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ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a high molecular mass polysaccharide formed from
disaccharide units containing D-glucuronic acid and N-acetylglucosamine. The
microbial production is replacing the HA from animal tissues, and the literature
has focused on increasing the yield and molecular weight of this biopolymer. Due
to its hydrophilic and viscoelastic properties, HA has been extensively used in
viscosupplementation of synovial fluid of patients with arthritis, tissue repair,
ophthalmological surgery, and drug delivery. Likewise, HA constitutes an essential
component in a wide variety of cosmetics. In this review, we present some
structural properties, nutritional and physical factors of production by
Streptococcus zooepidemicus and some industrial applications of this attractive
biopolymer.
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RESUMO

O 4&cido hialurénico (AH) é um polissacarideo de alta massa molar constituido de
unidades dissacaridicas de acido D- glicurénico e N- acetilglicosamina. A produgdo
microbiana vem substituindo o AH de tecidos animais, e os trabalhos descritos na
literatura concentram-se na busca do aumento do rendimento e massa molar
deste biopolimero. Devido as propriedades hidrofilicas e viscoeldsticas, o AH tem
sido extensivamente utilizado na viscossuplementacdao de fluido sinovial de
pacientes com artrite, reparo tecidual, cirurgias oftalmoldgicas, e em preparagdes
de microcdpsulas para liberagao controlada de farmacos. Além disso, o AH
constitui-se um componente indispensavel em uma grande variedade de
cosméticos. Nesta revisdao descrevemos algumas propriedades estruturais, fatores
nutricionais e fisicos do processo de produgao por Streptococcus zooepidemicus e
algumas aplicagdes industriais deste importante biopolimero.

Palavras-chave: acido hialurénico, Streptococcus zooepidemicus, fermentacao,
aplicagdes industriais.
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INTRODUGCAO
O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de alta massa molar

gue consiste em unidades dissacaridicas polianidnicas de 4acido D-
glicurdénico (GIcUA) e N- acetilglicosamina (GIcNAc) unidos alternadamente
por ligacdes B (1 - 3) e B (1 - 4) (LAURENT; FRASER, 1992) (Figura 1).

Figura 1 Unidade repetitivas dissacaridicas do acido hialurénico. Fonte: Adaptado de
Boeriu et al, 2013.

/ o OH \
o HO I
| &/ﬁ_ H \I\

OH f

|
C

N-acetilglicosamina "

acidoglucurdnico

O AH é amplamente encontrado na natureza (ADAM; GHOSH, 2001). Nos
animais, de maneira geral, o AH é encontrado na matriz extracelular e
matriz pericelular, mas sua ocorréncia no espaco intracelular também foi
relatada (COWMAN; MATSUOKA, 2005). O AH desempenha diferentes
funcdes, tais como lubrificacdo, hidratacdo e manutencdo da estrutura
tecidual. Além disso, esta envolvido em eventos de proliferacdo e migracao
celular, bem como angiogénese (SCHIRALDI; GATTA; ROSA, 2010). OAH é o
principal constituinte do humor vitreo do olho humano (0,1 mg.mL'1 de
massa Umida), e do fluido sinovial (3-4 mg.mL™" de massa Umida). No
entanto, a maior quantidade de AH localiza-se na pele (0,5 mg.g’1 de tecido
Umido). O AH também estd presente em tecidos embriondrios, como o
corddo umbilical (4 mg.mL™). Curiosamente, as cristas de galo, uma por¢io

especializada da pele, também contém grandes quantidades de AH (até 7,5
mg.mL") (SCHIRALDI; GATTA; ROSA, 2010).
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Além de estar presente em todos os vertebrados, o AH também pode ser
encontrado na capsula de algumas cepas de Streptococcus (KOGAN et al.,
2007). O AH produzido comercialmente pode ser de origem animal ou
microbiana, sendo que ambos apresentam a mesma estrutura quimica do
polimero encontrado em humanos, podendo diferir apenas com relagao a
(COONEY et al., 1999). O AH de origem, animal é obtido
prioritariamente do corddao umbilical e de cristas de galo (KOGAN et al.,

massa molar

2007). No entanto, o processo de extracdo do AH de tecidos animais
apresenta desvantagens em relacdo a obtencao por via microbiana, devido
ao processo laborioso de extracdao e purificacdo que pode causar reducao
da massa molar e encarecer o produto final (Chong et al.,, 2005). Além
disso, a utilizacdo de substancias de origem animal em produtos
biomédicos encontra resisténcias devido ao risco de infec¢des virais. Desta
forma, a produgao de AH por processos fermentativos tem se tornado uma
alternativa cada vez mais atrativa e confidvel. Nesta revisao descrevemos
um breve histérico, algumas propriedades estruturais, fatores nutricionais
e fisicos do processo de producdo por Streptococcus zooepidemicus e
algumas aplica¢des industriais e biomédicas deste importante biopolimero.

HISTORICO

Em 1934 iniciou-se o estudo de uma molécula versatil, o AH. Seu estudo
teve inicio no laboratério de Bioquimica do Departamento de Oftalmologia
da Universidade de Columbia, onde Karl Meyer e seu assistente, John
Palmer, descreveram o procedimento para isolamento desta substancia,
até entdo desconhecida, a partir do humor vitreo bovino (MEYER; PALMER,
1934).

Na década seguinte, Meyer e colaboradores se dedicaram a isolar o AH
presente na pele, articulacGes, corddao umbilical e crista de galo (LAURENT,
2002). Em 1937, Kendall, Heidelberger e Dawson observaram semelhanca
entre um polissacarideo da capsula de bactérias do género Streptococcus
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do grupo A hemolitica e o AH, dando inicio assim ao estudo do AH de
Somente em 1950, Meyer e seus assistentes
determinaram a estrutura do AH e suas propriedades (LAURENT, 2002;
MCDONALD, HASCALL, 2002). A nomenclatura deste biopolimero resultou
da juncdao entre o termo grego hialdide, que significa vitreo, e acido
uronico, que é a denomina¢ao de uma das moléculas de monossacarideo

origem microbiana.

gue o compdem. Nos dias atuais, o AH é frequentemente referenciado
como hialuronato por estar presente na natureza ou em condi¢des
fisioldgicas, na forma de um polianion e ndo na forma de acido (LAURENT
2002; KAKEHI; YASUEDA; KINOSHITA, 2003; YAMADA; KAWASAKI, 2005).

ESTRUTURA E PROPRIEDADES
O AH pertence a um grupo de polissacarideos denominados

polissacarideos do tecido conjuntivo, mucopolissacarideos ou
glicosaminoglicanos. O AH pode conter em torno de 30.000 unidades
dissacaridicas repetidas na molécula extraida de tecidos animais, o que
significaria uma massa superior a 10’ Da (WEIGEL; HASCALL; TAMMY,
1997). Além disso, o AH é o uUnico glicosaminoglicano que nado é sulfatado e
nao esta ligado covalentemente a uma proteina central. Quando estendida,
a molécula de 4&cido hialuronico pode apresentar comprimento de
aproximadamente 15 um e diametro de 0,5 nm (COWMAN; MATSUOKA,
2005).

As fungdes bioldgicas do AH estao diretamente relacionadas com suas
conformagdes e interagdes especificas que dependem da massa molar,
concentragdao, ambiente local, forga i6Gnica, constante dielétrica, exposi¢ao
a forcas mecanicas perturbadoras e interacdo com proteinas e lipidios
(FOUISSAC MILAS; RINAUDO, 1993; HARDINGHAM, 2004; COWMAN;
MATSUOKA, 2005).

A conformac¢ao do AH no estado sdlido, determinada por difragao de

raios-x, revelou uma conformagao helicoidal simples contendo de 2 a 4

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

dissacarideos por volta, dependendo do fon presente (H*, Na*, K*, Ca®,
entre outros). Uma dupla hélice, contendo 4 dissacarideos por volta, foi
também observada sob condi¢des idnicas ndo usuais ( H'/K*, Rb*, NH,").
Todas estas estruturas sao estabilizadas por pontes de hidrogénio que
unem residuos de acguUcares adjacentes através de ligacdes glicosidicas
(COWMAN; MATSUOKA, 2005) (Figura 2).

Figura 2 Conformacgdo molecular do acido hialurénico. (a) Estrutura helicoidal simples do
AH. (b) Dupla hélice do AH. Fonte: Adaptado de Sheehan, Gardner e Atkins, 1977.

@) (b)

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS
Jul./Dez.,v.2,n.4, p. 42-58, 2013




HYALURONIC ACID: CHARACTERISTICS, MICROBIAL PRODUCTION AND INDUSTRIAL APPLICATIONS
PAN ET AL

Em solugdo, AH consisténcia com alta
viscoelasticidade e alto grau de hidratacdo devido as caracteristicas
estruturais da molécula (HARDINGHAM, 2004). O AH interage com a agua
por pontes de hidrogénio conferindo ao polimero alta capacidade de
retencdao de agua e rigidez conformacional (CHONG; BLANK, 1998). Por
o AH

semiflexivel, ocupando um grande dominio hidrodinamico com uma baixa

apresenta gelatinosa

conseguinte, assume uma estrutura enovelada randdmica
densidade de segmentos de cadeia. Essas propriedades combinadas a alta

massa molar fazem com que solucdes de AH apresentem um
comportamento ndo Newtoniano (SCOOT et al., 1999).

Hardingham (2004) afirmou que os d&tomos de hidrogénio axiais formam
uma face relativamente hidrofébica apolar, enquanto as cadeias laterais
equatoriais formam uma face hidrofilica de maior polaridade, criando uma
estrutura de fita torcida. Além disso, hélices de AH em solucdo podem ser
energeticamente e estericamente capazes de formar cadeias duplas de AH
por meio de interacdes entre as regides hidrofébicas da cadeia. Estas
regides sao responsdveis ndo apenas por estabilizar a formacdo de cadeias
duplas, como também pela formacdo de rede e agregacdo lateral de
cadeias de AH (WEISSMAN; MEYER, 1954).

A propriedade viscoelastica do AH no estado hidratado é uma de suas
principais caracteristicas. Tanto a elasticidade quanto a viscosidade sdo
andmalas, ou seja, ndo sdo constantes e variam com a taxa de
cisalhamento ou movimento oscilatério. Tal comportamento indica que o
AH é um lubrificante bioldgico ideal, reduzindo a carga de trabalho em
movimentos rapidos, sendo, por isso, abundante nos fluidos e bolsas

sinoviais e nas bainhas dos tenddes (FRASER; LAURENT; LAURENT, 1997).
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PRODUCAO MICROBIANA DE AH POR Streptococcus zooepidemicus

A producao do AH por processos fermentativos vem sendo proposta
como alternativa aos processos convencionais de extracao, resultando em
maiores rendimentos e maior gama de aplica¢des industriais (CHONG et al.,
2005). Em escala industrial, a produgcao microbiana de AH iniciou-se na
década de 1980. A cepa comumente utilizada é S. zooepidemicus, que pode
produzir, em condi¢ces adequadas, cerca de 6-7 g.L”* de AH. No entanto, a
producao de AH é limitada pela alta viscosidade no meio de fermentacao
gerada pela producdo do polimero, competicdo entre o crescimento
microbiano e a sintese de AH, e a formacdo de subprodutos, tais como o
acido latico (LIU et al., 2011). Desta forma, muitos estudos tem se
concentrado na busca por alternativas que elevem a produtividade e a
qgualidade do AH produzido por S. zooepidemicus.

Via Biosintética

O AH de origem microbiana é sintetizado como uma cdpsula extracelular
por Streptococcus dos grupos A e C de Lancefield, em particular
Streptococcus equi e Streptococcus equi subespécie zooepidemicus. Esta
capsula é excretada no meio de cultivo possibilitando o controle das
caracteristicas do polimero e do rendimento do produto (CHONG; BLANCK,
1998).

Para a sintese do AH, as células bacterianas mobilizam trés diferentes
enzimas: HAS (AH UDP-Glc UDP-Glc
pirofosforilase, que sao codificadas pelos genes, hasA, hasB, e hasC,

sintase), desidrogenase e

respectivamente, os quais estdo arranjados em um Unico operon
denominado de has (YAMADA; KAWASAKI, 2005). A Figura 3 apresenta um
esquema da rota metabdlica para a sintese de AH por Streptococcus.
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Figura 3 Via metabdlica de biossintese do AH por Streptococcus. Fonte: Adaptado de
Chong et al., 2005.
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A glicose-6-fosfato é um intermedidrio comum na producdo de
polissacarideos de estocagem em muitos organismos. A enzima a-
fosfoglicomutase (EC 5.4.2.2) converte a glicose-6-fosfato em glicose-1-
fosfato em uma reacao reversivel. A enzima UDP-glicose pirofosforilase (EC
2.7.7.9), por sua vez, catalisa a reacdo de UTP e da glicose-1-fosfato para
produzir o agucar nucleotideo UDP glicose. Por fim, o acido UDP-glicurénico
€ obtido por oxidagao especifica do grupo alcool primario de UDP-glicose
pela acdo de UDP-glicose desidrogenase (EC 1.1.1.22) (CHONG et al., 2005).
A sintese de N-acetilglicosamina se da pela transferéncia do grupo amino
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da glutamina para a frutose-6-fosfato por uma aminotransferase (EC
2.6.1.16) produzindo a glicosamina-6-fosfato. A transferéncia do grupo
acetil por uma acetiltransferase (EC 2.3.1.4) forma N- acetil glicosamina-6-
fosfato. Essa etapa consome energia, uma vez que a hidrélise da ligacdo
tioéster na molécula de acetil-CoA libera energia equivalente a hidrdlise de
ATP. O rearranjo do grupo fosfato por uma mutase (EC 5.4.2.3.) gera N-
acetilglicosamina-1-fosfato a partir de N- acetilglicosamina-6-fosfato. Logo,
a enzima pirofosforilase (EC 2.7.7. 23) adiciona UDP para obtenc¢ao de UDP-
N-acetilglicosamina. Para produzir 1 mol da unidade dissacaridica de AH,
sao requeridos 4 moles de ATP, sendo 2 moles consumidos nas duas
reacOes mediadas pela glicoquinase fornecendo as hexoses precursoras
fosforiladas para cada ramificacdo da via biossintética; e os outros 2 moles
de ATP sdo utilizados para regenerar os doadores UTP. A reagao de
oxidacao catalisada pela UDP- glicose desidrogenase gera 2 moles de NADH
para cada 1 mol de AH sintetizado (YAMADA; KAWASAKI, 2005).

A sintese de AH ocorre dentro da célula bacteriana através da enzima AH
sintase. Esta enzima estd associada a membrana celular e polimeriza as
unidades de 4cido D-glicurbnico e N-acetilglicosamina resultando na
molécula de AH (DOUGHERTY; RIJN, 1993; CHONG et al., 2005). Esta
enzima sintetiza um polissacarideo de alta massa molar que é
simultaneamente extrudado através da membrana até o espaco
extracelular para formar a cdpsula bacteriana. Isto permite a elongacdo do
polimero, sem qualquer restricdo e, consequentemente, o AH pode
apresentar alta massa molar (WEIGEL; HASCALL; TAMMY, 1997). Tlapak-
Simmons et al. (1999) apresentaram em seus estudos um modelo teérico
para a elongacdo da cadeia do AH no interior da membrana plasmatica

(Figura 4).
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Figura 4 Elongacdo da cadeia do AH na membrana plasmatica. O diagrama apresenta a
enzima hialuronato sintase (HAS) ligada a membrana plasmatica e as seis atividades
enzimaticas requeridas para a producdao do AH. A enzima apresenta 2 sitios de ligagao
distintos. Em (1) recebe a unidade UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) e em (2) o
acido UDP-glicurénico (UDP-GIcUA). Posteriormente, essas unidades sdo ligadas pela
acdo das enzimas B (1-4) GIcNAc (3) e B (1-3) UDP-GIcUA transferase (4). A unidade
dissacaridica do AH é ligada a um terceiro sitio (5). Esse processo pode ocorrer repetidas
vezes resultando num polimero de até 40.000 monossacarideos. Por fim, o polissacarideo
é excretado através da membrana até o espac¢o extracelular para formar a capsula
bacteriana (6). Fonte: Adaptado de Tlapak-Simmons et al. (1999).

B---->

Espaco Extracelular

Aumento da cadeia de AH

Espaco Intracelular B =GlcNac

@ =GlcUA

AH sintase

1 - Sitio de ligagdo UDP-GIcNAc | 4- UDP-GIcUA B(1-3) transferase
| 2- Sitio de ligacio UDP-GIcUA | 5 - Sitio aceptordo AH

Além de fornecer os precursores para a sintese de AH, essas duas vias

metabdlicas fornecem constituintes estruturais da parede celular

bacteriana, como peptidoglicanos, acidos teicdicos e polissacarideos
diversos (YAMADA; KAWASAKI, 2005). Desta forma, Chong e Black (1998)
observaram que a massa molar do AH produzido durante a fermentagao é
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inversamente proporcional a taxa de crescimento celular da bactéria.
Portanto, a taxa especifica de producao do AH aumenta com a diminuicdao
da taxa de crescimento especifica, de modo que maiores taxas de produgao
podem ser atribuidas a maiores taxas de polimerizacdo por meio da AH
sintase.

Resultados obtidos por Chong e Nielsen (2003) indicaram que a bactéria
do género Streptococcus apresenta metabolismo heterolatico em que
converte aproximadamente 85% da glicose em 4cido latico, acético e
etanol, 10% em 4cido hialurénico e 5% em biomassa. O crescimento das
células compete com a sintese de AH pela fonte de carbono e energia,
enquanto que o acumulo de acido latico pode inibir o crescimento celular e
(2003)
redirecionamento do fluxo de carbono do acido latico para o acido acético

a sintese de AH. Chong e Nielsen observaram que o
apresenta efeito positivo sobre a sintese de AH, pois a producao de acido
acético gera ATP que é necessario para a sintese do polimero.

Microrganismo produtor

A producdo de AH por Streptococcus é conhecida por mais de 50 anos, e
a maioria dos sistemas divulgados na literatura referem-se ao uso de
Streptococcus dos grupos A e C de Lancefield, onde o grupo A é
considerado como patégeno humano e o grupo C, patdgeno de animais
(KENDALL; HEIDELBERGER; DAWSON, 1937). Analises microscépicas dessas
bactérias sugerem que estas possuem células esféricas ou ovoides
tipicamente arranjadas em pares ou cadeias circundadas por uma capsula
celular (CHONG et al., 2005).

Streptococcus sao bactérias catalase

Gram-positivas, negativas,

anaerdbias facultativas com algumas estirpes aerotolerantes; nao
esporulam e produzem acido latico como subproduto do catabolismo da
glicose (CHONG et al., 2005). A cdpsula de AH é produzida como um fator

de viruléncia por esses microrganismos. Além disso, sao B-hemoliticos por
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exibirem B-hemdlise pela estreptolisina quando cultivados em placas de
agar sangue. Embora a correlacdo entre a capacidade de producdo da
estreptolisina e a patogenicidade do microrganismo nao esteja totalmente
esclarecida, o AH utilizado em aplicagdes médicas ou cosméticas ndao pode
estar contaminado com essa proteina (THONARD; MIGLIORE; BLUSTEIN,
1963; WOOLCOCK, 1974).

A partir da década de 80, mutantes de varias cepas foram isolados com a
finalidade de produzir AH livre de hialuronidase, enzima que despolimeriza
o AH, e de outras proteinas extracelulares, facilitando o controle do
tamanho do polissacarideo produzido. Desta forma, a utilizacdo de
mutagénese quimica seguida por um esquema de selecdo tem sido
realizada com sucesso para a obtencdo de mutantes nao-hemoliticos e
hialuronidase negativos (KIM et al., 1996) (Tabela 1).

Tabela 1 Cepas mutantes de S. zooepidemicus.

Cepa Caracteristicas Referéncia

Patogenicidade desprezivel

HA-116, ATCC 39920 NIMROD et al., 1988

(minimo de hemolisina)
KFCC 10830
ATCC 39506
NH-131 (FERM P-
7580 e FERM BP-
784)

KIM et al., 1996
BROWN; RUIZ; RINJ, 1988

Hialuronidase negativa
Hialuronidase negativa

AKASAKA; KOMASAKI; ARAI,
1989

Ndo hemolitica

STOOLMILLER; DORFMAN,
1969

ATCC 6580 Hialuronidase negativa

Meio de Cultivo para a Produgido do Acido Hialurénico

Streptococcus sao bactérias laticas que requerem meio de cultivo rico
para crescimento. De modo geral, os meios de cultivo incluem extratos de
levedura, peptonas ou hidrolisados de caseina como fonte de nitrogénio,
além de fatores de crescimento como sais de magnésio e fosfato
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(ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997). O rendimento de AH nas
fermentacdes bacterianas s3o relativamente baixos (0,1 g.g* de glicose) e
os requerimentos nutricionais influenciam na economia da fermentacao
devido aos custos elevados dos meios quimicamente definidos utilizados
para producdo em grande escala (CHONG; BLANCK, 1998). Desta forma,
muitos estudos estao sendo realizados na tentativa de reduzir os custos de
producao, aumentando assim o valor agregado deste biopolimero.

A fonte de carbono mais utilizada na producao de AH por fermentacao é
a glicose (KIM et al., 1996; ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997;
OGRODOWSKI; HOKKA; SANTANA, 2005; CHEN et al., 2009; IM et al., 2009;
PIRES; SANTANA, 2010). Neste sentido, a concentracdo inicial desta fonte
de carbono foi o fator que apresentou maior efeito na massa molar do AH
produzido por S. zooepidemicus (ARMSTRONG; JOHN, 1997). De acordo
com os autores, quando os monomeros UDP-GIcUA e UDP-GIcNac estdo
presentes em altas concentragdes, ocorre o alongamento da cadeia. Desta
forma, a concentracdo externa de glicose pode estar ligada a concentracdo
interna desses monOdmeros, uma vez que estes sdo derivados da glicose, ou
pelo crescimento diduxico observado em altas concentracdes de glicose (40
g.L). Embora a massa molar tenha sido maior em concentracées de glicose
mais elevadas, o rendimento em AH foi inferior devido as limitacdes de
transferéncia de massa decorrente do aumento da viscosidade do meio de
cultivo, que impede a manutencao de boas condi¢cdes de mistura no reator.
A maltodextrina como fonte de carbono também se mostrou promissora na
sintese de AH, resultando em um aumento significativo da produgao
(AROSKAR; KAMAT S. D; KAMAT D. V., 2012). Além disso, Chong e Nielsen
(2003) compararam o metabolismo do Streptococcus zooepidemicus em
meio contendo glicose e maltose e constataram uma maior eficiéncia de
conversao da fonte de carbono em acido hialurénico quando utilizaram
maltose.
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Outro fator nutricional bastante estudado sao as fontes de nitrogénio
organico que fornecem grande parte de carbono para a biossintese celular
(PIRES et al., 2010). Lai et al. (2011) investigaram o efeito da razdo carbono:
nitrogénio (C/N) em pH 7,0 para a producdo microbiana de AH e
encontraram um meio balanceado com razao 6tima de 2,5:1 para o S.
zooepidermicus ATCC 39920. Em um estudo realizado por Im et al. (2009),
foram avaliadas diferentes fontes de carbono e nitrogénio para producdo
de AH em Streptococcus sp. ID102, e observaram um aumento na produgao
de AH na presenca de 4% de glicose e 0,5% de extrato de levedura e
peptona de caseina. Além disso, a adicao de 0,04% de glutamina, 0,06% de
glutamato e 0,02% de 4cido oxdlico também resultou no aumento da
producdo de AH.

Na tentativa de reduzir custos, trabalhos recentes preocupam-se em
utilizar substratos alternativos e residuos agroindustriais como fontes
nutricionais para a producdo do polimero por fermentacdo. Pires et al.
(2010) avaliaram o suco de caju como uma fonte de carbono promissora
para a producdo do polimero atingindo 0,89 g.L'' de AH. Vazquez et al.
(2010) obtiveram uma reduc¢do de 50% no custo de produgao de AH por
Streptococcus zooepidemicus em meio contendo d4gua residual do
tratamento de mexilhdes e peptona de atum.

Adicionalmente, os macronutrientes, tais como magnésio, potassio e
elementos-tracos como ferro, zinco, manganés, molibdénio, cobalto, cobre
e calcio, sdao fatores nutricionais importantes para o cultivo de S.
zooepidemicus (PIRES; EGUSHI; SANTANA, 2010). Conforme descrito na
literatura, magnésio e atuam cofatores de

manganés como

glicotransferases responsaveis pela sintese da cadeia repetida de
dissacarideos. A atividade da maioria das glicotransferases depende de um
cation divalente, que contribui para a ligagao dos agucares-nucleotideos
devido a estabilizagdo da conformacdo da fracdo pirofosfato (PETROVA;

KOCA; IMBERTY, 2001). Além disso, cations divalentes, como o calcio, sdo
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importantes na conformacdo helicoidal da molécula de AH (WINTER;
ARNOTT, 1977). Por outro lado, Tlapak-Simmons, Baron e Weigel (2004)
observaram que cdtions monovalentes, como sddio e potdssio, inibem a
atividade da hialuronato sintase prejudicando a producao de AH.

Fatores que Interferem na produgdo do Acido Hialurénico
O AH de S.
fermentacdo em batelada em temperaturas proximas a 37°C e pH 7,5.

zooepidemicus é tradicionalmente produzido por

Porém, a alta viscosidade do meio limita a producdao do AH acima de 5-10
g.L'l, concentra¢Oes estas alcancadas por estirpes selvagens apds 6 a 16
horas de cultivo. A fermentacdo continua pode ser uma alternativa para
aumentar a producgdo, reduzir os custos e diminuir a polidispersidade
observada em processos em batelada (ARMSTRONG; JOHN, 1997).
Contudo, os processos continuos apresentam restricdes no que diz respeito
a sua baixa produtividade volumétrica, e ao uso de altas taxas de diluicao
devido a instabilidade do fendtipo da cepa produtora, o que justifica o
amplo emprego de processos em batelada na produc¢ao industrial do AH
(CHONG et al., 2005).

A combinacdao de um sistema em batelada com batelada alimentada foi
testado por Liu et al. (2008-b), resultando em um aumento de 32% em
relacdo a producdo por batelada. Esses autores observaram que o sistema
em batelada favorece a sintese de AH enquanto em batelada alimentada
tem-se um aumento no crescimento celular. Logo, utilizaram o sistema em
batelada alimentada durante 0-8 horas com a concentragdo de 1 g.L”' de
sacarose, seguido por um processo em batelada durante 8-20 horas
utilizando a concentracdo de sacarose inicial de 15 g.L™*. Segundo os
autores, o aumento na produc¢ao de AH quando utilizado um sistema com
duas fases, batelada e batelada alimentada, ocorreu em resposta ao
decréscimo da inibicao do crescimento celular e ao aumento do fluxo de
carbono para a sintese de AH.
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A temperatura é um importante fator que influencia tanto o crescimento
celular, quanto a producao de AH. Armstrong e Johns (1997) observaram
um aumento no rendimento e massa molar de AH em temperaturas entre
32°C a 35°C, enquanto a velocidade especifica de crescimento foi maior em
40°C. Este fato pode ser justificado pela reducdao da velocidade especifica
de crescimento em temperaturas mais baixas e a competicdo por fontes de
energia entre as vias catabdlicas, anabdlicas e de sintese de AH, que
ocorrem durante a fase exponencial de crescimento. Quando a velocidade
de crescimento microbiano é baixa, moléculas precursoras, como glicose e
glutamina podem estar disponiveis para a sintese de AH. Kim et al. (1996)
observaram ainda que em temperaturas inferiores a 37 °C e pH 6timo em
torno de 7,0, ocorreu uma redu¢ao na massa molar do AH produzido.

O pH também desempenha papel importante na producdo do
biopolimero. A influéncia do pH na sintese de AH por S. zooepidemicus foi
avaliada por John, Goh e Oeggerli (1994) que observaram maiores
producdes em pH 6,7 + 0,2. Esse resultado pode ser justificado pelo fato da
enzima AH sintase, responsdvel pela polimerizacdo de AH, apresentar
atividade maxima em pH 7,1 (STOOLMILLER; DORFMAN, 1969). Embora o
pH exerca uma influéncia considerdvel na taxa de producdo e rendimento
do biopolimero, Armstrong e John (1997) observaram pouca influéncia na
massa molar do AH produzido em pH variando de 6,3 a 8,0. Liu et al.
(2008-a) investigaram uma estratégia de cultivo de S. zooepidemicus WSH-
24 sob stress alcalino intermitente (pH 7,0-8,5) a 37°C e taxa de aeracdo 2
L.min™, o que aumentou a producdo do AH de 5 g.L’l, controle mantido em
pH 7,0 para 6,5 g.L'l. Este comportamento pode ser explicado pela
exposi¢cao do microrganismo a condi¢des de estresse, situagdo em que as
células produzem uma capsula de AH como uma protec¢ao ao meio acido ou
alcalino (PIRES; SANTANA, 2010).

O efeito da agita¢ao na producao de AH ainda nao foi completamente
esclarecido, sendo descrita a necessidade de agitacao vigorosa para
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melhorar a transferéncia de massa, ainda que a cadeia polimérica possa ser
suscetivel a tensdo mecanica (ARMSTRONG; JOHN, 1997). Um estudo
mostrou que diferentes niveis de agitacao (300 a 1000 rpm) ndo afetaram a
massa molar do AH produzido por S. zooepidemicus, sugerindo que as
moléculas de AH sdo resistentes as forgas cisalhantes (ARMSTRONG; JOHN,
1997).

O AH pode ser produzido tanto em anaerobiose quanto em aerobiose,
sendo a ultima condicdo mais favoravel para a obtencdo de AH de maior
massa molar. Assim como sugerido para as condicdes de estresse em meio
acido ou alcalino, condi¢des aerdbias estimulam a producdao de AH por um
mecanismo protetor das células (ARMSTRONG; JOHN, 1997). Em condi¢des
anaerdbias, a producdo de AH varia na faixa de 0,3 a 1,0 g.L'1 (THONARD;
MIGLIORE; BLUSTEIN, 1963). O AH obtido nessas condicdes geralmente
possui massa molar média de 7 x 10° Da ou menor. Sob condi¢des aerdbias,
um produto com maior massa molar (cerca de 2x 10° Da ou mais) pode ser
obtido com producdo equivalente (AKASAKA;KOMASAKI; ARAI, 1989).
Huang, Chen e Chen (2006) avaliaram a funcdao do oxigénio dissolvido e da
agitacao na producdo de AH por S. zooepidemicus ATCC 39920 e sugeriram
que a funcdo do oxigénio na sintese de AH ndo é limitante, mas sim
estimulante. Logo, determinaram o nivel critico de oxigénio dissolvido para
producao de AH em 5% de saturagdo do ar.

Fatores que Influenciam a Massa Molar do AH

A massa molar do AH é um dos principais critérios de avaliacao de sua
gualidade, sendo responsaveis pela caracterizacdao de suas propriedades
fisico-quimicas e fisiologicas. Consequentemente, o desempenho e
aplicacao do produto dependem diretamente da sua massa molar que varia
de 10" a 10’ Da, dependendo da sua fonte (ARMSTRONG; JOHNS, 1997).
Os mecanismos que controlam a massa molar do AH ainda ndo estdao bem

definidos. Acredita-se que os fatores determinantes parecem estar
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divididos em duas categorias. Primeiro, as células bacterianas podem
proceder ao alongamento da cadeia sem interrupcao até as fontes de
energia se esgotarem. Segundo, o término pode ser sinalizado por
alteragdes transientes de certos metabdlicos (ARMSTRONG; JOHNS, 1997).
Mausolf (1988) sugeriu que altas concentracbes de ATP e/ou baixas
concentragbes de UDP-N-acetilglicosamina conduzem a fosforilagdo do
receptor e subsequente liberacao de AH para o meio. Além disso, o balanco
apropriado na sintese das unidades de UDP-N-acetilglicosamina e acido
UDP-glicurénico e o equilibrio da taxa glicolitica e taxa de sintese de AH
também sdo fatores importantes para obtencdo do AH de alta massa molar
(JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010).

Para a determinagdao da massa molar do AH, a literatura relata a
utilizacdo de métodos cromatograficos, tais como a cromatografia por
exclusdao molar ou permeacao em gel ou por estimacao indireta através da
sua viscosidade intrinseca (KIM et al., 1996). A Tabela 2 apresenta
diferentes condi¢bes de cultivo para a producdo de AH por espécies de
Streptococcus zooepidemicus.

APLICACOES

As inUmeras propriedades bioldgicas, tais como a capacidade de
retencdo de 4gua e o comportamento viscoelastico do AH, Ilhe confere um
perfil peculiar tornando-o apropriado para diversas aplicacdes médicas e
farmacéuticas. Dentre as dreas de aplicagdo clinica destacam-se a
viscocirurgia, onde o AH apresenta a funcdo de proteger os tecidos
delicados e fornecer espago durante manipulagbes cirurgicas; a
viscosseparagao onde o AH age separando superficies do tecido conjuntivo
traumatizadas por procedimentos cirdrgicos ou injurias, no intuito de
prevenir adesdes e excessiva  de

formacao cicatrizes; a

viscossuplementagao quando substitui ou suplementa fluidos de tecidos e a
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viscoprotecao para proteger superficies saudaveis ou injuriadas de

desidratacao, promovendo a cura de tais superficies (BALAZS, 2004).

Industria cosmética

A indUstria cosmética constitui-se em um dos maiores mercados do AH,
devido as suas propriedades hidratante, antioxidante e viscoelastica
(KOGAN et al., 2007; MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009). Em 2006, cerca de
1,6 milhdes de produtos cosméticos continham AH em sua formulagao,
representando um mercado de USS 850 milhdes. Por conseguinte, em
2007, estimou-se uma producdao de 15 mil toneladas de AH por ano
(MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009). O primeiro produto comercializado
utilizando AH foi um creme para tratamento de queimaduras e Ulceras
denominado Hyalgan pela Fidia (Padua, Italy), em 1960 (CHONG et al.,,
2005). Posteriormente, em 2003, o Hylaform (Genzyme) e Restylane (Q-
Med) foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA)
aumentando assim o numero de cosméticos que utilizam esse ativo
hidratante (MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009).

A perda do AH natural na pele é considerada a principal causa de
ressecamento e perda de elasticidade associada ao envelhecimento. Logo,
alguns cosméticos denominados anti-idade sdo formulados com AH com o
intuito de evitar o aparecimento de marcas da idade (MARCELLIN; CHEN;
NIELSEN, 2009). O envelhecimento cutaneo é um processo natural que
conduz a alteragdes fisioldgicas nas fungdes da pele. A exposi¢ao a radiagao
UV afeta os
envelhecimento. A pele envelhecida é, tipicamente, seca e irregular e

processos bioldgicos, acelerando o processo de

apresenta rugas e ridulas, bem como elasticidade reduzida.
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Tabela 2 Producdo e massa molar do AH em diferentes condi¢des de cultivo por espécies de Streptococcus zooepidemicus.

. . Modo de ) . . . Produgcao de AH e Referéncia
Microrganismo - Meio Nutritivo Parametros de Aeragao
Fermentacdo massa molar
) o Extrato de levedura 25,0 g.L'", sacarose [AH]: 6,70 g.L"
S. equi subsp. zooepidemicus WSH-24  Batelada, 7 L 4 200 rpm, 0,5 vvm LIU et al., 2009
70,0 g.L MW: n.d
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Batelada Glicose 5,0 g.L", extrato de levedura 20% OD [AH]:3,50g.L" CHEN et al.. 2009
39920 alimentada2,5L 2,5g.L" ° MW: n.d etal,
Streptococcus sp. 1D9102 Glicose 40,0 g.L™, extrato de levedura [AH]: 6,94 g.L"
Batelada, 75 L 1 , 4, 400rpm, 0,5 vwm 6 IM et al., 2009
(KCTC1139BP) 7,5 g.L", peptona de caseina 10,0 g.L MW: 5,90 x 10° Da
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Glicose 20,0 g.L™, extrato de levedura [AH]: 2,15g.L" WU et al., 2009
Batelada, 3L 1 300 rpm, 1 vvm _
39920 10,0g.L MW: n.d
S- equi subsp. zooepidemicus ATCC 142, 3L Meio quimicamente definido 400 rpm, 1 vwm [AHI:3668.L° ) NNATH; RAMACHANDR, 2010
, io quimi ini rom, 1w ; ,
39920 g P MW: 3,80 x 10° Da
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Batelada. 2 L Glicose 40,0 g.L", extrato de levedura 300 13 [AH]: 1,80 g.L" DON: SHOPARWE. 2010
atelada, . rom, 1,3 vvm ; ,
39920 10,0g.L" P MW: 2,52 x 10° Da
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Batelada. 3 L Glicose 25,0 g.L™, extrato de levedura 550 5 [AH]: 1,21 g.L" PIRES: SANTANA. 2010
atelada, . rpm, 2 vvm ; ’
39920 60,0g.L" P MW: 4,00 x 10’ Da
150 rpm
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Batelada, 125 Glicose 25,0 g.L'1 , extrato de levedura Vol P iquido: 50 mL 175 [AH]: 1,03 g.L'1 PIRES: EGUCHI: SANTANA. 2010
olume liquido: 50 mL em : ;
39920 mL 60,0g.L" ) g MW: 3,30 x 10’ Da ’ ’ ’
m
S. equi subsp zooepidemicus ATCC Batelada, 250 Meio derivado d d <ol 150 [AH]: 0,89 g.L'1 PIRES et al.. 2010
eio derivado de residuos agricolas rpm .
39920 mL g P MW: 1,84 x 10° Da etal,
S : sub demi Agua residual do processamento de [AH]: 2,46 g.L"
. equi subsp. zooepidemicus o 4 12,46 g. i
Batelada2 L mexilhdes 50,0 g.L, peptona de atum 500 rpm, 0 vvm VAZQUEZ et al., 2010
ATCC 35246 ol gL . pep P MW: 2,50 x 10°pa ZQUEZet2
U 8.
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Glicose 50,0 g.L™, extrato de levedura [AH]: 2,44 g.L!
Batelada, 2 L a . 1 300 rpm 6 LAl et al., 2011
39920 10,0 g.L 7, triptona 10,0 g.L MW: 4,36 x 10° Da

200 rpm, Volume liquido: 100
Streptococcus zooepidemicus MTCC Batelada, 500 Glicose 40,5 g.L"", peptona de soja 51,2 L P g [AH]: 0,80 g.L!
m

3523 mL gL MW: n.d PATIL, KAMAUA; CHAUDHARI, 2011
em 500 mL

Continuagéo

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS 52
Jul./Dez.,v.2,n.4, p. 42-58, 2013




HYALURONIC ACID: CHARACTERISTICS, MICROBIAL PRODUCTION AND INDUSTRIAL APPLICATIONS
PAN ET AL

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

Continuagéo
S. equi subsp. zooepidemicus ATCC Batelada, 250 Glicose 30,0 g.L™, peptona 10,0 g.L %,
39920 mL extrato de levedura 5,0 g.L™

[AH]: 0,70 g.L"
MW: n.d

90 rpm, Volume liquido: 50 mL
em 250 mL

S. equi subsp. zooepidemicus ATCC
39920 mL g.l

Batelada, 250 Glicose 25,0 g.L™, peptona de soja 33,5

150 rpm, Volume liquido: 100
mL
em 250 mL

[AH]:0,30g.L"
MW: n.d

BENEDINI; SANTANA, 2013

S. equi subsp. zooepidemicus ATCC
43079

Glicose 40,0 g.L'l, extrato de levedura -
10,0 g.L", extrato de carne 20,0 g.L™

[AH]: 0,04 g.L™"

E; 201
MW: n.d KHUE; VO, 2013

O envelhecimento extrinseco (aquele que resulta da influéncia da
exposicao a fatores externos/ambientais) esta associado a inumeras
alteraces, entre elas a expressdo do AH e suas enzimas de metabolizacdo
(MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009).

A perda de hidratacdo cutdnea é uma das desordens mais evidentes da
pele envelhecida, por isso, um dos gestos didrios essenciais para manter a
pele saudavel é o uso de produtos hidratantes. Estudos tém demonstrado
que a aplicacdo topica de um hidratante contendo AH constitui um
tratamento eficaz no combate a desidratacdo cutanea e, por conseguinte,
na prevencdo do envelhecimento da pele, o que esta diretamente
relacionado com a sua capacidade de retencdo da agua e propriedades
hidratantes (GUILLAUMIE et al., 2006).

Além disso, o AH exibe efeito antioxidante, pois funciona como agente
sequestrante de radicais livres, o que aumenta a protecao da pele em
relacdo a radiacdao UV e contribui para aumentar a capacidade de reparagao
tecidual (GUILLAUMIE et al., 2006). ROSA et al. (2008) avaliaram a atividade
antioxidante do AH extraido de cristas de galo sobre o radical 2,2 — difenil 1-
picrilhidrazil (DPPH) que resultou em um efeito sequestrante de 87,3% na

concentragao de 500 ug.mL’l.

Viscossuplementagdo

A segunda maior aplicacdo de AH ocorre na viscossuplementacdo em
articulacGes afetadas por artrite. Pesquisas revelaram que, em 2005, esse
mercado movimentou cerca de USS 407 milhdes no Jap3o, USS 380 milhdes
nos Estados Unidos e USS 120 milhdes na Europa (KOGAN et al., 2007;
MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009).

Dentre os diferentes tipos de artrite, a osteoartrite e a artrite reumatoide
sdo as principais condicBes crbonicas que afetam a populacdo mundial.
Embora, ndo se conheca a causa exata dessas patologias, a degradacgao de
carboidratos poliméricos, principalmente o AH, no fluido sinovial é
observada durante o desenvolvimento destas doencas (KOGAN et al., 2007).
Buscando por tratamentos eficazes contra a artrite, em 1987, Seikagaku
utilizou pela primeira vez o AH em aplica¢des intra-articulares. Desde entdo,
administracGes de preparacdes contendo o AH tém melhorado os sintomas
e diminuido a utilizacdo de anti-inflamatdérios em pacientes com artrite
(CHONG et al., 2005). A massa molar do AH no fluido sinovial de um adulto
saudavel encontra-se na faixa de 2 a 6 x 10° Da. Desta forma, tratamentos
com preparacdes de maior massa molar normalmente requerem 3 injecdes
durante 3 semanas enquanto medicamentos de menor massa molar devem

ser aplicados, no minimo, 5 vezes ao longo de 5 semanas.
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Oftalmologia

O AH é um componente natural do humor vitreo e é uma macromolécula
chave na area da oftalmologia. Devido as suas propriedades viscoelasticas, o
AH é empregado em diversas cirurgias como a de catarata, glaucoma,
implante de lentes intraoculares, transplante de cérnea e cirurgia de retina.
Na maioria destas aplicacdes, as preparacdes de AH tem a funcdo de
proteger os tecidos oculares delicados e fornecer espaco durante as
manipulacdes cirurgicas (KOGAN et al.,, 2007, MARCELLIN; CHEN; NIELSEN,
2009). O valor agregado mundial destas cirurgias em 2006, foi de
aproximadamente USS 140 milhdes e tende a crescer com o
envelhecimento da populacdo (MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009).
Devido a suas propriedades viscosas, o AH também tem sido incluido na
composicdo de colirios, aumentando seu tempo de residéncia no local de
aplicacdo e, consequentemente, melhorando a disponibilidade do farmaco.
Desta forma, o produto alivia os sintomas do olho desidratado causado pela

reducdo da producdo e qualidade da lagrima (TSUBOTA et al., 1999).

Reparo Tecidual

Embora o AH esteja presente em quase todo o corpo, encontra-se mais
concentrado nos tecidos especializados como cordas vocais, fluido sinovial,
corddo umbilical e cartilagem. Nesses tecidos o AH apresenta diferentes
funcBes incluindo viscosidade, absorcdo de impactos, cicatrizagdo de
ferimentos e preenchimento de espaco (KOGAN, et al., 2007).
Em 1996, a industria Genzyme (Cambridge, UK) desenvolveu um filme de
carboximetilcelulose revestido de AH que forma uma barreira contra a
aderéncia causada por cirurgias abdominais. Aderéncias sao faixas de tecido
cicatricial fibroso que se formam em 6rgaos do abdémen podendo causar
obstrucdes intestinais, infertilidade, dor pélvica crénica e complicagbes pds-
operatorias (MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009). Essa técnica é utilizada até
os dias atuais e ja foi empregada em milhdes de casos, sendo um mercado
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com potencial de movimentar USS300 milhdes por ano (MARCELLIN; CHEN;
NIELSEN, 2009).

Devido a sua presenca nas cordas vocais, o AH apresenta também um

amplo espectro de aplicacgdo em otolaringologia. Suas propriedades
osmaticas, viscoeldsticas e de preenchimento sdo importantes para a voz,
uma vez que afetam a espessura e viscosidade das cordas vocais. Logo, o
viscoaumento da corda vocal, reparo de cordas vocais injuriadas ou
cicatrizadas e tratamento de insuficiéncia da glote sdo aplicacdes adicionais
de derivados do AH (CHAN; GRAY; TITZE, 2001).
Na area dermatoldgica e de cirurgia plastica, preparacdes de AH com
ligacGes cruzadas sdo comumente empregadas para preenchimento de
rugas faciais e diminuicdo de cicatrizes. Ao contrdrio de preparacdes
baseadas em coldgeno, o AH é extremamente eldstico, fornecendo a
elasticidade requerida pelos espacos em que é injetado como rugas faciais e
cicatrizes profundas (NARINS et al., 2003).

Farmacologia

Os grupos carboxilicos de AH tém sido utilizados para criar ligacdes
cruzadas na preparacdo de hidrogéis para aprisionamento de DNA e
também para liberacdo de farmacos. O AH pode ser conjugado diretamente
com o farmaco ou utilizado na preparacdao de microcdpsulas para liberacao
controlada dos produtos. Essas aplicacdes sao facilitadas pelo fato do AH
possuir baixa imunogenicidade, solubilidade em agua e ser metabolizado
pelo corpo humano. Logo, tem sido utilizado para o melhoramento da
biocompatibilidade de microesferas de quitosana, para liberagcdo de
plasmideos e anticorpos monoclonais na transferéncia de genes utilizando
microesferas de AH e para o melhoramento da absorcao de peptideos via
nasal (ESPOSITO; ENEGATTI; CORTESI, 2005; MARCELLIN; CHEN; NIELSEN,

2009).
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CONSIDERACOES FINAIS

O AH constitui-se um dos mais atraentes glicosaminoglicanos
encontrados na natureza. O mercado mundial do AH movimenta quase USS
1 bilhdo a cada ano, e as industrias da area médico-farmacéutica faturam
até USS 40.000-60.000/kg de AH. Portanto, o nimero de aplicagdes do AH e
o seu alto valor agregado justificam os esforcos em buscar alternativas para
sua producdo. Os trabalhos descritos na literatura concentram-se na busca
do aumento do rendimento e massa molar do AH, sendo que o sistema de
producdo bacteriano vem se destacando por permitir a otimizacdo do
rendimento e da qualidade do produto por meio do controle das condi¢des
de cultivo. Desta forma, o acido hialurdnico constitui-se objeto para
inumeras futuras pesquisas visando tanto a melhoria dos parametros de
qualidade de producdo, quanto a descoberta de novas aplicacdes nos
diferentes setores industriais.
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