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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE POLISSACARIDEOS COM ACAO TERAPEUTICA
EM OSTEOARTRITE.

A viscossuplementacdo € uma técnica terapéutica utilizada no tratamento de
osteoartrite, a qual busca substituir o liquido sinovial (lubrificante das articulacoes)
por solucdes viscoelasticas de derivados do acido hialurénico com propriedades
reoldgicas melhores que a deste liquido. Este tratamento é caro e comercialmente
s6 se utilizada o acido hialuronico. O estudo de outros polissacarideos, tais como a
goma guar e a quitina, para aplicacao em viscossuplementacao, aumenta a
possibilidade de substituir o acido hialurénico por outros de fontes mais
abundantes e viaveis. A goma guar (GGNP) foi purificada por varios métodos com
a finalidade de reduzir contaminantes, como polissacarideos (que nao
galactomanana) e principalmente proteinas. O método de maior eficiéncia na
redugdo destes contaminantes foi o método fisico+Fehling, resultando em uma
guar (GGFISFEH) com 96% de galactomanana e 0% de proteinas. A goma
comercial (GGNP) e a purificada (GGFISFEH) foram reticuladas com glutaraldeido
para originar hidrogéis fluidos de alta viscosidade. O aumento da viscosidade do
polissacarideo com o tempo de reacao de reticulacao é gradativo e pode ser
interrompido no momento em que se obtém um hidrogel fluido, por dialise contra
agua. Os hidrogéis obtidos tem viscosidade quarenta vezes (GelGGNP) e
oitocentas vezes (GelGGFISFEH) a viscosidade das solugdes iniciais das gomas. A
goma guar purificada (GGFISFEH) foi modificada por reacao de oxidacao com
reagente TEMPO e por reacao de sulfatacao, com a finalidade de introduzir grupos
carboxilato e sulfato, assemelhando a estrutura desta ao acido hialuronico e ao
condroitim sulfato. As reagdes foram eficientes na modificacao, resultando em
grau de substituicao (GS) de 0,36 para a goma oxidada (GGOXID) e 0,60 para a
sulfatada (GGSULF). Andlises de RMN de '*C e 'H indicam que a sulfatagdo
ocorreu no C6 da galactose e a oxidacgao no C6 da manose. A quitina foi
carboximetilada para originar um polieletrdlito solivel em agua e com grupo acetil
glicosamina semelhante ao do acido hialurénico. Esta reacao foi testada em varias
condicOes reacionais, resultando em GS diferentes. O melhor rendimento foi de
92% com um GS de 0,53. Os testes farmacoldgicos foram realizados em ratos
Wistar. Avaliou-se o efeito per s/ na cavidade articular de GGNP e GGFISFEH,
ambas em solucao e gel. A GGNP causou incapacitacao e influxo celular dose-
dependente, efeito nao demonstrado por GGFISFEH. A incapacitacao articular foi
maior com a administracao do GelGGNP. Avaliou-se também, o efeito terapéutico
da GGFISFEH em solucao e gel, e Hilano G-F20 em osteoartrite induzida pelo
modelo de transeccao do ligamento cruzado anterior. A inibicao da incapacitacao
articular obtida pelo gel ou pela solucao de guar foram absolutamente
semelhantes ao resultado obtido com o Hilano G-F 20. A goma guar apresenta
potencial como agente viscossuplementador.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYSACCHARIDES WITH THERAPEUTIC ACTION IN
OSTEOARTHRISTIS.

The viscosupplementation is a therapeutic technique used in the osteoarthritis
treatment, in which the sinovial fluid (lubricant of the ligaments) is replaced by
viscoelastic solutions derived from hyaluronic acid with rheological properties
better than the starting material. This treatment is expensive and commercially,
only hialuronic acid is used. The research of other polysaccharides such as the
guar gum and chitin, for the application on viscosupplementation, increases the
possibility of substituting the hyaluronic acid with other from more abundant
sources and more viable. The guar gum (GGNP) was purified through various
methods with the aim to reduce contaminants, such as polysaccharides (but not
galactomannan) and most importantly, proteins. The method with best efficiency
in the reduction of these contaminants was the physic+Fehling method, resulting
in a guar (GGFISFEH) with 96% of galactomannan and 0% of proteins. The
commercial gum (GGNP) and the purified (GGFISFEH) were crosslinked with
glutaraldehyde to originate fluids hydrogel of high viscosity. The increase in
viscosity of the polysaccharides with the increase of the  crosslinking reaction
time is gradual and can be interrupted at the moment a hydrogel fluid is obtained
through dialysis against water. The hydrogels obtained have viscosity forty times
(GelGGNP) and eight hundred times (GelGGFISFEH) than the initial viscosities of
the gums. The purified guar gum (GGFISFEH) was modified through oxidative
reaction with a TEMPO reagent and through a sulfatation reaction, with the aim of
introducing carboxylated and sulphate groups, making their structure similar to
the one from the hyaluronic acid and the chondroitin sulfate. The reactions were
efficient in the modification, resulting in degree of substitution (DS) of 0.36 for the
oxidated gum (GGOXID) and 0.60 for the sulfated gum(GGSULF). 3C and *H NMR
analyses indicated that the sulfatation occurred in C6 of galactose and the
oxidation on C6 of mannose The chitin was carboxylated to form a water soluble
polyeletrolite and with a group of acetyl glucosamine similar to the hyaluronic
acid. This reaction was tested in various conditions, resulting in different DS. The
best yield was of 92% with a DS of 0.53. The pharmacological tests were
conducted on rats Wistar. The effect, per s, in the articulate cavity of GGNP and
GGFISFEH, both in solution and gel was also studied. The GGNP caused
incapacitation and dosage-dependant cell influx, an effect not demonstrated by
GGFISFEH. The articular incapacitation was greater with the administration of
GelGGNP. It was also evaluated the therapeutic effect of GGFISFEH in solution and
gel, and Hilano G-F20 in osteoarthritis induced by the transection of the anterior
cruciate ligament. The inhibition of the articular incapacitation obtained through
gel or through the guar solution were entirely similar to the results obtained with
the Hilano G-F20. The guar gum presents potential as a viscosuplemented agent.
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1. Introducao



1. INTRODUCAO

1.1. O AMBIENTE INTRA-ARTICULAR

Uma articulacao é o local onde dois ossos fazem contato, independente
do grau de movimento permitido por esta juncao [Stanley, Francone e Lossow,
1990]. As articulagbes tém, como papel primario, prover a estabilidade e a
mobilidade do esqueleto. Elas sao estruturas complexas e seus componentes
apropriados para as diferentes condicdes mecanicas e bioldgicas sobre as quais
elas funcionam no organismo [Gerwin, Hops e Lucke, 2006].

As articulagdes sinoviais sao articulagbes de movimentos livres, com
uma cavidade articular contida em uma capsula articular de tecido conjuntivo
fibroso denso, revestida por um tecido conjuntivo vascular, conhecido como
membrana sinovial, responsavel pela producao de liquido sinovial. As superficies
0sseas expostas estdo cobertas com cartilagem, e essa cartilagem articular,
lubrificada pelo liquido sinovial, mantém a superficie lisa [Stanley, Francone e
Lossow, 1990]. A articulacao do joelho é classificada como uma articulacdo
sinovial [Stanley, Francone e Lossow, 1990]. A maioria das variedades de artrite

envolve algumas ou todas as estruturas que compreendem articulagdes sinoviais.

Na Figura 1 é apresentado um esquema da articulacdao do joelho [LPCH,
2006].

Misculo

Gordura

Femur N
\ L S patela
Membrana Sinovial > Py

Cartilagem
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al=- . Gordura
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Menisco
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FIGURA 1 — Esquema da articulagao do joelho
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De uma forma geral, formam a articulacao do joelho, os seguintes
componentes [Golding, 1996]:

1. Cavidade articular (Espaco articular): Normalmente, € um espaco que
contém apenas uma pelicula de liquido sinovial, sendo revestido pela membrana
sinovial.

2. Cartilagem articular: Recobre a superficie articular. A cartilagem é
formada por: a) fibras colagenas do tipo II; b) substancia fundamental composta
principalmente por proteoglicanos e c) células da cartilagem (condrdcitos). Ela tem
consisténcia esponjosa e nela ndao ha nervos nem vasos sanguineos. Nutre-se a
partir do liquido sinovial.

3. Ligamentos e capsulas articulares: Unem as extremidades articulares
do osso. Consistem de feixes de fibras de colageno. Contém terminacdes nervosas
e receptores de dor.

4. Membrana sinovial: Reveste a capsula e recobre todas as estruturas
intra-articulares, exceto a cartilagem articular, que esta, desta forma, em contato

direto com o liquido sinovial.

1.2. O LIQUIDO SINOVIAL

O espaco articular encontra-se preenchido pelo liquido sinovial, obtido
por ultrafiltracdo do plasma sanguineo através de capilares sinoviais e posterior
adicao de acido hialurénico [Edwards, 2003].

O liquido sinovial é um fluido altamente viscoelastico [Pelletier e col.,
2001], no qual se encontra o acido hialurdnico, um glicosaminoglicano de alta
massa molar, e também células da membrana sinovial [McCarty, 1993]. E um
liguido amarelo claro, transparente, com alta viscosidade, pH na faixa de 7,3 a 7,4
que se encontra num volume, em média, de 2 mL por joelho. Em processos
inflamatdrios este muda suas caracteristicas se tornando branco e opaco, com
viscosidade muito baixa e com um volume maior que 4 mL (por joelho) [McCarty,
1993].
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O liquido sinovial tem 95% de agua, apresentando viscosidade
semelhante a da clara de ovo (Grego syn, igual, ovum, ovo) justificando a origem
do termo [Stanley, Francone e Lossow, 1990]. Apresenta uma concentracao de
proteinas totais de 1-3 g/100 mL, acido hialuronico na concentragdo de 0,35 g/100
mL e também glicose na concentracao de 66 mg/100mL [Gerwin, Hops e Lucke,
2006].

Dentre as funcdes do liquido sinovial em articulagdes, pode-se destacar
a lubrificacdo da cartilagem articular durante o movimento e a sua nutrigdo. Uma
vez que a cartilagem articular é avascular, ndo podendo, portanto, conferir aporte
nutricional aos condrdcitos, postula-se que nutrientes presentes no liquido sinovial
possam fluir livremente pela matriz tipicamente hidratada da cartilagem,

alcancando os condrécitos [Edwards, 2003].

1.3. 0 ACIDO HIALURONICO

Em 1934, Karl Meyer e seu assistente, John Palmer, descreveram um
procedimento para o isolamento de um novo glicosaminoglicano retirado do
humor vitreo de boi. Eles mostraram que esta substancia continha acido urénico e
aminoaclcar, mas nao apresentava sulfoésteres [Meyer e Palmer, 1934].
Denominaram-na de acido hialurénico.

O 4&cido hialurbnico (AH) é um glicosaminoglicano formado por
unidades repetitivas de um dissacarideo composto de uma unidade de N-acetil-
glucosamina ligada a uma unidade de acido glucurénico por ligacdao B (1—3). Tais

unidades dissacaridicas sao unidas por ligacdes B (1—4) (Figura 2).

FIGURA 2 - Estrutura do acido hialurénico
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Este acido esta presente na matriz extracelular dos animais superiores,
e apesar de estar contido em toda parte do corpo, apresenta-se mais concentrado
em determinados tecidos especificos, tais como: cordas vocais, liquido sinovial,
cordao umbilical, pele, tecido subcutaneo e cartilagem. Nesses tecidos, o AH
influencia na viscosidade, nos processos de osmose, no fluxo de materiais e na
absorcao de choques [Ward, Thibeault e Gray, 2002]. Ele contribui para as
propriedades biomecanicas dos tecidos, ajudando a controlar a hidratacdo do
tecido e o transporte de dagua, participando ainda em varios processos
fisiologicamente importantes via interacdo com proteinas da superficie das células
e proteinas extracelulares [Cowman, Feder-Davis e Hittner, 2001].

O acido hialurénico participa de uma rede hidratada com fibras de
colageno (por exemplo, no humor vitreo), onde age como um organizador na
matrix intercelular distribuindo os glicoconjugados para formar agregados
intracelulares [Kakehi, Kinoshita e Yasueda, 2003].

A massa molar do AH varia de acordo com o tecido em que é
encontrado. Por exemplo, ela é 7 x 10° g/mol no liquido sinovial; 2 x 10° g/mol na
cartilagem e 2 x 10° g/mol no pulmdo [Bray, 2001]. Com a idade, a massa molar
do acido hialuronico na cartilagem diminui. Em artropatias severas, o liquido
sinovial apresenta acido hialurénico com massa molar reduzida.

As propriedades do AH, que possibilitam a formacao de géis hidrofilicos
tais como, o humor vitreo e o liquido sinovial, sdo: capacidade de hidratacdo,
viscosidade, capacidade de auto-agregacdao e de formacdao de ligacdo a sitios

especificos em muitas proteinas [Bray, 2001].

Quanto a sua capacidade de hidratagdo, o acido hialuronico existe em
solucdo com uma configuracao de espiral flexivel que é altamente hidratada,
contendo aproximadamente 1000 vezes mais agua do que o polimero estendido. A
sua capacidade de hidratacdo é determinada por sua massa molar, com
contribuicdo das cargas negativas da estrutura deste acido, devido aos grupos
carboxilicos que fazem a expansdo da espiral e do volume de agua envolvido na

estrutura desta molécula [Bray, 2001].
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O modelo de Heatley e Scott [1988] sugere que as moléculas de agua
sdo ligadas a cadeia de acido hialuronico por ligacdes de hidrogénio com alguma
regularidade. Quando estruturas abertas sao requeridas nos tecidos para permitir,
por exemplo, migracao celular, a quantidade desse polissacarideo € aumentada. A
hidratagao deste acido para um volume molecular maior também explica o efeito
de atenuacao da perda de fluidez nas articulacoes [Scott e col., 2000]. Tal efeito

nao pdde ser reproduzido pela dextrana de mesma massa molar.

Quanto a viscosidade, as solucdes de AH s3o viscosas, sendo essa
propriedade dependente da massa molar do acido e da sua concentragdo em

solucao.

A sua terceira propriedade - capacidade de auto-agregacao, foi
demonstrada por microscopia de forca atébmica. Tal propriedade nao esta limitada
apenas a moléculas deste acido com altas massas molares, mas também as de
baixa massa molar [Bray, 2001].

A quarta propriedade do acido hialuronico é a habilidade de se ligar a
sitios especificos em muitas proteinas. Este acido organiza a matriz pericelular de
muitas células através desta habilidade de se ligar a proteinas da matriz e a
receptores na superficie celular. As propriedades fisicas da cartilagem sdo
influenciadas tanto pela massa molar do &acido hialurénico quanto por sua
concentragao, apesar da baixa concentracao deste acido no proteoglicano da

cartilagem (1 parte de acido para 75 partes do proteoglicano) [Bray, 2001].

O acido hialurdnico pode ser obtido comercialmente, do humor vitreo
bovino, da crista de galinaceos, do cordao umbilcal e também pode ser produzido
por algumas bactérias como Streptococcus zooepidemicus [Kakehi, Kinoshita e
Yasueda, 2003].

Alteracdes no metabolismo, na distribuicdo e funcao do AH tém sido
documentadas em muitas doencas, tais como: osteoartrite, doencas pulmonares e
vasculares e também em cancer [Kakehi, Kinoshita e Yasueda, 2003].

As aplicacoes biomédicas de maior sucesso do hialuronato de sédio sdo
na cirurgia estética e no tratamento de osteartrite. A aplicacao em oftalmologia é

outra opcao também importante [Kakehi, Kinoshita e Yasueda, 2003].



Estrutura em solucao e viscoelasticidade

Em solugdo fisioldgica, a cadeia central da molécula do Aacido
hialurénico esta estendida devido a combinacdo da estrutura do dissacarideo,
ligagcdes de hidrogénio internas e as interacdes com o solvente. Os atomos de
hidrogénio axiais formam uma face nao polar relativamente hidrofébica (Figura 3),
enquanto que o lado equatorial da cadeia forma uma face mais polar e hidrofilica,
resultando desse modo em uma torcao da estrutura de fita [Weissman, B. e

Meyer, 1954]. Consequentemente, a molécula do AH assume uma estrutura de

espiral aleatoria em condigoes fisioldgicas (Figura 4) [Hascal e Laurent, 2006].

FIGURA 4 — Esquema da estrutura tridimensional de espiral aleatoria do acido
hialuronico em condicoes fisioldgicas. O lado onde a fita apresenta cor azul representa a face
hidrofilica e o lado onde a fita apresenta cor vermelha representa a face hidrofdbica da estrutura

de fita do acido hialuronico.
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A alta massa molar e a concentracdo de acido hialuronico nos tecidos
possibilitam que, em solucao, as moléculas possam interagir formando redes
entrelacadas entre partes da mesma molécula ou entre moléculas diferentes.
Estas interacdes podem ocorrer reversivelmente. Estas redes apresentam
propriedades diferentes das moléculas do AH sozinhas. Quando estas moléculas
sao submetidas a um fluxo rapido, a carga e a forca de cisalhamento sdo entao
distribuidas sobre estas redes, caracterizando assim um comportamento elastico
desta solucao [Hascal e Laurent, 2006].

Por outro lado, um fluxo lento de longa duracao pode separar
parcialmente estas moléculas, alinhando-as, permitindo assim o movimento. Este
segundo comportamento estd associado a viscosidade da solucao deste

polissacarideo (Figura 5).

Fluxo rapido
curta duragdo

Fluxo lento
ga duragao

i

FIGURA 5 — Modelo mostrando as propriedades viscosas e elasticas das solugoes de

acido hialuronico.

Procedimentos tém sido desenvolvidos para a modificacdo do acido
hialurénico através de reacdes de reticulacao, objetivando a formacao de ligagoes
cruzadas, criando assim redes estaveis e materiais semi-sélidos que exibem

propriedades viscoelasticas pronunciadas [Hascal e Laurent, 2006].



O acido hialuronico e a lubrificacao articular

O interesse pelo papel do &acido hialurbnico comecou quando foi
encontrado que este € o maior constituinte de uma camada de 1-2 pum na
superficie da cartilagem tal como o maior constituinte de liquido sinovial [Kirwan,
2001].

O comportamento do AH varia com a intensidade de cisalhamento ao
qual é exposto. Em baixas velocidades de cisalhamento, a solucao é viscosa e
relativamente inelastica, ja em altas velocidades de cisalhamento, a solucao é
extremamente elastica. Portanto, as solugdes de acido hialurdnico podem agir
como lubrificante em movimentos lentos e como absorvedor de choques quando

0s movimentos sao rapidos [Kirwan, 2001].

Devido ao seu grande nimero de cargas negativas, as cadeias do AH
tendem a se estender em solugao e repelir umas as outras, sendo circundadas por
moléculas de agua (Figura 6). Quando reunidas, elas deslizam umas sobre as
outras. Isto produz a consisténcia escorregadia das secrecdes mucosas e do
liguido sinovial. Quando uma solugdo de acido hialurénico é comprimida, a agua é
forcada para fora e as moléculas sdo forcadas a ocupar um volume menor.
Quando a compressao € liberada, as moléculas voltam novamente a seu volume
original, hidratado, devido a repulsdao de suas cargas negativas [Champe, Harvey,
1997].

FIGURA 6 — Esquema da hidratacao do acido hialuronico [Champe, Harvey, 1997].
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Dentro da junta, o AH permeia a superficie da cartilagem articular e a
matriz intercelular do tecido sinovial e da capsula. Com o movimento, ha mudanca
continua da quantidade desse acido no compartimento da junta [Kirwan, 2001].

Balazs [1993] demonstrou que as propriedades reoldgicas do AH sdo
aquelas que governam sua performance bioldgica. Entretanto, embora tenha sido
atribuida uma funcao apenas lubrificante e amortecedora das solucdes de acido
hialurbnico para a viscossuplementacdo, estudos tém demonstrado efeitos anti-
inflamatdrios e condroprotetores da viscossuplementacao como responsaveis por

parte do seu efeito terapéutico [Kirwan, 2001].

1.4. A CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem é um tecido conjuntivo encontrado entre as superficies das
juntas articulares, cuja principal funcdo € suportar o estresse durante o
movimento da articulagdo. Ela € um biocompodsito complexo que possui alta
dureza e resisténcia e capacidade de absorver choques [Seog e col., 2002]. A
cartilagem articular € composta principalmente de uma rede altamente hidratada
de colageno, na qual cadeias de hialuronato estdo associadas aos proteoglicanos
[Pelletier e col., 2001]. Na cartilagem, apenas 5% do volume é ocupado pelos

condrdcitos (células da cartilagem) [Kuetmer, Thonar, Aydelotte, 1990].

A principal funcdo das fibras de colageno é dar suporte estrutural para
a matriz da cartilagem. As fibras de colageno resistem de forma efetiva as forcas
de tracdo aplicadas sobre a cartilagem. Como sdo altamente hidrofilicos, os
proteoglicanos absorvem agua e aumentam em muitas vezes o seu tamanho
original, formando um gel livre, se nao tiverem nenhuma restricao. Quando
restringidos pelas fibrilas de colageno, a interacdo entre a agua e os
proteoglicanos cria uma pressao osmotica de inchamento, que confere a

cartilagem a sua turgidez articular normal [Kuetmer, Thonar, Aydelotte, 1990].

De modo geral, os condrécitos e o colageno sdo orientados dentro da
matriz da cartilagem de maneira a permitir uma maior resisténcia diante das

forcas a que a articulacdao pode estar submetida. Morfologicamente, ha um padrao
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baseado na organizacao dos condrdcitos, orientagdo das fibrilas de colageno e a
distribuicao de proteoglicanos (Figura 7). Esta orientacao das fibras de colageno e
proteoglicanos forma um material composto, reforcado pelas fibras, que resiste as
forcas de compressao e tracao sem sofrer danos, e impede ou dificulta a
transmissao destas forcas ao 0sso subcondral subjacente [Kuetmer, Thonar,

Aydelotte, 1990]. A ruptura desta organizacao é o marco da osteoartrite.

A. CARTILAGEM NORMAL

] ]
CHaOl GO0l
(or D803} 0

oH

2\ C. AGRECAM
Colageno W ‘i =
Fibras Tipo@m ==

Dominio G3 ~ —__ @ ,é/ -| Condroiti atos
T wp 2 ;
Proteina Z e, L ’éh _]-Queratamzsulfato
Cadeia central /‘/}5. s

Dominio G2 LA i ﬁ‘—qﬁ
hialuronico } Cargas
. #yﬂﬁ negativas
Proteina de ligacdo N
Dominio G1 ,,-;9
-

FIGURA 7 - Componentes da cartilagem normal. (A) Diagrama da cartilagem normal; (B) Na
cartilagem normal, a interacdo entre fibrilas de colageno, proteoglicanos e agua confere
estabilidade a cartilagem articular normal; (C) Componentes de um agregado de agrecanos; (D)

Subunidade de dissacarideo que se repete nos glicosaminoglicanos condroitim-4,6-sulfato.



11

Os proteoglicanos sao formados pela associacao de muitas moléculas
de glicosaminoglicano, tais com condroitim-4,6-sulfatos e queratam sulfato,
ligadas a uma proteina central. Estes proteoglicanos formam agregados
compostos por uma fita muito comprida de hialuronato, a qual estao ligados de
forma ndo-covalente e em intervalos de 40 nm, numerosas moléculas da proteina
central (Figura 8). As ligacbes covalentes entre os glicosaminoglicanos e as
proteinas sao ligacdes glicosidicas entre os residuos de aglcar e os grupos
hidroxila de residuo de serina da proteina. A associacdo entre a proteina central
do proteoglicano e o acido hialuronico sdo interacdes de natureza ibnica, sendo
que esta associacdo é estabilizada por pequenas proteinas adicionais chamadas de

proteina de ligacao.

ACIDO HIALURONICO

W*WW

S
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PROTEINA DE LIGACAO
QUERATAM SULFATO

COMDROTIM SULFATO

PROTEINA CENTRAL

FIGURA 8 — Estrutura caracteristica de um agregado de proteoglicano.

A proteina central do proteoglicano tem massa molar de 230.000
g/mol, consistindo de trés dominios globulares, G1, G2 e G3, nos quais o
queratam sulfato e os condroitim sulfatos ligam-se aos dominios localizados entre
os dominios G2 e G3. Uma pequena quantidade esta localizada entre os dominios
G1 e G2 (Figura 9). A regiao do dominio globular G1 € aquela regido que interage

com o acido hialur6nico e a proteina de ligagdo [Knudson e Knudson, 2001]
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Um proteoglicano tipico da cartilagem humana, o agrecam (Figura 9),
contém perto de 150 cadeias de polissacarideo ligadas covalentemente com
cadeias laterais, a cada molécula de proteina central. Quando uma centena de
moléculas, ou mais, destas proteinas liga-se a uma uUnica molécula de hialuronato,
0 agregado de proteoglicanos resultante e a sua agua de hidratacdo ocupam um
volume aproximadamente igual a de uma célula bacteriana inteira [Lehninger,
Nelson e Cox, 2000].

IMAGEM DO AGRECAM

QUERATAM SULFATO
Proteina
central

COMDROTIM
4,6-5SULFATO

#=10.50

FIGURA 9 — Microscopia eletronica do agregado de agrecam e a ilustraciao de como ele

se forma [Seol e col., 2002].

O agrecam é um proteoglicano que tem como papel primario fornecer
resisténcia osmotica necessaria para a cartilagem resistir a compressao, quando
esta é submetida a cargas [Knudson e Knudson, 2001]. Os glicosaminoglicanos
sao cadeias de unidades de dissacarideos que se repetem e tém carga negativa.

Esta carga negativa faz com que haja uma repeléncia entre eles, resultando em
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resisténcia a compressao. O comprimento dos agregados de agrecam depende da
localizacao e da condicao da cartilagem articular. Os proteoglicanos conferem

rigidez compressiva a cartilagem [Seog e col., 2002].

O queratam sulfato é um glicosaminoglicano composto por um
dissacarideo de N-acetilglucosamina e galactose, ndo apresentando acido uroénico.
Seu conteudo de sulfato é variavel, e pode estar presente no C6 de qualquer um
dos agUcares. A ligacao glicosidica entre a N-acetilglucosamina e a galactose é B

1-4 e entre as unidades dissacaridicas é p 1-3 [Champe e Harvey, 1997].

Os polissacarideos condroitim-4,6-sulfato sdo carregados negativamen-
te, sendo polieletrdlitos composto pela repeticdo de 10 a 50 unidades do
dissacarideo N-acetil galactosamina e acido glucuronico Figura 10 [Suh,
Matthew,2000].. Sao extremamente substituidos com ésteres de sulfato nos C4 e
C6 dos residuos de hexosamina. Entre as unidades dissacaridicas, a ligacao
glicosidica é B 1-4 e entre o acido glucurbnico e N-acetil galactosamina é B 1-3.
Como parte da molécula de agrecam, as moléculas individuais destes
polissacarideos tém tendéncia a assumir uma conformagao de bastdo estendido
(Figura 7c) preferencialmente a de espiral aleatéria que elas assumem em
condicOes fisioldgicas (salina 0,15M). Isso ocorre devido a repulsao eletrostatica
intramolecular entre os grupos carboxilato e sulfato vizinhos [Seog e col., 2002].
Estes polissacarideos s3ao os maiores determinantes da capacidade que tem a

cartilagem para resistir a compressao [Seog e col., 2002].
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FIGURA 10 - Estruturas do (A) condroitim-4-sulfato e (B) condroitim-6-sulfato.
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A alta densidade de carga torna os glicosaminoglicanos sulfatados
altamente solUveis. Muitos estudos clinicos demonstram a sua atividade anti-
inflamatdria da administracdo oral em pacientes com osteoartrite, melhorando as

funcdes da articulacao e reduzindo a dor [Wang, Wang e Chaing, 2002].

O efeito condroprotetor dos glicosaminoglicanos polissulfatados ja foi
demonstrado experimentalmente [Hannan e col., 1987]. O condroitim-4,6-sulfato
tem sido investigado em estudos bioquimicos gracas ao seu papel na fisiologia da

cartilagem articular [Pipitone, 1991].

1.5. A LUBRIFICACAO ARTICULAR

A lubrificacdo articular é muito eficiente, possuindo um baixo coeficiente
de friccao. Ela depende das propriedades da cartilagem articular e do liquido
sinovial. O liquido sinovial, em condicdes normais, € nao-Newtoniano, isto &,
quanto mais rapida a articulacdo se move, menos Vviscoso ele se torna
(comportamento pseudoplastico). O liquido se torna Newtoniano, em condicoes
inflamatdrias [Golding, 1996].

Os mecanismos de lubrificacao sinovial funcionam para minimizar a
friccao sobre a cartilagem articular em uma extensao tal que, normalmente,
durante o movimento, menos friccao € criada do que no caso de gelo deslizando
sobre gelo [Stanley, Francone e Lossow, 1990].

Varias teorias ja foram propostas para explicar como ocorre a
lubrificacao das articulagbes sinoviais. Uma delas sugere um tipo de lubrificacao
hidrodinamica, onde um liquido incompressivel circula através da articulacao
durante o movimento. Nenhuma superficie da articulacdo se encaixa na outra
perfeitamente; contudo um efeito almofada deve ser fornecido. O liquido sinovial
agiria mantendo a pressdo em pontos necessarios dentro da articulagdo. Este
efeito de acolchoamento é complementado por uma espécie de lubrificacao
exsudada a medida que o liquido sinovial goteja da cartilagem articular, porosa e

cheia de liquido, sob pressao [Stanley, Francone e Lossow, 1990].
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Uma outra teoria sugere que quando a compressao retém o liquido em
sulcos irregulares, somente fracdes moveis de pequenas moléculas passam para a
cartilagem e o acido hialuronico fica mais concentrado, tornando o sistema mais
Viscoso e, por conseguinte, o revestimento mais eficaz para proteger e lubrificar

as superficies [Stanley, Francone e Lossow, 1990].

1.6. OSTEOARTRITE

A artrite (G. arthron, articulacdo; G. /tis, inflamacao) é uma das mais
comuns e dolorosas anormalidades do sistema articular [Stanley, Francone e
Lossow, 1990]. Existem varios tipos de artrites, sendo a osteoartrite, a mais
comum delas. Ela prevalece em 60% dos homens e 70% das mulheres depois dos
65 anos de idade [Gerwin, Hops e Lucke, 2006]. Segundo dados do Ministério da
Saude, ela atinge cerca de 80% das pessoas acima dos 70 anos. Em numeros
absolutos, estima-se que existam, hoje, aproximadamente 15 milhdes de pessoas
com osteoartrite no Brasil. E mais comum nas mulheres do que nos homens, e é a
principal causa de invalidez no mundo [Neto, 2006].

A osteoartrite (OA) é caracterizada pela deterioracdo da cartilagem
articular e formacao de ostedfitos nas superficies da articulacao, causando
instabilidade desta e dor [Buckwalter e Martin, 2006]. Acomete as articulacoes,
principalmente as do joelho e quadril, produzindo mudancas na cartilagem, no
0sso subcondral e na membrana sinovial.

Embora a osteoartrite ndo seja classicamente considerada uma doenca
inflamatdria, evidéncias recentes sugerem que a ocorréncia de inflamacdo da
membrana sinovial é importante na progressao das lesdes da cartilagem na OA. A
liberacdo de fragmentos da matriz por acdo de enzimas proteoliticas promoveria
inflamacao sinovial, o que pode refletir em posterior degradacao da cartilagem, a
maneira de um ciclo vicioso [Pelletier, 2003].

A hiper-hidratacdo da cartilagem é um evento inicial na osteoartrite e
proporcional ao dano sobre a rede de colageno [Bank e col.,, 2000]. Em
cartilagens osteoartriticas, as fibras coldgenas apresentam tanto o comprimento

quanto a constante elastica reduzidos, limitando a capacidade da cartilagem em
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absorver energia elastica durante a locomocdo. E consistente a associacdo entre
essas alteracOes e os danos no tecido cartilaginoso (perda da camada superficial,
formacgao de fissuras e degradacao de proteoglicanos) [Silver e col., 2001].

A perda de proteoglicanos da cartilagem articular € um importante fator
na osteoartrite. Em pacientes acometidos por esta doenca, as concentragoes de
condroitim sulfatos e de queratam sulfato encontram-se aumentadas no liquido
sinovial [Poole e col.,, 1994], como produtos de degradacao das moléculas de
agrecano liberados de seus locais originais na matriz da cartilagem articular.

Na osteoartrite, ocorre uma variacgdo na quantidade e nas
caracteristicas do liquido sinovial, o lubrificante das articulagbes. Em um liquido
sinovial de um joelho acometido com osteoartrite, a massa molar do acido
hialurdnico pode reduzir de 10 x 10° g/mol para um valor na ordem de 2 x 10°
g/mol. Em adicdo a isto, o acido hialurénico € diluido e, portanto, em um estado
artritico, a elasticidade e a viscosidade do liquido sinovial sao reduzidas
conduzindo a uma queda nas propriedades de lubrificacdo e de absorcao de
choques. A cartilagem torna-se, portanto, mais vulneravel [Kirwan, 2001].

Uma alta elastoviscosidade é essencial para a lubrificacdo e protecdo
das células da articulagao. Nesta doenca, a elastoviscosidade do liquido sinovial é
diminuida contribuindo possivelmente para o aparecimento de dores nas
articulacOes e o subseqiiente descréscimo na mobilidade desta, que se deve a
diminuicao no efeito protetor nos receptores de dor do tecido sinovial [Pozo,
Balazs e Belmonte, 1997].

As causas da osteoartrite ndao sao totalmente conhecidas. As chances
da ocorréncia de osteoartrite aumentam com a idade, fatores hereditarios,
excesso de peso, esforco repetitivo e a presenca de outro tipo de artrite [THE
ARTHITIS SOCIETY, 2006].

1.7. VISCOSSUPLEMENTACAO

Dentre os muitos tratamentos empregados na osteoartrite, encontra-se
a chamada viscossuplementagao. Ela é uma técnica terapéutica através da qual se

substitui o liquido sinovial, que apresenta caracteristicas elastoviscosas
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indesejaveis, por solucbes de mais alta elastoviscosidade de hialuronatos e seus
derivados [Balazs e Denlinger, 1993]. Este tratamento comecou a ser testado em

animais inicialmente na década de 70.

Originalmente introduzido por Balazs e Denlinger [1993], o termo
viscossuplementacao significa o restabelecimento das propriedades viscoelasticas
do liquido sinovial mediante administracao intra-articular de solucdes de acido
hialurbnico de elevada massa molar. Segundo esses pesquisadores, o
restabelecimento ou a suplementacdo da viscosidade do liquido sinovial na
osteoartrite poderia melhorar a funcionalidade articular e conseqliientemente
reduzir os sintomas desta doenca.

A hipdtese de Balazs foi comprovada por estudos clinicos, nos quais
sintomas de osteoartrite — dor e disfuncao articular - em joelhos humanos foram
atenuados pela administracdao de acido hialuronico de elevada massa molar (da
ordem de 10° g/mol) [Wobig e col., 1999; Hochberg, 2000; Evanich e col., 2001].
Entretanto, foi observado que o alivio desses sintomas da osteoartrite pode ser
obtido pela administracdo de acido hialurénico com menor massa molar (entre 5,0
a 7,5 x 10° g/mol) [Pasquali Ronchetti e col., 2001]. Mais ainda, a eficacia clinica
da viscossuplementacao pode ser observada por um periodo de varias semanas,
ou até meses, apds a administracao intra-articular do acido hialurénico [Kinwar,
2001], fato inconsistente com a velocidade de eliminagao do acido hialuronico em
juntas sinoviais.

Por esses resultados, torna-se evidente que os efeitos benéficos obtidos
em longo prazo pela administragdo intra-articular de acido hialuronico ndo podem
ser explicados completamente pelo conceito de viscossuplementacao definido por
Balazs. De fato, uma pesquisa exaustiva tem sido realizada a fim de elucidar o
mecanismo de a¢ao das preparacoes de acido hialuronico na osteoartrite [Ghosh e
Guidolin, 2002].

Alguns produtos comerciais estao disponiveis para a aplicacdo na
terapia de viscossuplementacao, sendo alguns destes, preparacdes de hialuronato
de alta massa molar (Hyalgan e ARTZ), massa molar intermediaria (como por

exemplo, ORTHOVISC) e preparagoes de hialuronato reticulado (Hylan, SYNVISC).
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O Hilano G-F 20 (Synvisc) € um derivado de alta massa molar
(6.000.000 g/mol) obtido pela reticulacao de hialuronato obtidos da crista de
galinaceos. Este é uma associacdao do Hilano fluido e Hilano gel nas concentragdes
de 8,0 mg/mL e 2,0 mg/mL respectivamente. O Hilano preparado pela reticulagao
do hialuronato com formaldeido é solivel em agua. A sua outra forma é obtida
pela reticulacdo com vinil sulfonato, o qual forma um gel altamente hidrofilico, que
se dispersa, mas nao se solubiliza em agua [Takigami, Takigami e Phillips, 1995].
A reticulacdo tem como objetivo aumentar as propriedades viscoelasticas das
solugdes de hialuronato. O termo Hilano gel se refere ao material reticulado com
vinil sulfonato e o termo Hilano fluido se refere ao material reticulado com
formaldeido. O termo Hilano se refere a familia de derivados reticulados do
hialuronato, tendo estes derivados uma faixa de massa molar de 2 a 26 x10°
g/mol e um teor de proteinas de 0,4 a 0,8% em relacdo a massa total do

polissacarideo [Prieto e col., 2005].

O regime de tratamento recomendado para SYNVISC é de trés injecoes
de 2,0 mL na articulacao do joelho humano, com intervalo de uma semana. Para
atingir o efeito maximo, é necessario administrar as trés injecoes. Considerando
que cada injecao de SYNVISC de 2 mL custa em média R$280,00, o custo total do
tratamento sairia por R$840,00. A duragao do efeito do SYNVISC nos pacientes
que responderam ao tratamento é geralmente de 3 a 6,5 meses. Esses valores
indicam que a viscossuplementacao é um tratamento caro, tornando proibitiva a
sua utilizacao por pessoas de baixa renda.

Outros materiais tém sido propostos para uso em viscossuplementagao,
tais como misturas de hialuronato com alginato [Pelletier e col., 2001] e hidrogel
de dextrana com glicidil metacrilato [Burdick, Laberge e Lickfield, 2004]. O uso de
dextrana para viscossuplementacdo € uma das Unicas propostas de utilizacao de
um outro polissacarideo diferente de acido hialur6nico ou seus derivados para o
tratamento de osteoartrite.

A modificacdo quimica de polissacarideos de caracteristicas diferentes
permite o desenvolvimento de substancias que tenham propriedades reoldgicas e

até propriedades quimicas similares aos produtos em uso corrente na
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viscossuplementacdao. O monitoramento destas modificacdes quimicas, e a
respectiva acao destes polissacarideos modificados no espaco intra-articular,
contribuira para o estabelecimento da possivel relacao que existe entre a estrutura

quimica e a agao destes materiais.

1.8. GOMA GUAR

Galactomananas sao polissacarideos de reserva, oriundos de sementes
pertencentes a familia Leguminosae que possuem endosperma. Sao classificadas
como gomas originarias de sementes. Sao soliveis em agua e formam dispersoes
viscosas e estaveis [Meer, Meer e Tinker, 1975]. Sao constituidas por manose (M),
que forma uma cadeia principal de manana com ligagdes B 1-4, ramificada com
residuos de galactose (G) ligados a cadeia principal com ligagdes o. 1-6.

As galactomananas estdo presentes em sementes de diversas espécies
em todo mundo, mas suas principais fontes comerciais sao a goma guar, goma
caroba ou locusta e goma tara [Neukom, 1989]. Estas gomas sao compostas por
galactomanana com razao M:G variavel. A goma guar possui uma razao M:G que
pode variar de 1,6 a 1,8 [Cheng e col., 2002]. Essa razao pode interferir em
algumas de suas propriedades fisicas [Neukom, 1989]. A relacao M:G pode variar,
numa mesma goma, de acordo com o tipo de extracao e analise do polimero. A

Figura 11 mostra a estrutura da goma guar com a relacao M:G de 2:1.
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FIGURA 11 - Estrutura da Goma Guar



20

A goma guar é obtida a partir de sementes de Cyamopsis
tetragonolobus (Figura 12), cuja casca representa 14-17%, o endosperma 35-
42%, e o embriao 43-47% do peso seco da semente. O endosperma, separado
das outras partes das sementes através de processos mecanicos, € a goma

comercializada [Whistler e Hymowitz, 1979].

FIGURA 12 — Foto da planta guar (Cyamopsis tetragonolobus).

A planta guar é nativa da india e do Paquistdo, onde ela tem uma
grande importancia econémica. Foi introduzida nos Estados Unidos no comeco do
século passado (1903), tornando-se um produto comercial em 1940 [Dea e
Morrison, 1975].

Durante o processamento, a casca da sua semente € removida por
aquecimento e moagem. O endosperma € entdo separado do gérmem por varios
processos de moagem. O produto resultante tem tipicamente 2,5% de fibra,
umidade de 10 a 15%, proteina de 5-6% e cinzas de 0,5-0,8% [Mark e col.,
1980]. A funcdo da galactomanana na semente é ser um polissacarideo de reserva

utilizado durante a germinagao [Dea e Morrinson, 1975].

A goma guar hidrata tanto em agua fria quanto em agua quente,
formando solugdes viscosas. Entretanto, esta viscosidade depende do tamanho da

particula, do pH e da temperatura. Um solucdo de guar na concentragao de 1% é
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completamente hidratada no tempo de 24 horas a temperatura ambiente e em 10
minutos na temperatura de 80°C, originando solucdes com viscosidade entre 3 e 6
Pa.s. As solucdes de guar sao estaveis numa faixa de pH entre 4,0 e 10,5, tendo
sua hidratacao mais rapida em pH 8,0. As solucdes de goma guar sao geralmente
turvas, devido a quantidade de fibras insollveis e material celuldsico presente
[Mark e col., 1980].

A goma guar apresenta ligacdes de hidrogénio inter-molecular e intra-
molecular. Sua estrutura cristalina foi determinada e demonstra que a cadeia
central de manose e os residuos laterais formam placas antiparalelas, como esta
esquematicamente mostrado na Figura 13 [Cheng e col., 2002]. A estrutura é
estabilizada através de ligacdes de hidrogénio, dentro da estrutura de placas e
entre estas placas. A distdncia entre as cadeias de manose é de 4,5 A e a
distancia entre as placas é de aproximadamente 16 A [Cheng e col., 2002].

(a} {l H:0H (b)
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FIGURA 13 — (a) Estrutura da goma guar. (b) Representacdo esquematica da estrutura
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cristalina da guar [Cheng e col., 2002].

Em solugdes aquosas diluidas, a goma guar existe como espiral
aleatdria. As propriedades de solucdao de galactomananas tém sido extensamente
estudadas, mas o papel da ligacdo de hidrogénio e a estrutura em solucdo, ainda
nao sao muito conhecidas [Cheng e col., 2002]. A goma guar forma solucdes
viscosas e a adicdo de uma pequena quantidade deste polissacarideo aumenta
drasticamente a viscosidade de uma solucdo. Suas propriedades viscoelasticas sao

consequiéncia da estrutura da goma e dependem da concentragao [Gittings e col.,
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2000]. A alta viscosidade das soluces de guar é devido a alta massa molar da
guar (na faixa de 2 milhdes) e a presenca de extensa associacao intermolecular

através de ligagdes de hidrogénio [Cheng, Brown e Prud’homme, 2002].

A distribuicdo de residuos de galactose em relacao a cadeia central de
manose (normalmente 1,6 de manose para cada 1 de galactose) ocorre de forma
aleatdria. Por causa desta distribuicao aleatdria, existem na molécula de guar
regides mais ricas de galactose e regides mais pobre. As regides mais pobres de
galactose s3ao de mais baixa solubilidade em agua. Esta mais baixa solubilidade
pode estar associada a formacdo de complexos parcialmente cristalinos nestas
regioes [Gittings e col., 2000]. Esta relacao entre a galactose na estrutura da
galactomanana e a solubilidade explica o fato de a goma locusta (relacao M:G

entre 3,5 e 4,0) ser menos solUvel em agua do que a goma guar.

A estrutura de anel ciclico de agUcar possibilita numerosos grupos
hidroxila (uma média de trés por unidade de anel) disponiveis para modificacao.
As varias reac0es da goma guar com outras substancias sdo explicadas pelo
numero e posicao desses grupos OH. Por exemplo, é conhecido que a goma guar
reage com bodrax, devido a presenca de dois grupos hidroxila em posicao cis, que
interagem com os ions boratos, possibilitando a formacao de um gel pela
formacao de ligacao cruzada de duas moléculas diferentes de goma guar, como

mostrado na Figura 14 [Tayal, Pai e Khan, 1999].

FIGURA 14 — Esquema representando a complexacdao da goma guar com ions borato
[Tayal, Pai e Khan, 1999].
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A hidroxila localizada no carbono 6 desta goma é a mais reativa para a
modificacdo estrutural deste polissacarideo, mas as hidroxilas nos carbonos
secundarios também sdo sitios para substituicdo [Seaman, 1980]. Alguns
derivados de goma guar tém sido extensamente utilizados, sendo esses de
natureza anionica (carboximetil), neutra (hidroxialquil) e catidnica (amina
quaternaria). As modificagdes podem resultar em melhoria nas caracteristicas
redlogicas. E conhecido que derivados de guar mostram uma diferenca dramética
na solubilidade e uma reducao na turbidez destas solucoes, quando comparados

com a goma nativa [Seaman, 1980].

No caso das modificagdes, como carboximetilacdao e quaternizacdo com
amina quaternaria, a inclusdao de sitios carregados é a maior responsavel pelas
mudangas de propriedades. Estas modificacOes resultam em uma interacao da
goma guar com sais inorganicos, superficies celuldsicas e tintas organicas
[Seaman, 1980]. No caso da hidroxialquilacao da goma guar, o produto formado
tem sua solubilidade aumentada em sistemas agua/alcool [Seaman, 1980].

Devido o seu baixo custo, excelentes propriedades reoldgicas e
biocompatibilidade, a goma guar e seus derivados sao extensivamente utilizados
na industria alimenticia e industria de cosméticos [Holmes, Bayaliss, Muir, 1988].

Algumas propostas do uso de goma guar como um biomaterial estao
relatadas na literatura, tais como: carregador de droga para liberacao controlada
[Clourasia, 2004], sistema de liberagao de droga transdermal [Murthy, 2004] e em

formulagdes sintéticas de muco cervical [Burruano, 2003].

1.9. QUITINA

A quitina foi descoberta em cogumelos pelo pesquisador francés Henri
Braconnot, em 1811, recebendo entdo denominacao inicial de fungina. O nome
quitina foi dado por Odier, em 1823, quando foi isolada de insetos. Somente em
1843, Payen descobriu que a quitina continha nitrogénio em sua estrutura

[Craveiro e col., 1999].
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A quitina é um polissacarideo muito abundante, encontrado na carapaca
dos crustaceos [Zhao, e col., 2001], e também em fungos, algas e insetos. Este
polissacarideo constitui 1,4% do peso de insetos e 15-20% do peso de carapacas
de crustaceos. Apresenta grande variedade de usos, principalmente na industria
téxtil, alimenticia e de cosméticos; porém, sua maior aplicacdo encontra-se na
producao de quitosana, polissacarideo que tem as mais diversas aplicacoes
[Craveiro e col., 1999].

Ela € um polissacarideo linear que consiste de unidades de 2-acetamido-
2-deoxi-B-D-glicose ligadas por ligacdes glicosidicas B 1-4, podendo conter

também unidades de 2-amino-2-deoxi-p-D-glicose (Figura 15).

CH,0H CH,OH CH,OH CH,OH
O O (@] (0]
\O OH 0. OH o) OH 0. OH )
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NHCOCH; NHCOCH; NHCOCH; NHCOCH;

FIGURA 15 - Estrutura da Quitina

A diferenca da sua estrutura para a da celulose é a hidroxila no carbono
2 desta Uultima que é trocada pelo grupo acetamida na quitina. Como a celulose, a
quitina € um polissacarideo com funcdo estrutural. Forma fibras estendidas
similares aquelas da celulose e, como a celulose, nao é digerivel por animais
vertebrados. A quitina é altamente hidrofdbica, sendo insolivel em agua e em
muitos  solventes  organicos. E  solivel em  hexafluoroisopropanol,
hexafluoroacetona, clorodlcoois em conjunto com solucbes aquosas de acidos
minerais. A hidrolise da quitina com acidos concentrados em condicOes
extremamente drasticas produz D-glucosamina relativamente pura [Kumar, 2000].

A quitina tem uma alta capacidade de reter agua e de formar filmes
devido a sua alta cristalinidade. Ela existe em trés formas cristalinas, sendo elas:
a, B e 8. Essas trés formas diferem do arranjo da molécula nas regides cristalinas.

A a-quitina consiste de cadeias anti-paralelas, enquanto que a B-quitina contém
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cadeias paralelas. A 8-quitina é a mistura das duas formas, antiparalela e paralela
[Muzzarelli e Muzzareli, 1998].

A quitina, como um polimero natural, tem excelentes propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao toxicidade e propriedades de
adsorcao. Apesar deste polissacarideo apresentar baixa solubilidade, a sua
modificacdo quimica possibilita a obtencdo de derivados sollveis, 0 que aumenta
ainda mais a sua aplicabilidade [Kumar, 2000].

Algumas reacOes de modificacdo tém sido desenvolvidas na busca de
aumentar a solubilidade deste polissacarideo, tais como acilagdo e alquilagao.
Entretanto, os grupos acil e alquil favorecem a solubilidade apenas em solventes
organicos. Quitina etileno glicol € um derivado de quitina solivel em agua. A
carboximetilacdo é uma reacdo que origina um derivado de quitina altamente
solivel em agua [Tokura e col., 1983].

Diversas aplicacOes da quitina tém sido relatadas, boa parte delas na
area médica, como por exemplo, o efeito analgésico [Okamoto, Kawakami,
Miyatake e col., 2002]. A quitina sulfatada tem acao anticoagulante comprovada,
mostrando uma atividade duas vezes maior do que a heparina, glicosaminoglicano

sulfatado responsavel pela acdo anti-coagulante [Kumar, 2000].

1.10. MODIFICACAO DE POLISSACARIDEOS

A busca por materiais biodegradaveis, extraidos de fontes renovaveis e
que apresentem melhor desempenho a menor custo, é cada vez mais presente na
comunidade cientifica. Varios derivados de polissacarideos tém sido preparados
através de modificacdo quimica, de modo a melhorar as propriedades fisico-
quimicas, mecanicas ou quimico-bioldgicas, ampliando as possibilidades de

utilizagao como novos materiais.

1.10.1. Oxidacao

Uma rota promissora para obter novos polimeros é a oxidagdo dos
grupos hidroxila presentes nos carboidratos. Um método amplamente utilizado é a

oxidacao com hipoclorito, usando quantidades cataliticas de TEMPO (A-oxil-
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2,2,6,6-tetrametilpiperidina) e brometo de sddio. A reacdo € conduzida em
condicOes homogéneas em agua e grupos primarios de alcool sdo seletivamente

oxidados gerando carboxilatos [de Nooy e col., 2000].

O TEMPO (AMoxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) (Figura 16) €& um
reagente de oxidacao muito empregado atualmente, tanto em processos
industriais como académicos. Ele é capaz de oxidar alcoois primarios e
secundarios em condicOes brandas, seletivas e com tempo reacional reduzido,
sendo utilizado em quantidades cataliticas e podendo ser empregado em presenca
de grupos funcionais sensiveis [de Souza, 2004].. Uma outra grande vantagem na
utilizacdo do TEMPO é a sua nao reatividade em presenca de ar, luz ou umidade,
podendo ser estocado e utilizado sem condigdes especiais, 0 que nao acontece

com grande numero de reagentes de oxidacao [de Souza, 2004].

FIGURA 16 — Estrutura do reagente TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina)

Uma informacao importante para a elucidacgao do mecanismo de
oxidacao com TEMPO é que radicais nitroxil podem ser reduzidos (Figura 17),
formando a correspondente hidroxilamina, ou oxidados, obtendo-se o respectivo

sal oxoamoOnio [de Souza, 2004].
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FIGURA 17 — Reacdo de oxireducao do reagente TEMPO.
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Atualmente, a oxidacao de alcoois utilizando o TEMPO é realizada pela
obtencao /n situ do ion oxoamonio, o qual é responsavel pela oxidacdo dos
alcoois. Depois de oxidado, ele é regenerado pela presenca de um re-oxidante,

permitindo que este seja utilizado em quantidades cataliticas [de Souza, 2004].

A oxidacao de alcoois em presenca de TEMPO, NaClO e NaClO, como
re-oxidante tem sido frequentemente citada na literatura. Zhao e col. [1999]
obtiveram uma metodologia versatil para oxidacao de alcoois primarios em seus
respectivos acidos carboxilicos, baseada na utilizacdo do hipoclorito de sddio
(NaClO) e clorito de sédio (NaClO,) como re-oxidante. O mecanismo proposto
pelos autores é baseado na formagdo do ion oxamébnio 7 por quantidades
cataliticas de NaClO, o qual fornece rapidamente a oxidacao do alcool em aldeido,
resultando também na formacdo da hidroxilamina 6 via o intermediario 8. O
aldeido obtido é entdo oxidado em presenca de NaClO, a acido carboxilico, e uma
molécula de NaOClI é regenerada, fazendo com que a hidroxilamina 6 seja oxidada

ao ion oxamonio 7, continuando assim, o ciclo catalitico (Figura 18).

Varios polissacarideos ja foram oxidados com o TEMPO, sao eles: amido
[Kato e col., 2003], inulina, pululana [de Nooy e col., 1996], quitina [Muzzarelli e
col., 1999], celulose [Perez e col., 2003], galactoxiloglucana [Freitas e col., 2004]
e scleroglucana [de Nooy e col., 2000]. Sierakowski e col. [2000] oxidaram
seletivamente a galactomanana de Leucena leucocephala, originando uma

galactomanana carregada negativamente com grupos acido.
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FIGURA 18 — Mecanismo proposto para a oxidacdo de alcoois em presenca de TEMPO,
NacClO e NaClO, [Zhao e col., 1999]

A oxidacdo de polissacarideos normalmente é feita com reagente
TEMPO em quantidades cataliticas em conjunto com NaClO e NaBr. Nestas
condicOes, o reagente TEMPO, que é um radical estavel (1), é oxidado pelo ion
hipobromito, gerando o ion oxoamoénio (2), um forte oxidante que mostra
seletividade para grupamentos hidroxilicos primarios (Figura 19). O hipobromito
consumido é regenerado através do ion hipoclorito presente no meio reacional [de
Nooy, 1994].
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FIGURA 19 - Esquema da oxidacdo de polissacarideo [de Nooy, 1994].

1.10.2. Sulfatacao

Os acucares sulfatados tém geralmente férmula ROSOsH onde ROH é o
acucar. O interesse corrente nesses agucares €& devido principalmente ao fato
desses ésteres acidos ocorrerem extensivamente na natureza. No reino vegetal,
aclcares sulfatados s3ao encontrados combinados com muitos outros
polissacarideos de algas [Rashid e col., 1990], mas sao encontrados em plantas
terrestres. No reino animal, exemplos destes ésteres sdo: a heparina e os
condroitim sulfatos.

Muita atencao tem sido focalizada no papel fisioldgico de
polissacarideos sulfatados, e associado a isto, muitos métodos de sulfatacao de
polissacarideos tem sido propostos para o desenvolvimento de materiais para
aplicacdes terapéuticas comerciais. Um exame detalhado da estrutura de
polissacarideos sulfatados requer o conhecimento da posicao do grupamento
sulfato. Isto é importante, ja que os grupos sulfatos exercem papel importante
nas propriedades quimicas e fisicas desses polissacarideos.

Sulfatacao de polissacarideos tem sido reportada para uma variedade

de carboidratos, entre esses quitosana [Baumann e Faust, 2001], dextrana e
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pululana [Mahner, Lechmer e Nordmeier, 2001] e laminarina, polissacarideo
extraido da alga Laminaria digitata [O “Neill, 1955]. Os reagentes utilizados sao
principalmente acido monoclorosulfonico (CISOsH) em piridina ou complexo de
trioxido sulfdrico com piridina, trietilamina ou DMF. Os solventes utilizados sao
geralmente formamida, dimetilformamida, dimetilsulfoxido e piridina. No entanto,
devido a complexidade de polissacarideos, um mesmo método de sulfatacdo pode
resultar em produtos previsiveis para um determinado polissacarideo, mas para
outros nao [Yang e col., 2003].

A Figura 20 mostra o esquema de reagao de sulfatacao de um aclcar
no carbono 3, utilizando o sistema acido monoclorosulfonico-piridina [Mahner,

Lechmer e Nordmeier, 2001].
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FIGURA 20 - Esquema da sulfatacdo de polissacarideo no carbono 3 com acido

clorosulfonico e piridina [Mahner, Lechmer, Nordmeier, 2002]

As propriedades de polissacarideos sulfatados, tais como: atividade
anticoagulante [Alban e col., 2000], antiviral [Ono e col., 2003], antiinflamatdria
[Winkelhake, 1991] podem depender fortemente de sua estrutura, como por
exemplo, do grau de sulfatacao (DS) [Alban e col., 2002], massa molar [Barbucci,
Lamponi, Magnani e Renier 1998] e ligacao glicosidica [Mulloy, Mourdao e Gray,
2000]. Assim, é importante estabelecer um método apropriado de sulfatagdo para
certos polissacarideos. O solvente deve ser escolhido adequadamente para cada

polissacarideo, desde que estes podem ter solubilidade e conformacao diferente
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em diferentes solventes, o que pode afetar a sulfatacao devido a distintas forcas
intermoleculares.

Ono e col. [2003] sulfataram diferentes amostras de galactomananas de
acordo com o procedimento de O'Neill [1955] através do qual amostras de
laminarina foram sulfatadas utilizando como solvente o sistema piridina:formamida
e acido monoclorossulfonico.

A Figura 21 mostra a mudanca na estrutura da manose com a

sulfatacao preferencial no carbono 6.

) H OSO3H
Sulfatacdo
—’ O
HO
OH
HO H H
H H  OH

FIGURA 21 - Esquema da sulfatacao da manose preferencialmente no carbono 6.

Quando uma hexose livre é tratada para fins de sulfatagdo, o primeiro
éster formado é o 6-sulfato, o que esta de acordo com mais alta reatividade das
hidroxilas primarias em reacdes com agentes esterificantes. Entretanto, sabe-se
que o 6-sulfato ndo é o Unico produto, pois pequena quantidade de dissulfatos sao

também formados [Turvey, 1965].

1.10.3. Carboximetilacao

A carboximetilacdo € um método industrial bastante utilizado para a
preparacdao de derivados polissacaridicos, apresentando vantagens como baixo
custo e nao toxidade dos produtos formados [Verraest e col., 1995]. O produto
resultante da reacao de carboximetilacdo € um polieletrolito que pode ter uma

variedade de aplicacbes [Verraest e col.,, 1995]. Derivados i0nicos de
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polissacarideos sao produzidos, tanto pelo seu valor como polieletrdlito, como por
sua funcdo como precursor para outras modificagbes quimicas [Verraest e col.,
1995].

Nos produtos da reacao de carboximetilagdo, grupos de alcool primario
e/ou secundario sdo eterificados pela reacao com acido monocloroacético em meio
basico. A reacdo de carboximetilacdo para o amido foi discutida em varios
trabalhos cientificos [Tijsen e col., 2001; Bhattacharyya, Singhal e Kulkarni, 1995;
Singhal e Kulkarni, 1995]. A reacao ocorre em duas etapas consecutivas (Figura
22).
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FIGURA 22 - Mecanismo de reacao da carboximetilagao.

O método usado é baseado na sintese de Williamson [Ege, 1989] para

éteres, onde se tem a reacao de um alcodxido com um halogeneto via reacdao Sy2.
R-O" + R'-Br - R-O-R*

Os grupos hidroxila dos monossacarideos sdo mais acidos que os dos

alcoois comuns, pois os monossacarideos contém muitos atomos de oxigénio que
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exercem efeito indutivo nos grupos vizinhos e bases forte como NaOH podem ser

usadas para transformar alcoois em alcdxidos.

Na primeira etapa da reacdo existe um equilibrio entre o hidréxido de
sédio e os grupos hidroxila do polissacarideo com a formacdo de ions alcodxido
que por sua vez reagem com o acido monocloroacético numa reagao Sy2 e a

formam um éter.

Pode ocorrer também wuma reacdo lateral, onde o acido
monocloroacético reage com o NaOH formando glicolato de sédio. O glicolato de
sédio formado pode ainda reagir com outra molécula de glicolato ou com uma

molécula de acido monocloroacético formando diglicolato de sddio.

A eficiéncia da reacdao de carboximetilagdo é fortemente influenciada
pelos reagentes utilizados. Muitos trabalhos discutem a influéncia das condicoes
reacionais tais como: a concentragao de reagentes, tempo de reacao, temperatura
e solvente utilizado na reacao de carboximetilagdo no grau de substituicao (GS)
dos produtos obtidos [Verraest e col., 1995; Bhattacharyya, Singhal e Kulkarni,
1995; Tijsen e col., 2001]. O grau de substituicao, massa molar e distribuicao de
substituintes determinam as propriedades do derivado carboximetilado. O
polissacarideo geralmente é dissolvido em NaOH em presenca de um solvente
organico miscivel (etanol, isopropanol, butanol ou acetona). O papel do solvente
na reagao de carboximetilacdo é garantir acessibilidade do agente eterificante ao

centro da estrutura do polimero [Bhattacharyya, Singhal e Kulkarni, 1995].

A quantidade de grupos carboximetila formados é indicada pelo grau
de substituicdo e a eficiéncia do processo definida como a percentagem de
reagente (acido monocloroacético) que efetivamente reagiu com o
polissacarideo. O reagente remanescente & consumido nas reacoes laterais
[Bhattacharyya, Singhal e Kulkarni, 1995].

O grau de substituicdo para derivados carboximetilados pode ser
determinado por um numero de técnicas analiticas, as mais comuns utilizam

potenciometria e condutometria, mas o resultado nao fornece informagoes sobre a
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distribuicdo de substituintes —CH,COONa entre os grupos hidroxilicos dos
polissacarideos.

A diferenca observada na eficiéncia da reacao de carboximetilacao da
celulose, utilizando-se diferentes solventes, foi justificada em funcdao das
caracteristicas de polaridade e estereoquimica apresentada pelos mesmos. Foi
observado que com a diminuicdao da polaridade a eficiéncia da reacao aumenta
[Tijsen e col., 1999]. O efeito da temperatura também foi verificado e um
pequeno e gradual aumento no grau de substituicdo ocorre com o aumento da
temperatura (30 a 75°C).

A reacdo de carboximetilacao para o amido ja foi discutida em varios
trabalhos cientificos. Carboximetilamido (CM-amido) foi sintetizado a partir do
amido extraido de diferentes fontes tais como: o extraido da batata, do milho e do
arroz. As propriedades fisico-quimicas do CM-amido derivado de amido com
diferentes percentuais de amilose foram estudadas por Bhattacharyya, Singhal e
Kulkarni [1995]. Carboximetilamido é bastante utilizado como agente espessante
na industria alimenticia.

A goma do cajueiro foi carboximetilada em solucao alcalina usando
acido monocloroacetico (AMC) como agente eterificante [Silva e col., 2005]. O
efeito dos parametros reacionais como concentracao de base, razao AMC/goma e
temperatura forma investigados em relacao ao grau de substituicao e rendimento.
Os produtos obtidos forma caracterizados por ressonancia magnética nuclear,
permeacao em gel e viscosimetria. Amostras de goma carboximetilada com grau
de substituicao entre 0,1 e 2,21 foram preparadas. A melhor condicao de
carboximetilacao foi obtida utilizando concentracao de base de 5,5 M, razao
AMCA/goma de 1:1 e tempo de reacao de 3 h [Silva e col. 2005].

A carboximetilacdo de quitina tém sido proposta na producao de novos
materiais. A quitina, quando submetida a reacao de carboximetilacao, origina um
polieletrdlito anidnico sollvel em agua, que esta sendo aplicada com sucesso em
varios campos biomédicos, devido a sua baixa toxicidade e alta biodegradabilidade

[Tokura e Tokura, 2001]. Na carboximetilacao da quitina, a modificagao com
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grupo carboximetil pode ocorrer ndao apenas no carbono 6, mas também no
carbono 3 [Muzzarelli e Muzzarelli, 1998].

A Figura 23 mostra a estrutura da quitina carboximetilada e do acido
hialurénico, onde ambos apresentam o grupo acido e também o grupo

acetilglicosamina.
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Quitina carboximetilada Acido Hialurdnico

FIGURA 23 - Estruturas da Quitina Carboximetilada e do Acido Hialurdnico

1.10.4. Reticulacao

A reacao de reticulacao consiste em formar ligagdes cruzadas entre as
cadeias de um polimero. Esta reacao possibilita a obtencao de hidrogéis com boa
estabilidade mecanica. As propriedades fisicas exibidas pelos hidrogéis como a
capacidade de reter agua, resisténcia mecanica e sensibilidade a condiges
ambientais tais como: pH, temperatura e solvente sao fatores que favorecem a
sua utilizaggo em aplicacdes biomédicas [Hoffman, 2002] e biotecnoldgicas
[Rosiak e Yashel, 1995].

Os polissacarideos em geral s3ao soluvéis em agua ou formam géis
fisicos que na presenca de excesso de agua formam solugdes viscosas. Hidrogéis
foram definidos por Peppas e col. [2000] como sistemas macromoleculares que
intumescem em agua ou fluidos bioldgicos. Este tipo de sistema polimérico tem
sido amplamente investigado e explorado nos campos biomédicos e industriais.

Os géis quimicos sdao formados por ligagdes covalentes irreversiveis
formando regides de reticulagdo. Os agentes reticulantes, tais como glutaraldeido

e formaldeido, sd3o toxicos e requerem uma excessiva purificacdo durante a
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preparacdao dos hidrogéis, de forma a eliminar os residuos que ndo foram
utilizados na formacao das ligagdes cruzadas [Berger e col., 2004 a].

Os géis fisicos sao formados por ligacdes reversiveis, que ocorrem por
interacdo com cations, tais como ions calcio e aluminio, ou pela formacao de
complexos polieletroliticos [Berger e col., 2004 b]. O interesse no estudo de géis
reticulados fisicamente esta associado ao fato de ndo ser necessaria a utilizacao
de agentes reticulantes tdxicos e que precisam ser removidos para a utilizagdo do

gel.

A estabilidade mecanica ou resisténcia em diferentes pH nem sempre
sao conseguidas para géis fisicos. Algumas vezes é necessaria a introducao de
ligacbes covalentes para fortalecer o gel formado, inicialmente mantido apenas
por interacoes eletrostaticas.

A presenca de grupos funcionais —OH, -COOH e —NH; na estrutura do
polissacarideo pode ser utilizada para a formacao de ligacdes cruzadas através de
reac0es com aldeidos, com moléculas bifuncionais ou ions, os quais permitem a
formacdao de pontes entre duas cadeias do polissacarideo [Hennink e van
Nostrum, 20027 (Figura 24).
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FIGURA 24 — Reticulacdo de polimeros contendo os grupamentos alcool, amina ou
hidrazina (R representa a cadeia polimérica).

Polimeros solUveis em agua que possuem grupos hidroxila podem ser
reticulados utilizando glutaraldeido, epicloridrina ou formaldeido como agente

reticulante. Polimeros que contém grupos amino também podem ser reticulados
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via este processo. Essa rota de preparacdo de materiais reticulados tém sido

utilizada para a reticulagdo de proteinas [Hennink e van Nostrum, 2002].

Polissacarideos podem ser reticulados utilizando como agentes
reticulantes moléculas bifuncionais os quais reagem via reacao de adicdao [Hennink
e van Nostrum, 2002]. 1,6-hexametilenodiisocianato, divinilsulféxido e 1,6
dibromohexano [Hennink e van Nostrum, 2002] sao exemplos de reticulantes
bifuncionais. A reacdao ocorre preferencialmente em solventes organicos, pois a

agua pode reagir com o agente reticulante.

A epicloridrina € um agente reticulante bifuncional amplamente
utilizado para modificacao de polissacarideos, pois reage facilmente com grupos
hidroxila presentes em sua estrutura. Entretanto, a reacdo € acompanhada de
varias reacOes laterais. A reacdo de reticulacao do amido tem sido estudada e
segundo Hamdi e Ponchel [1999] é bastante complexa devido as varias
possibilidades de reacao da epicloridrina. A goma guar [Appukuttan, Surolia e
Bachhawat, 1977; Ahuja e Rai, 1997] foi reticulada com epicloridrina e utilizada
como coluna cromatografica de afinidade para o isolamento de lectinas galactose

especifica.

A reticulacao da goma guar possibilita o desenvolvimento de hidrogéis.
Seus hidrogéis foram desenvolvidos com glutaraldeido e com fosfato [Gliko-Kabir e
col.,, 1998; Gliko-Kabir e col., 2000]. Burruano, Schnaare e Malamud [2002]
propuzeram uma formulacao de goma guar reticulada com borato para formulacao
de muco cervical sintético.

O glutaraldeido é um importante reagente no campo biomédico. Este
tem sido usado para reticular hidrogéis de dextrana [Kim e col., 2003] e também é
usado para reticulacao de sistemas para liberacao controlada de drogas: blendas
de quitosana [Rujiravanit e col., 2003] e hidrogel de gelatina incorporada com
cisplatina [Konishi e col., 2003].

Este reticulante tem sido utilizado em preparacao de bioproteses, tais
como: valvulas cardiacas e cartilagens elasticas [Jayakrishnan e Jameela, 1996]. O

sucesso de centenas de implantes de biopréteses indica que o emprego de
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glutaraldeido como agente reticulante em biomateriais, pode ser clinicamente

aceito [Bigi e col., 2001].
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FIGURA 25 — Esquema de reticulacdo de polissacarideo com o glutaraldeido.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é estudar as propriedades quimicas de alguns
polissacarideos de alta viscosidade e de seus derivados, relacionando a acao no
ambiente intra-articular com a sua estrutura, com um objetivo futuro de utiliza-los
na viscossuplementacdo das articulacdes do joelho humano em substituicdo as

solucdes de acido hialurénico comerciais ou ao proprio liquido sinovial.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar a modificacdo de diversas gomas através de reticulacao, para a

obtencado de hidrogéis fluidos.

- Testar procedimentos de purificacao da goma guar, a fim de
estabelecer uma metodologia que permita a retirada completa de proteina
presente e outros polissacarideos contaminantes que ndao devem estar presentes

em materiais que serao testados no espaco intra-articular.

- Desenvolver uma metodologia e estudar as condicdes que influenciam
na obtencao de um gel de goma guar com fluidez suficiente para ser aplicado e
testado no espaco intra-articular e que possa ser comparado reologicamente aos

produtos comerciais utilizados em viscossuplementacao.

- Modificar a estrutura quimica da goma guar, adicionando grupos
carregados, como sulfato e carboxilato, a estrutura quimica desta goma,

caracterizando estes materiais, quimica e reologicamente.

- Modificar a estrutura da quitina, através da reagdo de

carboximetilacdo, com a finalidade de carrega-la negativamente, de forma a
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assemelha-la mais ao acido hialurdnico e estudar os fatores que podem influenciar

nesta reagao.

- Verificar a acao per se da goma guar purificada ou nao, tanto em
solucgao quanto em gel, na articulacago de ratos Wistar, avaliando que

consequiéncias a presenca de contaminantes pode resultar a articulacao.

- Verificar o efeito da goma guar purificada e de seu gel fluido na
hiperalgesia da articulacao de ratos Wistar com osteoartrite induzida por

transeccao do ligamento cruzado anterior.

- Verificar o efeito da goma guar purificada modificada por oxidagao ou
por sulfatacao na hiperalgesia da articulacao de ratos Wistar com osteoartrite

induzida por transeccao do ligamento cruzado anterior.

- Verificar o efeito da quitina carboximetilada obtida nas melhores
condicdes de reacao na hiperalgesia da articulagdgo de ratos Wistar com

osteoartrite induzida por transeccao do ligamento cruzado anterior.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAS

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale) e a goma do chicha
(Sterculia striata) foram isoladas seguindo o método descrito por Rodrigues, Paula
e Costa [1993]. A dextrana, a goma xantana, a goma caraia (Sterculia urens) e a
goma guar foram provenientes da Sigma Corporation. O agar foi extraido pelo
método de Freile-Pelegrin e Robledo [1997]. O Hilano G-F 20 (SYNVISC®),
medicamento desenvolvido para o tratamento de osteoartrite, foi proveniente da
BIOMATRIX. A quitina foi cedida pela Polymar, obtida por extracao de cascas de

camarao.

3.2. PURIFICACAO DA GOMA GUAR

A purificacao da goma guar da SIGMA objetiva a retirada de
contaminantes como proteina e outros polissacarideos que possam estar presente
neste material. A presenca de contaminantes, principalmente proteinas, pode

resultar em inflamacao quando testadas em cobaias.

Esta etapa do trabalho consiste em descrever alguns métodos de

purificacdo e a caracterizacao das amostras obtidas apds estas purificacOes.
3.2.1. Métodos de purificacao

3.2.1.1. Método Enzimatico

Este método de purificacdo € uma adaptacdo da metodologia de
purificagdo da goma guar descrita por Rayment, Ross-Murphy e Ellis [1995].

Uma massa de 2 g de goma guar foi misturada a 8 mL de etanol 70%,
deixando por 1 hora em fervura. Entao filtrou-se em funil G-3 e lavou-se com
etanol 95%. Com a goma seca preparou-se uma solucdao aquosa a 80°C na

concentracao de 1%. A mistura foi deixada em agitacao por 5 minutos a 900 rpm
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e 80°C. A seguir, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente. Apds o
resfriamento, a solucao teve seu pH ajustado para 7,5 com solugao 1M de NaOH e
adicionou-se azida sddica (0,1 g). Logo apds, o pH foi mais uma vez ajustado para
7,5, agora com HCl 0,1M. O estagio de digestdo foi conduzido pela adicao de
pancreatina (Pancreatina de porco P1750 da SIGMA corporation) na concentracao
de 20 mg de enzima para 100 mL do extrato a pH 7,5 e temperatura controlada
em 34°C em banho de glicerina. A mistura em digestao foi deixada por 24 horas
sob agitagdo magnética, o sistema foi retirado da agitacdo e a mistura
centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacao o sobrenadante foi
precipitado com etanol 95% (800 mL). O precipitado foi filtrado em funil de placa
sinterizada G2, e lavado com etanol comercial (95%) e acetona. O material
(GGENZ) foi secado com jato de ar com o auxilio de almofariz e pistilo, logo apos

pesado e calculado o rendimento da purificagao.

3.2.1.2. Método Fisico

Este método de purificacdo € uma adaptacdo da metodologia de
purificacao da goma guar descrita por Wientjes e col. [2000].

A massa de 1 g de goma guar foi misturada com 20 mL de solucao
etanol/agua 80:20 v/v e mantida em fervura por 10 minutos. Apds esfriar, a
dispersao foi filtrada em funil de placa sinterizada G3, lavando-se a goma com
etanol e acetona para fins de secagem. A goma seca foi hidratada em 100 mL de
agua destilada por 1 hora e submetida a agitacdo magnética por 15 minutos. A
solucao obtida foi centrifugada a 1500 rpm por 1 hora. O sobrenadante foi
precipitado em 200 mL de acetona fria e posteriormente filtrado em funil G4,
sendo lavado com acetona e seco em almofariz com jato de ar quente. Mais uma
vez, a goma seca obtida anteriormente foi dissolvida em 80 mL de agua destilada
a 80°C, sob agitacdo magnética por 1 hora. A solucao obtida foi centrifugada a
temperatura ambiente em 6000 rpm por 1 hora e meia. Separou-se o
sobrenadante e precipitou-se a goma guar em 240 mL de etanol. A goma guar

precipitada foi filtrada em funil G4 e lavada com etanol e acetona. Posteriormente
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foi seca em almofariz com jato de ar quente. A goma obtida (GGFIS) foi pesada e

calculou-se o rendimento.

3.2.1.3. Método Fehling

Este método de purificacdo € uma adaptacdo da metodologia de
purificacdo de polissacarideos descrita por Jones e Stoodley [1965].

Primeiramente foram preparadas as solugdes (solucao 1 e solucao 2)
que, quando misturadas na proporcao de 1:1 v/v, dao origem a solucao de
Fehling. A solucao 1 foi preparada pela solubilizacao de 34,64 g de sulfato de
cobre p.a. em agua destilada contendo algumas gotas de acido sulftrico 0,1M e
posteriormente o volume da solucao foi aferido para 500 mL com agua destilada.
A solucao 2 foi preparada pela solubilizacdo de 60 g de hidroxido de sédio p.a. e
173 g de tartarato de sddio e potassio em agua para um volume de 500 mL.

Posteriormente, uma massa de 1 grama de goma guar foi misturada a
100 mL de agua destilada e a mistura deixada por 24 horas sob agitacao
magnética & temperatura ambiente. A solugdo formada adicionou-se 5 mL de
solugcdo de Fehling recém-preparada e agitou-se bastante com bastdo de vidro
para a formacao de um precipitado azulado. A mistura foi deixada sob refrigeracao
(10°C) por 17 horas. O precipitado formado foi separado da solugao sobrenadante
e posteriormente dissolvido em 80 mL de acido cloridrico 0,1M sob agitacao
magnética por 1 hora. Apds a dissolucdo, precipitou-se a solucao em 240 mL de
etanol e o precipitado foi filtrado em funil G3 e lavado com etanol e acetona

sucessivas vezes. A goma obtida (GGFEH) foi pesada e o rendimento calculado.

3.2.1.4. Método Fisico+Fehling

Uma massa de 1 g de goma guar foi primeiramente submetida a
purificacdo pelo método fisico e a goma obtida foi purificada mais uma vez
utilizando-se o método de Fehling. A amostra obtida (GGFISFEH) foi pesada e o

rendimento da purificacao calculado.
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3.3. REACAO DE RETICULACAO

3.3.1. Teste de reticulacao de diversos polissacarideos

A reacdo de reticulacao foi testada para alguns polissacarideos com a
finalidade de se observar quais destes reticulavam tendo o glutaraldeido como
agente reticulante.

O procedimento de reticulacao utilizado neste trabalho foi baseado no
procedimento de Gliko-Kabir e col. [1999], onde uma solucao de 0,5% de goma
em meio acido (pH 2, ajustado com H,SO4;) é misturada a certo volume de
glutaraldeido em solucao aquosa (25%) e posteriormente o sistema reacional é
deixado em agitagdo magnética.

Foram realizados testes de reticulagdo de varios polissacarideos com
glutaraldeido. Os polissacarideos testados foram sempre dissolvidos em solucao de
H,SO4 (pH 2) com concentragdes percentuais variaveis, mostradas na Tabela 1,
exceto a dextrana, que foi dissolvida em HCl 0,1M. Foram usadas proporcoes
variadas de volume de solu¢do de goma para volume de glutaraldeido. Os testes
foram realizados a temperatura ambiente e os sistemas reacionais foram deixados
em reacao por 16 dias. Um resumo dos testes realizados esta mostrado na Tabela
1.
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TABELA 1 - Proporgoes de polissacarideo e glutaraldeido para reacao de reticulagdo

Polissacarideo Concentragao Volume de Volume de GA (mL) Proporgao
(%) Goma (mL) Goma /GA (v/v)
Goma Caraia 1 10 0,5 20/1
Goma do Cajueiro 1 10 0,5 20/1
Goma do Chicha 0,5 10 0,25 40/1
0,5 10 0,5 20/1
1 10 1 10/1
1 10 0,5 20/1
2 5 1 5/1
2 5 2 2,5/1
Goma Guar 0,8 20 20 40/1
0,8 20 0,8 25/1
Goma Xantana 0,5 10 0,25 40/1
0,5 10 0,5 20/1
Dextrana 2 10 2 5/1
5 10 2,5 4/1
Agar 0,8 10 0,25 40/1

3.3.2. Reticulacao da goma guar

Com a finalidade de se verificar a influéncia da viscosidade no espago
intra-articular, foi realizada a reticulacao da goma guar. Estao descritos a seguir o
procedimento de reticulagdo da goma guar e o efeito das condicoes reacionais na

reticulagao da goma guar.
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3.3.2.1. Efeito das condicdes reacionais na reticulacao da goma guar
3.3.2.1a - Proporcao de glutaraldeido/goma guar

O procedimento de reticulacdo foi realizado segundo o método de
Glico-Kabir e col. [1999]. Trés solucdes de goma guar nao purificada (GGNP)
0,8% foram preparadas pela solubilizacdo de 0,16 g da goma em 20 mL de agua
destilada e apds 24 horas de agitagdo magnética o pH desta foi ajustado para 2
com solucado de acido sulftrico (0,1 M). Foram testadas trés proporcoes diferentes
de agente reticulante (glutaraldeido). A cada uma das solucdes de guar foram
adicionados 0,75 mL de glutaraldeido da VETEC 25% (GA) sob agitacdo magnética
dando uma proporcao de 320 mg de GGNP/3,75 mmol de GA; 0,5 mL de
glutaraldeido dando uma proporcao de 320mg de GGNP/2,5 mmol de GA (mistura
que deu origem ao GelGGNP) e 0,25 mL de glutaraldeido dando uma proporcao
de 320mg de GGNP/1,25 mmol de GA. Estas misturas foram submetidas a
agitacdo magnética e suas viscosidades acompanhadas diariamente através do
redmetro rotacional da BROOKFIELD modelo DV III.

3.3.2.1b - Tipo de glutaraldeido

Foram feitas reacOes de reticulacdes com glutaraldeido de duas
procedéncias, VETEC e SERVA. 20 mL de solucdes de GGNP em pH 2 foram
preparadas, como descrito anteriormente. A estas entdo foram adicionados 0,5 mL
de glutaraldeido da VETEC 25% sob agitacdao magnética para a mistura chamada
de GELVETEC; 0,5 mL de glutaraldeido da SERVA 25% sob agitacdo magnética
para a mistura chamada de GELSERVA. Estas misturas foram submetidas a

agitacdo magnética e suas viscosidades acompanhadas diariamente.

3.3.2.2. Procedimento de obtencao dos géis fluidos das gomas GGNP e
GGFISFEH

O procedimento de reticulacdo foi realizado segundo o método de

Glico-Kabir e col. [1999]. Uma massa de 0,16 g da goma GGNP foi posta para
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dissolver em 20 mL de agua destilada e apds 24 horas de agitacdo magnética o
pH desta foi ajustado para 2 com solucao de acido sulfirico. A esta foi adicionado
0,5 mL de glutaraldeido VETEC 25% sob agitacdo magnética. Esta mistura foi
submetida a agitacdo magnética. A reacgdo foi interrompida apds a formacao do
gel (procedimento acompanhado diariamente por reologia), e entao posto em
didlise contra agua destilada durante 24 horas na proporcao de 100:1 de volume
de agua para volume de gel. Depois, o gel foi submetido mais uma vez a didlise
contra uma solucao de tampao fosfato 0,1M (pH = 7,3) e NaCl 0,15M, durante 24
horas na proporcao de 100:1 de volume de tampao para volume de gel. O gel de

GGFISFEH foi obtido pelo mesmo procedimento descrito.

3.4. MODIFICACAO DA GOMA GUAR - INTRODUCAO DE GRUPOS
CARREGADOS

Com a finalidade de se verificar a influéncia de grupos carregados na
acao da goma guar no espaco intra-articular, foram realizadas a sulfatacao e a
carboxilacdo da goma guar purificada GGFISFEH (goma purificada pelo método
fisico+Fehling).

A seguir estao mostradas as metodologias de modificacao da guar
utilizadas. Tais modificacbes foram desenvolvidas no Laboratdrio de Biopolimeros
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.4.1. Oxidacao da goma guar GGFISFEH

O procedimento seguido para a oxidacao da hidroxila do C6 da
estrutura da goma guar foi o método descrito por Sierakowski e col. [2000]. Uma
solucao de GGFISFEH foi preparada pela solubilizacao de 2 g desta em 1000 mL
de agua destilada e deixada sob agitacao magnética durante a noite. A solucao foi
posta em um sistema montado com banho de gelo a 5°C, termO6metro e
potencidmetro para acompanhamento do pH. A esta solugdo foram primeiramente
adicionados 9 mL de hipoclorito de sddio (15% em cloro ativo). Logo em seguida,

ajustou-se o pH para 9,2 com HCl 0,1 M, com o sistema sempre mantido em
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banho de gelo a 5°C. Posteriormente, foi adicionado 0,0184 g do reagente
TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina da SIGMA) e 0,16 g de NaBr.
Acompanhou-se a cinética de oxidacdao com titulacdao do meio reacional com NaOH
0,05 M, sempre mantendo o pH em 9,2. Depois de atingido o valor de volume de
NaOH calculado para o grau de oxidacao desejado teoricamente, a reacao foi
interrompida com boroidreto de sdédio (100 mg), sendo agitada por 1 h, a
temperatura ambiente. Depois deste tempo, adicionou-se NaCl (0,17 M) e o pH foi
ajustado para 7. O polissacarideo foi entao precipitado em etanol 95%, deixado 12
horas em geladeira, filtrado e lavado com etanol. Depois varias lavagens, o
material foi posto para secar em temperatura ambiente. A goma modificada obtida

(GGOXID) foi pesada e o rendimento da reacao calculado.

3.4.2. Sulfatacao da goma guar GGFISFEH

O procedimento seguido foi baseado no método descrito por O'Neill
[1955]. Uma massa de 3 g de GGFISFEH foi posta para dissolver em formamida
da MERCK (225 mL) e o sistema deixado sob agitacao magnética durante a noite.
Posteriormente, adicionou-se 60 mL de piridina da MERCK e deixou-se em
agitacao por mais 3 horas. O sistema foi levado para um banho de gelo e, em
frasco fechado, adicionou-se 18 mL de acido monoclorossulfonico da MERCK,
lentamente, num intervalo de 3 horas. Depois da adicao completa do acido, o
sistema ficou mantido em agitacao sob refrigeracao (aproximadamente 13°C) por
12 horas. O material foi retirado da refrigeracao e neutralizado com bicarbonato
de sodio até pH 7. Toda a solucao obtida foi posta para dialisar em membrana de
didlise contra agua corrente. Depois de dialisado, adicionou-se NaCl (0,17 M) e o
polissacarideo foi precipitado em etanol comercial 95%. O material foi deixado na
geladeira e depois filtrado e lavado sucessivas vezes com etanol comercial 95% e
depois com etanol P.A. O material foi entdo posto para secar a temperatura

ambiente, pesado e o rendimento da reacao calculado.
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3.5. CARBOXIMETILACAO DA QUITINA

A fim de estabelecer a melhor condicdao de carboximetilacao da quitina

avaliou-se os fatores que podem influenciar esta reagao.

3.5.1. Procedimento basico de carboximetilacao

A carboximetilacao foi baseada no procedimento descrito por Tokura e
col. [1983]. Uma massa de 1 grama de quitina de camarao foi dispersa em 10 mL
de solucao aquosa de NaOH 50%, contendo lauril sulfato de sédio 0,2% sob
agitacao por 1 hora com a temperatura sendo mantida a 4°C. Posteriormente, a
mistura foi posta em freezer a aproximadamente —18°C por 16 horas (tempo de
intumescimento). A seguir, a suspensao foi posta em contato com 20 mL de
isopropanol (solvente) por 2 horas (tempo de permanéncia no solvente). Ao
sistema foi adicionado acido monocloroacético, sendo tal reacdo deixada por 2
horas para fins de carboximetilagdo, sob agitagdo magnética. Apds este
procedimento, filtrou-se a suspensao obtida em funil de placa sinterizada
porosidade média e o material obtido (quitina carboximetilada) foi posto para
dissolver em agua destilada. A solucao obtida foi dialisada contra agua e depois

liofilizada.

3.5.2. Avaliacao dos fatores que podem influenciar a carboximetilacao

da quitina

Varias condicoes de reacdao (Tabela 2) foram testadas a fim de
determinar qual a melhor condicao reacional para a modificagao da quitina por

carboximetilacao. Os fatores avaliados foram:
- Série A: Tempo de permanéncia no solvente
- Série B: Proporcao quitina/ acido monocloroacético (AMCA)
- Série C: Temperatura de reacao
- Série D: Tempo de intumescimento no NaOH

- Série E: Solvente
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3.6. Métodos de caracterizacao

3.6.1. Analise Elementar - Teor de proteinas

Todas as amostras de goma guar purificadas e nao purificada (GGNP,
GGENZ, GGFIS, GGFEH e GGFISFEH) foram analisadas por analise elementar em
um microanalisador CARLO ERBA EA1108. O teor de proteinas foi estimado pelo
teor de nitrogénio, utilizando-se um fator de conversao de 5,85 [Azero e Andrade,
2002].

A goma guar purificada (GGFISFEH) e modificada por sulfatacao
(GGSULF) foi também analisada em um microanalisador CARLO ERBA EA1108
para determinacao do teor de enxofre. Através do teor de enxofre pode ser

calculado o teor de sulfato e assim o grau de substituicao da amostra sulfatada.

3.6.2. Determinacao do teor de cobre por espectrometria de emissao

atomica por plasma induzido (ICP-OES)

A determinacao de cobre foi realizada nas amostras de goma guar nao
purificada e nas amostras de goma purificada. O teor de cobre foi quantificado por

espectroscopia de emissao atémica por plasma induzido (ICP).

A abertura das amostras (GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH e GGFISFEH)
foi realizada utilizando-se 0,1 g de cada amostra de goma, sendo estas pesadas
diretamente em tubo de teflon (em duplicata), sendo adicionado em seguida 3 mL
de solucao constituida de HNOs; e H,0, na proporcao 3:1 v/v, respectivamente.
Depois de selados, os tubos foram colocados em um bloco digestor, dando inicio
a0 aquecimento a aproximadamente 110°C por trés horas e meia. Decorrida essa
etapa, os tubos foram resfriados em banho de agua corrente a temperatura
ambiente. A solucdo resultante da digestao do polissacarideo foi entdo transferida
para tubos de Falcon e diluida para um volume final de 20 mL. Estas foram
armazenadas em frascos plasticos a temperatura ambiente para posterior analise
em ICP-OES.

As solucdoes padrao multielementar foram preparadas a partir de

solucdes padrao de cada elemento. Foram preparadas quatro solucdes
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multielementares em tubos de Falcon, sendo acrescentados 25, 125, 250 e 300 puL
de solucdes padrdao de cada elemento (micro constituintes): titanio, bismuto,
vanadio, cadmio, cobre, zinco, ferro, chumbo e fosforo. Para a adicao dos macro
constituintes os volumes foram de 25, 300, 600 e 900 L de solugdes padrao de
calcio, magnésio, potassio, sbdio, silicio e aluminio. A solucdo padrao 1 foi
constituida de 1 ppm de macro constituintes e 1 ppm de micro constituintes, a
solucdo 2 foi constituida de 12 ppm de macro e 5 ppm de micro, a solucao 3 de
24 ppm de macro e 10 ppm de micro e a solucao 4 de 48 ppm de macro e 12 ppm
de micro elementos. O volume final de cada uma das quatro solugdes foi
completado para 25 mL.

O espectrometro utilizado foi o equipamento da PERKIN-ELMER modelo
OPTIMA 4300 DV. As configuracoes do equipamento utilizadas para a construcao
da curva padrao e para analise de cobre do polissacarideo estao mostradas na
Tabela 3.

TABELA 3 — Configuracoes do equipamento de ICP-OES utilizadas para analise da guar.

Poténcia fornecida do gerador 1350 W
Fluxo do gas do plasma (argonio) 1,8 L/min
Fluxo do gas auxiliar 18 L/min
Fluxo de nebulizador 0,8 mL/ min
Fluxo do gas de amostra 0,8 L/min
Comprimento de onda p/ cobre 327,393 nm
Leitura Axial

3.6.3. Determinacao da composicao monossacaridica

O preparo das amostras (GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH e GGFISFEH)
para determinacdo da composicdo monosscaridica, consistiu de trés etapas:

hidrdlise, reducao e acetilacao.
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Hidrolise: 10 mg de cada goma purificada foram solubilizados em agua.
A hidrdlise foi conduzida com acido trifluoroacético (TFA) 1M a 100°C por 5 horas
em banho-maria. Apds a hidrdlise os materiais foram secos até a eliminacao
completa do acido.

Reducdo: Depois de adicionado agua aos tubos que continham o
material hidrolisado, estes foram transferidos para um béquer. Acrescentou-se
boroidreto de sddio até o pH ficar alcalino, deixando-se o sistema sob agitacdao
durante a noite. As solugdes com boroidreto foram deionizadas com resina de
troca ionica e filtradas. Evaporou-se até a secura, lavando-se com metanol por
duas vezes, para formar borato de metila. Transferiu-se para um tubo de hidrdlise
e secou-se o metanol completamente.

Acetilacdo: Sobre o residuo seco acrescentou-se 0,5 mL de piridina e
0,5 mL de anidrido acético, deixando-se em repouso durante a noite, para que
ocorra a acetilacdo. Depois acrescentou-se gelo moido e picado agitando-se
vigorosamente. Posteriormente, acrescentou-se cloroformio e solugdo de sulfato
de cobre (0,5%). Separou-se a fase aquosa superior com trompa de vacuo, e fez-
se esta extracdo até que a fase aquosa voltasse a cor inicial da solucao de sulfato
de cobre (5 vezes).

As amostras secas foram analisadas utilizando-se um cromatdgrafo
liguido-gas Hewlett Packard, modelo 5890A serie II, coluna DB-225 da BAScientific
(0.25mm i.d.x30 m), usando nitrogénio como gas de fluxo e acetona como

eluente.

3.6.4. Determinacao do teor de acido uroénico

A determinacao de acido uronico foi realizada segundo o procedimento
descrito na literatura [Blumenkrantz e Asboe-Hanen, 1973], para as amostras de
goma guar (GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH e GGFISFEH) e para a guar modificada
(GGOXID). Como padrao para a quantificacao de acido uroénico, utilizou-se o acido
galacturonico da MERCK.

Para a curva padrao, foram preparadas solugdes de acido galacturonico

nas concentragbes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ug/mL em agua. As amostras de
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goma foram preparadas na concentracdao de 100 pug de goma/mL de solucao, apds
24 horas de solubilizacao.

Um volume de 0,4 mL de cada solucao foi transferido para tubos de
hidrdlise que foram postos em banho de gelo. Foram adicionados 2,4 mL de
solucdo de tetraborato de s6dio/H,SO4 (0,0125 M) e o sistema agitado em Vortex,
e posteriormente, aquecendo-se em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Depois
deste tempo, os tubos foram retirados do aquecimento e foram postos novamente
em banho de gelo. A estes foram adicionados 40 mg de solucao de meta-
hidroxibifenila/NaOH (0,15% do reagente em NaOH 0,5%). Mais uma vez foi
realizada agitagdo em Vortex e apds 10 minutos fez-se a leitura em um
espectrofotobmetro modelo 700 PLUS da marca FEMTO, selecionado para o
comprimento de onda de 520 nm. Através da curva padrao (Absorbancia versus
concentragao) fez-se a determinagdo do teor de acido uronico nas amostras de

goma.

3.6.5. Determinacao do grau de substituicao por titulacao

potenciomeétrica

Uma determinada massa de guar oxidada (GGOXID) e de todos os
derivados de carboximetilacdo da quitina foi pesada, dissolvida em agua e depois
eluida em coluna de troca idnica de resina trocadora de ions (H*). Apds a
passagem pela coluna, a solucao foi liofilizada. A massa de polissacarideo obtida
foi pesada e dissolvida em agua (20 mL) e entdo titulada potenciometricamente
com NaOH 0,1 M, utilizando-se um potencibmetro modelo pH330i da WTW. O
volume de NaOH gasto para neutralizar os grupos carboxilato foi utilizado para o

calculo do grau de substituicao.

3.6.6. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em
espectrometro FT-IR da Shimadzu modelo IR Prestige — 21 com varredura de 400

a 4000 cm™. Para obtencdo dos espectros, as amostras (GGNP, GGFISFEH,
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GelGGNP, GelGGFISFEH, GGOXID, GGSULF, quitina e a quitina carboximetilada

QCMT) foram misturadas a brometo de potassio para obtencdo de pastilhas.

3.6.7. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C

Os espectros foram obtidos em espectrometro BRUKER modelo
AVANCE-DMX-500 (CENAUREMN — DQOI- UFC), acoplado a um transformador de
Fourier. As amostras (GGNP, GGFISFEH, GGSULF, GGOXID e QCMT) foram
dissolvidas em agua deuterada durante 12 horas. As freqiiéncias de observacao
dos ntcleos foram de 125 MHz (*3C) e de 500 MHz (‘H).

As analises de RMN foram realizadas nas técnicas monodimensional
(RMN 'H, RMN3C desacoplado e DEPT 135) e bidimensional (*H - *C HMQC).

3.6.8. Determinacao da viscosidade intrinseca

Para as amostras de goma guar (GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH e
GGFISFEH), foram preparadas solucdes 0,1% de goma em agua, sendo estas
solugoes filtradas em funil de placa sinterizada porosidade média. Para as amostra
de gomas modificadas (GGOXID e GGSULF) e nao modificada (GGFISFEH), as
solucdes foram preparadas na concentracao 0,3% de goma em solugao de NaCl
0,1 M, sendo posteriormente filtradas em funil de placa sinterizada porosidade
média.

A viscosidade intrinseca foi determinada em um viscosimetro capilar de
Ubbelohde da CANNON INSTRUMENTS modelo 1 I-71 a temperatura de 25°C em
um banho de agua com temperatura controlada. Os solventes utilizados foram
solucdo salina NaCl 0,1M para as gomas modificadas e agua para as gomas
purificadas. O tempo de solvente foi de 98,9 segundos para a agua e 97,9
segundos para a solucao salina. Para a determinacao da viscosidade intrinseca
foram feitas cinco diluicdes. Para cada amostra de goma as medidas do tempo de
escoamento foram realizadas no minimo trés vezes. A viscosidade intrinseca foi

calculada pela medida da viscosidade reduzida a varias concentracdes
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extrapolando-se para concentracao zero. As concentracoes reais das solugoes de
goma foram determinadas pela evaporagao total dos solventes por mais de 24

horas em estufa a 110°C.

3.6.9. Estimativa da distribuiciao de massa molar por Cromatografia de

Permeacao em Gel (GPC)

Foram preparadas solucdes das gomas em agua na concentracao de
0,1%. Para as amostras de goma guar, tanto purificadas e nao purificada (GGNP,
GGENZ, GGFIS, GGFEH e GGFISFEH), como modificadas (GGOXID e GGSULF) as

solugdes foram filtradas em funil de placa sinterizada, porosidade média.

A distribuicdo da massa molar foi determinada através de
Cromatografia de Permeacao em Gel, utilizando um equipamento SHIMADZU
acoplado a um detector de indice de refracao (RID-6A). Foi utilizada uma coluna
Ultrahydrogel Linear de 7,8 x 300 mm, com fase mdvel NaNO; 0,1 M, a
temperatura ambiente e fluxo de 0,5 mL/min. O volume injetado das amostras foi
de 50 pL.

A curva padrdao para a determinacao da massa molar foi construida
utilizando-se padrdes de pululana com massas molares no intervalo de 10° a 10°

g/mol.

3.6.10. Espalhamento de luz estatico

Os experimentos de espalhamento foram realizados no Laboratério de
Fisico-Quimica de Polimeros e Instrumentagdo do Instituto de Macromoléculas

(UFRJ) para a determinagdo da massa molar ponderal média e do raio de giracao.

Os experimentos de espalhamento de luz estatico foram realizados em
um fotdbmetro a laser multiangulo MALLS DAWN Wyatt Technology Corporation,
trabalhando com uma fonte de laser He-Ne de comprimento de onda de 632,8
nm. Solugoes de GGFISFEH, GGOXID, GGSULF e QCMT nas concentragoes de 3 x



57

10* a 1,15 x102 g/mL em NaNOs; 0,1M foram preparadas e filtradas em
membrana MILLIPORE de 0,2 e 0,45 um.

3.6.11. Analises Reologicas
3.6.11.1. Reologia de fluxo

Os estudos redlogicos de fluxo das amostras de guar em solucao
(GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH, GGFISFEH, GGSULF, GGOXID), dos géis GelGGNP
e GelGGFISFEH, e do Hilano G-F 20, foram realizadas em redmetro digital da
BROOKFIELD, modelo DV — III, cone-placa, utilizando-se os spindles CP 42 e CP

52, sendo a temperatura mantida através de banho termostatizado.
3.6.11.2. Reologia oscilatoria

O comportamento viscoelastico das amostras (GelGGFISFEH e Hilano G-
F 20) foi analisado através do sistema dinamico ou oscilatério em sensor do tipo
cone-placa de didametro de 40 mm em um redmetro da TA Instruments modelo
AR 550.

3.6.12. Turbidez

Foram preparadas solucdes das gomas (GGNP, GGENZ, GGFIS, GGFEH
e GGFISFEH) em agua pela solubilizacao de 0,1 g de amostra em 100 mL através
de agitacdo magnética por 24 horas. As solucbes foram entdo analisadas em um
turbidimetro Orbeco-Hellige modelo 966 a temperatura ambiente (~28°C). O

instrumento foi calibrado com solugao coloidal padrao (40 NPU).

3.6.13. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica das amostras de guar em pd (GGNP,
GGENZ, GGFIS, GGFEH, GGFISFEH, GGOXID e GGSULF), das amostras de
GelGGFISFEH e GelGGNP liofilizados e das amostras de quitina e QCMT liofilizada

foi realizada em equipamento da SHIMADZU TGA — 50 em atmosfera de ar
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sintético com um fluxo de 50 mL/min. A taxa de aquecimento utilizada foi de

10°C/min e a massa de amostra foi de 10 mg.

3.6.14. Conteudo de agua e teor de glutaraldeido nos géis de GGNP e
GGFISFEH

Para a determinagao do contelido de agua, uma determinada massa do
gel (em torno de 5 g) foi pesada em um pequeno frasco tarado, e posta para
congelar em freezer (-18°C). O frasco contendo o gel congelado foi posto para
liofilizar. Depois do material seco, o frasco foi mais uma vez pesado. O conteldo

de agua foi calculado considerando a massa do gel Umido e a massa do gel seco.

O glutaraldeido é um reagente citotoxico [Kawahara e col., 1992], e
precisa ser quantificado em materiais que venham a ter aplicacao em organismos
vivos. A quantificacdo proposta esta baseada na absorcdo deste reagente na
regiao do ultravioleta. O glutaraldeido tem duas bandas de absorcao na regiao do
ultravioleta, uma em 235 nm e outra em 280 nm [Kawahara e col., 1992].

Foram preparadas solucdes de glutaraldeido em tampao fosfato 0,1 M
nas concentracoes de 0,0025; 0,005; 0,01; 0,015 e 0,020 M. As absorbancias
destas solucdes a 235 nm foram medidas em espectrofotbmetro HEWLETT-
PACKARD, modelo 8443 Diode Array, utilizando célula de quartzo retangular de
caminho 6tico de 1 cm. A partir dos valores de absorbancia em relagdo com a
concentracao, construiu-se a curva padrao segundo a lei de Lambert- Beer.

Para a quantificacdo do teor de glutaraldeido na amostra de gel
(GelGGNP), um volume de 2 mL de gel foi misturado a 10 mL de agua e o gel
deixado sob agitacdo magnética vigorosa por 70 horas a temperatura ambiente.
Em seguida, o sistema foi centrifugado a 6000 rpm por 20 min. Do sobrenadante
retirou-se 1,5 mL e misturou-se com 1,5 mL de tampao fosfato 0,2 M, e obteve-se

0 espectro na regiao do ultravioleta.
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3.6.15. Microscopia Eletréonica de Varredura (MEV) das gomas e dos
geéis

Para microscopia eletronica de varredura comparativa do gel e da
goma, as amostras foram preparadas do seguinte modo: um pequeno volume do
GelGGNP e GelGGFISFEH dialisado contra agua e de solucao de GGNP e GGFISFEH
em agua (0,8%) foi congelado em freezer (~-18°C) e depois estas foram
mergulhadas trés vezes em nitrogénio liquido com o auxilio de uma pinca. Logo

apos este procedimento os materiais foram postos a liofilizar.

Para a analise morfoldgica do Hilano G-F 20, dialisou-se 0,5 mL deste
hidrogel contra agua para a retirada de sais. Um certo volume foi congelado em

freezer e posteriormente mergulhado em nitrogénio liquido e liofilizado.

Os estudos morfoldgicos foram realizados em um equipamento de
Microscopia Eletronica de Varredura da Phillips XL30 acoplado ao Sistema de
ligacao 3.34 Séries 300 com detector de Si(Li). As amostras foram montadas com
fitas de carbono em pd. As andlises foram realizadas no Departamento de

Engenharia Mecanica da UFC.

3.7. TESTES FARMACOLOGICOS

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida pelo Laboratério de
Investigacao em Ostoartropatias da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, sendo investigado o efeito da purificacdo e da viscosidade da
goma guar na administracao de suas solucdbes em cavidade articular de ratos
Wistar e também o efeito de terapéutico destes materiais na articulacao de ratos

Wistar, com osteoartrite induzida por transeccao do ligamento cruzado anterior.

3.7.1. Efeito de preparacoes de goma guar em cavidades articulares de
ratos (influéncia da pureza e da viscosidade da goma guar na acao per

se)



60

Investigou-se o efeito da administracao intra-articular da goma guar
nao purificada (GGNP) e da goma guar purificada pelo método fisico+Fehling
(GGFISFEH) em ratos Wistar e a acao dos géis de goma guar GGNP e GGFISFEH.

3.7.1.1. Manipulacao Farmacoldgica

Ratos Wistar machos (180-200 g) receberam solucao salina de goma
guar nao purificada (GGNP) e purificada (GGFISFEH) no joelho direito (100 - 400
Hg) e os géis GelGGNP e GelFISFEH foram administradas na dose de 400 g intra-
articular.

Um grupo controle (CT) de animais recebeu apenas veiculo (solucao
salina). A hiperalgesia foi avaliada pelo teste de incapacitacao articular para ratos,
durante um periodo de observagao de um minuto. O influxo celular foi avaliado no

exsudato articular, coletado seis horas apds a injegao intra-articular.

3.7.1.2. Medida da Incapacitacao Articular - Hiperalgesia (Dor)

Utilizou-se uma modificagdo do modelo de avaliacao da incapacitacao
articular proposto por Tonussi e Ferreira (1992) (Figura 26). Os animais foram
postos a deambular em um cilindro metalico giratdrio de aluminio, com 30 cm de
diametro e 50 cm de largura, com capacidade para trés animais por vez. O cilindro
gira a uma velocidade de 3 rpm. As patas traseiras do animal foram calcadas com
sapatilhas metalicas especialmente desenhadas. A sapatilha direita -
correspondente a articulagdo submetida a artrotomia — foi conectada a uma porta
de entrada de dados de um microcomputador, no qual estd instalado um
programa de aquisicdo de dados. Ao tocar a superficie do cilindro, o animal fecha
um circuito, que é registrado em um computador. O tempo total de registro foi de
dez minutos, fornecendo em segundos o periodo durante o qual o animal deixa de
tocar o cilindro. Essa medida é denominada por tempo de suspensdo da pata
(TSP), considerada proporcional a dor articular. O TSP foi avaliado diariamente por

sete dias.
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Para a avaliacao da resposta per se de preparagdoes de goma guar
em cavidades articulares de ratos NAIVE (ndao manipulados), o tempo total de
registro foi de um minuto, e a incapacitacao articular foi avaliada pelo TSP
registrado a cada hora até a sexta hora, tempo no qual esses animais foram

sacrificados.

FIGURA 26 - Animais deambulando no sistema de registro da incapacitagao articular.

3.7.1.3. Analise de Influxo Celular (Inflamacao)

Os animais foram sacrificados por exsangiinacao sob anestesia terminal
(hidrato de cloral — 400 mg/kg, i.p.). A seguir, realizou-se a lavagem das
articulagoes, fazendo-se duas injecoes de 0,2 mL de PBS contendo EDTA 10 mM,
no espaco articular. O lavado articular foi coletado por aspiracao e mantido em
banho de gelo.

Aliguotas do lavado articular foram diluidas em liquido de Turk (acido
acético glacial a 2%, violeta de genciana a 1% em agua destilada), para
contagem total de leucdcitos em camara de Neubauer. Em seguida, o lavado
articular foi centrifugado (430 g/10 min/4°C). O precipitado celular foi ressuspenso

em PBS, para determinagdo diferencial por coloracdo em HEMA3®.
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A contagem total de leucdcitos esta relacionada a processo inflamatério
agudo, comparando-se com os resultados dos grupos que receberam goma com a

contagem para 0s grupos que receberam apenas solugao salina.

3.7.2. Acao da GGFISFEH e GelFISFEH na osteoartrite induzida por

transeccao do ligamento cruzado anterior

3.7.2.1. Modelo de osteoartrose por transeccao do ligamento

cruzado anterior

Ratos Wistar machos de pesos entre 180 a 200 g (grupos de seis
animais) foram sujeitos a transeccao do ligamento anterior do joelho (Figura 27).
A transeccao do ligamento cruzado anterior (TLCA) provoca instabilidade articular,
caracterizada por translagdes e rotagOes tibio-femorais acentuadas, interferindo na

distribuicao normal de pressoes sobre a cartilagem articular [Lopez e col., 2003].

Fémur

Patela

Ligamento
cruzado
posterior

Ligamento
cruzado

anterior i Menisco

Ligamento
do menisco

FIGURA 27 - Ilustracao do joelho mostrando o ligamento cruzado anterior do joelho.

O modelo utilizado é uma modificacdo do modelo proposto por Stoop e

col. [2001]. Os animais foram anestesiados com éter etilico por via inalatdria.
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Apds depilacdo e anti-sepsia da regido ventral articulacdo do joelho direito, e
abertura longitudinal da pele, procedeu-se a uma incisao parapatelar lateral,
seguida de luxacao lateral da patela. Esses procedimentos proporcionam acesso
ao espaco articular. O ligamento cruzado anterior foi seccionado com o auxilio de
uma tesoura. A livre translacdao da tibia em relacdo ao fémur, no sentido postero-
anterior (“sinal da gaveta”) confirma completa seccao do ligamento. Procedeu-se
a reducdo da luxagdo patelar e a articulagdo foi suturada com fio cirdrgico
reabsorvivel Vycril 5/0 (polyglactin 910 - Ethicon). A pele foi suturada com fio de
nylon monofilamentar 4/0 (Point Suture), e submetida a anti-sepsia. Os pontos da
sutura da pele foram retirados sete dias apos a cirurgia.

Um grupo falso-operado (SHAM) foi submetido ao procedimento

cirdrgico descrito acima, exceto a transeccao do ligamento cruzado anterior.

3.7.2.2. Manipulacao farmacologica

Goma guar purificada pelo método fisico+Fehling (GGFISFEH) em
solucao (0,8% em solucao salina), gel de goma guar GelGGFISFEH e Hilano G-F
20 foram administrados no quarto dia apds a transeccao (intervencao
terapéutica), em dose Unica intra-articular de 100 pg. Um grupo nao-tratado (NT)

recebeu veiculo (salina) intra-articular.

3.7.3. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como médiate.p.m. Para comparagao
multipla entre as médias de trés ou mais grupos, foi utilizada a Andlise de
Variancia Univariada (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05).



4. Resultados e discussao

4.1. Purificacao da Goma Guar
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4.1. PURIFICACAO DA GOMA GUAR

4.1.1. Rendimento dos métodos de purificacao

Os rendimentos dos métodos de purificacdo foram de 55% para o
enzimatico, 30% para o fisico, 75% para o de Fehling e 22% para o
fisico+Fehling.

O método de Fehling é o que apresenta maior rendimento dentre
todos. Isto se deve ao fato de que praticamente todo o polissacarideo, quando
precipitado com solucao de Fehling, consegue ser recuperado na etapa de
ressolubilizacdo em meio acido, realizada posteriormente. O baixo rendimento
para o método fisico é resultante do descarte de uma quantidade consideravel de
material que ndo solubilizou na etapa de hidratacdo. Para o método enzimatico
também ocorre o descarte de uma quantidade consideravel de material na etapa
de centrifugagao, material que nao solubilizou eficientemente.

A Figura 28 mostra a amostra de goma nao purificada (GGNP) e goma
guar purificada pelo método fisico+Fehling (GGFISFEH). Pela fotografia mostrada
observa-se o clareamento da amostra de goma guar apds o tratamento de

purificagao.

B GGNP GGFISFEH

FIGURA 28 — Amostra de goma guar nao purificada (GGNP) e guar purificada
(GGFISFEH).



65

4.1.2. Caracterizacao das amostras

4.1.2.1. Analise Elementar - Teor de proteinas

Considerando que todo o nitrogénio presente nas amostras de goma se
deve a presenca de proteinas, utilizou-se um fator de conversao de 5,87 [Azero e
Andrade, 2002] para calcular o teor de proteina. Os teores de proteina para a
goma nao purificada e purificadas estao mostrados na Tabela 4.

TABELA 4 - Teor de proteina e % de reducdo da proteina para os diferentes métodos de
purificacdes da goma guar

Amostra %N % Proteina % de reducao
GGNP 0,62 3,64 -
GGENZ 0,18 1,06 70
GGFIS 0,0083 0,05 98
GGFEH 0,16 0,94 74

GGFISFEH 0,00 0,00 100

A goma ndo purificada mostra uma quantidade consideravel de proteina
(3,6%). Essa proteina pode ser um contaminante ou pode estar associada com a

cadeia do polissacarideo, via ligacao covalente [Debon e Tester, 2001].

Aproximadamente 25% da semente de guar consiste de parte em
germinacdo, sendo esta rica em proteinas (48% de massa seca). Uma larga
porcao (40%) sao proteinas como globulinas, e o restante é de proteina funcional
(enzimas, inibidores, etc) [Rakhmanberdyeva e col., 2005]. Estas proteinas podem
entdo ser arrastadas durante o processo de extracao da goma.

Todos os métodos de purificagdo empregados resultaram numa
reducdo do teor de proteina. A reducao para a GGFISFEH foi completa. Esta
reducdo se deve ao método fisico, ja que para a amostra GGFIS este método
propiciou uma reducao de quase 100% no teor de proteina. Ja que este método

utiliza apenas procedimentos fisicos, tem-se aqui um forte indicio de que as
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proteinas presentes na goma guar sao proteinas livres que sdo arrastadas durante
o procedimento de obtencdo deste polissacarideo.

Os métodos enzimatico e Fehling apresentaram uma reducao
semelhante no teor de proteina, apesar de possuirem fundamentos
completamente diferentes. O método enzimatico se baseia na remocao por
hidrdlise enzimatica, enquanto que o método Fehling se baseia na remocao de
proteinas livres e outros polissacarideos por complexacao da goma guar com
solucdo de Fehling. Como este utiliza solucdo de NaOH, pode ocorrer, também,
retirada de proteina O-ligada, ja que esta ligagao é clivada em solucdo de NaOH
acima de 0,1 M. O método enzimatico, também, pode resultar na remocao de
proteinas ligadas a estrutura da galactomanana [Brummer, Cui e Wang, 2003].

No trabalho de Andrade e col. [1999] uma amostra da goma "“locust
bean” comercial, depois de submetida a purificagdo por solubilizacao,
centrifugacdo e precipitacdo em alcool etilico, teve uma reducao do teor de
proteina de 86%. Brummer, Cui e Wang [2003] relatam a diminuicao em 57% do

teor de proteina da goma “fenugreek” apos tratamento com pronase.

4.1.2.2. Teor de acido urénico e composicao monossacaridica

Os valores de % dos monossacarideos constituintes de cada amostra

analisada estdo mostrados na Tabela 5.

TABELA 5 - Composicao monossacaridica para as amostras de goma guar

Amostra %manose | %galactose | %arabinose | %glicose | % acido urénico | Man/Gal
GGNP 55,86 33,47 4,10 3,29 3,28 1,67 +0,04
GGENZ 62,58 31,53 2,12 0,46 3,31 1,99 40,04
GGFIS 62,31 33,34 0,92 0,39 3,04 1,87 +0,04
GGFEH 65,42 25,91 3,41 1,09 4,17 2,53 40,35

GGFISFEH 58,57 36,35 0,66 0,57 3,85 1,61 +0,17
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A goma ndo purificada contém um teor total de acUcares que nao
galactose e manose, de 7,6%, demonstrando a contaminacao da amostra com
outros monossacarideos, sendo estes glicose e arabinose. Debon e Tester [2001]
mostraram que outros acglicares, como arabinose e glicose, podem estar presentes
na amostra de goma guar como contaminantes. A presenca de glicose e arabinose
é provavelmente devido a contaminantes provenientes da casca da semente
[Ibafiez e Ferrero, 2003]. A glicose pode ser oriunda de material celuldsico.

Para todos os procedimentos de purificacao, verifica-se uma reducao do
teor destes dois aglcares na composicao das amostras. A amostra de goma guar
no trabalho de Rayment, Ross-Murphy e Ellis [1995], no qual o método enzimatico
foi baseado, apresentou um teor de arabinose e glicose de 2,68% apds a
purificagdo. No caso da GGENZ, o teor de arabinose e glicose foi de 2,58%, muito

proximo ao observado por estes autores.

O método que apresentou menor teor de aclicares contaminantes, foi o
fisico+Fehling, mostrando que este teve a melhor eficiéncia na purificagdo da guar
no que diz respeito a retirada de outros polissacarideos. O segundo método mais
eficiente na remocao de acglucares contaminantes foi o fisico. O método com menor
reducdo de aclcares contaminantes foi o método que utiliza a precipitagdo com
solucdo de Fehling como base da purificacdo. Os dois métodos que apresentaram
o melhor desempenho na purificagdo com a retirada de polissacarideos foram
aqueles nos quais se utilizou a centrifugacao apds a hidratacdo. A centrifugacao

pode ter arrastado os polissacarideos contaminantes.

Para o acido uronico, a variacdo é pequena quando se compara as
amostras purificadas com GGNP, demonstrando que os métodos utilizados para
purificacdo ndo interferem neste teor. O teor de acido urOnico permanece
constante ao longo dos estagios de purificagdo para a goma do cajueiro no

trabalho relatado por Costa, Rodrigues e Paula [1996].
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4.1.2.3. Determinacao do teor de cobre na amostra de GGFISFEH por

espectrometria de emissao atomica por plasma induzido (ICP-OES):

Através dos resultados de intensidade média (média de trés medidas
feitas pelo equipamento) da integracdao da area do espectro do cobre no
comprimento de onda de 327,393 nm construi-se a curva padrao. A partir do
grafico da curva padrdao pode-se relacionar a intensidade do sinal (I) com a

concentragao (C) do elemento através da equacao:
I=-6227 +67,539C (Equacao 1)

Quantificacdo de cobre na amostra: As duas solucOes resultantes da

abertura foram analisadas no ICP e a quantificacao do teor de cobre foi feita
relacionando-se o valor de intensidade média do sinal com a equacao da curva

padrao mostrada anteriormente (Tabela 6).

TABELA 6 - Teor de cobre das amostras de goma guar

Amostras Teor de cobre (ppm)
GGNP 0
GGENZ 0
GGFIS 0
GGFEH 792
GGFISFEH 441

N3o ha presenca de cobre nas amostras GGNP, GGENZ e GGFIS. Ja as
amostras GGFEH e GGFISFEH contém cobre. As amostras que ndo passaram por
purificacao com a solucao de Fehling nao apresentam o metal, confirmando que
ele é resultante da metodologia de purificacdo que utiliza compostos com cobre
(CuS04). A quantidade do metal presente na amostra GGFISFEH é menor do que

a observada em GGFEH.

Com a possibilidade de aplicacdo farmacoldgica é importante avaliar a

quantidade de «cobre. Para a aplicagdo na técnica terapéutica de
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vicosssuplementacao em humanos, os produtos comerciais sao injetados no
volume de 2 mL por articulacao doente. A solugao de GGFISFEH empregada nos
teste farmacoldgicos em ratos Wistar tem uma concentracdao de 0,8% de goma
em solucao salina. Considerando o volume de 2 mL (injecao) e a massa de goma
contida neste volume (baseada na concentracao de goma nos ensaios

farmacoldgicos), tem-se ao final um teor de cobre de 3,2 ppm por cada injegdo.

A presenca de cobre no corpo humano é conhecida ha muito tempo,
sendo que sua concentragdo varia de acordo com o 6rgao, o cérebro humano, por
exemplo, tem um teor de cobre de 3,6 ppm. Este metal desempenha papel
fisioldgico importante e deve ser ingerido diariamente na quantidade estimada de

2 a 5 mg por dia [Sargentelli, Mauro e Massabni, 1996].

As trés injecoes de 2 mL de uma solugdo de GGFISFEH com 3,2 ppm de
cobre, em um intervalo de 6 meses, daria uma quantidade de 0,192 mg do metal
nesse periodo. Em relacdo a quantidade de cobre na alimentacdo diaria, a
quantidade de cobre que se estaria adicionando ao organismo com o tratamento
com GGFISFEH seria desprezivel. Entretanto, como o tratamento de
viscossuplementacao é localizado (diretamente na articulacdo) deve ser

investigada a acao deste metal no ambiente intra-articular.

4.1.2.4. Determinacao da viscosidade intrinseca e da massa molar

viscosimétrica meédia

A viscosidade intrinseca foi calculada para cada uma das amostras de
goma guar pela extrapolacdo da reta até a concentragao igual a zero no grafico de

viscosidade reduzida (neq) a varias concentragoes (Figura 29).
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FIGURA 29 - Graficos de viscosidade reduzida versus concentracdo para as amostras de
goma guar em agua, T=25°C.

A Tabela 7 mostra os valores de viscosidade intrinseca [n] e de massa
molar viscosimétrica média (M,) calculada através da relacao de Mark-Houwink,
para goma guar [Wang, Ellis e Ross-Murphy, 2002], como mostrado na Equacao

2, com [ n] expresso em dL/g.

[n] = 3,8x107% M,>7 (Equacdo 2)

TABELA 7 - Massas molares viscosimétricas para as amostras de goma guar purificadas

e nao purificadas

Amostra [n1(dL/g) M, x 10 (g/mol)
GGNP 12,55 1,88
GGENZ 10,85 1,54
GGFIS 9,87 1,35
GGFEH 7,03 0,84

GGFISFEH 4,89 0,51
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A Tabela 7 mostra que os dois métodos de purificacdo que utilizam a
solucao de Fehling sdo aqueles que apresentam os menores valores de massa
molar. Pode-se explicar esta reducao pelo fato de o tratamento com Fehling
submeter o polissacarideo a um meio alcalino, podendo haver assim alguma
degradacdo do material. Dea e Morrison [1975] relatam a eficiéncia da formacao
de complexo com cobre para a purificagdo de galactomananas, e a possibilidade
de clivagem da cadeia polissacaridica. A degradacao que resulta na redugdo da
massa molar nos procedimentos que utilizam solucdo de Fehling deve ser
resultante do tempo de contato das solucdes de goma guar com um meio
suficientemente alcalino para resultar na degradacdo deste polissacarideo. Esta
relatado [Prabhanjan, Gharia e Shivastava, 1989] que solugdes aquosas (1%) de
goma guar em meio alcalino (4% NaOH) a temperatura de 34°C sofrem reducao
de sua viscosidade para 1/3 do valor inicial apds 4 horas de contato entre o
polissacarideo e este meio.

Em GGENZ a reducdo de massa molar pode ser atribuida a etapa de
centrifugagao que € realizada durante o processo de purificacdo. Material nao
totalmente solubilizado e de maior massa molar pode estar sendo removido. A
GGFIS tem uma redugdo ainda maior de massa molar, sendo que tal reducao é
atribuida as sucessivas centrifugacoes e descarte de porgcdes com menor
solubilidade com massas molares possivelmente mais elevadas. A reducao para a
GGFEH é ainda maior. Considerando que em tal método, a GGNP é diretamente
precipitada com solucao de Fehling, sem etapas de centrifugacao, pode-se atribuir
uma reducao tao significativa ao contato da solucdo do polissacarideo com solucao
bastante alcalina que pode resultar numa degradacao. A GGFISFEH apresenta a
maior reducao, isso devido o fato deste método ser a associacdo de dois métodos

que reduzem a massa molar.

4.1.2.5. Estimativa da distribuicao de massa molar por Cromatografia

de Permeacao em Gel (GPC)

Para verificar como se encontrava a distribuicdao de massa molar das

diversas amostras de goma guar apds as purificacoes, realizou-se a analise por
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cromatografia de permeacao em gel. A Figura 30 mostra os cromatogramas para

todas as amostras de goma, tanto purificada como nao purificada.

—— GGNP
—— GGENZ
GGFEH
— GGFIS
—— GGFISFEH
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FIGURA 30 - Cromatograma para as varias amostras de goma guar purificadas e ndo

purificada

Através de uma curva padrao de pululanas, encontrou-se uma relagao

para a massa molar de pico (Mpk) e o volume de eluicao (Ve):
log Mpk = 13,47 - 0,974V, (Equacao 3)

Através desta relacao encontrou-se as massas molares de pico para

todas as amostras, mostradas na Tabela 8.
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TABELA 8 - Massas molares de pico para as amostras de goma guar purificadas e nao

purificadas.
Amostra V. do pico (mL) M, do pico x 10
(g/mol)

GGNP 6,77 4,5

GGENZ 6,87 3,5

GGFIS 6,99 2,7

GGFEH 7,16 1,8
GGFISFEH 7,41 1,0

A ordem nos valores de massa molar de pico € a mesma mostrada para

a massa molar viscosimétrica. A distribuicdo de massa molar € mais homogénea

para as amostras purificadas pelo método Fehling.

4.1.2.6. Estudo reologico das amostras de goma

A reologia das amostras de goma foi realizada em solugbes aquosas em

uma concentragao de 1% (Figura 31).
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FIGURA 31 - Variacdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento das amostras de

GGNP e das gomas purificadas, solucao aquosa 1%, T=25°C.

Para uma mesma faixa de taxa de cisalhamento, as amostras de GGFEH
e GGFISFEH apresentam comportamento Newtoniano. A viscosidade (taxa de
cisalhamento de 20 s*) para a GGFEH é de 30 mPa.s e para a GGFISFEH é de 82
mPa.s. As demais amostras de goma apresentam comportamento pseudoplastico
e viscosidade bem mais alta do que as das duas amostras que foram purificadas
utilizando-se método de Fehling. Para uma taxa de cisalhamento de 20 s, GGENZ
tem viscosidade de 1020 mPa.s e tanto GGNP quanto GGFIS de 933 mPa.s.

As propriedades reoldgicas de fluidos Newtonianos sdo independentes
da taxa de cisalhamento e do histdrico anterior de cisalhamento. Ja os fluidos
pseudoplasticos sdo caracterizados pelo decréscimo na viscosidade com um
aumento na tensao de cisalhamento [McClements, 2005]. Esses fluidos em
repouso apresentam um estado desordenado, e quando submetidos a uma tensao
de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na diregdo da forca
aplicada. Quanto maior a tensdo aplicada, maior serd a ordenacao.
Consequentemente, a viscosidade aparente sera menor [Holdsworth, 1971].

As amostras purificadas pelo método de Fehling apresentam

consideravel reducdao na viscosidade aparente de suas solugdes, o que esta
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condizente com a redugao das massas molares constatada por GPC e viscosidade

intrinseca.

4.1.2.7. Turbidez

A Tabela 9 mostra os valores de turbidez para as amostras de GGNP e

gomas purificadas.

TABELA 9 - Turbidez das solugdes aquosas 0,1% de guar purificada e ndo purificada

Amostras Turbidez (NTU)
GGNP 41,7
GGENZ 35,1
GGFIS 18,8
GGFEH 22,7
GGFISFEH 9,2

A goma guar nao purificada (GGNP) mostra uma maior turbidez do que
as demais amostras, devido ao fato de ela conter um total de aclcares
contaminantes de 7,6%, glicose e arabinose, oriundos de polissacarideos
insollveis, de fibras e/ou material celuldsico [Mark e col., 1980]. A turbidez é
causada pela presenca de porcoes insollveis de endospema [Seaman, 1980].

Para todos os procedimentos de purificacao, houve reducao da turbidez
das amostras de guar. Tal reducao demonstra que contaminantes de natureza
insolivel em agua, contidos na guar comercial, foram removidos em menor ou

maior grau. A amostra que apresenta a menor turbidez é a GGFISFEH, a mesma
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que apresentou a maior reducdo de monossacarideos contaminantes e a retirada

mais eficiente de proteinas.

Prabhanjan, Gharia e Srivastava [1989], ao estudarem a modificacao da
goma guar e a influéncia da modificacdo na viscosidade da goma guar,
encontraram um valor de turbidez de 35 NTU para uma solucao aquosa (0,25%)

de uma amostra comercial de guar.

O valor de turbidez das amostras purificadas parece nao estar
relacionada apenas com a presenca de polissacarideos contaminantes, mas

também com a viscosidade.

O valor de turbidez de GGFEH é menor que o de GGFIS, sendo que o
teor de agucares contaminantes em GGFEH é bem maior que em GGFIS. Quando
se compara GGFEH com GGENZ, apesar do teor de monossacarideos
contaminantes de GGFEH ser maior que GGENZ, o valor de turbidez de GGENZ é
maior que o de GGFEH. Em cada um destes casos, a Unica forma de explicar a
discordancia da relacdo de turbidez com a presenca de polissacarideo
contaminante é a diferenca de viscosidade. Em todos os casos em que a turbidez
foi maior para as amostras com menor teor de aglcares contaminantes, estas
amostras apresentaram maior viscosidade. Em solugdes com maiores valores de
viscosidade, as particulas se encontram mais agregadas, resultando numa

modificacao do espalhamento de luz [Prabhanjan, Gharia e Srivastava., 1989].

4.1.2.8 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *C

O espectro de RMN de *C da goma guar n3o purificada esta

mostrado na Figura 32.
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FIGURA 32 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN) da goma guar
GGNP em D,0.

Todas as atribuicdes dos deslocamentos utilizadas aqui estdo baseadas
nos estudos de Gransdalen e Painter [1980], sobre a composicao e a seqiiéncia
das galactomananas de sementes de leguminosa (goma guar e goma da “locust
bean”) por ressonancia magnética nuclear.

Primeiramente, enfocando-se a regido de carbono anomérico, observa-
se um pico em 103 ppm que é atribuido ao carbono anomérico (C1) da manose
que pode estar ramificada ou nao no carbono 6. Um outro pico de carbono
anomérico (C1) em 101,8 ppm é atribuido ao C1 da galactose.

Em 79,9 e 79,6 ppm, tem-se sinais de C4 da manose tanto ramificada
guanto nao ramificada no carbono 6, enquanto que o C4 da galactose tem seu
sinal 72,5 ppm. Tal diferenca se deve ao fato de que na manose o C4 esta
participando da ligacao glicosidica.

O sinal em 78,1 ppm é atribuido ao C5 da manose que ndo esta
ramificada no carbono 6 e o sinal em 76,4 ppm é atribuido ao C5 da manose que
esta ramificada no carbono 6. Esta diferenca de 1,6 ppm deve-se a influéncia da
ramificagdo que esta no carbono 6. O C5 da galactose tem seu sinal em 74,1 ppm.

Na regidao de carbono primario C6 tem-se o sinal do C6 da galactose e
para a manose tem-se dois sinais bem distintos, um em 69,6 ppm, que é atribuido

ao C-6 da manose que esta ramificada neste carbono, e o outro em 63,6 ppm,
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atribuido ao C-6 da manose que nao esta ramificada. A diferenca de 6 ppm se

deve a presenca da ramificacdo.

O espectro de RMN de *C da goma guar purificada GGFISFEH est3

mostrado na Figura 33.
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FIGURA 33 - Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de >*C (RMN) da goma guar
GGFISFEH em D,0.

Os espectros de *C RMN para a GGFISFEH e GGNP s3o semelhantes,
mostrando que a goma apos o tratamento de purificacdo fisico+Fehling mantém a

sua estrutura inalterada.

A Tabela 10 apresenta as atribuicbes dos sinais observados para a

goma guar, comparados com os dados da literatura.
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TABELA 10 - Atribuicdes dos picos de *C (RMN) da goma guar (GGNP e GGFISFEH)
deste trabalho e da referéncia [Gransdalen e Painter, 1980].

Tipo de unidade Goma Guar C1 Cc2 C3 C4 C5 C6
Referéncia 101,8 72,3 71,4 72,5 74,1 64,1
a-D-galactopiranosil GGFISFEH 101,9 72,4 71,5 72,5 74,3 64,2
GGNP 101,8 72,3 71,5 72,5 74,2 64,2
A 79,3*
Referéncia 103,0 72,9 74,4 79 G%* 78 63,6
B-D-manopiranosil ’
nao ramificada GGFISFEH 103,1 73,0 74,5 79,6 78,2 63,7
emC6b
GGNP 103,0 72,9 74,4 79,6 78,1 63,6
AL 79,6*
Referéncia 103,0 72,9 74,4 79 Q%% 76,4 69,6
B-D-manopiranosil GGFISFEH 103,1 73,0 74,5 80,0 764 69,3
ramificada em C 6
GGNP 103,0 72,9 74,4 79,9 76,4 69,7

*Quando o residuo anterior de manose nao é ramificado. **Quando o residuo anterior de manose é

ramificado

4.1.2.9. Analise Termogravimétrica

Os termogramas e as DTG das gomas estao mostrados na Figura 34.
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FIGURA 34 - Curvas termogravimétricas e DTG das amostras de guar a 10°C/min em
ar.

Os parametros termogravimétricos: temperatura inicial de
decomposicao (T;), temperatura de maxima decomposicao (Tmax) € IPDT foram
encontrados e calculados (Tabela 11).

TABELA 11 - Parametros de estabilidade térmica das amostras de guar.

Amostras T (°C) Tmax NOS eventos (°C) Umidade Residuoem IPDT
I II III v (%) 900°C (%) (°C)

GGNP 233 67 307 440 504 13,1 3,7 355
GGENZ 233 70 297 417 - 14,4 2,7 296
GGFIS 250 69 317 503 - 14,9 2,9 327
GGFEH 232 66 302 387 - 11,1 44 312
GGFISFEH 236 68 308 416 - 14,6 3,7 318

Todas as amostras de goma apresentam um primeiro evento de perda
de massa, que se deve a perda de umidade. O % de umidade das amostras varia
entre 11 e 15%. O residuo final em 900°C varia entre 2,7 e 4,4%. As amostras
tratadas com a solucdo de Fehling apresentaram residuo final ligeiramente
superior ao das outras amostras purificadas, explicado pela presenca de cobre.

Para a GGNP, ocorre a presenca de trés eventos de perda de massa

que sao associados a decomposicao térmica, com temperaturas maximas (Ty,) de
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decomposicao de 307, 440 e 504°C. Varma e col. [1997] encontraram dois
eventos de decomposicao termoxidativa da goma guar, com temperaturas
maximas de 306 e 446°C e uma temperatura inicial de decomposicao de 231°C.

As demais amostras apresentam apenas dois eventos de perda de
massa associados a decomposicao térmica. A amostra GGFEH é a que apresenta
as mais altas temperaturas maximas de decomposicao, sendo estas 317 e 503. A
Tm do 1° evento de decomposicao para as amostras de guar variou de 297 a
317°C. A T, do 2° evento de decomposicao para as amostras de guar variou de
387 a 503°C.

Os valores de IPDT das amostras listadas na Tabela 11 mostram o
maior valor desta temperatura para a amostra GGNP. A amostra GGENZ mostra o
menor valor de IPDT e os menores valores de temperaturas maximas de
decomposicao, indicando que tal amostra apresenta a menor estabilidade térmica.
Todos os métodos de purificagdo utilizados resultaram em alguma mudanga no

comportamento termogravimétrico da GGNP.

Todos os métodos de purificacdo testados retiraram proteinas e
polissacarideos contaminantes. As amostras purificadas apresentaram também
reducdo na turbidez. Dentre os métodos utilizados, o fisico+Fehling resultou em
retirada completa das proteinas, maior reducdao de aclicares contaminantes, €
originou uma goma cuja solucao apresentou menor turbidez, entretanto a goma
obtida teve a maior reducao de massa molar e apresenta cobre residual. O
método fisico parece ter bom desempenho, ja que reduz bastante o teor de
proteina (reducdo de 98%) e reduz o teor de acUcares contaminantes de modo
semelhante ao do método fisico+Fehling, entretanto a solucao da GGFIS tem o
dobro da turbidez da solucao da GGFISFEH. A vantagem deste método é que ele
ocasiona uma pequena reducao na massa molar do polissacarideo e este nao

apresenta cobre residual em sua composigao.



4.2. Reticulacao de diversos polissacarideos



82

4.2. RETICULACAO DE DIVERSOS POLISSACARIDEOS

Os resultados dos testes de reticulacdo de alguns polissacarideos com

glutaraldeido estdo resumidos na Tabela 12.

TABELA 12 - Resultado da reticulacdo de varios polissacarideos com glutaraldeido

Proporcao Tempo de reacao
Polissacarideo Concentragao Goma /GA po ¢ ¢ Reticulacao
(dias)
(v/v)
Goma Caraia 1% 20/1 16 Nao
Goma do Cajueiro 1% 20/1 16 Nao
0,5% 40/1 16 Nao
0,5% 20/1 16 Nao
o, 1% 10/1 16 Nao
Goma do Chicha
1% 20/1 16 Nao
2% 5/1 16 Nao
2% 2,5/1 16 Nao
0,8% 40/1 16 Sim
Goma Guar
0,8% 25/1 16 Sim
0,5% 40/1 16 Nao
Goma Xantana .
0,5% 20/1 16 Nao
2% 5/1 16 Nao
Dextrana o
5% 4/1 16 Nao
Agar 0,8% 40/1 16 Nao

A reticulacdo de outros polissacarideos, que nao goma guar, nao foi
possivel, pelo menos nas condicOes avaliadas. Os polissacarideos mostrados na
Tabela 12 tém estruturas diferentes, sendo de alta e baixa viscosidade,
carregados negativamente ou neutros, ramificados ou lineares, ndao sendo assim
possivel associar a nao ocorréncia de reticulagdo com caracteristicas estruturais
(Tabela 13).
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TABELA 13 — Resumo da caracteristicas estruturais do polissacarideos testados na

reticulagdo com glutaraldeido

. , , Grupamento Presenca de
Polissacarideo Monossacarideos pan enca ¢
I6nico ramificacao
Acido galacturdnico,
Goma Caraia ramnose e galactose Carboxilico Sim
Galactose e
Goma do Cajueiro arabinose Carboxilico Sim
Galactose, ramnose,
. acido galactur6nico o .
Goma do Chicha galactur Carboxilico Sim
e glucurdénico
Manose e galactose ~
Goma Guar 9 - Nao
Glucose, manose e
Goma Xantana acido glucurénico Carboxilico Sim
Glucose o
Dextrana - Nao

Agar Galactose Sulfato Sim




4.3. Reticulacao de Goma Guar
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4.3. RETICULACAO DA GOMA GUAR

4.3.1. Fatores que influenciam a reacao de reticulacao
4.3.1.1. Proporcao de goma guar : glutaraldeido

Para verificar como a quantidade de glutaraldeido influencia na cinética
da reacao de reticulacao, acompanhou-se a variacao de viscosidade de cada
mistura reacional com trés proporcoes diferentes de goma guar (GGNP)/
glutaraldeido (GA): 320 mg/3,75 mmol; 320 mg/2,50 mmol e 320 mg/1,25 mmol
(Figura 35).

1 ® 320 mg GGNP/1,25 mmol GA
74 © 320 mg GGNP/2,50 mmol GA
1 4 320 mg GGNP/3,75 mmol GA

Viscosidade (Pa.s)
S

o+
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N

Tempo de reagédo (dias)

FIGURA 35 - Cinética de reacdo da reticulacio da GGNP em trés proporcoes diferentes
de goma/glutaraldeido. Taxa de cisalhamento de 3 s a 36°C.

Para as trés proporces de mistura reacional, o aumento da viscosidade
das misturas ocorre de um modo exponencial (Figura 35). No inicio da reacao, as
trés misturas tem viscosidades semelhantes, sendo em média de 0,5 Pa.s. Até o
40 dia de reagao, nenhuma das misturas apresenta aumento de viscosidade.

Para a proporgao 320mg GGNP/3,75 mmol GA, a partir do quarto dia de
reacdo observa-se o inicio do aumento da viscosidade, sendo este crescimento
bem acentuado em relacao as demais proporcoes a partir do sétimo dia de reacao.
Para a proporcao 320mg GGNP/2,5 mmol GA um aumento na viscosidade de
mesma magnitude do que ocorreu no sétimo dia para proporcao 320mg GGNP/

3,75 mmol GA sé veio a ocorrer no nono dia, e para a proporcao 320mg GGNP/
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1,25 mmol GA somente no décimo primeiro dia de reacdo. Para a proporgao
320mg GGNP/3,75 mmol GA, no nono dia de reacao, observa-se um aumento na
viscosidade de doze vezes. Ja para a proporcao 320mg GGNP/2,5 mmol GA, neste
mesmo tempo, o aumento foi de 4,5 vezes e para a proporcao 320mg GGNP/1,25
mmol GA o aumento foi de apenas duas vezes.

Fica evidenciado que, mantida constante a quantidade de goma, ao
aumentar-se a quantidade de glutaraldeido, a velocidade de formacdao do gel
também aumenta proporcionalmente. A formacao do gel reportado por Gliko-Kabir
e col. [1999] ocorre em até 48 horas de reacdo. Os hidrogéis reportados neste

trabalho s6 foram efetivamente formados apds o décimo dia de reacao.

4.3.1.2. Tipo de glutaraldeido

Devido a demora na ocorréncia da reacao de reticulacdo da goma guar
com o glutaraldeido da VETEC, resolveu-se avaliar se a procedéncia deste
reticulante interferiria na velocidade da reacao. Foram feitas reacOes de
reticulagdes com glutaraldeido de marcas diferentes nas mesmas condicdoes que a
propor¢ao 320 mg GGNP/1,25 mmol GA, sendo um glutaraldeido proveniente da
VETEC e o outro da SERVA. A Figura 36 mostra o0 acompanhamento do aumento

da viscosidade com o tempo de reacao.

= SERVA
77 o VETEC

Viscosidade (Pa.s)

o+
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo de Reacéo (dias)

FIGURA 36 - Cinética da reacdo de reticulacdo de GGNP com glutaraldeido da VETEC e
da SERVA na proporgdo 320 mg GGNP/ 2,50 mmol GA. Taxa de cisalhamento de 2s™ a
36°C.
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A cinética de reticulacio demonstra que ndo ha diferencas
representativas na velocidade com que as duas reagoes de reticulacao ocorrem. A
origem do glutaraldeido parece ndao ser fator determinante na velocidade de

reagao de reticulacao.

4.3.2. Reticulacao da GGNP e GGFISFEH

4.3.2.1. Reologia comparativa da goma GGNP e GGFISFEH, dos seus
géis GelGGNP, GelGGFISFEH e do Hilano G-F 20

A reologia de fluxo da solugdo de guar purificada GGFISFEH na
concentracao de 0,8% em solugao salina (NaCl 0,9%) foi realizada variando a taxa
de cisalhamento e verificando qual o efeito desta sobre a viscosidade. A Figura 37
mostra que a solucao de GGFISFEH apresenta um comportamento de fluxo com

certa pseudoplastia e uma viscosidade na faixa de 65 a 50 mPa.s.
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FIGURA 37 — Variacgdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento a 36° para a solugdo
de GGFISFEH 0,8% em salina (NaCl 0,9%).

A Tabela 14 mostra o valor de viscosidade aparente calculado em

redbmetro cone-placa para a goma guar em solucdo e seu hidrogel, comparando-se
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o0 valor destas viscosidades com a do medicamento utilizado no tratamento de

viscossuplementacao, Hilano G-F 20.

Para a GGNP, apds a formagao do gel, houve um aumento de quarenta
vezes no valor de viscosidade. Ja para a GGFISFEH, com a formagdo do gel, a
viscosidade teve um aumento de quase 850 vezes. Isso demonstra que a
reticulacdo com glutaraldeido mudou completamente a ordem de grandeza da
viscosidade da goma guar, tanto para a goma purificada com para a nao
purificada. Nestas condicdoes de andlise, o GelGGNP e GelGGFISFEH tém
viscosidade muito semelhante a viscosidade do Hilano G-F 20 (medicamento

utilizado em viscossuplementacao).

TABELA 14 — Viscosidades das gomas GGFISFEH, GGNP, dos géis de GGNP e de
GGFISFEH e do Hilano G-F20, taxa de cisalhamento de 0,02 s a 36°C

Amostras Viscosidade (Pa.s)
GGNP 3,6
GelGGNP 110
GGFISFEH 0,13
GelGGFISFEH 110
Hilano G-F 20 120

O aspecto macroscopico do gel de goma guar purificada GGFISFEH esta

mostrado na Figura 38.
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FIGURA 38 — Aspecto macroscopico do gel de goma guar purificada GelGGFISFEH.

4.3.2.2. Reologia Oscilatoria dos GelGGFISFEH e do Hilano G-F 20

A fim de estudar as propriedades viscoelasticas do GelGGFISFEH e do
medicamento Hilano, foram feitos ensaios de reologia oscilatéria para estes

materiais.

Os materiais viscoelasticos sao materiais que apresentam propriedades
que poderiam ser caracterizadas como intermediarias, entre as de um sélido
elastico ideal e as de um liquido ideal (Newtoniano).

Normalmente, os corpos sélidos possuem uma forma preferencial, que
é a forma que ele assume espontaneamente, quando nenhuma forca esta agindo
sobre ele. Quando um trabalho mecanico € aplicado a um corpo sdlido perfeito,
este, durante a deformacao, armazena todo trabalho como energia. Esta energia é
chamada de energia elastica ou de energia livre de deformacdo. Quando o
trabalho, ou forca externa, € removido, o sdlido ideal volta a sua forma original
pela acdo dessa energia, nele armazenada. Este retorno a forma original é
denominado recuperacao elastica [Tager, 1975].

Um corpo liquido ndo possui forma preferencial. Em um liquido perfeito,
a tensao depende unicamente da velocidade de cisalhamento. Isto significa que, a

cada momento, a tensdo esta subordinada diretamente a velocidade com que a
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deformacdo esta sendo feita. Nos liquidos Newtonianos, o trabalho mecanico
gasto para produzir a deformacado é dissipado instantaneamente, sob a forma de
calor. Nestes casos, portanto, o histérico da deformacao € irrelevante [Vinogradov
e Malkin, 1980].

O material é dito viscoelastico quando apresenta propriedades de
sdlido e liquido simultaneamente, ou seja, parte da energia aplicada é
armazenada e outra parte é dissipada como calor.

A Vviscoelasticidade de um material pode ser medida através de
analises dinamicas ou oscilatdrias, onde a solucao é submetida a uma tensao ou
deformacdo senoidal oscilatoria de pequena amplitude no decorrer do tempo a
uma dada freqiiéncia. Quando um material viscoelastico é submetido a uma forca
oscilatoria senoidal, a deformacdo nao se encontra exatamente em fase com a
tensdo (como seria para um solido perfeito), nem 90°, fora de fase (como seria
para um liquido viscoso), mas em angulo intermediario. Uma parte da energia
armazenada é recuperada em cada ciclo e outra parte é dissipada como calor
[Ferry, 1980].

O carater solido e liquido pode ser quantificado. O mddulo de
cisalhamento elastico (G') é a razdo entre tensdo aplicada e deformacao
provocada em fase, enquanto que o correspondente parametro para a resposta
fora de fase € o chamado médulo de cisalhamento viscoso (G") [Morris, 1995].

O mddulo de cisalhamento elastico diz respeito ao carater sélido do
material, enquanto que o mddulo de cisalhamento viscoso refere-se ao carater
liguido. A energia usada na deformagdo de um sdlido elastico é recuperada
quando a amostra retoma ao seu estado original, enquanto que para um liquido
ideal ndo ha tal recuperacao, e a energia é perdida. Assim, os mddulos G’ e G"
sao também denominados modulos de armazenamento e de perda,
respectivamente [Morris,1995; Mitchell, 1984]. Para um material perfeitamente
elastico toda a energia é armazenada, a tensao e a deformacao encontram-se em
fase, e G" é igual a zero. Para um liquido que nao possui nenhuma propriedade
elastica toda a energia € dissipada como calor, G’ € igual a zero, e a tensdo e a

deformacao estao fora de fase.
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Primeiramente, em um experimento de reologia oscilatoria, deve se
determinar a faixa de viscoelasticidade linear em relagdo a tensdao ou a
deformacdo. Nesta regido os mddulos G’ e G” sao independente da tensao ou
deformacgao aplicada ao sistema. A fim de determinar a regiao de viscoelasticidade
linear para o GelGGFISFEH e o Hilano G-F 20, foram realizadas varreduras de

tensao (0,06 a 5 Pa) em freqiiéncias angulares entre 0,1 a 20 rad/s (Figura 39).
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FIGURA 39 — Varredura de tensdo para determinacao de comportamento viscoelastico
linear para GelGGFISFEH (M 0,1 rad/s, ¢ 1rad/s, O 10rad/s e A 20 rad/s ) e Hilano
G-F 20 ((M 0,1 rad/s, ¢ 0,63 rad/s, O 6,3rad/se A 18,8 rad/s ) a 36°C.
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Em toda a faixa de tensao estudada, para os dois materiais, os valores
de G’ tiveram pouca variagcao. A partir destes resultados, escolheu-se uma tensao
de 0,75 Pa para se fazer a varredura de freqiiéncia.

O comportamento viscoelastico pode entdo ser avaliado, verificando-se
como os dois modulos de viscoelasticidade se comportam frente a variacao da
freqliéncia de oscilacdo do experimento.

A Figura 40 mostra o comportamento viscoelastico do GelGGFISFEH e
Hilano G-F 20.
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FIGURA 40 — Analise do comportamento viscoelastico para GelGGFISFEH (A G’, A G”)
e Hilano G-F 20 (B G’, (0 G"") a 36°C.

O Hilano apresenta os mddulos de cisalhamento G’ e G” maiores que 0s
mesmos mddulos para o GelGGFISFEH. Para este gel, G’ é igual a G” (chamado
ponto de gel) até uma freqiiéncia de 0,2 rad/s. Apds esta freqiiéncia G’ é sempre
maior que G”, tendo um valor maximo da relacdo G'/G” de 2,6 em fregiéncia
angular de 2,5 rad/s. A média da relagdo G '/G" para este material foi de 1,8.

Para o Hilano a relagdo G'’/G” maximo foi de 5,3 em freqiéncia de 10
rad/s. Este material tem um relacao G'/G"< 3 até uma freqiiéncia de 1,26 rad/s,

s6 a partir desta freqliéncia, G'/G"> 3.
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O liquido sinovial saudavel na faixa de 0,1 a 10 rad/s, tem um
comportamento de fluido viscoelastico, e na freqliéncia correspondente a
freqliéncia de movimentagao do joelho andando ou correndo, G’ é sempre maior
que G". [Pelletier e col., 2001]. Outra caracteristica do liquido sinovial é que este
tem um ponto de gel em uma freqiiéncia entre 1 e 2 rad/s.

A Figura 41 mostra o comportamento viscoelastico de GelGGFISFEH e

Hilano na faixa de freqiiéncia do joelho normal (2 a 8 rad/s).
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FIGURA 41 — Analise do comportamento viscoelastico para GelGGFISFEH (A G’, A G”)

e Hilano G-F 20 (B G’, 00 G") a 36°C na faixa de freqiiéncia de movimentacgao do joelho.

Na faixa de movimentacao do joelho, tanto o gel de goma guar quanto
o Hilano apresentam G’ sempre maior que G”, comportamento semelhante ao
liguido sinovial. Entretanto, os valores de G’ do Hilano sdo consideravelmente
maiores que o G’ da gel de guar, caracterizando que o Hilano tem carater mais
elastico que o gel de guar.

O liquido sinovial doente apresenta propriedades reoldgicas
completamente diferentes do saudavel [Pelletier e col., 2002], apresentando G’
sempre menor que G” na faixa de freqiiéncia de movimentacdo do joelho e nao

apresentando um ponto de gel (G'=G").
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Outro estudo reoldgico foi realizado para o gel de guar e o Hilano.
Submeteu-se os dois materiais a uma freqiiéncia constante de 2 rad/s por 30

minutos. O resultado deste experimento esta mostrado na Figura 42.
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FIGURA 42 — Analise do comportamento viscoelastico para GelGGFISFEH e Hilano G-F
20 (W G, O G") a 36°C, e frequéncia de 2 rad/s.

Em todo o intervalo de tempo avaliado os moddulos G' e G” se

mantiveram constante, tanto para o gel de guar como para o Hilano G-F 20,
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demonstrando a estabilidade das propriedades viscoelasticas na freqiiéncia

avaliada (2 rad/s).

4.3.3. Caracterizacao comparativa da goma GGNP e GGFISFEH com seus
geéis
4.3.3.1. Conteudo de agua e teor de glutaraldeido

O conteldo de agua para o hidrogel de goma guar GelGGNP foi de 96%
e para 0 GelGGFISFEH foi de 98%. O liquido sinovial tem a agua como
componente majoritario, pois esta presente com um teor de 95% [Stanley,

Francone e Lossow, 1990].

Ja que o glutaraldeido tem toxicidade consideravel, propde-se um

método de quantificacao do residual deste reagente no hidrogel de goma guar.

O glutaraldeido apresenta um espectro na regidgo do ultravioleta bem
caracteristico. Quando em solucdo, este se apresenta em duas formas distintas,
como glutaraldeido monomeérico e polimérico. Das duas formas, tem-se indicios de
que a responsavel pela reticulacao seja a monomérica [Kawahara e col., 1992]. O
espectro de absorcao deste reticulante no ultravioleta possui duas bandas
bastante distintas, uma em 235 nm, que é devido a espécie polimérica, e outra

em 280 nm que € devido a espécie monomérica [Kawahara e col., 1992].

Tomando como base essa informacao de que o glutaraldeido apresenta
bandas caracteristicas no ultravioleta, fez-se uma curva padrao onde se relacionou
a concentracao de glutaraldeido com a absorbancia maxima no comprimento de
onda (1) de 235 nm. Solucdes de glutaraldeido com concentracdes conhecidas

foram preparadas e suas absorbancias medidas (Figura 43).
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FIGURA 43 - Espectro de UV para as varias solucoes padrdo de glutaraldeido em

tampao fosfato (pH = 7,3) e ampliacao na regidao de comprimento de onda de 280 nm.

Encontrou-se uma relacao linear (R= 0,999) entre a absorbancia maxima

(ABS) e a concentracao (C) para o glutaraldeido, sendo esta:

ABS =-0,0179 + 96,86 C (Equacao 4)

Conhecida a absorbancia da agua de lavagem do gel (descrito no
procedimento 3.6.14), considerando-se as diluicOes, calculou-se a quantidade de
glutaraldeido residual no GelGGNP. Para os 2 mL de GelGGNP, a quantidade de

glutaraldeido polimérico residual foi de 3,14 x 10 mols.

Considerando-se que a dosagem a ser aplicada na articulagcao de ratos
Wistar (200 g) é de 50 uL, a quantidade de GA pode ser expressa como mg de
GA/kg do animal. O teor de glutaraldeido na injecdo do GelGGNP é de 0,04 mg de
GA/kg do animal. A DL-50 do glutaraldeido em injecao intraperitonial € de 17,9
mg de GA por kg do animal [PTCL, 2006]. O residual de GA no GelGGNP é quase

490 vezes menor que a DL-50.



ABS

96

Pelo espectro na regiao do ultravioleta do glutaraldeido, observa-se que
ha uma predominancia da espécie polimérica (banda em 235 nm). Ja que a
espécie preferencialmente responsavel pela reticulaggo é a monomérica
[Kawahara, 1992], pode-se supor que um maior tempo requerido para a formacao
do gel de guar neste trabalho deva-se a predominancia da espécie polimérica.

No estudo de cinética de reticulacdo mostrado anteriormente, a reacao
de reticulagdao necessitava de um tempo minimo para que comegasse a ocorrer
(normalmente 6 dias). Como as espécies monomérica e polimérica se encontram
em equilibrio [Kawahara, 1992], supde-se que este tempo minimo seja gasto para
gque ao consumir a espécie monomérica (que se encontra em uma quantidade
muito pequena) o equilibrio desloque-se no sentido de originar mais espécie

monomérica e dai entao a reacdo possa ocorrer mais rapidamente.

4.3.3.2. Infravermelho da GGNP e GGFISFEH e dos seus respectivos géis

Os espectros de infravermelho para a goma e o gel obtidos em
pastilhas de KBr estdo mostrados na Figura 44. Freqiiéncias relativas aos grupos
O-H (3000-3490 cm™), aos grupos C-O de dlcool (1016 e 1074 cm™) e relativa a
C-O-C (1159 cm™) s3o observadas de modo semelhante tanto para a goma guar

como para o gel, sendo estas freqliéncias caracteristicas de polissacarideo.
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FIGURA 44 - Espectro de infravermelho da GGNP e seu gel e GGFISFEH e seu gel.

A banda em 1657 cm™ é observada tanto para as gomas quanto para

0s géis, podendo ser atribuida a agua presente como umidade. Ao comparar os
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dois espectros de infravermelho, observa-se que estes sao bastante semelhantes,
indicando que nenhuma modificacao que nao fosse esperada tenha ocorrido na
estrutura da goma guar quando submetida a reticulacdo, pois a reagao de
reticulacdo da goma guar com glutaraldeido n3o gera grupamentos diferentes

daqueles ja presentes na estrutura do polissacarideo.

4.3.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da GGNP, GGFISFEH

e dos seus géis.

A andlise morfoldgica obtida por Microscopia Eletronica de Varredura

das gomas e dos seus géis esta mostrada na Figura 45.
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FIGURA 45 — MEV da GGNP, GELGGNP, GGFISFEH e GelGGFISFEH (aumento de 500X)

Observando-se a analise morfoldgica da GGNP percebe-se que com a
saida de agua durante a secagem por liofilizacao forma-se uma estrutura fragil e

de aspecto esponjoso. Ja o gel apresenta poros bem definidos, formando canais
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tridimensionais com diametros variados. A distribuicdo destes poros é bem
homogénea, com eles formando uma rede com estrutura interconectada.

A GGFISFEH apresenta-se com uma estrutura mais compactada e
menos esponjosa do que a da GGNP. Comparando-se GGFISFEH com seu gel,
percebe-se uma estrutura com uma formacao mais compactada para o gel.
Diferentemente do gel de GGNP, o gel de FISFEH apresenta uma estrutura
compactada e nao porosa.

A andlise morfoldgica do Hilano G-F 20 seco esta mostrado na Figura
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FIGURA 46 — MEV do Hilano G-F 20 dialisado e liofilizado (aumento de 500X e 1000X)

Percebe-se que com a saida de agua durante a secagem por liofilizacdao
forma-se uma estrutura heterogénea, com regides mais porosas e regides mais
compactadas. Essa diferenca de regides pode estar relacionada com a composicao
do Hilano G-F20, ja que este € uma composicao de material reticulado sollvel
(Hilano fluido) e insoltuvel (Hilano gel) em agua. A parte do polissacarideo em
solucao, quando congelada e seca, daria uma estrutura mais aberta (porosa). A
parte insoluvel ficaria mais compactada em agua e quando congelada e seca

manteria essa compactacao.
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4.3.3.4. Analise termogravimétrica da GGNP, da GGFISFEH e dos seus
geéis
Os termogramas de TGA para a GG e GelGG liofilizados estao

mostrados na Figura 47 em atmosfera de ar sintético.
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FIGURA 47 — Termograma das amostras de GGNP, GGFISFEH e dos seus géis obtida em

atmosfera de ar sintético.

A Tabela 15 mostra o resumo dos parametros térmicos para as gomas

e seus géis.
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TABELA 15 — Analise termogravimétrica am ar sintético da GGNP, GGFSIFEH e dos seus

géis

T max nos eventos (°C)

%residuo
Amostra T; (°C)
o
I II III (900°C)
GGNP 174 67 276 - 2,7
GelGGNP 198 67 292 431 2,3
GGFISFEH 226 55 294 422 4,3
GelGGFISFEH 226 55 290 436 4,3

O primeiro evento de perda de massa para 0s quatro materiais
corresponde a perda de umidade. Os outros eventos demonstrados sado atribuidos
a decomposicdo dos materiais. A temperatura inicial da GGNP é menor que a do
seu gel. No entanto, tanto a GGNP quanto o seu gel tém temperaturas iniciais de
decomposicao menores que as temperaturas iniciais da GGFISFEH e do seu gel.
Em atmosfera de ar sintético, a diferenca entre a temperatura maxima de
decomposicao (Tmax) Mostrada pela DTG do gel e da goma GGNP foi de 16°C.
Gliko-Kabir e col. [1999] encontraram diferencas de 10 a 30°C na Tmax entre a
goma guar e seus reticulados com GA. Para GGFISFEH ndo ha diferenca entre a
temperatura maxima de decomposicao e o seu gel, assim como também para os
valores de temperatura inicial de decomposicao.

Para a GGNP, a reticulagdo parece aumentar a estabilidade térmica
desta goma, ja para a GGFISFEH a reticulagdo ndo resulta em mudancas nos
parametros de estabilidade térmica.

A diferenca dos parametros de comportamento térmico da GGNP
mostrada na Tabela 15, para os parametros mostrados na Tabela 11, se deve a
forma da amostra. No caso da Tabela 11, a analise termogravimétrica foi realizada

com a amostra na forma de pd, ja no caso dos resultados da Tabela 15, a analise
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termogravimétrica foi realizada com a GGNP na forma de uma pastilha obtida por

liofilizacao.



4.4. Modificacao da Goma Guar
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4.4. MODIFICACAO DA GOMA GUAR - INTRODUGCAO DE GRUPOS
CARREGADOS

4.4.1. Rendimento das reacoes de modificacao da GGFISFEH

Os rendimentos para a reacao de oxidacao e sulfatacao foram de 78%

e 80%, respectivamente.

4.4.2. Caracterizacao da goma nao modificada GGFISFEH e das
modificadas GGOXID e GGSULF

4.4.2.1. Infravermelho

Com a finalidade de verificar a modificagao estrutural nos derivados de
GGFISFEH fez-se o espectro de infravermelho. Os espectros da goma sem

modificacdo e apds as modificacdes estdo mostrados na Figura 48.
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FIGURA 48 - Espectro de infravermelho de GGFISFEH, GGOXID e GGSULF.
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Os espectros de infravermelho mostram claramente a modificagao
ocorrida na estrutura da goma. A goma guar oxidada apresenta uma banda
diferenciada da goma guar sem modificacdo, sendo esta em 1730 cm™, atribuida

ao grupamento carboxila (COOH).

A goma guar sulfatada também apresenta uma diferenca em seu
espectro, o aparecimento de uma banda em 1262 cm™ bastante acentuada e a
intensificacdo da banda em 813 cm™. O aparecimento da banda em 1262 cm™ é
atribuido ao estiramento assimétrico da ligacdo S=0, e a banda em 813 cm™ pode

ser atribuida a vibracao assimétrica de C-O-S.

Os espectros de infravermelho confirmam a modificacao do

polissacarideo, tanto pela reacdo de oxidagdo, quanto pela sulfatacao.

4.4.2.2. Determinacao do teor de acido urdnico e grau de substituicao

O teor de acido urbnico da GGFISFEH oxidada foi de 32% (m/m),
apresentando assim um aumento no seu teor de acido urénico de 10 vezes apds a
oxidacao, ja que inicialmente (sem a modificacao) este material tinha 3% de acido
urénico.

O grau de substituicao para a goma oxidada foi calculado pela titulagao
potenciométrica com solucao de NaOH da solucao do polissacarideo carregada
com grupos acido. O volume gasto de NaOH foi relacionado ao nimero de moles
de grupos acido presentes. Este, por sua vez, foi relacionado com o nimero de
mols de unidades monossacaridicas. O grau de substituicdo (razdo entre o nimero
de mols de grupos carboxilato e o nimero de mols de unidade monossacaridica)
para a oxidada foi de 0,36.

O teor de enxofre da goma guar sulfatada, da goma nao modificada e
da goma modificada por sulfatagdo foi determinado por andlise elementar. A goma
nao modificada apresentou um teor zero de enxofre, enquanto que a amostra
modificada por sulfatacao apresentou um teor de enxofre de 9,79%. Através do

teor de enxofre, o grau de sulfatacdo da amostra foi calculado. O grau de
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sulfatacao (razdo entre o numero de moles de grupos sulfato e o nimero de

moles de unidade monossacaridica) assim calculado foi de 0,60.

4.4.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear de *C e 'H

As amostras de GGFISFEH e GGOXID foram analisadas por ressonancia
magnética nuclear mono e bidimensional. A goma guar sulfatada GGSULF foi

analisada apenas por RMN monodimensional.

Primeiramente avaliou-se os espectros da goma guar sem modificacao
GGFISFEH. A Figura 49 mostra o espectro de RMN de *C desta goma. As
atribuicoes dos deslocamentos utilizadas estdao baseadas nos resultados de
Gransdalen e Painter [1980], onde os autores estudaram a composicao e a
seqliéncia das galactomananas de sementes de leguminosa (goma guar e goma

da “locust bean”) por ressonancia magnética nuclear.
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FIGURA 49 - Espectro de RMN-'3C da goma GGFISFEH niao modificada em D,0.
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Enfocando-se a regido de carbono anomérico, observa-se um sinal em
103 ppm, atribuido ao carbono anomérico (C1) da manose que pode estar
ramificada ou ndo no carbono 6. Um outro sinal em regidao de carbono anomeérico

(101,8 ppm) ¢é atribuido ao C1 da galactose.

Na regiao de 80 a 71 ppm tem-se os sinais de C2 a C5 da galactose e
manose. Na regido de carbono primario tem-se o sinal do C6 da galactose (64,2
ppm) e para a manose tem-se dois sinais bem distintos, um sinal em 69,6 ppm,
que é atribuido ao C6 da manose que esta ramificada e um outro sinal em 63,6

ppm, atribuido ao C6 da manose que nao esta ramificada.

Com base no trabalho de Gransdalen e Painter [1980], os valores de
deslocamento de '°C para a goma guar GGFISFEH e suas atribuicdes estdo

mostrados na Tabela 16.

TABELA 16 — Atribuicdes dos deslocamentos quimicos de RMN-'3C da goma GGFISFEH.

Deslocamento (ppm) Atribuicao
63,6 C6 manose livre
64,2 C6 galactose
69,7 C6 manose substituida
71,5 C3 galactose
72,4 C2 galactose
72,5 C4 galactose
73,0 C2 manose
74,3 C5 galactose
74,6 C3 manose
76,4 C5 manose substituida
78,2 C5 manose livre
80,0 C4 manose
101,9 C1 galactose
103,1 C1 manose
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Para melhor elucidacao da estrutura da guar sem modificacao, foi
realizado um RMN bidimensional, o HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence), onde sdo observados os acoplamentos entre hidrogénio e carbono da
mesma ligacao quimica. O espectro de HMQC da goma guar ndo modificada

(GGFISFEH) esta mostrado na Figura 50.
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FIGURA 50 - Espectro de HMQC da goma nao modificada GGFISFEH em D,0.

Através de espectro de HMQC, correlacionou-se os hidrogénios da
estrutura do polissacarideo com cada carbono ligado diretamente a eles. A
correlagdo tomou como base os valores de deslocamento de *C da Tabela 16. Os

valores destas correlagdes estao mostrados na Tabela 17.
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TABELA 17 — Atribuicdes das correlacdes 'H-'3C observadas no espectro de HMQC da

guar sem modificacao (GGFISFEH)

Deslocamento quimico (ppm)

Atribuicao

3C (ppm) *H (ppm)
103,1 4,94 C1/ H1 Manose
101,9 5,21 C1/ H1 Galactose
80,0 4,09 C4/ H4 Manose
78,2 3,74 C5/ H5 Manose livre
76,4 3,95 C5/ H5 Manose substituida
74,5 4,02 C3/ H3 Manose
74,3 4,10 C5/ H5 Galactose
73,0 4,31 C2/ H2 Manose
72,6 4,13 C4/ H4 Galactose
72,4 4,20 C2/ H2 Galactose
71,5 4,04 C3/ H3 Galactose
69,7 4,04 C6/ H6 Manose substituida
69,7 4,16 C6/ H6 Manose substituida
64,2 4,02 C6/ H6 Galactose
63,7 4,10 C6/ H6 Manose livre

O espectro de RMN de *C da goma guar oxidada (GGOXID) é mostrado

na Figura 51, juntamente com o da goma sem modificacao para efeito de

comparacao.
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Comparando-se os espectros de RMN *C da goma n3o modificada e a
goma oxidada observa-se o desaparecimento total do sinal em 63,7 ppm de C6 da
manose livre (manose nao ramificada com galactose), e o aparecimento de dois
sinais em 177,5 e 177,8 ppm, indicando a presenca do grupo C=0 do acido,
confirmando a modificagao. O desaparecimento total do sinal de C6 da manose
livre indica que esta foi totalmente substituida na reacdo de oxidacdo. Na goma
guar (manose:galactose = 1,6:1), existe a possibilidade de reacao modificagao no
C6 tanto da manose quanto da galactose [Sierakowski e col., 2000], como mostra

a Figura 52.

FIGURA 52 — Estrutura da guar mostrando as hidroxilas que podem ser oxidadas pelo

reagente TEMPO. M= manose e G= galactose. [Sierakowski e col., 2000]

Para melhor elucidar a modificagao da guar por oxidacao, realizou-se o

experimento de HMQC para esta amostra (Figura 53).
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FIGURA 53 - Espectro de HMQC da goma modificada GGOXID em D,O0.

Comparando-se o espectro de HMQC da goma sem modificacao (Figura
50) com o da goma oxidada, observa-se na regido de carbono anomérico que o
sinal devido ao C1 da manose faz correlacdo com dois hidrogénios, C1 Man/ H1
Man (103,1/ 4,94 ppm) e C1 Man/ H1 Man (103,1/ 4,88 ppm). O primeiro sinal
C1 Man/ H1 Man (103,1/ 4,94 ppm), ja esta presente na GGFISFEH, mas o
segundo nao, indicando que na modificacao por oxidacao o H1 da manose sofre
perturbacao do novo grupo e desloca para um valor menor (-0,06 ppm).
Deslocamento semelhante esta relatado para o H1 da manose livre apds a
oxidacao de galactomanana de Leucaema leucocephala no trabalho de
Sierakowiski e col. [2000].

A Figura 54 mostra o espectro de HMQC expandido sem a regiao de
carbono anomeérico da GGFISFEH e GGOXID.
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Comparando-se os dois espectros de HMQC, observa-se claramente o
desaparecimento do sinal de C6/H6 da manose livre (63,7/4,10 ppm) e C5/H5
manose livre (78,2/3,74 ppm) e o aparecimento de dois novos sinais, um de C
(79,2 ppm)/H (3,95 ppm) e outro em C (81,2 ppm)/H (4,14 ppm).

O desaparecimento do sinal em C6/H6 da manose livre (63,7/4,10 ppm)
indica a sua total modificagao. Com a oxidacao do C6 da manose, os sinais de C5

e C4 sao afetados pela nova vizinhanca.

O aparecimento de um novo sinal em C (79,2 ppm)/H (3,95 ppm) em
regiao proxima do C5 da manose livre (C-78,2/ H-3,74 ppm), pode indicar que
este sinal trata-se do novo sinal de C5 da manose oxidada. Com a oxidacao, o
sinais de C5 e H5 seriam deslocados para valores maiores de deslocamento. O H5
do acido manuronico tem um deslocamento quimico em 3,63 ppm, ja para o H5
da manose o deslocamento quimico é de 3,38 ppm, uma diferenca de +0,25 ppm
para o manuronico [Agrawal, 1992]. Variagdo semelhante ocorreu para o H5 de

manose da guar oxidada.

O deslocamento quimico do C4 da manose ocorre em 67,7 ppm,
enguanto que o do C4 do acido manuroénico aparece deslocado em +2 ppm (69,6
ppm) [Agrawal, 1992]. A correlagao de C4/H4 da goma nao oxidada aparece em
80,0/4,09 ppm, enquanto que o da goma oxidada aparece em 81,2/4,14 ppm,
uma variagao (+2,2 ppm), semelhante a observada entre o C4 da manose e do
acido manuronico. Os resultados indicam que a oxidacao ocorreu majoritariamente

Na manose.

A modificacdo da guar por sulfatacao foi estudada por RMN
monodimensional. A Figura 55 mostra os espectros de RMN de 3C da guar
sulfatada (GGSULF) e da guar sem modificacao (GGFISFEH).
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Comparando-se os dois espectros percebem-se novos sinais em 70,3;
75,6 e 100,5 ppm. O primeiro sinal é devido a insercao do grupamento sulfato em
carbono primario (C6), o que provoca um deslocamento do sinal de CH, para uma
regiao de maior deslocamento quimico (70,4 ppm). A comprovacao que este novo
sinal € um CH, substituido foi obtida analisando-se o espectro de DEPT 135 da
goma sulfatada (Figura 56). Neste experimento, os sinais devido a CH, aparecem

opostos aos grupos CH e CHs.

T
pan 110 100 g0 B2 70 BG

FIGURA 56 - Espectro de DEPT da goma modificada por sulfatacao GGSULF em D,0.

A permanéncia do sinal de C6 de manose livre apds a modificacdo da
amostra de guar é um indicio de que a sulfatacdo ndao ocorre nesta posicao.
Alguns aspectos do espectro de RMN de 3C mostrado na Figura 55 apontam para

a ocorréncia da sulfatacdo preferencialmente no C6 da galactose.

Contreras e col. [1988] mostraram que apds a sulfatacdo da metil-
galactopiranose observa-se um aumento de 2,2 ppm no C5 e uma diminuicao no
deslocamento do carbono anomeérico. Baseado nestes dados atribuiu-se os novos
sinais em 75,6 ppm (deslocado em +1,4 ppm) e 100,5 ppm (deslocado em -0,05
ppm) a C5 e C1 da galactose sulfatada.
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4.4.2.4. Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

Para avaliar se as amostras de goma guar modificadas sofreram algum
tipo de degradacao, avaliou-se a massa molar por GPC. Os cromatogramas estao

mostrados na Figura 57.

—— GGFISFEH
- - -GGOXID
----- GGSULF

Resposta do detector (IR)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tempo de retencéo (min)

FIGURA 57 - GPC de GGFISFEH, GGOXID e GGSULF em solucao salina de NaNO:.

Analisando o cromatograma, observa-se que as gomas modificadas
apresentam um deslocamento para regides de maiores tempos de retengao,
indicando valores de massa molar menores. Com a introducao de grupos
carregados, esperava-se que os cromatogramas das gomas modificadas fossem
deslocados para a esquerda em relagao ao da goma sem modificacao (regiao de
maior massa molar), devido ao aumento no volume hidrodinamico resultante da
introdugdo das cargas. Entretanto, o deslocamento mostrado para as modificadas
foi para a direita, o que indica reducao da massa molar. A GGSULF apresenta um
ombro na sua distribuicao, localizado em 14,8 minutos, outro em 18,65 minutos e
um pico principal com tempo de retencao em 15,6 minutos. A goma oxidada

apresenta apenas um pico principal com tempo de retencao em 15,6 minutos.
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4.4.2.5. Espalhamento de luz para calculo de massa molar ponderal
média
Os valores de massa molar ponderal média (M) foram calculados

pelos resultados obtidos no experimento de espalhamento de luz. Os valores de

M, para goma FISFEH e para suas modificadas foram calculadas com base no
grafico de Zimm obtidos. Os valores de massa molar ponderal média para
GGFISFEH foi de 3,87 x 10° g/mol, para GGOXID foi de 2,62 x 10° g/mol e para
GGSULF foi de 2,79 x 10° g/mol.

Para a GGFISFEH, a diferenca de valores de massa molar ponderal
média (3,87 x 10° g/mol) e massa molar de pico obtida pelo GPC (1,0 x 10° g/mol)
se deve ao fato de que a M, leva mais em consideracdo as cadeias de massas
molares maiores.

Esses resultados demonstram que ocorreu reducao na massa molar
para as gomas modificadas apds as reacdes as quais foram submetidas. O valor
de massa molar ponderal para GGOXID foi menor que o da GGSULF, isto pode ser
devido a distribuicao ndo homogénea de massa molar da GGSULF, ja que o GPC

desta goma mostra um ombro na distribuicao.

4.4.2.6. Viscosidade Intrinseca

Solugdes das gomas GGFISFEH nao modificada, GGOXID e GGSULF
foram preparadas na concentracao inicial de 0,3% em solucao 0,1 M de NaCl, com
o auxilio de agitagdo magnética por mais de 24 horas. As solugdes foram filtradas
em funil G4. A viscosidade intrinseca foi determinada pela equacao de Huggins

relacionando a viscosidade reduzida com a concentracao pelo grafico da Figura 58.
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= GGOXID
o GGFISFEH
A GGSULF

n /c (dL/g)
s

0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15 0,18 0,21 0,24
Concentragao (g/ dL)

FIGURA 58 - Grafico de nesp/C Vversus concentragao para GGFISFEH, GGOXID e GGSULF
em solucdao de NaCl 0,1 M.

Os valores de viscosidade intrinseca foram 6,2; 2,2 e 4,9 dL/g, para
GGFISFEH, GGOXID e GGSULF. Para as duas amostras de goma ocorre reducao
de viscosidade intrinseca, sendo maior para a goma guar modificada por oxidacao,
reducao de 2,8 vezes. Em seu trabalho sobre oxidacao de galactomananas,
Sierakwoski e col. [2000] obtiveram derivados que sofreram reducao nos valores

de viscosidade intrinseca de 1,3 vezes.

4.4.2.7. Reologia Rotacional das solucdes aquosas

Solugdes das gomas GGFISFEH, GGOXID e GGSULF foram preparadas
na concentracdo de 1% em agua deionizada com o auxilio de agitacao magnética
por mais de 24 horas e estudadas por reologia rotacional. A Figura 59 apresenta

estes estudos reoldgicos.
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FIGURA 59 - Grafico de viscosidade versus taxa de cisalhamento para GGFISFEH,
GGOXID e GGSULF em solucao aquosa 1% a 25°C.

A solugao de goma nao modificada e sulfatada demonstram uma certa
pseudoplastia, enquanto que a solucgago de goma oxidada apresenta
comportamento Newtoniano. Em uma taxa de cisalhamento de 200 s, os valores
de viscosidade foram de 58, 39 e 9 mPa.s para a GGFISFEH, GGSULF e GGOXID,

respectivamente.

4.4.2.8. Analise Termogravimétrica

A modificacao da goma guar pela introducao de grupos carregados
negativamente pode resultar em um comportamento térmico diferenciado. Para
verificar esta modificacao, estudaram-se as gomas por analise termogravimétrica.
A Figura 60 mostra as curvas termogravimétricas para GGFISFEH, GGOXID e
GGSULF.
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FIGURA 60 - Curvas termogravimétricas e DTG das amostras de GGFISFEH, GGOXID e
GGSULF em ar sintético.

Os eventos térmicos mostrados pela andlise termogravimétrica estao

resumidos na Tabela 18.

TABELA 18 - Parametros de termogravimetria em ar sintético para GGFISFEH, GGOXID
e GGSULF.

Tmax NOs eventos (°C)
Amostra Ti (°C) Residuo (%)
I II III v

GGFISFEH nao

214 55 296 419 - 3,0
modificada
GGOXID 196 55 243 522 - 12,6
GGSULF 175 55 219 388 440 17,8

Todas as amostras apresentam um evento de perda de massa em 55°C,

que indica a perda de umidade. A goma guar sulfatada apresenta 3 eventos de
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decomposicao, enquanto que a GGFISFEH nao modificada e a goma oxidada
apresentam dois eventos de decomposicdo. O residuo das amostras de goma
modificadas sao consideravelmente maiores do que o da goma sem maodificacao.
Este aumento no residuo pode ser atribuido ao contra-ion Na® presente na

estrutura do polissacarideo apos a reacao de modificacao.

As amostras de GGSULF e GGOXID foram dialisadas por 5 dias para a
retirada de todo sal residual das reacdes. ApoOs didlise, as amostras foram
liofilizadas e analisadas por analise termogravimétrica com aquecimento até
700°C. O residuo de GGSULF foi de 15% e para GGOXID foi de 7%. A reducao
dos residuos apos didlise indica que as gomas obtidas tinham sal residual
proveniente da reacao (2,8% para GGSULF e 5,6% para GGOXID).

As amostras modificadas apresentam diminuicao na temperatura inicial
de decomposicao (T;), sendo que esta reducao € mais acentuada na amostra de
goma sulfatada (40°C).

A termogravimetria também indica a diminuigdo de estabilidade térmica
da goma guar depois de sofridas as modificacdes por sulfatacao e oxidagao.
Diminuicao da estabilidade térmica para derivado oxidado de goma do cajueiro
[Cunha e col.,, aceito para publicacao] e para derivado oxidado de

galactoxiloglucana [Freitas e col., 2004] também foi observada.



4.5. Carboximetilacao da Quitina
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4.5. CARBOXIMETILACAO DA QUITINA

4.5.1. Fatores reacionais que podem influenciar no grau de

substituicao

Varias condicOes diferentes de reacao foram testadas a fim de avaliar
os fatores que podem influenciar no grau de substituicdo e rendimento da reacao
de carboximetilacao da quitina. A Tabela 19 traz resumidamente os fatores
avaliados, grau de substituicao dos derivados obtidos e o rendimento de cada uma

destas reacoes.

O grau de substituicao foi calculado através do volume de NaOH gasto
na neutralizagdo dos grupos acidos (que foram adicionados com a reacao),
relacionando este volume com o nimero de mols de acidos. O nimero de mols de
acido foi relacionado com o nimero de mols de unidade monomérica. O grau de
substituicao foi entao definido como a razao entre o nimero de mols de grupos

carboximetil e o nUmero de mols de unidades monoméricas.

Em algumas condicOes avaliadas considerou-se nao haver a obtencao
de derivado carboximetilado, pois foram considerados apenas os derivados
soliveis. O grau de substituicdo (GS) obtido na reacao de carboximetilacao é
funcdo de varios fatores, tais como: proporcao de reagentes, temperatura,
duracao da reacao e solventes utilizados. Cada um destes fatores vai ser avaliado

separadamente.

O primeiro fator avaliado foi o tempo de permanéncia da mistura
quitina/NaOH em contato com o solvente isopropanol afeta o grau de substituicao

(GS) e o rendimento da reacao (Tabela 19, série A).
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O tempo de permanéncia no isopropanol é considerado zero, quando
apenas misturou-se a suspensao quitina/NaOH a este solvente e logo realizou-se a
neutralizacgdo com acido monocloroacético. Essa condicdao ndo originou um
derivado soluvel. Para os demais tempos, percebe-se que aumentar o tempo de 2
para 4 horas, ocorre uma diminuicao tanto no GS da carboximetilquitina como no

rendimento da reagao.

O papel do solvente na reacdao de carboximetilagdo € garantir
acessibilidade do agente eterificante ao centro da estrutura do polimero [Barai,
Singhal, Kulkarni, 1997]. Para a carboximetilagao da quitina, um tempo de contato
entre a suspensdo quitina/NaOH com o solvente é necessario, ja que em um
tempo igual a zero, nao houve a formacao de derivado. Este tempo deve ser
necessario para garantir a acessibilidade do acido monocloroacético ao

polissacarideo.

A influéncia da razdo molar acido monocloacético/quitina esta mostrada
na Tabela 19, série B. O aumento da quantidade de AMCA aumentou o grau de
substituicao dos derivados carboximetilados. No entanto mesmo quando uma
grande quantidade de AMCA foi adicionada, nao houve uma mudanca consideravel
no GS. No caso das amostra 1B e 2B a quantidade de AMCA calculada foi
adicionada e o restante da neutralizacdo foi realizada com solucao de HCl 2M.
Para a amostra 3B a propria quantidade de AMCA adicionada foi suficiente para a

neutralizacao.

Comparando-se a amostra 2B e 3B verifica-se que elas tém GS
semelhantes. No entanto, o rendimento da reacdo é totalmente diferente. As
condicOes de obtencao do derivado 2B foram mais eficientes, ja que o rendimento

da reagao foi de 92%.

Na carboximetilacao da celulose, Barai, Singhal e Kulkarni [1997]
descrevem que a medida que aumenta a concentracdo de acido monocloroacético,
aumenta o grau de substituicdo, até certo valor. Apds este valor, mesmo

aumentando a concentracao de acido, o GS se apresenta constante.
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A influéncia da temperatura na reacao de carboximetilacao (etapa da
neutralizacdo) também foi avaliada e mostrada na Tabela 16, série C.A uma
temperatura de 15°C ndo ha formacao de derivado carboximetilado. O aumento
da temperatura (de 30°C para 50°C) ndao aumenta o grau de substituicao, sendo

gue o maximo de rendimento foi conseguido para uma temperatura de 30°C.

Para a carboximetilacdo da goma do cajueiro, um maximo do GS foi
conseguido em uma temperatura de 30°C [Silva e col., 2004]. Neste caso, os
autores testaram trés temperaturas (30, 55 e 70°C). A reacao de carboximetilacao
da inulina mostra que um aumento da temperatura de 55°C para 95°C resulta em
um decréscimo do GS de 0,73-0,65 [Verrast e col., 1995].

A influéncia do tempo de intumescimento da quitina na solugdo de
NaOH foi também avaliada e estd mostrada na Tabela 19, série D. O
intumescimento da quitina no NaOH é a primeira fase da carboximetilagdo da
quitina. Este é o tempo em que a mistura quitina em pd/ solucao de NaOH 50% é
deixada no freezer a -18°C. Neste tempo espera-se que haja a formacao do

alcodxido para posterior carboximetilacao.

Para um tempo de 6 horas, ndao ocorre a formacao de derivado
carboximetilado. Este tempo nao foi suficiente para a formagao do alcodxido. Com
a temperatura muito baixa e a insolubilidade da quitina, um tempo minimo de
contato deve ser necessario. Com o aumento do tempo de intumescimento houve
um aumento no GS, no entanto ocorreu uma reducdo muito grande do

rendimento da reacao.

O dUltimo fator avaliado foi a influéncia do solvente no grau de
substituicdo e o rendimento de carboximetilacdo da quitina que esta mostrada na
Tabela 19, série E. Ao utilizar dgua como solvente da reacdo, ndao ocorreu a
formacao de derivado carboximetilado. Ja quando foi utilizado uma parte de agua
e outra de isopropanol, o GS foi 0,35. Maior GS foi conseguido utilizando-se

isopropanol como solvente.
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Um maior GS também foi conseguido ao se utilizar alcool isopropilico
como solvente da reacao de carboximetilacao da celulose [Barai, Singhal, Kulkarni,
1997]. Neste mesmo trabalho, utilizando-se agua como solvente, o derivado de

celulose carboximetilada teve um GS baixo (0,14).

A diferenca no desempenho do solvente durante a carboximetilacao de
polissacarideo deve estar relacionado com a polaridade do solvente, ja que um
aumento na polaridade do solvente diminui a eficiéncia da reagdo de

carboximetilacao [Barai, Singhal, Kulkarni, 1997].

As melhores condicOes para conduzir a reacao de carboximetilacao da
quitina (amostra 2B=2C=1E)., considerando GS e rendimento da reagao sao as

seguintes:

tempo no isopropanol de 2 horas,
propor¢cao molar de 9,2:1 de acido monocloroacético:quitina;
tempo de intumescimento no NaOH de 16 horas;

neutralizacdo realizada a temperatura ambiente por 2 horas e

YV V V V V

solvente da reacao, o isopropanol.
Dentre todos os derivados obtidos escolheu-se um para a
caracterizagao, sendo este o derivado 3C, com grau de substituicao de 0,51 e

rendimento de reacdao de 57%. Este sera chamado de QCMT e a anadlises

mostradas a seguir para este derivado foi realizada com este na sua forma acida.

4.5.2. Caracterizacao da Quitina e do derivado carboximetilado (QCMT)

4.5.2.1. Espectro de infravermelho

Os espectros de infravermelho da quitina e do seu derivado QCMT

estao mostrados na Figura 61.
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FIGURA 61 - Espectro de absorcao no infravermelho da quitina e do derivado QCMT.

Freqiiéncias relativas aos grupos O-H (3000 — 3500 cm™), N-H (1650
cm™), aos grupos C-O de alcool (1016 cm™ e 1074 cm™), e C-O-C (1159 cm™),

que sao caracteristicas da quitina, podem ser observadas.

A diferenca significativa no espectro do derivado QCMT é o

aparecimento de uma banda de absorcdo em 1730 cm™, atribuida & vibracdo da

ligacdo C-O de grupo acido oriundo da carboximetilagao.

4.5.2.2. Espectro de RMN de '°C da quitina carboximetilada QCMT

A fim de melhor avaliar a modificacao da quitina por carboximetilacao

realizou-se o espectro monodimensional de RMN de '°C.

Primeiramente avaliou-se o espectro de RMN de 3C/MAS (Figura 62)

disponivel na literatura [Paulino e col., 2006] com suas atribuicoes.
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FIGURA 62 - Espectro de RMN de '3C/MAS da quitina [Paulino e col., 2001].

O espectro da Figura 62 mostra a localizacao de cada carbono da
estrutura da quitina, como: C1 (104,5 ppm), C2 (55,6 ppm), C3 (73,8 ppm), C4
(83,5 ppm), C5 (76,1 ppm), C6 (61,4 ppm), C de CH3 do grupo acetamida (23,2
ppm) e para o C de C=0 (173,5 ppm).

A Figura 63 mostra o espectro de RMN de !*C para o derivado
carboximetilado QCMT.
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FIGURA 63 - Espectro de RMN de *C da quitina carboximetilada QCMT em D,0.

O espectro da quitina carboximetilada mostra diferencas quando
comparado ao espectro de quitina da literatura. O aparecimento de sinal em 177
ppm, vizinho ao sinal de acetoamida de maior intensidade em 175 ppm, indica a
presenca de carbono de grupo acido, confirmando assim a modificacdo.

O sinal de C6 (60,9 ppm) esta claramente mostrado no espectro da
quitina. No entanto, dois novos sinais surgem na regidao de carbono de CH,, um
mais intenso em 71,0 ppm e um mais discreto em 69,8 ppm. A fim de confirmar
se estes sinais realmente se tratam de carbono de CH, um experimento DEPT 135

da quitina carboximetilada e o espectro esta mostrado na Figura 64.
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FIGURA 64 - Espectro de DEPT 135 da quitina carboximetilada QCMT em D,0.

No espectro de DEPT 135 da QCMT pode-se observar o sinal de CH,
em 60,9 ppm, atribuido ao C6 das unidades de quitina sem modificacao (-
CH,0H). Além deste sinal observa-se um grupo de sinais de CH; na regiao de
65 a 72 ppm devido aos deslocamentos do carbono C6 do polissacarideo
substituido pelo grupo carboximetil bem como -CH,- do grupo carboximetil
adicionado a estrutura da quitina com a carboximetilacdo. Resultados
semelhantes foram encontrados para a quitina carboximetilada por Tokura e
col. [1983]
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4.5.2.3. Determinacao da massa molar da quitina carboximetilada
(QCMT)

A massa molar ponderal (My) e o raio de giro ponderal (Rg) do
derivado carboximetilado foram determinado através do grafico de Zimm

mostrado na Figura 65.
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FIGURA 65 — Grafico de Zimm da qutina carboximetilada em solucdo salina de NaNO;
0,1M.

Os valores de My e Ry para a quitina carboximetilada foram de 3,3 x
10° g/mol e 132 nm, respectivamente.

A massa molar poderal encontrada para a QCMT esta proximo ao valor
de massa molar viscosimétrica de 3,2 x 10° g/mol encontrada para a quitina

carboximetilada sintetizada por Zhao e col. [2001].

4.5.2.4. Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica das amostras de quitina e QCMT em ar

esta mostrado na Figura 66.
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FIGURA 66 - Curvas termogravimétricas e DTG das amostras de Quitina e QMTL em ar

sintético.
Os eventos térmicos mostrados pela andlise termogravimétrica estao

resumidos na Tabela 20.

TABELA 20- Analise termogravimétrica em ar sintético da Quitina e QCMT.

Tmax Nos eventos (°C)
Amostra T; (°C) %residuo (900°C)
I II III v

Quitina 268 66 347 - - 4,0

QCMT 206 67 253 300 467 4,0

Tanto a amostra de quitina como o seu derivado carboximetilado
apresentam um evento de perda de massa em 66°C, que indica a perda de
umidade. A QCMT apresenta 3 eventos de decomposi¢ao, enquanto que a quitina
apresenta apenas um evento de decomposicdo. Os residuos das amostras sao
iguais.

O derivado carboximetilado apresenta uma grande reducao de sua

temperatura inicial de decomposicao (T;) quando comparado a da quitina, sendo
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esta reducdo de 60°C. Este derivado apresenta também um primeiro evento de
decomposicao em temperatura bastante inferior a temperatura observada para

este mesmo evento na quitina.

A termogravimetria indica a diminuicdo de estabilidade térmica da
quitina depois de carboximetilada. A redugdo de estabilidade térmica foi avaliada
pela diminuicao no valor da temperatura inicial de decomposicao (reducao de
60°C). Essa diminuicao de estabilidade térmica pela introducdo de cargas na
estrutura do polissacarideo ocorreu também com a goma guar, como foi
anteriormente mostrada. De acordo com Villeti e col. [2002], em geral, a
introducdo de grupos carregados diminui a estabilidade térmica de polissacarideos

neutros.



4.6. Testes Farmacologicos
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4.6. TESTES FARMACOLOGICOS

4.6.1. Efeito de preparacoes de goma guar em cavidades articulares de
ratos

Primeiramente investigou-se o efeito da administracao per se de
solugbes da goma guar nao purificada e purificada pelo método fisico+Fehling
(GGFISFEH) na cavidade articular de ratos Wistar. O efeito da administragao foi
avaliado pela incapacitacao articular medido pelo tempo de suspensao da pata
(TSP) e pelo influxo celular. A incapacitacao articular foi determinada pelo valor
maximo entre a 32 e 42 horas.

A Figura 67 mostra o efeito da administracao de solucoes de goma guar

nao purificada (GGNP) e purificada (GGFISFEH) no tempo de suspensao da pata.
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FIGURA 67 - Efeito da administracao intra-articular de solucbes de GG sobre a
incapacitacdo articular em joelhos de ratos. “p<0,001 em relagdo a salina; *p<0,01;

**p<0,001 em relacao a GGNP, na mesma dose.
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A administracao de solugdes de GGNP provocou incapacitagao articular
dose-dependente, maxima entre a terceira e quarta hora. Entretanto, solucdes de
goma guar purificada (GGFISFEH) nao provocaram incapacitacao articular quando
comparadas a de animais controle (animais que se receberam apenas solucao
salina intra-articular). Valores de TSP para solucoes de GGNP diferem
significativamente (p<0,01) daqueles obtidos pela solucdo de GGFISFEH para a
dose de 400 pg intra-articular.

A Figura 68 mostra o efeito da administracao de solucoes de goma guar
nao purificada (GGNP) e purificada (GGFISFEH) no influxo celular. A contagem
total de leucdcitos no exsudato articular foi realizada 6 horas apds administragao

intra-articular.
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FIGURA 68 - Efeito da administracdo intra-articular de solucbes de GG sobre a
celularidade em joelhos de ratos. “p<0,001 em relacdo a salina; *p<0,01; **p<0,001 em

relacdo a GGNP, na mesma dose.
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De maneira similar, a administracao intra-articular de solucoes de goma
guar nao purificada (GGNP) provocou influxo celular dose-dependente, um efeito
nao apresentado por solugdes de goma guar purificada (GGFISFEH).

Investigou-se também o efeito da administracao per se dos géis de
goma guar nao purificada (GelGGNP) e purificada pelo método fisico+Fehling
(GelGGFISFEH) na cavidade articular de ratos Wistar. O efeito desta administracao
foi avaliado pela incapacitacao articular medido pelo tempo de suspensao da pata
(TSP) e pelo influxo celular. A incapacitacao articular foi determinada pelo valor
maximo entre a 32 e 42 horas.

A Figura 69 mostra o efeito da administracao de solucoes de goma guar

nao purificada (GGNP) e purificada (GGFISFEH) e dos géis GelGGNP e
GelGGFISFEH no tempo de suspensao da pata.

CIGGNP
[ GGFISFEH

TSP (s/1min)

solugdo 400ung  gel 400ug

FIGURA 69 - Efeito da administracao intra-articular de preparagoes (solucdo e gel) de
GG sobre a incapacitacdo articular em joelhos de ratos. *p<0,001 em relacdo a salina;
*p<0,01; **p<0,001 em relagio a GGNP, na mesma dose; $p<0,001 em relagio a GGNP 400ug

em solucao.

A incapacitagao articular foi maior em animais que receberam goma
guar nao purificada na forma de gel (GelGGNP), os quais apresentaram valores de

TSP significativamente superiores (p<0,001) aos apresentados pela goma guar
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nao purificada na forma de solucao (GGNP) (GelGGNP: 49,13+4,72s e GGNP:
32,95+4,05s).

A Figura 70 mostra o efeito da administracao de solucoes de goma guar
nao purificada (GGNP) e purificada (GGFISFEH) e dos géis GelGGNP e
GelGGFISFEH no influxo celular. A contagem total de leucdcitos no exsudato

articular foi realizada 6 horas apds administragdo intra-articular.
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FIGURA 70 - Efeito da administracdao intra-articular de preparacdes de GG sobre a
celularidade em joelhos de ratos. #p<0,001 em relacdo a salina; **p<0,001 em relagdo a

GGNP, na mesma dose.

O influxo celular foi maior em cavidades articulares que receberam
goma guar ndo purificada na forma de gel (GGNP: 1,969+0,331 x 10°
células/mm?) do que a goma n3o purificada em soluco.

A inocuidade da goma guar em cavidade articular de ratos é
dependente de sua pureza, ou seja, da isencao de contaminantes, em especial,
protéicos (Figuras 67-70). A goma guar nao purificada produz incapacitacdo
articular e influxo celular de maneira dose-dependente. Para a GG nao purificada,
a forma reticulada (gel) tende a produzir efeitos inflamatdrios mais intensos. A

retirada de contaminantes, pela associacao de um método fisico com o de Fehling,
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previne esses fendmenos. Para o tratamento intra-articular na osteoartrite (item

4.6.2), utilizou-se a guar purificada por esses métodos (GGFISFEH).

4.6.2. Efeito da administracao intra-articular terapéutica de goma guar
(gel e solucao) e do Hilano G-F 20 sobre a incapacitacao articular em

ratos submetidos a transeccao do ligamento cruzado anterior

Na pratica clinica, o Hilano G-F 20 é utilizado como administracoes
semanais, em pacientes portadores de osteoartrite, principalmente de joelhos, que
apresentem minimo ou nenhum derrame articular. No presente estudo,
administrou-se diariamente o gel de goma guar purificada (GGFISFEH), a partir do
40 dia apds a transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA). Nessa estratégia,
ocorreu aumento da incapacitacao articular, quando comparada a de animais do
grupo OA nao tratados. Considerando que as injecOes didrias a partir de 3 dias de
inducao do modelo de OA, por trauma local ou por aumento de pressao intra-
articular, pudessem estar promovendo esse incremento na incapacitagao articular,
decidiu-se fazer uma administracao Unica da goma guar e observar o efeito nos
dias subseqlientes.

A Figura 71 mostra a reducao da dor articular obtida pela administracao
ao 4° dia apods a TLCA de goma guar purificada pelos métodos fisico seguido de
Fehling (GGFISFEH), em gel ou solucao, assim como de Hilano G-F 20, na dose de
100 ug intra-articular. Enquanto que o efeito de GGFISFEH em solucao e Hilano G-
F 20 foram observados a partir do quarto dia, o efeito do GelGGFISFEH foi a partir
do quinto dia.

Na Figura 71, o grupo OA foi submetido a transeccao do LCA e o grupo
falso-operado (SHAM) foi submetido a artrotomia (operagdo cirdrgica para a

abertura de uma articulagao), sem transeccao do LCA.
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FIGURA 71 - Efeito de administracdo terapéutica intra-articular de Goma Guar em
solucdo (@) ou reticulada (gel) (b) e Hilano G-F 20 (c) em ratos submetidos a
Transeccao do Ligamento Cruzado Anterior (LCA) - curso temporal. *p<0,05; *p<0,01;
**¥¥p<0,001 em relagdo a OA; *p<0,001 em relagdo a SHAM.

A partir da curva temporal para cada grupo experimental, procedeu-se
ao calculo da area sob a curva (AUC), no intervalo compreendido entre 0 4° e o

70 dia apds a cirurgia articular. A goma guar em gel (GelGGFISFEH) ou solucdao
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(GGFISFEH) e Hilano G-F 20 reduziram em 34,2%, 32,3%, e 34,2%,
respectivamente, a area sob a curva (AUC) para grupo submetido a transeccao do
LCA (OA) (Figura 72).

Na Figura 72, o grupo falso-operado (SHAM) foi submetido a
artrotomia, sem transeccao do LCA. Animais NAIVE sao controles nao
manipulados. Grupo NT recebeu salina i.a. A incapacitagao articular foi avaliada
diariamente pelo Tempo de Suspensao da Pata (TSP) em segundos, até sete dias
apos a transeccao do LCA.

Interessante salientar que a inibicao da incapacitacao articular obtida
pelo gel ou pela solucao de goma guar foram absolutamente semelhantes ao

resultado obtido com o Hilano G-F 20.
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FIGURA 72 - Efeito de administracdao terapéutica intra-articular de Goma Guar em
solucdo ou reticulada (gel) e Hilano G-F 20 sobre a incapacitacao articular em ratos
submetidos a Transeccao fazem Ligamento Cruzado Anterior (LCA). *p<0,001 em relacao

a NT; #p<0,001 em relacdao a SHAM.
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Observou-se que animais OA tratados terapeuticamente com Hilano G-F
20 intra-articular apresentaram reducdo significativa no TSP, imediatamente apds
a administracao, alcancado valores semelhantes aos encontrados para animais
falso-operado (SHAM). E importante ressaltar que a analgesia pode ser obtida por
72 horas apds uma Unica administracao.

Embora o efeito analgésico das preparacdes de acido hialuronico tenha
sido relatado em estudos clinicos com humanos, pouco é conhecido acerca de seu
mecanismo de acdo. Segundo a hipdtese da viscossuplementacdo [Balazs e
Denlinger, 1993], o restabelecimento da viscoelasticidade do fluido sinovial
reduziria o atrito entre as estruturas articulares durante o movimento. Uma vez
que o atrito excessivo seria prejudicial a integridade da articulacdao, provocando a
degeneracao articular acompanhada de sintomas como dor e disfuncao, a
viscossuplementacao, por reduzir tal atrito, contribuiria para a diminuicao dos
sintomas de OA. Diante dessa hipotese, é coerente esperar uma reducao da
incapacitacdo articular imediatamente apds a administragdo de Hilano G-F 20.
Entretanto, os resultados de analgesia persistente nao sao conveniente explicados
pela hipdtese da viscossuplementacdo. Embora o clearance de acido hialuronico
em articulacoes de ratos nao tenha sido ainda determinado, dados a partir de
coelhos sugerem uma meia vida inferior a vinte e quatro horas para juntas
saudaveis [Lindenhayn e col., 1997], podendo, porém, ser abreviada na OA face a
vasodilatacao e ao aumento de permeabilidade vascular que ocorrem em artrites.

Observou-se que a solugao de guar GGFISFEH promoveu,
semelhantemente ao Hilano G-F 20, reducao da incapacitacao articular avaliada
imediatamente apds a administracdo. O efeito prolongado da guar em solucao foi
observado por 72 horas apds a administracdao. Para o GelGGFISFEH observou-se a
redugdo da incapacitacdo articular entre 24 e 72 horas apds a administragao.

A semelhanca com o discutido para o Hilano G-F 20, os resultados
obtidos ndo sdao coerentemete explicados pela hipdtese da viscossuplementacao
de Balazs e Denlinger (1993), ja que a viscosidade determinada para solucdes de

goma guar GGFISFEH estda em ordem de grandeza inferior aquela determinada
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para seu gel (GelGGFISFEH) ou Hilano G-F 20 e também o GelGGFISFEH tem
viscoelaticidade inferior a do Hilano G-F 20.

O registro do elevado clearance do acido hialur6nico em joelhos de
coelhos osteoartriticos [Lindenhayn e col., 1997] pode ser inferido para joelhos de
ratos, permitindo supor que a permanéncia da GG nas cavidades seja abreviada
suficientemente para promover analgesia por lubrificacdo das estruturas
articulares. A analgesia promovida pela GG em gel manifestou-se tardiamente,
fato também incoerente para a hipdtese de um elevado clearance dos
polissacarideos na articulagao de ratos.

Ha um relato na literatura de atividade analgésica para mananas. Foi
demonstrada a reducao da hiperalgesia térmica em ratos por uma D-manana O-
acetilada extraida do corpo de frutificacdo do fungo Dictophora indusiata [Ukai e
col., 1983]. Entretanto, os resultados de analgesia promovida por galactomananas
como a goma guar €, ao nosso conhecimento, a primeira demonstracao de efeito
analgésico para esse polissacarideo.

O mecanismo de acao da analgesia promovida pela GG em ratos
submetidos a transeccao do LCA €&, possivelmente, farmacoldgico. A determinacao
desse mecanismo de acdao demanda uma criteriosa investigacdo, a qual sera
objetivo de continuidade deste trabalho.

A partir dos resultados obtidos com a incapacitagao articular, pode-
se sugerir que preparacoes de GG parecem ser promissores substitutos para o
acido hialurénico na terapia da OA. Para conclusdo dessa proposicao, o efeito de

polissacarideos de GG sobre a lesdo da cartilagem necessita ser avaliado.

4.6.3. Efeito da administracao intra-articular terapéutica de goma guar
sem modificacao (GGFISFEH) e modificadas (GGOXID e GGSULF) sobre a
incapacitacao articular em ratos submetidos a transeccao do

ligamento cruzado anterior.

Investigou-se, também, o efeito da administracdo intra-articular de

solugdes da goma guar (GGFISFEH) e desta goma modificada pelas reacoes de
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oxidacao (GGOXID) e sulfatacdo (GGSULF) no tratamento terapéutico de
osteoartrite por transeccao do ligamento cruzado anterior em ratos Wistar.

O efeito da administracao intra-articular de 100ug de goma guar sem
modificacao (GGFISFEH), sulfatada (GGSU) ou carboxilada (GGOX) no quarto dia
apds TLCA foi avaliado pela incapacitacdo articular medido pelo tempo de
suspensao da pata (TSP) (Figura 73). Grupo com osteoartrite ndao-tratado (NT)
recebeu veiculo (salina i. art.). Os dados sdao expressos como a area (AUC) sob o

TSP versus tempo ap0s cirurgia articular, entre o quarto e o sétimo dias.
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FIGURA 73 - Efeito terapéutico local de preparagdes quimicamente modificadas de

goma guar sobre a dor articular, na fase inicial da OA por TLCA em ratos. *p<0,01 vs NT.

Neste teste avaliou-se o impacto de alteragdes estruturais, que
confeririam cargas negativas a estrutura da goma guar sobre a atividade
analgésica na osteoartrite por TLCA em ratos.

Foi demonstrado anteriormente que o polissacarideo de goma guar
exercia atividade analgésica independente da viscosidade da preparacao.

Observa-se que com a modificacao (Figura 73), a GGFISFEH perde sua
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atividade analgésica (Figura 73), fortalecendo a hipotese de que a ligacdo da
goma guar eletricamente neutra a um possivel receptor, seja o responsavel pela a

atividade analgésica deste polissacarideo.
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5. CONCLUSOES

O método mais eficiente na remogao de proteinas da amostra comercial de
goma guar foi o método conjunto fisico+Fehling, apresentando uma total
remocao de proteinas e uma reducao no teor de monossacarideos

contaminantes.

O método de reticulacdo da goma guar apresentou eficiéncia para a
obtencao de um gel fluido deste polissacarideo, que pode ter sua
viscosidade controlada durante sua obtencao, pela interrupcao da reacao

por colocacao do sistema em didlise.

O método de oxidacao e sulfatacdo utilizados para goma guar foram
eficientes para a introducdo de grupos carboxilico e sulfato,

respectivamente.

O método de carboximetilagdo da quitina apresentou eficiéncia na
modificacdo da estrutura deste polissacarideo, sendo que tanto o grau de
substituicao, quanto rendimento da reacao, pode ser manipulado, variando-

se alguns parametros nas condicdes de reacao de carboximetilacao.

A presenca de contaminantes agregados a estrutura da goma guar, em
especial proteinas, resulta em inflamacdo das articulacdes e dor quando

administrada nas articulagoes de ratos Wistar.

Com a purificacdo por fisico+Fehling, a goma guar administrada em
solucao na articulacao de ratos Wistar nao causa nem inflamacao e nem

dores significativas.

A goma purificada por fisico/Fehling, tanto em solugdo, quanto no estado
reticulado, tem potencial para ser utilizada no tratamento da osteoartrite, ja
que estes materiais apresentaram analgesia (diminuicao da dor) em ratos
Wistar acometidos de osteoartrite semelhante ao que apresentou o Hilano
G-20.
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> A viscosidade nao deve ser a Unica responsavel pela reducao da dor em
tratamento de osteoartrite por viscossuplementacdo, ja que GGFISFEH

tanto em gel como em solugao tiveram efeito de analgesia semelhante.

> A goma guar carboxilada (GGOXID) e a goma guar sulfatada (GGSULF) nao
reduziram a dor em modelo de osteoartrite por transeccao do ligamento
cruzado anterior em ratos Wistar, indicando que a introducao de grupos
carregados na estrutura da guar ndo melhorou sua agao terapéutica, pelo

contrario, anulou a acao da galactomanana neutra.

> Foi desenvolvido um polissacarideo com base na goma guar, com agao

terapéutica em osteoartrite induzida por TLCA.

> O efeito do agente viscossuplementador ndao esta relacionado com a

viscosidade deste.
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TRABALHOS FUTUROS

> Testar a goma guar purificada pelo método fisico (GGFIS) em ratos Wistar,
verificando tanto o efeito per se desta goma no espaco intra-articular

quanto o efeito terapéutico em osteoartrite induzida por TLCA.

» Testar a quitina carboximetilada no modelo de osteoartrite induzida por

transeccao do ligamento cruzado anterior em ratos Wistar.

> Avaliar a acdo terapéutica da goma guar na osteoartrite induzida por
transeccao do ligamento cruzado anterior, a fim de entender o mecanismo

de acdo de analgesia deste polissacarideo.
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ANEXO

ANEXO 1 - Declaragao de aprovacao junto ao CEPA-UFC.

ANEXO 2 — Lista de publicacoes
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DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentag¢io n?
03/03, sobre o projeto intitulado “Maodelo de osteoartrite por transeccio do
ligamento cruzado anterior em ratos efeitos de firmacos antiinflmatérios”,
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissio de
Etica em Pesqﬁisa Animal (CEPA) em reunido realizada em 27 de agosto de

2003.

Fortaleza, 03 de setembro de 2003

Profa. Dra. Gis ' ardo
Coordenadora da Comissfo de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
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