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RESUMO

O angico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul é encontrado em
varias regides do pais, principalmente no cerrado e produz exsudato cuja composicao apresenta
grande quantidade de polissacarideos (Paula, Budd e Rodrigues, 1997). As modificacGes
quimicas nos polissacarideos podem ser ferramentas importantes para a obtencdo de novos
agentes antimicrobianos (Coutinho, Muzitano e Costa, 2008). O objetivo deste trabalho foi
sintetizar a partir da goma do angico (GA) derivados catiénicos bem como avaliar o efeito da
goma do angico e de seus derivados sobre bactérias do género Staphylococcus. A modificacdo
da estrutura da goma foi verificada com emprego de espectroscopia de infravermelho pelo
aparecimento de bandas em torno de 1470 cm™ atribuidas a ligagdo —~CH do amonio quaternario
e medidas de analise elementar confirmaram o aumento de porcentagem de nitrogénio para a
goma quaternizada bem como os valores de Potencial zeta mais positivos. A biocompatibilidade
sobre os eritrocitos foi verificada por meio de teste de hemolise. O melhor resultado foi
encontrado para os derivados GAQ-A3 e GAQ-B com efeito bactericida para as bactérias S.
epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 29213 e S. aureus MRSA 43300 (GAQ-A3: CIM-
CBM= 125-125 pg/mL, 250-250 pug/mL e 250-250 pg/mL, respectivamente e GAQ-B: CIM-
CBM= 62,5-62,5 pg/mL, 250-250 pg/mL e 250-250 pg/mL, respectivamente). A
biocompatibilidade e a atividade antiestafilocdcica indicaram que os derivados sdo promissores
como agente antibacteriano para aplicacdes biomédicas.

Palavra-chave: Goma do angico, quaternizacdo, atividade antimicrobiana, aplicacéo

biomédica



ABSTRACT

The angico of the species Anadenanthera colubrina var. Cebil (Griseb.) Altschul is found in
several regions of the country, mainly in the cerrado and produces exudate whose composition
presents large amount of polysaccharides (Paula, Budd e Rodrigues, 1997). The chemical
modifications in the polysaccharides can be important tools to obtain new antimicrobial agentes
(Coutinho, Muzitano e Costa, 2008). The objective of this work was to synthesize from the
angico gum cationic derivatives as well as to evaluate the effect of angico gum and its
derivatives on bacteria of the genus Staphylococcus. The modification of the gum structure was
verified using infrared spectroscopy by the appearance of bands around 1470 cm * attributed
to the -CH bond of the quaternary ammonium and elemental analysis measures confirmed the
increase of percentage of nitrogen for well quaternized gum such as the most positive zeta
potential values. The biocompatibility on erythrocytes was verified by hemolysis test. The best
results was found for the derivates GAQ-A3 and GAQ-B with bactericidal effect of S.
epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 29213 and S. aureus MRSA 43300 (GAQ-A3:
MIC-MBM = 125-125 ng/ mL, 250-250 pg / mL and 250-250 pg / mL, respectively and GAQ-
B: MIC-CBM = 62.5-62.5 pg / mL, 250-250 pg / mL and 250-250 pg / mL, respectively).
Biocompatibility and antiesthetiococcal activity indicated that the derivatives are promising as
an antibacterial agent for biomedical applications.

Keywords: Angico gum, quaternization, antimicrobial activity, biomedical application.



SUMARIO

TSy r= W (- o U S 6
Lista de tabelas € QUAANOS...........oiuiiiieeie ettt st sttt e re e be s te st e s teesresteentesrenne s 7
RESUMO . ...ttt b e e e e e n e ne e 8
AB ST R A CT ettt ettt b e e a et e hb e be e ae et e e e e nbeennnas 9
LANTRODUGAO. ...t 12
2.0BJIETIVOS ... oottt ettt b e b e e e bt nae et e e nbeeentee s 14
2.1 ODJELIVO GEIAL......cciieiece et 14
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ... eevieiiiiiiiiie ettt enes 14
3.FUNDAMENTACAO TEORICA ...t 15
3.1 Goma do angico e SUas Propriedades...........cooeeririnininieeee e 15
3.2 REAGE0 0E QUALEINIZAGAD. ... ...ceueeueereeeeieesie sttt ettt sb bbb 16
3.3 Aplicacéo dos polissacarideos Modificados............ccccvveveivieiicieeic e 17

3.4 Andlise da producdo cientifica de 2000 a 2017 com polissacarideos naturais

modificados por agentes CatiOnICOS..........cccvviviiieieeieee e 18
3.5 Gomas catidnicas e suas Propriedades............coeiiiiieie i 20
3.6 Gomas catidnicas como agentes antimicrobianos............ccccevvvererieiieeresiie e 21
AMETODOLOGIA . ..t e e e s e e et e e e snae e e snteeeareeens 24
4.1 Isolamento da goma O ANQICO..........uuiiiiiiriiiieieee e 24
4.2 Sintese de goma do angiCo QUAtEINATIA.............ccveiieieiieie e 24
4.3 Espectroscopia do infravermelho, potencial zeta e analise elementar...................... 25
4.4 ENSaios antimiCrODIANO0. .......couiiieiieie ettt 26

4.4.1 Determinagéo da Concentracéo inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM) .... 26
4.5 BiocompPatiDIlIdade. ..........coiiiiiiie s 27

4.6 ENSAIO NEBMOIISE. ..ottt e e e e et e e e e e e e e e e e eens 27



A7 ANALISE BSTATISTICA. ...eeeeee e et et e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e 27

5. RESULTADOS E DISCUSSAD.........coieieieieeieieeeseeiesessesie s s sesisses s sssssessnssnsnnns 28
5.1 ReaGa0 de qUATEINIZAGAD ........coveiveririiitiitieiesieee ettt se bbb eneas 28
5.2 Espectroscopia na regido do infravermelno.........cccccooeiiiiiiiiii e . 29
5.3 POLENCIAL ZETA......c.eiiieiiiceeeee e 30
5.4 Analise elementar e 0 grau de SUDSEITUICAO..........ccecveiieeiiiicie e 30
5.5 Atividade antiDacteriana...........ccocoieiiiiiiiiie e 32
5.6 AtiVIdade HEMOITTICA. .....c.veiiiieiieieee e 34
8. CONCLUSAO. ......coureriiiineesseisessseess sttt 37

7. REFERENCIAS. ...ococ oo e et e e et e oot e e e e e e es e r e es e ereren e, 38



12

1. INTRODUCAO

As infecgbes por microrganismos patogénicos sdo de grande preocupag¢do em muitos
campos, particularmente em dispositivos médicos, medicamentos, superficies hospitalares,
equipamentos de restauracdo e cirurgia dentaria, produtos de cuidados de saude e aplicacGes
higiénicas, sistemas de purificacdo de agua, téxteis, embalagens e armazenamento de alimentos,
ou aparelhos domésticos, aeronauticos, etc. (Mufioz-Bonilla e Ferndndez-Garcia, 2012). Os
polissacarideos devido as suas propriedades intrinsecas sdo empregados de maneira ampla e
eficiente como agentes antimicrobianos e ganha um interesse crescente tanto do ponto de vista
académico como industrial.

Sabe-se que a atividade bioldgica dos polissacarideos depende da sua estrutura
molecular: composi¢do do monossacarideo, tipo de ligacdo glicosidica da cadeia principal, grau
de substituicdo, grau de ramificacdo e conformacdo estrutural das cadeias principais. Tem
crescido a atencdo sobre a modificacdo molecular e a relacdo entre atividade biologica e a
estrutura dos polissacarideos. A introducao de grupos (idnicos ou catidnicos) com o apropriado
grau de substituicdo pode potencializar as atividades bioldgicas (Ma et al., 2012).

As modificaces quimicas nos polissacarideos podem ser ferramentas importantes para
a obtencdo de novos agentes antimicrobianos (Coutinho, Muzitano e Costa, 2008). Tem sido
sugerido que os derivados dos polissacarideos séo biologicamente ativos, isso € atribuido a seus
grupos hidroxila e a introdugdo de novos grupos substituintes como -SH, -COOH, -C-O- e -
NH2, os quais podem mudar a estrutura dos polissacarideos nativos e diminuir as ligacdes
intramoleculares e intermoleculares (Chen et al., 2014).

A literatura reporta que 0s agentes cationicos podem contribuir para a prevengéo e
tratamento de infecgdes cutaneas, particularmente aquelas causadas por bactérias do género
Staphylococcus. O género Staphylococcus é compreendido por espécies de microorganismos
extremamente importantes, como por exemplo, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. Essas espécies colonizam uma parcela consideravel da populacdo humana (Olar
et al., 2010; Gill et al., 2005). S. aureus é uma bactéria que comumente coloniza a pele e a
mucosa humana sem causar problemas graves. No entanto, doencas graves que variam de leve
a risco de vida podem ser desenvolvidas se a bactéria entrar no corpo. Estes incluem infeccbes
de pele e feridas, eczema infectado, infec¢Bes por abscessos, infeccdes de valvulas cardiacas
ou endocardite, pneumonia e infec¢do sangliinea ou bacteremia (Mufioz-Bonilla e Fernandez-
Garcia, 2011). Alguns de S. aureus so resistentes ao antibidtico meticillina, S. aureus resistente

a meticillina e muitas vezes requerem diferentes tipos de antibidticos para trata-los.
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S. epidermidis, apesar de ser um importante comensal, tem emergido como o patégeno
mais significativo em infeccGes relacionadas ao implante de dispositivos médicos. Estas
infeccdes sdo frequentemente de longa duracao, dificeis de tratar e envolvem a formacéo de
biofilme, que é considerada o fator mais importante na patogenicidade das infec¢fes causadas
por esta espécie (Hellmark et al., 2013; lorio et al., 2012). Ndo menos importantes, fungos
também apresentam importancia do ponto de vista clinico, pois a proliferacdo deste fungo pode
aparecer em pacientes em estados imunossuprimidos (AIDS, céancer, pacientes tratados com
corticoides), que ficam com resisténcia a infec¢bes diminuida.

O grupo de pesquisa 0 Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia
(BIOTEC) do Piaui e colaboradores, tem explorado o potencial biotecnoldgico da Goma do
Cajueiro (Anacardium occidentale L.) (Silva et al., 2006; Araujo et al., 2012; Aradjo et al.,
2015; Dias et al., 2016; Bittencourt et al., 2016), espécie nativa da América tropical. Um dos
trabalhos realizado nesse grupo de pesquisa envolveu a modificagdo por quaternizacdo da goma
do cajueiro (GCQ) por Quelemes et al. (2017) comprovando que a mesma apresenta
caracteristicas que a torna candidata viavel para o desenvolvimento de biomateriais e
dispositivos biotecnoldgicos por apresentar atividade bactericida contra o género
Staphylococcus.

O angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul), assim
COmo 0 cajueiro é uma espécie tipica do pais e desperta interesse por suas propriedades ainda
pouco exploradas. Visto que, na literatura ndo ha relatados de modificacdo catibnica com a
goma do angico, essa se torna uma area promissora para exploracdo de suas propriedades
biolégicas para posterior aplicacdo biomédica. E parafraseando o titulo de um artigo de
Simkovic em 2008, o que poderia ser mais verde do que polissacarideos?
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo do presente trabalho foi promover a quaternizacdo da goma do angico e

investigar seu potencial antimicrobiano.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e purificar a goma do angico.

e Modificar a goma do angico por meio de reacdo de quaternizacao utilizando aménio
quaternario (Cloreto de 3-cloro-2- hidroxipropil trimetil amonio).

e Caracterizar por Espectroscopia do infravermelho, analise elementar e potencial zeta a
goma do angico e seus derivados quaternizados.

e Auvaliar a atividade antimicrobiana pela determinacdo das concentra¢Ges inibitorias e
bactericidas minimas sobre as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Staphylococcus epidermidis.

e Avaliar a biocompatibilidade da GA e de seus derivados quaternizados sobre hemaécias.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Goma do angico e suas propriedades

O angico da espécie Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul (Figura 1A)
é encontrado em varias regides do pais e principalmente no cerrado, produz exsudato cuja
composi¢do apresenta grande quantidade de polissacarideos (De Paula, Budd e Rodrigues,
1997). A Arvore quando ferida produz no local da lesdo uma resina amarela (Figura 1B), que é
comestivel e também usada para tratamento de irritacbes pulmonares. Dentre seu uso pela
populacéo, inclui-se a administracdo para tratamento de inflamacéo, gripe, dores, asmas e tosse,

bem como emprego na alimenta¢do humana (resina) e curticdo de couro (Nascimento, 2008).

Figura 1. Arvore do Angico vermelho (A). Exsudado (B) e Polimero obtido da goma do Exsudado

©).

. 2e
o INGRIT  A
SRR,

Fonte: autoria propria (2017)

Os polissacarideos do exsutato do angico apresentam caracteristicas de um
heteropolissacarideo sendo compostos de 67,8% de arabinose, 24,1% de galactose, 2,0% de
ramnose e 5,9% de acido glucurdnico (Figura 1C), e apresentam grande potencial para
aplicagcdes biotecnologicas, seja por ser fonte de carboidratos complexos, seja por suas
propriedades funcionais como sua capacidade de formar filmes e géis (Silva, Rodrigues e Paula,
1998). Possui uma larga distribuicdo de massa molar de MM= 3,7 x 10° g/mol e viscosidade
intrisica[n] =11 cm®/g™ (De Paula, Budd e Rodrigues, 1997).
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Assim como a goma do cajueiro e a goma arabica, a goma do angico apresenta baixa
viscosidade e menor grau de ramificacdo quando comparadas a outras gomas industriais
(carboximetilcelulose, goma caraia, goma tragacanta, etc) (Silva, Rodrigues e Paula, 1998).
Entre as propostas de aplicacdo para essa goma, destaca-se sua utilizacdo na formacao de
nanoparticulas atraves da sua complexacdo com quitosana (Oliveira et al., 2009; Paula et al.,
2010) e fabricacdo de filmes biodegradaveis (Silva et al., 2013).

3.2 Reacdo de quaternizacéo de polissacarideos

Nos Ultimos anos, uma atencdo consideravel tem sido dedicada as aplicagdes de
polissacarideos devido as suas propriedades Unicas, como por exemplo... (Fan et al., 2012;
Simkovic, 2008; Crini, 2005; Edgar et al., 2001). Ebringerovh et al. (1994) ja relatava a
necessidade de aumentar a eficiéncia de utilizacdo da biomassa e de novos polimeros
biodegradaveis, através da modificacdo para adicionar ou modificar a funcionalidade do
mesmo. Diferentes rotas de modificacfes para a inser¢do de grupos em polissacarideos sdo
propostas (Prado e Matulewicz, 2014). Os polissacarideos possuem um grande numero de
grupos reativos (hidroxil e acetoamino), os quais permitem uma série de reacdes de substituicdo
como esterificacdo, eterificacdo, acetilagéo e sulfatacao.

Os reagentes mais utilizados reportados na literatura s&o o cloreto de 2,3-
epoxipropiltrimetilamnio (Prado e Matulewicz, 2014) e cloreto de 3-cloro-2
hidroxipropiltrimetilaménio (Prado et al., 2011), pelo processo de substituicdo de grupos
hidroxil por reacdo de eterificacdo. O segundo reagente é preferivel por apresentar maior
estabilidade e baixo custo comparado ao primeiro. Um esquema geral do processo de
quaternizacdo com o amoénio quaternario (cloreto de 3-cloro-2 hidroxipropiltrimetilamonio-
CCHPTA) pode ser visto na figura 2.

A sintese de um polissacarideo quaternério por eterificacdo utilizando CCHPTA como
agente de quaternizacdo requer NaOH para a formacdo de EPTAC (cloreto de 2,3-
epoxipropiltrimetilamonio), processo anterior a quaternizacdo. A reacdo em meio alcalino
envolve a conversdo de um grupo hidroxil do polissacarideo em um alcéxido. fons do alcoxido
atacam a extremidade R-Cl do CCHPTA e formam C-O-C (éter) (Wang e Wang, 2013).
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Figura 2. Processo de quaternizagdo com CCHPTA.

s b P e
H
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3.3 Aplicacéo de polissacarideos catiénicos modificados

E incontenstavel a utilizacdo dos polissacarideos devido seu baixo custo,
biodegradabilidade e baixa toxicidade (Raveendran et al., 2013). Eles apresentam uma ampla
gama de propriedades funcionais e estdo encontrando inimeras aplicacfes em alimentos,
téxteis, tintas, cosméticos e produtos farmacéuticos (Geresh et al., 2000). Estruturalmente eles
sdo compostos de mdaltiplas unidades de sacarideos ligados uma a outra através de ligacdes
glicosidicas e tem caracteristicas que os diferenciam das outras familias de biopolimeros
(Dumitriu, 2004). Eles podem apresentar-se na forma neutra, como a goma guar, a celulose e o
amido ou como polissacarideo anidénico como os alginatos, goma do cajueiro, a carragenana, a
gelana, xantana e caraia.

Os grupos anidnicos, geralmente presentes nestes polissacarideos, sdo acidos
carboxilicos como &cidos glucurdnico, galacturénico, manurénico ou grupos sulfatados como
nas carragenanas (Aspinall, 1982; Kennedy e White, 1988).

Entende-se como polissacarideos catidnicos, aqueles que apresentam grupos carregados
positivamente, como grupos funcionais contendo amina ou aménio, imino, sulfénio ou
fosfonio, por exemplo. Eles sdo funcionalmente usados em diversas areas e aplicacfes para
tratamento de efluentes, fabricacdo de papel, nas inddstrias quimica, alimenticia, cosmética,
farmacéutica, petréleo e téxtil, bem como em quimica analitica e na biologia molecular (Prado
et al., 2011) sdo produtos comerciais de larga escala que sdo bastante utilizado devido suas
caracteristicas de biodegradabilidade e propriedades antibacteriana (Jiang et al., 2015; Pan et
al., 2015, Grazadka et al., et al., 2015; Abdullan et al., 2015).
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3.4 Analise da producgdo cientifica de 2000 a 2017 com polissacarideos naturais
modificados por agentes cationicos

De acordo com o levantamento feito na base de dados ScienceDirect dentre os
polissacarideos naturais modificados destaca-se a quitosana, polimero linear obtido geralmente
pela desacetilacdo alcalina da quitina com aproximadamente 44 dos artigos publicados durante
os ultimos 17 anos investigados. O segundo polissacarideo mais modificado é o amido (19)

seguido por goma guar (12), dextrana (11), celulose (9) entre outros (Figura 3).

Figura 3. Artigos publicados de polissacarideos com modificacéo catidnica.
Polissacarideos com modificacdo catidnica (2000-2017)

= Quitosana
= Amido

Guar
m Dextrana
u Celulose
m Carragenana
= Amilopectina
m Pululana
= Goma do cajueiro
m Goma cassia
= Goma gelana
= Xilana
= Xiloglucana

Fonte: autoria prépria (2017).

Dentre os polissacarideos apresentados a modificacdo catibnica foi realizada
principalmente para aplicacbes como agentes floculantes, antibacterianos, formulacdo de
hidrogéis e adsorventes (Figura 4), devido principalmente a sua variabilidade e versatilidade,
associada com as suas estruturas complexas, que ndo foi encontrado em outras classes de

polimeros (Coviello et al. 2007).
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N° de artigos publicados

Aplicagdo dos polissacarideos catiénicos

Fonte: autoria propria (2017).

De acordo com dados da literatura os polissacarideos catidnicos foram investigados
principalmente contra as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e a Escherichia coli
(Gram-negativa) (Hu et al., 2016; Deng et al., 2012; Mohamed, Mohamed e Seoudi, 2014; Wen
et al., 2015; Tang et al., 2015; Pan et al., 2015; Fan et al., 2015; Sang et al., 2015; Sen et al.,
2017; Morkaew, Pinyakong e Tachaboonyakiat, 2017) e confirmada sua atividade
antibacteriana pelo teste de inibicdo de crescimento (concentragdo inibitéria minima,
concentracdo bactericida minima ou célculos do didmetro da zona de inibicéo).

A segunda atividade mais explorada é seu uso como floculante polimérico para
tratamento de &guas residuais (Wang et al., 2009; Jiang et al., 2011). E também na formacéo de
complexos eletroliticos com polimeros aniénicos, para liberacdo de drogas (Izumrudov et al.,
2013), adsorcéo (Li et al., 2004b), potencial vetor de genes, pela boa capacidade de ligacdo ao
DNA (Lu et al., 2012), entre outros.

Outra caracteristica desses polissacarideos é quanto a formacdo de hidrogel. Hidrogéis
sdo redes tridimensionais poliméricas hidrofilicas, capaz de reter grandes quantidades de agua
ou de fluidos biologicos (Peppas et al., 2006). Na sua capacidade para reter uma quantidade
significativa de agua, os hidrogéis sdo bastante semelhantes aos tecidos vivos naturais,

tornando-os Uteis para uma ampla variedade de aplicaces biomédicas.
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3.5 Gomas catidnicas e suas aplicacoes

As gomas sdo polimeros naturais, formados por unidades de monossacarideos em
arranjos lineares ou ramificados, pertencentes a classe dos carboidratos. Sdo substancias
translucidas, inodoras, insipidas, ndo toxicas, hidrofilicas, amorfas, com propriedades coloidais,
com fungbes espessantes, gelificantes, emulsificantes, estabilizantes e aglutinantes
(Mirhosseini e Amid, 2013).

O termo "goma" é referido a um grupo de polissacarideos que ocorrem naturalmente e
que apresentam aplicac6es industriais diversificadas, devido a sua capacidade de formar gel ou
tornar a solugéo viscosa ou atuar como estabilizantes (Williams e Phillips, 2000). Elas estdo
presentes em quantidades elevadas em animais, algas, fungos e outras fontes microbianas,
participando de processos importantes como funcdes metabolicas ou estruturais (Vikas et al.,
2011). Segundo Prajapati et al. (2013) as gomas podem ser classificadas de acordo com a carga,
forma, comportamento de gelificacdo e estrutura quimica. S&o exemplos de gomas: goma guar,
goma ghatti, goma xantana, goma arabica, goma caraia, goma gelana, carragenana, tragacanto,
konjac, xyloglucana, dextrana entre outras.

A aplicacdo da goma guar catidnica e goma céassia catidnica como biofloculantes
naturais foram apresentadas por Banerjee et al. (2013) e Banerjee et al. (2014) para a colheita
de microalgas, visto que elas sdo pequenas e apresentam superficie carregada negativamente.

O desenvolvimento de membranas de hidrogel, um super-absorvente comercial foi
apresentado por Huang et al. (2007a), afim de expandir as aplicacfes de materiais e formacéo
de polieletrolito com potencial para carrear drogas. Enquanto Murali et al. (2014) e Rodriguez
et al. (2003) destinaram a capacidade de formac&o de hidrogel da goma guar catidnica para o
estudo dessa como sistema de liberagdo de farmacos (cloridrato de doxorrubicina e ibuprofeno).
Estudos com goma guar catiénica fluorada também foram reportados (Wang et al., 2014; Wang
et al., 2013) para a obtencdo de melhor solubilidade e comportamento reoldgico.

Polissacarideos catidnicos também sdo candidatos adequados para a entrega de genes,
por todas as caracteristicas ja citadas. Polications e acidos nucléicos carregados negativamente
podem espontaneamente formar nanocomplexos por interacdo eletrostatica, que em condigdes
alcalinas condensam DNA em estruturas compactas, como o que foi obtido com dextrana
cationica (Yudovin-Farber e Domb, 2007; Thomas, Rekha e Sharma, 2010).

A introducgdo de grupos i6nicos na cadeia glicosidica leva a obtencdo de derivados
solUveis em &gua, como a inser¢do de grupos amino ou amonio, como o realizado por Suflet et

al. (2015) para formacao de complexo polieletrolitico.
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Xyloglucana é o principal polissacarideo de armazenamento obtido das sementes de
Tamarindus indica. Sua sintese catidnica e caracteristicas fisico-quimica foram investigadas
para potencial aplicacdo como floculante eficiente para o tratamento de aguas residuais da
industria téxtil (Pal et al.,, 2009), com resultados promissores. Simi e Abraham (2010)
mostraram que xyloglucana modificada tem potencial aplicagdo na medicina e na biotrénica
devido a sua biodegradabilidade, caracteristicas de hidrogel forte e com fluorescéncia azul

caracteristica.

3.6 Gomas catidnicas como agentes antimicrobianos

A maioria das paredes celulares bacterianas séo carregadas negativamente, contendo
fosfatidiletanolamina como componente principal. O mecanismo da acdo bactericida dos
biocidas policatitos envolve interacdo destrutiva com a parede celular e/ou membranas
citoplasmaticas (Kenawy et al., 2002). Como sugerido pela literatura os polimeros contendo
grupos de aménio quaternario sdo os tipos de biocidas poliméricos mais explorados.

As macromoléculas podem interagir de forma mais eficaz com a célula de bactérias
Gram-positivas, uma vez que a sua camada externa de poliglicano esta suficientemente
embalada para facilitar a penetracdo profunda da cadeia polimérica dentro da célula para
interagir com a membrana citoplasmatica. Por outro lado, uma célula bacteriana Gram-negativa
possui uma membrana adicional com uma estrutura de bicamada fosfoliidica, que protege a
membrana citoplasmatica interna em maior grau contra a acao adversa do biocida polimérico
(Mufoz-Bonilla e Ferndndez-Garcia, 2011).

Tendo em vista a necessidade de buscar agentes antibacteriano Quelemes et al. (2017)
propds a modificacdo da goma do cajueiro com amonio quaternario e seus derivados
quaternizados com carga positiva em sua estrutura, promoveu uma aumento em sua atividade
antimicrobiana. Os derivados quaternizados da goma do cajueiro apresentaram efeito
antibacteriano contra linhagens sensiveis e resistentes do género Staphylococcus. A introdugéo
de grupos amonio quaternario aumentou a solubilidade (Singh et al., 2010), e conferiu atividade
antibacteriana. Outro ponto importante refere-se a biocompatibilidade, os derivados
quaternizados da goma do cajueiro apresentaram biocompatibilidade com eritrocitos,
queratindcitos e fibroblastos, tornando os derivados da goma do cajueiro quaternizado
candidatos viaveis para o desenvolvimento de biomateriais e dispositivos biotecnologicos.

A goma gelana é um exopolissacarideo desacetilado anidnico linear obtido por
fermentagdo aerdbia de Sphingomonas elodea. Novac et al. (2014) produziram derivados de

gelana quaternizados por exertia de cloreto de N- (3-cloro-2-hidroxipropil) trimetilamonio em
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grupos hidroxil primérios da gelana, por substituicdo nucleofilica, em condic¢des alcalina e
investigou os derivados contra as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Sarcina lutea ATCC 9341, Bacillus
cereus ATCC 14579, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli CTX-M-14, Klebsiella
pneumoniae ATCC 53153, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Acredita-se que
polimeros contendo 0 amonio quaternario em suas cadeias apresentam maior interacdo com a
parede celular das bactérias Gram-positivas e provoque a morte da célula bacteriana. Porém a
goma gelana quaternizada ndo teve atividade contra bactérias Gram-positivas, porém teve
atividade contra bactérias Gram-negativas (K. pneumoniae ATCC 53153 e E. coli ATCC
25922).

A goma konjac também foi alvo de modificacdo e investigacdo, quando quaternizada
com amonio quaternario apresentou efeito inibitorio pronunciado sobre o crescimento de quatro
cepas de fungos e trés cepas bacterianas investigadas (Yu et al., 2007). Entretanto nem todo
polissacarideo catidnico apresenta atividade antibacteriana. Abdullah et al. (2015) ao modificar
a goma guar, tornando-a catioénica por meio de reacdo com epicloridrina so verificou atividade
antibacteriana pela associacdo do polissacarideo com nanoparticulas de prata imobilizadas em
fomas de filme para inibir o crescimento bacteriano. Eles os testaram contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Escherichia coli MTCC 1568, Vibrio cholerae MTCC 3906,
Staphylococcus aureus MTCC 3160 e Bacillus pumilus MTCC 2296).

Quadro 1. Modificagdo catibnica em gomas.

Gomas Aplicacéo Referéncia
Guar Hidrogel Huang et al. (2007), Rodriguez et al.
(2003) Huang et al. (2007a).
Floculante Banerjee et al. (2013), Zhang et al.
(2013), Wan et al. (2007), Pal et al.
(2008)
Atividade antibacteriana Abdullah et al. (2015)
Liberacéo de drogas Murali et al. (2014)
Cassia gum Floculante Banerjee et al. (2014)
Xiloglucana Hidrogel Simi e Abraham (2010)
Floculante Pal et al. (2009), Wang et al 2015
Kappa e iota - Floculante Barahona et al. (2015)
Carragenana
Dextrana Floculante Ghimici e Nichifor (2014), Ghimici e

Nichifor (2013) e Ghimici & Nichifor
(2010)



Aplicacdo biomédica

Entrega de drogas
Entrega de genes

Atividade antibacteriana

Curdlana Complexo polieletrolitico

Gellana Sistema controlado de entrega

Cajueiro Atividade antibacteriana

Xilana Atividade antibacteriana
Floculante

Formacao de filme

Mocanu e Nichifor (2014) and
Nichifor et al. (2000)

Abioye et al. (2014)

Yudovin-Farber e Domb (2007) and
Thomas, Rekha e Sharma (2010), Mai
etal. (2015)

Tuchilus et al. (2017)

Suflet et al. (2015)
Novac et al. (2014)
Quelemes et al. (2017)

Unlii et al. (2015)
Wang et al. (2015)
Simkovic et al. (2014)

Fonte: autoria prépria (2017)
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4. METODOLOGIA
4.1 Isolamento da Goma do angico

O isolamento e purificacdo da goma do angico foi realizada de acordo com Silva,
Rodrigues e Paula (1998), em que 12 g da goma bruta foram deixadas em agitagdo com 100 ml
de agua Mili-Q durante 24 h. Logo ap0s este periodo foi adicionado 2g de NaCl e solucéo de
NaOH para ajustar o pH para 7,0. A seguir 300 mL de etanol foi adicionado e a solucdo foi
mantida na geladeira durante 24h. O precipitado formado e lavado com etanol e a seguir com
acetona e seco sob fluxo de ar quente constante.

4.2 Sintese de goma do angico quaternaria

Para a reacdo de quaternizacédo foi seguida a metodologia proposta por Quelemes et al.
(2017). A goma do angico (1g) foi dissolvido em &gua destilada (1,5 mL) a temperatura
ambiente, e deixada sobre agitacdo por 30 minutos. Uma outra solu¢do contendo amonio
quaternario (Cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil trimetil aménio- CCHTA) e NaOH 5M foi
preparada e adicionada a solucéo contendo a goma do angico e mantida sobre agitacdo por 30
minutos. A reacdo foi conduzida em diferentes propor¢des molares de GA/NaOH/CCHPTA,
temperatura (40, 50, 60 ou 80°C) e periodo de tempo (14 ou 24h) em banho-maria. Acido
cloridrico (HCI) 1M diluido foi adicionado para baixar o pH (5,5) para parar 0 processo de
ionizacdo (ao adicionar HCI na mistura a reacdo de auto-ionizagdo ndo continuara, visto que o
meio alcalino é essencial para realizar a reacdo)(Pal et al. 2008). A solucdo foi em seguida
arrefecida até a temperatura ambiente. Sendo, em seguida, dialisado (4 a 5 dias). Apds a dialise
o0 polimero foi precipitado em acetona na proporc¢éo de 1:4 (solucdo:acetona), armazenada por
24 h para efetiva precipitacdo e seca sob fluxo de ar quente. As condicdes de sintese estdo

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Sintese de derivados da Goma do angico quaternizada (GAQ).

Amostras Proporcéo NaOH CCHPTA Tempo Temperatura (°c)
molar ()] (mL) (h)
GAQ-Al 1:4:4 0,98 6,63 14 50
GAQ-A2 1:4:4 0,98 6,63 24 40
GAQ-A3 1:4:4 0,98 6,63 24 60
GAQ-A4 1:4:4 0,98 6,63 24 80
GAQ-B 1:6:6 1,5 9,96 24 60
GAQ-C 1:8:8 19 13,7 24 60
GAQ-D 1:4:1 0,98 1,7 24 60

Proporcdo molar GA/NaOH/CCHPTA.

4.3 Caracterizagdo por Espectroscopia na regido do infravermelho, Potencial zeta e
Anélise elementar

A estrutura quimica dos derivados foi caracterizada usando espectroscopia na regiao do
infravermelho (SHIMADZU IRAffinity-1S-ATR-attenueded Total Reflectance, ZnS cristal),
para verificar a relacdo entre as absorcBes de grupamentos caracteristico, considerando
intervalo de onda de 700cm™ a 4000cm™.

As medidas de potencial zeta foi feita utilizando equipamento da Malvern Zetasizer
Nano ZS90 e para tando uma solu¢do aquosa com concentracdo de 10 mg/mL foi empregada.
As medidas foram realizadas em triplicatas para a determinacdo da carga do polissacarideo.

A andlise elementar para a composicao de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi realizada
utilizando-se um analisador CHNS Perkin Elmer 2400 series, com detector de condutividade
térmica. O grau de substituicdo (GS) dos derivados GAQ foi obtido pela porcentagem de
nitrogénio utilizando a Eqg. 1 (Huang, Yu, & Xiao, 2007; Banerjee et al., 2013). O GS foi
definido como o numero de grupos hidroxilas substituidos por unidade de agucar da GA, onde

N é a quantidade de nitrogénio (%) determinada por analise elementar.

Gs= 162,2 x N (%) (Eq.1)
1400-151,5 x N (%)
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4.4 Ensaios antimicrobianos

Foi avaliada a atividade antimicrobiana da goma do angico sobre bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus MRSA 43300 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228). Para a realizacdo dos experimentos, as estirpes
foram previamente semeadas em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton, sendo essas,
incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a uma temperatura de 37 °C, em condigdes
aerdbicas. Apds 24 horas, coldnias isoladas foram coletadas com alca de platina e suspensas
em solucdo salina estéril [NaCl 0,85% (p/v)], até que se obtivesse uma absorbancia variando
entre 0,08 a 0,1 monitorando o comprimento de onda de 625 nm, o que corresponde a 0,5 na
escala de McFarland (aproximadamente 1-2x108 UFC/mL). Em seguida, esta suspensdo foi
diluida na proporcdo de 1:10 em solucdo salina estéril, e desta diluigdo foram retiradas as
aliquotas que constituiram o inoculo para a realizacdo dos experimentos descritos a seguir

(Concentracao Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida minima).

4.4.1 Andlise de Concentracao inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM)

Pelo método de determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizada
placa de microdiluicdo de 96 pocos, no qual foi realizada uma dilui¢do seriada de razdo 2 com
concentracdes de goma de 2000 pg/mL a 15,62 pg/mL em caldo de Mueller-Hinton, inoculado
com 5x10° UFC/mL (CLSI, 2012) de cada micro-organismo. As placas foram incubadas por
24 horas a 37 °C, sob condicdes aerobicas. Como controle positivo foi empregado antibioticos
padrdes efetivos contra as bactérias testadas: Oxacilina para S. epidermidis ATCC 12228 e S.
aureus ATCC 29213; Vancomicina para S. aureus Meticilina resistente. A CIM foi definida
como a menor concentracdo de agente que inibiu o crescimento visual bacteriano. Cada placa
de 96 pocos foi dividida de maneira que fosse testado cada amostra (GA e seus derivados
quaternizados GAQ) para trés bactérias na mesma placa, junto aos controles de esterilidade. O
caldo Mueller-Hinton foi colocado em todos os pocos de maneira que o volume final de cada
poco ficasse igual a 100 pL.

Para a determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas (10 puL) de
todos os pogos com concentragdes iguais ou superiores & CIM foram subcultivadas em agar
Mueller-Hinton. O CBM foi definido como a menor concentragdo que nao permitiu crescimento
no agar. Em ambos os testes, os microorganismos foram incubados durante 24 h em temperatura

de 37°C, em condicOes aerdbicas. Esses ensaios foram realizados em triplicata.
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4.5 Biocompatibilidade
4.6 Ensaio hemolise

A atividade hemolitica da GA e dos derivados da goma do angico quaternizada (GAQ)
foi testada de acordo com Sahariah et al. (2015). Em que os eritrocitos humanos (hemaécias)
foram coletados em EDTA (1,8 mg/mL), lavados trés vezes e ressuspendidos em solucéo salina
estéril (0,9%). A GA e os derivados da GAQ foram testados em diferentes concentracdes,
variando de 31,25 a 500 pg/mL. Triton-X (0,1% v/v) e solucdo salina foram usados como
controles de hemolise positivo e negativo, respectivamente. As misturas foram incubadas por 1
h a 37°C e centrifugadas a 10.000g por 1 min. O sobrenadante foi avaliado por
espectrofotometria (492 nm) para constatar a hemolise. A hemolise total foi obtida com Triton
X-100 e a porcentagem de hemdlise foi calculada em relacéo a esse valor (Rangel et al., 1997).
Este experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem

da média aritmética simples.

4.7 Anédlise estatistica

Os dados de ensaios com eritrocitos foram expressos em média e desvio padrdo e
analisados estatisticamente por ANOVA de duas vias com teste de Tukey de comparacoes
mdaltiplas, utilizando o software GraphPad Prism 4.0. Diferencas foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reacdo de quaternizacéo

A reacdo de quaternizacdo da goma do angico (Figura 5) foi obtida utilizando o CCHTA
(Cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil trimetil amonio) como agente de esterificacdo sob
condicdes alcalinas. A reacdo € caracterizada pela substituicdo de grupos hidroxil de unidades
monossacaridicas pelo reagente amonio quaternario. A GAQ é formada atraves da reagéo entre
a GA e o0 epoxido (Huang, Lu e Xiao, 2007; Nichifor et al., 2010; Banerjee et al., 2014;

Quelemes et al., 2017). As condicdes de reacdo estdo resumidas na tabela 1.

Figura 5. Esquema geral da reacdo de quaternizagédo

H, H, H Ez TH3
o~ gz/C\N{ —eH NaOH(aq) HC—C \N+—CH3
| s - O/
OH H,C "aC
CCHPTA EPTAC

HEDf’ " WO H, CH,
o] H ..C
e\,,?/() 0 ok0 o + H,c—O \IJI*—CHa
H W4 /
dn H o he
p-L- Arap oL Asaf BD-Galp
GA nativa \ NaOH(aq) EPTAC
RO
0
H2 H2 /CH3 WO o]
- C._H .C

R=Hou R= =" g Ne—cH R

| 3 OR

OH H,C B-L- Arap o-L- Araf

GA quaternizada

Nesse processo 0 NaOH desempenhou um papel de catalisador da reagédo, agente de
inchago da goma do angico e realiza a hidrolise da goma e do CCHPTA (Gupta, Sharma e Soni,
2005).
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5.2 Analise dos espectros de infravermelho (FT-IR)

Na figura 6 estdo demonstrados os espectros de infravermelho da goma do angico e dos

seus derivados quaternizados.

Figura 6. Espectro na regido do infravermelho da goma do angico e dos seus derivados.
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Os espectros de infravermelho da GA e dos seus derivados quaternizados exibiram
bandas de absorcao caracteristicas de polissacarideos entre 4000 cm™ e 400 cm™ (Figura 6). No
espectro da GA a banda na regido de 3362 cm™ é atribuida & vibragdo de estiramento O-H
(Pavia et al. 2010; Ren et al. 2007) e banda na regido 2926 cm™ corresponde a vibragéo de
estiramento C—H metilénico (Ren et al. 2007; Thomas 2015). A banda presente na
regido1651cm™ é relativa ao estiramento vibracional assimétrico do grupamento C=0 (Zhang
etal., 2013, Quelemes et al., 2017). Vibracdo de deformacdo simétrica da ligacao ester -CO das
ligagGes glicosidicas, foram observadas na regido de 1375 cm™ e 1245 cm™ com intensidade
média (Ren et al. 2007; Thomas 2015).

Comparando os espectros da GA e seus derivados quaternizados, é notavel o surgimento
de um pico em torno de 1470 cm* caracteristico de C-H do grupo metil do aménio quaternario,
e a presenca do pico em 1407 cm™ de C-N, também observado por Pal, Mal e Singh (2005),
Novac et al. (2014) e Quelemes et al. (2017).

5.3 Potencial Zeta ({)

O potencial zeta reflete a carga efetiva da particula e refere-se a repulsdo eletrostatica
entre elas. Assim sendo, o potencial zeta é importante para avaliar o grau de insercao de grupos
quaternario por meio da alteracdo no valor da carga resultante do polissacarideo. A analise
mostrou que a carga efetiva ficou mais positiva para os derivados da GAQ em relacdo a GA,
sugerindo que houve adicdo de grupos -NHz na GA (Tabela 2), o que pode ter influenciado a
interacdo eletrostatica do modificado com o microrganismo.

Variacdo de carga semelhante foi relatado por Quelemes et al. (2017) que modificou a
goma do cajueiro e obteve potenciais zeta variando de -3,4mV para até +40,4 mV. A insercdo
de grupos amonio quaternario conferiu a goma do cajueiro atividade bactericida contra bactérias

Gram-positivas, em todas as concentracdes utilizadas.

5.4 Analise elementar e o grau de substituicéo

A anélise elementar da GA e de seus derivados quaternizados € apresentada na Tabela
2. A presenca de uma alta porcentagem de nitrogénio nas gomas modificadas confirmam que o
amonio quaternario foi incorporado na estrutura do polimero (Banerjee et al., 2013),
destacando-se 0 aumento no percentual de nitrogénio devido ao aumento na quantidade de

amonio quaternario e NaOH adicionados a reacdo (Pal, Mal e Singh, 2005). Esse efeito ¢
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concomitante com o aumento do grau de substituicdo (Yu et al., 2007). Uma discreta quantidade
de nitrogénio (0,23%) na GA pode estar relacionada a tragos de proteinas, como distrito em De
Paula, Budd e Rodrigues (1997).

Tabela 2. Resultados obtidos do processo de quaternizacao e caracteristicas quimicas da GA e de seus
derivados quaternizados.

Amostra  Rendimento (%) Analise elementar (%) GS Potencial zeta(mV)
C H N
GA - 39,65 6,72 0,23 - -20

GAQ-Al 72 - - - - -0,2
GAQ-A2 74 41,5 6,76 0,48 0,05 -13,2
GAQ-A3 73 32,61 6,55 2,9 0,48 24,7
GAQ-A4 70 32,9 5,46 0,65 0,08 4,89
GAQ-B 76 32,02 6,92 3,13 0,54 23,5
GAQ-C 77 41,75 7,5 1,59 0,22 37,7
GAQ-D 73 - - - - +14
CCHPTA 36,382 7,582 7,122 - -

2 valores obtidos na literatura (Benerjee et al., 2013) -Valores ndo obtidos

Diferentes graus de substituicdo (GS) foram obtidos para GAQ. O maior grau de
substituicdo foi obtido para GAQ-A3 e GAQ-B (0,48 e 0,54 respectivamente). Para a
quaternizacd da goma do angico, a condicdo ideal de sintese quanto ao GS foi encontrada a
60°C nas concentragdes equimolares de amoénio quaternario e NaOH com tempo de reacéo de
quaternizacdo de 24h (GAQ-A3, GAQ-B e GAQ-C). O aumento na proporcao equimolar do
reagentes influenciou diretamente o GS. A temperatura (60°C) e o tempo de reacdo (24h) foram
mantidos e a equimolaridade dos derivados foi alterada (1:4:4, 1:6:6 e 1:8:8). Com 0 aumento
da proporcdo dos reagentes (GA/NaOH/CCHPTA) o GS aumentou até um determinado ponto,
apos uma condicéo limite GS diminuiu (GAQ-A3>GAQ-B<GAQ-C).

A temperatura também desempenha um papel importante quanto ao GS (Shak e Wu,
2017). Fois observado que ao aumentar a temperatura GS aumentou. Alguns trabalhos com

polissacarideos modificados por agentes quaternizantes reportam esse fenémeno (Suflet et al.,
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2015). Entretanto, ao aumentar ainda mais a temperatura 0 GS diminuiu, 0 que pode estar
relacionado com a degradacdo do polissacarideo ou eficiéncia da reagdo de modificacdo. Esse
comportamento pode ser notado nos derivados GAQ-A2, GAQ-A3 e GAQ-A4 gue apresentam
amesma proporcao equimolar de de GA/NaOH/CCHPTA de 1:4:4. A influéncia da temperatura
sobre esses derivados foi clara, 0 GS aumentou com o aumento da temperatura de 40°C para
60°C (0,05 e 0,48, respectivamente), mas diminuiu a 80°C (0,08).

Comportamento semelhante ocorreu com o derivado GAQ-C (proporcdo molar de
GA/NaOH/CCHTA: 1:8:8). O GS foi o menor da condicdo de equimolaridade entre 0s
reagentes (NaOH/CCHPA), temperatura (60°C) e tempo de reacdo (24h), rever tabela 1. Nao é
possivel afirmar que houve degracdo do polissacarideo, pois seria necessario caracterizacdo

detalhada dos constituintes monomeéricos do derivado quaternizado.

5.3 Atividade antibacteriana

O (s) mecanismo (s) de agéo global de um antimicrobiano pode ser definido de acordo
com o componente alvo da célula bacteriana contra a qual tem a sua atividade principal. Assim,
trés niveis de interacdo podem ser descritos: (i) adsorcdo na superficie das células bacterianas,
(ii) difusdo através da parede celular, (iii) ligacdo a membrana citoplasmatica, (iv) libertacdo
dos constituintes citoplasmaticos, e (v) a morte da célula (Franklin; Snow, 1975).

O processo de quaternizacdo insere grupos permanentes de aménio quaternario
carregados positivamente e aumenta a solubilidade em agua, o que despertou interesse na
aplicacdo de polissacarideos quaternizados como agente antibacteriano (Deng et al., 2012; Ling
et al., 2013; Novac et al., 2014, Jiang et al., 2015; Wen et al., 2015; Ignatova et al., 2016; Hu
et al., 2016; Quelemes et al., 2017).

O envelope de células estafilocdccicos (Figura 7) é composta por multicamadas de
cadeias de glicano de N-acetilglucosamina (GIcNAc) alternada e N-acetilmuramil-
pentapeptideo (MurNAc-PP), reticuladas por cadeias laterais de pentaglicina. Acidos teicoicos,
polimeros de superficie polianiénicos que se estendem através da camada de peptidoglicano,
contribuem para a carga negativa da parede celular (Raafat e Sahl, 2009). Varios estudos
apontam a importancia do numero de grupos amonio quaternario na interagdo (Sun et al. 2006).

Para a agdo bactericida da GAQ a proposta mais aceitavel, tendo como base a quitosana,
é a interacdo das moléculas carregadas positivamente e membranas de células microbianas
carregadas negativamente (Mohamed, Mohamed e Seoudi, 2014; Cai et al., 2015), grupos
positivos da GAQ (NHs*) com grupos carregados negativamente da bactéria (por exemplo,

fosfato, acido lipoteocdico, acido nucléico). Esta interacdo eletrostatica pode promover
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alteracdes nas propriedades da permeabilidade da parede da membrana, provocando assim
desequilibrios osmoticos internos e consequentemente inibindo o crescimento de
microrganismos ou pela hidrolise dos peptidoglicanos na parede do microrganismo, conduzindo
a saida de eletrolitos intracelulares tais como ions de potassio e outros constituintes de baixo peso
molecular (Raafat e Sahl, 2009).

Dentre os polissacarideos catiénicos quimicamente modificados, a quitosana e seus
derivados sdo os polimeros de escolha para atuar como agentes antibacterianos. Poucos foram
os trabalhos envolvendo gomas catiénicas para tal finalidade (Novac et al., 2014; Tuchilus et

al., 2017; Quelemes et al., 2017), o que ja foi apresentado anterior.

Figura 7. Estrutura do envelope celular de Staphylococcus ssp.
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Fonte: Raafat e Sahl (2009)

A presenca de grupos de aménio quaternario conferiu atividade bactericida para as
bactérias testadas (Tabela 3). A analise da atividade antibacteriana da GA néo exibiu efeito
antibacteriano, enquanto GAQ-A3 (GS=0,48) e GAQ-B (GS=0,54) apresentaram efeito
inibitdrio para as bactérias Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Staphylococcus aureus MRSA 43300 (GAQ-A3: CIM-CBM= 125-125 pg/mL,
250-250 pg/mL e 250-250 pg/mL, respectivamente e GAQ-B: CIM-CBM= 62,5-62,5 pug/mL,
250-250 pg/mL e 250-250 pg/mL, respectivamente). Uma possivel hipotese é que a entrada de
agua através da membrana celular tenha causada a morte da bactéria, como foi observado por
Quelemes et al. (2017).
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Valores mais baixos de CIM forma encontrados pra S.aureus através da modificacao de
polissacarideos com aménio quaternario. Valores entre 35-60 pg/mL para a goma do cajueiro
(Quelemes et al., 2017), 60 pg/mL para derivados anfifilicos da dextrana (Tuchilus et al., 2017)

Tabela 3. Atividade antimicrobiana da goma do angico quaternizada pelos ensaios de Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) frente as bactérias S. aureus
ATCC 29213, S. aureus MRSA 43300 e S. epidermidis ATCC 12228.

Amostras CIM-CBM (pg/mL)

S. aureus ATCC 29213  S. aureus MRSA 43300 S. epidermidis ATCC 12228

GA - - -
GAQ-Al - - -
GAQ-A2 - - -
GAQ-A3 250-250 250-250 125-125
GAQ-A4 - - -
GAQ-B 250-250 250-250 62,5-62,5
GAQ-C - - -
GAQ-D - - -
Oxacilina <0,25 * <0,25

Vancomicina * <0,5 *

-Sem atividade antimicrobiana. *N4o testado

Os valores de CIM e CBM foram iguais (Tabela 3), ou seja, a mesma concentragcdo que
inibiu o crescimento foi a mesma que matou as bactérias, supostamente pelo mecanismos de
acao hipotético acima ja referido, como o obtido por Jia et al. (2001) e Quelemes et al. (2017)
com CIM e CBM iguais indicando um efeito bactericida (Gonzalez et al., 2013).

Levando-se em consideracdo as condicGes de sintese dos derivados de GAQ, a atividade
bactericida contra S.aureus e S.epidermidis foi obtida apenas para os maiores valores de GS
(0,48 € 0,54). Vale ressaltar que o efeito da equimolaridade potencializou a atividade bactericida
contra S.epidermidis (CBM=62,25 pg/mL), porém na maior proporcdo (1:8:8) o derivado
perdeu a atividade antibacteriana (GS=0,22).

5.4 Atividade hemolitica
O eritrocito € um tipo de célula que possui altas concentracGes de acidos graxos
polinsaturados, oxigénio molecular e ions ferro no estado ligado (Niki et al., 1991), fazendo

com que sua membrana celular fique muito vulnerdvel a reacdes envolvendo radicais livres e
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que também fique muito susceptivel a hemolise. Este evento pode ser correlacionado
diretamente com o efeito toxico das substancias testadas. Dessa forma, os eritrocitos podem ser
utilizados como um modelo experimental in vitro com a finalidade de investigar os efeitos
toxicos e protetores de uma grande variedade de substancias (Brand&o et al., 2006).

De acordo com Cano et al. (2004), a avaliacdo da biocompatibilidade dos materiais pode
fornecer informacdes Uteis a respeito da interacdo do material com o ambiente fisioldgico e dos
possiveis riscos associados a sua aplicacdo, permitindo assim, identificar os materiais que néo
apresentam caracteristicas adequadas a utilizacdo em estudos clinicos, sendo crucial
desenvolver materiais indcuos, nao citotoxicos com ampla gama de atividade antimicrobiana,
longa resposta, reutilizaveis para manter a atividade e garantindo os aspectos ambientais e de
reciclagem.

Nesse estudo, os derivados GAQ analisados (GAQ-A3, GAQ-B e GAQ-C), em
concentragfes equivalentes as utilizadas nos ensaios antimicrobianos, ndo promoveram
hemolise acima de 10%, evidenciando excelente biocompatibilidade com eritrécitos, mesmo na

mais alta concentracdo testada (Figura 8).

Figura 8. Atividade hemolitica da GA e de seus derivados quaternizados.
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A goma do angico apresentou uma tendéncia a atividade hemolitica na maior
concentracdo em anélise (500 pg/mL) o mesmo foi obtido por Quelemes et al. (2017) ao avaliar
a biocompatibilidade da goma do cajueiro. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
derivados quaternizados GAQ-A3 e GAQ-B a 500 pg/mL, porém ndo houve diferenca

significatiava nas demais concentragoes.
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6. CONCLUSAO

Foram obtidos 8 vérios derivados quaternizados da goma do angico através de
modificagdo quimica com amonio quaternario, com diferentes grau de substituicdo. A
modificacdo foi confirmada pelas analises de potencial zeta, infravermelho e analise elementar.
O melhor resultado foi obtido para o derivado GAQ-A3 e GAQ-B, visto que apresentaram
atividade bactericida eficaz contra bactérias Gram-positivas do genero Staphylococcus (estirpes
sensivel e resistente) e atividade hemolitica abaixo de 500 pg/mL, o que os torna um biomaterial
promissor como agente antibacteriano para aplicacfes biomédicas e biotecnoldgicas, como

curativos de cicatrizagdo, filtros antimicrobianos e dispositivos médicos.
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