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RESUMO

Este trabalho mostra a nova descoberta do Acido Hialurénico (HA), um polimero
natural, encontrado nos seres humanos e produzido pela fermentagdo em cultivo
de Streptococcus. O HA possui aplicacéo nas areas, médicas, como em cirurgias
ortopédicas, oftalmoldgicas, em cicatrizacdo de ferimentos e na é&rea da
cosmetologia, aplicado em géis, cremes facial e corporal, gloss e até injetaveis.
Ha alguns aspectos para a operacao da producdo do HA pela fermentacédo. A
temperatura muito elevada ou muito baixa, afeta na producédo do HA, deixando
0 mesmo, com uma massa molar baixa ou muito elevada, com isso, perdendo o
meio de cultivo. A producédo de HA pode ocorrer na presenca ou auséncia de
oxigénio. Na presenca do oxigénio, a producdo de HA é duvidosa, e com isso
propbe que o HA atue como uma defesa protegendo o Strepptococcus dos
efeitos tdxicos do oxigénio. Mostrou-se no trabalho que HA tem inumeras
qualidades, e a tendéncia dele, é expandir.

Palavras-chave: Acido Hialurénico. Streptococcus. Fermentacao.



ABSTRACT

This paper shows the new discovery of Hyaluronic Acid (HA), a natural polymer,
found in humans and produced by fermentation in Streptococcus cultivation. It
has application in the medical areas, such as orthopedic, ophthalmologic surgery,
wound healing and cosmetology, applied to gels, facial and body creams, gloss,
and even injectables. There are some aspects to the operation of HA production
by fermentation, such as the temperature, too high or too low, affects HA
production, leaving it with a low or very high spring mass, thereby losing the
medium. cultivation. In aeration there is the production of HA in aerobic (presence
of O2) and anaerobic (absence of O2), but the presence of oxygen in HA
production is doubtful, and thus proposes that HA acts as a defense protecting
Strepptococcus from toxic effects of oxygen. The work has been shown that HA
has innumerable qualities, and its tendency is to expand.

Keywords: Hyaluronic Acid. Streptococcus. Fermentation.
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1. INTRODUCAO

A nomenclatura do biopolimero &cido hialurénico (HA) sucedeu da ligagéo entre
os termos hialdide, que tem o conceito de vitreo, e &cido urdnico, que € a denominacao
de uma das moléculas de monossacarideo que o compdem (KAKEHI et al., 2005). O
HA é um polissacarideo glicosaminoglicano, que esta presente na matriz extracelular
da pele, no tecido conectivo e no humor vitreo. Tem as essenciais funcdes de
hidratacdo, lubrificagdo e estabilizagdo desses meios. Ele também representa uma
possibilidade no tratamento do envelhecimento facial humano e tem sido utilizado ha
mais de uma década no preenchimento de partes moles do corpo para corrigir
depressoes, rugas e sulcos (SALLES et al., 2011).

O HA é abundante em nossos corpos quando nascemos, mas 0s niveis
diminuem gradualmente com o passar do tempo. Esta diminuicdo nos niveis de HA
pode ser um sinal do processo de envelhecimento (BIOVEA, 2001). Poucos 6rgaos
sao especialmente ricos em HA. S&o eles: o corddo umbilical, fluido sinovial e o humor
vitreo (MACEDO, 2006).

O HA ainda est4 sendo conhecido pela populacdo. Na area da estética, esse
composto tem sido utilizado em abundancia com o objetivo de tornar a pele
rejuvenescida. Os polimeros resultantes de ambas as fontes de producdo do HA
mostram o0 mesmo arranjo quimica dos vistos em humanos, sendo capaz de distinguir-
se apenas com relagcdo a massa molar (PIRES, 2009).

A solucao de HA tem um aspecto gelatinoso, com elevada viscoelasticidade e
elevado grau de hidratacdo correspondente as suas caracteristicas estruturais (KIM
et al.,1996). O HA é ndo-imunogénico e, com isso, existe uma enorme potencialidade
de aplicacdbes médicas e cosméticas nas areas de oftalmologia, ortopedia,
cicatrizacdo de feridas, terapia de artrite, prevencdo de adesdo de cirurgias
(HOLMSTROM et al.,1967).

O numero de investimentos destinados ao HA e o seu grande valor agregado,
que pode chegar a U$ 150/100 mL, explicam os esfor¢cos em elaborar alternativas a
sua criacdo (MACEDO, 2006). Argumentando sobre a busca nos dias de hoje por uma
sociedade sustentavel, estudou-se o uso de derivados agroindustriais como fontes
alternativas do carbono e nitrogénio organico (PIRES, 2009).

Nesse contexto, este trabalho visa realizar uma revisdo sobre o HA, mostrando

as principais rotas de sua obtencé&o e as possibilidades de sua aplicacéo.
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2. OBJETIVOS

O atual trabalho, tem o objetivo, apresentar a producdo do Acido Hialurénico (HA)
e as vantagens de sua utilizagéo.

Os assuntos abordados neste trabalho foram:

. Produg&o do HA por meio fermentativo e em tecidos;
. Fontes de HA,;
. As condi¢cdes dos aspectos fermentativos;

o Utilizacao do HA,
. AplicacBes do HA;
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3. JUSTIFICATIVA

O Acido Hialurénico, pouco conhecido pela populagéo, vem sendo conhecido nos
altimos anos por meio da area da estética. Esse composto, além de ser produzido em
laboratorio, € produzido na pele humana. Entretanto, no decorrer da vida, ele vai
perdendo a sua concentracdo. O HA vem ganhando seu espaco aos poucos, mas, por
possuir inimeras qualidades, podendo ser aplicado na é&rea de cirurgias
oftalmolégicas, ortopédicas, abdominais e em cicatrizes de ferimentos.
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4, REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica descrevera os principais estudos referentes a producao
de &cido hialurénico (HA) pela rota microbiana, através das culturas Streptococcus.

Também ird descrever suas funcdes e aplicacoes.

4.1 ACIDO HIALURONICO

O HA é um polissacarideo glicosaminoglicano presente na matriz extracelular da
pele, no tecido conectivo e no humor vitreo. Suas principais fun¢des séo hidratacao,
lubrificac@o e estabilizacdo desses meios. Representa uma alternativa importante no
tratamento do envelhecimento facial e tem sido empregado ha mais de uma década
no preenchimento de partes moles para corrigir depressoées, rugas e sulcos (SALLES
et al., 2011).

O HA tem o catabolismo extremamente rapido, pelo que ao nivel da pele, o
préprio tempo de semi-vida € inferior a 24 horas. O desgaste do HA pelas enzimas
hialuronidases é influenciada por fatores térmicos, enzimaticos e interacdes oxidativas
(interferéncia de radicais livres). Apesar do seu arranjo simples, o HA detém funcdes
de grande importancia em numerosos fendbmenos do organismo. As suas fungdes
biolégicas baseiam-se no seu peso molecular e resultam da sua interacdo com
determinadas proteinas de ligacdo e receptores de superficie, pelo que o HA
apresenta excelentes caracteristicas de sinalizacédo celular (OLIVEIRA, 2009).

O HA é abundoso em nossos corpos quando nascemos, mas 0s niveis diminuem
gradualmente com o passar do tempo. Esta diminuicdo nos niveis de HA pode ser
uma grande parte do processo de envelhecimento que observamos. O HA, é um 6timo
hidratante interno, 0 mesmo ocorre nas camadas mais profundas da nossa pele
conhecida como derme, e aparenta ajudar a conservar a pele lisa devido as suas
qualidades de reten¢éo de agua (COPYRIGHT; BIOVEA, 2001).

4.1.1 Estrutura Quimica

O HA ¢é da familia dos glicosaminoglicanos, também chamada de
mucopolissacarideo. Ele esta presente na substancia fundamental ou cimento

intercelular dos tecidos animais e nas capsulas de algumas bactérias
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(OGRODOWSKI, 2006). O HA é um polissacarideo natural e possui uma elevada
massa molar. E formado por inimeras unidades de dissacarideo, unidas pelas
ligagbes glicosidicas B-1-3 e B-1-4. Sua massa molar varia entre 103 a 107 Da.
(HASCALL, 1997; HELDIN, 2003). A FIG. 1, demonstra o arranjo molecular do HA.

Figura 1 — Estrutura Molecular.

w €0°

HO H

Fonte: HASCALL et. al, 1997, p. 5.

O HA, pode ser classificado como polissacarideo polianiénico. Em solucao
aquosa neutra, ocorrem ligagdes de hidrogénio no meio das moléculas de 4gua e os
grupos carboxila e N-acetil, transferindo ao polimero capacidade de retencéo de agua
e dureza conformacional, que limita a sua maleabilidade (CHONG; BLANK, 1998). Os
centros hidrofébicos da cadeia do HA sdo responsaveis pelas interacfes inter e
intramoleculares que fornecem rigidez & molécula (GOMEZ; ALEJANDRE, 2000). O
HA pode optar por diferentes conformagdes dependentes do nivel de hidratagéo, do
ambiente ibnico e da temperatura (OGRODOWSKI, 2006).

Nas solucdes diluidas, em condi¢cdes semelhantes a condi¢des fisiologicas, HA
possui um arranjo anovelado randémico semi-flexivel. A solucdo do HA possui uma
textura gelatinosa, alta viscoelasticidade e elevado grau de hidratacdo, devido os
aspectos estruturais da molécula. (BENEDINI, 2012).

Em solucbes semi-diluidas, os dominios hidrodinamicos dos arranjos de HA se
superpdem. Devido a essa sobreposicéo, pode ocorrer a baixas concentracdes. Os
arranjos do HA tém em sua massa molar 3x10° Da e comegam a se superpor mesmo
com concentracdes baixas de 0,6 mg mL?1. Os arranjos se ajeitam diminuindo a
dimenséo do dominio e a locomocao dos segmentos moleculares tornando-se mais
limitados, formando um emaranhado de cadeias (FOUISSAC, 1993).

Assim sendo, o sistema molecular compacto mostra as suas caracteristicas
viscosas e com flexibilidades significantes, que baseia na sua primeira estrutura e

comprimento da cadeia molecular, na sua conformacdo e concentracdo. As
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propriedades elasticas sdo observadas em que o sistema pode resistir a um fluxo de
fluido rapida com pouca duracédo, repartindo as cargas e forcas de cisalhamento no
interior da rede. Entretanto, os fluxos de fluido lento e de maior duracdo podem se
dividir parcialmente e alinhar as moléculas, autorizando o seu movimento e expondo
propriedades viscosas (HASCALL; LAURENT, 1997). Na FIG. 2, sdo mostradas as

suas caracteristicas viscosas e elasticas das solucdes de HA.

Figura 2 — Demonstragdo das caracteristicas viscosas e elasticas do HA.

Rede emaranhada e
Imeracoes reversivels

Solucao viscosa

Fonte: HASCALL; LAURENT, 1997, p. 11.

4.1.2 Breve Histoérico

Em 1934 teve inicio o estudo de uma molécula versétil, 0 HA. Seu estudo teve
inicio no laboratério de Bioquimica na Universidade de Columbia (EUA), onde Karl
Meyer e seu assistente, John Palmer, descreveram o procedimento para isolamento
desta substancia, até entdo desconhecida, a partir do humor vitreo bovino (MEYER,;
PALMER, 1934).

Na década seguinte, Meyer e colaboradores se empenharam em isolar o HA
presente na pele, articulacdes, corddo umbilical e crista de galo (LAURENT, T. C.
2002). A nomenclatura deste biopolimero sucedeu da juncéo entre os termos hialoide,
qgue tem o significado de vitreo, e &cido urbnico, que é a denominagédo de uma das
moléculas de monossacarideo que o compdem (LAURENT 2002; KAKEHI;
YASUEDA; KINOSHITA, 2003; YAMADA; KAWASAKI, 2005).
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4.2 MERCADO DO ACIDO HIALURONICO

O HA esta sendo utilizado em inimeras aplicacdes na medicina e cosmética
desde a década de 60, quando era utilizado para tratamento de queimaduras e
ferimentos. Em aplicag6es médicas, o produto primario comercializado foi Healon da
Pharmacia, atualmente Pfizer (Nova lorque, EUA), um auxiliar cirdrgico usado na
extracdo de catarata, transplante de cornea e em cirurgia de adesao de retina. No ano
de 2005, o mercado foi estimado em US $140 milhes no mundo inteiro e esta
crescendo com o crescimento da populacéo idosa (LIFECORE, 2019).

Outra aplicacdo de HA que vem crescendo é a viscossuplementacdo em
articulagcbes com artrite, que foi comercializada pela primeira vez pela Seikagaku
(Téquio, Japao) em 1987. Nos Estados Unidos, a primeira aprovacao de HA para
viscossuplementagao foi em 1997. A partir de entdo, o mercado tem desenvolvido
cerca de 15% ao ano (CHONG, 2005). Em contraste, até entdo nao foi estabelecido
um mercado forte de HA na Europa, apesar do mercado ter se iniciado primeiro que
nos Estados Unidos. O valor atual do mercado mundial € aproximado de US $300
milhdes no Japéo, aproximadamente o mesmo valor nos Estados Unidos e inferior a
US $100 milhdes na Europa (QMED, 2019).

Produtos produzidos por HA destinados a administracdo para adesédo tém sido
desenvolvidos e, nos Estados Unidos, seu mercado potencial corresponde a US$300
milhdes por ano (GENZYMEBIO-SURGERY, 2019). O mercado mundial para o HA de
grau médico corresponde a aproximadamente 1 (uma) tonelada por ano, sendo
comercializado a US $40,000 — 60,000/kg. O volume do mercado de HA empregado
na area cosmética € em média de 10 a 20 vezes superior, enquanto o0 preco se
encontra em aproximadamente US$1,000 — 2,000/kg, dependendo da caracteristica
do produto (CHONG, 2005). O numero de investimentos determinadas ao HA e o seu
grande valor agregado, que pode chegar a U$ 150/100 mL, explicam os esforcos em

elaborar alternativas a sua criagdo (MACEDO, 2006).

4.3  APLICACOES DO ACIDO HIALURONICO

O HA né&o é imunogénico. Ele tem elevada capacidade de retencéo de agua e

comportamento viscoelastico. Portanto, seu perfil peculiar torna-o adequado para


http://www.genzymebio-surgery/
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inimeras aplicagcbes meédicas, cosméticas, nas areas de oftalmologia, ortopedia,
implante de proteses, cicatrizacado de feridas, terapia de artrite, prevencéo de adeséao
de tecidos em cirurgias, oncologia e dermatologia (HOLMSTROM; RICICI,1967).

Em estudos atuais, 0 HA ndo somente tem sido aplicado como fluido lubrificante,
mas também como sistema de isencéo controlada de farmacos, particularmente, no
prolongamento da anestesia em articulagbes dos 0ssos e cavidades, tratamento de
atroparia (SUZUKI, 2001), isencdo de agentes quimioterdpicos em implantes
cirirgicos (JERNBERG, 1994, AEBISCHER, 2001), implantes de farmacos em céaries
dentarias (SUHONEN; SCHUG, 2000), sistema de isencao controlada de antigenos
para imunoterapia (PARDOLL, 2001).

4.3.1 Oftalmologia

O HA é o maior elemento do humor vitreo e € uma macromolécula chave em
oftalmologia. Devido a suas propriedades viscoelasticas, o0 HA € empregado em
diversas cirurgias oftalmoldgicas. Sua maior utilizagdo encontra-se na substituicdo ou
reposicao de fluidos vitreos perdidos durante procedimentos como cirurgia de catarata
ou implante de corneas (KOGAN, 2007).

Devido a suas propriedades viscosas, o HA tem sido incluido também na
composicdo de colirios, acrescendo seu tempo de residéncia na area e,
consequentemente, melhorando a disponibilidade do farmaco propriamente dito. O
produto primario a base de HA no mercado foi Healon®, derivado de crista de galo
fabricado em 1979 pela Biotrics, Inc. (Arlington, MA) e logo apés, pela Pharmacia na
Suécia, agora Pfizer (Nova lorque, EUA). Na atualidade, diversas preparacfes de
variadas massas molares sdo disponiveis, incluindo uma combinacdo de HA e
condroitina sulfato. A mistura binaria de hialuronato de sodio e hidroxipropilmetil
celulose atinge com mais sucesso 0s requerimentos para utilizacdo em cirurgias
oftalmoldgicas (MALTESE, 2006).

4.3.2 Cirurgia e Cicatrizagcao de Ferimentos
Formulacdes contendo HA de elevada massa molar sdo aplicadas topicamente

por favorecerem a cicatrizagao de ferimentos novos na pele, diminuindo adesdes de

tecidos apoés cirurgias abdominais e ortopédicas. Também promovem a cicatrizagdo
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de ferimentos venosos nas pernas e sdo Uteis na administracdo de ferimentos
cronicos (EDMOND; FOSTER, 2006).

Um recente produto, uma combinagdo de HA com dexpantenol vem sendo
utilizado como hidratante e preparacdo topica protetora e regeneradora da pele.
Devido a suas propriedades antioxidantes, HA também atua como um componente

anti-inflamatdrio em materiais para recobrimento de ferimentos (MOSELEY, 2003).

4.3.3 Cirurgia Ortopedia e Reumatologia

A aplicacdo de HA ocorre na viscossuplementacdo em articulacdes afetadas por
artrite. Uma articulacdo saudavel obtém movimento com menos friccdo e livre de
dores. A osteoartrite € uma doenca degenerativa da cartilagem e 0sso que causa
dores e enrijecimento da articulagéo afetada. A artrite reumatoide € classificada como
uma doenca inflamatéria sistémica, em que as dores nas articulacbes séao
frequentemente acompanhadas por alteracfes degenerativas em 6rgdos adicionais
como o pulméao, coracédo e vasos sanguineos (KOGAN, 2007).

A partir do final da década de 80, aplicacbes intra-articulares de HA
(viscossuplementacdo) tém resultado em sucesso no tratamento de pacientes com
osteoartrite. A massa molar do HA no fluido sinovial de um adulto saudavel encontra-
se na faixa entre 2 e 6 x 106 Da. Os tratamentos com preparacées de maior massa
molar normalmente requerem 3 injecbes em 3 semanas, enquanto, medicamentos de
menor massa molar devem ser aplicados no minimo 5 vezes em 5 semanas (CHONG,
2005). As preparacdoes de HA tém melhorado os sintomas e diminuido o uso de
medicamentos anti-inflamatérios em pacientes com osteoartrite. Sao propostos 4
mecanismos para o efeito terapéutico do HA nesses casos (GREENBERG, 2006):

1) Restauracao de propriedades elasticas e viscosas do fluido sinovial;

2) Efeito estimulante biosintético de HA exdgeno nas células: HA injetado pode
induzir a sintese endégena de HA pelas células sinoviais, estimulando a proliferagéo
de condrécitos e inibindo a degradacéo de cartilagens;

3) Acdo anti-inflamatdria de HA, visto que a terapia esta associada com
diminuicdo da contagem de células inflamatoérias no fluido sinovial, modulagcédo da
expressao de citocina e reducéo da concentragcdo de espécies reativas de oxigénio;

4) Efeito analgésico observado da administracao de HA.
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4.3.4 Cosmeéticos

Ha anos, os hidratantes s8o o0s cosméticos mais utilizados devido as
caracteristicas umectantes e oclusivas, que de forma geral melhoram notavelmente a
saude da pele (AZULAY, 2006).

O HA é amplamente utilizado na area da dermocosmética, sendo agregado em
produtos cosméticos de aplicacao tépica, principalmente como agente hidratante e
antienvelhecimento. O HA é uma das moléculas mais higroscépicas da natureza, pois,
qguando hidratado, pode conter cerca de 1000 vezes o seu tamanho em moléculas de
agua. A utilizacdo do HA se encontra predominantemente associada a injecdo de
agentes de preenchimento dérmico (“dermal fillers”). Também tem sido uma prética
comum a sua aplicacao tdpica, através do uso de cremes (OLIVEIRA, 2009).
Algumas empresas de cosméticos bem conhecidas pela populagéo, incluem o HA na
criacao de seus cremes, seruns e gloss. A seguir sdo mostrados alguns produtos que

contém o HA em sua formulacéo:

Figura 3 — Produto Chronos da Natura
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Fonte: NATURA, 2019.
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Figura 4 — Produto da Vichy
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Fonte: VICHY, 2019.

Figura 5 — Produto da Biovea
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Figura 6 — Produto da Phallebeauty
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Fonte: VIRTUAL MAKE, 2019.

4.3.5 Produtos injetaveis

A aplicacdo de preenchedores para tratamento de ritides e aumento do volume
facial vem se desenvolvendo consideravelmente. Atualmente, diferentes tipos de
preenchedores, divididos em temporarios, semipermanentes (permanéncia de no
minimo 18 meses no tecido) e permanentes tem o HA sintético ou de origem animal.
Dos variados produtos, o HA (preenchedor reabsorvivel, temporario) tem sido um dos
mais usados. A substancia ideal nesses produtos deve oferecer 6timo resultado
cosmeético, ter duracao longa, ser estavel e seguro, com minima complicacdo. Dos
preenchedores, o HA é 0 que mais se adequa a essas caracteristicas, mas, apresenta
alguns efeitos colaterais que devem ser estudados e reconhecidos pelo médico que
realiza o procedimento. O HA injetavel € composto por polissacarideos e
glicosaminoglicanos, e € conhecido popularmente por ser ndo permanente, com
duracdo média de seis meses. Os produtos existentes no mercado, que podem ter ou
nao anestésico (lidocaina) associado na ampola, sdo também passiveis de divisdo em

bifasicos e monofasicos. O HA injetavel € composto por molécula de estrutura simples,
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com elevado peso molecular e grande atracéo pela agua (hidrofilicidade) (CROCCO;
ALVES; ALESSI, 2012).

4.4 FONTES DO ACIDO HIALURONICO

O HA é um componente funcional essencial praticamente em quase todos 0s
tecidos de organismos vertebrados. O HA também esté presente em tecidos animais,
e ele é identificado em procariotos, essencialmente em Streptococcus dos grupos A e
C de Lancefield, que sintetizam esse composto natural como parte de sua capsula
externa (ARMSTRONG; JOHNS, 1997).

A elevada concentracdo de HA esta na pele, tendo uma massa média de 7 — 8
g/adulto, metade da quantia total encontrada no corpo todo. O HA esté presente nas
devidas camadas da pele, a derme e a epiderme, com o acumulo de 0.5 e 0.1 mg/g
de tecido seco, respectivamente. O acumulo de HA ao redor das células da epiderme
(cerca de 2 — 4 mg/ml) € uma ordem de magnitude mais elevada que na derme (cerca
de 0.5 mg/ml). A matriz que ha em volta dos queratindcitos, células diferenciadas do
tecido epitelial, possui acumulo de HA tdo elevada quanto o presente no cordao
umbilical, que é aproximadamente de 4 mg/ml (HASCALL, 1997).

Em materiais biolégicos, o HA normalmente encontra-se complexado com
outros biopolimeros, e com isso, sao feitos diferentes procedimentos de separa¢éo no
intuito de obter um composto puro, dentre eles digestdo com proteases, precipitacao
de HA com solventes organicos como etanol, cloroférmio ou cloreto de cetilpiridina,
ultrafiltracdo por membranas e/ou liofilizacdo (ADAM; GHOSH, 2001). Porém, o
atingimento do HA puro a partir dessas fontes apresentam duas enormes
desvantagens: obrigacdo da purificacao laboriosa e diminuicdo de sua massa molar,
devido a degradacéo das cadeias nos procedimentos complexos requeridos para a
purificacdo. (HASCALL, 1997). A TAB. 1, mostra melhor onde encontrar o HA com

suas concentragcdes e algumas observacgoes:
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Tabela 1 — Fontes de HA e algumas observactes

Tecido ou Fluido

Concentracéao

(ng.mL™)

Observaces

Cristade galo

Cordao umbilical
humano

Fluido sinovial
humano

Cartilagem nasal
bovina

Humor vitreo
humano

Derme humana

Epiderme humana

Cérebro de coelho

Coracao de coelho

Linfa toracica
humana

Urina humana

Soro humano

7500

4100

1400-3600

1200

140-340

200-500

100

65

27

0,2-50

0,1-0,3

0,001-0,1

Tecido animal com maior concentracdo de HA

Apresenta HA com alta massa molar

O volume sinovial aumenta sob condicdes
inflamatérias, conduzindo a uma diminuicao da
concentracao de HA

Frequentemente empregada como modelo de
cartilagem em estudos experimentais

Concentracdo de HA aumenta préximo a
maturacao deste tecido

Sugerido como rejuvenescedor em dermatologia
cosmética

Concentracdo de HA é muito maior em volta das
células que sintetizam HA

Supde-se que HA atue na reducao da
probabilidade de ocorréncia de tumores cerebrais

HA é maior constituinte na matriz patolégica que
obstrui artérias coronarias

A baixa massa molar desse HA é explicada pela
captacao preferencial de moléculas maiores pelas
células endoteliais do figado

A urina é também uma importante fonte de
hialuronidase

Concentragfes de HA aumenta no soro de
pessoas idosas assim como em pacientes como
artrite reumatoide e cirrose no figado

Fonte: PIRES, 2009.
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45 PRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO

O HA extraido de tecidos animais ou o produzido por fermentagdo microbiana, por
meio de Streptococcus equi, apresenta 0 mesmo arranjo quimico do polimero
encontrado em seres humanos, podendo diferir apenas com relacdo a massa molar
(COONEY, 1999).

Varios empenhos no avanco dos sistemas para a producéo de HA através da via
fermentativa tém sido implementados. Assim, a via fermentativa tem se apresentado
como uma alternativa viavel aos processos convencionais de extracdo dessa
substancia de tecidos. Os processos fermentativos apresentam aspectos
interessantes, que englobam processos de purificagdo menos laboriosos (CHONG;
BLANK, 1998).

A producédo de HA se iniciou por meio da sua extracdo a partir de tecidos de
origem animal, como, a crista de galo e o corddo umbilical humano. Entretanto, a sua
producéo por procedimentos biotecnoldgicos se tornou, nos dias de hoje, uma técnica
usada em grande escala, utilizando a fermentacao microbiologica, principalmente de
duas espécies de bactérias: Streptococcus e Bacillus. O HA é produzido por métodos
gue limitam ou eliminam a presenca de agentes infecciosos. Quando a producao é
realizada por fermentacdo utilizando bactérias gram-positivas, é certificado que o
processo usado permite limitar ou eliminar os componentes da parede celular com
suas caracteristicas pirogénicas ou inflamatérias (FARMACOPEIA PORTUGUESA
VIII, 2005).

4.5.1 Bactérias do Género Streptococcus

A producdo de HA por Streptococcus € popularmente conhecida ha
aproximadamente 50 anos, e muitas das vezes os sistemas divulgados na literatura
referem-se 0 uso de Streptococcus do grupo de Lancefield, onde o grupo A é
classificado como patdogeno humano (KENDALL, 1937) e do grupo C (Streptococcus
equi, equisimilis e zooepidemicus), patdgeno de animais (OGRODOWSKI, 2006).

As bactérias do género Streptococcus Sao microorganismos gram-positivos e
anaerobicos. Possuem capacidade hemolitica e antigenicidade dos sacarideos
(carboidratos) presentes nas suas paredes celulares (KAYSER, 2005). Este género

Streptococcus esta ligado a um grupo muito abundante e heterogéneo de bactérias.
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Elas se encontram divididas em mais de 40 (quarenta) espécies organizadas em 3
(trés) grupos fundamentais: grupo piogénico, grupo oral e as “demais espécies”
(SINGLETON et al., 2008).

O grupo piogénico contém espécies ligadas a infec¢des piogénicas em homens e
em alguns animais. Os exemplos desse grupo sédo S. agalactiae, S. dysgalactiae, S.
equi e S. pyogenes. O grupo oral contém espécies que estdo ligadas a diferentes
infec¢des encontradas em varios locais do corpo, integrando a boca, coracgéo, juntas,
pele, musculo e no sistema nervoso central. As espécies do grupo em questao incluem
S. anginous, S. mutans, S. oralis e S. salivarius. E com relacéo as “demais espécies”,
destacam-se S. acidominimus, S. bovis, S. equinus e S. Suis, encontradas em animais
domesticados (SINGLETON; SAINSBURY, 2006).

A caracteristica observada em Streptococcus é a criagdo de HA como o aspecto
da protecéo celular. O HA é expelido para o meio externo pela sua membrana celular,
constituindo uma capsula que é criada na face interna da membrana plasmatica como
um polimero linear solto. As enzimas encarregadas por sua criacdo sao conhecidas
como HA sintases, ligadas ao grupo das glicosiltransferases. Na FIG. 7, sé&o

mostradas imagens de Streptococcus zooepidemicus (BENEDINI, 2012).

Figura 7 — Células de Streptococcus zooepidemicus (gram-positivas)

em meio aerado, revestidas por capsulas de HA

Fonte: CHONG et al, 2005, p. 14.

As cepas de Streptococcus sdo nutricionalmente fastidiosas, anaerdbias
facultativas e produzem acido latico para assim ter um bioproduto para o catabolismo

da glicose. Apds isso, a energia recuperada por estas bactérias é relativamente menor
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do que nas bactérias aerdbias. O rendimento de HA nas fermentacdes bacterianas €
relativamente baixo (0,1 g/g de glicose). Os requerimentos nutricionais complexos da
bactéria influenciam na economia da fermentacdo devido aos custos elevados
(CHONG; BLANK, 1998).

45.2 Meios de Cultura

Os meios de cultura do género Streptococcus apresentam elevada demanda
nutricional para que os microrganismos se desenvolvam. A cultivacdo destes tende a

ocorrer em ambientes ricos em fontes de carbono e nitrogénio (PIRES, 2009).

45.3 Fontes de Carbono

A fonte de carbono mais simples nos variados trabalhos sobre a producdo de HA
por fermentacao é a glicose (ARMSTRONG et al., 1997).

A porgdo de ATP (Trifosfato de adenosina) relacionado ao catabolismo dos
Streptococcus podera ser aumentada através de limitacBes de fontes de carbono.
Porém, a limitacdo de quantidade de glicose no meio de cultura retém alguns efeitos
indesejaveis, entre eles, a perda do peso molecular de HA produzido, devido ao pouco
suprimento de sacarose (CHONG; NIELSEN, 2003).

Em 2009, foi estudado a otimizagéo da criacdo de HA por cultivo de Streptococcus
zooepidemicus em batelada, baseado nas mudancas metabdlicas e a acumulo inicial
da glicose. Em cultivo efetuado em biorreator sem o controle do pH, a expanséo
celular e a criacdo do HA foram rigorosamente dependentes do acumulo inicial da
glicose, com maior criagéo de HA (1,21 g.L?) no cultivo realizado em meio com 25 g.L-
1 de glicose. A condicédo nutricional foi a Gnica que mostrou a maior converséo de

glicose em HA do que conversao de glicose em massa celular (PIRES, 2009).

4.5.3.1 Fontes de Nitrogénio

As fontes de carbono organicas sdo muito importantes para o crescimento de
células. Além do mais, o Streptococcus possui a necessidade nutricional de nitrogénio
organico, sendo este um elemento fundamental a vida. Ele pode ser achado em quase

todas as moléculas organicas presentes em organismos vivos. Com a vasta
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diversidade de compostos nitrogenados que podem ser empregados como fontes
nutricionais, realcam o ion aménio, os hidrolisados de caseina, os aminoacidos, as
peptonas e o extrato de leveduras (BATISTOTE, 2006; PIRES, 2009).

A aplicacdo de fontes de nitrogénio vegetais é uma alternativa que tem sido
estudada, ja que minimiza o risco de contaminacdo no HA. Poucos estudos relatam a
probabilidade de utilizacdo de peptonas vegetais como fontes de nitrogénio, como

peptonas de batata, trigo, pera, ervilha e soja (BENEDINI, 2012).

4.5.3.2 lons Minerais

Os minerais oferecem elementos necessarios ao cultivo da célula, sendo poucos
como o magnésio (Mg**) e potassio (K*) considerados macronutrientes. Eles sdo
necessarios em concentragées acima de 104 M, e outros necessarios em quantidade
menor, denominados elementos traco, como ferro (Fe** e Fe*), zinco (Zn**),
manganés (Mn**), molibdénio (Mo**), cobalto (Co**), cobre (Cu**) e célcio (Ca*™)
(PIRES, 2009).

Os elementos citados acima, apresentam varias funcdes bioldgicas, atuando como
cofatores enziméaticos de inUmeras reacoes, sintese de vitamina e transporte por meio
da parede e membrana célula. Na tabela a seqguir, sdo apresentadas as funcdes
fisiolégicas de cada elemento (VOGEL; TODARO, 1997) (TAB. 2).
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Tabela 2 — Funcdes fisioldgicas dos principais elementos requeridos pela célula.

Elemento Simbolo Funcao fisioldgica

Sadio Na Principal céation extracelular,
cofator enzimatico.

Potéassio K Principal cétion intracelular,
cofator de enzimas, requerido do
metabolismo de carboidratos.

Magnésio Mg Importante cation divalente
celular, cofator inorgéanico de
muitas reagfes enzimaticas.

Célcio Ca Importante cation celular, cofator
de enzimas como proteases e
amilases.

Manganés Mn Cofator de enzimas como

proteases, atua na regulagéo do
metabolismo secundario e
excrecao de metabdlitos
primarios.

Ferro Fe Constituinte do citocromos e
outras proteinas heme ou ndo
heme, cofator de varias enzimas.

Cobalto Co Constituinte da vitamina Biz2 e
suas coenzimas derivadas.

Zinco Zn Constituintes inorganicos de
enzimas especiais.

Molibdénio Mo

Fonte: PIRES, 2009.

Entre os ions relacionados a sintese de HA, sobressaem 0 magnésio e manganés,
gue atuam como cofatores de glicosiltransferases responsaveis pela sintese da cadeia
repetida de dissacarideos (DEANGELIS, 2002).
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Ainda ndo ha muitos estudos avaliando a abrangéncia direta do ion sodio na sintese
de HA. Entretanto, o efeito do mesmo pode afetar indiretamente a criagao do polimero,
pois para algumas bactérias ligadas ao género Streptococcus, o soOdio esta
diretamente envolvido na excrecao de lactato (WHITE, 2000).

Portanto, além dos sais, a adicdo de tamp&es ao meio de cultivo pode induzir o
desenvolvimento e a formacédo de produto. A suplementacdo do meio quimicamente
com citrato de sodio e bicarbonato de sodio foi favoravel para o crescimento celular.
(KLANDER, 1983).

4.5.4 Condicbes de Operacdes do Processo Fermentativo

A producdo microbiana de HA possui condi¢Bes étimas para o crescimento, tais
como a temperatura, agitacdo, aeracdo e o pH. (BENEDINI, 2012). Com isto, a
producédo de HA é realizada em sistemas providos de aeracao e agitacdo (MACEDO,
2006).

4.5.4.1 Temperatura

A temperatura € um importante fator que tem interferéncia tanto no crescimento
celular como na formacdo do produto fermentativo. Entretanto, a temperatura
excelente para o crescimento e formagcdo do produto podem ser discrepantes
(SHULER; KARGI, 2002). Em 1996, Kim et al. encontroaram a temperatura 6tima de
37 °C para o crescimento e criacdo de HA por Streptococcus equi. Em temperaturas
inferiores a 37 °C, foi observada diminuicdo na massa molar do HA produzido
(BENEDINI, 2012).

4.5.4.2 Agitagéao

A agitacdo é um dos fatores essenciais para 0s processos aerobicos e tém efeito
significante no rendimento da maior parte dos biopolimeros (RICHARD;
MARGARITIS, 2003).

O HA pode ser produzido em condi¢Ges anaerobias ou aerbbias, sendo a ultima
condicdo mais vantajosa para a obtencéo de HA de maior massa molar (PIRES, 2009).

No processo de HA, a massa molar produzida por Streptococcus zooepidemicus nao
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foi afetada pelas discrepancias dos niveis de agitacdo (300 a 1000 rpm) no
fermentador. As moléculas de HA sao relativamente resistentes a poténcia de
cisalhantes do agitador. Com isso, elevadas taxas de agitagdo, que melhoram o
rendimento e taxa de producdo, podem ser utilizadas sem deteriorar as moléculas do
biopolimero (BENEDINI, 2012).

4.5.4.3 Aeracao

Os Streptococcus sao bactérias aero tolerantes. Quer dizer, possuem reproducao
em meios aerados. O fenbmeno ocorre devido a presenca da enzima superoxido
dismutase, que diminui o efeito de radicais superdxidos, na presenca de oxigénio.
Bactérias do género Streptococcus desenvolvem mais aceleradamente e, também,
criam HA com elevada massa molar ao se comparar com o0 cultivo anaerébio
(CHONG; NIELSEN, 2003).

Em condicBes anaerobias, o rendimento do HA ocorre uma variacao na faixa de
0,3a1,0 g.L! (THONARD et al., 1964, HOLMSTROM; RICICA, 1967). O HA obtido
nessas condi¢cdes normalmente possui massa molar média de 7 x 10° Da ou menor.
Nas condicdes aerdbias, um produto com massa molar elevada cerca de 2 x 10° Da

ou mais pode ser obtido com rendimento equivalente (AKASAKA et al., 1988).

4.5.4.4 Potencial Hidrogenidnico (pH)

O pH é importantissimo no meio de cultivo devido a sua atuacao na atividade de
enzimas e, em consequéncia, na velocidade de crescimento microbiana (SHULER,;
KARGI. 2002). O pH tem uma influéncia aceitavel na taxa de produgéo e rendimento
do biopolimero (BENEDINI, 2012).

O controle do pH ao longo do cultivo com 25 g.L* de glicose resultou em maior
produtividade de células (0,21 g.L*.h!) e de HA (0,10 g.L*.h'1). A combinacéo desses
resultados relaciona o maior direcionamento da fonte de carbono para AH do que para
células a uma resposta do microrganismo ao stress acido ocorrido no cultivo sem
controle do pH (PIRES, 2009).
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45.4.5 Ensaio em Reator BIOFLO III®

O foco principal deste ensaio foi analisar a producéo de HA em sistemas providos
de aeracdo e agitacdo. As situacdes exigidas ao processo foram: aeracdo estavel de
2 volumes de oxigénio para cada volume de meio, agitacdo estavel de 250 rpm,
temperatura de 37° C. As amostras foram coletadas ao longo do experimento para
gue fossem realizadas as quantificacdes (MACEDO, 2006). A FIG. 8, demonstra o
modelo do Reator BIOFLO I11®, onde foi realizado o ensaio.

Figura 8 — Reator BIOCLO 11I®
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Fonte: MACEDO, 2006, p. 77.

O reator utilizado nesta etapa do experimento foi o Reator BIOFLOIII®, constituido
por uma cuba reacional de vidro (2), tomada de um sistema de alimentacdo de ar por
meio de um dispersor de bolhas simples, com aparéncia de um tubo perfurado (3).
Conectado a cuba ha um trocador de calor com aparéncia de calota esférica na regido
abaixo do vaso de vidro (6), que, no que Ihe diz respeito, é alimentado com agua pela
do trocador. Interiormente, ha um sistema de chicanas para minimizar os efeitos de
vortice e maximizar a turbuléncia promovida pela agitacéo realizada por uma haste
conectada ao rotor que transfere momentum a um par de impelidores da espécie
turbina de 6 péas. A coleta de amostras é realizada através de um coletor lateral. Todo
o sistema foi autoclavado, e foi incluso o conjunto de sensores (autoclavaveis)
(MACEDO, 2006).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se no estudo do Acido Hialurénico (HA) que, sua producdo por meios
fermentativos com a bactéria Streptococcus tem temperatura adequada para ser
produzido. A ndo obediéncia de sua temperatura adequada, faz com que o HA tenha
uma baixa ou elevada massa molar, causando a perda do seu meio. O HA néo é so
produzido em laboratério, pode ser extraido de tecidos animais. Ambos apresentam
ter a mesma estrutura quimica de um HA produzido por Streptococcus, podendo,
apenas, ter uma discrepancia na sua massa molar.

Assim, por meio fermentativo, a producdo devera ter um controle especial no
seu pH, ndo podendo deixar ultrapassar e nem diminuir seu pH adequado. A
alternativa de se usar fontes de nitrogénio faz com que na produgao do HA, n&o tenha
riscos de contaminacdes. A agitacdo e aeracdo no processo da producdo sao

importantes parametros para uma melhor produtividade do polimero HA.
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