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RESUMO

A goma de cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo aniénico natural com potencial
uso na industria farmacéutica e alimenticia, além de promissora aplicacdo em
(nano)biotecnologia. Alteragdes quimicas na estrutura desse polimero vém sendo
executadas no intuito de se obterem novas propriedades, no entanto, ainda nao
foram realizadas modifica¢des por introducdo de grupos funcionais com objetivo de
tornd-la catibnica, o0 que poderia alterar, por exemplo, suas atividades
farmacolégicas, como a antimicrobiana. Este trabalho objetiva modificar
guimicamente a GC por reagdo de quaternizacdo, avaliar o efeito da goma de
cajueiro quaternizada (GCQ) sobre bactérias do género Staphylococcus, bem como
sua biocompatibilidade celular. Para a producao de trés derivados quaternizados de
goma de cajueiro (derivados GCQ), adicionou-se a uma solucédo de GC, cloreto de
trimetilaménio e hidroxido de sodio, em trés diferentes propor¢cdes de razdes
molares. Ap6s uma reacao de 14 h sob aquecimento em banho-maria; ajustou-se o
pH e procedeu-se a precipitacdo de cada goma modificada utilizando-se acetona,
seguindo-se por dialise e liofilizacdo. Os derivados obtidos (GCQ-1, GCQ-2 e GCQ-
3) foram caracterizados por: espectroscopia na regido de infravermelho, andlise
elementar, potencial Zeta e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 2D
(correlacdo heteronuclear *H;**C). Também foi calculado o grau de substituicdo do
grupo quimico introduzido na estrutura desses modificados. A atividade
antiestafilocécica dos derivados GCQ foi avaliada pela determinacdo das
concentracdes inibitorias e bactericidas minimas (CIM e CBM) e por microscopia de
forca atdbmica. A biocompatibilidade sobre eritrocitos, queratindcitos e fibroblastos
também foi verificada, por meio dos testes de hemdlise e de citotoxicidade. Os
métodos de caracterizacdo selecionados para este estudo confirmaram a
modificacdo da GC. Os trés derivados GCQ apresentaram promissora atividade
antiestafilocécica, com poténcia crescente relacionada ao aumento do grau de
substituicdo do grupamento aménio quaterndrio introduzido na estrutura da goma.
Destacou-se, por exemplo, o efeito do derivado GCQ-3 sobre uma linhagem de S.
aureus resistente a meticilina, com obtencédo de CIM em valor de 31,25 pg/mL e
CBM igual a 62,5 pg/mL. Os derivados GCQ também apresentaram
biocompatibilidade sobre as células testadas, sugerindo, deste modo, que 0s
mesmos possam ser aplicados como ferramenta para o desenvolvimento de
biomateriais com agdo antisséptica.

Palavras-chaves: Goma de cajueiro; quaternizagao; antibacteriana; Staphylococcus
spp.; biocompatibilidade.



ABSTRACT

Cashew gum (CG) is a natural anionic heteropolysaccharide with potential use in the
pharmaceutical and food industry, beyond promising application in
(nano)biotechnology. Chemical changes in this polymer structure have been carried
out in order to obtain new properties, however until now there were no reports of
modifications by introduction of functional groups to add it cationic character, which
could change, for instance, its pharmacological activities, such as antimicrobial. This
work aims to modify chemically the CG by using quaternization reaction, evaluate the
quaternized cashew gum (QCG) effect on bacteria of the Staphylococcus genus,
beyond to access its cellular biocompatibility. To a solution of CG,
trimethylammonium chloride and sodium hydroxide, at three different molar ratios
proportions, were added to produce quaternized cashew gum derivatives (QCG).
After a 14 h reaction under heating in a water bath, the pH was adjusted and carried
out the precipitation of each modified gum using acetone, followed up for dialysis and
lyophilization. The obtained derivatives (QCG-1, QCG-2 and QCG-3) were
characterized by: infrared spectroscopy, elemental analysis, Zeta potential and 2D
nuclear resonance spectroscopy (*H-'°C heteronuclear correlation). The degree of
substitution of the introduced chemical group on these modified structures was also
calculated. The QCG derivatives anti-staphylococcal activity was evaluated by
determining minimum inhibitory and bactericidal concentrations (MIC and MBC) and
by using atomic force microscopy. Biocompatibility on erythrocytes, keratinocytes and
fibroblasts was also accessed through hemolytic and cell toxicity assays. The
characterization methods selected for this study have confirmed the CG chemical
modification. The three QCG derivatives presented promising anti-staphylococcal
activity, with potency related to the increasing degree of substitution of quaternary
ammonium group introduced on the gum structure. It was highlighted, for instance,
the QCG-3 derivative effect against a methicillin-resistant S. aureus strain, with MIC
value of 31.25 pg/mL and MBC at 62.5 ug/mL. The QCG derivatives also presented
biocompatibility on tested cells, thus suggesting that it could be applied as tool for the
development of biomaterials with antiseptic action.

Keywords: Cashew gum; quaternization; antibacterial; Staphylococcus spp.;
biocompatibility.
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INTRODUEAO

A goma de cajueiro (GC) é um polimero natural que pode ser utilizado na
industria alimenticia e farmacéutica (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998;
GOWTHAMARAJAN et al., 2011; KUMAR et al., 2012; PORTO e CRISTIANINI,
2014), além de promissora aplicacdo no campo da (nano)biotecnologia (SILVA et al.,
2009; ARARUNA et al., 2013; QUELEMES et al., 2013; DIAS et al., 2016; ABREU et
al., 2016).

Estudos acerca de suas propriedades farmacoldgicas tém revelado uma
variada gama de atividades, dentre elas: antimicrobiana (TORQUATO et al., 2004;
CAMPOS et al.,, 2012), antitumoral (MOTHE, SOUZA e CALAZANS, 2008),
cicatrizante (SCHIRATO et al., 2006), imunomodulatoria (YAMASSAKI et al., 2015),
antidiarreica (ARAUJO et al. 2015) e gastroprotetora (CARVALHO et al., 2015).

No intuito de se obterem caracteristicas fisicas e quimicas diferenciadas, além
de melhorias em suas potencialidades tecnoldgicas, modificagbes quimicas na
estrutura polimérica da GG por meio da introducdo de grupos funcionais tém sido
propostas (RIBEIRO et al., 2016). Tais modificacbes correspondem aos processos
de: carboximetilacdo (SILVA et al., 2004); oxidacdo (CUNHA et al., 2007); sulfatacéo
(MOURA NETO et al., 2011) e acetilacdo (PITOMBEIRA et al., 2015). Entretanto,
constata-se que ndo ha relatos, até o presente momento, da realizacédo de reacdes
de funcionalizacdo polimérica que visassem torna-la catidnica. Tal aquisicdo de
cargas positivas pela GC, além de poder acarretar em modificacbes em suas
caracteristicas quimicas, poderia também alterar suas propriedades farmacoldgicas
como, por exemplo, a antibacteriana (YU et al., 2007; NICHIFOR et al, 2010;
NOVAC et al., 2014), devido a possibilidade de uma melhor interacédo eletrostatica
entre goma catidnica e a superficie celular bacteriana carregada negativamente
(JENNINGS et al., 2015).

Deste modo, no tocante as possibilidades de modificagbes quimicas de
polimeros, quando do intuito de produzirem-se derivados catibnicos, constata-se que
diversos polissacarideos oriundos de produtos naturais vém sendo modificados por

reacdo com compostos de aménio quaternario (SINGH, PAL e ALI, 2014). Nesse
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processo, porgdes catibnicas sdo introduzidas na estrutura desses polimeros,
principalmente, utilizando reagentes como o cloreto de N-(3-cloro-2-hidroxipropil)
trimetilamonio (YU et al., 2007; PAL, MAL e SIGH, 2007; SAJOMSANG, GONIL e
TANTAYANON, 2009; BANERJEE et al., 2013).

Os derivados quaternizados adquirem, assim, novas ou aprimoradas
propriedades como: alta solubilidade em &gua (SAJOMSANG, GONIL e
TANTAYANON, 2009), acéao floculante (PAL, MAL e SIGH, 2007; PAL et al., 2009;
SINGH, PAL e ALI, 2014), capacidade de carreamento de genes (SONG et al.,
2008) e atividade antibacteriana (YU et al., 2007; NICHIFOR et al., 2010; HU e
WANG, 2016).

Nesse contexto, devido ao potencial antimicrobiano inerente aos agentes
cationicos, além da possibilidade de uso topico (JENNINGS et al., 2015), esses
podem exercer valiosa contribuicdo para a prevencao e tratamento de infeccdes
cutdneas, particularmente aquelas causadas por bactérias do género
Staphylococcus (IOANNOU et al., 2007; CRISMARU et al.,, 2011). A espécie S.
aureus, por exemplo, € um patégeno oportunista relacionado a severas infec¢des de
pele e tecidos moles, com capacidade de promover infeccbes hospitalares,
principalmente, devido a sua habilidade em adquirir resisténcia aos antibidticos
(DELEO e CHAMBERS, 2009; YU et al., 2015), sendo um problema atual que vem
motivando a busca por agentes capazes de combaté-lo (PASBERG-GAUHL, 2014).

Deste modo, baseando-se na lacuna existente referente a auséncia de relatos
de modificacdo da GC por introducdo de grupamentos quimicos que Ihe confira perfil
catibnico; na formulacdo da hipétese de que essa modificagdo promoveria o
aumento de seu efeito antibacteriano; além da justificativa da necessidade de novos
materiais com propriedades antissépticas e biocompativeis, este trabalho visa,
portanto, realizar uma modificacdo quimica na GC por reacdo de quaterniza¢gdo, com
finalidade de produzir uma goma de cajueiro quaternizada, avaliar seu efeito sobre
bactérias do género Staphylococcus, além de verificar sua biocompatibilidade

celular.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Modificar quimicamente a goma de cajueiro por reacdo de quaternizagado e
avaliar o efeito da goma de cajueiro quaternizada sobre bactérias patogénicas do

género Staphylococcus, bem como sua biocompatibilidade celular.

Objetivos Especificos

= Modificar quimicamente a GC por meio de reagédo de quaternizacgao;

= Caracterizar a goma de cajueiro quaternizada (GCQ) por meio dos seguintes
meétodos: analise elementar; espectroscopia na regido de infravermelho;
potencial Zeta e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear;

= Avaliar a atividade antibacteriana da GCQ pela determinacdo das
concentracdes inibitérias e bactericidas minimas sobre linhagens padrbes e
isolados clinicos, sensiveis e resistentes de S. aureus e S. epidermidis;

= Avaliar por meio de microscopia de forca atbmica, o perfil de dano celular
causado pela GCQ sobre uma linhagem de S. aureus;

= Avaliar a biocompatibilidade da GCQ sobre hemacias, queratindcitos e

fibroblastos.
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1.1 - Caracteristicas gerais da goma de cajueiro e suas propriedades

farmacologicas

O cajueiro, Anacardium occidentale L., arvore pertencente a familia
Anacardiaceae, € considerado uma das culturas de maior importancia econdémica do
nordeste brasileiro, sendo seu principal produto comercializado a castanha. No
entanto, constata-se que existe potencial para a exploracdo e industrializacdo da
goma exsudada do seu caule (DE PAULA, HEATLEY e BUDD 1998; LIMA et al.,
2002; CUNHA et al., 2009; LIMA, MAIA e LIMA, 2013).

O exsudato do caule do cajueiro, também conhecido como goma de cajueiro
(Figura 1A), € um heteropolisacarideo ramificado acido de carater aniénico (DE
PAULA e RODRIGUES, 1995), com potencialidade de aplicagcdo na industria
farmacéutica (KUMAR et al., 2009; OKOYE, ONYEKWELI e FATOKI, 2012) e
alimenticia (MOTHE e CORREIA, 2002; PINTO et al., 2015).

A B

Figura 1. A. Exsudato do caule do cajueiro (Fonte: Ana Karina Lustosa); B. Goma de
cajueiro isolada e purificada (Fonte: proprio autor)
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O mesmo pode ser obtido naturalmente em resposta a agressdes microbianas
ou intempéries fisicas, ou também, por incisdes feitas no tronco e ramos da arvore,
apresentando-se como resina de coloracdo amarelada, solivel em agua (KUMAR et
al., 2012). Agentes quimicos, tais como combina¢des de acido sulfurico, dimetil
sulfoxido, ethephon e acido 2 — cloroetilfosfénico, também vém sendo utilizados com
ituito de provocar exsudacdo dessa goma (BANDEIRA, 1991; LIMA et al., 2001).

A purificacdo da GC tem sido realizada por diversos métodos, porém, com
algumas caracteristicas de execu¢do em comum, resumidas por Ribeiro et al. (2016)
do seguinte modo: apos a dissolugédo do exsudato bruto em agua e neutralizacdo do
conteddo &cido por adicdo de uma base, uma primeira purificacdo objetiva remover
0s cations presentes no mesmo, com a adicdo de excesso de NaCl; apds essa
etapa, procede-se com a filtracdo e a precipitacdo da goma pela lavagem com etanol
ou acetona, 0 que remove O excesso de sal, garantido o isolamento do
polissacarideo. Esse processo pode ser repetivo varias vezes, com intuito de se
garantir uma efetiva purificacdo da goma (Figura 1B).

Anderson e Bell (1975) caracterizaram a GC originaria da india e constataram
a presenca das seguintes quantidades relativas de unidades monossacaridicas: 61%
de galactose; 14% de arabinose; 7% de raminose; 8% de glicose e 5% de acido
glicurdnico, além de tragos de manose, xilose e &cido 4-O-metilglicurdnico (menor
gue 2%). A analise da goma também indicou que a mesma possui uma estrutura de
galactose altamente ramificada, constituindo-se por uma cadeia principal com
ligacbes B (1—3) e, de cadeias laterais, com ligacdes B (1—6) (Figura 2). A
arabinose esta presente como grupo terminal ou em ramificacdes curtas. Glicose,
raminose, manose e Xxilose estdo presentes como grupos terminais.

De Paula, Heatley e Budd (1998) também realizaram um estudo obtendo
informagOes sobre a composicdo, estrutura e distribuicdo de massa molar da GC
originaria do nordeste brasileiro. A distribuicio de massa molar para o
polissacarideo exibiu dois picos principais de 28000 e 67000 g/mol. Na avaliacdo da
composicdo, foram encontradas as presencas de: 72% de galactose; 14% de
glicose; 4,6% de arabinose; 3,2% de raminose e 4,5% de acido glicurdnico. De
Paula e Rodrigues (1995) relataram, também, a presenca de em torno de 6% de um

complexo polissacarideo-proteina compondo a estrutura da GC.
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Figura 2. Estrutura da goma de cajueiro. GAL (galactose); GLI (glicose); AC. GLIC (4cido
glicurdnico). R representa: D-manose, D-xilose, L-raminose ou L-arabinose. R” representa:
D-glicose ou acido D-glicurénico (adaptada de Anderson e Bell, 1975).

No estudo da estrutura, por meio da andlise de espectros de RMN *3C da GC
intacta e degradada, foi possivel observar a presenca de trés tipos de ligacdes
dentro das ramificacbes da cadeia principal de galactose: ligacdes em C-1 e C-3, em
C-1eC-6,eem C-1, C-3 e C-6 (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998).

Para além de andlises de caracterizacdo quimica, devido ao interesse de
investigacdo do efeito biolégico de produtos naturais, a GC também vem sendo
estudada quanto as suas propriedades farmacoldgicas. A tabela 1 apresenta os

principais estudos relacionados a esses efeitos, 0os quais sdo de interesse para a
area da saude.



Tabela 1. Atividades farmacolégicas da GC e caracteristicas gerais de seus efeitos.

Autores (ano)

Torquato et al.
(2004)

Schirato et al.
(2006)

Mothé, Souza e
Calazans (2008)

Campos et al.
(2012)

Yamassaki et al.
(2015)

Araujo et al.
(2015)

Carvalho et al.
(2015)

Atividade
farmacolégica

Antimicrobiana

Cicatrizante

Antitumoral

Antimicrobiana

Imunomodulatéria

Antidiarreica

Gastroprotetora

Caracteristica geral do estudo e concluséo

Estudo in vitro (método de diminuicdo de
biomassa microbiana) no qual a CG apresentou
fraca atividade sobre Saccharomyces
cerevisiae. Auséncia de efeito sobre S. aureus e
Escherichia coli.

Uma emulsdo de CG associada ao &cido
ascorbico foi avaliada na fase inflamatéria do
processo cicatricial em camundongos, ha qual,
seu uso propiciou sinais de inflamagdo menos
acentuados, compativeis com um processo de
reparacdo mais avancgado, do ponto de vista
histopatoldgico.

Estudo no qual a CG, aplicada intrape-
ritonealmente, exibiu atividade inibitéria sobre
tumor sélido de sarcoma 180 implantado
subcutaneamente em virilha em ratos.

Estudo in vitro (determinacdo da concentragdo
inibitéria  minima - CIM) no qual a CG
apresentou fraca atividade sobre S. aureus e E.
coli (CIM em torno de 20 mg/mL).

Estudo in vitro em cultura de macréfagos
peritoneais murinos no qual se avaliou o efeito
da GC sobre marcadores inflamatorios.
Observou-se diminuicdo dos niveis de oOxido
nitrico, interferon gama e interleucina 6.

Trabalho no qual foi atestado o efeito
antidiarreico da GC sobre modelos de diarreia
aguda, inflamatéria e secretéria em ratos. Os
resultados corroboraram o uso tradicional para
tratamento de diarreia.

Nesse estudo foi constatado o efeito gastro-
protetor (anti-ulcerogénico e anti-inflamatorio)
da GC sobre estbmago de ratos com gastrite
induzida por naproxifeno.
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Os mecanismos de acao farmacolédgicos produzidos pela GC em relagdo aos
efeitos apresentados na tabela 1 ndo estdo completamente elucidados. Discute-se,
por exemplo, a possibilidade de que o efeito antimicrobiano possa estar relacionado
a presenca de acido anacéardico em sua composicdo (TORQUATO et al., 2004;
CAMPOS et al., 2012).

J& a diminuicdo de marcadores inflamatorios, apresentada por Yamassaki et
al. (2015), corrobora com os resultados observados quanto ao efeito gastroprotetor
(anti-ulcerogénico) e antidiarreico (diarreia induzida por inflamacé&o), sobre os quais
também se observou a inibicdo da prostaglandina E,, intimamente relacionada a
processos inflamatérios (ARAUJO et al., 2015; CARVALHO et al. 2015). Estudos
mais aprofundados fazem-se necessarios para se considerar que o efeito
cicatrizante (SCHIRATO et al., 2006) e antitumoral (MOTHE, SOUZA e CALAZANS,
2008) possam também estar relacionados aos processos de imunomodulacgao.

Neste ponto, cabe destacar-se, também, o resultado obtido pelo trabalho de
Okoye, Onyekweli e Fatoki (2012), no qual se buscou estimar a DL50 (dose letal
para 50% dos animais avaliados) da GC sobre coelhos. Os autores ndo observaram
sinais de toxicidade ou morte até uma dose de 5000 mg/kg, quando a solucdo de
goma foi administrada por via oral. Considerando-se, portanto, uma DL50>5000
mg/kg, o estudo sugere seguranca na administracdo oral da solucdo de GC sobre

esse modelo animal.

1.2 - Modificacdes quimicas da goma de cajueiro por introducdo de grupos

funcionais

As gomas naturais representam uma das mais importantes matérias-primas
industriais e tém sido sujeitas a intensas pesquisas devido a sua sustentabilidade,
biodegradabilidade e biosseguranca (RANA et al., 2011). Assim, para a obtencéo de
novas caracteristicas da GC, por exemplo, estudos que propuseram modificagbes
em sua estrutura, por meio de reagbes de funcionalizagdo polimérica, utilizando
diversos reagentes, tém sido relatados (Silva et al., 2004; Cunha et al., 2007; Moura
Neto et al., 2011 e Pitombeira et al., 2015). Tais modificagcdes possuem o potencial

de melhorar suas potencialidades tecnolégicas e funcionais (RIBEIRO et al., 2016).
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A tabela 2 resume os estudos que realizaram modificagdes por introducao de
grupos funcionais na GC e suas principais novas caracteristicas adquiridas ou

aprimoradas, apos as modificacdes.

Tabela 2. Modificagbes quimicas da GC por introducéo de grupos funcionais.

Modificacao Autores e caracteristicas gerais

= Silva et al. (2004);

Carboximetilagao » Principal reagente: acido monocloroacético;
=  Aumento da hidrofilicidade;
= Menor viscosidade.

= Cunha et al. (2007);
Oxidacéo = Principal reagente: (2,2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil)
“‘Reagente TEMPQO”;
= Melhoramento do comportamento polieletrolitico;
= Aumento da viscosidade em 10%.

= Moura Neto et al. (2011);

Sulfatacéo * Principal reagente: acido clorossulfénico;
= Obtencado de um polieletrélito mais reativo;
= Discreto aumento na viscosidade.

= Pitombeira et al. (2015);

Acetilagao » Principal reagente: anidrido acético;
* Propriedades anfifilicas (diminui¢cdo da hidrofilicidade);
= Utilizada para sintese de nanoparticulas poliméricas.

Pelo levantamento bibliografico realizado constata-se que, até o momento,
nao foi proposto qualquer tipo de modificagcdo a partir da introducdo de um
grupamento funcional que fornecesse a GC uma caracteristica catibnica. Nesse
contexto, para essa finalidade, constata-se que diversos polimeros naturais vém
sendo modificados por reacdo com compostos de aménio quaternario (SINGH, PAL
e ALI, 2014).

Para os processos de quaternizagdo envolvendo polissacarideos, geralmente,
promove-se a reacdo de um reagente amonio quaternario, como o cloreto de N-(3-
cloro-2-hidroxipropil) trimetilamonio, com o hidroxido de sodio como agente
catalisador da reacdo. Desse modo, uma forma epdxida do reagente catidnico €

formada, sendo essa capaz de reagir prontamente com grupos hidroxilas ou amino



19

primérios das unidades monoméricas do polissacarideo, por via de substituicao
nucleofilica, introduzindo-se, desse modo, o substituinte aménio quaternario na
estrutura do polimero (YU et al.,, 2007; SAJOMSANG, GONIL e TANTAYANON,
2009; PAL et al. 2009; BANERJEE et al., 2013).

Na tabela 3 estdo apresentados estudos relacionados a modificagdo de
polimeros naturais por meio de reacdo de quaternizacdo, além de suas atividades

aprimoradas ou adquiridas.

Tabela 3. Estudos referentes a quaternizagédo de produtos naturais.

Autores (ano) Polissacarideo Principal atividade aprimorada ou

Yu et al. (2007)

Pal, Mal, Sigh (2007)

Song et al. (2008)

Pal et al. (2009)

natural

Glicomanana
konjak

Goma guar

Celulose

Casca de tamarino

adquirida

Atividade antimicrobiana

Acdo floculante

Capacidade de carreamento de
genes

Acdo floculante

Sajomsang, Gonil e Quitosana Aumento da solubilidade em
Tantayanon (2009) agua
Nichifor et al. (2010) Dextrana Atividade antimicrobiana
Pululana
Wang e Xie (2010) Amido Menor temperatura de
degradacéo térmica
Banerjee et al. (2013) Goma guar Acéo floculante

Novac et al. (2014)

Singh, Pal e Ali (2014)

Hu e Wang (2016)

Goma gelana

Amido
Amilase
Amilopectina
Glicogénio
Quitosana

Celulose

Atividade antimicrobiana

Acéo floculante

Melhor intera¢éo com alcool
polivinil para preparagéo de
filmes com acéo antibacteriana
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Como observado na tabela 3, considerando-se plausivel a possibilidade de
quaternizacdo da GC ja que, outros polissacarideos, inclusive gomas, tém sido
submetidos a esse tipo de reacdo. Portanto, é esperado que com a producédo da
goma de cajueiro quaternizada, esse polimero venha a sofrer modificacdes em suas
propriedades fisicas e quimicas. Além disso, e por consequéncia, pode-se
conjecturar, também, que esse novo material seja passivel de alteragcbes em suas
propriedades farmacoldgicas, podendo essas, serem distintas daquelas
apresentadas na tabela 1, em especial, em relacdo ao efeito antibacteriano, em
corroboracdo aos trabalhos de Yu et al. (2007), Nichifor et al. (2010) e Novac et al.
(2014).

1.3 - Panorama da importancia da busca por agentes antiestafiloc6cicos

Os estafilococos foram descritos pela primeira vez em 1880 em pus de
abscessos cirargicos e, atualmente, destacam-se entre 0S micro-organismos mais
comuns nas infec¢gBes piogénicas no mundo. Sdo bactérias Gram-positivas, sendo
que, as duas principais espécies envolvidas em processos patogénicos humanos
sdo: S. aureus e S. epidermidis (SANTOS et al.,, 2007). O nome Staphylococcus
provém da palavra grega staphylé, que significa “cachos de uva”’, pelo fato de
possuirem forma esférica e capacidade de se dividir em todos os planos, formando
arranjos que lembram tais cachos (Figura 3). Esses micro-organismos possuem
diametro entre 0,5 a 1,0 uym, sé@o aerdbios facultativos, imoéveis e catalase positivos
(BANNERMAN e PEACOCK, 2007).

Figura 3. Microscopia de forca atbmica evidenciando a bactéria S. aureus formando um
aglomerado tipico do género Staphylococcus em formato de “cacho de uva” (Fonte: préprio
autor)
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As infec¢cbes causadas por S. aureus podem possuir um carater agudo,
apresentando-se como pustulas, furdnculos, impetigos ou processos mais extensos
e graves, como osteomielite, pneumonia, endocardite e meningite. Doencas também
podem ser causadas por toxinas de estafilococos, apresentando um largo espectro
de manifestacdes clinicas, dentre as quais se destacam: celulite, sindrome do
choque toxico e intoxicagcdo alimentar (TONG et al., 2015).

Ja o S. epidermidis é considerada uma bactéria comensal indbquoa da pele
humana, porém, a mesma vem se destacando como um importante patégeno
relacionado a infec¢des de dispositivos médicos como préteses e catéteres, por sua
capacidade de formar biofilmes, além do fato de estarem, cada vez mais,
apresentando resisténcia aos antibiéticos (HUEBNER e GOLGMANN, 1999; VOUNG
et al., 2003).

Para combater esses estafilococos, foram desenvolvidas penicilinas
antiestafilocécicas, como a meticilina e a oxacilina, além de seus derivados.
Entretanto, logo surgiram linhagens resistentes a elas. Nesses patdgenos,
especialmente os S. aureus resistentes a meticilina (SARM), a resisténcia €
resultado de alteracdes de genes cromossOmicos que codificam modificacdes no
receptor dos antibiéticos p-lactamicos, as proteinas ligadoras de penicilina (SOUZA,
REIS e PIMENTA, 2005; DELEO e CHAMBERS, 2009).

Outro antibidtico sobre o qual as bactérias também vém apresentando
resisténcia € a mupirocina (UPTON, LANG e HEFFERNAN, 2003). Esse agente de
uso tépico, com relevante atividade contra os estafilococos € utilizado no tratamento
de infeccBes de pele e também para controlar, profilaticamente, a propagacédo de
SARM, por meio de aplicacdo intranasal, importante sitio de colonizacdo desse
micro-organismo (LAUPLAND e CONLI, 2003).

No contexto da antissepsia, diversos agentes sdo utilizados para a diminui¢ao
da carga microbiana, especialmente na pele e em ferimentos, dentre os quais se
destacam: compostos alcodlicos (alcool 70%), biguanidas (clorexidina), compostos
halogenados (iodo), oxidantes (peréxido de hidrogénio), ions metalicos (prata,
cobre), compostos de amonio quaternario, dentre outros (GONZALEZ et al., 2014).

Dentre os citados, os compostos de aménio quaternario (CAQ) possuem
efetiva acdo antiestafilococica (IOANNOU et al., 2007; JENNINGS et al., 2015) e tém
representado uma das mais visiveis e efetivas classes de desinfetantes utilizadas no

comeco deste século, devido a sua facil preparacdo, ampla variedade estrutural,
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além de versatil capacidade de incorporacdo em diversos produtos (JENNINGS et
al., 2015). No entanto, alerta-se para o fato de que, apesar do eficaz potencial
antimicrobiano, existem evidéncias do surgimento de resisténcia bacteriana aos
QAC, associada a producdo de bombas de efluxo codificadas por genes
denominados gac (BROWN e SKURRAY, 2001).

A acdo antibacteriana dos CAQ envolve interacdes eletrostéticas idnicas
desses compostos catibnicos com os fosfolopideos carregados negativamente da
membrana citoplasmatica das bactérias, o que pode causar a perda da integridade
da mesma, podendo acarretar em: vasamento de conteddo intracelular, inibicdo
respiratéria ou coagulacao intracelular (DENYER e STEWART, 1998).

Em relacdo as bactérias Gram-positivas (como os estafilococos), essas
possuem externamente a membrana citoplasmatica, uma espessa camada
composta por peptidoglicano, que também possui cargas negativas devido a
presenca dos acidos teicéico e lipoteicdico incorporados em sua estrutura, o que
também provoca a atracdo de agentes catidnicos (TIMOFEEVA e KLESHCHEVA,
2011).

Desse modo, sabendo-se que a carga negativa do acido fosférico, presente
nos fosfolipideos da membrana citoplasméatica bacteriana, € neutralizada por cations
Ca?* e Mg*, ocasionando a estabilizacdo da mesma; um mecanismo acao
antibacteriano proposto para os CAQ sobre essa membrana decorreria da
substituicdo (troca) destes cations bivalentes pelas moléculas catidnicas dos CAQ,
ocasionando a desestabilizacdo da membrana, resultando nos danos celulares
anteriormente citados (CRISMARU et al., 2011).

Ressalta-se que o efeito dos CAQ sobre as bactérias Gram-negativas é
reduzido devido a essas possuirem uma membrana adicional externa, constituida
por uma camada dupla de fosfolipidos, que atua como barreira para a penetracédo de
tais agentes (JENNINGS et al., 2015).

Outro efeito relatado dos CAQ sobre bactérias corresponde a inducdo de
processo autolitico, que é um evento intracelular na qual as células bacterianas
entram em estado de autodestruicdo. Considera-se que a inducdo desse fenémeno
seja uma importante caracteristica biocida adicional de determinados compostos,
principalmente quando aplicados em concentra¢des sub-inibitérias (IOANNOU et al.,
2007).
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Baseando-se, portanto, no descrito potencial antimicrobiano dos QAC e na ja
apontada possibilidade de que com a introducdo do grupamento amdnio quaternario
na estrutura da GC, a mesma venha também a adquirir tal potencialidade, destaca-
se nesse ponto que, para uma possivel aplicacdo antimicrobiana da goma de
cajueiro quaternizada per si ou como agente integrante em formulacdes de materiais
antissépticos, a mesma precisa manter, em niveis satisfatorios, a caracteristicas

biocompativeis da CG natural.

1.4 - Potencial da goma de cajueiro para o desenvolvimento de biomateriais

O termo biomaterial € aplicado a determinado sistema que possa entrar em
contato com sistemas bioldégicos e ser tolerado, podendo possuir aplicacdes
diagndsticas, vacinais, cirdrgicas ou terapéuticas, sendo constituidos de compostos
de origem sintética ou natural, bem como de materiais naturais quimicamente
modificados (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015). Assim, 0 essencial requisito
para se classificar um material como biomaterial € sua biocompatibilidade, que é a
habilidade de gerar uma resposta apropriada do hospedeiro frente a uma
determinada aplicacdo, com consequente limitacdo dos niveis toxicidade
(WILLIAMS, 2014).

Nesse contexto, os polissacarideos naturais vém ganhando apreciavel
interesse para uso no ambito médico devido a varias de suas propriedades, tais
como renovabilidade, biodegradabilidade, além de mimetizar os componentes da
matriz extracelular, o que os tornam elementos-chave em processos biolégicos.
Esses biopolimeros também s&do muito importantes devido a sua solubilidade e
propriedades tecnolégicas como: capacidade de gelificacdo, emulsificacdo e efeito
hidratante, dentre outras (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

Tais polissacarideos podem ser obtidos a partir de diveras fontes como, por
exemplo: microbiana (glicana, xantana, gelana); animal (acido hialurdnico, quitina,
quitosana); vegetal (gomas, amido, celulose e pectina) ou de algas (alginato e
carragenanas), podendo ser aplicados na engenharia de tecidos, liberacdo de
farmacos, imobilizagdo de células, dentre outras (CUNHA, PAULA e FEITOSA,
2009).
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A GC, como ja destacado, vem sendo estudada e considerada uma fonte
promissora de potencialidades biotecnologicas, com possiveis aplicacdes na area
meédica, seja na condicdo natural ou modificada (RANA et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2016).
biocompatibilidade sobre varias linhagens celulares, como as apresentadas na
tabela 4.

Nesse contexto, diversos estudos vém evidenciando seu perfil de

Tabela 4. Linhagens celulares sobre as quais se constatou biocompatibilidade da GC
natural; modificada ou associada a nanoparticulas ou biomateriais.

Autores (ano)

Aplicagdo da CG

Linhagens celulares

avaliadas
Quelemes et al. Utilizada como agente estabilizante de VERO
(2013) nanoparticulas de prata (NanoAg) em (fibroblastos de rim de
estudo no qual a CG também foi avaliada macaco)
Ccomo grupo controle no teste de
citotoxicidade das NanoAg.
Moreira et al. Produziram um filme contendo CG e PDL
(2015) alcool polivinil para imobilizacéo de (fibroblastos de

Yamassaki et al.

tripsina, para fins de desenvolvimento de
curativos.

Aplicacéo direta da CG sobre macrofagos

ligamento periodontal)

Macréfagos peritoneais

(2015) para avaliagéo de atividade murinos
imunomodulatéria.

Dias et al. Desenvolveram nanoparticulas OSCC
(2016) poliméricas de GC acetilada para (carcinoma de células
incorporacgéo, carreamento e liberacdo de  escamosas da cavidade

diclofenaco dietilamina. oral)

Abreu et al. Produziram um copolimero com GC e Caco-2

(2016) N-isopropilacrilamida para (adenocarcinoma colo-

encapsulamento e carreamento de
epirubicina.

retal humano)

HT29-MTX
(células de célon
humano)
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A figura 4 apresenta mais um exemplo no qual se observou
biocompatibilidade, por meio de uma adaptacdo do teste de exclusdo com corante
azul de Tripan, da GC sobre uma linhagem de células fibroblasticas (QUELEMES,
2012). Em sintese, nesse teste in vitro, as células com vitalidade ndo se deixam ser
penetradas pelo corante azul de Tripan, enquanto que, nas que sofreram danos na
membrana citoplasmatica, o corante consegue penetrar o citoplasma, tornando-as
pigmentadas (QUELEMES et al., 2013). Observa-se pela figura 4B, que as células
tratadas com GC por 48 h apresentam perfil morfologico similar aquelas néo tratadas
(figura 4A), evidenciano, até mesmo, uma tendéncia de maior confluéncia e menor

grau de dano celular.

Figura 4. Fibroblastos murinos (linhagem L929) submetidos a coloracdo com azul de Tripan
(0,2%). A. controle de crescimento celular ndo tratado, apds incubacéo por 48 h; B. células
tratadas com 750 pg/mL de GC por 48 h. Fotomicrografias observadas sob um aumento de
400 x sob microscopio 6ptico invertido (Fonte: proprio autor).
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Quanto a questdo da biocompatibilidade (além dos efeitos sulfactantes,
preservantes e antimicrobianos) de compostos quaternarios para uso cosmético ou
em produtos de higiene pessoal, Jennings et al. (2015) relatam que tais agentes vém
sendo incorporados em sabonetes, produtos para cabelos, cosméticos e até em
solugcdes de lentes de contato, sendo tais aplicacdes, aprovadas por agéncias de
registro americanas como o FDA (Food and Drug Administration).

Deste modo, como observado pela tabela 4 e figura 4, estando a
biocompatiblidade da GC natural evidenciada, espera-se que, com a producdo da
goma de cajueiro funcionalizada com um grupamento aménio quaterndrio, essa
também venha a manter tal caracteristica, o que seria de grande valor para o
desenvolvimento de biomateriais. Dentre esses, vém ganhando destaque, o0s
curativos bioativos, que podem ser elaborados a partir de produtos naturais para
auxilio no tratamento de ferimentos (DHIVYA, PADMA e SANTHINI, 2015).

Além disso, sabendo-se que infec¢cdes sdo frequentemente consideradas
como a complicacdo mais severa e devastadora associada ao uso de biomateriais,
considera-se importante os esfor¢cos para o desenvolvimento de biomateriais que
associem seu perfil de biocompatibilidade a uma caracteristica anti-infecciosa
(CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA, 2013).
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Destaques

e Nao existem relatos de derivados catidnicos de goma de cajueiro.

e A goma de cajueiro quaternizada (GCQ) foi apresentada neste trabalho.
e A caracterizacdo quimica confirmou a modificacdo da goma de cajueiro.
e GCQ catibnica apresentou efeito antiestafilocdcico e biocompatibilidade.

e A GCQ pode ser uma ferramenta promissora no desenvolvimento de biomateriais

antissépticos.

Resumo gréfico

DERIVADOS QUATERNIZADOS DA
Goma de GOMA DE CAJUEIRO

cajueiro GCQ-1 GCQ-2 GCQ-3

Concentragao

CIM para Staphylococcus aureus
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Resumo

Modificagbes quimicas na estrutura da goma de cajueiro (GC) tém sido realizadas com intuito
de se obterem novas caracteristicas fisico-quimicas, entretanto, ndo existem relatos de reacoes
por introducdo de novos grupos funcionais no intuito de torna-la catibnica. Este estudo
apresenta uma rota de quaternizacdo da goma de cajueiro utilizando um reagente amonio
quaternério. As caracteristicas quimicas dos derivados quaternizados da goma de cajueiro
(GCQ) foram analisadas por: espectroscopia na regido de infravermelho, andlise elementar,
grau de substituicdo, potencial Zeta, RMN *H e correlacdo *H-*C (HSQC). A atividade
antiestafilococica da GCQ foi avaliada pela determinacdo das concentracdes inibitorias e
bactericidas minimas e pela utilizacdo de microscopia de forca atdmica. Além disso, a
biocompatibilidade em células de mamiferos também foi avaliada por meio dos testes de
hemolise e de citotoxicidade. A GCQ apresentou promissora atividade antibacteriana contra S.
aureus resistente a meticilina e biocompatibilidade sobre as células testadas. Esses resultados
apontam que a GCQ pode se tornar uma promissora ferramenta para o desenvolvimento de

biomateriais com agdo antisséptica.

Palavras-chaves: goma de cajueiro; quaternizacdo; antibacteriana; Staphylococcus spp.;

biocompatibilidade.

Compostos quimicos estudados neste artigo:

Solucéo de cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio (PubChem CID: 18732);
Hidroxido de s6dio (PubChem CID: 14798);

Acido cloridrico (PubChem CID: 313);

Acetona (PubChem CID: 180).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/18732
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1. INTRODUCAO

O exsudato do caule de Anacardium occidentale L., goma de cajueiro (GC), € um
produto natural extraido a baixo custo, de uma forma sustentavel, sendo que, o estudo de suas
propriedades tem contribuido para agregacdo de valor a cadeia produtiva desta planta (Lima,
Lima, de Salis, & Moreira, 2002; Cunha, Paula & Feitosa, 2009; Ribeiro et al., 2016). Essa
goma é um heteropolissacarideo aniénico com capacidade de formar suspensdes viscosas e
emulsificantes que podem ser utilizadas na industria alimenticia e farmacéucita (De Paula,
Heatley & Budd, 1998; Kumar, Patil, Patil, & Paschapur, 2009; Gowthamarajan, Kumar,
Gaikwad, & Suresh, 2011; Kumar, Moin, Shruthi, Ahmed, & Shivakumar, 2012; Porto &
Cristianini, 2014). Além disso, a GC tem apresentado promissora aplicacdo em
nanobiotecnologia (Silva et al., 2009; Araruna et al., 2013; Quelemes et al., 2013; Oliveira,
Paula & de Paula, 2014; Dias et al., 2016).

A GC é comporta principalmente por B-D-galactose (72%), seguido de a-D-glicose
(14%), arabinose (4,6%), raminose (3,2%) e acido glicurdnico (4,6%). Sua cadeia principal
contém unidades de galactose unidas por ligacdes do tipo B (1—3) e, na cadeia lateral,
(1—6) (De Paula, Heatley & Budd, 1998).

Estudos relacionados as atividades bioldgicas da GC tém sido reportados revelando:
fraca atividade antimicrobiana (Torquato et al., 2004; Campos et al., 2012), atividade
imunomodulatéria (Yamassaki et al., 2015), efeito cicatrizante (Schirato et al., 2006), além
das propriedades antidiarreicas (Aradjo et al. 2015b) e gastroprotetoras (Carvalho et al.,
2015).

Modifica¢bes quimicas na estrutura desse polimero pela introducdo de novos grupos
funcionais como: carboximetilacdo (Silva et al., 2004); oxidacdo (Cunha, Maciel,
Sierakowski, de Paula, & Feitosa, 2007), sulfatacdo (Neto, Maciel, Cunha, de Paula, &
Feitosa, 2011) e acetilagdo (Pitombeira et al., 2015) tém sido realizadas no intuito de se
obterem novas caracteristicas fisico-quimicas. Entretanto, ndo ha relatos de execucdo de
reacOes de funcionalizacdo poliméricas desse tipo, com intuito de torna-la catiénica.

Glicomanana konjac (Yu, Huang, Ying, & Xiao, 2007), goma guar (Pal, Mal & Singh,
2007; Banerjee et al., 2013), celulose (Song, Sun, Zhang, Zhou, & Zhang, 2008), casca de
tamarino (Pal, Ghosh, Sen, Jha, & Singh, 2009), quitosana (Sajomsang, Gonil, & Tantayanon,
2009; Singh, Pal, & Ali, 2014), dextrana, pululana (Nichifor, Stanciu, & Simionescu, 2010),
amido (Wang & Xie, 2010; Singh, Pal, & Ali, 2014), goma gelana (Novac, Lisa, Profire,
Tuchilus, & Popa, 2014), amilose, amilopectina e glicogénio (Singh, Pal & Ali, 2014) s&o
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exemplos de polissacarideos obtidos de fontes naturais que tém sido modificados por reagédo
com compostos de amoénio quaternério.

Nesse processo, as por¢des catidnicas sdo introduzidas na estrutura desses polimeros
principalmente utilizando reagentes como o cloreto de N-(3-cloro-2-hidroxipropil)
trimetilamonio (Singh, Pal & Ali, 2014). Compostos de amoénio quaternario contém uma
“cabega” carregada positivamente suportando quatro ligagdes, tendendo a ser solivel em agua
e bastante estavel, originando uma variada gama de aplicacdes (Jennings, Minbiole, & Wuest,
2015).

Os derivados quaternizados adquirem novas ou aprimoradas propriedades como: alta
solubilidade em &gua (Sajomsang, Gonil, & Tantayanon, 2009), acdo floculante (Pal, Mal, &
Singh, 2007; Pal, Ghosh, Sen, Jha, & Singh, 2009; Singh, Pal, & Ali, 2014), capacidade de
carreamento de genes (Song, Sun, Zhang, Zhou, & Zhang, 2008) e atividade antibacteriana
(Yuetal., 2007; Nichifor, Stanciu, & Simionescu, 2010).

Nesse contexto, a goma de cajueiro cationica obtida por reacdo de quaternizacéo
poderia apresentar alteracbes em suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas, especialmente em relacdo a atividade antibacteriana, devido a possibilidade de
uma melhor interacdo eletrostatica com a superficie bacteriana carregada negativamente
(Jennings, Minbiole, & Wouest, 2015). Tal efeito, associado a manutencdo de sua
biocompatibilidade sdo pré-requisitos para o desenvolvimento de agentes candidatos para uso,
por exemplo, como excipientes para formulacbes tdpicas ou integrados a dispositivos
biotecnolégicos como nanocompdsitos ou biomateriais, 0s quais podem auxiliar nos
processos de antissepsia e cicatrizagdo (Hirsch et al., 2010; Piraino & Selimovic, 2015).

Agentes catidnicos também podem exercer valiosa contribuicdo para a prevencgdo e
tratamento de infeccBes de pele, particularmente aquelas causadas por bactérias do género
Staphylococcus. A espécie S. aureus, por exemplo, € um patégeno oportunista relacionado a
severas infeccBes cutdneas e de tecidos moles, além de infec¢Bes hospitalares, devido
principalmente a sua habilidade em adquirir resisténcia aos antibidticos (De leo, 2009; Yu et
al., 2015), sendo que, novos agentes para combaté-la sdo urgentemente requisitados (Pasberg-
Gauhl, 2014).

Este estudo apresenta uma rota de modificacdo quimica da goma de cajueiro utilizando
um reagente amonio quaternario, avalia o efeito dos derivados quaternizados sobre bactérias

do género Staphylococcus, além de averiguar sua biocompatibilidade celular.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reacdo de quaternizagdo

2.1.1 Material e reagentes

Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil)trimetilaménio - CHPTAC (Aldrich); hidroxido
de sdédio (Neon); acido cloridrico (Vetec) e acetona (Vetec) foram os reagentes grau analitico
utilizados no processo de quaternizacdo da GC. A membrana de dialise foi obtida da Sigma-

Aldrich. A GC foi isolada e purificada seguindo 0 método descrito por Dias et al. (2016).

2.1.2 Reacdo quimica

Um método previamente descrito (Pal, Mal, & Singh, 2007) foi realizado por meio de
uma reacdo de substituicdo nucleofilica. Uma solugdo aquosa de GC previamente isolada e
purificada foi preparada dissolvendo-se 1 g desse polissacarideo em 1,5 mL agua em
temperatura ambiente, sob constante agitacdo durante 30 minutos, quando uma pasta
homogénia foi formada. Logo ap6s, CHPTAC e uma solugdo aquosa de NaOH 5M foram
adicionadas a solucdo de GC, com subsequente agitacdo por mais 30 min. Para a reacdo de
quaternizagdo, as razdes molares de GC/CHPTAC/NaOH foram as seguintes: 1/2/2 para
GCQ-1; 1/4/4 para GCQ-2 e 1/6/6 para GCQ-3. A reacgéo foi entdo continuada por mais 14 h
em banho-maria a 50°C. Posteriormente, HCI 1M foi adicionado para diminuir o pH para o
valor de 5,5, afim de interromper o processo de quaternizacdo. A solucdo do polimero
modificado foi precipitada por adicdo de excesso de acetona P.A., seguindo-se de diélise e
liofilizac&o.

2.1.3 Caracterizacao quimica

Medidas de espectro na regido de infravermelho foram realizadas utilizando um
espectrometro de infravermelho por transformada de Forrier (System Spectrum BX - Perkin
Elmer) utilizando-se a técnica de reflexdo total atenuada, com espectro variando de 4000 to
500 cm ",

A anélise elementar para a composicdo 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 GCQ foi obtido pela
porcentagem de nitrogénio utilizando a Eq. 1 (Huang, Yu, & Xiao, 2007; Banerjee et al.,

2013). O GS foi definido como o numero de grupos hidroxilas substituidos por unidade de
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acucar da GC, onde N é a quantidade de nitrogénio (%) determinada por anélise elementar

(descontando-se a negligenciavel quantidade presente na GC).

162,2 x N(%)

GS =
1400-151,5 x N(%)

(Eq.1)

Testes de solubilidade foram realizados por meio da agitacdo das gomas em agua
deionizada, num aparelho vortex, por 5 min a uma concentragédo de 10 mg/mL, seguindo-se de
observagdo visual. A solubilidade foi definida como: completamente dissolvida (+++),
entumecida (z) e insolavel (-).

Medidas de potencial Zeta () foram obtidas num aparelho Malvern Zetasizer Nano,
Modelo ZS 3600. Cada amostra, a uma concentracdo de 10 mg/mL, foi medida 3 vezes, para
duas replicatas a uma temperatura constante de 25°C.

Espectros de RMN 1D (*H) e 2D (*H-'3C heteronuclear single-quantum correlation,
HSQC) da GC e do derivado GCQ-3 foram medidos em um aparelho Bruker AVANCE 500
MHz at 300 K , utilizando D,O como solvente e contendo DSS (&cido 4,4-dimetil-4-
silapentano-1-sulfonico) como padrdo interno (0,01% p/v). A correlacdo *H-*C (HSQC) foi

realizada com uma sequéncia de pulso atualmente utilizada.
2.2 Testes de atividade antiestafilocécica

2.2.1 Crescimento bacteriano e condicdes de cultura

Onze linhagens pertencentes ao género Staphylococcus foram selecionadas para este
estudo: oito S. aureus, sendo trés sensiveis a meticilina (SASM) e cinco resistentes a
meticilina (SARM); além de trés S. epidermidis, uma sensivel & meticilina (SESM) e duas
resistentes a meticilina (SERM). As bactérias foram estocadas em solucdo de glicerol-salina a
—80°C e, para os experimentos, foram reativadas em caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA) e
incubadas a 37°C por 24h. A partir do caldo, foram cultivadas em &gar Mueller-Hinton
(HIMEDIA), nas mesmas condigdes. Depois, coldnias isoladas foram selecionadas para se
preparar uma suspensdo bacteriana em solucdo salina esteril (NaCl — 0,9% p/v) a uma
turbidez equivalente & 0.5 na escala de McFarland (1-2 x 10° UFC/mL). Essa suspensdo foi
diluida a fim de se obter a concentracdo desejada de inoculo para o experimento descrito a

sequir.
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2.2.2 Concentracdes inibitorias e bactericidas minimas (CIM e CBM)

A CIM foi determinada utilizando-se placas de microdilui¢do de 96 pogos nas quais as
bactérias (concentracdo de 5 x 10° UFC/mL) (CLSI, 2012) foram expostas & uma diluicdo
seriada de razdo dois da GC e dos derivados GCQ, com concentracdes variando de 7,81 a
1000 pg/mL em caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA). Oxacilina e vancomicina foram usadas
como controles-padrdo de antibidticos. A CIM foi definida como a menor concentracdo dos
agentes que inibiu visualmente o crescimento bacteriano. Para a determinacdo da CBM,
aliquotas (10 pL) de todos os pogos com concentracfes iguais ou superiores que a CIM foram
subcultivadas em &gar Mueller-Hinton (HIMEDIA). CBM foi definida como a menor
concentracdo do agente-teste que inviabilizou o crescimento de coldnias sobre o agar (morte
de 99,9%). Em ambos os testes, 0os micro-organismos foram incubados por 24 h a uma
temperatura de 37°C, em condi¢bes aerdbicas. Os ensaios descritos foram realizados em

triplicata.

2.2.3 Analise por microscopia de forca atémica (MFA)

Os valores de CIM e CBM da GCQ-3 sobre S. aureus ATCC 29213 foram
determinados como descrito na seccdo 2.2.2, com algumas modificacBes. Em sintese, as
concentragfes da GCQ-3 variaram de 250 a 1000 pg/mL e foi utilizado um in6culo maior (1 x
10® UFC/mL), afim de facilitar a observacdo por MFA (Arajo et al., 2015a). Depois da
incubacéo por 24 h, 20 puL do meio de cultura contendo bactérias tratadas ou ndo tratadas com
a CIM e CBM foram depositados sobre uma superficie de vidro, seguindo-se por secagem em
temperatura ambiente por 15 min. As amostras foram entéo lavadas duas vezes com 1 mL de
agua deionizada para remover cristais de sal e secas novamente, sob as mesmas condicGes
descritas, previamente a andlise por MFA. Todas as amostras foram preparadas ao mesmo
tempo, expostas as mesmas condices e examinadas dentro de 8 h de deposicdo. A MFA foi
realizada com um microscopio TT-AFM (AFM Workshop - EUA).

A analise do efeito da GCQ-3 sobre as células de S. aureus foi realizada em modo
vibrating, usando pontas NSG10 (NTMDT) com uma frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 280 kHz. As imagens geradas foram analisadas utilizando o programa
Gwyddion 2.45. Multiplas areas de cada amostra foram examinadas, sendo apresentadas
imagens representativas.

Também utilizando o programa Gwyddion 2.45, foi analisada a média de tamanho
(altura) de bactérias tratadas e ndo tratadas. A andlise estatistica dos resultados obtidos foi

realizada com o uso do programa GraphPad Prism 7.01. Para comparar o tamanho das
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bactérias, o “teste t” foi aplicado e os resultados expressos como média + desvio padréo (DP),
com valor de “n” variando entre 10 e 17 amostras. Um valor de P<0,001 foi considerado

estatisticamente significante.
2.3 Avaliacéo de biocompatibilidade

2.3.1 Ensaio de hemolise

A atividade hemolitica da GC e dos derivados GCQ foi testada utilizando eritrécitos
humanos (hemacias), coletados em EDTA (1,8 mg/mL), lavados trés vezes e ressuspendidos
em solugdo salina estéril (0,9%), como descrito por Sahariah et al. (2015). A GC e o0s
derivados GCQ foram testados em diferentes concentragdes, variando de 62,5 a 1000 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 valor de absorbancia do sobrenadante (A) foi medido a um
comprimento de onda de 492 nm, sob leitura espectrofotométrica. A porcentagem de hemdlise

(PH) foi calculada utilizando-se a férmula a seguir:

PH = (AGoma—Asalina) % 100 (Eq.2)

(ATriton_ASalina)

2.3.2 Ensaio de citotoxicidade

A linhagem de queratindcitos humanos - HaCAT e células de fibroblastos murinos de
linhagem NIH-3T3 foram mantidas em frascos de cultura celular, a 37°C em atmosfera de 5%
de CO, em meio Eagle modificado de Dulbenco com 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado (LIFE
TECHNOLOGIES).

Para determinar a citotoxicidade, as células foram semeadas em placas de 96 poc¢os
com uma densidade celular de 3x10° células por pogo em meio de cultura por 24 h, a 37°C em
5% CO,. Posteriormente, 0 meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas com
diferentes concentracdes de CG e derivados GCQ (de 62.5 a 1000 pg/mL). Agua ultrapura
estéril foi utilizada como controle. O experimento foi realizado em triplicata e a viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-
difenil-2H-tetrazolio) (Aradjo et al., 2015a). Ap6s 24 h de exposi¢do com as gomas, 15 uL de
solugdo de MTT (5 mg/mL em tampdo salina-fosfato) foram adicionados em cada pocgo e
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incubados por mais 2 h a 37°C em atmosfera de 5% CO,, entdo, 0 meio de cultura foi
removido e 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados. A absorbancia foi
monitorada utilizando-se um leitor de microplacas a um comprimento de onda de 595 nm. Os
resultados foram apresentados como % de viabilidade celular em relacdo as células nédo

afetadas, do controle com agua.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Reacdo de quaternizacao e caracterizacdo quimica

Com o objetivo de se produzirem derivados catidnicos da GC, uma reacdo de
quaternizacgéo foi realizada, utilizando-se o reagente CHPTAC como agente eterificante, sob a
acao catalitica do NaOH 5M. Essa reacdo é caracterizada por substituicao nucleofilica sobre o
grupo hidroxila da unidade monossacaridica pelo reagente aménio quaternario (Fig. 1). Essa
reacdo pode ser explicada do seguinte modo, segundo Yu, Huang, Ying, & Xiao (2007): o
NaOH reage com os grupos hidroxilas da GC produzindo grupos alcoxidos; grupos epéxidos
também sdo produzidos a partir do CHPTAC pela aplicacdo estequiométrica da base; a GCQ ¢
entdo formada por meio da reacdo entre a GC alcéxida com o epdxido ou o CHPTAC. As
substituicdes na goma de cajueiro ocorrem mais comumente no C-6 da estrutura da goma
(Ribeiro et al., 2016). Decorrente dessa reacdo, apos didlise e liofilizacdo, foi obtido um

rendimento em torno de 75%.
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Fig. 1. Esquema simplificado da reacdo de quaternizacdo da goma de cajueiro.

A caracterizacdo quimica foi realizada para confirmar a modificacdo quimica do
polimero. A Fig. 2 apresenta o espectro na regido de infravermelho da GC e de seus
derivados quaternizados. No espectro, € possivel observar bandas caracteristicas de O—H
(3300 cm™), um modo de estiramento de C—H em 2920 cm™ e um grupo de bandas em 1040,
1082 and 1122 cm™, relacionadas s ligagdes glicosidicas C—O—C, além de ligagdes O—H dos
alcoois (Pitombeira et al., 2015). Em relacdo ao resultado da reacdo de quaternizacdo, a
diferenca mais marcante entre a GC e seus derivados foi uma banda obtida em 1478 cm™, que
corresponde as ligacBes simétricas C—H dos grupos metil dos substituintes aménio
quaternarios (Yu, Huang, Ying, & Xiao, 2007; Novac, Lisa, Profire, Tuchilus, & Popa, 2014),
além disso, também pode ser observada a presenca de uma discreta banda em 1407, devido a
presenca do modo de estiramento vibracional C—N (Pal, Mal, & Singh, 2007; Song, Sun,
Zhang, Zhou, & Zhang, 2008).



45

s Transmitancia

i o " I
T

4000 3500 3000 2000 1500 1000 500

Midmers de onda (')

Fig. 2. Espectro na regido de infravermelho da goma de cajueiro e seus derivados. As setas indicam as bandas

obtidas devido a modificagdo quimica.

A analise elementar da GC e de seus derivados quaternizados é apresentada na Tabela
1. A presenca de uma alta porcentagem de nitrogénio nas gomas modificadas confirmam que
0 CHPTAC foi incorporado na estrutura do polimero (Banerjee et al., 2013), destacando-se 0
aumento no percentual de nitrogénio devido ao aumento na quantidade de CHPTAC e NaOH
adicionados a reacdo (Pal, Mal & Singh, 2007). Esse efeito € concomitante com 0 aumento do
grau de substituicdo (Yu, Huang, Ying, & Xiao, 2007). Uma discreta quantidade de nitrogénio
(0,14%) na GC pode estar relacionada a tracos de proteinas (De Paula & Rodrigues, 1995).

A modificacdo também pode ser confirmada devido a mudanga causada na
solubilidade da goma em agua (Tabela 1). Esse efeito também foi reportado em relacdo a
quitosana quaternizada (Sajomsang, Gonil & Tantayanon, 2009). Os dados obtidos por
potencial Zeta (Tabela 1) mostram uma mudanga na carga do polimero em solucdo, uma vez
que a GC possui um potencial ligeiramente negativo e todos os derivados quaternizados

apresentaram fortes valores positivos, o que é tipico de compostos polieletrolitos catidnicos.
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Tabela 1. Resultados obtidos do processo de quaternizagao e caracteristicas quimicas da CG e de seus derivados

quaternizados.

Potencial
Amostra Rendimento Anélise elementar (%) GS Zeta Solubilidade
(%) @ mv
C H N
CG - 37,9 6,15 0,14 - -3.4 +
GCQ-1 71 41,1 7,32 2,76 0,42 +38,7 +++
GCQ-2 79 41,4 8,78 3,74 0,68 +39,7 +++
GCQ-3 75 41,1 8,32 3,90 0,73 +40,4 +++

As Fig. 3A e 3B mostram o espectro de RMN com correlacéo heteronuclear 2D *H-
3C da GC e do derivado GCQ-3, respectivamente. Tanto na GC quanto no derivado GCQ-3
foram observados sinais em & 1,25/17,1, que correspondem aos protons metil da unidade de
raminose. Isso pode indicar a presenca de estruturas ramificadas preservadas. Foram notadas
perceptiveis correlagdes referentes a Ce¢/Hs em 6 3,77/61,63 (Fig. 3A) e & 3,89/60,83 (Fig.
3B). No derivado GCQ-3 (Fig. 3B), foram observadas as seguintes novas correlagcdes (as
letras estdo associadas a estrutura quimica inserida na figura): 6 3,87/74,2 atribuida ao proton
e carbono “a”; 4,42/65,3 atribuida a “b”’; & 3,6/68,1 atribuida a “c” e 6 3,22/54,9 atribuida aos
N,N,N — trimetil em “d”. Também foi destacado um forte sinal em & 3,22, observado pelo
espectro de RMN *H.

Yu, Huang, Ying, & Xiao (2007) reportaram o espectro de RMN **C da glicomanana
konjac quaternizada (GMKQ) e do CHPTAC. Os sinais para os carbonos “a” foram atribuidos
em o 73,4 na GMKQ. Os sinais observados para os carbonos “b”, “c” e “d” no CHTPAC
foram similares aos observados na GMKQ, em 6 65,4; 68,3 e 54,6, respectivamente. Esses

sinais também s&o claramente observados no derivado GCQ-3 (Fig. 3B).
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Fig. 3. Espectro *H-*C HSQC obtido para A: GC e B: derivado GCQ-3 (com insercdo de RMN H, estruturas
quimicas e linhas tracejadas para destacar novas correlagdes, ausentes em A e presentes em B).

3.2 Atividade antiestafilococica

Foram selecionadas para este estudo, linhagens padrdo e isolados clinicos patogénicos
catalogados, com reconhecida viruléncia. Para avaliar a atividade antimicrobiana da GC e
seus derivados sobre linhagens de Staphylococcus spp., as CIM e CBM foram determinadas
(Tabela 2). A GC natural ndo inibiu o crescimento bacteriano nas concentracdes testadas neste
estudo. Um trabalho previamente reportado, aponta a CIM da GC para o S. aureus com valor
de 30 mg/mL (Campos et al., 2012).

Por outro lado, todos os derivados GCQ apresentaram atividade antimicrobiana contra
as bactérias selecionadas (Tabela 2). S. aureus — Col, o primeiro isolado clinico documentado
de S. aureus resistente a meticilina (Jevons, 1961), por exemplo, foi inibido pela GCQ-1 a
uma concentracdo de 500 pg/mL. Os dois outros derivados mostraram atividade ainda mais
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potente, com CIM de 125 pg/mL para GCQ-2 e de 62,5 pug/mL para a GCQ-3. Em particular,
a GCQ-3 foi capaz de inibir o crescimento do S. aureus MR17 (SARM), um isolado clinico
resistente a meticilina oriundo de ferida cirdrgica, a uma concentracdo de 31,25 pg/mL.
Também foi observada uma relacdo préxima entre os valores de CIM e CBM, o que pode ser
indicativo de efeito bactericida (Gonzalez et al., 2013). Por exemplo, no caso do S. aureus
(SARM) ATCC 43300, as GCQ-2 e GCQ-3 apresentaram 0 mesmo valor de CIM e CBM. A
Unica tendéncia de efeito bacteriostatico ocorreu sobre S. epidermidis ATCC 12228, uma vez
que a CIM das GCQ-2 e GCQ-3 foi igual a 31,25 pg/mL e os valores de CBM para ambos 0s
derivados foi de 250 pg/mL.

Tabela 2. Concentraces inibitorias minimas (CIM) e concentragdes bactericidas minimas (CBM) dos derivados

GCQ (ug/mL) contra Staphylococcus spp.

GCQ-1 GCQ-2 GCQ-3 Controle

Linhagem bacteriana CIM CBM CIM CBM CIM CBM _ CIM
S. aureus ATCC 29213 1000 1000 250 250 125 125 <0,25%
(SASM)
S. aureus ATCC 25923 1000 1000 125 125 125 125 <0,25%
(SASM)
S. aureus MS52 (SASM) 1000 1000 250 500 125 250 0,25°
Isolado de queimadura de pele.
S. aureus ATCC 43300 500 1000 62,5 62,5 62,5 62,5 0,5"
(SARM)
S. aureus — Col 1000 1000 125 125 62,5 125 0,5°
(SARM)
S. aureus MR17 (SARM) 500 1000 62,5 125 31,25 62,5 0,5°
Isolado de ferida cirdrgica.
S. aureus MR359 (SARM) 1000 1000 125 250 125 125 0,5"
Isolado de ferida cirdrgica.
S. aureus MR0405 (SARM) 1000 >1000 125 250 62,5 125 0,5"
Isolado de secrecdo nasal.
S. epidermidis ATCC 12228 62,5 1000 31,25 250 31,25 250 0,25°
(SESM)
S. epidermidis MR111 (SERM) 1000 1000 125 500 125 250 1,0°
Isolado de hemocultura.
S. epidermidis 70D (SERM) 1000 1000 125 250 125 125 1,0°

Isolado de hemocultura.

Nota: GC purificada natural ndo apresentou atividade antiestafilocécica nas concentragfes testadas; a. oxacilina
(ug/mL) e b. vancomicina (pug/mL); todas as linhagens apresentaram o perfil de susceptibilidade aos antibi6ticos
padrdes recomendados pelo CLSI (Instituto de padrdes clinicos e laboratoriais).



49

Por meio da observacdo da Tabela 2 é também perceptivel que existe uma diferenga
consistente na atividade antimicrobiana entre os trés derivados GCQ avaliados neste estudo,
com os respectivos valores de CIM e CBM diminuindo na seguinte ordem: GCQ-1 > GCQ-2
> GCQ-3. Afim de melhor visualizar e compreender essa tendéncia, a Fig. 4 apresenta a
relacdo entre as caracteristicas quimicas dos derivados GCQ (potencial Zeta e grau de
substituicdo calculado por andlise elementar) e suas atividades antibacterianas, que foram
representadas pela média das CIM obtidas para cada derivado. Pode ser observado que,
quanto maiores foram os valores do grau de substituicdo e do potencial Zeta, mais potente foi
a atividade da GCQ. Nichifor et al. (2010) também observou esse comportamento em um dos
grupos de derivados de dextrana quaternizada produzidos em seu estudo.

Média dos valores das CIM (ug/mL)

Fig. 4. Relacdo entre as caracteristicas quimicas e atividade antibacteriana de cada derivado quaternizado. 1:
GCQ-1; 2: GCQ-2 e 3: GCQ-3.

O aumento no grau de substituicdo esta relacionado com a eficiéncia do processo de
modificacdo realizado na estrutura quimica do polimero, devido a inclusdo do substituinte
amonio quaternario, que possui, por si so, conhecida atividade antibacteriana (lanoou, Hanlon
& Denyer, 2007; Jennings et al., 2015). Concomitante a isso, foi observado um aumento nos
valores positivos do potencial Zeta, devido a incorporacao de cargas positivas na GCQ. Esses

efeitos podem contribuir para uma melhor interacdo eletrostatica entre esses polications e a
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superficie celular bacteriana carregada negativamente (Jennings et al., 2015; Tejero et al.,
2015), aumentando assim, o dano provocado pela GCQ nas membranas dos Staphylococcus
spp.. Resultado contrario foi obtido por Sajomsang, Gonil, & Tantayanon (2009), que
observaram que a atividade antimicrobiana diminuia com o aumento do grau de substituicdo
da quitosana quaternizada. Em contraste com a GC natural, a quitosana possui relevante
atividade antimicrobiana e, sua modificagdo quimica, embora melhore sua solubilidade em
agua, pode ter alterado a interagdo dessa molécula com as superficies bacterianas.

A técnica de microscopia de forca atdmica foi realizada para analisar o efeito do mais
potente derivado quaternizado (GCQ-3) sobre células de S. aureus ATCC 29213. Para esse
propdsito e afim de faciliar a execucdo dessa técnica, as CIM e CBM foram determinadas
sobre um numero maior de células bacterianas (in6culo mais concentrado), obtendo-se assim,
valores de 500 e 1000 pg/mL, respectivamente. Isso foi necessario j& que poucas células
foram encontradas nas amostras preparadas com o inéculo padréo.

A Fig. 5A mostra bactérias ndo tratadas formando um tipico aglomerado de
Staphylococcus spp., com altura maxima de 0,9 um. As Fig. 5B e 5C mostram o efeito da
CIM sobre S. aureus, com evidentes alteracbes no tamanho maximo dos micro-organismos
para em torno de 1,4 um. Na Fig. 5D, na presenga da CBM, séo claramente observadas
alteracdes no tamanho e danos na parede celular, com a presenca de rugosidades. Essas
alteragbes no tamanho em relacdo as amostras ndo tratadas estdo estatisticamente

confirmadas, como mostrado na Fig. 5E.
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Fig. 5. Imagens representativas de MFA mostrando S. aureus ATCC 29213 ndo-tratados (A: grupo controle) e
apos 24 h de exposicdo a GCQ-3 (B e C sob a CIM; D sob a CBM). E: média e desvio padrdo do tamanho
(altura) de S. aureus tratados e ndo tratados obtidos por MFA. O “teste t” foi aplicado e os resultados foram

expressos como média £ DP. Um P < 0,001 (***) foi considerado estatisticamente significante.

O aumento no tamanho pode ser também explicado devido a acdo da GCQ-3 sobre a
membrana celular. Danos nessa barreira podem alterar a osmolaridade celular causando
entrada de agua do meio extracelular para dentro da bactéria, como observado em S. aureus
tratados com extratos antimicrobianos oriundo de plantas (Aradjo et al., 2015a). Essa
desordem pode ser responsavel pela inabilidade da reproducdo bacteriana na CIM e sua
progressao pode ser uma das possiveis causas que levaram a morte celular. Um resultado
diferente foi obtido por Campos et al. (2012) que verificou, também por meio de MFA, que a
GC pura (10 mg/mL) colapsou as células de S. aureus, provavelmente devido a alta
concentracdo utilizada. A auséncia de colapso bacteriano nas células mortas devido ao dano
causado pela GCQ-3, nas concentracdes avaliadas neste estudo, pode ser devido a rigidez da
grossa camada de peptidoglicano da parede celular, caracteristica das bactérias Gram-
positivas (Eaton et al., 2008).
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3.3 Ensaios de biocompatibilidade

Testes de biocompatibilidade, em concentracdes equivalentes as utilizadas nos ensaios
antimicrobianos, também foram realizados para este estudo. O ensaio de hemdlise avalia a
liberagdo de hemoglobina devido a danos nas membranas das hemécias. Todos os derivados
GCQ ndo promoveram hemdlise acima de 5%, evidenciando excelente biocompatibilidade
com eritrécitos, mesmo na mais alta concentracdo testada (Fig. 6A). Também foi observada
uma tendéncia de maior atividade hemolitica causada pela GC natural. Estudos tém reportado
a ocorréncia de diminuicdo de atividade hemolitica associada com a reducdo da
hidrofobicidade em polimeros (Tejero, Lopez, Lopez-Fabal, Gomez-Garcés, & Fernandez-
Garcia, 2015; Sahariah at al., 2015).
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Fig. 6. Ensaios de biocompatibilidade em células de mamiferos. A: Atividade hemolitica; B: Efeito citotoxico
sobre linhagem celular de queratinécitos de pele humana de adulto (HaCAT); C: Efeito citotdxico em
fibroblastos murinos (NIH-3T3).
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Para avaliar a citotoxicidade, o efeito da GC e dos derivados GCQ foi verificado sobre
uma linhagem celular de queratindcitos de pele de humana de adulto (HaCAT) e uma
linhagem de fibroblastos murinos (NIH-3T3). A selecdo dessas estirpes celulares para este
teste foi baseada numa possivel aplicacdo topica da GCQ, jd que os resultados foram
promissores contra patdgenos de pele. Os resultados mostraram que em ambas as linhagens
celulares, apos a acdo direta das gomas ap0s 24h, a viabilidade celular foi mantida em mais
que 50% (Fig. 6B e 6C). A viabilidade dos queratindcitos apds o tratamento com a GCQ-3,
por exemplo, ficou em torno de 70% mesmo na mais alta concentragdo testada de 1000
pg/mL (Fig. 6B), que é cerca de dezesseis vezes maior que a que matou o S. aureus (SARM)
ATCC 43300. Também foi observada uma diminuicdo na viabilidade dos fibroblastos, apos o
tratamento por 24h com as GCQ-2 e GCQ-3 nas concentracdes de 500 e 1000 pg/ml (Fig.
6C), no entanto, esses valores foram de quatro a dezesseis vezes maiores que as CIM obtidas
sobre todos os Staphylococcus spp. avaliados.

Outros estudos tém avaliado o efeito citotoxico de antissépticos comercialmente
disponiveis sobre queratindcitos ou fibroblastos (Damour et al., 1992, Mueller e Kramer,
2008; Hirsch et al., 2010). Concentrages citotoxicas determinadas in vitro algumas vezes sao
consideradas menores que as concentracdes dos respectivos antissépticos geralmente
aplicados na prética clinica, por essa razdo, considera-se que os tecidos humanos toleram a
exposicao aos antissépticos melhor que as culturas celulares (Mueller e Kramer, 2008).

Este trabalho apresentou, pela primeira vez, o efeito bioldgico direto da GC
guimicamente modificada pela introducdo de um grupo funcional. Mesmo o derivado menos
potente, GCQ-1 (CIM em torno de 1000 pg/mL), apresentou um marcante aumento na
atividade antiestafilococica, quando comparado a GC natural, que apresenta um valor de CIM
de 30 mg/mL (Campos et al., 2012). Desse modo, existiu um drastico aumento no efeito
antimicrobiano decorrente do processo de quaternizacdo. Futuros estudos fazem-se
necessarios para melhor elucidar o mecanismo de agdo antimicrobiano da GCQ e uma
possivel influéncia sobre o processo de cicatrizagao de feridas. Aplicagdes biotecnoldgicas de
gomas modificadas sdo bastante comuns (Rana et al., 2011; Ribeiro et al., 2016), portanto, o
uso da GCQ pode ser promissor para o desenvolvimento de biomateriais, quando se é

esperado algum efeito antisséptico.
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4. Conclusao

Foi apresentada uma rota de modificacdo quimica da GC usando-se um reagente
amonio quaternario. As modificacdes quimicas dos trés derivados propostos neste trabalho
foram confirmadas por extensiva caracterizacdo. A hipotese de que a GC modificada por
processo de quaternizagdo, com consequente aquisi¢cdo de cargas positivas em sua estrutura
poderia promover uma aumento em sua atividade antimicrobiana foi confirmada. Os
derivados GCQ apresentaram promissor efeito antibacteriano contra linhagens sensiveis e
resistentes do género Staphylococcus e sua poténcia foi relacionada ao aumento do grau de
substituicdo e do potencial Zeta. GCQ também apresentou biocompatibilidade com
eritrocitos, queratindcitos e fibroblastos. Deste modo, os derivados apresentados neste estudo
apresentam uma oportunidade para o desenvolvimento biomateriais e dispositivos

biotecnoldgicos produzidos com GCQ.
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CONSIDERAEOES FINAIS E PERSPECTIVAS

» Este trabalho promoveu a modificacdo quimica da GC por reacdo de
quaternizacdo e apresentou trés derivados GCQ);

*» A modificacdo quimica foi comprovada pela alteracdo da hidrofilicidade do
polimero, além da evidéncia da presenca do grupamento quimico introduzido na
estrutura do polissacarideo, confirmada pelos métodos de caracterizacéo realizados;

» Neste estudo, foi apresentado, pela primeira vez, o efeito farmacoldgico direto
da GC quimicamente modificada pela introdu¢do de um grupo funcional,

= A hipétese de que a modificacdo da GC por quaternizacdo, com consequente
aquisicao de cargas positivas em sua estrutura promoveria o aumento de seu efeito
antibacteriano foi confirmada;

» Os derivados GCQ apresentaram atividade antiestafilocécica com poténcia
crescente relacionada ao aumento do grau de substituicdo do composto quaternario
inserido na estrutura quimica do polimero;

» Os derivados GCQ também se mostraram biocompativeis sobre células de
mamiferos, evidenciando que a GCQ se apresenta como um biomaterial com
possibilidade de aplicagao;

» Futuros estudos com utilizacdo da GCQ podem ser realizados no intuito de se
desenvolverem outros biomateriais com estruturas e fungdes diferenciadas como,
por exemplo: membranas, scaffolds e géis;

= Com esse novo biomaterial, dispositivos e/ou (nano)compdsitos
biotecnoldgicos, especialmente os direcionados para uso topico, também podem ser
vislumbrados em proximos estudos;

» Uma solicitacdo de pedido de patente das aplicacbes da GCQ esta sendo
concluida para ser submetida antes da finalizacdo do periodo de graca estipulado

pelo art. 12 da Lei Brasileira da Propriedade Industrial.



