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ReEsumo: O &cido hialurénico (HA) € um polissacarideo ammaibe presente no organismo
humano e constitui um material com potencial pamaiscorporado em hidrogéis direcionados
para aplicac6es biomédicas. No entanto, as fracapnedades mecanicas, rapida degradacéo
e libertacdo in vivo do HA ndo reticulado soluviehita muitas aplicagbes clinicas diretas.
Deste modo, com vista melhorar as suas carateafstinateriais procedemos a modificagéo
quimica do HA com anidrido metacrilico (MA), comrnfacdo de &cido hialurénico
metacrilado (MeHA), com propriedades fotopolimevzi&, combinado ainda na presenca e
auséncia de agente gelificante extra, tal comolsgacarideo natural iota-carragenina. O HA
utilizado foi caracterizado através de espectrosa@e ressonancia magnética nuclear (RMN)
e de dicroismo circular (CD). Os hidrogéis produsdoram analisados via testes de absorcao
de 4gua e de degradacdo em meio aquoso, bem com@atde analise mecanica dindmica
(DMA) a compressao. O estudo conduzido permitiifiear que, enquanto os biofilmes de HA
se mostraram quebradicos e com fracas propriedagesanicas, 0 MeHA ndo s6 foi capaz de
formar hidrogéis, por fotopolimerizacdo, como agiti do iota-carragenina a formulacéo,
possibilitou a formacdo de IPNs (Interpenetratinglyner Networks) e de semi-IPNs com
melhores propriedades fisicas e mecanicas.

1 INTRODUGCAO

Polissacarideos naturais tais como o acido
hialurénico (HA) tém sido extensivamente
estudados para fins biomédicos [1]. O HA é
um copolimero glicosaminoglicano linear
hidrofilico  carregado  negativamente,
composto por unidades dissacarideo
repetidas de acido D-glucorénico e N-
acetil-D-glucosamina associadas através de
ligagBes O-glicosidicaB(1—4) e B(1—3)
(Figura 1). As fracas propriedades
mecanicas apresentadas pelo HA ndo
reticulado soluvel podem ser ultrapassadas
por modificacdo quimica e reticulacéo, pelo
gue a formacdo de hidrogéis tem sido

relatada como uma alternativa funcional
[2. A modificacdo de HA pode ser
conseguida através de derivatizacdo
covalente dos grupos hidroxilo (-OH) do
polimero. Os derivados de HA resultantes
apresentam geralmente propriedades fisico-
quimicas significativamente diferentes do
polimero nativo, mas a maioria continua a
ser biocompativel e biodegradavel [3].
Assim, procedeu-se a modificacdo quimica
dos grupos hidroxilo do HA com producao
de HA metacrilado (MeHA), com
propriedades fotopolimerizaveis.
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2 HAEMEHA

As solucbes de &cido hialurénico (HA)
(Sigma-Aldrich) foram preparadas em agua
Milli-Q (0,054 uS/cm) e analisadas por
espectroscopia de absorcdo de UV-Vis,
dicroismo circular (CD), ressonancia
magnética nuclear unidimensional a
frequéncia de protdo (1EH-RMN) e por
calorimetria diferencial de varrimento

(DSC).
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Fig. 1 Representagdo das unidades dissacarideo
repetidas presentes no acido hialurénico (HA),
compostas por acido D-glucorénico e N-acetil-D-
glucosamina (unidade detentora do grupo cromoéforo
amida (-NHCO-), covalentemente ligadas por

ligacdes O-glicosidica¥(1—4) ep(1—3).

A andlise espectroscépica de absor¢do UV-
visivel e por CD do HA, no ultravioleta
(UV) longinquo, com vista a avaliacdo do
ambiente conformacional do cromoéforo
amida (-NHCO-) da unidade de N-acetil-D-
glucosamina do HA (Fig. 1), mostrou que o
polimero apresentava a conformacgéo
prevista a pH 7.4 [4]. Adicionalmente, o
espectro 1D'H RMN adquirido permitiu
identificar os sinais caracteristicos dos
protdes metilo (-Ck) do grupo acetilo
(HAc, CH:CO-) da unidade de N-acetil-D-
glucosamina (2,50 ppm), bem como os
sinais localizados entre 3,84 ppm e 4,30
ppm, atribuidos aos restantes protdes das
unidades de &cido D-glucordnico e N-acetil
glucosamina (Figura 1.A), em concordancia
com estudos anteriores [4, 5].
Adicionalmente, a andlise térmica por
calorimetria de varrimento (DSC) conduziu
a obtencao de perfil endotérmico com ponto
de inflexdo (temperatura de fusdo) a
temperatura de 104,0 £7,6 °C e variacdo de
entalpia de fusdo de 305,93 + 22,75 J/g, de

acordo com o reportado previamente por
Vasi et al. [5].

A modificacdo do HA foi efetuada através
da adicdo lenta e gradual de anidrido
metacrilico (MA), sob agitacdo continua,
com permanente ajuste do valor de pH a
8.0. A solucdo de MeHA (&cido hialuronico
metacrilado) formada foi sujeita a diluicdo e
dialise contra membrana porosa (< 8 KDa),
seguida de andlise por 1D 1H RMN. O
espectro déH RMN permitiu confirmar a
formacdo de MeHA associada a
identificacdo de novos sinais a 6,22 ppm e
6,64 ppm, atribuidos aos protdes vinilo do
grupo metacrilado presente no MeHA [6].

3 MEHA E|OTA-CARRAGENINA

A “carragenina’ representa a designacao
genérica de polissacarideos produzidos por
algas marinhas vermelhas e é um polimero
largamente utilizado na indUstria alimentar
e com enorme potencial no campo das
aplicacdes biomédicas [7]. As carrageninas
sdo galactanos  sulfatados lineares
hidrofilicos compostos por unidades
dissacarideas dp-D-galactopiranose e-
D-galactopiranose. A iota-carragenina,
sintetizada por algas vermelh&olieria
filiformis, forma géis ap6s arrefecer até a
sua temperatura de transicdo espiral-hélice
(45°C em agua) [7], pelo que a associacao
de iota-carragenina ao MeHA produzido
teve intuito gelificante.

4  PREPARAGAO DE BIOFILMES

Os biofilmes de MeHA foram produzidos
por solvent-castingcom secagem a 40°C
durante 24 horas. Prepararam-se cinco
formulacdes (Tabela 1) de hidrogéis de
MeHA e iota-carragenina, com 9 mm de
didmetro e 3 mm de altura, para os testes de
absorcéo e de degradacdo e com uma altura
de 5 mm para 0s ensaios de analise
mecanica dindmica (DMA). O fotoiniciador
ndo iénico hidrossolavel VA-086 (Wako
Pure Chemicals) foi adicionado a todas as
formulacdes.
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5 FOTOPOLIMERIZACAO

Polimeros  hidrofilicos com  grupos
polimerizaveis, como o acrilato ou o
metacrilato, sé@o capazes de formar
hidrogéis quando expostos a luz UV.
Assim, a indug&o de fotopolimerizacdo por
UV, processo geralmente rapido e
minimamente invasivo, constitui uma
abordagem alternativa para a formacao de
hidrogéis reticulados quimicamente ie
situ, formados a temperatura ambiente ou
corporal, e sem a utilizacdo de solventes
organicos. Como tal, a fotopolimerizacdo
tem vindo a ser muito utilizada na
preparacdo de hidrogéis, incluindo IPNs
(interpenetrating polymer netwonkscom
potencial aplicacdo na area biomédica [8].
Os radicais que iniciam a polimerizagéo sao
gerados quando os fotoiniciadores (VA-
086) sofrem clivagem da ligacdo hemolitica
apos exposicdo a luz UV/Visivel. Deste
modo, e apos fotopolimerizacao por acao da
luz UV, foi possivel obter hidrogéis
reticulados de MeHA, para as formulactes
I, IV eV (Tabela 1).

Tab. 1 Formula¢Bes de biofilmes de lota-carragenina
e/ou de MeHA testadas.

Formulacéo Componentes uv KCI
I-controlo lota-carragenina+VA

lI-controlo lota-carragenina+VA X
IlI-controlo MeHA + VA X

1V-semi-IPN lota-carragenina+MeHA+VA X
V-IPN lota-carragenina+MeHA+VA X X

HA- &cido hialurénico; MeHA, &cido hialurénico metdado; VA,
fotoiniciador VA-086.

6 RETICULAGAO

O iota-carragenina sofre reticulacdo tanto
na presenca de ides monovalentes como por
acao de ides divalentes [7]. Neste estudo, a
influéncia do efeito gelificante do iota-
carragenina reticulado nas propriedades
fisicas e mecéanicas de biofilmes de MeHA,
foi testada através da preparagdo das
formulacdes I, Il, IV e V (Tabela 1), na
auséncia (I e 1V) e presenca (Il e V) deste
polissacarideo na formulagédo (Tabela 1). O

passo indutor de reticulagdo do iota-
carragenina consistiu na submissao das
preparacfes a solucdo de cloreto de potassio
(KCl) a 1,5 % m/V, durante 15 minutos.
Deste modo, enquanto a formulacdo IV
(Tabela 1) conduziu a formacdo de uma
semi-IPN (rede polimérica de MeHA
associada a iota-carragenina com efeito
gelificante), a formulacdo V conduziu a
formacdo de uma IPN (formada pela
coexisténcia e interligacdo das malhas
poliméricas de MeHA fotopolimerizado e
de iota-carragenina reticulado).

7  PROPRIEDADES DOS BIOFILMES

O teste de absorcdo permitiu verificar que
os hidrogéis | de “iota-carragenina” (Figura
1) foram o0s que apresentaram maior
absorcao de 4gua, seguidos dos hidrogéis |l,
IV, Ill e V. O teste de degradacao permitiu
concluir que apo6s 6 dias, os hidrogéis
fotopolimerizados e os hidrogéis de iota
carragenina reticulados com ides potassio
mantiveram a sua estrutura integra, aspeto
gue associado a sua menor capacidade de
absorcdo de agua apontou para uma rede
mais densa e resistente. Em contrapartida,
0os hidrogéis compostos apenas por iota-
carragenina ndo reticulado (l-controlo)
apresentaram-se mais frageis e quebradigos,
resultado que associado a sua menor
capacidade de absorcdo de agua,
comprovou que a sua rede menos densa
resultou num hidrogel menos resistente.

Fig. 1 Hidrogel V-IPN, composto por MeHA
fotopolimerizado e por iota-carragenina reticulado
(A) e hidrogel I-controlo “iota-carragenina” (B) apd
8 h de absor¢éo em meio aquoso.

Os ensaios de analise mecéanica dinamica
(DMA) foram apenas efetuados para as



Stacy Duarte, Ruben Pereira, Carlos Campos e Ra@ieVaz

formulacdes lll, IV e V, em que o MeHA
fotopolimerizado forma malha polimérica,
com consisténcia e propriedades adaptaveis
a realizacdo de ensaios mecéanicos. Os
ensaios realizados, bem como, os valores de
maodulo de elasticidade (modulo de Young)
obtidos permitiram verificar que tanto a
formulacdo IV-semi-IPN, em que um dos
componentes, o MeHA se encontra
reticulado, como a formulacdo em que
ambos o0s componentes formam redes
poliméricas (V-IPN) apresentam melhores
propriedades mecanicas a todas as
temperaturas e maior modulo de
elasticidade a compreensdo tanto a 25 °C
como a 37 °C, relativamente a formulacéo
simples lll-controlo, composta por MeHA
fotopolimerizado (Tabela 2).

Tab. 2 - Valores de modulo de elasticidade/Young
(Y, em Pa) obtidos nos ensaios de DMA.

Formulagéo Y25 oc (Pa) Ya7oc (Pa)
I11-Controlo 4170,7 £176,9 4294,0 £ 114,7
IV-Semi-IPN 13160,0 £ 874,3 13383,3 £735.0
V-IPN 9868,3 + 2896,3 10232,3 £ 2892,3

Adicionalmente, e embora com pequenas
diferencas entre os valores de moédulo de
elasticidade/Young, exibidos pelos
hidrogéis de MeHA e iota-carragenina nas
composicoes IPN e semi-IPN, os hidrogéis
semi-IPN apresentam maiores valores de
modulo de elasticidade/Young e maior
resisténcia a compressao (Tabela 2) do que
os hidrogéis IPN. O processo de reticulagao
do iota-carragenina, pelos ifes potassio
(K"), pode por um lado fornecer maior
estabilidade quimica e fisica ao polimero,
mas por outro, diminuir a disponibilidade
molecular das cadeias de iota-carragenina
para interagir e participar na rede
interpenetrada interna composta pelas
malhas poliméricas formadas pelos dois
polissacarideos (MeHA e iota-carragenina).

8 CoNCLUSOES
A caracterizacdo quimica da solucdo de HA
mostrou que o HA utilizado apresenta

propriedades nativas, de acordo com o0s
resultados de CD, UV-Vis, RMN e andlise
térmica por calorimetria de varrimento

(DSC) [4-6].
A andlise dos filmes de HA produzidos
mostrou que apenas o MeHA,

posteriormente reticulado por acdo de luz
UV (fotopolimeriza¢do), se mostrou capaz
de formar um hidrogel. A adicdo do
polissacarideo natural iota-carragenina ao
MeHA permitiu ainda a formacéo de IPNs e
de semi-IPNs que apresentaram melhores
propriedades fisicas e mecénicas, avaliadas
através dos ensaios de absorcdo, de
degradacado e de analise dindmica mecénica
(DMA) a compressao, tanto a 25 °C como a
37 °C.
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