e outro material de
origem marinho também revelaram-se como bons dispositivos para o
encapsulamento de células (Luna e col.,, 2010, Gasperini e col,, 2014).
Foi também apresentado um novo método de construcdo de hidrogéis
esféricos e fibrilares de carragenina-alginato para o encapsulamento de
condrdcitos; estes dispositivos apresentaram, tanto na sua forma esférica
como em fibra, serem um bom veiculo de carga para o encapsulamento de
células para aplicagdes na medicina regenerativa (Popa e col., 2011).
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A carragenina pode ser utilizada como excipiente no fabrico de
dispositivos de administracdo oral. Isto deve-se as suas propriedades
fisico-quimicas, como a sua solubilidade em agua, e a capacidade de
formar géis. A capacidade de carga da carragenina depende muito do
seu tipo, assim como o tipo de gel que se forma, o que afetard as suas
propriedades mecanicas e a sua solubilidade. Estes fatores podem ter
influéncia na libertacdo do farmaco prolongando ou acelerando a sua
libertacdo (Bornhoft e col.,, 2005). Para se obter um maior controlo do perfil
de libertacao do farmaco - independentemente de outras condicionantes,
como o tipo de carragenina e as variacoes de pH - por vezes é necessario
utilizar outros polimeros com o objetivo de obter um maior controlo na
libertacao. A adicao de polimeros, como o hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), um polimero semissintético sensivel atemperatura muito utilizado
na inddstria farmacéutica, pode resolver problemas relacionados com a
erosdo da carragenina influenciada pelo pH. Por outro lado, a utilizagdo de
polimeros carregados positivamente, como o quitosano, pode dar origem a
complexos polieletroliticos muito estaveis capazes de fornecer uma maior
protecao do farmaco e promover uma libertacao prolongada, uma vez que
estes complexos apresentam uma menor sensibilidade as variacoes de
pH (Bonferoni e col.,, 1998). A carragenina pode ser utilizada, em conjunto
com o alginato, para formar hidrogéis sensiveis ao pH. Desta forma, é
possivel obter, ndo s6 uma libertacao controlada, mas também um maior
controlo no processo da incorporagdo do agente terapéutico (Mohamadnia
e col,, 2007). Aproveitando as propriedades anidnicas da carragenina e a
sua capacidade de interagir com farmacos carregados positivamente, é
possivel obter dispositivos com uma libertacao prolongada, ou, em certos
casos, uma velocidade de libertacdo constante (Li e col,, 2014). Mostrou-
se também que este tipo de polissacarideos tém a propensao para se ligar
a proteinas bioativas, tal como fatores de crescimento, estendendo assim
a sua aplicabilidade em dispositivos para terapias avangadas (Oliveira e
col.,, 2015, Yan e col., 2015).

A carragenina é também utilizada na construcdo de estruturas
de multicamadas (Oliveira e col, 2013), microcidpsulas e micro/
nanoparticulas. Estas estruturas sao principalmente construidas baseadas
nas interacdes eletrostaticas entre a carragenina e um policatido. Por
exemplo, nanoparticulas de quitosano-carragenina foram desenvolvidas
para a libertacao controlada de biomoléculas, através de um método de
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construgdo simples que evita o uso de solventes organicos (Grenha e col.,
2010). As nanoparticulas apresentavam um tamanho entre os 350 e 650
nm. Utilizando ovalbumina como proteina modelo, fizeram-se ensaios de
libertacdo in vitro, demonstrando uma libertacdo prolongada ao longo
do tempo, nomeadamente nos primeiros 20 dias. Este é um parametro
muito importante, pois possibilita a diminuicao da dose administrada e
também nao exige administragoes sucessivas. Os testes de citotoxicidade
demonstraram que estas estruturas em concentracdes consideraveis
nao apresentaram nenhum tipo de citotoxicidade. O facto de terem
apresentado bons resultados utilizando proteinas modelo é um bom
indicativo que estas estruturas podem ser viaveis para o encapsulamento
de outras proteinas com fins terapéuticos (Grenha e col., 2010).

Existe outro biomaterial de origem marinha com estrutura similar a
carragenina, porém com diferentes aplicacoes biomédicas, o agar. O agar
é um polissacarideo presente na parede celular das algas vermelhas. A sua
estrutura é similar a carragenina, com residuos ligados alternadamente
na conformagao (A-B) . As unidades sdo constituidas por residuos de
galactoses ligados 0-1,3 (unidade A) com residuos B-1,4 (unidade B).
A principal diferenca em relacdo a carragenina é que a unidade A estd
sempre na conformacdo D- enquanto o residuo da unidade B s6 pode
estar na configuracdao L-. Ao contrdrio da carragenina, o agar ndo esta
classificado segundo o grau de sulfatacao, uma vez que o tipo de agar mais
conhecido é um tipo neutro sem nenhum grupo sulfatado. O agar é muito
utilizado na industria alimentar e também na microbiologia na forma de
gel como meio de cultura. As aplicagoes biomédicas do agar associadas a
libertacao de agentes bioativos sao geralmente na construcao de hidrogéis,
aproveitando as suas capacidades de gelificacdo, a sua biocompatibilidade
e biodegradabilidade (Hoare e Kohane, 2008, Rossi e col., 2011).

2.4 Acido hialurénico

O acido hialurénico é um polissacarideo linear com um elevado peso
molecular. E constituido por uma cadeia alternada de duas subunidades:
a primeira de residuos de D-acido glucurénico ligados entre si na
conformacao a-1,4, e a segunda de N-acetil-D-glucosamina ligados entre si
na conformacdo B-1,3, sendo que as suas subunidades estao ligadas entre
si na conformacdo o- e B-1,3 (Burdick e Prestwich, 2011) (Figura 2). O 4cido
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hialurénico é um dos maiores componentes da matriz extracelular e esté
presente no liquido sinovial, no humor vitreo e no tecido cartilaginoso.
Devido ao seu elevado peso molecular e a sua viscoelasticidade fazem
do acido hialurénico um composto importante para o desempenho de
funcdes biolégicas importantes e também como um excelente material
para diferentes aplicacdes biomédicas (Kogan e col., 2007). O &cido
hialurénico desempenha diferentes fun¢des biolégicas, nomeadamente
ao nivel da regeneracdo de tecidos, da proliferacdo, diferenciacdo e
migracdo celular. Por causa da sua presenca no liquido sinovial nas
juncdes das articulagcoes, o acido hialurénico pode ser utilizado como
marcador biolégico para diagnostico de doencas relacionadas com a
artrite reumatdide (Lee e col., 2008). Este biomaterial também tem sido
proposto em varias aplicacoes biomédicas, nomeadamente na engenharia
de tecidos e na construcao de estruturas para tratamentos de cicatrizacao
(Chen e Abatangelo, 1999). Pode ainda ser utilizado como suplemento em
pacientes com artrite (Kogan e col,, 2007). Hoje em dia, a sua producao
é feita em grande escala por fermentacao bacteriana, algumas das quais
de origem marinha (Kim e col., 2006). A producao por fermentacdo pode
evitar contaminagdes patogénicas relacionadas com a extragdo a partir
de animais mamiferos, como por exemplo a encefalopatia espongiforme
bovina (Vazquez e col., 2013). Contudo, o acido hialurénico pode também
ser extraido diretamente a partir de fontes animais marinhas, tais como,
tecido cartilaginoso e também a partir do humor vitreo de varias espécies
de peixe (Murado e col., 2012). O acido hialurénico é biodegradavel pela
acdo de enzimas como a hialuronidase (Zhong e col., 1994). O &cido
hialurénico estd presente em varios fluidos biolégicos sendo indicativo
da sua facilidade de circulacao.

O acido hialurénico apresentaimportantes propriedades biologicascomo a
adesdoadiferentestecidoseelevadabiocompatibilidade. Asuacapacidade
de interagir com proteinas pode ser utilizada como uma ferramenta de
diagnostico, em especial devido a existéncia de recetores membranares
especificos para o acido hialurénico. E o caso do recetor CD44 cuja sua
elevada expressdao pode indicar um aumento da proliferacdo celular.
O aumento do nivel de expressao deste recetor pode ser um excelente
marcador para o diagnéstico precoce de cancro (Kramer e col.,, 2011). O
acido hialurénico tem a capacidade de formar géis, capazes de incorporar
biomoléculas. Todas estas caracteristicas fazem do acido hialurénico um
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excelente biomaterial para a construcao de veiculos de carga de agentes
bioativos para libertacdo controlada (Luo e col.,, 2000). Os dispositivos de
carga construidos a partir do acido hialurénico permitem a incorporacao
de farmacos, proteinas e acidos nucleicos. Estas estruturas podem ser
diferentes, dependendo da sua aplicacdo biomédica, podendo ser obtidas
por metodologias distintas de construcdo. E possivel obter nanoparticulas
com base na interacdo do acido hialurénico com metais como o ouro, as
quais sao muito estudadas como marcadores para diagndéstico de doencas,
como a artrite reumatéide e o cancro, devido a capacidade destas de
emitirem fluorescéncia (Mohammad e Xuefei, 2011).

Existem também nanoparticulas de acido hialurénico complexado com
quitosano. Estas nanoparticulas tém sido utilizadas como dispositivos
para a libertacdo controlada de material genético, no desenvolvimento
de novos tratamentos baseados em terapia génica. Alguns estudos
apresentaram uma nova abordagem para o tratamento de doencas do
foro ocular (de la Fuente e col., 2008, Contreras-Ruiz e col., 2011). Um
deles consiste na constru¢ao de nanoparticulas de acido hialurénico e
quitosano, considerando as interacoes eletrostaticas entre ambos, com
o objetivo de proceder a uma libertacdo controlada de genes na cérnea
e na conjuntiva ocular. Os resultados indicaram uma grande viabilidade
destas nanoparticulas, ndo s6 pelas suas dimensdes (100-230 nm), mas
também porque foi possivel observar a internalizacdo destas particulas
através do processo endocitico mediado por recetores membranares.
Esta internalizacdo permitiu atingir um indice de transfecao de 15%, o
que revela o grande potencial biomédico destas nanoparticulas como
dispositivo de entrega de genes no tratamento de doencas ao nivel do
tecido da conjuntiva ocular (de la Fuente e col., 2008).

Existem outros tipos de estruturas obtidas a partir da combinacdo do
acido hialurénico e do quitosano, ou outro polimero de natureza catidnica.
As microparticulas, microesferas e microcapsulas construidas a base de
acido hialurénico tém a capacidade de incorporar uma vasta variedade
de agentes bioativos, as quais podem ser construidas por diferentes
metodologias, entre elas o LbL (Szarpak e col,, 2010) e o spray-drying
(Iskandar e col., 2009). Entre as diversas formas de fabricar microesferas,
um nucleo pode ser construido pela reticulacdo do quitosano, dando
origem a microesferas onde vai ocorrer a deposicao das multicamadas
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alternadas contendo acido hialurénico (Grech e col., 2008). Este tipo
de estruturas possui potencial em sistemas de libertacao controlada de
agentes bioativos, por exemplo, o sulfato de gentamicina. Os resultados
de libertagdo in vitro indicaram uma libertacao sustentavel a partir deste
tipo de microesferas quando comparadas com a libertacdao do farmaco
dos nucleos ndo-recobertos (Grech e col., 2008). Revestimentos obtidos
por LbL podem possuir propriedade adesivas por modificacdo quimica do
acido hialurénico, utilizando, por exemplo, dopamina (Neto e col., 2014).

O acido hialurénico pode ser utilizado no revestimento de lipossomas.
O lipossomas sao sensiveis ao pH, e tém vindo a ser utilizados como
agentes para a libertacdo controlada de agentes bioativos em tratamentos
de cancro e outras doencas (Simdes e col., 2004). Uma abordagem na
utilizacao destas estruturas tirou partido de lipossomas sensiveis ao pH
contendo pequenos péptidos, com a capacidade de serem internalizados
por células (Jiang e col,, 2012). Um farmaco com atividade antitumoral
foi incorporado nesses lipossomas, seguindo-se o revestimento destes
por acido hialurénico. O revestimento dos lipossomas promove uma
protecdo contra ataques por parte de proteinas presentes na corrente
sanguinea que podem degradar o lipossoma. Ultrapassando essa barreira,
as particulas entram na matriz extracelular do tumor, onde a hialuronidase
degrada a camada externa de acido hialurénico. Deste modo, o lipossoma
fica exposto as variacdes do pH existentes no meio tumoral, permitindo
uma maior internalizacdo celular por endocitose, levando a libertacao
do farmaco no citoplasma. Utilizando o paclitacel como droga modelo os
ensaios realizados in vivo indicaram uma grande atividade antitumoral
por parte destas particulas demonstrando a grande aplicabilidade destes
dispositivos em tratamentos de cancro (Jiang e col., 2012).

O acido hialurénico pode ser utilizado na construcao de hidrogéis. Um
hidrogel sensivel a variacbes de pH e temperatura foi desenvolvido
para aplicagdes de libertacdo controlada de agentes bioativos (Santos e
col.,, 2010). Os hidrogéis foram construidos a partir do acido hialurénico
e do polimero sensivel a temperatura PNIPAAm. Os hidrogéis foram
caracterizados para testar a sua sensibilidade as variacbes de pH e
temperatura.Utilizandoagentamicinacomodrogamodelo,foramestudados
os perfis de libertacdo a 37 °C e a pH 7'4. Os resultados mostraram uma
libertacao inicial a rondar os 25%, seguida de uma libertacao sustentavel
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durante as 20 horas seguintes. Os resultados também demonstraram que
a velocidade de libertacdao aumenta com o aumento do racio de acido
hialurénico no hidrogel. Estas estruturas apresentaram sensibilidade
as variagcoes de temperatura e pH, demonstrando o seu potencial na
utilizagcdao como dispositivos de carga de agentes bioativos em sistemas
inteligentes de liberta¢do controlada (Santos e col., 2010).

2.5 Sulfato de condroitina

O sulfato de condroitina é um polissacarideo constituido por uma cadeia
simples de D-galactosamina e D-acido glucurénico (Figura 2). O sulfato
de condroitina é normalmente extraido a partir de cartilagens de animais
terrestres como o gado bovino e porcino e também de alguns animais
marinhos, como a baleia e o tubardo, cuja extracao, devido a problemas
de ordem ecolégica, é agora bastante limitada. Porém, existem outras
fontes deste material, como a raia, o salmdo, o pepino-do-mar, os
cnidarios e os moluscos, sendo estas espécies a maior fonte de sulfato de
condroitina ndo-mamifera (Silva e col., 2012a). O sulfato de condroitina
tem propriedades anticoagulantes e tem sido sugerido como substituto
da heparina, um dos mais conhecidos farmacos anticoagulantes (Teien
e col,, 1976, Lindahl e col.,, 1994), como principio ativo na construcdo
de farmacos com propriedades anticoagulantes e como suplemento na
prevencdo da artrite (Clegg e col., 2006). O sulfato de condroitina pode ser
utilizado na forma de hidrogel como agente de integra¢ao na regenera¢ao
de tecido cartilaginoso (Wang e col., 2007).

Porém, o sulfato de condroitina é também um material adequado para
construir dispositivos de carga em sistemas de libertacdao controlada de
agentes bioativos. Nanoparticulas biocompativeis e ndo-citotoxicas foram
obtidas a partir da interacao eletrostatica entre o sulfato de condroitina
e o0 quitosano (Santo e col.,, 2012). Os resultados indicaram uma grande
capacidade de retencdo de proteina e fatores de crescimento. Ensaios
de libertacdo demonstraram uma libertacao sustentada do farmaco na
ordem dos 65% nos primeiros 30 dias. Estudos in vitro realizados em
células estaminais humanas do adip6cito mostraram a capacidade destas
nanoparticulas entrarem nas células, sendo a internalizacao dependente
da concentracdao de particulas no meio e do tempo de cultura. Estes
resultados revelaram que estas nanoparticulas ndao sé6 podem funcionar
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como veiculos de carga para a libertagao controlada de proteinas, fatores
de crescimento e outras biomoléculas por difusdo, mas também possuem
a capacidade de internalizacdo celular (Santo e col., 2012).

Umestudorecente apresentouumnovotipode estruturas porosasde forma
tubular construidas a partir da hidroxiapatite e sulfato de condroitina, para
libertacdo de farmacos anticancerigenos (Guo e col,, 2014). O farmaco
utilizado foi o hidroclorato de doxorubicina. Estudos de encapsulamento
demonstraram uma elevada facilidade de encapsular o agente bioativo
neste dispositivo devido a sua geometria e pela presenca de poros. Ensaios
de libertacao revelaram um perfil de libertacao controlada dependente do
pH. Verificou-se uma libertacao mais rapida na fase inicial seguida de uma
libertacao sustentada ao longo de 70 horas. Estes resultados revelaram o
potencial da utilizacdo destas estruturas como dispositivos de libertacao
controlada de farmacos para tratamentos de quimioterapia, ndao s6 devido
pela sua libertacdo dependente do pH, mas também por apresentar uma
libertagdo sustentada num longo periodo de tempo (Guo e col., 2014).

As interacOes eletrostaticas entre diferentes materiais, assim como as
suas propriedades quimicas, podem ser utilizadas para a construcao de
dispositivos com a capacidade de incorporar diferentes agentes bioativos
para libertacao controlada. Esses materiais podem ser de origem sintética
ou de origem natural. Apesar das inUmeras vantagens destes ultimos, os
primeiros ainda sdo frequentemente utilizados na industria farmacéutica.
Um desses materiais é o PEG, polimero de origem sintética com
caracteristicas neutras. Foi proposta uma nova abordagem na construcao
de nanocomplexos compostos por copolimeros em bloco constituidos por
PEGligadoadiferentesglicosaminoglicanos dedistintos pesosmoleculares
e com diferentes nimeros de grupos sulfatados (Novoa-Carballal e col.,
2014). Estas estruturas, devido a suas caracteristicas anidnicas, permitem o
encapsulamento de polipéptidos carregados positivamente, como fatores
decrescimento e outras citocinas. Os seus resultados demonstraram que
é possivel encapsular polipéptidos carregados positivamente, como a
poli-(L-lisina) (PLL), através de complexa¢do, obtendo nanoparticulas
de pequenas dimensdes. O tamanho pode variar dependendo do peso
molecular e do nimero de grupos sulfatados do glicosaminoglicano
utilizado. A possibilidade de utilizar diferentes glicosaminoglicanos,
incluindo o acido hialurénico e o sulfato de condroitina, € um sinal do
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grande potencial da utilizacdo deste tipo de abordagem para a construcao
de dispositivo de carga para libertacdo controlada de polipéptidos
cationicos.

2.6 Fucoidano

O fucoidano é um polissacarideo sulfatado presente em varias espécies de
algas castanhas. E constituido por cadeias de 1-fucose sulfatadas ligadas
na conformacdo a-1,3, embora seja possivel que a liga¢do glicosidica se
encontre na conformacdo a-1,4 (Figura 2). A sua estrutura e composicao
depende muito da fonte de extracdo. A extracao pode ser processada por
precipitacdo utilizando sais ou solventes organicos, e a sua purificacao por
cromatografia (Li e col., 2008).

Hoje em dia sdo conhecidas varias caracteristicas sobre a sua bioatividade.
Foi reportado que o fucoidano apresenta uma atividade antitumoral
dependente do grau de sulfatacdao e inibe a proliferacdo celular e o
crescimento de tumores (Ermakova e col,, 2011, Anastyuk e col,, 2012).
No entanto, foi também reportado que o fucoidano ndo é sé toxico para as
células tumorais mas também em células normais, pelo que dificulta a sua
utilizacdo em terapias contra o cancro. A sua atividade antiproliferativa
também lhe concede propriedades anti-inflamatérias. Todas estas
caracteristicas fazem deste material um 6timo material para a indudstria
farmacéutica, aproveitando principalmente as suas propriedades
anticoagulantes e antivirais (Kim e col., 2008b, Sezer e Cevher, 2011).

O fucoidano pode ser processado sob a forma de microesferas obtidas
pela reticulacdo de fucoidano e quitosano, denominadas fucoesferas.
(Sezer e Akbuga, 2006). Existem estudos que reportam a atividade destas
fucoesferas na regeneracao de tecido em tratamentos de queimaduras. As
particulas apresentavam um tamanho que variava entre os 367 e 0s 1017
nm e ensaios in vitro e in vivo demonstraram uma diminui¢do no tempo de
tratamento normal de queimaduras devido ao aumento na regeneracao e
cicatrizacdo do tecido epitelial, demonstrando o potencial destas estruturas
no tratamento de queimaduras na derme (Sezer e col.,, 2008). Aproveitado
ainda a grande bioatividade do fucoidano, a utilizacdo de complexos de
fucoidano e quitosano expande-se a outras aéreas, tal como na construcao
de nanoparticulas com func¢do anticoagulante (Nakamura e col., 2008).
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Existem varias formas de processar o fucoidano em dispositivos de carga.
Alguns destes dipositivos sdao construidos usando LbL, nomeadamente
filmes de fucoidano-insulina sensiveis ao pH para a libertacao controlada
de insulina (Sato e col., 2012). Outro estudo reporta a construcdo de
nanoparticulas como dispositivos de carga de fucoidano e quitosano
processados por LbL (Pinheiro e col,, 2015). Neste estudo utilizaram-se
nanoparticulas de poliestireno com um didmetro aproximado de 100 nm.
Apos a construcdo do revestimento, o ndcleo da capsula de poliestireno
foi removido, sendo deste modo possivel incorporar dentro da capsula
inimeros agentes bioativos. O PLL foi 0 agente catidnico bioativo escolhido
para o estudo de incorporacao e libertacao. Os resultados demonstraram
que a libertacdo era dependente do pH e que a libertacdo se dava através
de um mecanismo de difusdo. Estas capsulas revelaram uma elevada
viabilidade como dispositivo de carga para a libertacao de biomoléculas,
nomeadamente para compostos soliveis em agua, aumentado assim a
aplicabilidade do fucoidano na inddstria farmacéutica.

Outro estudo reportou o desenvolvimento de nanoparticulas de
quitosano e fucoidano sensiveis ao pH para administracdo oral (Huang e
Lam, 2011). Estas particulas obtidas por gelificacdo idnica deram origem
a particulas com um tamanho aproximado de 173 nm. A incorporacdo do
agente bioativo pode ser realizada no momento da gelificacdo. Neste
estudo a biomolécula incorporada foi a curcumina, composto bioativo
com potencial anticancerigeno. As particulas compostas por curcumina/
quitosano/fucoidano apresentavam diferentes tamanhos, dependendo do
pH. Os ensaios de libertacao in vitro mostraram ter sido possivel diminuir a
libertacao para valores de pH baixos, similares as condi¢cdes presentes no
sistema gastrico, e verificou-se um aumento da velocidade de libertacao
para pH igual a 7. Estes resultados indicam uma sensibilidade destas
particulas as variacdes de pH e também a possibilidade da utilizacao
destas particulas como dispositivo de carga para administracao oral.

2.7 Ulvano

O ulvano é um polissacarideo sulfatado extraido da alga verde Ulva. E
composto por residuos de glucose, ramnose, xilose, acido glucurénico
e acido idurénico, ligados na conformacgdo o- e $-1,4 (Figura 2). Devido
a variedade de polissacarideos na sua composi¢dao, o ulvano pode
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apresentar variacdes na distribuicdo de carga e na densidade eletronica,
bem como variacdes no peso molecular. Por ser constituido por varios
tipos de aclcares raros, o ulvano é uma fonte para a obtencdo desses
aclcares sem recorrer a sintese quimica. O processo de extracdao do
ulvano é bastante simples: consiste na adicao de solventes organicos
sobre a matéria-prima, seguido de passos sucessivos de lavagem com
agua quente, filtragdes e centrifugacdes (Lahaye e Robic, 2007). O ulvano
apresenta também atividade biolégica de relevo: é considerado um agente
antiviral, antioxidante, antitumoral, anticoagulante, anti-hiperlipidémico
e estimulador do sistema imunitario. O ulvano apresenta baixos niveis de
citotoxicidade numa grande gama de concentracdes (Alves e col., 2013a).
Todas estas propriedades fazem do ulvano um dos materiais com maior
potencial para o desenvolvimento de novas aplicagcdes biomédicas, como
por exemplo, a sua utilizagdo como principio ativo, aproveitando as suas
propriedades antivirais, antioxidantes, anticoagulantes e também em
tratamentos contra o cancro devido a sua atividade antiproliferativa.
Devido a sua capacidade de complexar com ides metalicos, o ulvano pode
ser utilizado como agente quelante no tratamento de envenenamento por
metais pesados (Costa e col.,, 2012, Alves e col., 2013b). Outra aplica¢do
biomédica do ulvano é a construcao de dispositivos para aplicacdes na
medicina regenerativa e na engenharia de tecidos, como, por exemplo,
na forma de nanofibras e membranas para tratamentos de renegacao de
tecidos, principalmente na cicatrizacdo (Dash e col.,, 2014).

O ulvano pode ser modificado quimicamente com o objetivo de obter
hidrogéis termoestaveis. A adicao de grupos de metacrilato, e através de
uma fotopolimerizacao porradiacao ultravioleta, podem-se obter hidrogéis
a base de ulvano com aplicabilidade biomédica (Morelli e Chiellini, 2010).
O ulvano é também utilizado na constru¢ao de microparticulas tirando
partido das interacdes electroestaticas com polimeros de natureza
cationica (Costa e col,, 2012). Para além das aplicacdes biomédicas, o
ulvano é também utilizado nas inddstrias alimentar e cosmética.

Estruturas bidimensionais para libertacao de farmacos foram construidas a
partir da reticulacdo quimica do ulvano, nomeadamente para o tratamento
de cicatrizacdo e regenera¢do de tecidos (Alves e col.,, 2012b). A droga
modelo utilizada para os ensaios de libertacdo foi a dexametasona. Os
resultados mostraram uma libertacdo rapida na ordem dos 49% nas
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primeiras horas, seguida de uma libertacdo sustentada até 14 dias. Estes
resultados nos ensaios de libertacao controlada, assim como as proprias
propriedades da membrana, demonstraram que este tipo de estruturas
podem ter grande aplicabilidade quando associadas a construcdao de
membranas biodegradaveis para regeneracao de tecidos, assim como na
aceleracao do processo de cicatrizacao.

Também é possivel obter estruturas tridimensionais, como, por exemplo,
microparticulas de ulvano. Neste contexto, apresentaram um novo
tipo de particulas foi produzido a partir da interacdo com o quitosano,
para o encapsulamento de dexametasona (Alves e col,, 2012a). Estas
particulas foram utilizadas na construcdo de estruturas tridimensionais
de poli-(D,L-4cido lactico), com a finalidade de regenerar tecido 6sseo.
Os resultados de libertacdao controlada in vitro demonstraram que a
utilizacdo dessas microparticulas pode ser largamente vantajosa, na
medida em que é possivel obter um sistema de libertacao controlada e
localizada, confirmando a elevada aplicabilidade deste tipo de sistemas
em estratégias de medicina regenerativa e também como biomaterial com
potencial biomédico.

2.8 Outros polissacarideos sulfatados

Existem varios tipos de glicosaminoglicanos com diferentes propriedades
biolégicas mas que, devido a sua baixa biodisponibilidade, dificil
extracao e producdo, ndao sao muito utilizados em dispositivos para
libertacao controlada. Contudo, devido as suas propriedades biolégicas,
estes glicosaminoglicanos, incluindo o sulfato de dermatano, o sulfato
de heparano e o sulfato de queratano, sdao muitas vezes utilizados
como principios ativos em suplementos. O sulfato de dermatano é um
glicosaminoglicano cuja estrutura possui residuos alternados de N-acetil-
glucosamina ou acido glucurénico ligados nas conformagdes f-1,4 ou
B -1,3. Pode apresentar também residuos de acido idurénico, sendo
essa a principal diferenca entre o sulfato de dermatano e o sulfato de
condroitina. O sulfato de dermatano é extraido principalmente da pele de
raia e apresenta diferentes propriedades biolégicas, como estabilizador de
cofatores e co-recetores de fatores de crescimento e citocinas, o que lhe
confere atividade anticoagulante, a semelhanca do sulfato de condroitina
(Trowbridge e Gallo, 2002).
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Devido a sua atividade anticoagulante, o sulfato de dermatano é visto como
sério substituto da heparina (Teien e col.,, 1976). Outra abordagem sugere
a construcdo de farmacos contendo este tipo de glicosaminoglicano para
ser administrado como anticoagulantes e antitrombéticos. A heparina é
o farmaco normalmente administrado como agente anticoagulante, mas
ultimamente tem sido alvo de estudo devido a possibilidade de inducao
de trombocitopenia, dislipidemia, osteoporose e reagdes alérgicas
(Nelson-Piercy, 1997). O sulfato de dermatano tem propriedades
anticoagulantes pela inibicdo da trombina, mas ndo tem efeito no fator X
da cascata de coagulacdo, nem interfere na funcao das plaquetas, o que
justifica o sulfato de dermatano como um bom candidato para substituto
da heparina. Estudos recentes revelaram a atividade anticoagulante do
sulfato de dermatano sem causar as complicacdes possiveis presentes nos
tratamentos feitos com heparina (Vitale e col., 2013).

O sulfato de heparano é também um glicosaminoglicano cuja estrutura
é muito similar & da heparina. E composto por uma cadeia alternada de
D-acido glucurénico ou acido idurénico e residuos de D-glucosamina,
podendo este Gltimo estar na forma sulfatada ou acetilada. A distribuicao
dos grupos pode definir algumas das propriedades biolégicas do sulfato
de heparano. Devido a presenca de grupos sulfatados, pode ligar-se a
uma série de proteinas e regular diferentes processos biolégicos como a
coagulacao, regulacao e sinalizacao de fatores de crescimento e de outras
citocinas. O nimero de grupos sulfatados pode influenciar a afinidade
com outras proteinas, podendo alterar as suas propriedades biolégicas
(Kreuger e col,, 2006). Além da sua atividade anticoagulante, o sulfato
de heparano tem a capacidade de ligar-se a diferentes polipéptidos,
como, por exemplo, ao complexo formado pelo recetor celular e um
fator de crescimento. Estes complexos estao associados ao aumento da
proliferacdo celular que pode dar origem a processos de oncogénese.
O sulfato de heparano tem um papel muito importante no cancro,
estando associado ao aumento na proliferacao de células cancerigenas, a
angiogénese em tumores, a formacao de metastases e a diferenciacao de
células cancerigenas (Sasisekharan e col., 2002). A modificacdo quimica
do sulfato de heparano pode interferir na sua atividade anticoagulante
e pode ter efeitos terapéuticos em tumores. O grande envolvimento do
sulfato de heparano em diferentes estadios na formacao de tumores
sugere que este polimero pode ajudar no desenvolvimento de novos
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métodos de diagnéstico, na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, e também na possibilidade de desenvolver novas abordagens na
criacdo de dispositivos para a libertacdo controlada de agentes bioativos
em tratamentos contra o cancro (Knelson e col., 2014).

O sulfato de queratano é outro glicosaminoglicano composto por
uma unidade bdasica de um dissacarideo que se repete. Essa unidade é
normalmente composta por residuos de galactose e N-acetil-glucosamina
ligados na conformacao B-1,4. O sulfato de queratano também possui
nas extremidades uma regido de ligacdao a proteinas. Existem trés
classes diferentes de sulfato de queratano, cuja diferenca se encontra
na natureza da regido de ligacdo a proteinas. A classe | é conhecida pela
sua presenca na cérnea e em pequenas cartilagens. A ligacao a proteina
é dada pelo N- da N-acetil glucosamina a uma asparagina. Na classe Il a
ligacdo a proteina é feita pelo O- da N-acetil glucosamina a uma serina
ou treonina. Por ultimo, na classe Il (que foi isolada pela primeira vez do
tecido nervoso), a ligacdo a proteina é pelo O- da manose a uma serina
ou treonina (Uchimura, 2015). A presenca de sulfato de queratano nos
tecidos estd relacionada com a manutencdo dos niveis de hidratacao
do tecido corneal, que pode influenciar os seus niveis de transparéncia.
Estudos a nivel celular revelaram que o sulfato de queratano apresenta
propriedades antiadesivas. Em tecidos nervosos, o sulfato de queratano
pode impedir o crescimento de axdnios, e nos tecidos cartilaginosos
pode diminuir a capacidade de resposta imunitaria em doeng¢as como a
osteoartrite (Funderburgh, 2002).

3. Consideracodes finais

Os polissacarideos de origem marinha tém revelado uma grande
aplicabilidade em sistemas de libertacao controlada. O facto de serem
biocompativeis, ndo-téxicos e muitas vezes biodegradaveis fazem destes
polimeros materiais ideais para a construcao de novos dispositivos de
carga para sistemas de libertacao controlada de agentes bioativos. Estes
dispositivos podem ser construidos utilizando diferentes metodologias e
sao capazes de incorporar diferentes tipos de biomoléculas. A libertacao
destas biomoléculas pode ocorrer através de diferentes mecanismos, cujo
controlo podera promover uma libertacdo sustentada. Devido ao facto
destes materiais serem biocompativeis e muitas vezes biodegradaveis,
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a sua utilizacdo na construcao de dispositivos de libertagdo controlada
conseguiu em alguns casos aumentar a eficacia de libertacdo. O
aspeto econémico também é muito importante, tendo em conta que
estes materiais sao abundantes e sao de facil extracdo, purificacao e
modificacdo quimica, existindo também a possibilidade de uma producao
em grande escala. Todas estas caracteristicas fazem destes biomateriais
e dos seus derivados excelentes materiais para a constru¢ao nao s6 de
dispositivos de carga mas também de outras formulacdes farmacéuticas
como excipientes ou como principios ativos em alguns suplementos.
Em sistemas de libertacdo controlada, os biomateriais de origem
natural permitem a possibilidade de incorporar uma enorme variedade
de proteinas, farmacos e acidos nucleicos, que ndo seria possivel pela
utilizacdo de materiais de origem sintético, que em alguns casos podem
ser toxicos para o organismo.

O mar pode funcionar como uma grande fonte de extracdao destes
biomateriais. Entre os diferentes organismos marinhos, as algas, peixes e
crustaceos sao a principal fonte de polissacarideos. Este tipo de extracao
pode ajudar a que haja uma diminuicdo na extra¢ao de biomateriais a partir
de animais mamiferos, muitas vezes associados a riscos de contaminacao
e contagio de doencgas. Um maior investimento na area de investigacao
dos recursos marinhos pode ajudar a entender melhor os mecanismos de
funcionamento destes materiais e também pode promover a descoberta de
novos materiais e novas funcionalidades para aplica¢oes biomédicas. Esse
investimento seria justificado pelo desenvolvimento de novas estratégias
para o tratamento de doencas degenerativas ou o cancro e também em
medicina regenerativa. Existe ainda a possibilidade de desenvolver
dispositivos de carga para a libertacdao controlada de biomoléculas no
sistema nervoso central e para o tratamento de doencas genéticas.

Um maior conhecimento destes materiais e dos seus derivados podera
ajudar a desenvolver sistemas com vista a diferentes vias de administracao
de forma a aumentar a eficacia do agente terapéutico. Para isso é preciso
promover e continuar com os apoios a investigacao nesta area, de modo a
otimizar os processos de libertacao e administracdo, e minimizar os custos
de producado. Para isso serad necessario haver mais investigacao do ponto
de vista do isolamento e purificacdo de biopolimeros de origem marinha,
e também na sua modificacao quimica, de forma a controlar a interacao
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com os farmacos e os tecidos, e a resposta inteligente e direcionada dos
agentes. Estratégias futuras deverdo também combinar a possibilidade de
libertacao controlada a partir deste tipo de dispositivos com a capacidade
de diagnéstico (abordagens teragnodsticas), onde plataformas envolvendo
nanotecnologias e imagem deverao ser tidas em consideracao.
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Resumen

Este capituloabordael papel protagonista de los excipientes farmacéuticos
en la obtencibn de medicamentos estables, seguros y eficaces, asi
como la necesidad de introducir nuevos materiales. Los océanos son
fuentes renovables y poco exploradas de recursos beneficiosos de
todo tipo, entre los que se encuentran los polisacaridos. Su atoxicidad,
bioactividad, biodegradabilidad, y capacidad de presentar ligandos de
unién a receptores celulares, les convierte en un grupo de moléculas
muy atractivo para el desarrollo de sistemas farmacéuticos de Gltima
generacion, especialmente dirigidos a dianas terapéuticas. Se sefnalan
algunos ejemplos de aplicacion de estos polisacaridos.

1. Introduccién

La introduccion de formas farmacéuticas de fabricacion industrial a
principios del siglo XX, tuvo como consecuencia una modificacion
profunda de los medicamentos empleados en la practica clinica. La
elaboraciéon de formas de dosificacion, resultado de la transformacién
tecnolégica de mezclas mas o menos complejas de principios activos y
excipientes, afronté nuevos retos asociados a la necesidad de incrementar
la estabilidad de los preparados, a la uniformidad y la velocidad requeridas
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en los procesos, o a la introducciéon de un numeroso arsenal de farmacos
quimicos.

Histéricamente se asignaba un rol pasivo, y por tanto secundario, a
los excipientes, a los que se les denominaba sustancias auxiliares. Se
consideraba que tenian que ser productos inertes, sin toxicidad ni actividad
terapéutica alguna, que cumplieran con la misiéon de funcionar como
vehiculos, dotando a la dosis de farmaco, del volumen y la consistencia
necesarios para su administracion. Sobre esta base, no es de extranar que
a menudo se acudiese al empleo de sustancias naturales, de seguridad
ampliamente contrastada (Pifferi y Restani, 2003).

En los afnos 60, como consecuencia del desarrollo de una nueva ciencia
que se denomind Biofarmacia, se evidenci6 la importante repercusion
del proceso de cesion del principio activo a partir de la forma
farmacéutica, sobre la eficacia terapéutica y los efectos secundarios de
los medicamentos (Figura 1). La Biofarmacia se fundamenta en el estudio
de la biodisponibilidad de los farmacos, entendida ésta como la cantidad
de farmaco que se absorbe tras la administracién de un medicamento y
la velocidad con la que sucede ese proceso. Solamente la fraccién de la
dosis de farmaco que se ha liberado en el momento y lugar adecuados,
es capaz de llegar a la sangre y producir un efecto farmacolégico. Esta
aproximacién explic6 en su momento las diferencias de efectividad de
formulaciones supuestamente intercambiables, elaboradas con idénticas
dosis de farmaco y abrié la puerta a la posibilidad de modular la respuesta
farmacologica, modificando el proceso de cesion.
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Figura 1. (A) Representacion de la concentracion plasmatica de farmaco frente al tiempo tras la
administracién de un comprimido por via oraly (B) perfiles plasméaticos correspondientes a tres
formulaciones elaboradas con la misma dosis de farmaco y tres excipientes diferentes.
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Hoy en dia, las formas farmacéuticas se conciben como sistemas capaces
de ceder la cantidad correcta de farmaco a la velocidad adecuada. Incluso,
en algunos casos se les exige que dirijan selectivamente el farmaco a un
6rgano concreto o a determinados receptores celulares seleccionados
como dianas terapéuticas. Como consecuencia de este cambio de
concepto, los excipientes han pasado de ser considerados materiales
inertes a sustancias funcionales, adquiriendo un papel protagonista en las
formulaciones. Asi, su adecuada seleccidn es el aspecto que condiciona en
primer término la calidad de los medicamentos.

Del interés creciente por el desarrollo de los nuevos sistemas
farmacéuticos, en particular de las formas de cesién modificada,
surgi6 la necesidad de disponer de excipientes adecuados, capaces
de responder a requerimientos cada vez mas precisos. El catalogo de
excipientes disponibles fue reevaluado bajo este nuevo prisma. A los
materiales tradicionalmente empleados en el ambito farmacéutico, se
unieron nuevos productos procedentes de la industria alimentaria, y
por lo tanto, seguros desde el punto de vista regulatorio, ademas de
las modificaciones estructurales de otros ya conocidos. También se
procedié a explorar el potencial de nuevos compuestos, que por sus
caracteristicas quimicas, fisicas y fisico-quimicas pudiesen cumplir los
requerimientos de funcionalidad, seguridad y calidad exigibles a los
excipientes farmacéuticos.

Los océanos son fuentes renovables y poco exploradas de recursos
beneficiosos de todo tipo. De ellos se obtienen desde sustancias con
actividad terapéutica como antibioticos, agentes antitumorales, vitaminas,
toxinas y antitoxinas,... hasta materiales con interés como excipientes
farmacéuticos por sus peculiares propiedades. La abundante y variada
fauna y flora (algas) marinas presentan contenidos importantes de un
grupo de materiales, los polisacaridos, de gran interés para el desarrollo
de los nuevos sistemas farmacéuticos.

Los polisacaridos naturales son polimeros tradicionalmente empleados
en la elaboracion de formas farmacéuticas. Celulosas, almidones, goma
guar, goma tragacanto, goma xantana,... se emplean con diversas funciones
(diluyentes, disgregantes, aglutinantes, viscosizantes, espesantes, etc.) en
un importante nimero de formas de dosificacion clasicas.
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Enlosultimosanossehageneradouninteréscreciente porlospolisacaridos
naturales debido a su falta de toxicidad (incluso a dosis elevadas), su
biodegradabilidad y al descubrimiento de otros aspectos relacionados
con las funciones para las que han sido disefiados por la naturaleza. Son
materiales bioactivos y con capacidad de presentar ligandos de unién
a receptores celulares, lo que les convierte en un grupo de moléculas
muy atractivo para el desarrollo de sistemas de ultima generacion,
especialmente dirigidos a dianas terapéuticas (Khany col., 2014).

Polisacaridos de origen marino como el quitosano, el alginato, los
carragenanos o el fucoidan han sido objeto de una nutrida e importante
investigacién, que ha dado lugar a la comercializacion de productos
farmacéuticos novedosos. A continuacion se recogen diversos aspectos
de ellos que permiten esta aplicacion.

2. Quitosano

Las bases de datos biomédicas recogen numerosos estudios cientificos
sobre el quitosano realizados en los Gltimos veinte afios (Figura 2), con
importante incidencia en el ambito del desarrollo de formulaciones.
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Figura 2. Publicaciones cientificas sobre quitosano indexados por la base de datos Pubmed (US

National Library of Medicine) en los Gltimos 20 afios.
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El quitosano es un polimero lineal que se encuentra en los caparazones de
crustaceos y moluscos marinos entre otras fuentes. Es la forma parcial o
completamente deacetilada de la quitina. Los quitosanos comercializados
presentan un peso molecular entre 10 y 1000 kDa y un grado de
deacetilacién entre el 40 y el 95%. Ambos parametros condicionan sus
propiedades.

En general, se ha demostrado que es un producto sin toxicidad,
biodegradable, biocompatible y biofuncional, que acelera la coagulacién
sanguinea y los procesos de cicatrizacion. Presenta, ademas, capacidad
de formacion de peliculas, interesantes propiedades reoldgicas,
mucoadhesivas y promotoras de la absorcién de farmacos.

Al contrario de su precursor, la quitina, de elevada insolubilidad acuosa, el
quitosano es soluble en medio acido por su caracter catiénico.

Desde un punto de vista estructural es similar a la celulosa. La diferencia
entre ambos radica en el grupo amino (-NH,) en la posicién C2 en el
quitosano, en vez del grupo hidroxilo (-OH) de la celulosa (Figura 3).
Esta modificacion le confiere la capacidad de cargarse positivamente e
interaccionar mediante enlaces i6nicos con otras moléculas de carga
negativa como lipidos, colesterol, metales ionizados, proteinas u otras
macromoléculas

OH OH
] O
o OH
NH, NH;

Figura 3. Estructura quimica del quitosano.

El quitosano tiene actividad terapéutica propia. Se ha demostrado
que la ingesta de este polisacarido durante 12 semanas por pacientes
con insuficiencia renal crénica contribuye a reducir sus niveles de
urea, creatinina y colesterol. Asimismo, por su actividad hemostatica y
antiinflamatoria, se han propuesto como componente de apésitos. Ciertos
quitosanos aceleran la reparacién cutanea y previenen las infecciones
asociadas a heridas, mediante complejas series de procesos bioquimicos
regulados por mediadores de la inflamacién (Kumar y col, 2004, Aam y
col,, 2010).
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La literatura cientifica sobre las potenciales aplicaciones del quitosano
para el desarrollo de formulaciones farmacéuticas es extremadamente
amplia. Como puede deducirse de la observacién de la Tabla 1 (Kumary
col., 2004) se ha explorado su utilidad como excipiente de comprimidos
con diferentes funciones: diluyente de compresién directa, aglutinante
en compresion previa granulacién y formador de matrices de cesién
controlada de farmacos como la prednisolona o el diclofenaco. Su
naturaleza iénica contribuye a su interaccién con los farmacos, y
determina las caracteristicas de cesién de las formulaciones elaboradas,
que resultan pH dependientes en grado variable en funcién del porcentaje
de deacetilacion del quitosano.

Se han encontrado también interesantes propiedades bioadhesivas
mediante su combinacién con otros materiales como el alginato o el acido
etilendiaminotretaacético en comprimidos de compresién directa, con
importantes repercusiones sobre la absorcién de algunos farmacos como
el diltiazem o proteinas y péptidos administrados por via oral (Bernkop-
Schniirch y Scerbe-Saiko, 1998).

Su capacidad filmogénica se ha aplicado a la elaboracion de comprimidos
recubiertos. Dispersiones de quitosano y colorantes solubles aniénicos
dan lugar a cubiertas de apariencia correcta, sin migracién de color y cuya
disolucidén es pH dependiente.

Las propiedades mucoadhesivas del quitosano constituyen el fundamento
de su empleo en el desarrollo de comprimidos bucales. Asi, se elaboraron
comprimidos de clorhexidina con microparticulas de quitosano, alginato
y manitol, observandose una mejora significativa en el tratamiento de la
infeccion fungica por Candida albicans debido a la cesién prolongada del
farmaco en la cavidad bucal.

La administracién de farmacos de forma selectiva en el colon, constituye una
buena aproximacion para el tratamiento de las enfermedades intestinales,
como la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn o el cancer de colon, de
ampliaincidencia en el mundo mas desarrollado. Ademas, se ha descubierto
la potencialidad de esta zona como de absorcion sistémica de proteinas y
péptidos, ya que no presenta las condiciones de pH extremo del estémago
y de las enzimas digestivas del intestino delgado, a la vez que ofrece dos
ventajas interesantes, un elevado tiempo de permanencia y una flora
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colénica, que fundamentalmente se alimenta de polisacaridos (Andrade
y col,, 2011). La utilidad del quitosano para el desarrollo de formas orales
de cesidn colénica se ha explorado sobre la base de que este polisacarido
puede ser degradado por lipasas, pectinasas y amilasas no especificas,
procedentes de la flora colénica. Los mejores resultados se obtienen con
formas farmacéuticas de quitosano recubiertas por polimeros sintéticos
que lo protegen de las condiciones acidas y enzimaticas de las zonas
superiores (Gulbake y Jain, 2012). Cuando alcanzan la porcion del colon,
el quitosano queda expuesto a las enzimas bacterianas que lo degradan
dando lugar a quitooligdmeros de pequeno tamano molecular con
actividad bifidogénica y a la liberacién del principio activo. Sobre esta
base se han probado formulaciones del corticoide, prednisolona o de la
insulina, demostrandose mejoras en la absorcién de ambos farmacos por
esta via (Kumary col., 1999, Park y col., 2002).

Diluyente de compresién directa en comprimidos

Aglutinante para granulacion via himeda en comprimidos, granulados o pelets

Matriz de liberacién controlada

Disgregante de comprimidos

Excipiente para liberacion en zonas especificas (estomago, colon...)

Polimero bioadhesivo y promotor de la absorcién por via ocular

Agente viscosizante en hidrogeles y soluciones orales

Humectante de farmacos poco solubles

Promotor de la absorcion en formas nasales u orales

Excipiente portador de vacunas o material genético

Polimero biodegradable en implantes

Excipiente de elaboracion de sistemas microparticulares y nanoparticulares

Excipiente mucoadhesivo de formas de administracién sobre diferentes mucosas
(bucal, vaginal...)

El quitosano también ha sido objeto de investigacion para el desarrollo de
formulaciones para la via nasal con el fin de mejorar la biodisponibilidad,
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la seguridady la eficacia de algunos farmacos hidrofilicos como péptidosy
proteinas, paraloscualeslaviaoralnoesunabuenaalternativa. Laactividad
mucodhesiva de los quitosanos, unida a su capacidad para comportarse
como promotores de la absorcién, particularmente de aquellos de bajo
grado de acetilacion (1-5%), les convierte en adecuados candidatos para
el desarrollo de formulaciones nasales, ya que incrementan el tiempo de
permanencia en la nariz y la permeabilidad de las membranas celulares
de la zona (Chen y col, 2013, Benediktsdéttir y col, 2014). Asi, se han
desarrollado disoluciones, polvos de inhalacién y sistemas coloidales
(suspensiones de microparticulas y nanoparticulas) con quitosano solo o
en combinacién con otros polimeros para la administraciéon de vacunas
(influenza, tosferina...), antibidticos (gentamicina), hormonas (calcitonina,
insulina...), etc. (Casettari y Illum, 2014).

La elevada viscosidad de las dispersiones de quitosano y particularmente
su comportamiento viscoelastico y pseudoplastico han favorecido el
desarrollo de preparaciones oftalmicas con estos materiales ya que
incrementan el tiempo de permanencia de la formulacién sobre la cérnea,
a la vez que evitan una modificacion inconveniente de las caracteristicas
del fluido lacrimal (Basaran y Yazan, 2012). Ademas, sus propiedades
bioadhesivas contribuyen a su mayor interaccion con la superficie corneal
y, por lo tanto, a la mayor efectividad del tratamiento.

Los quitosanos son aceptablemente bien tolerados por via parenteral.
Por ello, se han propuesto como excipientes base para la elaboracion
de geles de inyeccién subcutanea y liberacion controlada de farmacos
como el sulfato de morfina, o la inyeccién intramuscular de microsferas
cargadas con progesterona u otros farmacos antitumorales (mitoxantrone,
cis-platino,...). Mediante la inyeccion de moléculas de quitosano
fluorescentes, se ha demostrado su elevada biodegradabilidad por
esta via. Sus fragmentos, de reducido peso molecular, son excretados
facilmente por orina. Ademas, puede modularse su distribucién y tiempo
de permanencia en sangre mediante la modificacion de la molécula con
diferentes radicales, como el grupo succinilo (Carrefio-Gémez y Duncan,
1997).

Los quito-oligosacaridos, producidos por degradacién enzimatica
o métodos quimicos a partir del quitosano, presentan también una
prometedora perspectiva ya que su bioactividad se ha relacionado con
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su potencial uso como vectores de genes, inhibicién de crecimiento de
tumores y procesos inflamatorios (asma), propiedades antiflngicas,
antibacterianas o antiparasitarias (malaria) o con actividad hemostatica
cuando se emplean en el tratamiento de heridas.

3. Alginato

El alginato es un polimero natural, biodegradable y biocompatible,
obtenido a partir de algas marrones (Phaeophyceae) como sal, con cloruro
calcico o sédico mediante extraccion, filtracion y precipitacion. Las sales de
alginato se pueden transformar en acido alginico mediante el tratamiento
con acido clorhidrico, después de un proceso de purificacién y conversion
para dar lugar a un polvo soluble en agua (Lee y Mooney, 2012).

El caracter polianionico de los alginatos es debido a los grupos carboxilo
presentes a lo largo de su cadena. La estructura del alginato es la de un
copolimero lineal compuesto por unidades de (1,4)—B-D-acido manurénico
y residuos de &cido (1,4) o-L-gulurénico (Figure 4). La proporcién de los
monosacaridos que lo conforman y la longitud de las cadenas determinan
su peso molecular (entre 32000-400000) y sus propiedades fisicas (Lee y
Mooney, 2004). Se han comercializado hasta 200 variedades de alginatos
diferentes.

Las sales de acido alginico estan formadas por tres tipos de bloques que
pueden ser de manurénico (M), de gulurénico (G) o combinacién de ambos
(MGQ).Endispersién acuosa las regiones de bloques M son cadenas lineales,
mientras que los bloques G presentan una estructura en forma de bucle.
Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado resulta un hueco
en forma de diamante, con las dimensiones ideales para acomodar un ién
en su interior y formar una estructura dimérica (Figura 4). Asi, el alginato
puede interaccionar con iones de calcio, plomo, cobre, bario, estroncio,
cobalto, niquel, zinc o manganeso, dando lugar a geles por reticulacién
ionica. Las propiedades de los geles formados (resistencia mecanica,
capacidad de hinchamiento y caracteristicas de estabilidad) dependen del
ién utilizado, el nUmero de enlaces formados y la longitud y rigidez de los
bloques que constituyen las moléculas de alginato (Qin, 2008, Jeony col,,
2009, Pasiny col., 2012, Avendano-Romero y col., 2013, Gémez-Ordédhez,
2013).
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CoO

Figura 4. Cambios conformacionales sufridos por las cadenas de alginato en presencia de iones
divalentes como el calcio. La estructura ha sido descrita como modelo de gelificacion en “caja
de huevos”.

En general, las aplicaciones del acido alginico y sus sales en el ambito
farmacéutico, dependen de sus propiedades como espesante, formador de
geles y estabilizante. Asi, han sido empleados en diversas formulaciones
clasicas: diluyentes y disgregantes en comprimidos, espesantes y agentes
suspensores en geles, lociones y cremas, o estabilizantes en emulsiones;
pero sin duda su proyeccion futura se enmarca en el disefio de formas de
cesidn modificada de farmacos. La formacién de sistemas de alginato en
los que se encuentran embebidas moléculas o particulas de farmaco es
el fundamento de estas formas farmacéuticas. Al contacto con un medio
acuoso, la rapida hidratacién de los alginatos da lugar a la formacién
instantanea de un hidrogel de espesor y viscosidad variables que limita la
movilidad de las moléculas de farmaco, regulando su cesién.

Los alginatos han sido propuestos para la elaboracion de sistemas
reservorio en los que existe un ndcleo de fadrmaco rodeado por una cubierta
de alginato de espesor variable y de permeabilidad caracteristica, o
sistemas matriciales, en los que el farmaco se encuentrahomogéneamente
distribuido entre las cadenas del polimero.

Se ha demostrado que la microencapsulaciéon de farmacos como la
teofilina permite regular su cesién por difusién mediante el espesor
de la cubierta, de manera que es posible obtener incluso perfiles de
liberacion constantes, y en algunos casos, como en el de laindometacina,
conseguir la reduccién de sus efectos secundarios (irritacion mucosa
intestinal).
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Cuando el farmaco se formula en forma de matriz de alginato, su proceso
de cesi6bn es mas complejo, ya que implica procesos de hidratacion,
hinchamiento, disolucidn/erosion y difusion sucesivos. EL hinchamiento
de los alginatos reticulados es muy dependiente del pH del entorno
por lo que este mecanismo se ha utilizado como base para el desarrollo
de formas de liberacién modulada por pH. En condiciones acidas (p. ej.
estdmago), el alginato reticulado apenas se altera, y la cesion del farmaco
se produce por difusién a través de una matriz insoluble. Sin embargo,
en un medio neutro-basico (p. ej. intestino), las cadenas de alginato se
hidratan y el proceso de cesion se lleva a cabo mediante un proceso de
hinchamiento y erosién/difusién. En este caso, la liberacién del farmaco
se ralentiza proporcionalmente a la concentracién de polimero en la
formulacién y a la fraccion de gulurénico en el alginato (@stberg y col.,
1993). El acido gulurdnico incrementa el grado de coordinacién del
alginato con los iones divalentes y la rigidez de la cadena polimérica,
reduciendo su capacidad de hinchamiento y la facilidad para la erosion.
Por el contrario, en general, cuando se incrementa la fraccién de
manuroénico, los geles de alginato presentan mayor elasticidad y menor
capacidad para modular la cesién de farmaco, excepto si este presenta
afinidad quimica por estos grupos, como se ha demostrado para algunos
medicamentos de caracter catiénico como el sulfato de gentamicina o la
lidocaina.

Elpeso molecular delalginatoy la viscosidad que confiere al medio acuoso,
asi como el grado y tipo de i6n utilizados en su reticulacién son también
propiedades que contribuyen a la modulacion de la cesién de algunos
farmacos, como el pindolol o la nicardipina, y su adecuada caracterizacion
constituye un elemento clave en el disefio de formas farmacéuticas
elaboradas con este producto (Tennesen y Karlsen, 2002).

Los alginatos han demostrado también una excelente capacidad
bioadhesiva, ya que por su caracter polianidnico son capaces de
interaccionar con la mucina que protege las superficie epiteliales (Pinkas
y Zilberman, 2014). Esta propiedad les hace especialmente interesantes
para la produccion de formas bioadhesivas de administracién vaginal,
bucal o incluso oral, que por su adherencia a la mucosa son capaces
de quedar retenidas sobre ésta y ceder farmaco localmente de forma
prolongada.

257



Valorizacion de Recursos Marinos
Liberadores de Farmacos

Estos productos son empleados también en la elaboracién de apésitos
como material pulverulento, films o peliculas, mediante el secado de
una dispersién de alginato, solo o en combinacién con otros polimeros
(p. ej. carboximetilcelulosa), o bien como cintas flexibles, mas indicadas
para rellenar cavidades. Estos apoésitos presentan una buena capacidad
de absorcién de exudados, dando lugar a la formacién de gel que limita
la formacién de nueva secrecién y minimiza la contaminacién bacteriana
(Boatengy col., 2010).

Algunas de las peculiares caracteristicas de los alginatos, les hacen
especialmente adecuados para albergar elementos extremadamente
labiles como ADN, proteinas o células. Los procesos de gelificacion en
condiciones acuosas suaves, sin compuestos organicos, favorecen la
incorporacion de biomoléculas y células en estructuras tridimensionales,
conactividad biolégicacompleta.Labiocompatibiliadylainmunogenicidad
de estos materiales varian en funcién de factores como la fraccion de
gulurdnico y la presencia de potenciales impurezas.

Un importante nimero de experimentos de microencapsulacién de
proteinas y DNA con alginatos ha obtenido prometedores resultados por
via oral o nasal para la administracion de biomoléculas y el tratamiento de
importantes trastornos crénicos como la fibrosis quistica, la diabetes o el
cancer (Machado y col., 2013).

4. Fucoidan

Se denomina Fucoidan aun grupo de polisacaridos sulfatados que contiene
fucosa obtenidos de diversas algas pardas. En funcién de la especie de
alga de la que se obtenga su estructura es variable. En general estan
constituidos por una cadena lineal de fucosa mediante enlaces (1 — 3)
con grupos sulfato en la cadena con diversos tipos y grados de sustitucion
(Figura 5).
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Figura 5. Estructura basica del polisacarido fucoidan.

Sus propiedades bioactivas, potencialmente beneficiosas, puedenvariaren
funcién de la fuente vegetal y el proceso de extraccion, de su composicién
y contenido, asi como de la distribucién de las cargas en la moléculs,
grado de sustitucion de éstas y de su pureza. Su obtencién a partir de las
macroalgas a nivel industrial, se realiza mediante un proceso complejo en
tres fases, que incluye la molienda del material vegetal, la extraccion en
medio acuoso en caliente en sucesivas etapas, y la precipitacion con sales
o disolventes organicos.

Tanto su peso molecular (13-950 kDa) como sus caracteristicas de
solubilidad y sus propiedades reoldgicas varian en funcion de la materia
prima de partida (especie, tamafo de alga, condiciones ambientales,...) lo
que condiciona extremadamente sus aplicaciones, especialmente en el
ambito farmacéutico.

Aunque hasta el momento el fucoidan ha encontrado el mayor nimero
de aplicaciones en cosmética, se han descrito diversas e interesantes
actividades biolégicas (antiinflamatoria, antiviral, anticoagulante,
antitumoral,...) que le convierten en potencial candidato para nuevas
aplicaciones biomédicas. Asi, se han combinado con quitosano para
el desarrollo de sistemas micro y nanoparticulares sensibles a pH en
los que se han formulado, con buenos resultados, material genético
y proteinas (Sezer y Akbuga, 2006, 2009) o anticoagulantes como la
heparina, ya que potencia su accién antitrombética. Se ha propuesto
el empleo de mezclas fucoidan, chitosano y alginato para el desarrollo
de apésitos superabsorbentes que facilitan el curado en himedo de las
heridas, evitando el exceso de fluidos y la maceracion, y promoviendo la
regeneracion de los tejidos (Murakamiy col., 2010).
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5. Carragenatos

Carragenatos es el nombre genérico de origen irlandés, de un grupo de
polisacaridos sulfatados que se obtienen de especies de algas rojas de la
familia de las Rhodophyceae. Se comercializan como sales de diferentes
cationes, sodio, potasio y calcio, o mezclas de estas. Son empleados en
alimentacion, en cantidades importantes, como estabilizantes, gelificantes
y emulsificantes, por su atoxicidad y seguridad.

Desde el punto de vista quimico, son polimeros lineales formados por
unidades de galactosa y/o de anhidrogalactosa, sulfatadas o no, unidas por
enlaces alternos a(1-3) y B(1-4). Su peso molecular oscila entre 300.000 y
400.000. La variacién en el grado de sulfatacidn y el nGmero de unidades
de anhidrogalactosa da lugar a estructuras diversas con propiedades y
comportamientos distintos (Figura 6).

Industrialmente, se obtienen mediante maceracién en medio acuoso,
alcalinizado y en caliente, de las algas trituradas, seguido de filtracién y
precipitacion por adicién de disolvente organico. El lavado repetido con
mezclas hidroalcohélicas y su posterior secado, da lugar a la obtencion del
carragenato que presenta diferentes estructuras en funcién del material
vegetal de partida. En el ambito farmacéutico, los carragenatos kappa
k-(monosulfatado), iota -(disulfatado), y lambda A- (trisulfatado) son los
mas empleados (Figura 6) (Liy col., 2014, Ahmed y col, 2014).

H

0305~ 0.
CHzOH H\,(, CH;OH H
0803
-o —o
ﬂ %/ & 0S05~ H
H
K-carragenato T-carragenato A-carragenato

Figura 6. Estructura bésica de los diferentes tipos de carragenatos empleados en farmacia.

La funcionalidad de los carragenatos radica fundamentalmente en sus
propiedades reolégicas. En general, las dispersiones de carragenatos son
soluciones viscosas, cuya viscosidad depende, ademas de su naturalezay
su peso molecular, de su concentracién en el medio, de la temperaturay de
la presencia de otros solutos en el medio. La viscosidad es directamente
proporcional a la concentracién, como consecuencia de su naturaleza
lineal cargada. Algunos carragenatos pueden formar geles. La viscosidad
decrece con el incremento de temperatura. Este proceso es reversible
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siempre que no se supere la temperatura critica a la cual el carragenato se
degrada o el calentamiento no sea extremadamente prolongado.

El k- y el - carragenato son capaces de formar geles de caracteristicas
diferentes. Mientras que los geles de «k-carragenato son rigidos y fragiles,
los de 1-carragenato son blandos y elasticos. ELA-carragenato no da lugar a
estructuras gelificadas, salvo por reticulacién catidnica.

Las propiedades funcionales descritas para los carragenatos son de gran
aplicacién para la elaboracion de formas de dosificacion (Figura 7).

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS APLICACIONES FARMACEUTICAS

Propiedades reolégicas
Viscosidad/gelificacién

Absorcion de agua

Carga negativa

Liberacién modificada de
farmacos

Efecto solubilizante

Cesion de farmacos controlada
por pH

Cesion de farmacos controlada

Reticulacién con otros polimeros por temperatura

Estructura Hidrofila \ Encapsulacién de células e
tridimensional ingenieria de tejidos

Figura 7. Relacion entre las propiedades fisico-quimicas funcionaes de los carragenatos y sus
potenciales aplicaciones farmacéuticas.

Como agentes gelificantes, es posible su utilizacién en la elaboracion
de formas semisélidas (cremas y geles) de diferentes texturas. Asi, se
han desarrollado geles de aplicacién vaginal con anticonceptivos, cuyas
caracteristicas reolégicas facilitan la permanencia local e incrementan la
eficacia del preparado. En esta linea, también se han desarrollado geles
para la prevencién de enfermedades de transmisién sexual como el virus
del SIDA, el virus del papiloma humano o la gonorrea, con resultados muy
prometedores en los ensayos clinicos en fase Il (Guptay col,, 2011). En los
Gltimos anos los investigadores han estudiado las interacciones polimero-
farmaco, como una herramienta potencial para el disefio de formulaciones
de liberacién controlada. En este sentido, los carragenatos resultan
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excelentes ejemplos, ya que su naturaleza polianionica les permite la
interaccién con farmacos catiénicos. Asi, el A-carragenato por presentar
un mayor ndmero de cargas ha resultado mas eficiente que k- o el - en
el control de la liberacién de farmacos hidrosolubles. Esta aproximacion
ha resultado util en el desarrollo de comprimidos matriciales, pellets e
hidrogeles de cesion modificada (De Robertis y col., 2015).

Como ya se ha senalado anteriormente, estos polimeros se emplean en
combinacién con otros como el quitosano, el alginato, galacto- y gluco-
mananos, almidones o derivados celulésicos. Asi por ejemplo, con el
quitosano formamezclas polielectroliticas complejas Gtiles en laobtencion
de comprimidos de liberacién controlada, como se ha demostrado con
teofilina o diltiazem.

La reticulacion de estas combinaciones con glutaraldehido permiten
obtener pellets de cesion colonica para un tratamiento local de la zona
o sistemas flotantes de cesidn en el estdbmago con actividad antiulcerosa,
eficaces frente al Helicobacter pilori (Awad y col., 2010).

6. Conclusiones

Este capitulo se ha centrado fundamentalmente en poner de manifiesto
la importancia cualitativa y cuantitativa de un pequeno grupo de
polisacaridos marinosampliamente estudiadoy aplicado hastaelmomento
en el desarrollo de formas farmacéuticas tradicionales y novedosas. Sin
embargo, la introduccion de los cuatro polisacaridos sefialados no es mas
que una pequena fraccién del potencial que los fondos marinos presentan.
La diversidad de estructuras ain no descubiertas y la posibilidad de
modificacion de las conocidas abren un espectacular universo para la
investigacion cientifica en el ambito de la Farmacia.
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