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Rezumat

Lucrarea prezenta ,Cercetarea metodelor de modificare a acidului hialuronic” este dedicata studiului interactiunii acidului hialuronic

(AH) cu glicidil 2-acetoxibenzoat sau cu 2-acetoxibenzoil clorhidrat. Cercetarea metodelor de conjugare a AH cu unii derivati ai acidului

salicilic, inclusiv aspirina, a fost efectuata pentru a obtine noi produse farmaceutice.
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Abstract
Research Methods of Modification of Hyaluronic Acid

The present work ,Research Methods of Modification of Hyaluronic Acid” deals with the study of the reaction of hyaluronic acid (HA)
with glycidyl 2-acetoxybenzoate or with 2-acetoxybenzoyl chloride. Research of conjugation methods of HA with some derivatives of
salicylic acid, including aspirin, was made in order to obtain new pharmaceutical materials.
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Acidul hialuronic este un polizaharid de origine ani-
mala, in componenta moleculei caruia intra reziduurile
acidului B-glucuronic si N-acetil-B-D-glucozaminei, con-
jugate prin legaturi B-(1-4) - si -
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Fig.1. Structura acidului hialuronic

(1-3) - glicozide. Una din particularitatile benefice ale lui
este hidrofilia inaltd. O molecula de acid hialuronic este ca-
pabild s mentind pand la 500 molecule de apd [1]. O alta
particularitate de bazid a acidului hialuronic este biocom-
patibilitatea pronuntatd. Eliberat din diverse surse si epurat
prin metode corespunzatoare, se supune detasirii imune
in organism.

Actualmente atentia cercetétorilor este directionatd nu
doar la perfectarea metodelor de eliberare si epurare a aci-
dului hialuronic (AH), dar si ale metodelor de modificare
a lui. Datoritd prezentei in moleculd a numarului mare de
grupe carboxilice, amide si hidroxile AH poate interactiona

cu multipli reagenti cu formarea derivatilor de diversa ori-
gine, cu proprietiti, care difera de cele ale AH initial.

Una din cele mai utilizate reactii este formarea saruri-
lor AH cu substantele care manifestd proprietati esentiale.
Spre exemplu, autorii [2] descriu obtinerea sarurilor AH
cu diversi aminoacizi. In acest scop la gelul hidric ale sa-
rurilor de sodiu ale AH (3,3%) se adduga solutia hidrica a
aminoacidului clorhidrat. Dupa atingerea pH pana la 6,5
amestecul se supunea uscdrii prin sublimare. Astfel au fost
obtinute sdrurile AH cu lizina, arginina, metionina si aci-
dului asparaginic.

Acesti derivati ai AH sunt recomandati pentru utilizare
in compozitia produselor cosmetice si farmaceutice.

Un alt exemplu de utilizare a acestei metode este
obtinerea sarurilor AH cu ajutorul bazelor purinice si/sau
pirimidinice [3]. Precum in cazul descris anterior, autorii
preparau gelul hidric al hialuronatului de sodiu, la care
se adduga ulterior solutie de hidroclorura azotatd alcali-
nd. In unele experimente se utiliza regularitatea inversd
de amestecare a reagentilor - la solutia de hidroclorura
azotatd alcalind se adduga gelul hidric al hialuronatului de
sodiu. Amestecul obtinut se supunea uscéarii de sublimare
dupi omogenizare. In acelasi brevet este descrisa obtinerea
derivatilor AH, care contin simultan atit baze purinice cat
si/sau pirimidinice, precum §i aminoacizi naturali sau oli-
gomerii lor (polipeptide).

R—COOH
CH,OH "NH, CH,OH
COOH O o+ Ccoo~ O ot
0 0
o o}
+ n R—COOH —= '
OH HO | OH HO
. HN-G-CH NH, - HN-G-CH
OH o} OH o}
L an L _an

Fig. 2. Schema formarii sarurilor AH cu aminoacizii
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Prin altd metodd AH este modificat prin prelucrarea
lui cu solutie dimetilformamidicé a cloralhidridului, care
contine reziduuri de subtante farmacologic active. Pentru
obtinerea acestei cloranhidride, fenolul farmacologic activ,
etanolul sau amina se prelucreazd cu anhidrida, spre exem-
plu, cu acidul succinic [4]. Eterul compus acid obtinut prin
actiunea oxalilclorurei in dimetilformamida se transforma
in cloranhidrida. Produsul de modificare prezinta un com-
pus cu urmdtoarea formula:
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Fig. 3. Structura AH, modificat cu cloranhidrida.
R=0OH, ONa sau reziduul etanolului; R"= H unu ~-CO(CH,) COR"’
(n = 1-10, R"’- reziduul etanolului sau aminei farmacologic active).

Metodd identicd este propusd pentru obtinerea
derivatilor AH, care contin reziduurile antioxidantu-
lui [5]. La solutia de sare metilcaprilamonica a AH, in
N-metilpirrolidona se adauga 3,5-di-tret-butil-4-hidroxi-
benzoilclorura. Dupa finisarea reactiei pentru obtinerea
sarii de sodiu la amestec se adauga solutie hidricd de NaCl,
apoi NaHCO, si produsul se filtreaza prin adaos de aceto-
ni. In acelasi brevet este descrisi obtinerea derivatilor AH
prelucrati cu diversi reagenti.

Pentru obtinerea eterului compus al AH conform gru-
périi carboxilice, sarea tetrabutilamonica a AH se dizolva

in dimetilsulfoxid [6] si la solutia capatata se adaugd al-
chliodurd. Dupd pastrarea timp de 12 ore la temperatura
de 30°C la amestec se adaugd solutie hidrica de NaCl si
produsul se filtreaza in proportie de 5:1 din volumul ace-
tonei. Eterii, in care gruparile carboxilice sunt esterificate,
sunt recomandate pentru utilizare in medicina si chirurgia
cosmetologicd.

Este descrisd obtinerea diverselor amide si hidrazide
ale AH. Spre exemplu, la solutia hidricd de AH si 4-ami-
noantipirinei se adaugd solutie NaOH si ulterior la tempe-
ratura camerei se introduce cantitatea calculatd de carbo-
diimidd hidrosolubild - 1-etil-3-[3-(dietilamino) propil]
carbodiimida [7].

La finele reactiei in amestec se adsuga solutie NaOH si
solutie saturata de NaCl, apoi produsul se sedimenteazi cu
adaos de etanol. Conversia gruparilor carboxile constituie
83% mol. In acelasi brevet se descrie obtinerea hudrazide-
lor substituite ale AH, care contin reziduurile substantelor
medicamentoase. Prin interactiunea AH cu dihidrazida
acidului dicarbonic in prezenta carbodiimidei se obtine
hidrazida AH substituit, la care pe cale de acilare se adauga
rest de ibuprofen.

Un numdr enorm de lucrari sunt dedicate obtinerii si
studierii derivatilor anexati ai derivatilor AH. In functie de
gradul anexdrii poate fi marita viscozitatea solutiilor AH,
sau acestea pot deveni insolubile in apa.

Anexarea se va efectua prin urmatoarele metode:

- prin interactiunea cu carbodiimidele [8]. La solutia
de AH, cu pH-ul de 4,75 se adaugd solutia de 1-etil-
3-[3-(dietilamino)propil]carbodiimidei (EDC). Dupa
finisarea reactiei se adaugd solutie NaCl si se sedimen-
teaza produsul cu volum triplat de etanol. In raportul
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Fig. 4. Schema de formare a amidei AH, care contine 4-aminoantipirina
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Fig. 5. Schema de formare a hidrazidei AH, care contine ibuprofen
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molar EDC/AH 3,05% AH pastreazd solubilitatea in
api si formeazi solutie vascoasi. In concentratii mia
mari AH modificat formeazi gel insolubil in apa;

- prin interactiunea cu epoxidele [9]. Sarea sodicd pul-
verulentd a AH se amesteca cu acid ascorbic si cu ete-
rul diglicidilic al dietilenglicolului. Amestecul se omo-
genizeazd in moard, se plaseaza pe partea inferioara a
nicovalei Bridgman, se acopera cu nicovala superioara
si se supune unei presiuni de 700 MPa la 20° C cu
rotatia unghiului nicovalei inferioare de 250°, timp de
1 min. Rata de eliminare a produsului este de 99%,
gradul de umflare in apa atinge nivelul de 8 ml/g.

- sub influenta iradierii ultraviolete [10]. Sarea de
distearildimetilamoniu a AH se dizolva in dimetilfor-
mamida la 60°C. La solutie se adaugéd cinamoilcloru-
ra si piriding, apoi se prelucreaza termic la 60°C timp
de 2 ore. Pentru suspendarea reactiei si precipitarea
produsului se adaugd metanol in raport de 1:5. Con-
form datelor analizei RMN se determina raportul de
1,3 grupdri cinamoile la 1 fragment disaharid al AH.
Produsul substituit se dizolvd in dimetilformamid si se
supune iradierii ultraviolete cu lungimea de unda mai
putin de 290 nm de la lampa de mercur cu presiune
inalta la puterea de 500 Wat. Dupa substituirea solven-
tului cu apd se obtine o substantd gelatinoasd - hialu-
ronat fotoconjugat.

Actualmente se cunosc o multime de metode de modi-
ficare a AH, care, cu regret, nu sunt descrise in acest articol
din lipsa de spatiu.

In cercetitile noastre am incercat si modificim AH
prin introducerea in el a fragmentelor de acid acetilsalicilic

socl,

COOH
s
OCCH,

(aspirind). In una din metodele de modificare in calitate de
liant intre AH si aspirind am ales fragmentul de glicerin.
Este atractiv prin faptul, ca formeazd usor legéturi eter-
compuse hidrolizante, in urma cérora se obtin substante
inofensive. Initial am obtinut cloranhidrida acidului ace-
tilsalicilic, care ulterior a fost transformat in eterul glicidi-
lic al acidului acetilsalicilic:

Modelul AH, predestinat modificarii, a fost dizolvat in
apd, la solutia obtinuti s-a addugat dimetilformamid pen-
tru majorarea solubilitatii eterului addugat in continuare.
In amestecul obtinut s-a introdus solutia eterului glicidi-
lic al acisului acetilsalicilic in dimetilformamid si s-a lasat
timp de 24 ore la 20°C.

Produsul a fost sedimentat prin adaos de etanol, a fost
spalat de 3 ori cu etanol si uscat. Prezenta fragmentelor de
acid acetilsalicilic in produs a fost demonstrata cu ajutorul
spectroscopiei-1K.

In altd metodd am incercat si introducem fragmente
de acid acetilsalicilic prin acilare directa, fara utilizarea ve-
rigei liante. In acest scop din solutia hidrica a AH de 3,2%
s-a sedimentat substanta cu acetona. Sedimentul s-a spalat
cu acetond, apoi cu benzol si s-a transferat in fiola de stecld.
S-a addugat trietilamina si cloralhidratul acidului acetilsa-
licilic. Solutia s-a infiolat si s-a supus prelucrarii termice
timp de 2 ore pe baia de apa.

Ulterior fiola s-a deschis, sedimentul produsului a fost
spalat de citeva ori cu benzol si uscat la aer. Prezenta frag-
mentelor acidului aetilsalicilic in produsul obtinut a fost
demonstratd prin spectroscopie-IK, de asemenea, dupa
hidroliza deplina s-a determinat si cantitav prin fotocolo-
rimetrie la 525 nm in prezenta sérii de Fe (III). Rezultatele
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Fig. 6. Schema obtinerii eterului glicidilic al acidului acetilsalicilic.
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Fig. 7. Schema obtinerii eterului compus al AH, cu continutul reziduului de aspirina.
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Fig. 8. Schema acildrii AH cu cloranhidrida acidului acetilsalicilic.
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mdsurdrilor atestd, ¢d in 1 din 73 fragmente disaharide ale gine care manifestd proptietdti ce ii confera particularitatea
AH s-a dovedit prezenta restului de acid acetilsalicilic. de a deveni un material fundamental in chirurgia plasticid
Cele relatate mai sus denota, ci AH poate interactiona si oftalmologica, un component esential ale multor produ-
cu multipli reagenti cu formarea derivatilor de diversa ori- se cosmetice si farmaceutice.
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