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RESUMO

Neste trabalho foram estudadas as reacdes de modificacdo quimica do &4cido hialurdnico (AH) com
divinilsulfona (DVS) para preparacdo de géis reticulados e com carbodiimidas para preparacio de fosfolipidios
derivatizados. A modificagdo com DVS envolve os grupos hidroxilicos do AH, enquanto a modificagio
mediada por carbodiimida envolve os grupos carboxilicos do AH e o grupo amina do fosfolipidio. A extensdo
da reacdo de reticulagdo do AH com divinilsulfona (DVS) foi estudada em relagdo a razdo massica AH/DVS e
concentracio de NaOH na mistura reacional. O grau de modificagdo dos géis foi correlacionado com a reologia
e a razdo de intumescimento (RI). As reagdes de reticulacio foram realizadas com AH de origem bacteriana de
massa molar média da ordem de 10° Da. O gel plano preparado com concentrag¢des de AH e NaCl de 3g/100g e
em pH alcalino foi submetido a alto cisalhamento para producdo de particulas. A reologia desses géis foi
estudada em rela¢do ao didmetro médio das particulas e razdo méssica gel/fluido. Um gel com propriedades
reoldgicas semelhantes ao fluido sinovial foi preparado com particulas entre 75 ¢ 100 pm e razio madssica
gel/fluido (AH 1g/100g) de 75:25, o qual foi avaliado quanto a sua citotoxicidade em ensaios in vitro. Os
resultados mostraram que a concentragdo de DVS € diretamente proporcional a dureza e a viscoelasticidade do
gel, mas inversamente proporcional a RI. Os géis mostraram comportamento ndo Newtoniano pseudopldstico
em toda a faixa de taxa de cisalhamento estudada. Nas medidas oscilatérias, foi observado comportamento
caracteristico de géis, com o mddulo eldstico maior que o viscoso (G’>G”), ambos independentes da
frequéncia. Baseado nos parimetros reoldgicos, os géis foram classificados em covalentes e fracos. A
alcalinidade da mistura reacional foi inversamente proporcional a viscosidade do meio e a dureza do gel. O
tamanho de particula foi diretamente proporcional a dureza do gel e a viscosidade. O aumento da porcentagem
da fase fluida (solu¢do de AH 1% nao reticulado) causou reducdo em G’ e G” e nas forgas de extrusdo. O gel
analisado in vitro ndo apresentou efeitos citotdxicos. O conjugado AH-fosfolipidio foi preparado através da
ativacdo do AH com [-ethyl-3-[3-dimethyl)aminopropyl] carbodiimide hydrochloride (EDCA) em pH 4,0 e
adi¢do do fosfolipidio 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DPPE) em pH 8,6. Os conjugados
obtidos foram separados por ultrafiltracdo e caracterizados por cromatografia em camada delgada, ressonéncia
magnética nuclear de préton, teor de fosfato e AH. A capacidade de incorpora¢do do conjugado em bicamada
lipidica foi avaliada através da preparacdo de lipossomas compostos de lecitina de ovo e DPPE, contendo 5, 10
e 15% do conjugado. Os resultados obtidos indicaram modificacdo do tamanho, polidispersidade e das
propriedades de superficie dos lipossomas preparados com incorporacdo do conjugado AH-DPPE. Esses
resultados contribuem para o desenvolvimento de produtos a base de AH, para aplicacdes nas dreas médica,

farmacéutica e de cosméticos.

Palavras-chave: dcido hialurénico, géis, reticulacdo, osteoartrite, fosfolipidios, lipossomas.
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ABSTRACT

In this work, it was studied the chemical modification of hyaluronic acid (HA) with divinyl sulfone (DVS) for
the preparation of cross-linked hydrogels and with carbodiimides for the preparation of derivatized
phospholipids. The modification with DVS involves the hydroxyl groups of HA, while the carbodiimide-
mediated modification involves the carboxylic groups of HA and the amino group of the phospholipid. The
cross-linking reaction of HA with DVS has been studied regarding the HA/DVS mass ratio and NaOH
concentration in the reaction mixture. The modification degree of the gels was correlated with their rheological
properties and swelling ratios (SR). The crosslinking reactions were performed with bacterial hyaluronic acid
of molecular weight around 10° Da. The hydrogels plans prepared with concentrations of HA and NaCl of
3g/100g and at alkaline pH were subjected to high shear to produce particles. The rheology of these hydrogels
was studied in relation to the average particle size and gel/fluid mass ratio. A gel with rheological properties
similar to synovial fluid was prepared with particles between 75 and 100 micrometres and gel/fluid mass ratio
(HA 1g/100g) of 75:25. The cytotoxicity of this gel was evaluated through tests in vitro. The results showed
that the DVS concentration was directly proportional to the hardness and viscoelasticity of the hydrogel, but it
was inversely proportional to the SR. The hydrogels showed non-Newtonian pseudoplastic behavior in the
range of shear rate studied. In the oscillatory measurements, the cross-linked HA hydrogels exhibited
characteristic behavior of gels, with the elastic modulus higher than the viscous modulus (G’ > G”), both
frequency independent. Furthermore, based on the rheological parameters, the gels were classified as covalent
and weak. The alkalinity of the reaction mixture was inversely proportional to the viscosity of the medium and
to the hardness of the hydrogel. The particle size was directly proportional to the hardness and viscosity of the
hydrogel. The increase in the percentage of fluid phase caused a reduction in G' and G" and the extrusion
forces. The hydrogel analised in vitro showed no cytotoxic effects. The HA-phospholipid conjugate was
prepared through the activation of HA with 1-ethyl-3-[3-dimethyl aminopropyl] carbodiimide hydrochloride
(EDCA) at pH 4.0 and addition of the phospholipid 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DPPE) at pH 8.6. The conjugates were separated by ultrafiltration and characterized by thin layer
chromatography, proton nuclear magnetic resonance, phosphate and HA content. The incorporation ability of
the conjugate into the lipid bilayer was evaluated through the preparation of liposomes composed of egg
lecithin and DPPE containing 5, 10 and 15% of the conjugate. The liposomes were characterized by size,
polydispersity and zeta potential, and compared with the control (no conjugate). The results indicated
modification of the size, polydispersity and surface properties of liposome-conjugates HA-DPPE. These results
contribute to the development of HA-based products for applications in medical, pharmaceutical and cosmetic

industries.

Keywords: hyaluronic acid, gels, crosslinking, osteoarthritis, phospholipid, liposomes.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Os avancos na ciéncia de polimeros e tecnologias correlatas tém promovido o
desenvolvimento de diversos biomateriais para as dreas médica e cosmética. Nessas areas, o
acido hialuroénico (AH) possui um vasto campo de aplica¢do devido a suas caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas, quando utilizado in natura, conjugado a outras moléculas, na forma de

hidrogéis reticulados, ou de micro- e nano-capsulas.

O AH € um polissacarideo natural linear composto de repetidas unidades dissacaridicas de
acido D-glicurdnico (GIcUA) e N-acetilglicosamina (GlcNAc), unidas alternadamente por
ligacoes glicosidicas -1,3 e B-1,4. Foi isolado pela primeira vez em 1934 por Meyer e Palmer do

vitreo de olhos bovinos (Ruhela et al., 2006, Meyer & Palmer, 1934).

O AH ¢ encontrado naturalmente nos tecidos conjuntivos de mamiferos, e pode ser
extraido da pele, tenddes, do vitreo dos olhos, do fluido sinovial e do corddo umbilical, existindo
nestes dois ultimos tecidos em altas concentragdes. Em animais inferiores o AH € encontrado na
crista de galo (Kuo et al., 2000). Apesar do AH de fonte animal ser utilizado para produgdo da
maior parte dos produtos comerciais, sua associagdo com antigenos de origem animal limita as
aplicacdes destes produtos principalmente na drea médica. Sendo assim, a producdo deste
polimero por processos fermentativos com microrganismos do género Streptococcus vem sendo

utilizada como alternativa aos processos convencionais de extracio de fontes animais.

As fungdes e aplicacoes do AH estdo associadas basicamente as suas caracteristicas
estruturais, e as possiveis modificagdes quimicas do polimero, as quais determinam suas
propriedades reoldgicas, de solubilidade, de hidratacdo e de reconhecimento celular especifico.
Além disso, o AH € ndo-imunogénico, biocompativel e biodegradavel, e por isso possui diversas

aplicagdes como biomateriais.
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As modificacdes quimicas do AH tém se tornado essenciais na preparacdo de diferentes
produtos para aplicagdes especificas. Os derivados resultantes dessas modificagcdes normalmente
tém propriedades mecanicas e fisico-quimicas que podem diferir significantemente do polimero
original, porém a maioria destes derivados retém a biodegradabilidade, a biocompatibilidade e,

em alguns casos, as propriedades farmacoldgicas do AH natural.

O AH pode ser modificado no grupo carboxilico, hidroxilico, acetamida e no terminal
reduzido do polimero através de reacdes de esterificacdo, eterificacdo, reacdes mediadas por
carbodiimidas, acrilacdo, acoplamento com isouréia, oxidacdo com periodato, sulfatacdo,
aminacdo redutiva, entre outras. Além disso, estas reacdes podem modificar o AH por reticulacdo
e/ou por adicdo de compostos na cadeia polimérica, proporcionando assim, uma infinidade de

produtos com caracteristicas estruturais especificas (Garg & Hales, 2004).

Atualmente, os biomateriais baseados em dcido hialurénico, possuem diversas aplicagcdes
principalmente nas &4reas médico-farmac€utica e cosmética, podendo estas aplicagdes serem

divididas em quatro grandes grupos:

Viscossuplementacao

Aplicagdes

do AH

Barreira Anti-adeséo
S021JOWS0)

Viscoelasticos

Figura 1.1. Aplicagdes do dcido hialurdnico nas dreas médico-farmacéutica e cosmética.

A viscossuplementacdo trata principalmente das aplicagdes do AH em ortopedia, na
reposicao do fluido sinovial e preenchimento de articulagdes, visando principalmente o alivio de
dores causadas pela osteoartrite dos joelhos (Balazs & Denlinger, 1993). No segmento de
viscoeldsticos as aplicacdes estdo direcionadas para a oftalmologia, em cirurgia de cataratas,
recolocamento de lentes intra-oculares e na reposicdo do humor vitreo dos olhos (Balazs, 1983).

As aplicagdes na drea cosmética utilizam a alta capacidade de absorcdo de dgua do AH,
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para a elaboracao de hidratantes e de produtos para rejuvenescimento da pele (Lowe et al., 2001).
No segmento de barreira anti-adesdo ou viscosseparacao, o AH na forma de membranas ou de

hidrogéis é usado principalmente em cirurgias abdominais e pélvicas, (Holmstrom & Ricici,

1967).

Além destas aplicagdes, nos ultimos anos o AH também vem sendo utilizado como
sistema para encapsulacdo e liberacdo controlada de farmacos, cosméticos e agentes
quimioterdpicos, e na engenharia de tecidos como scaffolds para o crescimento e diferenciacao

celular (Kim et al., 2005, Ohri et al., 2004).

Neste trabalho foram estudadas as reacdes de modificagdo quimica do 4cido hialurénico
(AH) com divinilsulfona (DVS) para preparacdo de géis reticulados e com carbodiimidas para
preparacao de fosfolipidios derivatizados. A modificacdo com DVS envolve os grupos hidroxilicos
do AH, enquanto que a modificacdo mediada por carbodiimida envolve os grupos carboxilicos do AH

e o grupo amina do fosfolipidio.

A relevancia da obtencao de géis reticulados de AH esté nas aplicagdes em estética facial,
em cosméticos e nas aplicagdes médicas que exigem viscossuplementagdo. J4 a derivatizagcdo
com fosfolipidios representa uma alternativa ao polietilenoglicol (PEG) ou outros polimeros
hidrofilicos, na modificacdo da superficie de lipossomas ou de particulas lipidicas sdlidas. Em
ambos os casos, as modificagdes quimicas geram produtos de alto valor agregado, inexistentes no

mercado brasileiro.

Até 2020, somente nos Estados Unidos, por exemplo, o nimero de pessoas acima de 65
anos deverd atingir aproximadamente 71 milhdes. Pessoas nessa faixa etdria entrardo em uma
fase onde ha maior incidéncia de osteoartrite, catarata e rugas faciais. Sendo assim, os
biomateriais baseados em AH terdo um papel importante e suas demandas deverdo ser

impulsionadas (Frost & Sullivan, 2004).

Atualmente, o mercado mundial de AH é estimado em 1 bilhao de ddlares e de acordo
com Frost e Sullivan (2004), o AH encontra na viscossuplementa¢do a maior drea em termos de

vendas mundiais, e € esperado que cres¢a a uma taxa de 11,5% ao ano (Kogan et al., 2007).

No Brasil, ndo existe producao comercial de AH e todos os produtos utilizados nas dreas
médica e cosmética sdo importados. O Synvisc®, por exemplo, produzido pela empresa Genzime

Corporation, que apresenta expressividade no mercado de viscossuplementagao, é comercializado
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por R$ 360,00 a caixa com 1 seringa de 2 mL. Sendo assim, devido ao alto custo destes produtos,
0 acesso por parte da populacdo brasileira aos beneficios do AH nos véarios segmentos torna-se

muito limitado.

Ja a derivatizacdo de fosfatidiletanolaminas com gangliosidios ou polietilenoglicol surgiu
no final dos anos 80, devido a necessidade de preparacdo de lipossomas do tipo “stealth”,
capazes de evadir o sistema imunoldgico, permanecer por tempo prolongado na corrente
sanguinea e serem direcionados para sitios especificos e tumores sélidos (Lasic, 1993).
Entretanto, trabalhos da literatura reportam efeitos adversos de lipossomas com polietilenoglicol,
tais como estomatite e sindrome de pé e mao. Além disso, o PEG ndo é biodegraddvel e apresenta
limitadas possibilidades de funcionalizacdo quimica. Neste contexto, a derivatizacio do
fosfolipidio com AH ndo sé permite a modificacdo da superficie dos lipossomas tornando-os
mais estdveis na corrente sanguinea, como também permite o seu direcionamento especifico para

células de tumores que expressam os receptores CD44.
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1.1. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo estudar as rea¢des quimicas de modificagdo do dcido
hialurénico, com divinilsulfona para produzir géis reticulados para aplicacdes em
viscossuplementacdo e com carbodiimidas para produzir fosfolipidios derivatizados utilizados na

modificagcdo da superficie de particulas lipidicas coloidais.
Para atingir o objetivo mencionado, os seguintes aspectos foram abordados:

Producdo de géis de AH reticulados com divinilsulfona

1. Influéncia dos parametros da reacdo de reticulacdo (razdo mdssica AH/DVS,

alcalinidade do meio) nas propriedades estruturais e reoldgicas dos géis;

2. Correlac@o do grau de modificacdo dos géis com sua capacidade de intumescimento,

dureza, propriedades quimicas e reoldgicas (viscosidade e viscoelasticidade);

3. Obtengdo de particulas de gel através da aplicacdo de alto cisalhamento ao gel plano.
Modulagdo do didametro médio de particulas em fun¢do da intensidade e do tempo de

cisalhamento;
4. Avaliagdo do efeito da esterilizagao nas propriedades estruturais e reoldgicas dos géis;

5. Ensaios de citotoxicidade in vitro visando aplicacdes médicas como

viscossuplementos.

Producdo de derivados AH-fosfolipidio

1. Preparacdo do derivado AH-DPPE (dipalmitoil fosfatidil etanolamina) através de

reacdo mediada por carbodiimida no grupo carboxilico do AH;
2. Influéncia da massa molar do polimero na reacao de conjugacao;
3. Avaliacdo da etapa de separac@o dos produtos conjugados por ultrafiltracio;

4. Avaliacdo da capacidade de incorporacdo do conjugado em bicamada lipidica através da

preparagdo de lipossomas.



CAPITULO 2

REVISAO
BIBLIOGRAFICA

2.1. ACIDO HIALURONICO
2.1.1. BREVE HISTORICO E TERMINOLOGIA

O 4cido hialurénico (AH) € um mucopolissacarideo dcido presente nos tecidos
conjuntivos de animais, isolado em 1934 por Meyer e Palmer do vitreo de olhos bovinos (Meyer
& Palmer, 1934). Contudo, sua estrutura quimica precisa sO foi determinada em 1954, por
Weissman e Meyer, através de métodos quimicos e enzimdticos (Weissman & Meyer, 1954,

Brown & Jones, 2005, Laurent & Fraser, 1992).

Nos 20 anos entre a descoberta e a determinacdo completa de sua estrutura quimica, o
acido hialurénico foi isolado de muitos outros tecidos, incluindo fluido sinovial, crista de galo e
corddo umbilical. Entretanto, a extracdo do AH desses tecidos apresentava varias dificuldades,
entre elas a retencdo de proteinas. Entre os anos de 1960 e 1970, o estabelecimento do
mecanismo de biossintese do AH e a clonagem da enzima AH sintase, que mostrou que ele pode
ser preparado sem a presenca de qualquer proteina base, solucionaram as interagdes especificas

do AH com as proteinas.
Entre os anos de 1950 e 1960, os pesquisadores Sandy Ogston, Torvard Laurent, Endre

Balazs e por ultimo Bob Cleland estabeleceram o comportamento nao-Newtoniano ou nao-ideal
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do AH em solucdes diluidas (Hardingham, 2004).

O acido hialurdénico também é conhecido como hialuronato de sédio, hialuronan ou como
Natrii hyaluronas. A Tabela 2.1 apresenta as quatro nomenclaturas do AH, e suas aplicacdes na

literatura cientifica (Romagnoli & Belmontesi, 2008).

Tabela 2.1. Nomenclaturas cientificas do AH (Adaptada de Romagnoli & Belmontesi, 2008).

Nomenclatura Comentdério e campo de aplicagdo Uso (%)
Acido Hialur6nico Meyer e Palmer, 1934 - medicina 60
Hialuronato de sédio Sal em pH neutro - farmacéutico 10
Hyaluronan Balazs et al. - cientifico 30
Natrii hyaluronas Termo em Latin - Farmacopéia Unico

Neste trabalho serd utilizado o termo acido hialurdnico (AH).
2.1.2. ESTRUTURA QUIMICA

O AH é um biopolimero viscoeldstico linear composto de repetidas unidades
dissacaridicas de 4cido D-glicurdonico (GIcUA) e N-acetilglicosamina (GIcNAc), unidas
alternadamente por ligacdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4 (Figura 2.1) (Kuo et al., 2000). O

dissacarideo representa a estrutura primdria do AH.

-00C HOH,C
, 0 Ho 0 ’
HO o—N o0—
OH NH

D-Glicuronato /k
(o]

N-Acetil-D-Glicosamina

n = numero de repeti¢des de unidades dissacaridicas

Figura 2.1. Estrutura priméria do AH: unidades repetidas dissacaridicas do 4cido hialurdnico.

Embora a estrutura quimica do AH seja invaridvel e independente da fonte de obtengao,

seu comprimento e sua massa molar dependem do nimero de unidades de dissacarideos presentes
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na cadeia (Hascall & Laurent, 1997).

Segundo Lap¢ik e colaboradores (1998), a massa molar do AH varia entre 10 10’ Dae
depende da fonte de obtencao e dos procedimentos de extragdo e purificacao utilizados (Lapcik et
al., 1998). O AH presente em tecidos sauddveis apresenta massa molar média entre 5 e 10
milhdes de Daltons a qual frequentemente decresce em pacientes com doencas articulares tais

como a osteoartrite (OA) (Romagnoli & Belmontesi, 2008).

Além da estrutura primdria, o AH apresenta estruturas secunddrias e tercidrias. A estrutura
secunddria do AH envolve as ligagdes de H intra- e intermoleculares formadas em solucao
aquosa. Estas ligacdes de H sdo formadas pelos grupos acetamida, carboxilato e hidroxilico da

molécula e por moléculas de d4gua do solvente (Figura 2.2).

CH;
e
----- o, ,0 /o _ o=c{
#s CH .

CL _OHONCA o HO OH o NH
Moﬁﬁ,o °"'H°m
HO. CH,

... NH. . . %
o=c? Q" ™o OH

Figura 2.2. Estrutura secundaria do AH (Adaptado de Almond et al., 1998).

A estrutura tridimensional do AH, que representa sua estrutura tercidria, é formada por

duas cadeias antiparalelas que se enovelam formando uma estrutura de fita torcida (Figura 2.3),
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estabilizada através de interacOes eletrostéticas, pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas

(Brown & Jones, 2005, Hascall & Laurent, 1997).

) Pa
e N VA

;| :\ V’

Figura 2.3. Estrutura tercidria do AH: Estrutura de fita torcida da molécula de AH em solucdo, com faces

hidrofilicas (azuis) e hidrofébicas (vermelhas) (Macedo, 2006, adaptado de Hascall & Laurent, 1997).

No AH, ambos os actcares presentes (Figura 2.4(B)) estdo relacionados espacialmente
com a glicose (Figura 2.4(A)) explicando assim, a alta estabilidade energética da estrutura. Na
glicose, assim como no AH, a configuracdo beta permite que todos os grupos hidroxilicos e
carboxilicos presentes, e também os carbonos anoméricos do acucar adjacente, estejam em
posicdes equatoriais estericamente estaveis; e que todos os pequenos atomos de hidrogénio da

cadeia ocupem as posi¢des axiais estericamente menos favordveis (Hascall & Laurent, 1997).

H CH;OH
CheO

% 'NH
0=C

>

CHj,

@: hidrogénios axiais que contribuem para a face hidrof ébica

Figura 2.4 - Relacdo entre a estrutura da beta D-glicose (A) e a estrutura dissacaridica do AH (B) (Adaptado de
Hascall & Laurent, 1997).

Em solucdo fisioldgica, o esqueleto da molécula de AH € refor¢cado por uma combinagdo
da estrutura quimica do dissacarideo (estrutura priméria), das ligacdes internas de hidrogénio e de

interacdes com o solvente (estrutura secunddria). Os dtomos axiais de hidrogénio formam uma
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face relativamente hidrofébica, ndo polar, enquanto que o lado equatorial da cadeia forma uma
face hidrofilica mais polar, criando assim uma estrutura de fita enovelada (estrutura tercidria)
expandida aleatoriamente que ocupa um grande dominio hidrodindmico (Hascall & Laurent,

1997).

O AH € um polimero altamente hidrofilico com um grupo carboxilico por unidade de
acido glicurdnico, o que lhe confere carater polianidnico em pH fisiolégico (pH 7). In vivo, todos
os grupos carboxilicos do acido D-glicurdnico e da N-acetilglicosamina estdo completamente
ionizados, tornando a molécula de AH altamente polar e, consequentemente, altamente solivel
em dgua. Na presenca de dgua, as cadeias de AH podem expandir em volume até 1000 vezes e
formar matrizes imensamente hidratadas. (Romagnoli & Belmontesi, 2008, Laurent & Fraser,

1992).

Solu¢des de AH tem pronunciadas propriedades viscoeldsticas e seu comportamento nao-
ideal tem sido fonte de muito interesse e especulacdo. Em solu¢do aquosa, o comportamento do
AH passa de Newtoniano para ndo-Newtoniano com o aumento da massa molar, da concentracdo
ou da taxa de cisalhamento. Além disso, os aumentos de massa molar e de concentracio de AH
aumentam a viscoelasticidade da solucdo. Esta, por sua vez, ¢ dependente do pH e € afetada pela
forca i6nica do meio. O pKa dos grupos carboxilicos dos residuos de acido D-glicurdnico
encontra-se entre 3 e 4, dependendo das condic¢des i6nicas. Variacdes no pH afetam a extensdo da
ionizacdo da cadeia de AH e essas variacdes conseqiientemente alteram as interacdes inter- e

intramoleculares e conseqiientemente suas propriedades reoldgicas (Brown & Jones, 2005).

De acordo com Gatej e colaboradores (2005), o comportamento das solu¢des de dcido
hialurdnico em diferentes valores de pH apresenta ligeira degradacao na massa molar média em
condig¢des écidas (abaixo de pH 1,6) e em meio bésico (pH 12,6), entretanto, 0 comportamento
reolégico nao € consideravelmente influenciado. Em pH = 2.5, entretanto, um comportamento de
gel € observado e pode ser atribuido as interagdes cooperativas intercadeias devido a reducao das
cargas do polimero e protonacdo dos grupos acetamida. Em pH alcalino (pH>12), a diminui¢cdo
da viscosidade € atribuida principalmente a uma reduc¢do da rigidez da cadeia do polimero devido

a quebra parcial da rede de ligagdes de H (Gatej et al., 2005).
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2.1.3. FUNCOES FISIOLOGICAS

Devido a suas propriedades fisicas, o AH tem funcdes no preenchimento de espagos, na
lubrificagcdo, na absor¢cao de choque e na exclusdao de proteinas. Além disso, suas propriedades
bioquimicas incluem a modulacdo da inflamagdo das células, a interacdo com os proteoglicanos

da matriz extracelular e a captura de radicais livres (Monheit & Coleman, 2006).

Na pele, além do AH servir como matriz para as células, ele desempenha outras
importantes funcdes. O AH pode imobilizar 4gua no tecido e assim, alterar o volume dérmico e
sua compressibilidade, pode influenciar a proliferacdo e a diferenciacdo celular e atuar no reparo

dos tecidos.

No fluido sinovial, a alta concentracdo de AH fornece a lubrificacdo necessaria para as
articulacdes e atua como amortecedor, reduzindo a fric¢do dos ossos durante o movimento e

diminuindo assim, o desgaste das articulacdes.

Estudos também mostraram que o AH ligado a proteinas e a receptores especificos
desempenha importante papel na embriogenese, na transducao de sinais, na motilidade celular e

estd ainda associado ao cancer e a metéstase (Kogan et al., 2007).
2.1.4. FONTES DE ACIDO HIALURONICO

O AH ¢ encontrado naturalmente nos tecidos conjuntivos de mamiferos e pode ser
extraido do fluido sinovial, dos tendoes, do humor vitreo dos olhos e do corddo umbilical.
Atualmente, a principal fonte comercial de acido hialurénico de origem animal € a crista de galo

que apresenta em torno de 7500 pg/mL.

No corpo humano, a concentragao média de AH € de 200 mg/kg e estima-se que um ter¢o
da quantidade total de AH do corpo esteja na pele, tanto na derme quanto epiderme (Romagnoli

& Belmontesi, 2008, Brown & Jones, 2005).

Como a associacdo do AH de origem animal a antigenos limita as suas aplicacdes na drea

médica, a produgdo deste polimero por processos fermentativos com microrganismos do género
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Streptococcus vem sendo estudada e proposta como op¢do aos processos convencionais de

extracdo (Pires, 2009).

Embora os tecidos animais, tais como os de crista de galo, ainda sejam utilizados na
producdo de materiais empregados clinicamente, e sejam aprovados pela FDA (Food and Drug
Adminstration); varias toneladas/ano de AH excretado por microorganismos de certas linhagens
atenuadas (Streptococcus zooepidemicus, S. equi, etc.) sdo comercializados por diversas
companhias. Os produtos de AH obtidos por fermentacdo bacteriana encontram demanda devido
principalmente a sua massa molar (virios MDa). Entretanto, o risco de mutacdo da linhagem
bacteriana e a possibilidade de co-producao de vérias toxinas, de pirogénicos e de imunogénicos,
dificultam uma aplicacdo mais ampla do AH obtido desta fonte na drea médica. Esta é também a
razdo pela qual, as amostras de AH originadas de cristas de galo ainda sdo frequentemente
preferidas nos tratamentos de humanos, principalmente em casos em que o produto de AH é
aplicado por meio de inje¢des, isto €, nos olhos e nas articulagdes. Mesmo assim, esta ainda ndo é
a fonte ideal de AH para aplicacdo médica uma vez que os produtos obtidos de crista de galo
podem ser alergénicos a pessoas que tenham alergia a produtos originados de aves (Kogan et al.,

2007).

Segundo Kogan e colaboradores (2007), uma fonte promissora de AH ¢é a linhagem
bacteriana geneticamente modificada, Bacillus subtilis, que é capaz de produzir AH de massa
molecular em torno de 10° Da. Além disso, esta linhagem tem a vantagem de ser facilmente
cultivdavel em larga escala e de nao produzir exo- e endotoxinas. Vdarios produtos manufaturados
deste microorganismo ja receberam a designacdo de seguranca GRAS (generally recognized as
safe). Outra vantagem € que estes microorganismos ndo produzem hialuronidase a qual pode

degradar o AH sintetizado (Kogan et al., 2007).
2.2. MODICACOES QUIMICAS DO AH

Uma variedade de modificagdes quimicas do AH natural tem sido verificada visando
melhorar suas propriedades mecanicas e quimicas; e principalmente aumentar seu tempo de
residéncia nos tecidos. Como o AH nativo apresenta um tempo de residéncia de apenas 1 a 2 dias

e a maioria das aplicacdes médicas desse biopolimero requer um tempo de residéncia maior,
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modificagdes quimicas do AH tem se tornados essenciais na preparacdo de produtos para

aplicacdes médicas e cosméticas (Monheit & Coleman, 2006, Romagnoli & Belmontesi, 2008).

A molécula de AH apresenta quatro grupos funcionais que podem ser modificados
quimicamente: carboxilico, hidroxilico, acetamida e o terminal reduzido do polimero. Além
disso, as ligagOes glicosidicas também podem ser hidrolisadas para formar cadeias menores ou

oligossacarideos, conforme apresentado na Figura 2.5.

Embora as modificacdes nos terminais reduzidos do polimero e nos grupos acetamida
tenham sido realizadas, grande parte dos estudos de modificacdo estd focada nos grupos
carboxilico e hidroxilicos. A pequena quantidade de exemplos preparados a partir do grupo

acetamida resulta da baixa reatividade deste grupo funcional.

o ! 2
[o] y 4 .
M OH 0 M OH
~~o0 O HO&/O O HoO o
Ho ° NHA HO © o=
OH c OH NHACc
el \
o
M OH 4
~o 0O HO OH '/o
HO o
OH NHAc

Figura 2.5. Grupos de Modificacdo Quimica: (1) carboxilico, (2) hidroxilico, (3) acetamida, (4) Terminal Reduzido
do Polimero (Adaptado de Garg & Hales, 2004).

Duas estratégias tém sido empregadas para a modificacdo das propriedades fisico-
quimicas do AH: reticula¢do e/ou adi¢ao de compostos na cadeia polimérica (adi¢do de grupos

pendentes).

A reticulagdo € a estratégia mais usada e modifica as propriedades fisicas pelo aumento
do tamanho das moléculas ou pela formag¢do de uma rede reticulada das cadeias de AH que se

intumesce em 4gua sem solubilizar.
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Viérios métodos diferentes tém sido usados para reticular o AH e pelo controle da
extensdo da reticulagdo, tipo de ligacdo covalente e grupo funcional envolvido € possivel criar

uma grande quantidade de diferentes materiais (Band, 1998).

Ja a adicdo de grupos pendentes ao AH modifica suas propriedades pela conjugacdo de
cadeias hidrofilicas, por reducdo do carater polianidnico ou pela modificacdo da agregaciao das

cadeias (Band, 1998).

Além disso, apés modificacdo ou reticulacdo, o AH pode ser conjugado a diferentes
moléculas tais como proteinas (Hahn et al., 2006), lipidios, acidos graxos, fosfolipidios
(Schnitzer et al., 2000) e outros polimeros (Mason et al., 2000) gerando estruturas que ampliam a

gama de aplicacdo deste biopolimero, particularmente na drea médica.

As reacdes de modificacdes quimicas do AH serdo discutidas brevemente a seguir dando

€nfase as reacdes que foram utilizadas nesse trabalho.
2.2.1. MODIFICACAO DO GRUPO CARBOXILICO

As modificagdes do grupo carboxilico do AH podem ser realizadas através de reacdes de
Esterificacdo (Campodoccia et al., 1998) ou por Reacoes mediadas por carbodiimidas (Kuo et

al., 1991).
2.2.1.1. ESTERIFICACAO

Para criar formas mais hidrofébicas do AH, com maior rigidez e menor susceptibilidade a
degradacdo enzimadtica, pesquisadores tém esterificado o grupo carboxilico do AH. A
modificacdo é realizada através da alquilacdo do AH com um haleto de alquila e posterior

esterificacdo com alcodis (Leach & Schmidt, 2004).

Uma série de alcodis pode ser usada na esterificacdo e, portanto, uma variedade de
polimeros pode ser gerada com a variacdo dos grupamentos ésteres introduzidos, ou pela
porcentagem de grupos carboxilicos esterificados.

Altas porcentagens de esterificacdo resultam em materiais insoliveis em dgua, chamados
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HYAFF® (Fidia Advanced Biopolymers), que podem ser extrudados para produzir membranas e
fibras; liofilizados para produzir esponjas; ou tratados em “spray-drying”, extragdo e evaporagao
para produzir microesferas (Campodoccia et al., 1998). Os grupamentos acidos do AH podem
também ser convertidos em ésteres ativados afim de posterior acoplamento com marcadores
fluorescentes, conjugacdo droga-polimero e preparacao de hidrogéis reticulados (Garg & Hales,

2004).
2.2.1.2. REACOES MEDIADAS POR CARBODIIMIDA

As reagcdes mediadas por carbodiimidas sdo bastante versdteis, pois permitem o
acoplamento de drogas terapéuticas, de grupos marcadores, de agentes reticulantes e de outros
grupos bioativos ao AH. Ela acontece através do acoplamento controlado de hidrazidas ou de
outros grupos amina aos grupos carboxilicos de um nimero pré-definido de acidos glicuroénicos

do polimero de AH, mediado por carbodiimidas (Prestwich et al., 1998).

Tentativas para conjugar drogas a polimeros soldveis em dgua tém sido geralmente
realizadas com o intuito de melhorar seu tempo de residéncia no sangue, sua estabilidade e
solubilidade, e de reduzir a antigenicidade de drogas de baixa massa molar e de drogas
conjugadas a peptideos ou a proteinas. Particularmente, PEG tem sido largamente utilizado
devido a suas propriedades inertes e também porque ele é capaz de prevenir a adsor¢do de
proteinas a uma droga in vivo. Porém, o PEG ndo é biodegraddvel, e quando conjugado a
proteinas permanece acumulado no corpo apdés um longo tempo de administracdo. Além disso,
pesquisadores reportaram que o acimulo de PEG no corpo, principalmente nas extremidades dos
dedos, é anormalmente acelerado em lipossomas-PEG. Sendo assim, outra promissora aplicacao

do AH € a sua derivatizacdo com fosfolipidios em substituicdo ao PEG, para gerar lipossomas

furtivos (Yasugi et al, 2007).

Para isso, diversos autores t€m utilizado a ativagdo do AH com carbodiimidas e posterior

conjugacio a diferentes fosfolipidios.

Yerushalmi e Margalit (1998) modificaram lipossomas através de ativacdao de AH com
carbodiimidas visando melhorar as propriedades bioadesivas e/ou de biodetec¢do. Para isso, AH

foi pré-ativado por incubag¢do com carbodiimida em pH 4,0 e adicionado a uma suspensdo de
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lipossomas multilamelares de phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE) e
colesterol (Yerushalmi & Margalit, 1998).

De acordo com Surance e colaboradores (2009), AH pode ser pré-ativado com 1-etil-3-[3-
dimetil aminopropil]carbodiimida (EDCA) e adicionado ao fosfolipidio 7,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine (DOPE) para produzir o conjugado AH-DOPE, o qual pode ser
introduzido durante o passo de hidratacdo de filmes lipidicos no procedimento de preparacao de
lipossomas. Os lipossomas formados com este conjugado de AH podem ser complexados com o
plasmidio DNA pCMV-luc sem modificagdo da citotoxicidade. Estes autores concluiram que os
lipossomas cationicos contendo o conjugado AH-DOPE promovem boa transfec¢do das

linhagens das células estudadas na expressdao de CD44 (Surance et al., 2009).

Taetz e colaboradores (2009) utilizaram o lipossoma catiénico composto de DOTAP (/,2-
dioleoyl-3-trimethylammonium-propane )/DOPE modificado com o conjugado AH- DOPE para o
carreamento de anti-telomerase siRNA a células cancerigenas do pulmdo que expressam o
receptor CD44. Eles observaram que a modificacdo ndo influencia a capacidade do lipossoma
DOTAP/DOPE de se ligar eficientemente e de proteger o siRNA. Pelo contrério, a modificacao
aumenta a estabilidade no meio de cultura celular com elevada concentragdo salina, reduz a
citotoxicidade e permite o direcionamento da expressio do CD44 de células pulmonares

cancerigenas (Taetz et al., 2009).
2.2.1.2.1. MECANISMO DE REACAO DE CONJUGACAO AH-DPPE

Carbodiimidas tém sido largamente usadas para ativacdo de grupos carboxilicos de
glicosaminoglicanos. A ativa¢do ocorre através da protonacdo dos nitrogénios da carbodiimida
em meio 4dcido. Apds a ativacdo, o ataque nucleofilico do anion carboxilato ao carbono central
gera um intermedidrio O-acil-uréia que pode ser capturado por nucleéfilos ou pode se rearranjar
no nao-reativo N-acil-uréia. As modificagdes quimicas da funcdo carboxilica do AH pelas

carbodiimidas sao geralmente realizadas em dgua e em pH 4,75.

O conjugado AH-DPPE ¢ preparado através da ligacdo amidica entre o grupo amina do

fosfolipidio e os residuos carboxilicos do AH pré-ativados com EDAC.
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Na primeira etapa da reacdo, o agente de condensacdo (EDAC) é adicionado a solugdo
aquosa de acido hialurdnico em pH 4, uma vez que a carbodiimida sé reage com os grupos
carboxilicos do AH para dar o intermedidrio O-acil-uréia em pH dcido. Entdo o fosfolipidio
(DPPE) € introduzido na mistura, e o pH ajustado para 8,6, pois a reagdo entre o grupo amino do
DPPE (nucleéfilo) e o residuo carboxilico ativado do AH (intermididrio O-acil-uréia) é

favorecida em meio alcalino; gerando assim o conjugado AH-DPPE.

A Figura 2.6 apresenta o mecanismo da reacao utilizada neste trabalho para a preparacao

do derivado AH-DPPE:

?H:’ «HCl
N N=C=N CH
pH 4 HC” NN ~
AH-COOH — = AH-COO +H" o
(EDAC)
1
HaC—{CH,}—C—0——CH, _R1ou?
14 0 NH
H3C—CH,+—C —0—CH o
14 Il | Il X /Rz ou 1
o Hzc—o——P—o—CHz—CHz—NU o™ (N
I H'
OH
DPPE AH ativado
0

I
H3CT‘(-CH2)—C —O0—CH,
0
H3CTI(-CH2-)—T|: —o—-tlsH 0 )I\

I
o] HyC—0—P—0—CH,—CH,—N AH

OH
AH-DPPE

Figura 2.6. Mecanismo da reacdo entre AH e fosfolipidio (DPPE) mediada por carbodiimida (EDAC) (Adaptado de
Kuo et al,, 1991).
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2.2.2. MODIFICACAO DO GRUPO HIDROXILICO

As modifica¢des do grupo hidroxilico do AH podem ser realizadas através de reacOes de
Sulfatacao (Magnani et al., 1996, Barbucci et al., 1998); através de reacdes de Esterificacdo
(Coradini et al., 1999); por Acoplamento com isouréia; Oxidacdo com Periodato; ou através de

reagdes de Eterificacdo.
2.2.2.1. SULFATACAO

Pesquisadores t€ém modificado os grupos hidroxilicos do AH com grupos sulfato para
criar moléculas compativeis com o sangue e que mimetizem a heparina utilizada como

anticoagulante (Leach & Schmidt, 2004).

A sulfatacdio do AH com complexos de trioxido de enxofre - piridina em DMF
(dimetilformamida) produz HyalSx com diferentes graus de sulfatacdo, onde x=1-4 por
dissacarideo. A introducdo de grupos sulfato torna a macromolécula resistente a degradagcao por
hialuronidase e condroitinase. Além disso, derivados HyalSy apresentam baixa citotoxicidade e
boa citocompatibilidade. Superficies cobertas com HyalSy mostraram reducdo da aderéncia
celular e do crescimento bacteriano quando comparadas a superficies ndo revestidas (Garg &

Hales, 2004, Magnani et al., 1996).
2.2.2.2. ESTERIFICACAO

A potencialidade clinica do butirato de sédio, um composto natural conhecido por inibir a
diferenciagdo celular e o crescimento de uma variedade de tumores, € prejudicada principalmente
devido a dificuldade de se adquirir concentragdes efetivas in vivo. O curto tempo de meia vida
(aproximadamente 5 minutos) do butirato de sédio resulta do seu rapido metabolismo e excrecao.
Para aumentar a disponibilidade do butirato de s6dio por um periodo de tempo maior, Coradini e
colaboradores (1999) ligaram covalentemente dcido butirico ao AH. Acido butirico foi acoplado
ao AH via reacdes entre anidrido butirico e sal de sym-colidineo de AH de baixa massa molar em

DMF contendo dimetilamino-piridina.

Butirato de AH oferece um novo sistema de administracdo de drogas especificamente
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direcionadas para células tumorais. A maior vantagem deste sistema como carreador de drogas
consiste em sua alta biocompatibilidade e de sua habilidade em se ligar ao CD44, uma membrana
receptora especifica frequentemente expressada na superficie de células tumorais (Coradini et al.,

1999).

Hidrogéis fotopolimerizados também podem ser obtidos pela esterificacdo dos grupos

hidroxilicos do AH com anidrido metacrilato (Smeds et al., 1999).
2.2.2.3. ACOPLAMENTO COM ISOUREIA

Antibidticos antraciclina e daunomicina sao acoplados ao AH por ativagdo com brometo
de cianogénio (CNBr). Esta reacdo € normalmente usada para ativar oligossacarideos para
produzir matrizes de afinidade via um intermedidrio isouréia altamente reativo. Entretanto,  as
condicdes severas da reagdo podem comprometer a integridade e a biocompatibilidade do AH

(Garg & Hales, 2004).
2.2.2.4. OXIDACAO COM PERIODATO

O grupo funcional reativo bis-aldeido pode ser gerado dos grupos didis vicinais do AH
por oxidacdo com periodato de sédio. Com o AH ativado com periodato, o acoplamento redutivo
com aminas primdrias podem resultar em reticulacdo, agregacdo de peptideos contendo células

ligadas em seu dominio, ou em materiais imobilizados.
2.2.2.5. ETERIFICACAO

Grupos funcionais epdxi e vinil sulfona reagem com os grupos hidroxilicos do AH sob
condic¢des basicas para produzir ligacdes éter. Os processos convencionais usados para reticular o
AH e preparar hidrogéis deste biopolimero normalmente utilizam 1,4-butanodiol diglicidil éter

(BDDE) e divinilsulfona (DVS) como agentes reticulantes (Garg & Hales, 2004).
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2.2.3. OUTRAS MODIFICACOES
2.2.3.1. MODIFICACAO DO TERMINAL REDUZIDO

O terminal reduzido do AH nao tem sido muito usado para a obtencdo de biomateriais
uma vez que hd somente um ponto de modificagdo por glicosaminoglicano. Isto limita

severamente a reticulacdo e as propriedades de encapsulacdo do AH de alta massa molar.

Entretanto, segundo Asayama e colaboradores (1998), o terminal reduzido do AH de
baixa massa molar e os grupos e-amino da poli(L-lisina) (PLL) podem ser covalentemente
ligados por aminacao redutiva para obter o copolimero PLL-AH. Esse copolimero apresenta um
sitio de ligacdo para DNA e, portanto, tem potencial como carreador de DNA (Asayama et al.,

1998).

Mochizuli e colaboradores (2006), conjugaram fragmentos de AH de 8 a 24 unidades
dissacaridicas com ovoalbumina (OVA) por aminagdo redutiva entre o terminal reduzido do AH
e o grupo amina da OVA usando cianoborohidreto do sédio (NaBH3CN) como agente redutor

(Mochizuki et al., 2006).

O fosfolipidio DPPE também foi conjugado ao AH por aminagdo redutiva utilizando
NaBH;CN para a preparacao de lipossomas furtivos com doxirrubicina (DOX) encapsulada

(Eliaz & Szoka Jr., 2001, Aoki et al., 1999).

Entretanto, a toxicidade do agente redutor e as condi¢des severas da reacdo podem

comprometer a integridade e a biocompatibilidade do AH limitando sua aplicagdo.
2.2.3.2. MODIFICACAO DA AMIDA

As modificagdes do grupo amida do AH sdo realizadas através de hidrazindlise dos
grupos N-acetil do AH. Essas modificacdes geram glicosaminas livres que podem ser usadas para
posteriores reacdes de acoplamento. Porém, estas reacdes sdo usualmente realizadas em altas
temperaturas e em solugdes basicas causando a degrada¢do da massa molar do AH por clivagem

do polimero (Garg & Hales, 2004).

21



CAPITULO 2

Visando a preparacdo de novos biomateriais, Oerther e colaboradores (2000) investigaram
a associacdo de alginato-AH a diferentes polimeros. Para isso, clivaram parcialmente a funcdo
acetamida do AH com hidrazina a altas temperaturas, gerando grupos amino livres para possiveis

reacOes com os grupos carboxilicos das cadeias de alginato (Oerther et al., 2000).
2.2.4. RETICULACAO

Além das modificacdes do AH através da adi¢do de moléculas em sua cadeia, o AH pode

ser modificado através de reagdes de reticulacao.

A reticulag@o pode ser realizada através da exposi¢ao direta do AH ao agente reticulante,
ou através da reacdo de um derivado de AH altamente reativo primariamente sintetizado, com o
agente reticulante em uma reagdo secundaria. A maioria dos métodos reportados para reticular o
AH emprega reagentes polifuncionais tais como bis-epoxidos, carbodiimidas, dihidrazidas e

divinilsulfona (Band, 1998).

O processo de reticulagdo pode ser realizado usando um método heterogéneo, onde a
reacdo ocorre no AH sélido na forma de filmes ou membranas; ou usando método homogéneo
com solugdes de AH. O primeiro método tem a vantagem de permitir a modelagem do produto
antes da reticulagdo, entretanto o método homogéneo oferece a vantagem de um melhor controle
da reacdo quimica proporcionando assim, produtos com maior homogeneidade (Collins &

Birkinshaw, 2008).

A reticulacdo do AH fornece moléculas maiores e mais estdveis, com biocompatibilidade
similar a do AH nao modificado. O polimero pode ser reticulado através de ligacdes covalentes
irreversiveis (reticulacdo quimica), ou através da formagdo de varias ligagdes iOnicas reversiveis

(reticulagdo fisica).

A reticulagdo quimica altera principalmente a solubilidade e as propriedades fisicas e
reoldgicas da molécula de AH gerando géis com alta capacidade de intumescimento. Os
principais agentes reticulantes utilizados para a preparacdo de preenchedores dérmicos e de
viscossuplementos de AH usados atualmente no mercado mundial s@o divinilsulfona e 1,4-

butanodiol diglicidil éter. Ambos os reagentes de reticulagdo reagem com os grupos hidroxilicos
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do AH para fornecer ligacdes éter quimicamente estdveis. Essas ligacdes aumentam

significativamente o tempo de residéncia no sitio de inser¢do e os produtos formados sdo mais

resistentes ao calor e a degradacdo enzimatica quando comparados ao AH ndo modificado

(Larsen et al., 1993, Bergeret-Galley, 2004).

A Figura 2.7 apresenta as principais reacdes de reticulacdo do AH.
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Figura 2.7. Reacdes de reticulagio do AH (A) Com diep6xido, (B) Com biscarbodiimida, (C) Com dihidrazida

mediada com carbodiimida (D) Com divinilsulfona, (E) Fotoreticulacdo de derivados metacrilados de AH (Leach &

Schimdt, 2004).

2.2.4.1. HYLANS

Balazs e colaboradores (1987, 1989 e 1991), desenvolveram uma familia de derivados

reticulados de AH denominados Hylans. Os Hylans sao divididos em dois grupos distintos: os

derivados de AH soldveis em dgua (Hylan A) e os géis viscoeldsticos de AH (Hylan B).
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Para a preparagdao de Hylan A, formaldeido é usado em pH neutro para produzir uma
ligacdo permanente entre o grupo hidroxilico do polissacarideo € o grupo amino ou imino de uma
proteina com tamanho molecular relativamente pequeno e afinidade especifica com a cadeia de
AH. Esta reacdo € normalmente realizada in situ através do tratamento de uma fonte rica em AH
(geralmente crista de galo) com o aldeido. Sob condi¢des apropriadas, o processo de reticulagio
gera uma rede molecular consistindo da associacdo permanente de duas a oito moléculas de AH.

A massa molar média dos produtos obtidos varia entre 2 a 26 x 10° Da.

Hylan B ¢ um derivado de AH reticulado com divinilsulfona. A reticulacdo através de
pontes bis(etil) sulfonil produz um gel viscoeldstico, insolivel em &4gua, altamente hidratado
(95,5% de 4gua), mas que pode sofrer digestdo enzimatica com hyaluronidase. De acordo com
Balazs e Leschchiner (1986), divinilsulfona (DVS) reage prontamente com AH em solucdo
alcalina aquosa a temperatura ambiente fornecendo o gel de AH reticulado. A razdo de
intumescimento depende do grau de reticulagdo do gel. E este, por sua vez, pode ser controlado
por vdrios fatores incluindo massa molar do AH, sua concentragdo na mistura reacional, a
concentracdo de élcali, a razdo polimero/ DVS e a adicdo e concentragdo de sais neutros. A
reacdo € muito rapida e na maioria dos casos, um gel forte pode ser obtido em alguns minutos. A
razdo de intumescimento dos géis produzidos com DVS pode variar entre 20 a 8000 e depende

dos parametros de reacdo (Balazs & Leschchiner, 1986).

Além disso, dependendo dos pardmetros de reagdo utilizados na preparacdao do Hylan B é
possivel criar desde géis soft deformdveis até membranas sélidas e tubos, com elevados tempos

de residéncia (Band, 1998).

Os dois processos de reticulacdo utilizados para a preparacdo dos Hylans retem a
biocompatibilidade e a funcionalidade do AH ndo modificado, porém os parametros fisico-
quimicos tais como massa molar, tamanho molecular e propriedades reoldgicas sao

substancialmente afetados.

Embora o Hylan A permaneca solivel em &dgua assim como o AH nativo, sua
viscoelasticidade € aumentada em aproximadamente uma ordem de magnitude na mesma

concentracdo (Tabela 2.2). J4 o Hylan B € altamente eldstico na faixa de freqiiéncia entre 0,001 e
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10 Hz, apresentando em torno de 10 vezes a elasticidade do Hylan A na mesma concentracao

(Band, 1998).

Tabela 2.2. Comparagdo entre as propriedades reolégicas do AH e Hylans (Adaptado de Band, 1998).

Forma Fisica Viscosidade (Pas) Modulo de Elasticidade - G* (Pa)
(0,001 s (0,01 Hz)

AH 1% Solu¢do Aquosa 242 4
(MM =3 x 10° Da)

Hylan A 1% Solucdo Aquosa 2190 22
(MM = 6 x 10° Da)

Hylan B 0,5% Gel hidratado NA 69

(slurry)

* O meio aquoso consiste de tampao salino fosfato (PBS). NA= nio analisado.

Além das diferencas nas propriedades reoldgicas do AH e dos Hylans, seus tempos de
residéncia em diferentes tecidos também sao afetados pelo processo de reticulagdo. A Tabela 2.3

apresenta o efeito da reticulag@o no tempo de residéncia em diferentes tecidos.

Tabela 2.3. Efeito da reticulagdo no tempo de residéncia nos tecidos. Comparagdo entre AH e Hylan B (Adaptado de

Band, 1998).

Tempo de Residéncia
AH 1% Hylan B 0,5%
Joelho 12 horas (Rabbit) 9 dias (Rabbit)
Pele 24 horas (Rabbit) > 9 meses (Guinea pig)
Vitreo 7 dias (Owl monkey) >10 anos (Owl monkey)

Sendo assim, Hylans sdo extremamente versateis e podem ser usados em aplicagdes para
as quais altas massas molares e elevados tempos de residéncia sdo necessdrios, tais como
viscossuplementacao para tratamento de osteoartrite dos joelhos (Balazs et al., 1987, 1989, 1991,

Milas et al., 2001).
2.2.4.1.1. MECANISMO DA REACAO DE RETICULACAO

A Figura 2.8 apresenta o mecanismo da reacdo de reticulagdo do AH com DVS utilizada

neste trabalho para a preparagdo dos géis.
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Figura 2.8. Mecanismo da reacdo de reticulagdo de AH com DVS (Adaptada de Leshchiner et al., 2007).

A funcgdo da base, que no caso € hidréxido de sddio, consiste em retirar um préton do
grupo hidroxilico do AH gerando o carbanion alcéoxido (alcoolato) que atua como reagente
nucledfilo atacando o sistema conjugado da DVS e formando a ligacdo éter. A presenca do grupo
sulfona do agente reticulante aumenta a facilidade de adi¢@o nucleofilica a dupla ligacdo carbono-

carbono devido ao seu alto poder de atrair os elétrons da olefina.
2.3. APLICACOES DO AH

A alta massa molar e as propriedades reoldgicas e viscoeldsticas do AH fazem com que
ele tenha um importante papel fisiolégico nos organismos vivos € seja, portanto um biomaterial

atrativo para vdrias aplica¢cdes médicas (Kogan et al., 2007).

O 4cido hialur6énico (AH) é ndao imunogénico e, portanto possui um grande potencial para
aplicacdoes médicas e cosméticas nas dreas de oftalmologia, em cirurgias oftdlmicas (Balazs,
1983); ortopedia, em terapia de artrite (Balazs & Denlinger, 1993), implante de préteses;
cicatrizagdo de feridas; preven¢do de adesdo de tecidos em cirurgias; oncologia e dermatologia
(Holmstrom & Ricici, 1967). Além disso, devido a suas propriedades fisico-quimicas e funcdes
bioldgicas, o dcido hialurénico e seus derivados modificados tém sido amplamente utilizados
para administracdo de farmacos (Kim et al., 2005; Hahn et al., 2006; Vercruysse & Prestwich,
1998), engenharia de tecidos (Ohri et al., 2004; West et al., 1985), na prevencdo de

envelhecimento (Haruo & Yoshiriro, 2000, Tae-Seok et al., 2004) e no preenchimento facial.
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O 4cido hialuronio usado para aplicacdes médicas deve em todos os casos ter um elevado
grau de pureza e apresentar a faixa de massa molar mais adequada para a aplicagdo desejada

(Ogrodowski, 2006).
2.3.1. APLICACOES MEDICAS E COSMETICAS

A classificacdo realizada por Balazs em 2004, das édreas bdsicas de aplicacdo clinica do
AH e de seus derivados estd apresentada de forma sucinta na Tabela 2.4 (Kogan et al., 2007,

Garg & Hales, 2004).

As areas de aplicacdo do AH serdo discutidas brevemente a seguir dando énfase a

viscossuplementacao, objeto deste estudo.

Tabela 2.4. Areas de aplicacio clinica do AH e de seus derivados descrita por Balazs (2004) (Adaptada de
Kogan et al., 2007).

Viscocirurgia Protege os tecidos delicados e fornece espagco durante manipulacdes cirtrgicas, tais

como cirurgias oftalmolégicas.

Viscoaumento Preenche e aumenta tecidos traumatizados por procedimentos cirdrgicos ou danos,

prevenindo adesdo e formagdo de excessivas cicatrizes.

Viscossuplementacio Repde ou suplementa os fluidos de tecidos, tais como reposi¢@o de fluido sinovial em

artrite dolorosa e alivio da dor.

Viscoprotecio Protege os tecidos sauddveis, feridos ou danificados, de ressecamento ou de agentes

ambientais nocivos, promovendo a cicatrizag¢do de tais superficies.

Viscosseparagio Separa a superficies de tecidos conectivos traumatizados por procedimentos cirdrgicos

ou danos, para prevenir adesdo e formacgao de excesso de cicatrizes.

2.3.1.1. VISCOCIRURGIA (Oftalmologia)

O AH ¢ o maior componente do corpo vitreo dos olhos sendo, portanto, uma
macromolécula chave na oftalmologia. Devido a suas propriedades viscoeldsticas, o AH é
utilizado em um grande nimero de cirurgias oftalmolégicas. Os produtos de AH protegem o
delicado tecido dos olhos e ainda fornecem espago durante a manipulagio cirdrgica. E utilizado
principalmente como substituto ou suplemento do fluido vitreo perdido durante procedimentos

tais como cirurgias de catarata ou implante de lentes (Garg & Hales, 2004).
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2.3.1.2. VISCOSSUPLEMENTACAO (Ortopedia e reumatologia)

A segunda maior aplicacdo do AH estd na viscossuplementacdo das articulacdes afetadas

pela artrite.

A osteoartrite (OA) e a artrite reumatdide sao as doengas das articulagdes mais comuns na
populacdo. A OA ¢é uma doenca degenerativa da cartilagem e dos 0ssos que resulta em rigidez e
dor das articulagOes afetadas. J4 a artrite reumatdide € classificada como uma doenga inflamatéria
sist€tmica, na qual a dor nas articulagdes € frequentemente acompanhada de variagoes
degenerativas de outros 6rgdos, tais como pulmao, coracdo e vasos sanguineos. Estima-se que

acima de 10% da populagdo com mais de 55 anos seja afetada pela OA.

Desde o final da década de 1980, aplicacdes de AH intra-articular (viscossuplementacdo)
téem sido realizadas com sucesso em milhares de pacientes afetados pela osteoartrite. Os
principais produtos disponiveis no mercado para o tratamento da osteoartrite sdo o Healon®
(Pfizer, New York, NY) e o Synvisc®, também conhecido como Hylan G-F 20 (Genzyme,
Cambridge, MA) que apresentam massas molares entre 2 ¢ 7 MDa, e os produtos Hyalgan®
(Fidia, Abano Terme, Itdlia) e Arz® (Seikagaku, Toquio, Japao) que contém AH de menor massa

molar (cerca de 1 MDa) (Kogan et al., 2007).
2.3.1.2.1. OSTEOARTRITE

A osteoartrite € uma doengca comum que afeta principalmente as cartilagens. A cartilagem
€ composta de condrdcitos, fibras coldgenas e matriz, a qual é formada por 4cido hialurdnico,
proteoglicanos, agrecanos, dgua e eletrélitos (da Silva et al., 2008). A cartilagem € o tecido que
cobre as extremidades dos ossos das articulagdes. Quando sauddvel, permite que ossos deslizem

uns sobre os outros e, portanto a cartilagem desempenha a fun¢do de amortecedor.

A osteoartrite ¢ uma doenga cronica, multifatorial, que leva a incapacidade funcional
progressiva e € freqiientemente encontrada nos quadris, nos joelhos, nas falanges distais e nas

articulacdes intervertebrais (Coimbra et al., 2002).

A OA ¢ denominada primdria ou secunddria, e ao final da fase secunddria, a doenca ¢é
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caracterizada pela deterioracdo e descolamento do rolamento das articulacdes e da proliferacdao de
tecidos osteoarticulares ao redor das articulagcdes (Barbucci ef al., 2002). A OA € o tipo mais
comum e mais dispendioso de artrite. Comparado a outros tipos de artrite tais como artrite
reumatodide, lipus e esclerodermia, a OA ndo estd associada com um aumento critico da
mortalidade. Porém, um aumento na mortalidade tem sido relatado principalmente na populagdo
de baixa classe sécio-econdmica e educacional que ndo possui informacdes adequadas sobre o
tratamento (Adams et al., 2000). As principais causas da osteoartrite sao doengas hereditarias,

doencas enddcrinas, desarranjos articulares e doengas inflamatorias.

z N

Atualmente, seu tratamento € conservador e visa principalmente a manutencdo da
mobilidade das articulagdes por fisioterapia e o alivio da dor (Barbucci et al., 2002). A OA é
comumente tratada com drogas antiinflamatérias nao-esteriodais (NSAIDs) que possuem
propriedades analgésicas, mas que nao retardam ou revertem o processo da doenga. Além disso, o
tratamento da OA com NSAIDs estd associado a um numero muito grande de casos de
sangramento gastrointestinal, que levam por ano nos Estados Unidos a 16.500 mortes por
sangramento induzido por NSAIDs. Estes distirbios gastrointestinais sao atribuidos a habilidade
destas drogas em inibir a sintese da prostaglandina géstrica. Para evitar que os riscos do
tratamento de doencas benignas como a OA sobreponham seus beneficios, vérios estudos tem
sido realizados para o desenvolvimento de novos tratamentos e de terapias que sejam eficazes e

menos agressivas (Adams et al., 2000, Wobing et al., 1998).

Embora muitas das pesquisas sobre osteoartrite estejam focadas na cartilagem das
articulacdes e nos o0ssos, sabe-se hd algum tempo, que o fluido sinovial (FS) presente nas
articulacdes com artrite apresenta menor elasticidade e menor viscosidade que nas articulacdes
normais. O fluido sinovial é composto principalmente por AH de alta massa molar, e é
responsavel pela lubrificacdo e protecdo das articulacdes. A concentragdo de AH no FS das
articulacdes de humanos sauddveis € de aproximadamente 3 mg/mL. O AH do FS normal
presente nas articulagdes contém cerca de 12.500 unidades dissacaridicas de N-acetil-D-
glicosamina e 4cido D-glicurénico com massa molar em torno de 5 MDa. Em pacientes com OA,
o decréscimo nas propriedades reoldgicas do FS resulta da diminui¢do da massa molar e da
concentracdo de acido hialurdnico no fluido (capacidade de lubrificacdo) (Frangois, 2006). A

combinacdo da deterioracdo da cartilagem e da perda de lubrificacio contribui para a dor, rigidez,
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edema articular, crepitagdo, inflamacdo (vermelhiddo e inchaco) dos joelhos, deformidades e
incapacidade funcional. Sendo assim, utiliza-se o conceito da terapia de viscossuplementacio, ou
seja, o tratamento da OA com inje¢des de dcido hialur6nico de alta massa molar ou de seus
derivados. A viscossuplementacdo baseia-se na hipdtese que o produto utilizado ird: melhorar as
propriedades lubrificantes do liquido sinovial, reduzir ou parar a dor originada da doenca e
melhorar a mobilidade do paciente fornecendo um nivel de atividade mais confortavel. Os
parametros reoldgicos do FS em individuos jovens e idosos e em pacientes com osteoartrite estao

apresentados na Tabela 2.5 (Adams, 2000).

Tabela 2.5. Parametros reolégicos do fluido sinovial em individuos jovens e idosos e em pacientes com AO (Adams,

2000).

Grupo de Pacientes Viscosidade Complexa % Elasticidade
(Pas a 0,02 Hz) (a 3Hz)
Jovens 137 94
Idosos 33 71
Com OA 0,4-0,5 36-73

Greenberg e colaboradores (2006) sugeriram quatro modos de atuagdo do AH na terapia

para o tratamento da OA:

» Restauracdo de propriedades eldsticas e viscosas do liquido sinovial;

» Efeito estimulatério biossintético do AH exdgeno nas células, o AH injetado pode
induzir a sintese endégena de AH por células sinoviais, estimular a proliferacdo de

condrdcitos e inibir a degradagdo da cartilagem;

» Acdo antiinflamatéria do AH, uma vez que a terapia estd associada a reducdo da
contagem de células inflamatdrias no liquido sinovial, a modulagdo da expressdo de

citocina e a redugdo de espécies reativas ao contetido de oxigénio;

= Efeito analgésico da administracdo de AH (Greenberg et al., 2006).

A terapia de viscossuplementacdo pode ser considerada principalmente em pacientes que

ndo encontraram alivio da dor apds: exercicios, fisioterapia, perda de peso, utilizacdo de
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crioterapia ou termoterapia, ou uso de analgésicos antiinflamatérios nao-esteroidais ou de
inje¢des de corticosterdides. E deve ser realizada nos casos em que o paciente ndo estd recebendo
suficiente alivio da dor no tratamento atual; ndo pode tomar dcido acetilsalicilico ou outros
antiinflamatérios como o ibuprofeno; necessita de varios medicamentos a0 mesmo tempo ou nao

¢ um candidato adequado para a cirurgia do joelho.

Os beneficios da viscossuplementacdo sdo mais eficazes principalmente no inicio da

doenca, porém os viscossuplementos podem ser utilizados em qualquer fase.

O suplemento ¢ injetado diretamente no joelho e as injecdes podem ser dadas em apenas
um joelho ou em ambos ao mesmo tempo, conforme prescrito pelo médico. A injecdo €
administrada em consultério médico e o processo leva apenas alguns minutos para ser concluido.
Para ajudar a tornar a sua administragao o mais confortavel possivel, o médico pode aplicar um

anestésico topico antes do procedimento (http://my.clevelandclinic.org, acesso em 10/02/2011).

Atualmente, um grande nimero de viscossuplementos baseados em AH estdo disponiveis
no mercado e novos produtos estdo sendo desenvolvidos. Estes produtos variam de acordo com
as seguintes caracteristicas: a fonte do AH utilizado (animal ou bacteriana), sua concentragao e

massa molar, e o tipo e o grau de reticulacdo quimica do AH (Frangois, 2006).

A viscossuplementacdo com AH e seus derivados € bastante segura e efetiva para o
tratamento de OA, porém requer em alguns casos um grande ndmero de aplicagdes, de 6 a 10
injecdes, para a obtencdo de resultados satisfatorios. Usualmente, a maioria dos
viscossuplementos contém entre 5 ¢ 20 mg/mL de AH e uma vez injetados, estes produtos tem
um tempo de residéncia entre algumas horas a varios dias. Em alguns casos, o alivio da dor
ocorre em poucos dias, progride por semanas e dura por varios meses e até por um ano. O uso de
uma menor quantidade de inje¢des oferece vantagens em relagdo ao uso de multiplas injecoes
durante o tratamento, incluindo a diminui¢do dos riscos de efeitos adversos, a redu¢do de custos,

e a melhor aceitacdo do paciente (Francgois, 2006, Adams, 1993).

As propriedades elastoviscosas inadequadas do AH para a restauragdo das propriedades

reoldgicas do FS, a possibilidade de rdpida degradacdo do AH apds sua injecdo e/ ou sua rdpida
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remog¢do das articulacdes sdo as principais hipdteses para a necessidade de vdrias injecoes e,

portanto para a baixa eficidcia do AH (Adams, 1993).

Atualmente, as inje¢cdes de AH sdo aprovadas para o tratamento de osteoartrite dos
joelhos, cintura e ombros em pacientes que ndo respondem as terapias convencionais (Campbell

& Ruddock, 2007).

Estudos da eficicia de AH intra-articular com o viscossuplemento comercial Synvisc® ou
Hylan G-F 20 para o tratamento de OA das articulagcdes metatarsofalangeal dos pés (hallux
limitus) estdo sendo realizados por Munteanu e colaboradores (2009) desde junho de 2008, porém

os resultados finais ainda ndo estdo disponiveis (Munteanu et al., 2009).
2.3.1.2.2. VISCOSSUPLEMENTOS COMERCIAIS

Atualmente, varias formulagdes utilizando AH estao em uso para tratamento de OA. Entre
elas estdo Hyalgan®, ARTZ®, Orthovisc® e os derivados reticulados Durolane® e Synvisc® (em

ordem crescente de massa molar).

Hyalgan® ¢ uma solu¢do 1% de AH extraido de crista de galo que apresenta massa molar
entre 0,5-0,7 MDa. E uma mistura estéril, altamente purificada que € quimicamente similar ao
acido hialurdnico encontrado normalmente nas articulacdes dos joelhos. O tratamento indicado
para esse produto consiste de 5 injecdes de 2 mL dadas uma vez por semana. Como conseqiiéncia
de sua relativamente baixa massa molar, suas propriedades viscoeldsticas mostram-se inferiores a
outros produtos e ao FS de individuos sauddveis. A duracao de atuagdo deste gel pode variar de
acordo com a resposta individual dos pacientes. Hyalgan® tem sido usado clinicamente durante
18 anos em 42 paises, ¢ mais de 18 milhdes de inje¢des ja foram utilizadas. Casos sérios de

reacoes alérgicas com Hyalgan® té€m sido reportados raramente (Adams, 2000).

Orthovisc® é uma mistura estéril viscosa obtida a partir de AH (1,55 MDa) altamente
purificado dissolvido em solucdo salina isenta de tampdes ou de outros conservantes. Também ¢é
preparado a partir de AH de crista de galo. Sua concentragdo € levemente maior que de outras
preparacdes, porém suas propriedades viscoeldsticas ainda sdo inferiores as do AH do FS em

individuos saudaveis.
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ARTZ® (Supartz®) é uma solucio 1% de acido hialurdnico extraido de crista de galo com
massa molar de 0,6-0,8 MDa. O tratamento recomendado com este viscossuplemento consiste de
3 injecdes de 2,5 mL dadas uma vez por semana. Foi o primeiro produto de AH utilizado como
viscossuplemento aprovado para o tratamento de osteoartrite. Desde 1987, mais de 143 milhdes
de injecoes de ARTZ® tém sido vendidas em todo o mundo, superando todos os outros produtos

usados para terapia de articulagdes (Adams, 2000).

Uma combinagdo particular de hylans, Hylan G-F 20 ou Synvisc® (Genzyme
Corporation) foi desenvolvida especialmente para a terapia de viscossuplementacdo em OA de
joelhos (Adams, 2000). Hylan G-F20 é um fluido elastoviscoso, altamente purificado com
propriedades reoldgicas similares as do FS presente nas articulacdes dos joelhos de pessoas
jovens e sauddveis (Wobing et al., 1998). Synvisc® € uma mistura de 80% em volume de Hylan
A fluido e 20% em volume de Hylan B gel. Synvisc® apresenta alta massa molar (6MDa) e é
produzido a partir de 4cido hialurénico obtido de crista de galo. E atualmente uma das melhores
opg¢Oes nos tratamentos de osteoartrite das articulagdes de humanos como viscossuplemento, pois
o moédulo de elasticidade do Synvisc® € maior que o do fluido sinovial e seu tempo de residéncia
nas articulacdes ou nos tecidos € maior que o do AH natural (Adams et al., 2000). Synvisc® ¢é
normalmente injetado diretamente nas articulagdes doentes, onde fornece elasticidade e
viscosidade. O tratamento completo com Synvisc® exige a aplicacao de trés injecdes (cada dose
contém 2 mL) com espaco de uma semana entre elas. Experimentos mostraram que Synvisc® €
seguro, bem tolerado, com reagdes locais ocasionais brandas, e € efetivo no tratamento de
osteoartrite das articulacdes principalmente quando aplicado nas articulagdes dos joelhos (Adams
et al., 2000, Wobing et al., 1998). Segundo Zardawi e Chan (2001), apenas 10% dos pacientes
que receberam injecdes intra-articulares seguidas de Synvisc® apresentaram dores locais e

inchagos com seqiielas adversas em longo prazo (Zardawi & Chan, 2001).

Atualmente, os principais concorrentes do Synvisc® no mercado sio o Hyalgan®,
produzido pela Fidia S.A. e comercializado nos Estados Unidos pela Sanofi-Synthelabo; o
Orthovisc®, produzido e comercializado fora dos Estados Unidos pela Anika Therapeutics, Inc. e
comercializado nos Estados Unidos pela Ortho Biotech; e 0 ARTZ® ou Supartz®, um produto
fabricado pela Seikagaku Kogyo que é vendido no Japao pela Kaken Pharmaceutical Co., e nos

Estados Unidos pela Smith & Nephew Ortopedia sob o nome Supartz®. Estes produtos ndo sdao
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reticulados e possuem massa molar, viscosidade e elasticidade inferiores as do Synvisc®. Dois
outros produtos potencialmente competitivos que tem autorizacdo de utilizagdo no mercado
europeu e estdo em processo de aprovagao nos Estados Unidos sdo Durolane®, fabricado pela Q-

Med AB, e Arthrease®, de propriedade e fabricado por Savient.

Durolane® ¢ um viscossuplemento de AH ndo-animal estabilizado (NASHA®), altamente
purificado, reticulado com BDDE que possui alta concentragdo de AH (20 mg/mL) e um longo
tempo de residéncia. O processo de estabilizacdo de NASHA® permite que Durolane® resista 2
degradacio e, portanto tenha um efeito mais duradouro, o qual permite que o nimero de inje¢des
seja reduzido durante o tratamento quando comparado a outras preparacdes. O regime terapéutico
com apenas uma Unica injecdo, tanto para OA do joelho quanto do quadril, é a principal
vantagem de produtos obtidos de NASHA®. Os altos niveis de AH no Durolane®, que prolongam
o tempo de residéncia e a eficdcia do produto, justificam a necessidade de apenas uma unica
aplicagdo. Cada injec@o de 3 mL de Durolane® fornece 60 mg de AH. As altas concentragdes de
AH no produto mimetizam os efeitos do AH natural, repondo os niveis de AH, que sdo
naturalmente diminuidos durante a progressao da doenga. O AH mantém a homeostase normal
do fluido na articulag@o e ajuda a restaurar sua fun¢do normal. Além do mais, o tratamento com
Durolane® pode ser repetido quando necessdrio. A tecnologia NASHA® patenteada pela
companhia Q-Med’s, foi desenvolvida durante os anos 90 e sua principal vantagem € que a
modificacdo do AH € minima. Além disso, os géis sdo produzidos a partir de AH purificado por
processos bem controlados que garantem que eles contenham um minimo de substancias

estranhas e, portanto, apresentem um menor risco de reacdes alergénicas nos pacientes

(http://www.q-med.com, acesso em 10/02/2011).

A extensa modificagdo utilizando produtos quimicos téxicos tais como divinilsulfona
(DVS) para a producdo de géis de AH reticulados pode potencialmente levar a reagdes
inflamatdrias e, por conseguinte, a um aumento da taxa de degradacdo intra-articular. Nao ha
evidéncias de reacdes inflamatorias atribuidas a Durolane®, provavelmente devido a fonte nao-
animal de AH e a suavidade do processo de estabilizacdo. Durolane® tem sido utilizado

seguramente em mais de 1 milhdo de tratamentos de OA de joelhos e cinturas (http:/www.

medisave.ca, http://www.durolane.com, acesso em 10/02/2011).

34



CAPITULO 2

Arthrease® é um gel de AH com massa molar de cerca de 3 MDa e concentragdo de AH

de 10 mg/mL, comercializado em seringas de 5 mL (Forsey et al., 2006).

A producdo de AH através de fermentacdo bacteriana e o tratamento com um reduzido
nimero de injecdes dos produtos Durolane® e Arthrease® podem representar vantagens bastante
competitivas para esses produtos se forem aprovados e langados nos Estados Unidos. Entretanto,
embora existam VAarios outros produtos para viscossuplementacdo no mercado ou em
desenvolvimento, ainda ndo se tém conhecimento de quaisquer produtos que tenham as
propriedades de viscosidade, elasticidade e de massa molar, comparaveis as dos Synvisc®. Além
disso, a empresa Genzime Corporation colocou recentemente no mercado o produto Synvisc
One® que possui a mesma formulacio e as mesmas propriedades reoldgicas do Synvisc®, e tem a

vantagem ser aplicado apenas uma vez (http://www.synvisc.com, acesso em 10/02/2011).

2.3.1.3. VISCOAUMENTO (Dermatologia e Cirurgia Plastica)

O desenvolvimento de técnicas ndo invasivas para a correciao de rugas € para 0 aumento
de volume tem movimentado fortemente a inddstria mundial de tecidos “soft” e de
preenchedores dérmicos. Desde o inicio dos anos 80, com a comercializacdo do Zyderm®, de
origem bovina, inimeras técnicas para correcdo de rugas e para aumento de tecidos foram

desenvolvidas (Monheit & Coleman, 20006).

Atualmente, o mercado internacional apresenta uma grande variedade de preenchedores
injetaveis incluindo produtos sintéticos e produtos derivados de substincias naturais ou extraidos

de células humanas ou animais (Bergeret-Galley, 2004).

A busca por produtos biocompativeis, que nao necessitam de testes preliminares para sua

aplicacdo levou ao desenvolvimento dos preenchedores dérmicos de dcido hialurdnico.

Uma variedade de preenchedores dérmicos a base de AH estdo disponiveis no mercado
mundial, principalmente nos Estados Unidos e na Europa. Esses produtos apresentam diferentes
concentracoes de AH, viscosidade, tamanhos de particulas e aditivos (Monheit & Coleman,

2006).
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O desenvolvimento recente de géis de 4cido hialur6nico para implantes dérmicos tem

fornecido aos médicos novas alternativas para tratamentos eficazes neste campo.

Atualmente, os produtos de AH estabilizados ou reticulados sdao os preenchedores
dérmicos mais utilizados. Desde sua primeira comercializacdo em 1996, muitas moléculas tem
sido exploradas. Elas diferem principalmente pelos processos de reticulac@o ou de estabilizacdo e
pela massa molar média do AH utilizado que pode variar entre 0,5 a 6 MDa (Romagnoli &

Belmontesi, 2008, Kablik et al., 2009).

As caracteristicas fisicas tais como dureza do gel, tamanho de particula, concentracdo de
AH e capacidade de intumescimento determinam o comportamento individual de cada produto e
suas aplicagdes clinicas para o aumento de tecidos “soft” (Monheit & Coleman, 2006). J4 a
seguranca dos produtos que visa obter produtos puros, ndo téxicos e biocompativeis esta baseada
principalmente nos processos de lavagem desses géis e, portanto, na retirada de residuos de
agentes reticulantes. A pureza do AH apds extragdo bacteriana também € um ponto chave na

preparagdo dos géis utilizados como preenchimento dérmico (Romagnoli & Belmontesi, 2008).

A maioria das aplicagdes para os produtos disponiveis comercialmente sdo a correcao de
rugas e de imperfei¢des faciais tais como cicatrizes de acne; e aumento de volume. Porém, os
produtos usados no preenchimento dérmico também apresentam potencial para fornecer correcao

mecanica de outros tecidos “soft” do corpo tais como cordas vocais (Garg & Hales, 2004).

Os produtos baseados em AH oferecem uma significante vantagem em relacdo ao
coldgeno bovino, pois podem ser utilizados na pele sem testes preliminares de sensibilidade
(Garg & Hales, 2004). Mesmo assim, inje¢des de preenchedores dérmicos de AH podem
provocar algumas reagdes inflamatorias. Estas reacOes podem variar em intensidade e duracdo de
acordo com os produtos usados, técnicas de injecdo e resposta individual do paciente. As reacdes
podem ocorrer devido a diversas razdes incluindo reagdo da pele ao produto utilizado para a
desinfeccao aplicado antes da injecdo, reacdes a agulha utilizada, técnicas ndo ideais de injecao
ou a presenca de proteinas residuais ndo removidas durante os processos de purificacio do AH

(Judodihardjo & Dykes, 2008).

36



CAPITULO 2

Nos anos 80, a empresa Biomatrix Inc. desenvolveu o produto Hylaform® (Genzyme-
Inamed Corporation) utilizado como o primeiro preenchedor dérmico de AH, porém este produto

foi liberado na Europa somente em 1996.

Existem atualmente vérios derivados de AH usados como preenchedores dérmicos que ja
sdao vendidos na Europa e nos Estados Unidas, entre eles estdo: Hylaform®, Restylane®,
Perlane®, Juvederm®, Captique® e Teosyal® (Garg & Hales, 2004, Monheit & Coleman,
2006).

As diferencas nos produtos de diferentes empresas sdo geralmente atribuidas ao estado
fisico do gel intumescido apds a reticulacdo do AH. Os produtos podem ser reticulados uma
unica vez ou duas vezes, podem ser particulados ou ndo, e podem ser mono- ou bifasicos. As
concentracoes de AH nas diferentes formulagdes variam entre 5 e 24 mg/mL. Embora as
informacdes clinicas ndo possam ser correlacionadas com as propriedades reoldgicas dos
produtos avaliados, estas informacdes mostram que existe uma correlagdo linear entre o tempo de
residéncia no sitio de injecdo e a concentracdo do polimero, € em menor extensdo, entre o tempo

de residéncia e a elasticidade (Falcone & Berg, 2008).
2.3.1.4. VISCOPROTECAO

O primeiro produto elastoviscoso de acido hialurdnico disponivel no mercado para uso
terapéutico, o Healon®, mostrou-se bastante efetivo no alivio do ressecamento dos olhos. Sua
principal func@o € hidratar e agir como barreira elastoviscosa de protecdo entre a cérnea € o
epitelium conjuntival, e fatores ambientais nocivos. AH elastoviscoso e também as solugdes de
Hylans, além se serem eficazes no tratamento de pacientes com ressecamentos dos olhos, também
servem como protecao entre as corneas e lentes de contato. Hylashield®, produzido pela empresa
Biomatrix Inc., foi o primeiro colirio contendo AH disponivel no mercado. Esse produto é

preparado a partir de uma solugdo 0,15% de Hylan A com massa molar média de 6 MDa.

A importancia da elasticidade dos colirios de AH ou de Hylan é demonstrada pelo seu
tempo de residéncia na superficie dos olhos. O rdpido e freqiiente movimento das pélpebras
durante o piscar dos olhos remove da sua superficie quaisquer solugdes que sejam simplesmente

viscosas, mas ndo eldsticas. Entretanto, solu¢des de AH de alta massa molar (~6 MDa) e de
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concentracdo apropriada (> 1%) sdo altamente eldsticas na freqiiéncia de movimento das
palpebras, e embora sejam deformadas elasticamente, ndo sdo removidas da superficie dos olhos

(Garg & Hales, 2004).
2.3.1.5. VISCOSSEPARACAO OU VISCOADESAO

Embora o processo de formacao da adesdo seja considerado uma conseqiiéncia normal de
processos de cicatrizacdo de tecidos traumatizados, vérios estudos t€ém sido realizados para
reduzir sua formagdo, uma vez que a adesdo de tecidos pode resultar em infertilidade, obstrucao
intestinal e dores pds-cirdrgicas. Além disso, as adesdes sdo as maiores causas de morbidade e
mortalidade pds-cirdrgica e implicam em um substancial prejuizo econdmico na drea médica.
Tem sido reportado que 79% a 93% dos pacientes de cirurgias abdominais sofrem de adesdo e
que acima de 90% dos pacientes de procedimentos ginecoldgicos pélvicos apresentam adesio

intraperitoneal (Garg & Hales, 2004).

Embora a diminui¢cdo do trauma durante a operacdo seja um dos mais importantes
componentes na reducdo da formacao da adesdo, € impossivel eliminar os traumas causados nos
tecidos. Sendo assim, a protecao dos tecidos com materiais biocompativeis para a prevencao da

adesdo pos-cirtrgica tem sido objeto de estudo de varios grupos de pesquisa.

O material ideal para a prevencdo da adesdo de tecidos deve ser biocompativel, ter
propriedades aderentes, ter velocidade de reabsorcdo relativamente lenta sob condicdes
fisiologicas e ser capaz de evitar ou minimizar a formacdo de tecidos fibrosos. Devido as
propriedades do AH, varios grupos de pesquisa tem testado seus efeitos na redu¢ao da formacao
de adesdo, entretanto, nas operagdes pélvicas e abdominais, o AH solivel tem mostrado somente
efeitos preventivos na adesdo quando aplicado antes da intervencdo cirtrgica. A reducdo da
adesdo usando uma barreira requer que esta barreira resida no sitio de aplica¢do por 3 a 7 dias
mantendo os tecidos danificados separados e permitido assim, que ocorra uma cicatrizacdo
normal. O AH ndo modificado ndo permanece no sitio de aplicagao tempo suficiente para manter
os tecidos separados e, portanto, modificagdes quimicas do AH sdo necessdrias para prolongar
este tempo de residéncia. Sendo assim, para modificar a solubilidade e o tempo de residéncia do

AH in vivo, derivados quimicamente modificados tém sido investigados (Himeda et al., 2004,
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Garg & Hales, 2004).

Entre os produtos comerciais disponiveis no mercado estdo o Seprafilm® (Genzime
Corp.) preparado a partir de AH derivatizado quimicamente com EDC e carboximetilcelulose
(CMC); o Seprak® que ¢ uma espuma preparada do mesmo material do Seprafilm®; o
Sepragel®, preparado a partir de Hylan B e o produto Merogel®, que é um derivado esterificado

do AH (Garg & Hales, 2004).
2.4. PROPRIEDADES REOLOGICAS

A andlise reoldgica é uma poderosa ferramenta para explorar a relacdo entre o
comportamento mecanico, a estrutura, a concentracdo € a massa molar de solugdes de

biopolimeros (Ambrosio et al., 1999).

A reologia ¢ o estudo da deformacdo e do escoamento da matéria, enquanto que a

resisténcia de um fluido ao escoamento € chamada viscosidade (Steffe, 1996).

Em resposta a uma for¢a externa, os materiais podem apresentar comportamento ideal de
um solido eldstico ou de um liquido viscoso. O primeiro € descrito pela Lei de Hooke, enquanto
que um liquido viscoso ideal obedece a Lei de Newton. No entanto, todos os sistemas de
biopolimeros tém comportamento intermedidrio, com elementos de sélido eldstico e de liquido
viscoso em resposta a deformacdo. Esses sistemas sdo chamados de viscoeldsticos (Chronakis &

Kasapis, 1995).

Os equipamentos que medem as propriedades viscoeldsticas de solidos, semi-sélidos e
fluidos sdo chamados redmetros, que sio normalmente rotacionais. Os equipamentos limitados
apenas a medida do comportamento de fluxo viscoso sdo denominados viscosimetros. Eles

podem ser rotacionais, capilares e do tipo “queda de bola” (Scharamm, 2006).

A determinacdo das propriedades viscoelasticas de materiais pode ser realizada através de

testes estaticos ou dinAmicos.

Grande parte das caracterizagdes reoldgicas € realizada em escoamento em estado

estaciondrio, j4 que convencionalmente, a viscosidade € vista como a propriedade mais
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importante do material. Nos testes estdticos, uma tensao € imposta e mantida constante durante o

teste, e a variacdo da deformacao € medida em func¢do do tempo.

Quando um fluido Newtoniano é submetido a um escoamento, a viscosidade () € a
constante de proporcionalidade entre a tensdao de cisalhamento (1) e a taxa de deformacao (y)
como apresentado na Equacgdo (1) (Barnes et al., 1989).

T=n.7
Equacgdo (1)

Desde que as unidades de t (For¢a/ Area) e y sdo respectivamente, Pa e s, a unidade da

viscosidade € Pa.s no S.I. (Sistema Internacional).

No entanto, diversos fluidos ndo seguem a lei de Newton, sendo entdo chamados de
fluidos nao-Newtonianos. A constante de proporcionalidade apresentada na Equagdo (1) passa a
ser conhecida entdo como viscosidade aparente. No caso de fluidos ndo-Newtonianos a
viscosidade é dependente da taxa de deformacgdo, existindo diversos modelos reoldgicos para
caracterizar tal fluido. Os tipos de curvas de escoamento obtidas pelos modelos mais simples e

mais difundidos na literatura sdao apresentados na Figura 2.9.

PLASTICO DE BINGHAM

HERSCHEL BULKLEY

PSEUDOPLASTICO

NEWTONIANO

DILATANTE

v
Figura 2.9. Curvas de escoamento para fluido Newtonianos e ndo-Newtonianos (Adaptado de Braga, 2006).
Nos testes dinamicos, uma variagdo senoidal da deformacdo, ou da tensdo, € imposta ao

material. A variacdo da tensdo necessdria a imposicdo da deformacdo, ou a deformacdo

conseqiiente da tensdo aplicada sdo observadas como resposta. Em ambos os casos, a tensdo de
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cisalhamento e a taxa de deformacdo devem oscilar de acordo com uma curva senoidal com um
deslocamento de fase entre 0 e m/2. Se o material for puramente eldstico (Hookeano), o
deslocamento de fase serd 0, mas se o material for liquido (Newtoniano), o deslocamento serd de

/2 (90°) (Figura 2.10).

Dentre as propriedades viscoeldsticas determinadas nos testes dindmicos estdo o mddulo
de armazenamento ou de elasticidade (G’), o mdédulo de perda ou de viscosidade (G”) e o angulo

de fase, normalmente calculado como tan 6 = G”/G’ (Mendieta-Taboata et al, 2008).

O médulo de elasticidade (G’) e o médulo de perda (G”) representam, respectivamente, os
graus relativos em que um material consegue se recuperar com uma resposta eldstica ou com uma
resposta viscosa, a medida que a taxa de deformacdo (freqiiéncia) muda. G’ e também G”
aumentam linearmente com o aumento da freqii€ncia, mas um aumenta mais rapidamente que o

outro. No ponto onde G’=G", a freqiiéncia é denominada freqiiéncia cruzada (fc).

Ja o angulo de fase (d) expressa a capacidade de um material em converter energia
mecanica em calor, e é considerado muito util na caracteriza¢do de sistemas poliméricos, pois

indica o quanto um material € mais caracteristicamente eldstico ou viscoso.

Sendo assim, em um gel perfeitamente eldstico, G” e tan 6 devem ambos ser zero, e a

tensao e a taxa de cisalhamento devem estar exatamente em fase (Mendieta-Taboada, 2008).

A maioria dos géis utilizados nas dreas médica e cosmética sdo viscoeldsticos, € podem
ser avaliados usando testes dindmicos também através do mdédulo complexo (G*), que define a
resisténcia total do material. A deformacao G* pode ser definida como a soma dos médulos G’ e

G”.

Nos géis, a resposta eldstica (G’) predomina sobre o fluxo viscoso (G”), nenhum médulo
apresenta dependéncia significante da freqiiéncia, e log n* (viscosidade complexa) decresce
linearmente com o aumento do log de ® (freqiiéncia angular), com uma inclinag¢do de -1 quando

G’ e G” sao constantes.

A Figura 2.11 apresenta o espectro mecanico e a curva de fluxo caracteristicos de géis.
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Figura 2.10. Respostas de um material ideal eldstico, de um material ideal viscoso e de um material viscoeldstico a
uma deformacdo senoidal (dngulo de fase 9, taxa de cisalhamento vy, tensdo de cisalhamento ¢ e frequéncia angular

) (Steffe, 1996).
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Figura 2.11. Espectro mecanico e curva de fluxo tipicos de géis (Adaptado de Chronakis & Kasapis, 1995).

O grau de reticulagdo e a concentracdo do gel desempenham um importante papel na
defini¢do de G’, G”, e muitas empresas utilizam estes parametros para avaliar a dureza de seus

produtos.

42



CAPITULO 2

Géis mais concentrados produzem maior emaranhamento molecular e, portanto,
aumentam o médulo G*. Um gel com um baixo grau de reticulagdo, mas com alta concentragcdo
de polimero pode apresentar um modulo similar ao de um gel de baixa concentragdo e alto grau
de reticulagdo. O aumento do grau de reticulagdo torna a rede mais emaranhada, as ligacdes mais
proximas e, portanto o gel mais rigido (> G’). Géis de AH com grupos pendentes ndo formam

uma rede reticulada e assim, apresentam um pequeno efeito no médulo G* (Kablik et al, 2009).

Os valores de G’ e G” quando plotados como funcdo da freqiiéncia podem fornecer
importantes informagdes sobre a estruturas do gel. O grau de dependéncia da freqiiéncia pode ser
determinado pelos parametros da Lei de Poténcia (Equacgdo 2):

G =Ad"
Equacgao (2)

Onde G’ é o médulo de elasticidade, o € a freqiiéncia de oscilacdo e A € uma constante. O

expoente B € a inclinacdo da curva log-log de G’ versus .

De acordo com Khondkar e colaboradores (2007), o valor B esta diretamente relacionado
a forca e a natureza do gel. Géis covalentes apresentam B=0 e géis fisicos apresentam B>0

(Khondkar et al., 2007).

Através dos valores de G° e G” também ¢ possivel classificar os géis em géis

convencionais (fortes) ou em géis fracos. O espectro mecanico dos géis fracos sdo levemente

diferentes dos espectros dos géis convencionais em dois aspectos: os médulos G’ e G” sdo

levemente dependentes da freqii€éncia e a magnitude de G’ é frequentemente menor que 10 vezes
G”. Isto é, quando os valores de tan & (=G”/G’), que € a medida da relativa contribuicdo do
componente viscoso nas propriedades mecanicas do material, sdo menores que 0,1 tem-se os géis
convencionais; quando estes valores sdo maiores que 0,1 tém-se géis fracos (Ikeda & Nishinari,

2001).
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MATERIAIS E
METODOS

3.1. PREPARACAO DE GEIS RETICULADOS DE AH

Os géis descritos nesse trabalho foram preparados a partir de dcido hialurdnico obtido por
fermentagdo bacteriana de acordo com protocolo descrito por Pires (2009). A fermentacdo
bacteriana foi realizada com a cepa Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920
(American Type Culture Collection), pertencente ao grupo C de Lancefield e selecionada
previamente por Ogrodowski (2006). A cepa nativa foi obtida na forma de cultura liofilizada e
depositada na Colecdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Indudstria (CBMAI)

(Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Os reagentes usados neste trabalho sdo da marca Synth exceto quando mencionado.
3.1.1. PURIFICACAO DO ACIDO HIALURONICO

O meio fermentado foi centrifugado a 12.745 g (10.000 rpm) em centrifuga da marca
Hettich Zentrifugen, modelo Rotina 380R por 10 minutos para remocdo das células. O 4cido
hialurdnico presente no meio de cultura livre de células foi entdo, precipitado com etanol P.A. a
4°C por 1 hora e ressuspenso em solu¢do de NaCl 0,15 mol.L" por 3 vezes. A remocdo das
proteinas, dcidos nucléicos e endotoxinas foi realizada de acordo com Won e colaboradores

(2008) através de adsor¢ao em carvao 3% (massa/volume) e y-alumina 1,5% (massa/volume) por
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16 horas. O carvao utilizado neste estudo foi fornecido pela marca Synth e apresenta
granulometria entre 1 a 2 mm. A y-alumnina utilizada foi fornecida pela Empresa Evonik
Degussa Brasil Ldta. e apresenta granulometria de 1,7 a 2,2 mm, drea superficial de 213 m?/g e
volume de poros de 0,6 cm’/g. A remocdo do carvdo e da y-alumina foi realizada por
centrifugacdo a 12.745 g por 10 minutos. O AH foi novamente precipitado com etanol, separado
por centrifugacdo a 1.310 g por 5 minutos e seco a vicuo a 25°C em dessecador com silica gel

por 48 horas.
3.1.2. RETICULACAO COM DIVINILSULFONA

Os géis reticulados com divinilsulfona (97%, Aldrich) foram preparados de acordo com
protocolo de preparacdo do produto comercial Hylastan SGL-80® descrito por Leshchiner

(2006).

A reacdo de reticulagdo foi realizada através da adi¢ao do agente reticulante DVS a uma
solucdo 3% (g/100g) de AH dissolvido em solugio de NaOH 0,1 mol.L"' contendo NaCl 3%
(g/100g). A reacdo de reticulagdo foi efetuada a 25°C por um periodo de 4 horas. O produto
obtido foi lavado por 2 dias em agitador reciproco a 200 rpm com as seguintes solugdes: (1)
solucdo de NaCl 0,15 mol.L"! contendo 2% (mL/100 mL) de uma solucdo de HCI 1 mol.L! (16
horas), (2) solucao de NaCl 0,15 mol.L! (16 horas) e (3) solucdo de NaCl 0,15 mol.L"! contendo
0,4% (mL/100 mL) de uma solucao de NaOH 1 mol.L" (16 horas). Apo6s drenagem das solugdes
de lavagem o gel foi agitado por mais 16 horas em solucdo tampdo de fosfato salino (PBS) 10

mmol.L"' (pH 7,2 +0,1) da marca LB Laborclin.
3.1.3. DESINTEGRACAO DO GEL

Os géis foram homogeneizados e desintegrados em Ultra-Turrax IKA-T-25 a 24.000 rpm.
O tempo de agitacdo foi definido com base no tamanho de particula desejado. Apods

desintegracdo, os géis foram centrifugados a 12.745 g por 10 minutos para a retirada do PBS.

Os diametros médios das particulas foram padronizados em 75-100 pum exceto quando

mencionado (item 3.1.6.2).
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3.1.4. PREPARACAO DE FLUIDO DE AH (1-1,25 g/100g)

Acido hialurénico seco purificado de acordo com o item 3.1.1 foi misturado com solugdo
tampdo de fosfato salino 10 mmol.L™' (pH 7,2 + 0,1) e agitado por 24 horas em agitador reciproco

a 200 rpm.
3.1.5. AVALIACAO DOS PARAMETROS DA REACAO DE RETICULACAO

Os parametros avaliados neste trabalho foram selecionados baseado no trabalho descrito

por Balazs e Leshchiner (1986) e estdo descritos na Figura 3.1.

AH Bacteriano (10° Da) |
[AH] = 3% (m/m)
[NaCl] = 3% (m/m)

1:5 1:1 2:1 3:1 5:1 | AH/DVS
|

(005 [ 01 | 0.2 | 05 )[ 1,0 maoki moir
|

Particulas (um)

[ 1 | | 3 o
(<25 ][ 25-50 ](75-100]( >100 ) Diametro Médio das
|

| | | |
[ 60:40 | | 70:30 |  75:25 | | 80:20 | Gel/Fluido

Figura 3.1. Parametros da reagdo de reticulagdo de AH com DVS avaliados neste trabalho.

A influéncia da massa molar média ndo foi verificada, pois um dos objetivos do trabalho é
utilizar o AH produzido no Laboratério de Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos
(LDPB) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP para producdo do gel reticulado

com DVS. O AH produzido apresenta massa molar média da ordem de 10° Da.

A influéncia da concentracdo de AH na mistura reacional também ndo foi verificada, pois
comercialmente o aumento da concentracdo de AH aumenta os custos do processo e, portanto do

produto final. Sendo assim, a concentracdo de AH na mistura reacional foi padronizada em 3%

(2/100g).
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3.1.5.1. EFEITO DA RAZAO MASSICA AH/DVS

Para investigar o efeito da razdo massica AH/DVS na reacdo de reticulacdo, géis de AH
reticulados com DVS foram preparados de acordo com o item 3.1.2 usando as razdes massicas
AH/DVS 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 e 1:5, concentragdes de AH e NaCl padronizadas em 3% (g/100g) e
concentracio de NaOH de 0,1 mol.L™".

Os géis preparados neste item foram avaliados quanto a suas propriedades reoldgicas,
grau de reticulagao, teor de AH e de proteinas, razdo de intumescimento, perfil térmico, forca de

extrusao e caracterizacdo estrutural (infravermelho).
3.1.5.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DE NaOH

Para avaliar o efeito da concentracio de NaOH na mistura reacional, géis de AH
reticulados com DVS foram preparados de acordo com o item 3.1.2 usando concentragdes de
NaOH de 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 e 1 mol.L’l, concentracoes de AH e NaCl padronizadas em 3%
(g/100g) e razdao méssica AH/DVS 1:1.

As misturas reacionais foram avaliadas quanto a viscosidade, pH e massa molar média do
AH. As medidas de viscosidade foram realizadas a 23 + 0,5°C em Equipamento SV-10-AND
Vibro Viscosimeter (0,3 ~ 10.000 mPas) (Malvern Instruments Itd.) e as medidas de massa
molar média foram realizadas por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC) em sistema
cromatografico da Shimadzu (item 3.1.6.4). O pH foi medido em equipamento DM-32 Digimed
usando eletrodo combinado de pH DME-CV1.

Os géis preparados neste item foram avaliados quanto as suas propriedades reoldgicas.
3.1.5.3. EFEITO DA RAZAO MASSICA GEL/ FLUIDO

Embora o aumento da porcentagem de fluido facilite a injecdo do produto, este aumento
pode ocasionar alteracdo das propriedades reoldgicas e, consequentemente a diminuicdo da
eficacia e do tempo de residéncia do produto no sitio de aplicagdo ja que o AH presente no fluido

ndo € reticulado.
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Para avaliar o efeito da razdo massica gel/fluido nas propriedades estruturais e reolégicas
do produto final, foram preparadas misturas com propor¢des gel/fluido de 80:20, 75:25, 70:30 e
60:40 em massa. Os géis utilizados nas misturas foram preparados conforme o item 3.1.2 usando
concentracio de NaOH de 0,1 mol.L", concentracdes de AH e NaCl padronizadas em 3%
(g/100g) e razdo mdssica AH/DVS 1:1. O fluido foi preparado conforme item 3.1.4 e a
concentracdo de AH foi padronizada em 1-1,25 g/100g. As misturas foram realizadas em agitador

reciproco a 200 rpm por 24 horas.

As misturas gel/fluido foram avaliadas quanto a suas propriedades reoldgicas e forca de

extrusao.

Foi também avaliada a estabilidade reoldgica da mistura gel/fluido 75:25 em geladeira

com 60 e 120 dias.
3.1.5.4. EFEITO DO DIAMETRO MEDIO DAS PARTICULAS

Para avaliar o efeito do diametro médio das particulas nas propriedades reolégicas dos
géis de AH reticulados com DVS, foram preparados géis com tamanhos de particulas nas

seguintes faixas de diametro médio: <25, 25-50, 75-100 e >100 pm.

Os géis utilizados neste item foram preparados conforme o item 3.1.2 usando
concentracdo de NaOH de 0,1 mol.L'l, concentracoes de AH e NaCl padronizadas em 3%

(g/100g) e razdao méssica AH/DVS 1:1.

O tempo de desintegracdo dos géis em Ultra-Turrax a 24.000 rpm foi definido com base

no tamanho de particula desejado.
Os géis preparados neste item foram avaliados quanto a suas propriedades reoldgicas.
3.1.5.5. EFEITO DA ESTERILIZACAO

Como os processos de esterilizacdo normalmente utilizados degradam a cadeia polimérica

de AH com conseqiiente dimui¢do de massa molar média, o efeito do processo de esterilizacdo
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utilizando autoclave a 126°C (1,5 kgf/cmz) foi investigado no AH produzido por fermentagcdo

bacteriana, nos géis de AH reticulados com DVS e nas mistura gel/fluido.

3.1.5.5.1. EFEITO DA ESTERILIZACAO NO AH SECO (MATERIA-
PRIMA)

Amostras de AH seco foram esterilizadas em Autoclave Vertical Phoenix a 126°C (1,5
kgf/cmz) por 0, 2,5, 5, 10 e 15 minutos. A secagem do AH foi realizada em dessecador sob vicuo

a 25°C por 48 horas.

O efeito da esterilizacdo nas propriedades estruturais do biopolimero foi avaliado através
da determinagcdo da massa molar média por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (item
3.1.6.4). As massas molares médias foram calculadas a partir dos tempos de retencdo através de

curva de calibragao determinada com AH de diferentes massas molares médias.
3.1.5.5.2. EFEITO DA ESTERILIZACAO EM SOLUCOES DE AH

Para verificar o efeito da esterilizacdo em solugdes aquosas, solucdes de AH com
concentracdes de 1 e 7% (massa/volume) foram esterilizadas em autoclave a 126°C (1,5 kgf/cmz)

por 0, 15, 30 e 60 minutos.

As massas molares médias foram calculadas a partir dos tempos de retencao obtidos por

Cromatografia de Exclusdo por Tamanho.

3.1.5.5.3. EFEITO DA ESTERILIZACAO NOS GEIS DE AH
RETICULADOS COM DVS E NAS MISTURAS GEL/FLUIDO

Os géis de AH reticulados com DVS e as misturas gel/fluido foram esterilizados em

Autoclave Vertical Phoenix a 126°C (aproximadamente 1,5 kgf/cm?) por 2,5 minutos.

O efeito da esterilizacdo nas propriedades estruturais dos géis e das misturas foi avaliado

através da determinacdo de suas propriedades reoldgicas (item 3.1.6.1).

A eficdcia do processo de esterilizacdo foi avaliada por testes de plaqueamento para
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contagem de bactérias (mesofilos totais) e de bolores e leveduras (item 3.1.6.11).

3.1.5.6. EFEITO DA PUREZA DA MATERIA-PRIMA NAS PROPRIEDADES
ESTRUTURAIS DOS GEIS

Para verificar o efeito da pureza do AH nas propriedades estruturais e reoldgicas dos géis
de AH reticulados com DVS, foi também preparado um gel (Gel Controle) a partir de hialuronato
de sodio (Hylumed, Genzyme Corporation Cambridge, Massachusetts, USA) de massa molar

média em torno de 10° Da.

O Gel Controle foi preparado conforme o item 3.1.2 usando concentragdo de NaOH de
0,2 mol.L", concentragdes de AH e NaCl padronizadas em 3% (g/100g) e razdao madssica

AH/DVS 1:1.

Através do Gel Controle também foi possivel avaliar qualitativamente o efeito da massa
molar média nas propriedades reoldgicas dos géis usando o produto comercial Synvisc® como

referéncia.
3.1.6. CARACTERIZACAO DE GEIS RETICULADOS DE AH
3.1.6.1. ANALISE REOLOGICA

Os testes reoldgicos foram realizados em redmetro Haake, modelo RheoStress 1 (Haake
Inc., Alemanha). Foram caracterizadas as propriedades do fluido em regime permanente e em
regime oscilatério, empregando-se geometria de placas paralelas de 20 mm. O sistema foi
termostatizado a 25°C por um banho circulatério modelo Thermo Haake DC-30, com uma
variacdo de temperatura de 0,1°C. As medidas oscilatérias foram conduzidas na regidao
viscoeldstica linear, com uma tensao de oscilacdo de 1,188 Pa, em uma faixa de freqii€ncia de 0,1
a 10 Hz. As medidas em regime permanente foram efetuadas com taxas de cisalhamento entre 0,1
a 50 s'. Os médulos de armazenamento (G’) e de perda (G") e a viscosidade complexa (n*)
foram obtidos em fun¢do da freqiiéncia na regido viscoeldstica. A tangente do angulo de fase (0)
foi calculada como a razao entre o médulo de perda (G”) e o médulo de estocagem (G’) (tan & =

G”/G).
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3.1.6.2. DIAMETRO MEDIO DE PARTICULAS

Os diametros médios das particulas foram determinados por espalhamento dindmico de
luz (Dynamic light scattering, DLS), utilizando equipamento “Light Scattering Particle Size
Distribuition Analyser” da marca Horiba, modelo LA-900. As leituras foram realizadas em

triplicata usando dgua Milli-Q® como dispersante.
3.1.6.3. CONCENTRACAO DE AH

A concentracdo de AH foi determinada pelo método do Carbazol Modificado de acordo
com Bitter ¢ Muir (1962). As leituras de absorbincia foram realizadas a 530 nm em
Espectrofotometro Hitachi U 2001 e a concentracdo de AH foi determinada através de uma curva
de calibracdo (ANEXO A) previamente construida com hialuronato de s6dio NaH (Hylumed,

Genzyme Corporation Cambridge, Massachusetts, USA).
3.1.6.4. MASSA MOLAR MEDIA DE AH

As massas molares médias foram analisadas nas matérias-primas por Cromatografia de
Exclus@o por Tamanho em sistema cromatografico da Shimadzu (bombas Shimadzu LC-10 AS,
injetor manual Shimadzu 2D, detector de indice de refracdo Shimadzu RID-6A e integrador
Shimadzu), usando pré-coluna Polysep-GFC-P (35 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance, California,
USA), coluna de filtragdao em gel Polysep-GFC-P6000 (300 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance,
California, USA); e nitrato de sédio (0,1 mol.L'l) a uma vazdo de 1 mL.minuto” como fase
movel isocritica. As massas molares médias foram determinadas através de curva de calibragcdo
com padrdes de AH (Hyalose, Oklahoma, USA) com as seguintes massas molares: 50, 150, 250,
500 e 1000 KDa.

A curva de calibragdo (ANEXO B) foi obtida com a linearizac@o da curva exponencial e
as massas molares médias foram determinadas com base no tempo de retencdo das amostras

injetadas.
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3.1.6.5. CONCENTRACAO DE PROTEINAS

O contetddo de proteina solivel foi determinado segundo método descrito por Bradford
(1976). As leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm em Espectrofotometro Hitachi U
2001 e a concentracao de proteinas foi determinada através de uma curva de calibragdo (ANEXO

C) previamente construida com albumina de soro bovino 98% (BSA) da marca Sigma.

O conteido de proteinas totais foi determinado segundo método descrito por Lowry
(1951) utilizando SERVA Lowry Assay Kit. As leituras de absorbancia foram realizadas a 660 nm
em Espectrofotdometro Hitachi U 2001 e a concentracdo de proteinas foi determinada através de
uma curva de calibragdo (ANEXO D) previamente construida com albumina de soro bovino

(BSA).
3.1.6.6. RAZAO DE INTUMESCIMENTO

Ap6s a sintese, os géis foram imersos em solugdo salina e em solu¢do tampao de fosfato
salino (PBS); e deixados intumescer até o equilibrio, a 25,0°C por 72 horas. Os géis foram entao
pesados para a obtencdo da massa de gel intumescido (m;). A massa de gel seco (mg) foi
determinada apds secagem dos géis a vacuo (I mmHg) a 25°C por 72 horas de acordo com Shu e
colaboradores (2004). A razdo de intumescimento do polimero (RlIsg) e a razdo de
intumescimento do gel (Q) foram calculadas de acordo com as Equacoes (3) e (4),

respectivamente:

Razdo de Intumescimento do Polimero (RI 4p;) = (m; - my)

msg
Equacgao (3)
Razdo de Intumescimento do Gel (Q) = mi/ ms

Equacgao (4)

Onde may (em g) é a massa de AH no gel final colocada em cada reacdo (Zawko et al,

2009). O conteudo total de dgua no equilibrio (Wy) foi calculado de acordo com a Equacdo (5).

Contetido de Agua Total no Equilibrio (%) =fmi - ms)} X100
m;

Equacgdo (5)
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Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
3.1.6.7. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A caracterizacdo estrutural da molécula foi realizada nas amostras liofilizadas através de
andlises de infravermelho. As andlises foram realizadas pela Empresa Cristdlia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda., em Espectrofotometro de Infravermelho Shimadzu IR Prestigie-

21.

Foram analisados o AH utilizado como matéria-prima, o gel de AH preparado com razio
méssica AH/DVS 1:1 ([AH]=3% (g/100g), [NaCl]=3% (g/100g), [NaOH]=0,1 mol.L'") e o
produto comercial Synvisc® (Hylan G-F 20) (Genzime Corporation). A liofilizacdo das amostras

foi realizada por 72 horas em liofilizador Liobras L101.
3.1.6.8. FORCA DE EXTRUSAO

As medidas de for¢a de extrusdo foram realizadas pelo Departamento de Plasticos
(DEPLAS) do Colégio Técnico da UNICAMP (COTUCA) em equipamento EMIC DL-3000
usando uma célula de 10 kg. As seringas foram acopladas ao equipamento através do suporte

apresentado na Figura 3.2.

Figura 3.2. Suporte para acoplamento das seringas usadas nas andlises de forca de extrusao.

Para as medidas de for¢a de extrusdo, foram utilizadas seringas hipodérmicas de 1 mL da

marca BD Plastipak® Luer Slip equipadas com agulhas BD Precision Glide® 30GY2 (0,30 x 13).

O émbolo foi empurrado em uma velocidade constante de 50 mm.min” e a forca do platd

foi calculada e reportada em Newtons.
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3.1.6.9. GRAU DE MODIFICACAO

O grau de modificacdo estequiométrico dos géis de AH foi calculado através da
estequiometria da rea¢do onde cada unidade repetida de dissacarideo do acido hialurénico requer

duas moléculas do agente reticulante (Figura 3.3).

HOOC HOH,C an

O Ho o + N6l
HO o 0— /o
OH NH
AO n /

1 mol 2 moles

Figura 3.3. Estequiometria da reagdo de reticulagdo de AH com DVS.

O grau de modificacdo real foi obtido por Espectrometria de Emissdao por Plasma
Induzido (ICP) através da andlise de enxofre nas dguas de lavagem. As andlises de
Espectrometria de Emissdo por Plasma Induzido foram realizadas pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da UNICAMP em Equipamento Perkin-Elmer 3100XL Inductively Coupled

Plasma - Optical Emission Spectrometer através de curva de calibracgao.
3.1.6.10. PERFIL TERMICO

As andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC - Differential Scanning

Calorimetry) foram realizadas em equipamento DSC 2920 modulated da TA Instruments.

Os perfis térmicos foram realizados nos géis secos em dessecador com silica gel a vacuo,
a 25°C por 72 horas, sob as seguintes condi¢des experimentais: atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazdo de 50 mL.min™'; razdo de aquecimento de 10°C.min"', aquecimento da temperatura
ambiente até 300 °C; capsula de aluminio fechada hermeticamente e massa de amostra em torno

de 10 mg.

A célula do DSC foi calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura utilizando padrao
de indio metélico (T = 156,6 °C) com pureza de 99,99%. Para a quantidade de calor

empregou-se 0 AHg,g5, do indio metdlico (28,7 J .g'l).
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A andlise calorimétrica exploratéria diferencial também foi empregada para avaliar o

estado da dgua presente nos géis intumescidos.

Amostras de géis intumescidos selados em cadinho de Al foram resfriadas a -30°C e entdo
aquecidas até 30°C a uma taxa de aquecimento de 5°C.min"' e atmosfera dinimica de nitrogénio
com vazdo de 60 mL.min™".

A endoterma associada com a perda de dgua foi obtida através das dreas dos picos
normalizadas com as massas de amostra, e comparada com o valor tedrico da dgua de acordo com
Collins e Birkinshaw (2007). A fracao de agua livre (Wf + Wy,) foi calculada como a razao entre
a area do pico endotérmico do gel intumescido (Qengo) € 0 calor de fusdo endotérmico para a dgua
pura (Qf = -334 J/g). A é4gua ligada foi calculada como a diferenca entre a dgua total e a dgua
livre.

Wi (%) =Wi-(Wp+Wep) =W (Qengo/ Q) x 100

Equacgao (6)

Onde W, é a quantidade de dgua ligada, W e Wy, sdo as quantidades de dgua livre e de
agua ligada por congelamento, respectivamente; e W, é o conteido de 4gua total no equilibrio

obtido pela Equacdo (5).
3.1.6.11. ANALISES MICROBIOLOGICAS
3.1.6.11.1. CONTAGEM DE BACTERIAS (MESOFILOS TOTAIS)

A contagem de bactérias ou dos mesdfilos totais foi realizada para verificar a eficicia do
processo de esterilizacdo dos géis de AH preparados neste trabalho. Para tanto, foram plaqueadas

as amostras de gel estéril e ndo estéril.

Para a contagem de bactérias foi utilizado o meio de cultura PCA (Plate Cout Agar)
(Oxoid) que € um meio de enriquecimento para contagem total de microrganismos em placas, ou
para manuten¢do de culturas de bactérias; e o plaqueamento em superficie utilizando o método de

diluicao seriada (Figura 3.4).
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9 mL de SOLUGAO DE
KC10,1%

AMOSTRA ANALISADA
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Figura 3.4. Procedimento para contagem de bactérias usando método da diluicdo seriada.

As dilui¢des seriadas foram realizadas em solugdo de KCI 0,1% (massa/volume) usando 1
g de gel de AH. Em cada quadrante da placa foram depositados 10 pL. de cada dilui¢ao (3 gotas).

A contagem foi realizada apds incubagdo das placas a 35°C por 24 horas.

Todos os materiais e reagentes usados para a realizacdo do experimento foram

esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

O nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) por mL foi calculado de acordo com
a Equacdo (7):
UFC.mL"= média do niimero de colonias x fator de diluicdo da amostra x 10°

Equacgdo (7)
3.1.6.11.2. CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS

A contagem de bolores e leveduras também foi realizada para verificar a eficacia do

processo de esterilizacdo dos géis de AH preparados neste trabalho.

Foram plaqueadas as amostras de gel estéril e nao estéril.
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Para contagem de bolores e leveduras foi utilizado o meio de cultura PDA (Porato
Dextrose Agar) (Oxoid) acidificado com 0,2 mL de 4cido tartdrico 10%; e o plaqueamento em

profundidade (“pour plate”), empregando-se o método de dilui¢io seriada da amostra.

As dilui¢des seriadas foram realizadas em solug¢do de KC1 0,1% usando 1 g de gel de AH.
Em cada placa foi depositado 1 mL de cada dilui¢do. A contagem foi realizada apds incubagdo

das placas a 25°C por 5-7 dias.

Todos os materiais e reagentes usados para a realizacdo do experimento foram

esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

O ndmero de unidades formadoras de colonia por mL foi calculado de acordo com a
Equacao (8).
UFC.mL"'= média do niimero de colonias x fator de diluicdo da amostra

Equacgao (8)

3.1.6.12. TESTE IN VITRO

Todos os testes in vitro foram realizados pelo Laboratério de Biomateriais em Ortopedia

da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Os testes adotados neste estudo sdo recomendados pela ISO 10993-5 1 1992 e NBR ISSO
10993 como padrao para avaliagdo da citotoxicidade de biomateriais de acordo com normas

internacionais vigentes.

Os testes in vitro foram realizados na mistura de gel de AH reticulado com DVS
(AH/DVS 1:1, [AH] e [NaCl] = 3 g/100g, [NaOH] = 0,1 mol.L'l) e fluido ([AH] =1 g/ 100g) na
proporcdo 75:25 que apresentou melhor desempenho nos testes reoldgicos, com mddulo elastico

(G’) préximo ao do fluido sinovial.
3.1.6.12.1. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Os testes de viabilidade celular foram realizados através do Método de incorporagdo do
vermelho neutro (ANEXO E) e do Método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazolium) (ANEXO F).
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Para o ensaio foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos
origindria de rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops). As células VERO foram
obtidas junto ao Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP. Esta linhagem celular foi adotada por ser

uma linhagem recomendada para testes de citotoxicidade e interagdes com biomateriais.

As leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de Microplacas (Microplate Reader

DNM 9602, Beijing Perlong New Technology Co, Ltd.) em comprimento de onda de 540 nm.
A andlise estatistica foi feita usando One Way Anova, com nivel de significancia de 0,05.

3.2. PREPARACAO DO CONJUGADO AH-DPPE (DIPALMITOIL FOSFATIDIL
ETANOLAMINA)

O fofosfolipidio 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DPPE) foi obtido da
empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA), e o reagente [-ethyl-3-[3-
dimethyl)aminopropyl] carbodiimide hydrochloride (EDAC) da Sigma-Aldrich (Saint-Quentin

Fallavier, Franca).

Os conjugados descritos nesse trabalho foram preparados a partir de 4cido hialurdénico
com as seguintes massas molares: 10* Da fornecido pela Empresa Lifecore Biomedical (Chaska,
MN, USA); AH 10° Da obtido através de fermentacdo bacteriana de acordo com protocolo
descrito por Pires (2009), com a cepa de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920
(American Type Culture Collection), pertencente ao grupo C de Lancefield (ATCC 39920); AH
10° Da fornecido pela Empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda. e produzido pela Empresa

Nikkol Group Companies (Tokyo, Japao).

Os reagentes usados neste trabalho sdo marca Synth exceto quando mencionado.
3.2.1. PREPARACAO DO CONJUGADO AH-DPPE

O conjugado AH-DPPE foi preparado através da reacdo descrita por Yerushalmi e

Margalit (1998) modificada.

AH (140 mg) foi dissolvido em 50 mL de dgua Milli-Q® e pré-ativado por incubagio sob
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agitacdo a 37°C por 2 horas com 60 mg de EDAC. O pH foi ajustado a 4,0 por titulagio com HCI
0,1 mol.L"'. Subsequentemente, uma suspensio aquosa de DPPE (3 mg) foi adicionada a solucdo
de AH e o pH foi novamente ajustado a 8,6 com uma solucdo de tampdo borato 0,05 mmol.L". A
mistura reacional foi mantida sob incubag@o a 37°C por mais 24 horas. A solu¢do contendo o
conjugado AH-DPPE foi entdo purificada por ultra-filtracdio em membranas de 10.000 e 100.000
(MWCO 10.000 e 100.000 Da) (Amicon Ultrafiltration, Millipore Corporate, Saint Quentin em
Yvelines, Franga), conforme a massa molar do AH utilizado na reagdo. Apds separacdo, o
conjugado AH-DPPE foi completamente retido na membrana, enquanto que o EDAC, o
fosfolipidio que ndo reagiu e os outros subprodutos da reacdo foram eliminados no filtrado. O

conjugado foi liofilizado (Liobras L101) por 72 horas.
3.2.2. CARACTERIZACAO DO CONJUGADO AH-DPPE

A pureza do conjugado foi verificada por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) em
silica utilizando uma mistura CHCl;:MeOH:H,O (65:25:2) como fase mével e vapor de iodo

como revelador.

A concentracdo de fosfolipidio presente no produto foi determinada através de ensaio
fosfato segundo protocolo descrito por Chen e colaboradores (1956). As leituras de absorbancia
foram realizadas a 830 nm em Espectrofotometro Hitachi U 2001 e a concentracio de fosfato foi
determinada através de uma curva de calibragdo (ANEXO G) previamente construida com

fosfato de sddio dibdsico heptahidratado (Na,HPO,4.7 H,0O) (Ecibra).

A concentracdo de AH foi determinada pelo método do Carbazol Modificado de acordo

com Bitter e Muir (1962) (item 3.1.6.3).

A caracterizagdo estrutural do conjugado AH-DPPE foi realizada por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (IH RMN) pela Central Analitica do Instituto de
Quimica da UNICAMP em Espectrometro de RMN Bruker 250 MHz usando D,O como

solvente.
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3.2.3. PREPARACAO DE LIPOSSOMAS

Lipossomas compostos de fosfatidilcolina de ovo (Lipoid E-80) e DPPE foram preparados
pelo método de Banghan por hidratacdo do filme lipidico (New, 1990). Para preparagdo do filme
seco, os lipidios foram solubilizados em uma mistura CHCI3;/MeOH 9:1 e e o solvente foi entdo
evaporado sob védcuo. A concentracio total de lipidios utilizada foi de 7,5 mmol.L"' e as razdes
molares foram de 80% do Lipoid E-80 para 20% de DPPE. Para preparacdo do lipossoma
convencional, o filme lipidico foi hidratado a temperatura ambiente com uma solu¢do de NaCl
0,15 mol.L"". Para preparar os lipossomas contendo o conjugado AH-DPPE, os filmes lipidicos
foram hidratados com NaCl 0,15 mol.L! contendo 5%, 10% e 15% da concentracdo do lipidio
DPPE em massa. Os lipossomas foram entdo extrudados por 10 vezes em extrusora (Extrusora
em Aco Inox, Lipex Biomembranes Inc., modelo TOO1) com duas membranas de policarbonato
de 100 nm sobrepostas a 15 atm de pressdo. Durante o processo de extrusdo, a formulagdo foi
mantida a 60°C uma vez que a temperatura de transi¢do vitrea do DPPE € 63°C. Os lipossomas
foram avaliados quanto tamanho, polidispersidade e potencial zeta em equipamento ZetaSizer

Nano ZS da marca Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido.
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RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1. PREPARACAO DE GEIS RETICULADOS DE AH
4.1.1. PURIFICACAO DO ACIDO HIALURONICO

A pureza do AH usado como matéria-prima € um parametro que deve ser controlado para

obtencdo de géis com caracteristicas especificas para as aplica¢des requeridas.

Inicialmente, o AH bacteriano produzido no LDPB foi purificado apenas por multiplas

precipitacdes com solventes (etanol) gerando valores de pureza em torno de 30%.

Para a aplicacdo pretendida foi necessario estudar novos procedimentos de purificacao,
pois a pureza do AH usado para preparacao dos géis é um fator que influencia diretamente a
reacdo de reticulacio com DVS ja que proteinas e outras moléculas também podem ser

reticuladas com este reagente.

Sendo assim, foram investigadas as etapas do procedimento de purificacdo descrito por
Won e Seo (2008) (Figura 4.1(a)). A eficicia deste procedimento foi avaliada através da
determinagdo da pureza do AH seco pelo método do Carbazol Modificado (Bitter & Muir, 1962)

e dos teores de proteina através do método de Bradford (1976).
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[ Meio de fermentagao J { Meio de fermentagéao J
I \
[ Retirada das Células com terra diatomacea ] { Retirada das Células Por Centrifugagéo por 10’ a 10.000 rpm ]
I T
[ Ultrafiltracdo em membrana de 30.000 Da } { Precipitagdes com etanol (3) }
I ! .
( Adsorcdo com carvdo e y-alumina | (__ Adsorgdo com carvéo e y-alumina )
\

[ FiltracAo a vacuo em membrana | [ Centrifugagdo por 10’ a 10.000 rpm }
I

( Precipitacéo?om etanol (1) ] (

[ Secagem a vacuo em dessecador |

Precipitacdo com etanol }
\

[ Secagem a vacuo em dessecador |

[ AH ~70% de pureza } { AH ~70% de pureza }

(a) (b)

Figura 4.1. Protocolos de purificagio do AH. (a) Protocolo descrito por Won & Seo (2008). (b) Protocolo usado
neste trabalho.

O AH obtido pelo procedimento descrito por Won e Seo (2008), descrito no item 3.1.1,
apresentou um valor de pureza de 70% (g/100g) e de 0,4% (g/100g) de proteinas. A Figura 4.2

apresenta o meio fermentado obtido em cada etapa do procedimento de purificagdo.

Meio livre Filtrados da | Solugdio retida na | Apos adsorcio em
de células ultrafiltracio g ultrafiltragio carvao/alumina

i
=
5

CERE

$

T

!

Figura 4.2. Meio fermentado apds etapas de purificagdo segundo Won e Seo (2008).

Embora os resultados de pureza e teores de proteinas obtidos por este procedimento sejam

aceitdveis, algumas alteracOes foram realizadas visando a aplicacdo pretendida, posterior

escalonamento do processo e maior produtividade.
A etapa de retirada das células do meio fermentado através da adicdo de terra diatomécea

foi substituida por centrifugacdo a 12.745 g para evitar a adi¢cdo de produtos quimicos que
possam afetar a reacdo de reticulagdo.
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Devido a lentidao da etapa de ultrafiltragdo e o alto custo das membranas, esta etapa foi

substituida por trés precipitagdes com etanol.

O AH obtido pelo procedimento modificado apresentou valores de pureza entre 68% e
72% (g/100g) e teores de proteinas entre 0,4% e 2,4% (g/100g). A Figura 4.3 apresenta imagens
de solucdes de AH (3% m/m) preparadas com AH de 30% e 70% (g/100g) de pureza.

Figura 4.3. Solugdes 3% (g/100g) preparadas a partir de AH com 30% e 70% (g/100g) de pureza.

Baseado nos resultados obtidos foi estabelecido o procedimento para purificagdo do AH
utilizado para preparagao dos géis reticulados com divinilsulfona apresentados neste trabalho. O

fluxograma apresentado na Figura 4.1 (b) detalha as etapas deste procedimento.
4.1.2. RETICULACAO COM DIVINILSULFONA

De acordo com Balazs e Leschchiner (1986), divinilsulfona (DVS) reage prontamente
com AH em solugdo alcalina aquosa a 25°C fornecendo um gel de AH reticulado. A razdo de
intumescimento e as propriedades reol6gicas dependem do grau de reticulacdo do gel. E este, por
sua vez, pode ser controlado por vdrios fatores incluindo massa molar do AH, sua concentracao
na mistura reacional, a concentracao de dlcali, a razdo polimero/ DVS e a adi¢do e concentragcdo

de sais neutros. (Balazs & Leschchiner, 1986).

As diferentes propriedades reoldgicas e estruturais dos géis obtidos possibilitam
aplicacoes especificas destes nas dreas médica e cosmética. Sendo assim, visando uma posterior
aplicacdo do gel preparado neste trabalho como viscossuplemento para o tratamento de pacientes
com doencas degenerativas das articulagdes; os seguintes parametros da reacdo de reticulacdo

foram avaliados: razdo massica AH/DVS e concentracdo de NaOH na mistura reacional.
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Além desses parametros, foram verificados os efeitos do didmetro médio das particulas,
da razdo massica gel/ fluido, da pureza do AH e da esterilizacdo nas propriedades estruturais e

reoldgicas dos géis.

Foi também avaliada a estabilidade reoldgica da mistura gel/fluido em geladeira com 60 e

120 dias.
4.1.2.1. CARACTERIZA(;AO ESTRUTURAL

A caracterizagdo estrutural dos géis preparados neste trabalho foi realizada por
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) através da comparacao
entre os espectros dos géis com os espectros do AH nido reticulado e do produto comercial

Synvisc® (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Espectros de Infravermelho: (a) Gel de AH reticulado com DVS preparado neste estudo ([AH] e
[NaCl]=3%, AH/DVS 1:1, [NaOH]=0,1 mol.L'l), (b) Acido hialurdnico bacteriano, (c) Synvisc® - Transmitancia

p -1
versos nimero de onda (cm™).

As bandas de absorc¢do do 4cido hialurdénico obtidas por espectroscopia no infravermelho

foram caracterizadas de acordo com Haxaire e colaboradores (2002):

-1 < . ~ . . . . .
= 600 cm (strong): corresponde as vibracdes rotacionais das moléculas de dgua residual;
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= 950-1200 cm™ (strong): correspondem s vibragdes de estiramento (vC-OH) dos alcodis; e 0 ombro em

1160 cm™ é atribuido ao vC-O-C antissimétrico dos grupos glicosidicos;

= 1400 cm™: corresponde ao v’ COO™ simétrico no grupo carboxilato simétrico COO™ ou corresponde ao

vC-O" no mesmo grupo que mostra assimetria, permitindo assim, distinguir entre C=0 e C-O’;

= 1500-1700 cm™ (strong): correspondem & superposicio entre as bandas amida I e II e as varias bandas

dos grupos carbonila e carboxila (vC=0);
= 2900 cm™: corresponde ao estiramento C-H;

= 2500-3600 cm™ (broad, strong): atribuidas as bandas de estiramento dos grupos WN-H... / vO-H...

pertencentes aos grupos N-H e O-H envolvidos nas ligagdes de hidrogénio. O ombro em 3100 cm™ é

caracteristico de uma ressonancia de Fermi de vN-H... com um overtone da banda da amida II.

Quando comparado ao espectro de infravermelho do 4cido hialuroénico nativo (Figura
4.4(b)) observa-se que a amostra de gel reticulada com DVS apresenta bandas de absor¢do na
regido de 1280-1380 cm'l, Estas bandas podem ser atribuidas ao estiramento simétrico e
assimétrico do grupo SO, da divinilsulfona (vSO, 1300-1350 e 1120-1160 cm'l) e/ou ao
estiramento -CH=C- do grupo vinil (v-CH=C- 1290-1300 cm™).

Nao foi possivel avaliar com clareza a presenga de grupos pendentes ou de DVS “livre”,
pois ndo foi possivel identificar as bandas referentes ao grupo vinil do agente reticulante: -CH=C-
(1290-1300 cm™), -C=CH, (1410-1420 cm™), trans (-CH=CH-) (960-970 cm™) e cis (-CH=CH-)
(690 cm™). Estas bandas apresentaram-se encobertas pelas bandas do AH e possivelmente pela

banda da sulfona (Silverstein & Bassler, 1963).

Também ndo foi possivel identificar a banda de absor¢do da ligacdo éter formada na
reacdo de reticulacdo, referente ao estiramento assimétrico do C-O-C (1250-1060 cm'l), devido a
presenca das bandas entre 950-1200 cm™ do AH (vC-OH dos alcodis e vC-O-C antissimétrico dos

grupos glicosidicos).

A comparacdo entre os espectros de infravermelho do gel preparado neste estudo e do gel
comercial Synvisc® ndo apresentaram diferencas significativas indicando se tratar do mesmo

produto. Nos dois géis é possivel identificar a banda de absor¢do referente ao estiramento vSO,
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simétrico e assimétrico e/ou ao -CH=C- do grupo vinil entre 1280 e 1380 cm™.
4.1.3. DESINTEGRACAO DOS GEIS

Visando verificar o melhor procedimento para desintegracdo dos géis obtidos, foram

avaliados os seguintes procedimentos:

= Passagem por seringa (1 vez utilizando uma seringa equipada com uma agulha de 22 Gauge e em seguida

2 vezes utilizando uma agulha de 26 Gauge);
= Agitag@o a 1.000 rpm por 1 hora em agitador mecanico com impelidor de fluxo radial;

= Passagem por extrusora sem membrana (Extrusora em Ag¢o Inox, Lipex Biomembranes Inc., modelo

TOO01);

= Agitag@o a 10.000 rpm em Ultra-Turrax IKA T-25 por 50 minutos.

A Figura 4.5 apresenta as curvas de distribuicdo de tamanhos de particulas do gel
reticulado de AH (AH/DVS 1:1, [NaOH]=0,2 mol.L") apés desintegracdo pelos métodos

descritos acima:

—Seringa
—a— Agitacao 1000 rpm
—a— Extrusora

—=— Agitacdo 10000 rpm

Frequéncia (%)

0,076 0,296 1,15 4,472 17,37 67,52 262,3 10195
Diametro Médio (um)

Figura 4.5. Curvas de distribui¢do de tamanhos de particulas (em volume) do gel reticulado de AH obtidas por

diferentes métodos de desintegracdo do gel.

As curvas de distribui¢do de tamanhos de particulas obtidas apds passagem por seringa;
apos agitacdo mecanica por 1 hora a 1.000 rpm e apds passagem por extrusora sem membrana,

mostraram a existéncia de particulas maiores que a faixa de operagdao do equipamento (0,05-1000
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um), nao sendo possivel a determinacdo de um valor de didmetro médio confidvel.

Qualitativamente os didmetros médios obtidos foram maiores que 200 pm.

O didmetro médio obtido apds agitacdo a 10.000 rpm por 50 minutos foi de 77,2 + 0,9

pm.

Visando diminuir o tempo de agitacdo, o gel reticulado de AH (AH/DVS 2:1,
[NaOH]=0,2 mol.L") foi agitado em Ultra-turrax a 24.000 rpm. A Figura 4.6 apresenta os
tamanhos de particulas obtidos em funcdo do tempo de agitacdo nesta rotagdo para o gel

preparado nas condi¢des descritas acima:

220 -
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Diametro Médio (um)
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Tempo de Agitacao (Minutos)

Figura 4.6. Didmetros médios de particulas (em volume) do gel reticulado de AH (AH/DVS 2:1, [NaOH]=0,2

mol.L™") em fungdo do tempo de agitacdo em turrax a 24.000 rpm. Médias referentes a 3 leituras.

Com 5 minutos de agitagao ndo foi possivel determinar um diametro médio confidvel,
pois a curva de distribui¢ao de tamanhos de particulas obtida mostrou a existéncia de particulas
maiores que a faixa de operacao do equipamento (0,05-1000 pm). Qualitativamente os didmetros

médios obtidos foram maiores que 200 pm.
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Com 15 minutos de agitacdo a 24.000 rpm, foi possivel atingir a faixa de diametros de
particulas requerida para a aplicacdo desejada (50-125 pm) para o gel preparado com razao

madssica AH/DVS 2:1 e concentracdo de NaOH de 0,2 mol.L.

Ja para o gel com maior grau de reticulagao, preparado com razao massica AH/DVS 1:1 e

concentracdo de NaOH 0,1 mol.L", é necessdrio um tempo de agitacdo em torno de 40-50

minutos a 24.000 rpm para atingir a mesma faixa de diametro de particula.

Sendo assim, através deste estudo ficou estabelecido um protocolo para a desintegracao
dos géis que permita a obtencdo de didmetros médios de particulas dentro da faixa requerida e

com baixa polidispersidade, através de um procedimento rapido, simples e escalonavel.
4.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS DA REACAO DE RETICULACAO
4.2.1. EFEITO DA RAZAO MASSICA AH/ DVS

Neste item, s@o apresentados os principais resultados referentes ao efeito da razao massica
AH/DVS nas propriedades reoldgicas dos géis. A avaliacdo das propriedades reoldgicas foi
realizada nos géis de AH reticulados com DVS nas seguintes razdes massicas AH/DVS: 1:5, 1:1,

2:1,3:1 e 5:1, de acordo com item 3.1.6.1.

A razao AH/DVS na mistura reacional € um parametro que pode ser convenientemente
usado para controlar a razdo de intumescimento € o grau de reticulagdo do gel de AH. Um
aumento na razdo AH/DVS resulta em um gel “soft” altamente intumescido (razdo de
intumescimento de aproximadamente 4000), entretanto, géis duros e menos intumescidos, sdo
obtidos quando esta razdo é diminuida. Em geral, a razdo AH/DVS pode ser de 15:1 até 1:5

(Balazs & Leshchiner, 1986).

As imagens dos géis de AH reticulados com as razdes massicas AH/DVS estudadas estdo

apresentadas na Figura 4.7.

70



CAPITULO 4

AHDYVS 5:1

(a) (b)
Figura 4.7. Géis de AH reticulados com diferentes razées massicas AH/DVS. (a) AH/DVS 1:1, 2:1, 3:1 e 5:1. (b)
AH/DVS 1:5.

A diminui¢do da razdo méssica AH/DVS forneceu géis mais duros e com maior opacidade

devido ao menor grau de intumescimento causado pelo aumento do grau de reticulagdo.

As propriedades fisico-quimicas dos géis de AH com diferentes razdes massicas AH/DVS

preparados neste item estdo mostradas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Propriedades fisico-quimicas dos géis de AH reticulados com diferentes razdes massicas AH/DVS

([AH] e [NaCl] = 3g/100g e [NaOH]= 0,1 mol.L’l).

Razdo Massica AH/DVS 1:5 1:1 2:1 3:1 5:1
Razdo Molar AH/DVS* 0,06 0,32 0,64 0,96 1,60
Aspecto quebradico | gelatinoso gelatinoso gelatinoso gelatinoso
Coloragao branca amarelada | transparente | transparente transparente
opaco translicida
Grau de Reticulagdo 772,0 154,5 71,3 51,5 30,9
Tedrico (%)*
Grau de Reticulagdo 421 90 39 26 14
Real (%)**
Diametro Médio 59+2 83,5+£0,6 88 +1 88 +£2 85+1
de Particula (um)

* Valores calculados a partir da massa molar do dissacaridio de AH (MM=365 g.mol™).

** Valores obtidos indiretamente por ICP através dos teores de enxofre nas dguas de lavagem.
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Nesta etapa, os tamanhos médios das particulas dos géis foram padronizados no intervalo

entre 75 e 100 pm, de acordo com Leshchiner e colaboradores (2007).

Esta faixa de didmetro médio de particulas foi selecionada, pois géis de AH reticulados
aplicados como viscossuplementos devem possuir tamanhos de particulas suficientemente
pequenos para serem injetados facilmente através de agulhas de didmetro apropriado. Visando a
reducdo de efeitos colaterais indesejdveis, tais como dor, hematoma, hemorragia e edema,
agulhas de pequeno calibre (27 Gauge e 30 Gauge) sao normalmente empregadas. Sendo assim,
as particulas de gel devem ser adequadamente dimensionadas para serem capazes de passar

através dessas finas agulhas com uma forca de extrusao aceitdvel (Kablik, 2008).

Nao foi possivel padronizar o tamanho médio das particulas do gel de AH/DVS reticulado
com razdo massica 1:5 devido a sua consisténcia “quebradi¢ca”. A consisténcia quebradica do gel
preparado nestas condi¢des pode ser atribuida a baixa densidade de intumescimento decorrente

do alto grau de modificacao deste gel.
4.2.1.1. CONCENTRACAO DE AH

A concentragdo de AH é um dos principais parametros que influencia o tempo de

residéncia e a efetividade dos géis usados como viscossuplementos.

A concentragdo total de AH destes produtos consiste do AH presente na fase gel
(insoldvel) e na fase fluida (soldvel). Muitos fabricantes utilizam uma fase fluida para facilitar a
aplicagdo do produto. A fase fluida solivel consiste de AH ndo reticulado e, portanto, é
facilmente metabolizada e ndo contribui para a efetividade e a duragdo do produto no sitio de
aplicacdo. Somente o AH reticulado, gel, resiste a degradacdo enzimdtica e por radicais,

contribuindo na efetividade do produto.

Os teores totais de AH nos géis reticulados com DVS foram determinados através do
método espectrofotométrico do Carbazol modificado e os resultados obtidos estdo descritos na

Tabela 4.2.
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A concentragdo tedrica de AH foi calculada através da massa de AH colocada em cada
reacdo de reticulacdo:

[AH]teérica =massaag (mg)/ massQgel intumescido (g)

Equacgao (9)

Tabela 4.2. Teores de AH encontrados nos géis reticulados com diferentes razdes massicas AH/DVS ([AH] e

[NaCl]= 3g/100g, [NaOH]=0,1 mol.L™").

Razdo Concentracdo total de AH Concentracdo téorica de AH
AH/DVS (mg AH/g gel) (mg AH/g gel)
1:5 25+4 60,9
1:1 14+2 18,8
2:1 7,7+0,6 12,4
3:1 52+04 9,3
5:1 3,0+0,1 7,0

Baseado nas diferencas entre os resultados de AH obtidos pelo método do Carbazol e os
resultados tedricos, foram analisados os teores de AH também nas dguas de lavagem (Tabela 4.3)

para o fechamento do balango massico.

Tabela 4.3. Balango massico da reacdo de reticulagdo com diferentes razées massicas AH/DVS ([AH] e [NaCl]=

3g/100g, [NaOH]=0,1 mol.L™").

Razdo M AH adicionado MAY do gel IMAY das dguas de lavagem MAH recuperado”™ Recuperacado

AH/DVS o rescio () (mg) (mg) (mg) de AH (%)
1:5 94,1 42,1855 33,0040 75,1895 80
1:1 310,4 236,1956 4,9143 241,1099 78
2:1 163,9 100,8018 21,0454 121,8472 74
3:1 162,0 90,4394 22,6112 113,0506 70
5:1 164,2 70,6338 31,2610 101,8948 62

* IMNAH recuperado = MMAH do gel + MAH das dguas de lavagem

Embora o valor de recuperacdo da amostra preparada com a razdo AH/DVS 1:5 tenha sido
maior (80%) que as demais, observou-se que grande parte do AH ficou nas dguas de lavagem. As
aguas de lavagem provenientes deste gel apresentaram coloracdo esbranquicada e particulas em

suspensao justificando a presenca da grande quantidade de AH encontrada.
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Os rendimentos das reacdes de reticulagdo (Tabela 4.4) foram calculados a partir das
massas de AH provenientes dos resultados das andlises de Carbazol nas amostras de géis,

segundo a Equacdo (10).

Rendimento da mAH gel
Reacdo de Reticulagio = x 100
(%) m AH adicionado na reacdo

Equacdo (10)

Onde mAH gel € a massa de AH (mg) obtida pelo método do Carbazol.

Tabela 4.4. Rendimentos das reagdes de reticulac@o realizadas com diferentes razdes massicas AH/DVS ([AH] e

[NaCl]= 3g/100g, [NaOH]=0,1 mol.L™").

Razdo AH/DVS | Rendimentos da reacdo de reticulacio (%)
1:5 44,8
1:1 76,1
2:1 61,5
3:1 55,8
5:1 43,0

Exceto no gel preparado com razdo mdssica AH/DVS 1:5, onde o gel mesmo reticulado
ficou na 4gua de lavagem, o rendimento da reacdo de reticulagdo diminui com o aumento da
razdo massica AH/DVS, sugerindo que as razdes madssicas estudadas ndo correspondem as razoes
estequiométricas da reacdo de reticulagdo. Além disso, segundo Leshchiner e colaboradores
(2007), quanto mais baixa a concentragdo inicial do polimero (ICP), mais alta serd a quantidade
de DVS necessdria para formacao do gel. Em solu¢des diluidas, as cadeias poliméricas sdo
separadas por longas distancias e a interacdo entre as moléculas do polimero € minima
dificultando a entrada do agente reticulante. H4 uma tendéncia de que apenas um dos
grupamentos vinilicos do DVS reaja com o polimero e forme grupos pendentes, ou que o DVS
seja hidrolisado e ndo participe da reacdo de reticulacdo. Portanto, o uso de grandes quantidades
de agente reticulante com solucdes de baixa ICP € desejavel (Leshchiner et al., 2007). No caso
dos géis preparados neste trabalho, foi utilizada uma concentracdo inicial de AH (ICPap)
padronizada em 3% que € proxima do limite inferior (2%) indicado por Balazs e Leshchiner
(1986), justificando a necessidade de maiores quantidades de agente reticulante para efetividade

da reacdo de reticulagdo.
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4.2.1.2. TEOR DE PROTEINAS

Segundo Melander e Tgmmeraas (2008), ha diversos métodos disponiveis para
determinac¢do da quantidade total de proteinas em uma amostra e ha vérias publicacdes onde estes
métodos sao comparados. Os métodos de Lowry, BCA e Coomassie Blue (Bradford) sao alguns
dos métodos mais comuns. A maioria dos métodos sdo frequentemente baseados na reacdo entre
um diferente residuo amino das proteinas com um reagente colorimétrico especifico. Entretanto,
muitos destes métodos sdo também sensiveis a outros componentes da amostra tais como dcidos
nucléicos, lipidios, agucares, entre outros. Além disso, muitos métodos t€ém uma faixa linear
limitada, baixa precisdao e baixa reprodutibilidade. Adicionalmente, o BSA (albumina de soro
bovino) que € o padrao de referéncia frequentemente utilizado, nem sempre € representativo para
as proteinas presentes na amostra analisada. Devido a influéncia dos interferentes presentes na
amostra alguns desses métodos fornecem resultados superestimados ou até mesmo errados.
Sendo assim, a escolha do método apropriado para determinacdo dos teores de proteina de uma
amostra deve ser abordada com cuidado, levando em considerag¢do os principais componentes da

mesma (Melander & Tgmmeraas, 2008).

Neste estudo, as andlises dos teores de proteinas totais do AH usado como matéria-prima
foram realizadas pelo método espectrofotométrico de Coomassie Blue (Bradford, 1976) baseado
nos resultados apresentados no trabalho de Melander e Tgmmeraas (2008) que indicam este

método como mais adequado para a anélise de proteinas em AH.

O AH usado para preparacdo dos géis com razdes massicas 1:1, 2:1, 3:1 e 5:1 apresentou
um teor de proteina igual a 0,44% (g/100g), enquanto que o AH usado na preparacdo do gel
AH/DVS 1:5 apresentou um teor de proteina de 2,40% (g/100g). As diferencas na pureza do AH
e, conseqiientemente, nos teores de proteinas decorrem das diferentes condi¢des nutricionais e de

cultivo empregadas na fermentacao.

Nao foi possivel a determinacdo dos teores de proteinas totais pelo método de Bradford

nos géis preparados neste trabalho devido a insolubilidade dos mesmos em dgua.

Sendo o teor de proteinas de géis utilizados como viscossuplementos um parametro

importante, pois as proteinas oriundas dos processos de extracdo ou fermentac@o sao as principais
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responsaveis por reacdes adversas tais como alergias, foi utilizado o método de Lowry (1951)

para as andlises dos géis de AH conforme indicado pela literatura (Balazs et al., 1987).

Na Tabela 4.5 sdo apresentados os teores de proteinas dos géis de AH obtidos pelo

método de Lowry (1951).

Tabela 4.5. Teores de proteinas dos géis de AH reticulados com diferentes razdes massicas AH/DVS ([AH] e [NaCl]
=3g/100g e [NaOH]= 0,1 mol.L™").

AH/DVS | Teor de Proteina (ng de proteina/g gel)
1:1 308 +13
2:1 293 +5
3:1 139 +8
5:1 64+6

Nao foi possivel medir a concentragdo de proteinas no gel preparado com razao massica
AH/DVS 1:5 por problemas na amostragem devido novamente a consisténcia quebradica do

material.

Os teores de proteinas encontrados nos géis preparados neste trabalho estdo dentro dos
teores de proteinas (0,4 - 0,8% em massa) encontrados para outros viscossuplementos aprovados

pela FDA (Food and Drug Administration) e disponiveis no mercado (Balazs et al., 1991).

4.2.1.3. RAZAO DE INTUMESCIMENTO

Géis de AH reticulados quimicamente sdo capazes de absorver enormes quantidades de
agua e de solugdo salina. A capacidade de intumescimento dos géis de AH varia de produto para
produto e € dependente da concentracdo, densidade de reticulacdo, e processo usado para

hidratacdo do gel (Kablik, 2009).

Medidas de intumescimento sdo muito importantes, pois o cardter da dgua em um gel

pode determinar a permeacdo de nutrientes e de produtos celulares (Hoffman, 2002).

As razdes de intumescimento do polimero (RIay) e do gel (Q), bem como o contetido de
dgua no equilibrio (W,), calculadas pelas Equacéoes (3), (4) e (5), respectivamente, estdo

apresentadas na Tabela 4.6.

76



CAPITULO 4

Tabela 4.6. Efeito das razdes madssicas AH/DVS no intumescimento dos géis ([AH] e [NaCl]= 3g/100g,
[NaOH]=0,1 mol.L'").

Razdes Massicas Razdo de Razdo de Contetido de Agua no
AH/DVS Intumescimento (RI,gy) Intumescimento (Q) Equilibrio (%)
1:5 33+1 7,0£0,5 83+3
1:1 62,1 £0,1 23,6 £0,9 95,8 +0,2
2:1 127,3+0,2 38+2 97,4 +0,1
3:1 189,0 £ 0,1 52+2 98,07 £ 0,07
5:1 325,5+£0,1 73+2 98,62 + 0,04

De acordo com Zawko e colaboradores (2009), a razao de intumescimento de géis de AH
alcanca seu maximo de intumescimento em dgua. Entretanto, os géis preparados neste item foram
intumescidos em solucdo salina e em solucdo tampao de fosfato salino (PBS) porque estas
condi¢des se aproximam das condi¢des fisioldgicas e sdo requeridas para géis utilizados como

viscossuplementos (Zawko et al., 2009).

A Figura 4.8 apresenta o comportamento de intumescimento de géis de AH reticulados

com diferentes razdes massicas AH/DVS.

Os resultados obtidos mostraram que a razdo de intumescimento (Q) dos géis de AH
diminui quando a razdo méssica AH/DVS diminui, sugerindo aumento dos niveis de reticulacao.
O aumento do grau de reticulagdo diminui a disponibilidade dos grupos funcionais que interagem

com a agua através de pontes de hidrogénio, diminuindo assim o grau de intumescimento.

Os valores de intumescimento do polimero RlIsy obtidos para as amostras de gel
estudadas mostraram que o AH presente nos géis consegue reter quantidades de dgua de até 300

vezes sua massa, € que novamente este parametro depende do grau de reticulagao.

Os resultados do contetdo de dgua total no equilibrio mostraram que mais que 80% do gel
€ constituido de dgua e que os valores também aumentam com decréscimo da concentracdo de

reticulante.
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Figura 4.8. Razdo de Intumescimento (Q) e grau de modificacdo de géis de AH reticulados com diferentes razdes

madssicas AH/DVS (Concentragdo de AH na solugdo de partida 3% (g/100g), 25°C, 4 horas).

4.2.1.4. PERFIL TERMICO

O comportamento térmico das amostras de géis preparados neste item foi investigado por

calorimetria exploratdria diferencial (DSC).

Os termogramas para os géis de AH reticulados covalentemente com diferentes razdes
maéssicas AH/DVS estdo apresentados na Figura 4.9. As temperaturas dos picos mais importantes

estdo detalhadas na Tabela 4.7.

Wig Wig
0,44 . 3,0
—=a— AH Bacteriano 7| —=— AH/DVS 1:5
0,2 2,5
0,0 2,0
£ k3]
& 041 E 1,0
] 8
u’j -0,6 § 0,5
w
-0,81 0.0
-1,0 -0,54
-1,2 T T T T T 1 -1,0 T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

78



CAPITULO 4
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Figura 4.9. Termogramas dos géis de AH com diferentes razdes massicas AH/DVS .

Tabela 4.7. Informagdes de DSC de géis de AH reticulados com diferentes razdes massicas AH/DVS apds secagem

a25°C.

Razdes Massicas AH/DVS | Pico endotérmico (°C) | Temperatura de degradagdo (°C)
AH - 233,14
1:5 - 244,35
1:1 129,08 234,46
2:1 121,9 237,5
3:1 121,87 238,04
5:1 85,96 242,12

Exceto para a amostra de gel preparada com razdo massica AH/DVS 1:5 que apresentou
razdo de intumescimento muito baixa, as demais amostras apresentaram um pico endotérmico

largo em torno de 130°C associado a perda da umidade residual apds o procedimento de secagem.
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A auséncia do pico endotérmico para a amostra com razdao massica AH/DVS 1:5 reflete sua
menor retencdo de dgua durante o periodo de secagem atribuida a um maior emaranhamento e

compactagdo das cadeias devido ao maior grau de reticulagao deste gel.

Além disso, foram observados picos exotérmicos em torno de 230°C atribuidos a

decomposicao dos géis (Collins & Birkshaw, 2007).

O perfil dos termogramas mostrou que apds a reticulagdo do AH, os picos endotérmicos e

exotérmicos sdo deslocados em relac@o aos picos do AH, indicando alteracdes em sua estrutura.

Os termogramas do AH Bacteriano produzido no LDPB com 70% de pureza e do AH
usado no trabalho descrito por Barbucci e colaboradores (2000) estdo apresentados na Figura

4.10.

Nos dois termogramas apresentados, observa-se um pico em 234°C referente ao pico de
decomposicdo do AH, entretanto no AH Bacteriano produzido no LDPB observa-se uma queda
da linha base atribuida ao histérico térmico da amostra e/ou a presenga de impurezas presentes no

AH avaliado.

Wig
0,4+

0,2 4
0,0 -
0,24
-0,4 4

0,6

Exotérmico

-0,8
41,01

41,24 —=&— AH (Barbucci et al, 2000)
—*— AH (Bacteriano - LDPB, 70% pureza)
1,44

1717 71T 1T 71T T
0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 4.10. Termogramas do AH Bacteriano (LDPB) usado neste trabalho para a preparacdo dos géis e do AH

usado por Barbucci e colaboradores (2000).
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De acordo com Collins e Birkshaw (2007), através de anélises térmicas de DSC € possivel
quantificar os trés tipos de 4gua normalmente encontrados em géis reticulados: dgua ligada (Wp),

dgua livre (Wy) e dgua de congelamento (Wp,).

Quando um gel “zero” (sem &4gua) € intumescido, as primeiras moléculas de dgua
interagem fortemente com as cadeias do polimero resultando nas dguas chamadas ‘“dguas
ligadas”. Posterior intumescimento da rede polimérica ocorre como resultado da forcas dirigentes
da pressdo osmotica devido a tendéncia de hidratagdo da rede hidrofilica na dire¢dao da diluicao
infinita. Este intumescimento € contraposto por forcas retrativas da rede reticulada
tridimensionalmente. Quando as duas forcas se igualam, o processo de intumescimento para € o

conteddo de dgua no equilibrio (“dgua total”) é alcangado.

O DSC ¢ a técnica que permite a determinacdo quantitativa da “dgua livre” no gel
intumescido. Este método é baseado na hipdtese que somente a “dgua livre” do gel intumescido
pode congelar, e que o pico endotérmico medido em torno de 0°C representa a fusdo somente da

“agua livre” cristalizada (Collins & Birkshaw, 2007).

A Figura 4.11 apresenta os termogramas dos hidrogéis de AH completamente

intumescidos em PBS.

AH/DVS Entalpia (J/g) Temperatura
(°c)

Exotérmico ——
&
1

111 288,5 2,91

l 2:1 268,6 3,84
4. 3:1 264,9 0,87
{| —=— AH/IDVS 1:1 5:1 191,7 0,53
54| —o— AH/DVS 2:1 1:5 250,1 0,90

1| —&— AH/DVS 3:1
64| —*— AH/DVS 5:1
1| —>— AH/DVS 1:5

Temperaturas (°C)

Figura 4.11. Termogramas dos géis de AH intumescidos preparados com diferentes razdes massicas AH/DVS.
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A temperatura maxima dos picos endotérmicos dos géis intumescidos variou entre 0,5 e
3,8°C. A fracdo de “dgua livre” foi calculada como a razdo da drea do pico endotérmico do gel
intumescido e o calor de fusdo para a dgua pura (-334 J/g) conforme descrito por Mansor e

[(I¥+4

Malcolm (1994). A agua ligada foi expressa como a diferenga entre a “dgua total” e a “4gua

livre” (Equagdo 6).

Os valores do contetido de 4gua no equilibrio e de dguas livres e ligadas estdo

apresentados na Tabela 4.8:

Tabela 4.8 - Contetdo de dgua dos géis de AH reticulados com diferentes concentragdes de DVS.

Razdo Missica Contetido de Agua Agua Ligada (W,) Agua Livre (W; + W)
AH/DVS no Equilibrio (W,) (%) (%) (%)
1:5 83,46 8,57 74,88
1:1 95,75 9,37 86,37
2:1 97,38 16,96 80,42
3:1 98,07 18,76 79,31
5:1 98,62 41,22 57,39

Os géis com menores razdes mdssicas AH/DVS apresentaram menores valores de “dgua
total” e de “dgua ligada” indicando uma estrutura mais compacta e, portanto, com maior
densidade de reticulacdo a qual diminui a disponibilidade dos grupos funcionais para formacao

das ligacdes de hidrogénio com as moléculas de dgua.
4.2.1.5. CARACTERIZACAO REOLOGICA

A maioria dos géis de AH utilizados nas dreas médica e cosmética sdo viscoeldsticos,
contendo um componente eldstico (s6lido) e um viscoso (liquido) que podem ser avaliados
usando testes dinamicos. O moédulo eldstico G’ € mais frequentemente usado para caracterizar a
dureza do gel, uma vez que este parametro descreve a interagdo entre a elasticidade e a forga.
Sendo assim, a determinacdo de G’ fornece um método quantitativo para caracterizar a dureza ou

a “softness” do gel (Kablik, 2009)

Para avaliar o efeito da razdo massica AH/DVS nas propriedades reoldgicas dos géis de

AH reticulados quimicamente com DVS, foram caracterizadas as propriedades do fluido em
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Todas as medidas reoldgicas foram realizadas nos géis intumescidos em PBS com

tamanhos médios de particulas da ordem de 75-100 pum.

A Figura 4.12 apresenta os moddulos eldsticos e viscosos plotados em funcdo da

freqiiéncia.
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Figura 4.12. Espectro de oscilacdo dos géis de AH reticulados com diferentes razdes massicas AH/DVS ([AH] e
[NaCl]= 3% (g/100g), [NaOH]= 0,1 mol.L", 25°C, 4 horas).

De acordo com Kablik (2009), o grau de reticulagdo desempenha um importante papel na

definicdo dos mddulos de um gel. Um gel com um menor nimero de ligacdes covalentes

(reticulagdo) apresenta moléculas de AH com maior comprimento entre as ligacdes, requerendo

assim, menor for¢a para deformar o gel (Gel “Soft”).

O aumento do grau de reticulagdo torna a rede mais emaranhada, as ligagdes mais

apertadas e, portanto, o gel mais “Firm” (Figura 4.13) (Kablik, 2009).
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Alto Grau de Reticulagdo
| Dvs Gel "Firm"

Baixo Grau de Reticulagdo
Gel "So0ft”

Figura 4.13. Cadeias de AH com diferentes graus de reticulagdo (Adaptado de Kablik ez al., 2009).

O espectro de oscilacdo dos géis de AH reticulados com diferentes razdes madssicas
AH/DVS (Figura 4.12) mostrou um pronunciado aumento do médulo G’ com a diminuicdo da
razdo madssica AH/DVS, sugerindo maior densidade de reticulacdo. Estes resultados também

estdo de acordo com os resultados de razdo de intumescimento apresentados anteriormente.

Os géis de AH preparados neste item exibiram espectros mecanicos tipicos de géis onde
os mddulo eldsticos G’ sdo maiores que os mddulos viscosos G” em toda a faixa de freqiiéncia
estudada, e as curvas sdo paralelas ao eixo de freqiiéncia pois os moédulos dos géis sdo quase

independentes da freqiiéncia.

A Figura 4.12 mostrou que G’ e G” aumentaram muito suavemente com a freqiiéncia na

faixa de freqiiéncia estudada.

De acordo com Xuejun e colaboradores (2004), comportamento similar tem sido
observado para muitos géis bioldgicos. Este comportamento demonstra um aumento da
elasticidade dos géis em funcdo da estabilizacdo da rede. A forte reticulacdo covalente reduz a
mobilidade intrinseca das cadeias e aumenta o tempo de relaxacdo caracteristico do movimento.
Conseqilientemente, as cadeias do polimero nao liberam o stress durante o periodo de oscilagio e

mostram um comportamento eldstico (Xuejun et al., 2004).

Informacdes de G* e G” plotados em fungdo da freqiiéncia de oscilagdo (w em rad.s™)

podem fornecer importantes informagdes sobre a estrutura do gel. O grau de dependéncia da
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freqiiéncia pode ser determinado pelos parametros da “Lei de Poténcia” descrita por Ramkumar
e Bhattacharya (1996) apresentada na Equacdo (2), item 2.4.

Os parametros da “Lei de Poténcia” (A e B) sdo apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Constantes da “Lei de Poténcia” para a relacdo entre o médulo de estocagem e a freqiiéncia para os géis

reticulados de AH (G’= A o).

AH/DVS A (Pas) B (inclinag@o)
1:5 4470,9 0,04
1:1 794,5 0,08
2:1 192,3 0,07
3:1 99,2 0,15
5:1 24,9 0,24
Synvisc®* 88,9 0,15

*Mensitieri et al., 1994, Hoefling et al., 2002.

Os valores de B estdo relacionados 2 forca e a natureza do gel. E conhecido que para um

gel covalente, B = 0, enquanto que para um gel fisico, B > 0 (Khondkar et al., 2007).

Os valores de B indicaram um aumento nas propriedades viscoeldsticas para os géis com a
diminui¢do da razdo massica AH/DVS. Além disso, os valores de B foram pequenos sugerindo

géis covalentes (Khondkar et al., 2007).

De acordo com Ikeda e Nishinari (2001), o espectro mecanico de géis fracos sdo um
pouco diferentes dos espectros de géis convencionais em dois aspectos: os médulos G” e G” sdo
levemente dependentes da freqiiéncia, e a diferenca entre a magnitude de G’ e de G” é
frequentemente menor que 10 vezes (G’/G” <10). Géis fracos tem G’ maior que G’ com os
modulos quase paralelos entre si. Géis fortes também tem G’ maior que G” entretanto G’ tem

uma inclinagdo de 0 e G” mostra um minimo em freqiiéncias intermedidrias (Clark & Ross-

Murphy, 1987 in Ikeda & Nishinari, 2001).

A Tabela 4.10 apresenta os valores de tan 6 (=G”/G’), que sdo as medidas das

contribuicdes relativas dos componentes viscosos nas propriedades mecanicas do material.
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A freqiiéncia de 4,6 Hz foi estabelecida de acordo com a freqiiéncia (5 Hz) apresentada
por Leshchiner e colaboradores (2007) e devido a faixa de freqiiéncia fisiologica dos joelhos

durante a corrida (3 Hz) (Barbucci et al., 2002).

Tabela 4.10. Valores de tan & (em 4,6 Hz) para os géis de AH preparados nesta etapa do trabalho (Concentracéo de
AH e NaCl na solucdo de partida 3% (g/100g), concentragdo de NaOH 0,1 mol.L!, 25°C, 4 horas).

AH/DVS tan o
1:5 0,09

1:1 0,17

2:1 0,24

3:1 0,27

5:1 0,34
Fluido Sinovial 0,39
Synvisc®* 0,20

*Mensitieri et al, 1994, Hoefling et al, 2002.

Géis convencionais apresentam comportamento predominantemente eldstico apresentando
valores de tan 6<0,1. Entretanto, uma dependéncia entre os médulos e a freqiiéncia, acompanhada
por valores de tan 6>0,1, sdo caracteristicas tipicas de géis chamados géis fracos (Ikeda &

Nishinari, 2001).

Os valores de tan 0 e as inclinagdes das curvas de G’ dos géis preparados neste item

mostraram um aumento da forca dos géis com a diminuicdo da razdo massica AH/DVS.

Embora a maioria dos géis preparados neste item do trabalho ainda seja chamada de géis
fracos (B#0 and tan & >0,1), eles sdo mais fortes que o fluido sinovial e o produto comercial

Synvisc®, sugerindo melhores propriedades viscoeldsticas.

No caso do gel preparado com razdo méssica AH/DVS 1:5 obteve-se um gel convencional

com valores de tan 6 <0.1 (0,093) e B=0 (0,039), sugerindo alta densidade de reticulacgdo.

Como mostrado na Figura 4.14, os valores de log G’ em 4,6 Hz obtidos para os géis de
AH preparados neste item decrescem linearmente com o aumento do log da razdo madssica

AH/DVS.
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G' em 4,642 Hz (Pa)

y =-1,8091x + 3,0207
1.8 R’ = 0,9953
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Razao Massica AH/DVS

Figura 4.14. Mé6dulo de estocagem (G’) em fungéo da razdo massica AH/DVS.

O valor de G’ do gel preparado com razdo mdssica AH/DVS 1:5 nio foi plotado devido as

diferencas em suas caracteristicas estruturais e reoldgicas (gel convencional).

A inclinacdo de log G’ versus log da razao massica AH/DVS foi 1,81, préximo ao valor 2
frequentemente observado como inclinagdao das curvas log-log de G’ versus concentragdo de
biopolimeros com um grande nimero de potenciais sitios de ligacao ao longo de cada cadeia (isto
¢, com alta funcionalidade) (Xu et al., 2006). Este comportamento sugere emaranhamento das

cadeias, bem como interacdes intra- e intermoleculares, conforme esperado (Bozzi et al., 1996).

As curvas de fluxo dos géis de AH reticulados mostraram caracteristicas nao-Newtoniana

pseudopléstica (Figura 4.15), com um significante decréscimo da viscosidade em uma larga faixa

de taxa de cisalhamento (‘“shear thinning”).

87



CAPITULO 4
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Figura 4.15. Curvas de fluxo dos géis de AH com diferentes razdes massicas AH/DVS.

Considerando a “Lei de Poténcia” descrita por Ostwald de Waele (Equacdo 11), os
parametros K e n podem ser determinados. K € o indice de consisténcia do fluido e n € o indice de
comportamento de fluxo.

n=K y"'l
Equacdo (11)

De acordo com os valores de n, tem-se que as inclinagdes das curvas de fluxo foram
constantes até a razdo madssica 5:1 e, portanto, mostraram um comportamento viscoeldstico

independente da razdo massica AH/DVS (Tabela 4.11).
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J4 na razdo massica AH/DVS 1:5 observou-se uma maior inclinagdo da curva de fluxo
com um valor de n igual a 0,09. O valor mais baixo de n indica um comportamento

pseudopléstico mais pronunciado para este gel em relacdo aos demais géis preparados neste item.

Tabela 4.11. Parametros determinados nas curvas de fluxo dos géis de AH reticulados com DVS.

AH/DVS | K (Pas’) | n
1:1 70958 | 0,42
2:1 29478 | 0,39
3:1 21178 | 0,43
5:1 9019 | 0,40
1:5 538641 | 0,09

De qualquer forma, foi observado um aumento da viscosidade com o decréscimo da razio
madssica AH/DVS nas curvas de fluxo, o que pode ser atribuido a um aumento do grau de

reticulagdo e consequentemente um aumento do emaranhamento.

Através do detalhe da Figura 4.15 que mostra o “Plateau Newtoniano”, observa-se que a
taxa de cisalhamento critica (y.) que corresponde a transi¢cao do comportamento Newtoniano para
viscoeldstico, desloca-se para valores menores com a diminui¢do da razdo méssica AH/DVS, isto
¢, com o aumento do grau de reticulacdo. Segundo Xu e colaboradores (2006), solucdes
poliméricas apresentam comportamento similar com o aumento da concentra¢do de polimero,

indicando aumento das interagdes inter- e intracadeias.

Andlises reoldgicas também foram realizadas para comparar as propriedades mecanicas

dos géis e de solucdes de AH.

A Figura 4.16 apresenta o espectro dinamico-mecanico de uma solucdo de AH 3%

(massa/volume) e do gel de AH reticulado (AH/DVS 1:1) na faixa de freqiiéncia de 0,1 a 10 Hz.

De acordo com Leshchiner e colaboradores (2007), para solugdes poliméricas, ambos os
moédulos G’ e G” sdo fungdes lineares da freqiiéncia e sdo dependentes de sua estrutura. Neste
caso, ambos G’ e G” aumentam com o aumento da freqiiéncia, mas um aumenta mais
rapidamente que o outro. No ponto onde G’=G”, a freqiiéncia é denominada freqiiéncia cruzada

ou “cross-over” (fc). A freqiiéncia cruzada diminui com a massa molar ou com a concentracao
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crescente do polimero. Para uma solug@o polimérica, em baixas freqii€ncias, as tensdes eldsticas
relaxam e as tensdes viscosas dominam, e como resultado, G” é maior que G’ em freqii€ncias
abaixo de fc. Em contraste, para um gel, ndo ha cruzamento entre G’ ¢ G”, e G’ € maior do que

G” em toda a faixa de freqiiéncia (Leshchiner et al, 2007).

A solucdo de AH estudada apresentou um comportamento predominantemente viscoso,
com G”>G’ até fc (Figura 4.16), na faixa de freqiiéncia estudada. Por outro lado, para o gel, ndo
foi observado “cross-over” entre G’ e G”, e G’ foi maior que G” em toda faixa de freqii€éncia

estudada.
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Figura 4.16. Espectro de oscilagdo da solu¢do de AH 3% (massa/volume) e do gel de AH reticulado (AH/DVS 1:1).

Em solu¢des muito diluidas (acima da faixa de concentragdo apropriada para a
determinacdo da viscosidade intrinseca), a viscosidade do biopolimero € essencialmente
independente da taxa de cisalhamento (Comportamento Newtoniano). Com posterior aumento na
concentracdo (c) ou do nivel de reticulacdo, entretanto, a viscosidade (1) comecga a mostrar
aprecidvel dependéncia da taxa de cisalhamento (y). Em baixas taxas de cisalhamento, n
permanence constante em um valor fixo maximo (“zero shear viscosity”, 1,), mas em taxas de

cisalhamento mais altas o “shear thinning” é observado.

Neste trabalho, a curva de fluxo da solu¢do de AH (3%) mostrou um comportamento

Newtoniano a baixas taxas de cisalhamento observadas pelo ‘“Plateau Newtoniano”, mas uma
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caracteristica ndo-Newtoniana pseudoplastica com “shear thinning” a altas taxas de

cisalhamento, como visto na Figura 4.17.

Entretanto, a curva de fluxo do gel de AH (AH/DVS 1:1) mostrou um comportamento

pseudopléstico com um forte "shear thinning” em toda faixa de freqiiéncia estudada.
Os valores de n para a solucdo de AH e para o gel reticulado foram 0,58 e 0,42,
respectivamente; e os valores de K foram 29758 e 70958 Pa.s".
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Figura 4.17. Comparagdo entre as curvas de fluxo da solu¢do de AH 3% (m/v) e do gel de AH reticulado (AH/DVS
1:1).

4.2.1.6. GRAU DE MODIFICACAO

A avaliacdo do grau de modificacio do polimero € um importante parametro de
caracterizacio dos géis de AH. E definido como a soma entre a porcentagem de polimero
reticulado e a porcentagem de grupos pendentes, uma vez que nem todos os sitios de ligacao de
agentes reticulantes bi- e poli-funcionais reagem necessariamente com os pontos de ligacdo das
cadeias do polimero (Kablik, 2009). Algumas vezes o agente reticulante liga somente uma ponta

de sua molécula a cadeia de AH, deixando o outro lado pendente.

O grau de modificacdo pode ter um efeito significante nas propriedades dos materiais,
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principalmente dos preenchedores dérmicos e viscossuplementos.

Quando a densidade de reticulagdo de um gel aumenta, a distdncia entre os segmentos
reticulados torna-se menor, ocorrendo assim, um aumento no emaranhamento da rede. Esse
emaranhamento, por sua vez, resulta no aumento da dureza e da for¢a do gel. Porém, quando um
gel apresenta varios grupos pendentes, uma baixa densidade de reticulagdo € obtida, resultando

em géis “soft” (Kablik, 2009).

Sendo assim, neste trabalho foi medido o grau de modificacio do AH com DVS. A
Tabela 4.12 apresenta os graus de modificacdo obtidos por Espectrometria de Emissao por

Plasma e calculados de acordo com item 3.1.6.9.

Tabela 4.12. Graus de modificagdo “tedricos” e “reais” dos géis de AH preparados com diferentes razdes massicas

AH/DVS.
AH/DVS Grau de modificacdo tedrico (%) Grau de modificac¢do “Real” (%)
1:1 154,5% 90,0
2:1 77,3 39,0
3:1 51,5 26,4
5:1 30,9 14,2
1:5 772,0% 420,6
*excesso

Os valores de grau de modificacdo mostraram que a diminui¢io da razdo madssica
AH/DVS aumenta o grau de modificagdo como esperado, atingindo um valor de modificacdo de
90% dos sitios de ligacdo na razdo mdssica AH/DVS 1:1. Por outro lado, com a razdo massica
AH/DVS 5:1 apenas 14% dos sitios de ligacao foram modificados, provavelmente devido a baixa

ICP (concentracao inicial do polimero) utilizada.

A razao massica AH/DVS 1:5 ndo pode ser avaliada adequadamente, pois parte do gel

ficou na 4gua de lavagem.

Em relacdo ao grau de modificacdo tedrico, calculado através da estequiometria da reacao
e da quantidade de DVS adicionado em cada gel, observa-se que apenas em torno de 50% do

agente reticulante modifica efetivamente o polimero. O restante foi eliminado nas dguas de
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lavagem.
4.2.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DE NaOH

Neste item, sdo apresentados os principais resultados referentes ao efeito da concentragao
de NaOH ou do pH da mistura reacional nas propriedades reoldgicas dos géis. A avaliacdo das
propriedades reoldgicas foi realizada nos géis de AH reticulados com DVS com as seguintes

concentracdes de NaOH: 0,05, 0,1,0,2,0,5¢e 1 mol.L'L.

A concentragdo de élcali na mistura reacional também é um parametro que pode ser
convenientemente usado para controlar a razao de intumescimento e o grau de reticulagdo do gel

de AH.

Segundo Balazs e Leshchiner (1986), a concentracdo de dlcali na mistura reacional pode
variar entre 0,005 e 0,5 mol.L"' sendo que concentracio minima de élcali é ditada pela
necessidade de um pH (pH > 9) que disponibilize os grupos -OH com formacgado do alcéoxido. Ja
a concentracdo méaxima de NaOH deve evitar a hidrélise do AH em solugdo alcalina com
conseqiiente diminuicdo da massa molar na etapa de dissolucdo do polimero (Balazs &

Leshchiner, 1986).

Realmente, de acordo com o mecanismo da reac@o de reticulacdo apresentado na Figura
2.8 do item 2.2.4.1-A, o pH, e portanto a concentracdo de NaOH da mistura reacional, influencia
a disponibilizac¢do dos grupos hidroxilicos do AH para posterior reacdo com o agente reticulante.
Além disso, segundo Cowman e Matsuoka (2005) a alta viscosidade de solugdes de AH decresce

drasticamente em solugdes fortemente alcalinas também afetando a reacdo de reticulacao.

A Figura 4.18 apresenta as imagens dos géis de AH reticulados com as diferentes

concentracdes de NaOH estudadas.

A diminuicdo da concentracdo de NaOH forneceu géis mais duros e com maior opacidade

devido ao menor grau de intumescimento causado pelo aumento do grau de reticulagao.
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Figura 4.18. Géis de AH reticulados com DVS com diferentes concentragcdes de NaOH (a) 0,05, 0,1 e 0,2 mol.L' e
(b) 0,5 1 mol.L"! ([AH] e [NaCl]=3% e AH/DVS 1:1).

As propriedades dos géis de AH reticulados com DVS com diferentes concentracdes de

NaOH preparados nesta etapa estdo mostradas na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Propriedades fisico-quimicas de géis de AH reticulados com diferentes concentragdes de NaOH (0,05,

0,1,02,0,5¢ 1 mol.L'™.

[NaOH] (mol.L™) 0,05 0,1 0,2 0,5 1
Aspecto gelatinoso gelatinoso gelatinoso gelatinoso gelatinoso
Coloragdo branca opaca | amarelada translicida | transparente | transparente | transparente
[AH] 20+ 1 14+£2 14+1 3+£0,5 2,3+0,3
(mg AH/g gel)
Didmetro Médio 93+1 83,5+ 0,6 86+ 1 NA NA
de Particula (um)

NA=ndo analisado.

Nesta etapa do trabalho, os géis foram preparados com a razdo mdssica AH/DVS de 1:1.
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Os tamanhos médios das particulas dos géis foram padronizados no intervalo entre 75 e
100 pm exceto para os géis preparados com concentracdoes de NaOH de 0,5 e 1 mol.L" que apos
a desintegracdo em ultra-turrax mesmo a 10.000 rpm por 1-2 minutos foram totalmente
solubilizados ndo sendo possivel a determinacdo dos didmetros médios das particulas e da
realizacdo das demais andlises. Estes géis apds as etapas de lavagem também apresentaram

aspecto gelatinoso e transparente, entretanto apresentaram consisténcia bastante soft.
4.2.2.1. RAZAO DE INTUMESCIMENTO

A Tabela 4.14 apresenta as razdes de intumescimento do polimero (Rlay) e do gel (Q),
bem como o conteido de &4gua no equilibrio, calculadas pelas Equacées (3), (4) e (5),

respectivamente.

Tabela 4.14. Efeito da concentracio de NaOH no intumescimento dos géis.

[NaOH] Razdo de Razao de Contetddo de Agua no
(mol.L‘l) Intumescimento (Rl,y) Intumescimento (Q) Equilibrio (%)
0,05 47,59 £ 0,06 20,8 +0,5 95,2+0,1
0,1 62,1 +0,1 23,6 +09 95,8 +0,2
0,2 69,0 +0,2 292 96,6 +0,2
0,5 325,5+0,7 42 +4 97,6 £0,2
1 429,9+ 0,2 64 +1 98,43 £ 0,04

A Figura 4.19 apresenta o comportamento de intumescimento de géis de AH reticulados

com diferentes concentracdoes de NaOH.

Os resultados obtidos mostraram que a razdo de intumescimento (Q) dos géis de AH
aumenta quando a concentracdo de NaOH aumenta sugerindo diminuicdo dos niveis de

reticulacdo.

Também neste caso, o gel é constituido por mais de 90% de dgua e o AH presente nestes

géis consegue reter quantidades de dgua de até 400 vezes sua massa.
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Figura 4.19. Razdo de Intumescimento (Q) de géis de AH reticulados com diferentes concentracdes de NaOH

(Concentragdo de AH na solu¢do de partida 3% (g/100g), 25°C, 4 horas, AH/DVS 1:1).

4.2.2.2. PERFIL TERMICO

O comportamento térmico das amostras dos géis preparados neste item foi investigado por
calorimetria exploratdria diferencial (DSC). Foram somente avaliadas as amostras de géis que

puderam ser desintegradas.

Os termogramas para os géis de AH reticulados com DVS em diferentes concentragdes de
NaOH (0,05, 0,1 ¢ 0,2 mol.L'l) estdo apresentados na Figura 4.20. As temperaturas dos picos

mais importantes estdo detalhadas na Tabela 4.15.

As amostras apresentaram um pico endotérmico de aproximadamente 130°C associado a
perda da umidade residual apds o procedimento de secagem. Niao foi possivel a determinacdo
precisa da temperatura da amostra de gel preparada com concentracdo de NaOH igual a 0,05

mol.L" que apresentou um pico largo endotérmico.

Além disso, foram observados significantes picos exotérmicos de aproximadamente

230°C atribuidos a decomposicao dos géis (Collins & Birkshaw, 2007).

O perfil dos termogramas também mostrou que apds a reticulacio do AH, os picos

96



CAPITULO 4

endotérmicos e exotérmicos sdo deslocados em relagdo aos picos do AH (Figura 4.10), indicando

alteragcdes em sua estrutura.

A temperatura médxima dos picos endotérmicos dos géis intumescidos variou entre 0,9 e
1,6 °C. A fracdo de “dgua livre” foi calculada como a razdo da drea do pico endotérmico do gel
intumescido e o calor de fusdo para a dgua pura (-334 J/g) conforme descrito por Mansor e
Malcolm (1994). A 4gua ligada foi expressa como a diferenca entre a “dgua total” e a “4gua
livre” (Equagdo 6).

Wig
2,04

—a— [NaOH]=0,05 mol.L"
1,54| —o— [NaOH]=0,1 mol.L"
]| —*— [NaOH]=0,2 mol.L"

Exotérmico

v T v T v T v T v 1
50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 4.20. Termogramas dos géis de AH preparados com diferentes concentragdes de NaOH (0,05, 0,1 e 0,2
mol.L'") (AH/DVS I:1).

Tabela 4.15. Informagdes de DSC de géis de AH preparados com diferentes concentragcdes de NaOH, apds secagem
a25°C.

[NaOH] (mol.L™") | Pico endotérmico (°C) Temperatura de degradacdo (°C)

0,05 - 235,05
0,1 129,08 234,46
0,2 126,35 238,70

Os valores do Contetido de Agua no Equilibrio e de dguas livres e ligadas estdo

apresentados na Tabela 4.16:
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Tabela 4.16. Contetido de dgua dos géis de AH reticulados com diferentes concentragdes de NaOH (AH/DVS 1:1).

[NaOH] Entalpias Temperaturas Contetido de Agua Agua Ligada (W,) Agua Livre
(mol.L'™") J/g) (°C) no Equilibrio (W;) (%) (%) (Wi + Wy) (%)
0,05 305,7 1,58 95,19 3,66 91,53
0,1 288,5 1,91 95,75 9,37 86,38
0,2 281,4 0,42 96,55 12,30 84,25

Os géis preparados com menores concentragdes de NaOH apresentaram menores valores
de “dgua total” e de “dgua ligada” indicando uma estrutura mais compacta e, portanto, com maior
densidade de reticulacdo e menor grau de intumescimento. Além disso, uma maior densidade de
reticulacao diminui a possibilidade de formacao das ligagdes de hidrogénio com as moléculas de

dgua, como mencionado anteriomente.
4.2.2.3. CARACTERIZA(;AO REOLOGICA

Para avaliar o efeito da concentracdo de NaOH da mistura reacional na reacdo de
reticulacao foram caracterizadas as propriedades do fluido em regime permanente e em regime
oscilatério. Foram avaliados somente os géis com diametros médios de particulas entre 75-100

um. Todas as medidas reoldgicas foram realizadas nos géis intumescidos em PBS.

Os moédulos eléasticos e viscosos plotados em funcdo da freqiiéncia estdao apresentados na

Figura 4.21.

Com o aumento da concentracdo de NaOH era esperado um aumento do grau de

reticulacao devido a maior disponibilizacdo dos grupos —OH e maior conjugacdo com DVS.

Porém, o espectro de oscilagdo dos géis de AH reticulados com diferentes concentragdes
de NaOH, isto ¢ em diferentes pH (Figura 4.21), mostrou um decréscimo do médulo G’ com o
aumento da concentracdo de NaOH, sugerindo menor densidade de reticulagcdo. Estes resultados
também estdo de acordo com os resultados de razdao de intumescimento apresentados

anteriormente.

Sendo assim, foi verificada a influéncia do pH na viscosidade da mistura reacional
([AH]=3% (g/100g) e [NaCl]=3% (g/100g)) (Figura 4.22) e na massa molar média do polimero
(Figura 4.23).
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Os resultados mostraram uma diminui¢do brusca da viscosidade na faixa de pH estudada.

1000 5 .
N~

100

—0—0—0—0—0—07"

G', G" (Pa)

103

e~ S

e
—@
) o000 0o 90 0o 9o 0o 9o o o °

}——R—p—p—p—a—A=—n—H—B=F

O/O/O/O

L

ﬂ-&kg

P

—n—
C
R

N4

o

o—0C—o

—m— G'_[NaOH]=0,05 mol.L"
—A— G'_[NaOH]=0,1 mol.L"
—e— G'_[NaOH]=0,2 mol.L"

—0O— G"_[NaOH]=0,05 mol.L"
—A— G"_[NaOH]=0,1 mol.L"
—0— G"_[NaOH]=0,2 mol.L"

0,1

1

10

Frequéncia (Hz)

Figura 4.21. Espectro de oscilagdo dos géis de AH reticulados com diferentes concentracdes de NaOH ([AH] e

[NaCl]=3g/100g, AH/DVS 1:1).
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Figura 4.22. Viscosidade da mistura reacional em funcéo da concentragdo de NaOH.

De acordo com Cowman e Matsuoka (2005), a adi¢do de dlcali altera a conformacgdo da

molécula de AH através da ruptura de algumas das ligacdes de hidrogénio, fazendo com que a

molécula de AH fique mais contraida. Como resultado, a viscosidade é drasticamente reduzida.
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Sob estas condi¢des, o raio de giro e o segundo coeficiente virial também decrescem (Cowman &

Matsuoka, 2005).

Segundo Gatej e colaboradores (2005), o decréscimo da viscosidade com o aumento do
pH ocorre lentamente até pH 11,58 seguido por uma transi¢do brusca em pH 12 o qual
corresponde ao pK dos grupos —OH. Esta transicdo foi previamente descrita por Gosh e
colaboradores (1993) que demonstraram um decréscimo do raio de giro das moléculas de AH

sem qualquer alteragdo da massa molar média com a progressiva adi¢do de NaOH.

Esta mudanga na conformagdo da molécula pode justificar o menor grau de reticulagao
com maiores concentragdes de alcali. A contracdo da molécula de AH dificultaria a entrada do

agente reticulante nos pontos de ligacdo quimica através de impedimento estérico.
Outra hipétese seria o decréscimo da massa molar média por hidrélise alcalina do AH.

Para investigar o mecanismo envolvido no decréscimo da viscosidade em fun¢do do pH,
as massas molares médias das misturas reacionais dissolvidas em diferentes concentragdoes de

NaOH foram analisadas por SEC (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Massas molares médias das misturas reacionais em diferentes concentracdes de NaOH (2 horas de

dissolug@o).

Conforme mostrado na Figura 4.23, a distribuicdo de massa molar foi apenas ligeiramente

modificada pela adi¢do de NaOH até a concentracdo de 0,2 mol.L"' ndo justificando a diminuicdo
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da viscosidade observada e sugerindo a diminui¢ao do raio de giro da molécula para justificar o
decréscimo da viscosidade e também do menor grau de reticulacdo. Entretanto, na concentragcdo
de NaOH igual a 0,5 mol.L’! observa-se um decréscimo da massa molar média de 63%
justificando que, a partir desta concentracdo, ha a formacao de géis tao soft que se “solubilizam”
durante o processo de desintegracdo. A massa molar média da solucdo de NaOH 1 mol.L™" ndo

foi medida para evitar danos na coluna cromotogréfica.

De qualquer modo, observou-se que uma variacdo minima no pH da mistura reacional
afeta drasticamente a viscosidade da solugdo e, conseqiientemente, as propriedades reoldgicas dos

géis sendo portanto um pardmetro que deve ser controlado cuidadosamente.

Os géis de AH preparados neste item também exibiram espectros mecanicos tipicos de
géis onde os modulo eldsticos G’ sdo maiores que os modulos viscosos G em toda a faixa de
freqiiéncia estudada e as curvas sdo paralelas ao eixo de freqiiéncia. A Figura 4.21 mostrou que

G’ e G” aumentam muito suavemente com a freqiiéncia na faixa estudada.

Os pardmetros da “Lei de Poténcia” (G’= A ©°) descrita por Ramkumar e Bhattacharya

(1996) obtidos da curva log-log de G’ versus o estdo apresentados na Tabela 4.17.

Tabela 4.17. Constantes da “Lei de Poténcia” para a relacdo entre o médulo de estocagem e a freqiiéncia para géis
de AH reticulados com diferentes concentragdes de NaOH (AH/DVS 1:1) (G’= A o®).
[NaOH] (mol.L™) A (Pas) B (inclinag@o)

0,05 774,6 0,041
0,1 617,3 0,052
0,2 136,3 0,057

Os valores de B indicaram um aumento nas propriedades viscoeldsticas para os géis
preparados com menores concentragcdes de NaOH. Além disso, os valores de B foram pequenos

sugerindo géis covalentes (Khondkar et al., 2007).

A Tabela 4.18 apresenta os valores de tan & (=G”/G’) usados para classificar os géis em

fracos e convencionais.
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Tabela 4.18. Valores de tan & (em 4,6 Hz) para os géis de AH preparados com diferentes concentracdes de NaOH
(AH/DVS 1:1).

[NaOH] (mol.L'™") tan &
0,05 0,13
0.1 0,17
0.2 0,21

Os valores de tan 0 e as inclinagdes das curvas de G’ dos géis preparados neste item
mostraram um aumento da forca dos géis com a diminui¢ao da concentragdo de NaOH na mistura
reacional, sugerindo maior entrelacamento das cadeias ou maior densidade de reticulagcdo. Os

géis preparados neste item foram classificados como géis fracos ((B#0 and tan ¢ >0,1).

As curvas de fluxo dos géis de AH reticulados com diferentes concentracdes de NaOH
também mostraram caracteristicas nao-Newtoniana pseudopldstica (Figura 4.24) com um
significante decréscimo da viscosidade em uma larga faixa de taxa de cisalhamento (“shear

thinning”).
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Figura 4.24. Viscosidade dos géis de AH com diferentes concentragdes de NaOH (AH/DVS 1:1).

Os valores de K e n segundo a “Lei de Poténcia” descrita por Ostwald de Waele (n = K.

y“'l) estdo apresentados na Tabela 4.19.

De acordo com os valores de n, tem-se que as inclinagdes das curvas de fluxo foram
~ -1
constantes nas concentracdes de 0,1 e 0,2 mol.L", portanto, mostraram um comportamento

pseudopléstico semelhante (Tabela 4.19).
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, - -1 . . . ~
Ja na concentragdo de 0,05 mol.L", observou-se uma maior inclinacdo da curva de fluxo
com n igual a 0,15 indicando um comportamento pseudopldstico mais pronunciado. Quanto
menor o valor de n tem-se um comportamento pseudopldstico mais pronunciado, entretanto,

quanto mais proximo de 1, o comportamento fica mais préximo do comportamento Newtoniano.

Tabela 4.19. Pardmetros determinados nas curvas de fluxo dos géis de AH reticulados com diferentes concetragdes

de NaOH (AH/DVS 1:1).

[NaOH] (mol.L™") | K (mPas™) | n

0,05 137284 | 0,15
0,1 108807 | 0,31
0,2 95034 0,32

4.2.3. EFEITO DA RAZAO MASSICA GEL/ FLUIDO

Visando promover maior conforto aos pacientes durante a aplicacdo, géis de AH usados
como viscossuplementos sdo normalmente dispersos em uma fase fluida constituida de AH nao
reticulado. Sendo assim, este ensaio teve como objetivo verificar o efeito da adicao de fase fluida

nas propriedades reoldgicas da mistura gel/fluido.

Para isso, um gel de AH reticulado com DVS ([AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH]
=0,1 mol.L", D=75-100 um) foi misturado a uma soluc¢io aquosa de AH 1% (m/m) nas seguintes

proporg¢des gel/fluido (m/m): 80:20, 75:25, 70:30 e 60:40.

A Figura 4.25 apresenta as curvas de G’ e G” em funcdo da freqiiéncia dos produtos com

diferentes razodes gel/fluido.

Através das curvas obtidas observou-se que com o aumento da porcentagem de fase fluida
ha uma diminuicdo dos médulos eldsticos e viscosos. Sendo que na propor¢ao de 60:40 (Figura
4.26), o produto perde sua caracteristica de gel mostrando um perfil caracteristico de fluido onde

G” € maior que G’ até a freqiiéncia de cross-over (fc).
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Figura 4.25. Espectro de oscilagdo de misturas gel/fluido com diferentes razdes massicas. Gel: [AH]=3% (g/100g),

AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L'l, D=75-100 pm. Fluido: 1% (massa/volume).
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Figura 4.26. Espectro mecanico da mistura gel/fluido 60:40 e do fluido de AH 1%.

As curvas de fluxo para as diferentes misturas gel/fluido preparadas neste item estdo

apresentadas na Figura 4.27.
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Figura 4.27. Curvas de fluxo das misturas gel/fluido. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L,
D=75-100 pm. Fluido: 1% (massa/volume).

As curvas de fluxo das misturas gel/fluido mostraram uma diminui¢do progressiva da

viscosidade com o aumento da quantidade de fluido adicionado resultante da dilui¢ao do gel.

As curvas de fluxo da solugdo de AH e da mistura gel/fluido 60:40 mostraram um
comportamento Newtoniano a baixas taxas de cisalhamento observadas pelo ‘“Plateau
Newtoniano”, mas uma caracteristica ndo-Newtoniana pseudopldstica com um “shear thinning”

a maiores taxas de cisalhamento, como visto na Figura 4.27.

Entretanto, as curvas de fluxo das misturas gel/fluido 80:20, 75:25 e 70:30 e do gel
mostraram um comportamento pseudoplastico com um forte "shear thinning” em toda faixa de

freqiiéncia estudada.

Considerando a “Lei de Poténcia” descrita por Ostwald de Waele (n = K. y“'l), os valores

dos parametros K e n sdo apresentados na Tabela 4.20.

Os valores de n obtidos para as misturas gel/fluido 80:20, 75:25, 70:30, 60:40 e para o gel

puro, indicaram que o comportamento viscoeldstico depende da razdao mdéssica gel/fluido. O valor
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de n igual a 0,85 para o fluido 1% indica comportamento préximo ao Newtoniano onde n € igual

al.

Tabela 4.20. Parametros determinados nas curvas de fluxo das misturas gel/fluido. Gel: [AH]=3% (g/100g),
AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L", D=75-100 pm.

K (mPas™ | n
Fluido 1% 301 0,85
Gel/Fluido 60:40 6327 0,65
Gel/Fluido 70:30 17157 0,49
Gel/Fluido 75:25 25440 0,46
Gel/Fluido 80:20 32221 0,42
Gel AH/DVS 1:1 74362 0,40

Embora o aumento da porcentagem de fluido facilite a injecdo do produto, este aumento
pode ocasionar uma diminuicao no tempo de residéncia do produto no sitio de aplicagdo ja que o
AH presente no fluido ndo € reticulado e € facilmente degradado pela hyaluronidase e por
radicais livres. Sendo assim, deve haver um balanco entre a mistura gel/fluido que nao influencie

significativamente no tempo de residéncia do produto.

Além da caracterizacdo das propriedades reoldgicas dos produtos, foram também
avaliadas as forcas de extrusdo do gel ([AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L’l,
D=75-100 pm), do fluido (1%) e das misturas gel/fluido.

As forcas necessdrias para a extrusao das misturas preparadas neste item por uma seringa

equipada com uma agulha de 30GY2 estao apresentadas na Figura 4.28.

Os resultados de for¢ca de extrusdo mostraram que a adi¢do de uma fase fluida reduz em
até 70% a forca de extrusdo, facilitando assim a aplicagdo do produto e ndo comprometendo as

propriedades reoldgicas do produto.

Embora nao tenha ocorrido grande variacdo das forgcas de extrusdo encontradas para as
razdes massica gel/fluido 80:20, 75:25 e 70:30, a queda da for¢a de extrusdo para a razdo massica

gel/fluido 60:40 concorda com os resultados dos testes reoldgicos que indicou um
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comportamento de fluido para esta mistura.
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Figura 4.28. Forca de Extrusdo das misturas gel/fluido. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH]=0,1 mol.L",
D=75-100 pm. Fluido: [AH]=1% (massa/volume).

4.2.4. EFEITO DO DIAMETRO MEDIO DAS PARTICULAS

Visando verificar o efeito do diametro médio das particulas nas propriedades reolégicas
dos géis; o gel de AH preparado com a razao massica AH/DVS 1:1 foi submetido a diferentes
tempos de cisalhamento em Ultra-turrax a 24.000 rpm para obtencao de diferentes tamanhos de

particulas.

A Figura 4.29 apresenta a influéncia do diametro médio das particulas no espectro de

oscilagao dos géis.

As curvas de oscilagdo obtidas mostraram que o diametro médio das particulas afeta as
propriedades reoldgicas dos géis. Observou-se que com a diminui¢do do didametro médio hd uma
diminui¢do nos médulos elédsticos dos géis. Este comportamento estd de acordo com os resultados
apresentados por Sadozai e colaboradores (2005). Estes autores avaliaram o efeito do diametro
médio das particulas nas propriedades reoldgicas de géis de AH reticulados com carbodiimidas,
desintegrados em moinho criogénico e fracionados pelo didmetro médio através de peneiras. O
mddulo de estocagem G’ foi medido apds intumescimento e esterilizagdo de cada fracdo (Sadozai

et al., 2005).
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Figura 4.29. (a) Espectro de oscilagdo de géis de AH com diferentes tamanhos de particulas. (b) Angulo de fase em
fungdo da freqiiéncia para géis com diferentes tamanhos de particulas. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1,
[NaOH] = 0,1 mol.L".

A diminuicao do médulo de estocagem (G’) com a diminui¢do do tamanho das particulas
foi atribuida a maior rigidez do sistema. Particulas pequenas apresentam um menor conteido de
dgua interna e, consequentemente, uma maior rigidez em relacdo a particulas maiores. Além
disso, de acordo com Gauthier-Manuel e colaboradores (1987), géis com menores tamanhos
apresentam um maior contato entre as particulas levando a uma maior rigidez especifica do
sistema atribuida a formacdo de uma cadeia rigida entre elas (“estrutura fibrilar”’). Sendo assim,
este sistema nao € capaz de estocar grandes quantidades de energia sem se romper, apresentando

valores de G’ mais baixos.

Ja, através das curvas de tan 0 em funcdo da freqiiéncia observou-se que a resposta do
material ndo se torna mais eldstica nem mais viscosa com a altera¢do do tamanho da particula e,
portanto, a variagdo do tamanho das particulas ndo afeta de forma significativa a

viscoelasticidade do sistema para a faixa de tamanho estudada.

As curvas de viscosidade complexa (m*) versus freqiiéncia de oscilagdo (w) e de
viscosidade aparente (1) versus taxa de cisalhamento (y) para os diferentes tamanhos de

particulas estdo apresentadas na Figura 4.30.
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Figura 4.30. Viscosidade complexa (n*) versus freqiiéncia de oscilacio e viscosidade aparente (1) versus taxa de
cisalhamento de géis com diferentes tamanhos de particulas. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1

mol. 'L,

As curvas apresentadas na Figura 4.30 indicaram dependéncia de n* versus ® e de m
versus Y com o tamanho das particulas. Na faixa de freqiiéncia estudada, tanto a viscosidade

complexa quanto a viscosidade aparente aumentam com o aumento dos tamanhos das particulas.

As curvas de viscosidade dos géis com diferentes tamanhos de particulas foram avaliadas
quanto a regra de Cox e Merz (1958) uma vez que elas ndo se sobrepdem. Estes autores
propuseram uma correlagdo empirica entre viscosidade complexa dinamica (n*) como func¢do da

freqiiéncia de oscilag¢do () e viscosidade aparente (1) como funcao da taxa de cisalhamento (y):

n*(w) =n (y) para o =y
(Regra de Cox-Merz)

Equacgdo 12

Através desta relacdo, as propriedades de cisalhamento de um material podem ser
previstas através de suas propriedades reoldgicas dinimicas, sem alteracdo de sua estrutura

durante as medidas com cisalhamento.

Segundo Miyoshi e Nishinari (1999), quando o espectro mecinico de um material exibe o

perfil de um gel fraco, n*(w) € significativamente maior que 1 (y), indicando que a fraca estrutura
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do gel pode sobreviver a uma pequena deformacdo oscilatéria (rede intacta), mas pode ser
rompida por grandes deformacdes (rede destruida durante a medida). Sendo assim, estes

materiais tendem a desviar da regra Cox-Merz.

Além disso, a regra de Cox-Merz ndo é obedecida por biopolimeros com altas densidades
de emaranhamento sem a aplicagdo de um fator de desvio (a). Sendo assim, a regra pode ser
descrita como (Kim & Yoo, 2006):

n*(aw)=n(y) para w =y
(Regra de Cox-Merz modificada)

Equacgdo 13

Observou-se através das curvas apresentadas na Figura 4.30, que as magnitudes de n* sao
maiores que as magnitudes de  com as curvas paralelas entre si como esperado, ja que os géis
preparados neste estudo sdo classificados como géis fracos. Este comportamento confirma a

natureza de gel fraco dos materiais avaliados.

Portanto, pela multiplicacdo de ® da equacdo original de Cox-Merz por um fator de
desvio (o), neste caso a igual a 0,8, as duas linhas se sobrepdem com um coeficiente de
correlagdo (R?) de aproximadamente 0,95. A partir desses resultados, concluiu-se que os géis
preparados com os diferentes tamanhos de particulas seguem a regra modificada de Cox-Merz,

com n*(aw) = n(y) sobrepostos principalmente a baixas taxas de cisalhamento e freqiiéncia.

A andlise reoldgica de particulas em suspensdo é uma fungcdo complexa de suas
propriedades fisicas e dos processos que ocorrem na escala das particulas. Os fatores mais
importantes sdo a fracdo volumétrica das particulas (¢), a forma das particulas, as interacdes entre
elas, seu arranjo espacial e a natureza do fluxo. Outros fatores que sdo importantes em certas
suspensdes, mas t€m recebido menos atencdo, sdo o tamanho, o perfil de distribuicao de
tamanhos e as forcas inter-particulas. Os ultimos sao mais relevantes em sistemas coloidais e
aquosos. Além destes, a formacgado de agregados e efeitos entrépicos de superficie podem também

afetar o comportamento reoldgico do sitema.

A principal dificuldade em modelar o comportamento destas suspensdes vem do fato de

que o material é multiescala e contém muitos componentes que interagem. Dados experimentais
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mostram que as propriedades globais reoldgicas de uma suspensdo dependem ndo s6 da forma e
do tamanho das particulas, mas também da interacdo entre as particulas (coloidais e ndo
coloidais), da interag¢do entre as particulas e o fluido (hidrodinamica), das propriedades do fluido
(Newtoniano ao ndo-Newtoniano) e do tipo de fluxo que a suspensao estd sujeita (Chateau et al.,

2008)

Além disso, no caso de géis que sdo estruturas macroporosas, os tamanhos e as formas
dos poros também podem influenciar diretamente seu comportamento reolégico tornando a

andlise reoldgica com uma correlagdo matematica adequada neste caso, ainda mais complexa.

Devido a complexidade do sistema, ndo foi possivel relacionar diretamente o tamanho das
particulas com os resultados das andlises reoldgicas, porém este estudo mostrou que € possivel

controlar as propriedades reoldgicas do material também através deste parametro.
4.2.5. EFEITO DA ESTERILIZACAO

Os ensaios descritos neste item tiveram por objetivo selecionar uma condicdo de
esterilizacdo que permita a estocagem do dcido hialurénico (AH) obtido por fermentacdo
bacteriana no Laboratério de Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos (LDPB) da
Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP e de seus derivados reticulados com DVS, por

longos periodos.

O efeito da esterilizacdo nas propriedades estruturais do biopolimero foi avaliado através

da determinacao da massa molar média por Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC).

O efeito da esterilizacdo nas propriedades estruturais dos derivados de AH reticulados

com DVS e das misturas gel de AH/fluido foi avaliado através de testes reologicos.

A eficicia do processo de esterilizacdo nos derivados reticulados e nas misturas foi
avaliada através de testes de plaqueamento para contagem de bactérias (mesoéfilos totais) e de

bolores e leveduras.
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4.2.5.1. EFEITO DA ESTERILIZACAO NO AH SOLIDO (MATERIA-PRIMA)

Quando utilizado na drea médica, o AH deve ser esterilizado. Um método comum para
sua esterilizacdo € o método de esterilizacdo quimica. Este tipo de esterilizacdo, no entanto, pode
causar contaminagdo do AH, limitando potencialmente sua aplicacdo. Diferentemente da
esterilizacdo quimica, a esterilizacdo por aquecimento a seco ndo resulta em contaminagdo
quimica, porém o aquecimento a seco do AH causa redu¢do da sua massa molar e variacdes na
sua estrutura conformacional. Sendo assim, solu¢des de AH tém sido esterilizadas por calor
umido em autoclave. Este tipo de esterilizacio causa menor degradacdo do AH quando
comparada a esterilizacdo por aquecimento a seco, porém a diminui¢do da massa molar ainda é

significante e a aplicagdo do AH esterilizado por este processo ainda € limitada.

De acordo com Swann e colaboradores (1997), AH s6lido pode ser esterilizado com vapor
em autoclave. Além de ndo deixar contaminantes quimicos, este método apresenta perda de
massa molar substancialmente reduzida quando comparado ao aquecimento a seco do AH ou ao
aquecimento em autoclave de solucdes de AH. O tempo de exposicao e a temperatura requerida
deste método também sao menores que os geralmente requeridos para esterilizar o AH so6lido por

aquecimento a seco (Swann et al., 1997).

Como as propriedades viscoeldsticas e estruturais de um polimero dependem (entre outras
coisas) do comprimento da cadeia macromolecular, os efeitos da esterilizacdo sobre a
estabilidade quimica do AH foram verificados através de sua massa molar média durante

diferentes periodos de tratamento térmico.

A Figura 4.31 apresenta os valores de massa molar média do AH sélido (70% de pureza) e
de uma solucao de AH 1% (massa/massa) obtidos por Cromatografia de Exclusao por Tamanho,
sem tratamento térmico, e apds esterilizacdo em autoclave a 126°C (1,5 kgf/cmz) por 2,5,5,10 e

15 minutos.
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Figura 4.31. Massa molar média de AH bacteriano seco e de uma solu¢do de AH 1% (m/m) submetido a diferentes

tempos de tratamento térmico em autoclave a 126°C (1,5 kgf/cm?).

Os resultados apresentados acima demonstraram que o AH sélido esterilizado em
autoclave a 126°C (1,5 kgf/cm?) sofre menor degradacdo que a solu¢do de AH 1% quando

esterilizada sob as mesmas condi¢des em tempos superiores a S minutos.

Além disso, os resultados mostraram que o AH bacteriano seco utilizado neste estudo
apresenta um decréscimo de massa molar média de 59% quando autoclavado por 15 minutos,
discordando do estudo realizado por Swann que apresentou um decréscimo de apenas 12%
quando o AH sdlido foi submetido ao tratamento térmico nas mesmas condicdes deste estudo. A
discordancia entre os resultados obtidos foi atribuida a umidade residual do AH usado neste
estudo proveniente de diferencas dos processos de secagem ou a presenca de impurezas no AH
(70%) que podem comprometer o processo de esterilizacdo favorecendo sua despolimerizagao ou

degradacao.

Mesmo assim, a diminui¢do de massa molar média observada para o AH sélido ndo é
significativa para a aplicacdo pretendida em relacdo as diferencas de massas molares médias
obtidas no processo de producdo e de purificacio do AH bacteriano obtido por fermentacdo
(variacdes de massa molar média entre 10° e 10° Da). Essas diferencas de massa molar média e
de pureza do AH normalmente decorrem das diferentes condi¢des nutricionais e de cultivo

empregadas na fermentacdo.
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Observou-se também através dos resultados obtidos que com 2,5 minutos de tratamento
na temperatura avaliada, tanto para o AH sélido como para a solu¢do de AH 1%, houve um
decréscimo de quase 50% de massa molar média que se mantém constante até 5 minutos de
tratamento. Apds 5 minutos observa-se um decréscimo brusco na massa molar média da solucao
de AH 1% (87% de decréscimo) enquanto que a massa molar média do AH sélido se mantém

estavel até 15 minutos.

Sendo assim, ficou estabelecido que a esterilizacio em autoclave a 126°C (1,5 kgf/cm?)
por 2,5 a 15 minutos do AH seco obtido por biofermentacdo no LDPB pode ser empregada sem

comprometimento das aplica¢des pretendidas.
4.2.5.2. EFEITO DA ESTERILIZACAO EM SOLUCOES DE AH

Para avaliar o efeito da esterilizacdo nas caracteristicas estruturais de solu¢des de AH,
solucdes 1% e 7% (g/100g) também foram submetidas a tratamento térmico em autoclave a

126°C por 0, 15, 30 e 60 minutos.

Os resultados obtidos de massa molar média para as solu¢cdes de AH com diferentes

concentracdes nos diferentes tempos de tratamento térmico estdao apresentados na Figura 4.32.

Os resultados mostraram a diminui¢do da massa molar média com o tempo de tratamento
térmico nas concentracdes estudadas, indicando possivel despolimerizacdo do biopolimero.
Segundo Guelcher e Hollinger (2006), a despolimerizacdo € a diminuicdo da massa molar média
do polimero e, para solucdes de AH, a despolimerizacdo ocorre em temperaturas acima de 80°C.
A reducdo da massa molar reduz a viscosidade da solucdo e, conseqiientemente, altera sua
viscoelasticidade. Além disso, durante o aquecimento, o polimero também pode sofrer
degradacdo ou decomposicdo que sdo alteragdes na estrutura quimica da molécula. A cadeia
polimérica pode ser degradada facilmente sob a acdo de varios fatores fisicos e/ou quimicos, tais
como estresse mecanico, acdo de radiacdo ou de radicais livres, hidrélise dcida ou alcalina,
oxidagdo, enzimas, calor, etc. A degradagao normalmente pode ser observada através de uma
coloragdo amarelada da solucdo de AH. Nos processos de esterilizacdo convencionais em
autoclave a 121-128°C por 15-30 minutos normalmente observa-se a decomposi¢ido da solugdo

em adi¢do a despolimeriza¢ao do AH.
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Figura 4.32. Massas molares médias obtidas para solu¢des de AH com concentragdes de 1% e 7% (m/m) submetidas

a diferentes tempos de tratamento térmico em autoclave a 126°C (1,5 kgf/cm?).

Neste estudo ndo foi observada alteragdo da coloragdo das solu¢des de AH submetidas ao
tratamento térmico provavelmente devido a baixa concentragdo das solugdes estudadas. Através
dos cromatogramas obtidos por SEC para a obten¢do da massa molar média também nao foi

possivel identificar picos referentes a degradagao ou decomposicao das solugdes de AH.

A avaliacio do efeito da concentracdo da solu¢do na estabilidade do AH quando
autoclavado a diferentes tempos de tratamento térmico mostrou que a diminuicdo da
concentracdo de AH na solucdo afeta o processo de despolimerizacdo ocasionando uma
diminui¢do mais brusca das massas molares médias. A solu¢ao de AH 1% (g/100g) apresentou
um decréscimo de massa molar média de 50% apds 15 minutos de tratamento enquanto que a
solucdo de AH 7% (g/100g) apresentou apenas 12%. Mesmo com 60 minutos de tratamento, a

solugcdo de AH 7% (g/100g) apresentou somente 27% de decréscimo em sua massa molar média.

A influéncia da concentracdo no processo de despolimerizagdo observada pode ser
atribuida a0 maior movimento das moléculas nas solugdes diluidas causando um decréscimo de
sua estabilidade térmica. Em solu¢des concentradas, as cadeias tém menor mobilidade e o maior

emaranhamento “protege” sua integridade.

Diferentemente do estudo realizado por Swann e colaboradores (1997), através dos
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resultados obtidos neste estudo, ndo foi possivel verificar diferengas significativas entre a
esterilizacao de solucdes de AH e a esterilizacdo de AH seco. Ao contrédrio do estudo de Swann,
neste estudo, a esterilizacdo da solucdo de AH 7% (g/100 g) apresentou melhores resultados,
sendo, portanto, uma alternativa para a esterilizacdo do polimero. As diferencas nos resultados

podem ser atribuidas as diferencas de pureza dos AH utilizados.

4.2.5.3. EFEITO DA ESTERILIZACAO NOS GEIS DE AH RETICULADOS COM
DVS E NAS MISTURAS GEL/FLUIDO

O efeito da esterilizacdo dos géis de AH reticulados com DVS e das misturas gel/fluido
foi avaliado através de testes reoldgicos. A eficacia do processo de esterilizacdo foi verificada

através do plaqueamento de bactérias (mesofilos totais) e de bolores e leveduras.

A Figura 4.33 mostra o efeito da esterilizacdo no comportamento reolégico do gel de AH
reticulado com DVS e da mistura gel de AH reticulado com DVS/fluido de AH 1% (g/100) 75:25
e 70:30 (massa/massa).

Os espectros de oscilacdo e as curvas de fluxo mostraram que a condi¢@o de esterilizacdo
estudada ndo produziu mudangas significativas nas propriedades reoldgicas dos géis sendo,

portanto estas condi¢des indicadas para a esterilizagao dos mesmos.

Entretanto, os espectros de oscilac@o e as curvas fluxo das misturas gel/fluido mostraram
que as condi¢Oes de esterilizacdo afetam as propriedades reoldgicas do produto. Essas alteracdes
podem ser atribuidas a presenca do AH sem reticulacdo proveniente do fluido de AH 1-1,25%
(massa/volume). Observou-se também que com o aumento da concentracdo do fluido hd um
maior efeito da esterilizacdo sobre o produto, indicando novamente que a diminuicdo dos

modulos G’ e G” sdo causadas pela despolimerizacao do AH ndo reticulado presente na mistura.

Para contornar os efeitos da esterilizacdo na mistura gel/fluido, o gel e o AH seco usado
para preparacao do fluido devem ser esterilizados separadamente, e entdo misturados em camara
de fluxo laminar. Este procedimento, embora seja mais trabalhoso, garante as caracteristicas

estruturais e reoldgicas da mistura.
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Figura 4.33. Comportamento reoldgico de géis de AH reticulados com DVS e de misturas gel/fluido (75:25 e 70:30)

antes e apds processo de esterilizacdo em autoclave a 126°C por 2,5 minutos. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1,

[NaOH] = 0,1 mol.L"!, D=75-100 pm. Fluido: 1% (massa/volume). (a) Espectro de oscilacdo e (b) Curva de Fluxo.

(E)=estéril e (NE)=nio esterilizado.

Os resultados dos plaqueamentos para a amostra de gel de AH reticulado com DVS/

fluido de AH 1% (m/v) 75:25 (massa/massa) antes e apOs esterilizacdo estdo apresentados na
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Tabela 4.21.

Tabela 4.21. Resultados dos plaqueamentos para bactérias e bolores e leveduras.

Géis Nao-esterilizado Esterilizado
Bactérias (Mesofilos Totais) 8x 10’ < 10" (nfo houve crescimento)
(UFC.mL™)
Leveduras (UFC.mL™") 6x 10° < 10" (nfio houve crescimento)
Bolores (UFC.mL™") 2x 10° < 10" (nfo houve crescimento)

*UFC=Unidade formadora de coldnia.

A Figura 4.34 apresenta as placas referentes a contagem de mesdfilos totais e de bolores e

leveduras antes e ap6s esterilizacao.

Estéril

(b)

Figura 4.34. Placas para contagem de (a) Meséfilos Totais e (b) Bolores e Leveduras em gel de AH reticulado com

DVS (AH/DVS I:1).

Os resultados de plaqueamento demonstraram eficécia do processo de esterilizacao sendo,

portanto, do ponto de vista bioldgico, estas condi¢des indicadas para a esteriliza¢do do produto.

4.2.6. EFEITO DA PUREZA DA MATERIA-PRIMA NAS PROPRIEDADES
ESTRUTURAIS DOS GEIS

A pureza do AH usado para preparacdo dos géis € um fator que pode influenciar a reagdo
de reticulagdo com DVS jd que proteinas e outras moléculas também podem ser reticuladas por

este reagente.
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A influéncia da pureza do AH usado como matéria-prima nas propriedades reoldgicas foi
avaliada em géis preparados a partir de AH com pureza igual a 30% e 70% (MM=10> Da). Os
géis apresentados neste item foram preparados com razdes massicas AH/DVS 1:1; e apresentam
tamanhos médios de particulas entre 75-100 um. As diferengas na pureza do AH decorrem das
diferentes condicdes nutricionais e de cultivo empregadas na fermentacdo e das diferencas dos

processos de purificacao (item 4.1.1).

As Figuras 4.35 (a) e 4.35 (b) apresentam as imagens dos géis de AH (AH/DVS 1:1) ap6s

as etapas de lavagem, obtidos de AH com 30% e 70% de pureza, respectivamente.

- (3)

Figura 4.35. Géis obtidos a partir de AH com diferentes graus de pureza: (a) 30% e (b) 70%. Gel: [AH]=3%
(g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L"!, D=75-100 pm.

Os espectros mecanicos dos géis preparados com AH de 30% e 70% estdo apresentados

na Figura 4.36.

Os géis preparados neste item apresentaram espectros de oscilacdo diferentes, indicando
influéncia do grau de pureza do AH usado como matéria-prima nas propriedades reolégicas dos
mesmos. Porém, o grau de influéncia deste parametro ndo foi significativo, principalmente nos
modulos viscosos, levando-se em consideragdo as diferengas de pureza da matéria-prima avaliada
(70% e 30%). Os médulos eldsticos apresentaram em torno de 20% de diferenca nas duas purezas

avaliadas, enquanto os médulos viscosos apresentaram somente 4%.
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Figura 4.36. Espectros de Oscilacdo de géis obtidos a partir de AH com diferentes graus de pureza. Gel: [AH]=3%
(g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L"!, D=75-100 um.

Ja o aspecto visual dos géis apresentou diferencas bastante significativas principalmente
em relacdo a outros viscossuplementos disponiveis no mercado. O gel preparado com AH 30%
apresentou coloracdo opaca enquanto que o gel preparado com AH 70% mostrou-se translicido

como outros produtos comerciais.

Neste contexto, a grande influéncia da pureza estd associada a imunogenicidade. Porém,

ainda nao foi avaliado o efeito da pureza do ponto de vista bioldgico.
4.2.7. VARIABILIDADE DA REACAO DE RETICULACAO

A variabilidade das reagdes de reticulacio com DVS foi avaliada através dos valores

médios de G’ e G”, obtidos nos testes reoldgicos, na faixa de freqiiéncia entre 1 e 10 Hz.

Os géis utilizados para avaliagdo da variabilidade da reagao foram preparados com razao
mdssica AH/DVS 1:1, [AH]=3% (g/100g), [NaOH]=0,1 mol.L" e [NaCl]=3% (g/100g). O

diametro médio das particulas foi padronizado em 75-100 um.
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A Figura 4.37 apresenta a variabilidade dos valores de G’ e G” obtidos de diferentes

reacoes de reticulagdo. Foram preparados 5 géis nas mesmas condi¢des experimentais.

Os desvios padrdes dos valores de G’ e G” referentes a 5 reacdes de reticulacao diferentes

foram 3,5 % e 4,6%, respectivamente.

Esta variabilidade encontra-se dentro da faixa aceitdvel e pode ser atribuida a diferencas

na pureza da matéria-prima e do préprio processo de preparagdo e purificacao dos géis.

1400 -

1200 b

1000-: ————————— + ——————————————————— R S o

L

)

G', G" (Pa)

L ———————-

200

Numero de Replicatas

Figura 4.37. Variabilidade da reacio de reticulacio. Gel: [AH]=3% (g/100g), AH/DVS 1:1, [NaOH] = 0,1 mol.L",
D=75-100 um.

4.2.8. EFEITO DA MASSA MOLAR MEDIA

Para avaliar o efeito da massa molar média nas propriedades reoldgicas dos géis, foi
preparado um gel (Controle) a partir de NaAH puro (Hylumed, MM=6,6 x 10’ Da) e comparado
com o produto comercial Synvisc® (MM=6 x10° Da). O gel Controle foi preparado com uma
razdo massica AH/DVS 1:1, concentracdo de NaOH igual a 0,2 mol.L'l, e didmetro médio de

particula entre 75 e 100 um.

Os espectros de oscilacdo do gel Controle e do produto comercial Synvisc® estao

apresentados na Figura 4.38.
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Figura 4.38. Espectros de oscilagio do gel Controle (6,6 x 10° Da) e do produto comercial Synvisc® (2 x 10° Da).

Os valores de tan 6 (=G”/G’) para ambos os géis estdo apresentados na Tabela 4.22.

Tabela 4.22. Valores de tan é (em 4,6 Hz) do gel Controle e do Synvisc®.

Géis tan
Controle 0,33
Synvisc® 0,20

Os dois géis foram classificados como géis fracos, pois apresentaram valores de tan 6

>0,1 (Ikeda & Nishinari, 2001).

De acordo com a “Lei de Poténcia”, G’= A coB, os géis foram classificados em géis

covalentes (Tabela 4.23) ja que os valores de B estao proximos de zero (Khondkar et al., 2007).

Tabela 4.23. Parametros da “Lei de Poténcia” para a relagdo entre o médulo de estocagem e a freqii€ncia para géis

reticulados de AH (G’= A o).

Géis A (Pas) B (inclinag@o)
Controle 70,2 0,15
Synvisc® 88,9 0,15

Os resultados obtidos neste item mostraram que a massa molar média influencia as

propriedades reoldgicas e estruturais dos géis. Observou-se um aumento nas propriedades

viscoeldsticas do gel preparado com AH de maior massa molar média (Synvisc®) que pode ser
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atribuido ao maior emaranhamento das cadeias. A proximidade entre as cadeias facilita a entrada

do agente reticulante levando a um maior grau de reticulagao.

4.2.9. ESTABILIDADE REOLOGICA

A estabilidade em geladeira da mistura gel/fluido 75:25 preparada conforme item 3.1.5.3

foi avaliada através de testes reoldgicos.

A Figura 4.39 apresenta os espectros de oscilacio e as curvas de fluxo do gel com 0, 60 e
120 dias de armazenamento em geladeira a 1-4°C. O produto foi armazenado em seringa

hipodérmica pléstica de 1 mL apds esterilizacdo, conforme item 3.1.5.5-C.

Os espectros de oscilagdo e as curvas de fluxo mostraram que ndo hd variagdo

significativa das propriedades reoldgicas do produto final no periodo de armazenamento

avaliado.
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Figura 4.39. Estabilidade reolégica da mistura gel/fluido 75:25 (gel de AH preparado com AH 10° Da na
concentragio de 3g/100g, [NaCl]=3 g/100g, [NaOH]=0,1 mol.I"', didmetro médio de particula= 75-100pum e razio
méssica AH/DVS 1:1 e fluido preparado a partir de AH 10° Da na concentragio de 1g/100g em PBS). (a) Espectro
de Oscilagdo e (b) Curva de Fluxo.

Considerando a “Lei de Poténcia” descrita por Ostwald de Waele (n = K. y“'l), os valores

dos parametros K e n estdo apresentados na Tabela 4.24.
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Tabela 4.24. Parametros determinados nas curvas de fluxo das misturas gel/fluido 75:25 (gel de AH preparado com
AH 10° Da na concentracio de 3g/100g, [NaCl]=3 g/100g, [NaOH]=0,1 mol.I"', didmetro médio de particula= 75-
100pm e razdo massica AH/DVS 1:1 e fluido preparado a partir de AH 10° Da na concentragio de 1g/100g em PBS).

Tempo de armazenamento (Dias) | K (mPa.s") n

0 19345 0,40
60 24832 0,35
120 27072 0,35

Os valores de n obtidos indicaram que o comportamento viscoeldstico ndo variou
significativamente com o tempo de armazenamento, indicando estabilidade reol6gica no periodo

avaliado.
4.2.10. TESTE IN VITRO
4.2.10.1. TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados através do método de incorporac¢do do
vermelho neutro e do método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolium) na mistura gel/fluido 75:25 (gel de AH preparado com AH 10° Da na concentragcao
de 3g/100g, [NaCl]=3 g/100g, [NaOH]=0,1 mol.I", didmetro médio de particula= 75-100 pm e
razdo mdssica AH/DVS 1:1 e fluido preparado a partir de AH 10° Da na concentracio de 1g/100g
em PBS).

4.2.10.1.1. METODO DE INCORPORACAO DO VERMELHO NEUTRO

Os resultados obtidos pelo ensaio de citotoxicidade indireta pelo método da incorporagao
do vermelho neutro apresentados na Figura 4.40 indicaram que a amostra analisada apresentou
comportamento semelhante ao CNT (extrato de poliestireno usado como controle negativo de
toxidade). Este resultado sugere que a amostra ndo libera substancias téxicas, pois ndo interferiu
na viabilidade celular. De acordo com anélise estatistica utilizando One Way Anova, com nivel de

significancia de 0,05, ndo foi observada variagdo significativa entre as replicatas analisadas.

124



CAPITULO 4

Absorbancia a 540 nm (U.A.)

CPT |Branco| CNT 1 2 3 4 5
Média | 2,47 2,52 3,92 4,05 4 3,97 4,01 3,99

Figura 4.40. Anilise de citotoxicidade indireta pelo ensaio de Viabilidade Celular pelo Método de Incorporagdo do

Vermelho Neutro com células VERO (nivel de significancia 0,05).

As médias das amostras diferem significativamente em relacdo ao controle positivo de

toxicidade, porém ndo sdo significativamente diferentes do controle negativo.

4.2.10.1.2. METODO DO MTT

A amostra analisada também ndo apresentou efeito citotoxico por meio do teste de
citotoxicidade indireta pelo ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT. Os resultados
obtidos apresentaram comportamento semelhante ao CNT, ndo téxico. Estes resultados indicam
que o material analisado ndo liberou elementos t6xicos no meio de cultura, pois nao houve
interferéncia ou atraso na adesido, proliferacao e viabilidade celular quantificada pela leitura de
absorbancia. Na figura 4.41 estdo apresentados os dados da leitura de absorbancia das células

VERO em contato com o extrato da amostra avaliada.

Todas as replicatas apresentaram comportamento semelhante ao CNT, podendo ser
consideradas atéxicas. De acordo com andlise estatistica utilizando One Way Anova, com nivel de

significancia de 0,05, ndo foi observada variagdo significativa entre as replicatas analisadas.

As médias das amostras diferem significativamente em relacdo ao controle positivo de

toxicidade, porém ndo sdo significativamente diferentes do controle negativo.
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Figura 4.41. Andlise de citotoxicidade indireta pelo ensaio de Viabilidade Celular pelo Método do MTT com células

VERO (nivel de significancia 0,05).
4.3. PREPARACAO DO CONJUGADO AH-DPPE

4.3.1. AVALTIACAO DA REACAO DE CONJUGACAO

Conjugados AH-DPPE foram preparados a partir de AH com massas molares médias de
10%, 10° e 10° Da, conforme item 3.2.1. Os produtos obtidos foram caracterizados por CCD,

RMN 'H e razio massica DPPE/AH.

A Tabela 4.25 apresenta os teores de AH e de fosfolipidio no conjugado apds separacio
por ultrafiltracdo, a razdo madassica DPPE/AH e os rendimentos das reagdes de conjugacdo

calculados a partir da concentracdo de AH.

Tabela 4.25. Concentracdes de AH e DPPE no conjugado e rendimento da rea¢do de conjugacao.

MM do AH (Da) | [AH] (%) | [DPPE] (%) | Rendimento (%) | pg DPPE/mg AH
10* 79 0,7 47 8.8
10° 84 6,4 82 *
10° 56 0,3 77 53

* A propor¢do ng DPPE/ mg AH ndo pode ser calculada devido a impurezas do AH (70%) usado como matéria-

prima, que apresenta 4cido fosférico na composicao do meio sintético empregado para sua producdo.

Os conjugados AH-DPPE preparados neste trabalho apresentaram razdes DPPE (ug)/ AH
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(mg) (8,8 pg DPPE/mg AH 10" Da e 5,3 pg DPPE/mg AH 10° Da) da mesma ordem de grandeza
obtida por Surace e colaboradores (2009) para o conjugado AH-DOPE (3ug DOPE/mg AH 10°
Da).

4.3.2. AVALIACAO DA REACAO POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

Ap6s purificagdo e liofilizacdo, o conjugado foi caracterizado por CCD (Cromatografia de

Camada Delgada) (Figura 4.42).

O conjugado AH-DPPE apresentou um spot com fator de retengdo (Ry) igual a 0, enquanto
que o fosfolipidio DPPE apresentou um spot com Ryigual a 0,5. Nao foi possivel visualizar o spot
referente ao AH. Os demais spots observados ndo foram identificados. De acordo com Surace e
colaboradores (2009), o fosfolipidio DOPE apresentou Rf=0,7 e o conjugado AH-DOPE

apresentou Rf = 0 na mesma fase movél.

= = Rf= 0,50 R,=0,50
Rf.O,SO - f. f.
Ri=0,13 Ri=0/13 -
® ® R cg.),U?
Gttt LR LRR et -0 ---F---@®---@--- -0 ---F---@---@---
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
(a) (b) (©)

Figura 4.42. Placas de Cromatografia de Camada Delgada (fase mével CHCl;/MeOH/H,O 65:25:2). Reacdes
realizadas com: (a) AH MM=10" Da; (b) AH MM=10’ Da; (c) AH MM=10° Da. Compostos aplicados: (1)=AH;
(2)=DPPE; (3)=Retido na Membrana; (4)=Filtrado.

A placa obtida para a reacdo realizada com o AH de massa molar média de 10* Da
apresentou dois spots para o produto retido na membrana (R=0 referente ao AH-DPPE e R=0,5
referente ao DPPE); e dois spots (R=0 referente ao AH-DPPE e R=0,13 nao-identificado) para o
filtrado. A presenca do spot com R=0,5 para o produto retido na membrana, mesmo que em
baixa concentracdo, demonstra que o DPPE nao foi totalmente consumido durante a reacdo,

justificando o baixo rendimento da rea¢do de conjugacgao.
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A placa obtida para a reacdo realizada com o AH de massa molar média de 10°> Da
apresentou apenas um spot (R=0 referente ao AH-DPPE) para o produto retido na membrana e
dois spots (R=0 referente a0 AH-DPPE e R=0,13 nio-identificado) para o filtrado. A presencga de
somente um spot com R=0,5 no produto retido na membrana demonstra que a separa¢do dos
produtos por ultrafiltracdo foi eficaz e que o DPPE foi totalmente consumido durante a reagao.

Além disso, o spot referente ao fosfolipidio livre também nao foi encontrado no filtrado.

A placa obtida para a reacdo realizada com o AH de massa molar média de 10° Da
apresentou dois spots (R=0 referente ao AH-DPPE e R=0,07 ndo-identificado) para o produto
retido na membrana e apenas um spot (R=0 referente ao AH-DPPE) para o filtrado. A auséncia
do spot referente ao fosfolipidio livre nas duas fracdes demonstra que o DPPE foi totalmente
consumido durante a reagdo, porém a presenca de um spot nao identificado na fracdo retida na
membrana indica que a separagdo por ultrafiltragio com a membrana de 1000.000 Da nao foi

eficaz. Neste caso, € necessdaria uma membrana com menor tamanho de poros.

4.3.3. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
PROTON

A Figura 4.43 apresenta os espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN

'H) para os conjugados AH-DPPE obtidos com AH de diferentes massas molares.

Os conjugados AH-DPPE preparados a partir de AH 10* e 10° Da foram caracterizados
por RMN 'H através dos picos caracteristicos (Ruhela et al., 2006): 6 (ppm) 5,2 (1H, H-1a), 4,39
(d, 2H, H-1°B, H-17), 4,36 (d, 2H, H-1""B, H-1"a); 2,15-1,95 (6H, NHCOCH;); 0,98 (6H, CHj3
terminal do DPPE); 1,8-1,05 (56H, prétons do metileno do DPPE); 1,8 (CHs; do AH); 3,8-3,3
(12H, prétons do anel de aciicar do AH); 4-3,2 (CHOH do AH). 7,7 (NH do DPPE ligado ao
C=0 do AH).

Entretanto, no espectro do conjugado preparado a partir de AH 10° Da ndo foi possivel
identificar o pico em o 7,7 ppm referente a ligacao amidica entre o grupo NH do DPPE e o grupo

carboxilico do AH.
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Nos trés espectros nido foram observados picos refentes ao grupo NH3" do fosfolipidio

livre ( 8,3 ppm), sugerindo que a complexacdo com o AH ocorreu.

10

[*1e6]
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[*1e6]
|

1.0000
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[*1e6]

(©)
Figura 4.43. Espectros de RMN'H das amostras de conjugado AH-DPPE preparados a partir de AH (a) 10* Da, (b)
10° Dae (c) 10° Da.

4.3.4. PREPARACAO DE LIPOSSOMAS

As caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas contendo diferentes quantidades do
conjugado AH-DPPE preparado a partir de AH de 10° Da, foram avaliadas através de medidas de

diametro médio, distribuicao de tamanhos e de potencial zeta ({) (Tabela 4.26).

Os lipossomas contendo somente Lipoid E-80/DPPE mostraram um diametro médio em

torno de 85 nm e indice de polidispersidade (PDI) em torno de 0,1.

Os resultados de diametros médios dos lipossomas preparados com AH-DPPE,
demonstraram que a adi¢do do conjugado influencia o tamanho dos lipossomas, pois segundo
andlise estatistica usando One Way Anova, com nivel de significancia de 0,05, as médias de

diametros obtidas sdo significantemente diferentes.

As diferencas nos tamanhos com a adicdo do conjugado AH-DPPE foram atribuidas as
diferencas no empacotamento do fosfolipidio com o conjugado AH-DPPE e a configuracdo do

AH na superficie das particulas para se atingir estruturas em equilibrio.
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Os indices de polidispersidade obtidos ndo apresentaram variagdo significativa com a

adi¢do do conjugado em toda faixa de concentragdo avaliada.

Tabela 4.26. Caracteristicas fisico-quimicas de estruturas lipidicas preparadas com Lipoid E-80/DPPE 80:20 e
Lipoid E-80/DPPE/AH-DPPE.

Diametros Médios PDI Potencial Zeta (mV)
Numero (N) £SD (nm) Em dgua Em NaCl
0,15 mol.L"!
Conjugado AH-DPPE NA NA 32+2 -14 £2
Lipossomas de Lipoid E-80/DPPE 85,1+04 0,097 | -19,9+0,5 | -15,9+0,3
Lipossomas de Lipoid E-80/DPPE
+ conjugado AH_DPPE
5% 69 +1 0,093 | -50+0,6 | -11,1 +0,8
10% 93 +1 0,070 | -10,7+04 | -124+04
15% 70+£1 0,095 | -10,4£0,7 -15+1

*0s resultados sdo expressos como as médias + SD de 3 leituras da mesma preparacdo. As leituras de tamanho foram
realizadas em 4gua nos lipossomas extrudados conforme item 3.2.3.

NA= ndo analisado

** Composicdo de Lipoid E-80 - Fosfolipidios (g/100g): fosfatidil colina (80-85); fosfatidil etanolamina (7-9,5);
Lisofosfatidil colina (<3); Lisofosfatidil etanolamina (<0,5); Sphingmyelin (2-3). Lipidios ndo-polares (g/100g):
triglicerideos (<3); colesterol (<1); dcidos graxos livres (<0,05); DL-a-tocopherol (0,05-1).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual € influenciado
pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociagdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsor¢do de espécies iOnicas presentes no meio aquoso
de dispersdo. Em médulo, um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para uma
boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a

evitar a agregacdo em funcdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

Os valores de potencial zeta foram avaliados em 4gua e em solucdo de NaCl 0,15 mol.L".
Em 4gua, os valores de potencial zeta variaram entre -5 a -20 mV, enquanto que os potenciais

avaliados em NaCl variaram entre -10 € -15 mV.
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As medidas de potencial zeta realizadas tanto em dgua quanto em NaCl também
mostraram-se significantemente diferentes quando analisadas segundo andlise estatistica One

Way Anova, com nivel de significancia de 0,05.

As diferencas no empacotamento do fosfolipidio com o conjugado e na configuragdo do
AH na superficie da particula também refletem no potencial zeta. Para os lipossomas preparados
com 5% de conjugado observou-se uma reducdo do potencial zeta, principalmente na leitura
realizada em dgua ({=-5 mV) atribuida a uma configuracdo do AH na superficie dos lipossomas
que internaliza a carga negativa da superficie. J4 com a adi¢do de maior concentracio de AH-
DPPE (10 e 15%), a estabilidade € uma combinac¢do do tipo estérica devido a retenc¢do de dgua

nas cadeias de AH e do tipo eletrostitica devido as cargas negativas na superficie.

A comparagdo das caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas preparados neste
trabalho com dados da literatura nao € adequada uma vez que os escassos resultados da literatura
mostram a conjugacdo AH-DOPE modificando lipossomas preparados a partir de fosfolipidios de

carga positiva (DOTAP/DOPE e DE/DOPE) (Surace et al., 2009; Taetz et al., 2009).

Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho mostram que os lipossomas foram
formados com a adi¢ao do conjugado AH-DPPE com propriedades comparaveis as da literatura

principalmente quanto ao tamanho.
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CONCLUSOES

Dos resultados experimentais obtidos concluiu-se que as propriedades fisico-quimicas e
reoldgicas dos géis de AH reticulados com DVS podem ser moduladas pelas condi¢des de
preparacao (razdo AH/DVS, concentragdo de NaOH, tamanho de particula e razdo gel/fluido),

possibilitando uma vasta gama de aplicacdes médicas e cosméticas.

A conjugacdo do AH com DPPE foi realizada com rendimento de aproximadamente 80%,
através de rota simples, em meio aquoso e temperatura de 37°C. Os conjugados obtidos foram
capazes de serem incorporados em lipossomas compostos de lecitina de ovo e DPPE, nas
propor¢des 5, 10 e 15% de conjugado, modificando o tamanho, polidispersidade e as

propriedades de superficie dos lipossomas.

Abaixo, estdo listadas as principais conclusdes relativas aos dois principais aspectos

especificos estudados neste trabalho:

Producdo de géis de AH reticulados com divinilsulfona

» O processo de purificacio do AH empregado neste estudo fornece AH com 68-70% de

pureza e teor de proteina de 0,4-2,4%.

» A pureza do AH usado na preparacdo dos géis reticulados com DVS afeta as
propriedades reoldgicas dos mesmos, uma vez que impurezas também sdo reticuladas

pela divinilsulfona.
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A reticulacdo do AH com diferentes quantidades de DVS produz géis com diferentes

graus de intumescimento e diferentes propriedades reoldgicas.

O gel de AH reticulado com DVS foi caracterizado pelas bandas de absor¢ao no
infravermelho entre 1280 e 1380 cm™ atribuidas ao estiramento vSO, da divinilsulfona

e ao -CH=C- do grupo vinil.

A razado de intumescimento dos géis preparados neste estudo variou entre 33 e 430 e é

dependente do grau de reticulacdo dos géis.

Acima de 90% da massa dos géis é dgua, exceto no gel preparado com excesso de
agente reticulante que apresentou menor capacidade de retencdo de dgua devido ao

maior grau de reticulacdo.

O processo de reticulagdao é controlado pelos seguintes parametros de reacdo: razao
polimero/ agente reticulante, concentragdo e massa molar do AH, concentragdo de

NaOH e adi¢do e concentracao de sais neutros.

A reagdo de reticulacdo apresentou um rendimento entre 45 e 75% e recuperacdo

massica do AH em torno de 75%.

O grau de modificacdo do polimero € diretamente proporcional a concentracdo de

agente reticulante adicionado, atingindo 90% na razao massica AH/DVS 1:1.

A concentracio de agente reticulante € diretamente proporcional a dureza do gel, mas

inversamente proporcional a razao de intumescimento.

A faixa de diametros médios de particulas (75-100 pum) adequada para a aplicagao

requerida foi alcancada com 40-50 minutos de agitacdo a 24.000 rpm.

A forga de extrusdo dos géis é diretamente proporcional a concentragdo de agente
reticulante e pode ser modulada pela adi¢do de uma fase fluida (solucdo de AH ndo

reticulado).
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A forca de extrusdo e a dureza do gel sdo inversamente proporcionais a concentracao

de fase fluida.

A concentragdo de NaOH, e portanto, o pH da mistura reacional, afeta a reacdo de
reticulacdo. O pH da mistura reacional € inversamente proporcional a sua viscosidade

e ao grau de reticulacio dos géis.

O aumento no pH diminui a viscosidade da mistura reacional devido a alteragdes na
conformagdo das cadeias do polimero causadas pela quebra das ligacdes de hidrogénio
intra- e intermoleculares. As cadeias se contraem dificultando a entrada do agente

reticulante.

O aumento do pH na faixa estudada ndo promove alteragao da massa molar média do
polimero até a concentracdo de NaOH de 0,2 mol.L" que justifique a diminuic¢do da
viscosidade. Apds esta concentragdo ha reducdo consideravel da massa molar média

do polimero justificando a formacao de géis bastante “softs”.

O diametro médio das particulas é diretamente proporcional a dureza e a forca de
extrusdo dos géis e pode ser modulado para uma aplicagdo mais confortdvel ao

paciente.

As medidas reoldgicas em regime estaciondrio dos géis de AH reticulados com DVS
mostraram um comportamento ndo-Newtoniano pseudopldstico em toda a faixa de
taxa de cisalhamento estudada, enquanto solucdes de AH apresentaram

comportamento Newtoniano a baixas taxas de cisalhamento.

Nas medidas oscilatdrias, os géis reticulados exibiram comportamento caracteristicos
de géis, sendo o mddulo eléstico (G’) maior que o médulo viscoso (G”), e ambos

paralelos ao eixo de freqiiéncia.

Baseados nos pardmetros reologicos, os géis preparados neste estudo foram
classificados como géis covalentes e fracos, exceto o gel preparado com excesso de

agente reticulante que foi classificado como gel covalente e convencional.
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De acordo com os parametros reoldgicos, os géis preparados neste estudo sdo mais

fortes que o fluido sinovial, podendo assim ser utilizados como viscossuplementos.

As medidas reoldgicas também indicaram que os moédulos G’ dos géis sdo
inversamente proporcionais a razao massica AH/DVS indicando aumento nos niveis

de reticulagdo.

A dependéncia entre G’ e a razdo mdssica AH/DVS foi similar a dependéncia entre G’

e a concentracdo de varios biopolimeros com alta funcionalidade.

As reacdes de reticulacdo apresentaram valores aceitaveis de variabilidade em relacao

aos testes reoldgicos, abaixo de 5%.

A esterilizacdo em autoclave por 2,5 minutos a 126°C ndo afeta as propriedades
reoldgicas dos géis, entretanto afeta a mistura gel/ fluido. Sendo assim, € necessario

esterilizar separadamente a fase gel e a fase fluida.

O processo de esterilizacdo utilizado apresenta eficidcia quanto ao crescimento de

bactérias, bolores e leveduras.

O gel preparado com razao méssica AH/DVS 1:1, concentracdo de NaOH 0,1 mol.L”,
concentracoes de AH (bacteriano, MM=10 Da) e NaCl de 3% (g/100g), diametro
médio de particulas entre 75-100 um e misturado com o fluido de AH 1% em uma
razdo mdssica de 75:25 apresentou propriedades estruturais e reoldgicas similares ao
fluido sinovial. Sendo assim, o gel preparado nestas condicdes foi utilizado nos testes

in vitro e sera utilizado nos testes in vivo.

Os testes de citotoxicidade indireta pelo ensaio de viabilidade celular com MTT e com
Vermelho Neutro n@o mostraram efeito citotéxico. O material apresentou

comportamento semelhante ao CNT, podendo ser considerado atéxico.

O material apresentou estabilidade reolégica em geladeira no periodo avaliado (120

dias).
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Os parametros de reagdo estudados podem ser convenientemente usados para
controlar as propriedades reoldgicas e estruturais dos géis permitindo aplicagcdes

especificas destes géis nas dreas médicas e cosméticas.

Preparacdo do conjugado AH-DPPE

As reacdes para preparagdo do conjugado AH-DPPE com AH de massas molares
médias de 10° e 10° Da apresentaram rendimentos em torno de 80%, enquanto que o

conjugado preparado com AH 10" Da apresentou um rendimento em torno de 50%.

Os conjugados AH-DPPE de massas molares médias 10" e 10° Da apresentaram as

razdes DPPE (ug)/ AH (mg) de 8,8 e 5,3, respectivamente.

A separacdo dos produtos utilizando ultrafiltracdo mostrou-se eficiente com a

membrana de 10.000 Da.

Os conjugados AH-DPPE foram caracterizados por RMN'H através dos

deslocamentos caracteristicos.

Os conjugados preparados com AH de diferentes massas molares ndo apresentaram
diferencas significativas nos espectros de RMN 'H, exceto para o conjugado
preparado com AH de 10° Da onde ndo foi possivel identificar o pico referente a

ligacdo amidica entre o fosfolipidio € o AH.

Os lipossomas preparados com adicdo de conjugado apresentaram diferengas de
diametros médios em relacdo aos lipossomas sem incorporacdo do conjugado,

segundo andlise estatistica Anova One Way com nivel de significancia de 0,05.

As medidas de potencial zeta realizadas tanto em 4gua quanto em NaCl também
mostraram-se significantemente diferentes quando analisadas segundo andlise

estatistica One Way Anova, com nivel de significancia de 0,05.
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As diferancas nos valores de tamanho e de potencial zeta para as concentragdes de
AH-DPPE avaliadas foram atribuidas as diferencas no empacotamento do fosfolipidio

com o conjugado e na configuragdo do AH na superficie das particulas.

Os resultados de tamanho e de potencial zeta mostram que os lipossomas foram
formados com a adi¢do do conjugado AH-DPPE com propriedades comparaveis as da

literatura, principalmente quanto ao tamanho.
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5.1. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Realizar ensaios in vivo com os géis de AH reticulados com DVS;

» Quantificar os teores de pirogénios e endotoxinas nos géis;

= Avaliar o efeito da pureza do AH nas propriedades bioldgicas dos géis;

» Avaliar o tempo de residéncia e a eficiéncia dos géis de AH reticulados com DVS;
» Avaliar o desempenho do gel de AH reticulado com DVS em diferentes aplicacdes;
= Realizar testes de estabilidade com os lipossomas preparados;

= Avaliar a adicdo do conjugado AH-DPPE em diferentes lipossomas.
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ANEXO A

Curva de calibracio usada na determinacao da concentracao de AH pelo Método do Carbazol
Modificado (Bitter & Muir, 1962).

0,40 -

y = 0,0031 x + 0,0034
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0,05 -

0,00 —————t—
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Concentracao de AH (mg/L)

Figura A.1
Curva padrio usada para a calibracdo do método de determinacio da concentracdo de AH.
(LD = Limite de detec¢do; LQ = Limite de quantificacio).
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ANEXO B

Curva padrao e cromatograma obtidos na determinacdo da massa molar do AH por
Cromatografia de Exclusdao por Tamanho (SEC) utilizando coluna de filtracdo em gel Polysep-
GFC-P6000 (300 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance, California, USA); e nitrato de sédio (0,1
mol.L'l) a uma vazdo de 1 mL.minuto” como fase mével isocratica.

1,0x10° - °
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? :
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Tempo de Retencao (Minutos)

Figura B.1
Comportamento da Massa Molar do Acido Hialurénico em funcio do tempo de retencdo da amostra.
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Figura B.2
Curva linearizada para a calibragdo do método de determinag@o da massa molar do AH.
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T =8274
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Tempo de Retencao (Minutos)

Figura B.3
Cromatograma de um padrdo de AH (Hylumed, Genzyme Corporation Cambridge, Massachusetts, USA; C = 0,5
g.L'1 eMM=6,5x 10° Da); coluna de filtracdo em gel Polysep-GFC-P6000 (300 x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance,
California, USA); fase movel isocratica = nitrato de sédio (0,1 mol.L'l); vazao =1 mL.minuto'l, temperatura = 25°C.
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ANEXO C

Curva de calibracdo usada na determinacao da concentracdo de proteinas pelo Método de
Bradford (1951).
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Figura C.1
Curva padrio usada para a calibracdo do método de determinagé@o de proteinas.
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ANEXO D

Curva de calibracdo usada na determinacao da concentracao de proteinas pelo Método de Lowry
(1951).

0,40 -

y = 0,897 x + 0,0376
R’ = 0,9947

o

w

(3)]
1

o

W

o
1

o

N

(3]
1

0,20 -

0,154

Absorbancia a 660 nm (U.A.)

0,101 LD = 0,03 mg/mL

LQ=0,1 mg/mL

0,05 -1 +r 1 1+ T7rT 17T+ °T7T° 1T 1 51
0,00 005 0,40 0,15 0,20 025 030 0,35 040 0,45
Concentracao de BSA (mg/mL)

Figura D.1
Curva padrio usada para a calibracdo do método de determinacdo de proteinas.
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ANEXO E

Avaliagdo da Citotoxicidade Indireta - Ensaio de Viabilidade pelo Método de Incorporagdo do

Vermelho Neutro

Materiais e métodos. Foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos
origindria de rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops), obtidas junto ao Instituto Adolfo
Lutz, Sao Paulo-SP. Esta linhagem celular foi adotada por ser uma linhagem recomendada para testes de
citotoxicidade e interacdes com biomateriais. As células VERO foram cultivadas em meio Ham F-12
(Nutricell) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco) e com 1% de penicilina e
estreptomicina (PS, Gibco). As células foram mantidas a 37°C em incubadora de CO, (Sanyo Scientific,
USA).

Avaliacdo da Citotoxicidade Indireta: Ensaio de Viabilidade pelo Método de Incorporacio do
Vermelho Neutro. Neste ensaio foi avaliada a viabilidade de células Vero frente ao extrato da amostra
por meio da incorporagdo do corante vermelho neutro. Foi inoculada uma suspensdo celular na
concentragdo de 3 x 10° células.mL™" em placa de cultura de 96 pogos (n=5). A placa foi incubada por 24
horas a 37°C. Solucdes de meio Ham F-12 com 10% de fenol (CPT) e extrato de poliestireno (CNT)
foram utilizadas como controles. Apds 24 horas, o meio de cultura presente na placa foi substituido pelo
extrato da amostra (replicatas 1, 2, 3, 4 e 5), e a placa foi incubada por um periodo de 24 horas. Decorrido
o periodo de incubagdo o extrato foi desprezado e foi adicionado em cada pogo 200 uL de meio MEM
(meio minimo essencial) contendo 50 ug/mL de vermelho neutro. Apds 3 horas o meio foi removido e os
pogos foram lavados com 200 puL de PBS, seguido de outra lavagem com solu¢do de cloreto de célcio
(CaCl,) em formaldeido (1% de CaCl, em formaldeido 0,5%). Foi adicionado entdo, 200 uL de 4cido
acético (CH;COOH) em etanol (1% de CH;COOH em etanol 50%). A placa foi mantida em agitagdo por
10 minutos em temperatura ambiente. A leitura de absorbancia foi realizada em leitor de Microplacas
(Microplate Reader DNM 9602, Beijing Perlong New Technology Co, Ltd.) em comprimento de onda de

540 nm. A analise estatistica foi feita usando One Way Anova, com nivel de significancia de 0,05.
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ANEXO F

Avaliacdo da Citotoxicidade Indireta - Ensaio de Viabilidade pelo Método do MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium)

Materiais e métodos. Foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos
origindria de rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops), obtidas junto ao Instituto Adolfo
Lutz, Sao Paulo-SP. Esta linhagem celular foi adotada por ser uma linhagem recomendada para testes de
citotoxicidade e interacdes com biomateriais. As células VERO foram cultivadas em meio Ham F-12
(Nutricell) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco) e com 1% de penicilina e
estreptomicina (PS, Gibco). As células foram mantidas a 37°C em incubadora de CO, (Sanyo Scientific,
USA).

Avaliacao da Citotoxicidade Indireta: Ensaio de Viabilidade pelo Método do MTT. Para o teste de
viabilidade celular pelo método do MTT, amostras foram incubadas em placa de cultura de 24 pogos na
propor¢do de 0,2 g de material por mL. de meio Ham F-12 suplementado com 10% de SFB. As amostras
(n=5) permaneceram nestas condi¢des por um periodo de 48 horas, previamente a inoculagdo celular. Uma
suspensio celular na concentragio de 3 x 10° células/mL foi inoculada em placa de cultura de 96 pogos
(Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) e esta placa foi cultivada por 24 horas a 37°C. Ap6s
periodo de incubagdo de 24 horas, o meio de cultura contido na placa de 96 pogos foi substituido pelo
meio de cultura no qual as amostras de AH foram mantidas. As células foram entdo cultivadas por mais 24
horas para verificar a possivel liberacdo de substancias toxicas para o meio de cultura no qual as amostras
permaneceram imersas por 48 horas. CPT foi utilizado como controle positivo de toxidade e CNT como
controle negativo de toxidade. Decorrido o periodo de cultivo de 24 horas, o meio de cultura foi removido
e os pogos foram lavados com 200 pL de PBS. Apds este procedimento foi adicionado 200 pL. de meio
Ham F-10 com 10 mM de tampao Hepes e 50 pL MTT Sigma (Spg/mL em PBS) e a placa de cultura foi
incubada no escuro por 4 horas a 37°C. Decorrido este periodo, o meio com o MTT foi substituido por
200 pL. de DMSO e a placa foi mantida em incubadora de CO, por mais 30 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada em leitor de Microplacas (Microplate Reader DNM 9602, Beijing Perlong New
Technology Co, Ltd.) em comprimento de onda de 540 nm. Foram utilizados como controle de reacéo,
pocos onde ndo houve o cultivo de células, nos quais foram adicionados os mesmos reagentes descritos

anteriormente.
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Anexos

ANEXO G

Curva de calibracio usada na determinacao da concentracao de fosfato (Chen et al., 1956).
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Figura F.1
Curva padrio usada para a calibracido do método de determinacédo de fosfato.
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