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RESUMO

Polimeros que possuem mondmeros unidos via interagdes intermoleculares séo
definidos como polimeros supramoleculares. A natureza reversivel das interacdes
assegura que o polimero supramolecular exista em equlibrio termodindmico com seus
monémeros. Isto implica que as cadeias do polimero podem romper-se e recombinar,
tornando este material habil em responder a mudancas externas ao sistema, como
variacdo de temperatura, solvente, variacdo de pH, forca mecénica, radiacdo, etc.
Poucas substancias sao capazes de sofrer polimerizagcdo supramolecular, pois para que
propriedades poliméricas sejam aparentes em fase solida ou em solucéo, as interacdes
intermoleculares devem ser fortes e direcionais. Reagindo qualquer tipo de acido
organico com um aminocarboidrato denominado meglumina é produzido o par i6nico,
genericamente chamado de carboxilato-meglumina. Este estudo mostra que compostos
carboxilato-meglumina anfifilicos derivados de &cidos graxos polimerizam em fase
aguosa via interacdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio. Os monémeros adotam um
arranjo lamelar e o polimero supramolecular resultante, se estrutura em uma rede
tridimensional de fibras onde a 4gua € imobilizada formando um hidrogel. A correlagcéo
entre a polimerizacéo e a caracteristica da cadeia carbdnica proveniente do acido graxo
precursor foi elucidada, permitindo identificar que o balancgo hidrofilico/hidrofobico € a
propriedade que governa a polimerizagdo supramolecular dos compostos carboxilato-
meglumina em &gua. Para tanto foram utilizados &cidos analogos com cadeias de
tamanhos iguais C18, neste caso, os acidos estearico (octadecandico) e oleico (9-cis-
octadecendico) e também &cidos saturados de cadeias distintas, undecandico (C11) e
palmitico (hexadecandico) (C16). O caréater reversivel das intera¢des intermoleculares
no polimero supramolecular em fungéo da temperatura e também com a concentracéo
foi demonstrado. Por fim, foi estudado o potencial do hidrogel estearato-meglumina
associado com os antifungicos cetoconazol e fluconazol, como estratégia para inibicéo
do biofiime da Candida albicans, o fungo causador da candidiase. Estes antifungicos
foram capazes de inibir no maximo 80 % do biofilme enquanto que na presenca do
hidrogel estearato-meglumina, 0os mesmos apresentaram maior eficiéncia, inibindo
praticamente 100 % do biofilme flngico. Possivelmente o aumento da permeabilidade
do biofilme causada pelo hidrogel estearato-meglumina foi o responsavel pela maior

eficiéncia dos antifungicos.

Palavras-chave: compostos carboxilato-meglumina, interagdes intermoleculares,

polimero supramolecular, hidrogel



ABSTRACT

Supramolecular polymers are monomer units held together by intermolecular
interactions. The reversible nature of the interactions makes that supramolecular polymer
be under thermodynamic conditions with the monomers. Thus the polymer chains
undergo reversible breaking and reformation making the supramolecular material highly
susceptible to temperature, solvents, pH, mechanical force, radiation and so on. Only a
few compounds are able to undergoing supramolecular polymerization, once to obtain
high polymerization degrees in bulk or in solution is required a strong and directional
intermolecular force. When any type of organic acid is reacted with meglumine occurs
the formation of a ionic pair, called carboxilate-meglumine compound. This study shows
the amphiphilic carboxilate-meglumine compounds originated from fatty acids, suffer
polymerization in aqueous phase by hydrophobic interaction and hydrogen bonds. The
monomers adopt a lamellar array that result in a supramolecular polymer which form a
tridimensional net where the water is immobilized forming a hydrogel. The relationship
between polymerization and the carbonic chain of fatty acid allowed identify that the
hydrophilic/hidrophobic is the property that controls the supramolecular polymerization of
the carboxilate-meglumine compound in water. To prove that were used the estearic
acids (octadecanoic) and oleic acid (9-cis-octadecanoic) that have chains of C18 size;
and the saturated acids with distinct chains as underdecanoic (C11) and hexadecanoic
(C16). The dynamic behavior of these materials was evaluated, once the intermolecular
interactions of supramolecular polymer present a reversible character that is dependent
of temperature and concentration. Finally, we studied the potential of stearate-
meglumine hydrogel associated with antifungals (ketoconazole and fluconazole), as a
strategy for inhibiting biofilm of Candida albicans, the fungus that causes candidiasis.
This association increased the antimicrobial efficiency once inhibited almost 100 % of the
fungal biofilms, while only the antifungal were capable to inhibit at maximum 80 %. So,
we suggest that hydrogel enhance the C. albicans biofilms permeability, allowing greater

interaction of the antifungal with the fungal.

Keywords: carboxilate-meglumine  compounds, intermolecular  interactions,

supramolecular polymer, hydrogel.
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1. INTRODUCAO

1.1 Concepcao do Trabalho

Nosso grupo de pesquisa vem se dedicando recentemente ao estudo de
polimeros supramoleculares (PS) que, diferentemente de polimeros convencionais, a
unido dos monémeros se da através de interacdes intermoleculares, ao invés de
ligacbes covalentes [1].

Interacdes sdo mais fracas que ligacdes covalentes e possuem natureza
reversivel, ou seja, quebram e se refazem continuamente. Em virtude dessas
caracteristicas, um PS diante de estimulos externos como temperatura, variacdo de pH,
forca mecanica, radiacdo, etc tem suas cadeias fragmentadas parcialmente ou
completamente em um processo de despolimerizacdo. Cessando o estimulo, fragmentos
de cadeia e mondmeros sdo capazes de se recombinar em tempo experimental,
recuperando completamente o material [2].

Por serem materiais “estimulo-responsivos” por natureza, o mecanismo de
despolimerizacao/polimerizacdo confere aos PS propriedades peculiares, interessantes
do ponto de vista tecnoldgico. Por exemplo, sdo materiais que possuem capacidade de
auto-regeneracao ou auto-reparacao de fraturas em sua estrutura [3]; mantém constante
a polidispersao de sua massa molecular quando submetidos a processos de reciclagem
[4]; apresentam viscosidades semelhantes as de moléculas de pequena massa
molecular quando aquecidos [5], etc.

O interesse nos PS pelo grupo de pesquisa surgiu ao ser investigado o
comportamento térmico de compostos obtidos pela funcionalizagcédo de acidos organicos
com um aminocarboidrato denominado meglumina (2R, 3R, 4R, 5S)-6-metilaminoexano-
1,2,3,4,5-pentol. Curiosamente, quando estes compostos funcionalizados, nomeados
genericamente de carboxilato-meglumina, foram aquecidos até sua temperatura de
fusdo, os materiais obtidos apds o resfriamento assemelhavam-se a filmes que
apresentavam temperatura de transi¢do vitrea e alta capacidade calorifica, levando a
acreditar que uma polimerizagéo tivesse ocorrido. A elevada massa molecular média,
em torno de 291 + 88 MDa, determinada por medidas de espalhamento de luz (DLS)
para a flunixina-meglumina, um dos compostos investigados na ocasido, confirmou o
indicio de polimerizacdo. Além disto, a caracterizagdo estrutural por espectroscopia de
absorcdo no infravermelho (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) permitiu

identificar que grupos hidroxila do aminocarboidrato faziam ligacdes de hidrogénio
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intermoleculares responsaveis pela polimerizacdo supramolecular, independentemente
da estrutura do acido precursor [6,7]. O arranjo dos monémeros nos PS estudados, no
entanto, nao foi definido, o que é um dos objetivos deste trabalho.

A Figura 1 mostra a estrutura da flunixina-meglumina. A funcionalizacdo do &cido
precursor com a meglumina é feita por sintese ndo covalente ou supramolecular, isto €,
a insercdo do aminocarboidrato ndo envolve formacédo de ligacédo covalente. Neste caso,
a funcionalizacdo ocorre mediante uma reacdo acido-base produzindo o par iénico
carboxilato-meglumina que é muito solivel em meio aquoso. A interacdo eletrostatica

entre os ions € suficientemente forte para manter o par ibnico praticamente nao

dissociado em fase aquosa.

Figura 1. Estrutura molecular do mondmero carboxilato-meglumina conhecido como flunixina-
meglumina. Apés a fusdo do composto cristalino e resfriamento do liquido, os monémeros se
organizam formando um filme polimérico caracterizado como um PS de elevada massa molecular.
Em destaque estéo indicados os grupos hidroxila que de acordo com resultados experimentais séo

os principais envolvidos na polimerizacdo supramolecular mediante ligagc6es de hidrogénio.
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O inconveniente apresentado pelos PS obtidos no inicio dos trabalhos foi sua
pouca estabilidade. Esta foi determinada medindo-se o tempo de despolimerizagdo do
filme polimérico por calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Foi verificado que apos
um periodo de aproximadamente 30 horas, as ligagcdes de hidrogénio que uniam os
mondmeros através da meglumina rompiam-se por completo, resultando na cristalizacéo
do material. A despolimerizagdo dos PS carboxilato-meglumina foi observada também
guando dissolvidos em agua, visto que moléculas de solventes polares tendem a
competir pelas ligagcbes de hidrogénio no aminocarboidrato, ao solvatar os grupos
hidroxila.

Os resultados obtidos no estudo inicial foram tdo promissores que encorajaram 0
grupo a buscar meios de estabilizar os PS carboxilato-meglumina permitindo ent&o

explorar suas propriedades. A pouca estabilidade pode ser contornada pela presenca de
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outras interacdes intermoleculares que contribuem com as ligacbes de hidrogénio,
aumentando a forca de interacdo dos monémeros. Em solventes polares é necessario
proteger os atomos doadores e aceitadores da ligacdo de hidrogénio em um ambiente
hidrofébico (quando o PS esta dissolvido em agua) ou solvatofobico (quando o PS esta

dissolvido em outro solvente polar) restringindo a solvatacdo, como € mostrado na
Figura 2 [8].

Figura 2. Estrutura dos mondmeros derivados da ureia que polimerizam em solventes polares na
forma de camadas, mediante ligacdes de hidrogénio através dos grupos amida (a). Os anéis
aromaticos (b) contribuem com interagées do tipo w m auxiliando as ligagcdoes de hidrogénio,
aumentando a forga de atragcdo entre os mondmeros. O PS é estavel, pois moléculas do solvente
entram em contato com a regido polar mais periférica (c), enquanto que as ligacdes de hidrogénio
ficam protegidas em um ambiente hidrofébico ou solvatofébico formado pelas cadeias alquilicas
(d) que se agregam pela acdo das interacdes hidrofébicas, em agua, ou solvatofdbicas, que surgem
em outros solventes polares.
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Adaptado de Obert et al. [8].

A agregagdo em agua de mondémeros anfifilicos como os formadores do PS da
Figura 2 € um processo direcionado pela entropia, importante nas polimerizacdes
supramoleculares. Como as cadeias alquilicas sédo apolares, estas forcam as moléculas
de agua circunvizinhas a formarem ligacbes de hidrogénio apenas entre si. Tal
comportamento faz com que as moléculas de agua nas vizinhancas das cadeias
alquilicas se tornem altamente organizadas em comparacdo com as do interior do
liguido, diminuindo a entropia do sistema. Para aumentar a entropia, as cadeias
alquilicas se agregam reduzindo a area superficial resultando assim na diminuigdo do
numero de moléculas de agua organizadas. As forcas que mantém juntas as regides

apolares das espécies anfifilicas em agua sdo chamadas de interacdes hidrofébicas e
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nao resultam da atracdo intrinseca entre suas por¢des apolares. Ao contrario, surgem do
fato de o sistema atingir maior estabilidade termodinamica, minimizando o numero de
moléculas de agua ordenadas, requeridas para envolver as regides apolares [9].

A estratégia para a obtencdo de PS carboxilato-meglumina adotada neste
trabalho envolveu construir monémeros utilizando &cidos graxos de cadeia longa como
precursores. Com isso foi possivel produzir monémeros anfifilicos nos quais a
meglumina fornece a cabeca polar. Em fase aquosa, satisfazendo as condi¢cGes
necessarias, interacées hidrofébicas agem para organizar os mondémeros viabilizando o
surgimento de ligacdes de hidrogénio protegidas do solvente entre as cabecas polares,
levando a polimerizacdo supramolecular. Parte deste estudo concentrou-se em
investigar a correlacdo entre a caracteristica da cadeia carbbnica do acido graxo
precursor e a formacéo do PS carboxilato-meglumina. Para tanto, acidos analogos com
cadeias de tamanhos iguais (C18) foram avaliados: os acidos esteérico (octadecandico)
e oleico (9-cis-octadecendico). Os resultados foram confrontados com os obtidos para os
acidos saturados, undecandico (C11l) e palmitico (hexadecandico) (C16), permitindo
identificar que o balanco hidrofilico/hidrofébico é a propriedade que governa a
polimerizacdo supramolecular dos compostos carboxilato-meglumina em agua.

Na Figura 3a abaixo é esquematizado a obtencdo dos compostos carboxilato-
meglumina, por sintese ndo-covalente ou supramolecular envolvendo uma reagéo acido-
base entre um acido graxo e a meglumina. A formag&o de subprodutos ndo é esperada,
0 que reduz etapas de purificacdo e proporciona elevado rendimento. A natureza
anfifilica dos compostos carboxilato-meglumina confere aos mesmos, propriedades
surfactantes. Compostos anfifilicos semelhantes, mas que o agucar esta unido a cadeia
alquilica por ligacdo covalente sdo conhecidos como surfactantes poli-hidroxilados. Sua
manufatura envolve a acilacdo da meglumina por um éster de &cido graxo (RCO,CH5)
normalmente derivado de oleos, na presenca de metoxido de sodio (CH3ONa) como
catalisador (Figura 3b). Estes compostos estdo presentes em alimentos, produtos
farmacéuticos, cosméticos, detergentes, agroquimicos e explosivos. Grandes empresas
sdo detentoras de patentes que envolve sua sintese e aplicagdo, como Procter &
Gamble, BASF, Henkel, SEPPIC, dentre outras [10]. Na Figura 4 sdo mostradas as
estruturas de alguns surfactantes poli-hidroxilados. A unido entre o acucar e a cadeia
alquilica se d& através de ligacdes do tipo éster (a,c), éter (b) e amida (d), sendo esta

dltima, permitida apenas para aminocarboidratos como a meglumina [11].
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Figura 3. Obtencédo de compostos anfifilicos derivados da meglumina: (a) composto carboxilato-
meglumina no qual a cadeia carbdnica e o aminocarboidrato s&o unidos por interagdo eletrostatica
(sintese supramolecular) empregando uma reacdo acido-base. (b) surfactante poli-hidroxilado no
gual o aminocarboidrato é unido a cadeia carbdnica através de ligacao covalente empregando uma
reacdo de acilacéo.
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Figura 4. Exemplos comuns de ligagdes entre os fragmentos hidrofilicos e hidrofébicos em

surfactantes poli-hidroxilados. (a) Ester de sacarose, (b) Alquil glicosideo, (c) Ester de sorbitano e
(d) N-metil glucamida.
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Adaptado de Sodermana e Johanssonb [11].

Apesar da semelhanca estrutural entre os compostos carboxilato-meglumina
estudados neste trabalho e os surfactantes poli-hidroxilados derivados da meglumina,
nao ha relatos na literatura de que estes ultimos formem PS. Como consequéncia da

polimerizacao supramolecular em meio aquoso dos compostos carboxilato-meglumina, a
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formacdo de um hidrogel termorreversivel com natureza anfifilica foi observada. Estes
materiais, que se caracterizam pela estrutura reticulada tridimensional e elevado
contetdo de agua imobilizada, tém extensa aplicacéo principalmente na area biomédica
[12].

Na pesquisa com células-tronco, por exemplo, hidrogéis sdo projetados para
mimetizar a complexidade da matriz extracelular, indispenséavel para a regulacdo da
diferenciacao celular e desenvolvimento. As células sdo sensiveis aos seus arredores
interagindo com a matriz extracelular com base na topografia, propriedades mecanicas
(como rigidez, elasticidade e viscosidade), concentracdo de fatores de crescimento
imobilizados e composi¢cao molecular.

Em engenharia tecidual, hidrogéis podem ser implantados no corpo servindo
como suporte temporario (scaffolds) para a reconstrucao de tecidos ou até mesmo
orgaos lesionados. Para essa finalidade sdo imobilizadas em sua estrutura células e
fatores de crescimento. A estrutura reticulada do hidrogel permite vascularizacéo e ser
biocompativel € imprescindivel para que o scaffold seja substituido pelo novo tecido
formado.

Em procedimentos ciruargicos, hidrogéis de fibrina (uma proteina fibrosa) sao
utilizados como adesivos biolégicos promovendo a unido de tecidos. Curativos a base de
hidrogéis de acido alginico (um polissacarideo presente na parede celular de algas
marinhas) aceleram o processo de cicatrizacao.

No uso como sistemas de liberagdo, a porosidade da rede tridimensional dos
hidrogéis é controlada para regular a difusdo de substancias como farmacos e proteinas.

Os hidrogéis também vém se tornando um recurso importante no combate de
micro-organismos multiresistentes, em especial prevenindo a formacao de biofilme ou
inibindo o mesmo apo6s formado [13]. Biofimes sdo colénias de bactérias ou fungos
envolvidas por EPS (uma matriz de substancias poliméricas extracelulares
majoritariamente polissacarideos, proteinas e lipidieos). Dentre outras funcdes na
manutencao da colonia microbiana, o EPS permite a adeséo em quase todos os tecidos
ou superficies e compreende a barreira de defesa contra medicamentos mais importante
[14]. Ja é relatado na literatura que a formac&o de biofilmes microbianos representa um
problema de saude publica, sendo responsaveis por cerca de 80% das infeccoes em
diferentes partes do corpo e participam da grande maioria das infeccbes hospitalares,
especialmente em associagdo com equipamentos e dispositivos médicos [15]. Por ser

formados por mais de 90% de agua, o hidrogel € ideal para aplicacdes sobre feridas na
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pele, em orificios do corpo de dificil acesso e em regides que estdo em contato com
implantes ou cateteres. A atividade inibitéria do hidrogel contra o biofilme ocorre
diretamente por mecanismo de lise celular ou mais comumente sendo utilizado como
matriz para incorporar e liberar lentamente um antimicrobiano. Em ambos os casos,
como requisito para se atingir a células mais profundas da coldnia, deve existir
primeiramente compatibilidade quimica do hidrogel com a composicao heterogénea do
EPS [16]. Neste trabalho € mostrado que o hidrogel carboxilato-meglumina aumenta a
penetracdo dos antifingicos fluconazol e cetoconazol no biofiime da Candida albicans
(fungo responsavel pela candidiase), possivelmente através do aumento da
permeabilidade do EPS. A incorporacdo do antifungico no hidrogel foi facilmente
promovida mediante o processo de despolimerizacao/polimerizacéo termorreversivel do
PS.

Biofilme da Candida albicans

Bactérias e fungos adquiriram tracos genéticos como os fatores de viruléncia, que
0S capacitaram a provocar doencas, destruindo diretamente o tecido do hospedeiro ou
liberando toxinas que s&o disseminadas pelo sangue e causam uma ampla
patogenicidade [17]. Esses mecanismos de viruléncia microbiana contribuiram para o
aumento de infecgbes hospitalares que, segundo o Ministério da Saude, matam mais de
100 mil pessoas por ano no Brasil [18].

A maioria das infec¢des hospitalares é causada por um desequilibrio da relacéo
existente entre a microbiota humana normal e os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Isto pode ocorrer devido a propria patologia do paciente, procedimentos invasivos e
alteracbes da populacdo microbiana, geralmente induzida pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos [17]. Os micro-organismos que predominam nas infec¢cdes hospitalares
raramente causam infeccbes em outras situagdes, pois apresentam baixa viruléncia,
mas em decorréncia do seu indcuo e da queda de resisténcia do hospedeiro, o processo
infeccioso desenvolve-se. Varios sdo 0s micro-organismos envolvidos nesse problema
de saude publica, podendo-se destacar os fungos do género Candida [19].

Estes fungos fazem parte da microbiota normal do homem colonizando mucosas
do trato gastrointestinal (50 a 70%), boca (30 a 50%), vagina (5 a 30%) e pele (4 a 7%)
[20]. Alteracbes das barreiras teciduais, da propria microbiota ou da resposta imune

promovem um desequilibrio na relacdo hospedeiro-parasita, permitindo a invasao do
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micro-organismo nos tecidos do hospedeiro, causando infeccbes denominadas de
candidiases [21,22].

A Candida albicans € considerada uma das leveduras mais patogénicas para o
ser humano, causando um grande numero de infec¢cdes oportunistas que em doentes
imunocomprometidos podem ser fatais [23,24]. Esta levedura é um organismo comensal
estando presente no ser humano sem causar infec¢des, coexistindo com o hospedeiro.
Contudo, num paciente imunocomprometido, esta levedura pode causar sérias infeccdes
nas mucosas, que incluem candidiases vaginais e infeccbes orais ou sistémicas [25].
Este fungo ainda apresenta dois importantes mecanismos de viruléncia que sao: i) sua
versatilidade de adaptacéo e ii) capacidade de adesédo em sitios variados ocasionando a
formacéo de biofilme [26].

Basicamente o biofilme permite a ades&o e desenvolvimento dos mesmos sobre
células, tecidos ou outro tipo de superficies expostas a circulacdo de fluidos [27]. De
uma maneira geral a formacgdo do biofilme ocorre em etapas distintas: (i) ades&o, (ii)
maturacao, (iii) biofilme maduro e (iv) dispersao biofilme [28]. Entretanto, a estrutura e
funcéo dos biofilmes variam conforme o tipo de micro-organismo [29].

O biofilme de C. albicans inicia com a adesdo do fungo a uma superficie bidtica
ou abidtica e formacdo de uma camada basal de células confluentes, que se dividem e
diferenciam em células com projecdes longas, tubulares que se entrelacam na regiéao
superior do biofilme chamadas de hifas. Estas células sdo responsaveis pela liberacdo
do EPS. Dessa forma € criado um micro-ambiente que protege as células, evitando que
sejam lavadas e levadas de areas com fluxo de liquidos, como boca, intestinos e vagina,
além de promover resisténcia aos antifungicos e a invasao por células de defesa do
sangue [30]. Em um ultimo estagio, sdo produzidas células filhas menos aderidas, que
podem se desprender do biofilme maduro, funcionando como um reservatério de células

infectantes podendo ser responsavel por septicemia no paciente (Figura 5) [31,32].
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Figura 5: Formacgéo do biofilme de C. albicans.
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Adaptado de Douglas [32].

As células de biofilmes microbianos tém propriedades e padrées de expressao
génica distintas das células plancténicas (suspensédo celular), que incluem variacdes
fenotipicas da atividade enzimatica, diferencas na composi¢cdo da parede celular e da
estrutura da superficie, dentre outras [28]. Estas caracteristicas promovem o aumento da
resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos, impedem o acesso das células de defesa
do hospedeiro ao micro-organismo, bem como alteram o metabolismo do paciente [33].

No caso de C. albicans foi comparada a agdo de diferentes antifingicos nas
células planctbnicas e de biofilme, constatando-se que as concentracdes dos
antifingicos necessarias para obter 50% de inibicdo microbiana foram 5 a 8 vezes mais
altas nos biofilmes do que nas suspensfes planctdnicas [34]. Assim, pode-se afirmar
gue uma das consequéncias mais importantes deste fungo crescer na forma de biofilme
€ uma marcada resisténcia a terapia antifungica [35,36]. Esta resisténcia esta,
principalmente, relacionada a dois fatores: i) as limitacbes difusionais dos antifingicos
pela matriz do biofiime devido a alta secrecdo de EPS e ii) pela baixa atividade
metabdlica das células no biofilme, especialmente as células localizadas nas camadas
mais profundas [37,38].

Alguns autores afirmam que o EPS representa o0 primeiro mecanismo de
resisténcia dos biofilmes, pois atua como um fator de viruléncia promovendo maior
resisténcia aos antimicrobianos e, portanto, contribui para a vitalidade dos micro-

organismos [39,40]. Isso ocorre pelo fato do EPS agir como um adsorvente, reduzindo a
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quantidade de antimicrobiano disponivel para interagir com o biofilme, bem como sua

estrutura morfolégica impede a penetracdo de 100% dos antifungicos (Figura 6) [41].

Figura 6: Tempo de acdo do antimicrobiano no biofilme.
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Adaptado de Davies [41].

Conforme ja salientado as células microbianas em biofilme apresentam uma baixa
atividade metabdlica, principalmente, aquelas localizadas nas camadas mais profundas
dessa comunidade. Esse fato se deve aos canais aquosos, que transportam agua,
nutrientes e metabdlitos para as células microbianas, ndo atingirem a camada mais
profunda do biofilme (Figura 7). Isso promove um estado de dorméncia nas células que
se dividem infrequentemente. Assim, este estado de dorméncia é considerado outro
mecanismo de resisténcia, uma vez que a maioria dos antimicrobianos agem sobre as

células com rapida diviséo celular [42,43].

Figura 7: Canais aquosos no biofilme.
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Adaptado de Costerton [43].
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Diante dos mecanismos de resisténcia dos biofilmes tém-se tornado necessario o
desenvolvimento de novas estratégias para facilitar a interacdo dos antifingicos com os
micro-organismos. Os agentes antifungicos aplicados no tratamento de micoses
invasivas provocadas por C. albicans, sao classificados de acordo com o tipo de acéo
que exercem sobre as células dos fungos. Nas classes mais comumente utilizadas
encontram-se, 0os polienos (ex. anfotericina B, nistatina); nucledsidos analogos (ex. 5 -
fluorocitosina), azdbis (ex. miconazol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol),
pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-benanomicinas, nicomicinas, alilaminas
e tiocarbamatos.

Neste estudo foram utilizados os derivados azdlicos: fluconazol (triazol) e o
cetoconazol (imidazol) que possuem como mecanismos de acdo a inibicdo da
biossintese do ergosterol pela interacdo com a enzima lanosterol 14-a-demetilase,
responsavel pela conversdo do lanosterol a ergosterol, componente essencial da
membrana plasmaética flngica [44].

O cetoconazol foi o primeiro antifungico disponibilizado para tratamento de
infecgdes sistémicas por C. albicans, entretanto o uso indiscriminado e inadequado
dessa droga promoveu o aparecimento de cepas de C. albicans resistentes ao mesmo
[45]. Diante disso, surgiu o fluconazol que € um dos agentes mais eficazes no
tratamento da candidiase orofaringea, vaginal e do eso6fago, especialmente em
pacientes imunocomprometidos, provocando poucos efeitos secundarios [46]. No
entanto, células de C. albicans dispostas como biofiime sdo 100 vezes ou mais
resistentes ao fluconazol em comparacdo as células plancténicas [47]. O aumento da
resisténcia ao fluconazol durante a maturacdo do biofilme parece estar associado com
um decréscimo significante no contetdo total de ergosterol, que conforme comentado
anteriormente € o sitio de acdo deste farmaco [48].

Assim para minimizar a resisténcia dos biofilmes de C. albicans com relac&o aos
antifangicos tém se desenvolvido agentes, tais como lipossomos, nanoparticulas e
polimeros 0s quais promovem o transporte do antimicrobiano aumentando a penetracéo

do mesmo até a camada mais profunda do biofilme.

1.2 Quimica supramolecular e advento dos polimeros supramoleculares

O primeiro polimero tendo sua cadeia principal unida por forcas de interacéo,
mais especificamente, ligacdes de hidrogénio, foi sintetizado em 1990 por Jean-Marie
Lehn. Tal fato foi considerado o inicio do campo da quimica de polimeros
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supramoleculares, fruto do encontro entre a quimica supramolecular e a quimica de
polimeros [49].

A quimica supramolecular € um campo muito recente da quimica, surgindo no
inicio dos anos 1960 a partir dos trabalhos de Charles J. Pedersen, Jean-Marie Lehn e
Donald J. Cram [50]. Estes pesquisadores mostraram que espécies com propriedades
fisicas e quimicas definidas podem ser originadas da associacdo de dois ou mais
componentes (ions e/ou moléculas) que interagem entre si de forma a propiciar o
aparecimento de novas propriedades que ndo sejam simplesmente a somatdria das
propriedades dos componentes, bastando que haja entre o0s mesmos, reconhecimento
molecular. Esta caracteristica envolve complementaridade interacional, isto €, presenca
de multiplos sitios de interacdo (eletrostaticos tais como positivo/negativo, carga/dipolo,
dipolo/dipolo, ligacdo de hidrogénio, doador/aceptor, van der Waals, etc.) e
complementaridade estérica, ou seja, de forma e tamanho [51,52].

A quimica supramolecular denomina genericamente as forcas de interacao que
unem os componentes, de forcas ndo covalentes de ligacdo. Estas compreendem as
interacBes intermoleculares como as ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas
(ion-ion, ion-dipolo, dipolo-dipolo), interagbes do tipo Tr-11, forcas de van der Waals,
interacOes hidrofobicas e solvatofébicas. Incluem também as ligagbes metal-ligante
cineticamente labeis (0 que é muitas vezes descrito na literatura de forma contraditéria).
Estas Ultimas, do ponto de vista da quimica supramolecular, sdo tratadas como
interacbes metal-ligante por possuirem carater eletrostatico predominante sobre o
carater covalente [53], e também por se assemelharem as interagcdes intermoleculares
do ponto de vista termodinadmico e cinético. Isto implica que as interacfes metal-ligante
séo formadas no equilibrio sendo reversiveis e possuem taxas de dissociagcdo/formacao
elevadas, fazendo com que sejam habeis em responder prontamente a perturbacdes
externas. Muitos PS sdo construidos com base neste tipo de forca ndo covalente [54].

A Figura 8 ilustra os limites dos campos da quimica molecular e supramolecular,
respectivamente. O dominio do primeiro estd no controle das ligacbes covalentes
enquanto que do ultimo esta no controle de forcas ndo covalentes direcionais reversiveis
gue sdo responsaveis pelo reconhecimento molecular e auto-montagem de estruturas
[52]. A partir desta classificacdo polimeros convencionais sé@o inseridos na quimica
molecular enquanto que PS estéo inseridos no dominio da quimica supramolecular. O

termo supramolecular significa “além da molécula”.
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Figura 8. Dominios da Quimica molecular e Quimica supramolecular.
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A ideia de monbmeros serem unidos por interacdes moleculares parece, a
primeira vista, um conceito bastante recente, mas antes do conceito de macromoléculas
criado por Herman Staudinger ser reconhecido por toda a comunidade cientifica nos
anos 1930, as propriedades dos polimeros convencionais eram explicadas usando os
conceitos da quimica de coloides que Thomas Graham introduziu em 1861 [55]. A
maioria dos cientistas estava convencida de que as propriedades dos polimeros
convencionais resultavam da agregacéo coloidal de particulas. Nao era surpresa de que
algumas propostas estruturais fossem baseadas inclusive na auto-montagem de
moléculas como é o caso do arranjo da borracha natural proposto em 1905 por Harries.
Na sua concepcédo, a borracha era formada por moléculas de dimetil-ciclo-octadieno
unidas através de interagdes do tipo TT-11, assim como um polimero supramolecular,

conforme mostrado na Figura 9.

Figura 9. Primeira proposta de estrutura da borracha natural datada de 1905 resultante da auto-

montagem do dimetil-ciclo-octadieno através de interagdes 1r-1r, anterior aos conceitos da quimica

Somente apdés o pioneirismo de Staudinger tornou-se evidente que as

supramolecular.

Adaptado de Mulhaupt [55].

propriedades dos polimeros convencionais em solucdo e no estado sélido resultam de
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sua natureza macromolecular. Desde entdo a ideia de que cadeias poliméricas principais
pudessem ser construidas somente através de ligaces covalentes estava mais do que
consolidada, o que mudou com o advento da quimica supramolecular e o controle das
forcas de interacdo. A evolucao temporal dos conceitos da quimica de polimeros passou
a ser vista como esquematizado na Figura 10, iniciando a partir dos coléides, passando
pela visdo de macromolécula atribuida a Staudinger, chegando finalmente aos PS que
sdo uma combinacdo de ambos 0s conceitos anteriores, ou seja, uma cadeia extensa de

mondmeros mantida por forcas de interagdo, com propriedades de macromolécula [56].

Figura 10. Evolucéo temporal da Quimica de Polimeros.
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Adaptado de Bosman et al. [56].

A Figura 1la mostra a estrutura do primeiro PS sintetizado. Os mondmeros
possuem unidades complementares 2,6-diacilaminopiridina (P) e uracil (U) que sao
espacadas por uma cadeia derivada do acido tartarico (T) com dois centros quirais. As
unidades polimerizam via trés ligacdes de hidrogénio. A quiralidade do espacador
derivado do acido tartarico (L,L) ou (D,D) é transferida para a estrutura supramolecular
gue adota uma conformacéao helicoidal com suas fibras orientadas no sentido oposto aos
centros quirais moleculares, enquanto que para o espacador meso, ndo ha expressao de
quiralidade supramolecular, como mostrado pelas micrografias eletrénicas na Figura 11b
[57].
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Figura 1la. Estrutura do polimero supramolecular (TP, TU,), formado pela associa¢do dos
monémeros derivados da 2,6-diacilaminopiridina (TP,) e do uracil (TU,) via trés ligacGes de
hidrogénio. O espacador (T) derivado do acido tartarico pode ser (L,L); (D,D) ou meso devido a

presenca de dois centros quirais indicados pelos asteriscos. R = Cy,Hos.

(TP,  TUy)

Figura 11b. Micrografias eletr6nicas de varredura evidenciando o aspecto helicoidal de (A)
(TP,,TUy)n (L,L) e (B) (TP, TU,)n (D,D). (TP,,TU,)n meso ndo apresenta morfologia em hélice por ser
aquiral (C).

Adaptado de Lehn [57].
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Os quimicos se inspiram na perfeicdo da natureza para o desenvolvimento de
novos materiais. Ligacdes de hidrogénio muito fortes estdo presentes no coldgeno e na
celulose, ambos com funcdo estrutural. Este tipo de interacdo intermolecular possui
também um papel de destaque em polimeros sintéticos. As propriedades do nylon, por
exemplo, sdo em parte, devido a presenca de ligac6es de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas.

Certamente o0 mais notavel sistema supramolecular natural é o DNA, cuja
arquitetura em dupla-hélice depende da cooperacdo de varias ligacdes de hidrogénio
(Figura 12). Por conta da reversibilidade das ligacdes de hidrogénio, a dupla-hélice pode
ser desfeita e reconstruida durante o processo de divisdo celular. E possivel notar a
semelhanca entre as unidades formadoras da ligacdo de hidrogénio que estabilizam a
hélice de DNA, e as presentes no PS de Lehn, mostrado anteriormente na Figura 1la.
Outras similaridades entre ambas as estruturas supramoleculares, como o numero de

ligac6es de hidrogénio e o formato helicoidal sdo também evidentes [58].

Figura 12. Estrutura em dupla-hélice da cadeia DNA. A construcdo de unidades complementares
compostas por atomos doadores e aceitadores das ligacGes de hidrogénio em PS sintéticos é

inspirada em sistemas supramoleculares naturais. T=Timina, A=Adenina, G=Guanina, C=Citosina.
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Os pioneiros na quimica de polimeros supramoleculares, Lehn e seus
contemporaneos Takashi Kato, Jean M.J. Fréchet e A. C. Griffin foram responséaveis
pela primeira geracdo de PS [59]. Estes pesquisadores forneceram as primeiras
informacdes de como controlar as polimeriza¢cdes supramoleculares identificando que ha
um aumento no grau de polimerizagdo dos mondmeros quando ocorre simultaneamente,
a formacao de interacdes intermoleculares na cadeia principal e inducdo de mesofase
nos PS. Atualmente, a forma de se obter graus de polimerizacdo elevados e
propriedades mecéanicas proximas as dos polimeros convencionais, envolve a atuacao
de mdltiplas forcas ndo covalentes unindo os monémeros.

Em qualquer polimero, seja ele convencional ou supramolecular, a indugéo de
mesofases liotropicas (formadas na presenca de solvente) e termotrépicas (formadas a
partir da fusdo da fase sélida) pode ser promovida por atragdes intermoleculares, se
estas surgem devido a orientacdo relativa dos grupos presentes nas cadeias [60].
Forcas de London s&do um bom exemplo de interacbes dependentes de orientagcdo. Tais
forcas atrativas se originam da flutuacdo da nuvem eletrénica das moléculas ou de
certos grupos funcionais resultando em dipolos elétricos instantdneos que provocam
atracdo. A energia das forcas de London depende da polarizabilidade, a qual expressa a
facilidade de deformacdo da nuvem eletrbnica. A polarizabilidade possui natureza
anisotropica, isto é, varia conforme a direcdo. O grupo p-fenileno, por exemplo, que é
bastante utilizado como grupo mesogénico (indutor de mesofase) em polimeros
convencionais, exibe uma polarizabilidade substancialmente maior ao longo do seu eixo
principal em comparagcdo com as diregbes transversais. Desta forma, a presencga do
grupo p-fenileno provoca ordenacdo das cadeias do polimero preferencialmente na
direcdo principal devido a anisotropia da polarizabilidade que leva a forcas de London
mais fortes nesta diregéo.

A Figura 13 esquematiza as transicoes de um estado isotropico, ou seja,
desordenado (a esquerda da seta) para um estado orientado (a direita da seta), isto €,
com formacdo de mesofase, envolvendo polimeros [61]. Para um polimero convencional
(Figura 13a), apenas € observado a orientagdo das cadeias anteriormente dispersas,
devido o aparecimento de interacdes intermoleculares dependentes de orientacdo. No
entanto, quando ha a associacdo das interacfes intermoleculares dependentes de
orientacdo, que estabilizam a mesofase, e interagdes intermoleculares que unem o0s

mondmeros, ocorre o crescimento da cadeia (Figura 13b), implicando-se em um tipo de
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mecanismo de polimerizagdo supramolecular semelhante ao mecanismo de auto-

montagem de micelas em estruturas lineares numa fase nematica [62] .

Figura 13. Transicdes a partir de um estado isotropico (esquerda) a um estado orientado (direita)
para A: polimeros convencionais e B: polimeros supramoleculares em que mondmeros da cadeia
principal estdo unidos por interagdes intermoleculares. E possivel observar que a inducdo de

mesofase aumenta o grau de polimerizagcdo em PS. Interagdes intermoleculares sdo representadas

por ... enquanto que --- representam as interagdes que estabilizam a mesofase.

Adaptado de Ciferri [61].

1.3 Propriedades dos polimeros supramoleculares

Assim como os polimeros convencionais, os PS possuem propriedades fisicas
tipicas de macromoléculas, definidas pela forca de atracdo entre os mondmeros,
observadas tanto no solido quanto em solucdo diluida ou concentrada. Mas,
diferentemente de um polimero convencional um PS ¢é formado no equilibrio
termodindmico e devido a reversibilidade das for¢cas ndo covalentes, suas cadeias
podem romper e recombinar-se em temperatura ambiente [59]. Quando uma
perturbacao exterior é aplicada ao sistema, e o equilibrio ajusta-se em escala de tempo
experimental, h4 uma significativa alteracdo nas propriedades fisicas dos PS, néo
observadas na maioria dos polimeros convencionais. Por exemplo, estes quando
fundidos tornam-se altamente viscosos como resultado do emaranhamento de suas
cadeias. Altas temperaturas e pressdo elevada sao necessarias para reduzir a
viscosidade do material permitindo seu processamento. PS por outro lado, demonstram
intensa reducdo da viscosidade quando submetidos a temperaturas pouco elevadas,

devido o rompimento das forcas ndo covalentes. Como estas sdo reversiveis, com 0
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resfriamento do material, suas caracteristicas sao integralmente recuperadas.
Interessante também, o mecanismo pelo qual se d& a relaxacao de tensdo nos PS [56].
Além de suas cadeias escoarem uma sobre as outras devido a mobilidade natural como
fazem os polimeros convencionais, os PS relaxam uma tensao aplicada fragmentando
as cadeias tensionadas pelo rompimento das forcas ndo covalentes, seguido por
recombinacgédo destes fragmentos com cadeias livres de tenséo.

O equilibrio pode também responder a outros estimulos, além da temperatura e
forca mecanica, como substancias, estimulos eletroquimicos, radiacdo, etc [63]. Em
virtude disso uma gama de materiais funcionais “estimulo-responsivos” pode ser obtida
como elastbmeros, adesivos, biomateriais, dispositivos eletrdnicos, superficies super-
hidrofébicas, e muitos outros [64-67]. Polimeros convencionais podem ser transformados
em PS visando propriedades como a auto-regeneracdo ou auto-reparacao, isto €, a
recuperacao espontanea de fraturas no material [68].

A obtencdo de um PS inicia-se com a construcdo dos mondémeros que Sao
funcionalizados com unidades complementares, capazes de se unir espontaneamente
levando o crescimento da cadeia. A unido através do reconhecimento molecular entre
essas unidades € chamada de auto-montagem ou polimerizacdo supramolecular, uma
vez que se observa o aumento da massa molecular. Para ilustrar, a Figura 14a mostra
um PS em forma de coluna.

Os mondmeros sao formados por uma cadeia de 6 carbonos funcionalizada com
dois grupos complementares conhecidos como fenil-ureidotriazina, que se reconhecem
mediante quatro ligacbes de hidrogénio permitindo o crescimento da cadeia [69]. A
estabilidade da coluna, por sua vez, resulta de dois fatores sobrepostos: das interacdes
do tipo 1 de empilhamento entre os anéis aromaticos, presentes em cada unidade
complementar, e também da flexibilidade da cadeia alquilica que viabiliza a aproximagéao
dos anéis aromaticos no mondémero. Na Figura 14b verifica-se o efeito da temperatura
sobre o equilibrio termodindmico e consequentemente sobre as propriedades fisicas do
material. O PS é um cristal liquido termotrépico em temperaturas abaixo de 60°C devido
ao arranjo ordenado das colunas. Entre 60 e 130 °C as intera¢gdes 1111, mais fracas, sdo
perdidas e a estrutura colunar é colapsada. Em temperaturas mais elevadas, as ligacdes
de hidrogénio sdo rompidas, enquanto que com o resfriamento, todo o arranjo do

material é recuperado.
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Figura 14. (a) Exemplo de um PS que multiplas liga¢gdes de hidrogénio e intera¢cbes do tipo 1 de
empilhamento promovem a formagdo de estruturas colunares sensiveis a temperatura devido a

reversibilidade das interagcdes intermoleculares (b).
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Adaptado de Brunsveld et al. [69].

A polimerizacdo supramolecular pode ser descrita, do ponto de vista
termodinamico, com base em um modelo simples que envolve um mecanismo de
multiplos estagios, de forma que a adicdo de um mondmero a outro monémero ou ao
polimero ocorre com idéntica mudanca de energia livre. Consequentemente, as
constantes de equilibrio para cada um dos estagios da auto-montagem possuem o0
mesmo valor [70]. Sucessivas equacdes de equilibrio podem ser escritas para
associacdo de i unidades monoméricas A em uma sequéncia linear Ai, a uma

temperatura T:
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A+A A, K2=[A22]
[A]
. __[A]
A, +A A, K, = ATAL
. oA
A, +A%A4 K, “TATAY] (1)
A +A A K, = [A]

Rearranjando as equacdes acima, as concentracdes molares de cada espécie no
equilibrio (A2, Az, A4...Aj) com diferentes graus de polimerizacdo séo definidas de acordo
com as equacdes (2), enquanto que a concentracao total inicial do monémero, C;, € a
concentragdo total dos produtos, Cp, incluindo mondémeros, oligdmeros e polimero

podem ser obtidas conforme as equacoes (3) e (4), respectivamente:
[A2]= K, [A]I
[A.]= K.[A,][A] = KK, [AT

(2)
[A]=K,[A][A]= KKK, [AT

[A]= K [AGIA]= KK AT = (AT T K

e, =Y [A] (4)

i=l

Assumindo que K; = K3 = ... = K; = K, as equagbes (2) — (4) podem ser

simplificadas como segue, na forma das equagoes (5) — (7) :



37

[A]=K(K[A)) (5)

¢ = ?K"(K[A])’ :ﬁ (K[A]<1)  (6)

¢ =3 K-'(K[A])Eﬁ (7)

Se C; é conhecido, a equacédo (8) pode ser derivada a partir da equacédo (6). O
grau de polimerizacdo (GP) do PS no equilibrio (9) pode ser obtido relacionando as

equacodes (6) e (7):

K[A]=1+— | L1 ®)
2Kc, Ke, 4(}{.;-[)

Gpom_ __G__ 1 9)
3 ] ¢ 1- K[A]

Com base nas equacOes (8) e (9) € possivel perceber que o GP de um PS
depende da concentracao inicial total do mondmero (C;) e também da constante de
equilibrio (K), comumente chamada de constante de associacdo. O grafico mostrado na

Figura 15 demonstra esta relacéo [71].
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Figura 15. Variagcdo do grau de polimerizacdo (GP) de um PS como funcdo da constante de

associac¢ao (K) em diferentes concentrac8es iniciais dos mondmeros (Cy).
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Adaptado de Ciferri [71].

Ligacbes de hidrogénio tém um papel de destaque nas polimerizacdes
supramoleculares, pois permitem a obtencdo de materiais com graus de polimerizacéao
elevados e controle da arquitetura molecular. Trés caracteristicas tornam as ligacdes de
hidrogénio bastante eficientes no processo de auto-montagem [72]. Duas delas séao a
especificidade e direcionalidade, pois esta interacao intermolecular envolve apenas o0s
atomos doadores que fornecem o H e aceitadores que possuem par de elétrons livres.
Isto permite que as ligacdes de hidrogénio sejam localizadas em posi¢des especificas,
viabilizando o controle da arquitetura dos materiais. Por exemplo, ha PS em que
ligagcbes de hidrogénio unem os monomeros linearmente na cadeia principal como
mostrado anteriormente na Figura 14, ou dispostas lateralmente como ilustrado na
Figura 16 abaixo. Neste caso, o polibutadieno é funcionalizado lateralmente com
unidades 4-fenil-2,4-triazol-3,5-diona que se reconhecem através de duas ligacbes de
hidrogénio agindo como ligacbes cruzadas reversiveis. O material € um elastbmero
termoplastico em que o aumento do numero de unidades complementares, e
consequentemente das ligagbes cruzadas, eleva tanto a elasticidade quanto a sua
massa molecular [73].
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Figura 16. Polibutadieno reticulado através de ligacbes de hidrogénio laterais. O material é um
termoplastico que possui baixa temperatura de transicédo vitrea devido a presenca de interagdes
intermoleculares, permitindo que seja moldado e reciclado inUmeras vezes. Como a temperatura de
aguecimento ndo é alta o bastante para levar a fragmentacdo das cadeias principais do PS, mas
apenas para romper as ligacdes de hidrogénio, evita-se a polidispersdo do material e perda de suas

propriedades.

Adaptado de Stadler e Freitas [73].

Diferentemente dos exemplos anteriores em que as ligacées de hidrogénio estao
localizadas ora linearmente, ora lateralmente, o PS mostrado na Figura 17 foi obtido ao
utilizar mdltiplas ligagbes de hidrogénio para conectar mondmeros em ambos o0s
sentidos, simultaneamente. O material resultante de um arranjo em rede dos
mondmeros é um elastdmero auto-regeneravel. Quando cortado ou fragmentado através
de forca mecénica, o simples contato entre os pedacos € suficiente para regenerar o
material [74]. Normalmente redes supramoleculares comportam-se como plasticos
semicristalinos e ndo como elastdmeros. Para se evitar a cristalizagdo, 0s monémeros
foram construidos com estruturas diversificadas reagindo uma mistura de acidos graxos
com a dietilenotriamina em uma primeira etapa e posteriormente com a ureia. A reacao
entre a dietilenotriamina e ureia produzem unidades complementares (representadas na
Figura 17 entre colchetes) unidas as cadeias dos acidos graxos a partir da ligacdo
amida.

Apos a fragmentacao do elastbmero supramolecular, o contato entre as partes por
aproximadamente 15 minutos, sem aquecimento ou presséo, € suficiente para que o
material seja recuperado parcialmente, demonstrando uma deformacéo de 200 % no
ponto de ruptura. Apés 180 minutos de contato, o PS recupera completamente suas

propriedades mecanicas originais (deformacéo de aproximadamente 500 % no ponto de
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ruptura). A auto-reparagdo ocorre como consequéncia do restabelecimento do equilibrio
termodinamico, fazendo com que as ligagbes de hidrogénio quebradas com o
rompimento do material sejam refeitas quando os fragmentos sédo colocados em contato.
No entanto, se o contato entre os fragmentos ndo ocorre por um periodo de 6 horas,
grande parte das interacdes é restabelecida entre os monémeros e oligbmeros livres em
cada fragmento. Ap6s o periodo de uma semana, nenhuma propriedade de auto-

reparacao € observada.

Figura 17. Elastémero supramolecular auto-regeneravel (fotos em destaque) obtido a partir de
mondmeros de diferentes estruturas preparados através da reacdo entre uma mistura de acidos
graxos, dietilenotriamina (12 etapa) e ureia (22 etapa). Os grupos doadores (verde) e aceitadores
(vermelho) das ligagcdes de hidrogénio que compfem as unidades complementares dos
mondmeros ao associarem via ligac6es de hidrogénio formam um rede supramolecular. Além dos

colchetes, a partir da ligagcdo amida, estendem-se as cadeias carbdnicas derivadas de acidos

graxos.
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Adaptado de Cordier et al. [74].

Além da especificidade e direcionalidade das ligacdes de hidrogénio, discutidas
acima, outra caracteristica fundamental deste tipo de for¢ca ndo covalente & conhecida
como cooperatividade. Isto significa que quanto maior o numero de ligacbes de
hidrogénio entre as unidades complementares, mais forte € a unido entre o0s
mondmeros. Contudo, este efeito é influenciado pelas interacdes atrativas e repulsivas
(eletrostéticas) que surgem devido ao arranjo dos varios atomos doadores e aceitadores

do H vizinhos [75]. Conforme esquematizado na Figura 18, as interacfes primarias,
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representadas pelas ligacdes de hidrogénio, e também as secundarias, representadas
pelas interacdes eletrostaticas contribuem para a forga resultante entre duas unidades

complementares, influenciando diretamente nas constantes de associacgao (K).

Figura 18. Efeito das interagdes atrativas e repulsivas entre atomos vizinhos envolvidos nas
ligacdes de hidrogénio, sobre a constante de associacdo (K) das unidades complementares 1-6.
A=4tomos aceitadores e D=atomos doadores do H.
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Adaptado de Jorgensen e Pranata [75].

Quando os atomos vizinhos envolvidos na ligacdo de hidrogénio estdo em um
arranjo do tipo ADA-DAD (Fig. 18, unidades 1-2), a forca de atracdo proveniente destas
interacbes intermoleculares entre as unidades complementares é reduzida pelas
interacdes eletrostaticas repulsivas, produzindo tipicamente valores de K entre 10% e 10°.
Em um arranjo intermediario DAA-ADD (Fig. 18, unidades 3-4), a disposi¢do dos atomos
faz surgir além de interacdes repulsivas, intera¢des atrativas que aumentam o valor de K
(10*-10°) em comparacdo ao arranjo anterior, ou seja, a forca de atragdo entre as
unidades complementares aumenta porque interacdes eletrostaticas atrativas se somam

com as ligagdes de hidrogénio. No arranjo AAA-DDD (Fig. 19, unidades 5-6), por sua
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vez, existem apenas forcas atrativas o que produz valores mais elevados do que as
conformacdes anteriores, ou seja, K >10°. Resumindo: quanto mais forte é a unido dos
mondmeros, maior o valor de K e mais deslocado esta o equilibrio termodinamico no
sentido da formacdo do PS. Consequentemente maiores graus de polimerizacdo sdo
observados assim como o comportamento mecanico, térmico e reoldgico que
acompanham tipicamente todos 0s materiais poliméricos, sejam eles unidos por ligacdes
covalentes ou forcas ndo covalentes.

A natureza do solvente tem forte influéncia sobre as ligac6es de hidrogénio
afetando também as constantes de associacdo e consequentemente o grau de
polimerizagcdo do PS [76]. Como regra, as ligagdes de hidrogénio sdo mais efetivas em
solventes apolares como tolueno e cloroférmio, enquanto que em solventes polares
como agua, acetonitrila e dimetilsulfoxido (DMSO), a competicdo pelas ligacdes de
hidrogénio nas unidades complementares resulta em graus de polimerizacdo mais
reduzidos. No entanto PS que formam géis em solventes polares persistem estruturados
demonstrando elevados graus de polimerizacao [77].

Na estrutura da Figura 19, interacfes hidrofébicas conduzem a organizacdo dos
mondémeros em uma disposicado na qual as ligagcdes de hidrogénio em conjunto com
interacdes 11T sao fortes o suficiente para formar fibras [78]. No ambiente hidrofébico
entre os mondmeros, as moléculas de agua ndo solvatam os atomos doadores e
aceitadores do H, mas sao encerradas entre as fibras do PS formando um gel
supramolecular. InteragBes hidrofébicas e solvatofobicas afetam a organizacdo dos
mondmeros de maneiras distintas [8], como é possivel observar na Figura 20, onde é

esquematizada a secao transversal de um gel supramolecular em agua e acetonitrila.

Figura 19. Esquema do arranjo adotado por alguns mondmeros o qual se estende por todo o PS.

==

Adaptado de Yu et al. [77].
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Figura 20. Secéo transversal do gel supramolecular formado em (A) 4gua e (B) acetronitrila. A
estrutura dos monémeros no PS é representada a direita. Em agua, as intera¢cfes hidrofébicas
orientam os mondmeros em um arranjo lateral e vertical, acomodando um maior namero de
mondmeros na sec¢do transversal enquanto que interagcfes solvatofébicas que surgem em
acetonitrila organizam os mondmeros apenas no sentido vertical agrupando um menor nimero por
secdo. Conforme evidenciado pela estrutura do PS, as ligacdes de hidrogénio envolvendo os
grupos amida surgem acima e abaixo do plano, assim como as interagdes do tipo T m,
independentemente do solvente. Devido a organizacéo distinta dos mondmeros, a viscosidade do

gel formado em agua é maior do que em acetonitrila em todas as concentracdes.
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Adaptado de Obert et al. [8].

Uma situacéo interessante surge quando as unidades complementares podem
apresentar isbmeros em solucdo. Neste caso, além do efeito que a polaridade do
solvente causa sobre a for¢a da ligacdo de hidrogénio, ha influencia também do arranjo
dos atomos em cada isbmero. Isto pode ser percebido pelos valores de K distintos
obtidos em solventes diferentes.

Conforme mostrado na Figura 21, a unidade complementar conhecida como
ureido-pirimidinona, apresenta trés isbmeros em solucao (ceto 1, ceto 2 e enol) sendo
gue o equilibrio ceto-endlico favorece cada tautdbmero em maior proporcéo, dependendo

do solvente utilizado [79].
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Figura 21. Tautdmeros da ureido-pirimidinona em solucdo. Apenas as formas ceto e endlica podem

se associar via quatro ligagdes de hidrogénio.
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Adaptado de Schoot [79].

Na forma ceto 1 a disposicdo dos &tomos (AADD-DDAA) na unidade
complementar produz na maioria for¢as atrativas enquanto que na forma endlica, ureido-
pirimidinol (DADA-ADAD), todas as interagdes entre os atomos vizinhos séo repulsivas.
Os valores de K, levando em conta a prevaléncia das espécies, correspondem a 6,0 x
10" e 4,5 x 10°> em cloroférmio e tolueno, respectivamente. O valor elevado de K
encontrado em tolueno é explicado pela presenca das mdltiplas ligacdes de hidrogénio
gue compensam as interacdes repulsivas. Como a forma ceto 2 ndo associa-se devido a
falta de complementaridade, sua prevaléncia em relacdo as demais espécies em DMSO
faz com que a viscosidade dos PS funcionalizados com a ureido-pirimidinona seja mais
préxima de compostos de pequena massa molecular. No estado sdlido, por sua vez, a
forma ceto 1 que é presente, possibilita a obtencdo de materiais com propriedades
mecanicas bem proximas dos polimeros convencionais, dado a forte interagdo entre os
mondmeros. E possivel funcionalizar homopolimeros como policarbonatos, poliésteres e
copolimeros como polietileno/butileno [80,81] (Figura 22). Apés serem modificados com
a ureido-pirimidinona os polimeros demonstram intensa reducao de viscosidade com o

aguecimento, diferentemente dos precursores. Uma vez dissolvidos podem ser
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facilmente depositados como filmes em superficies. A Figura 23 ilustra tal
comportamento para o polietileno/butileno modificado.

Figura 22. Policarbonato (3), poliéster (4) e polietileno/butileno (5) modificados com a ureido-

pirimidinona. PS=polimero supramolecular.
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Adaptado de Folmer et al. [81].

Figura 23. Comportamento do Polietileno/butileno modificado com a ureido-pirimidinona diante de

aquecimento e quando dissolvido em cloroférmio.
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Adaptado de Bosman et al. [56].
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PS podem ser construidos para apresentar resposta macroscopica mais
especifica diante de estimulos externos. Neste caso, o comportamento € definido, nao
apenas pela reversibilidade das forcas ndo covalentes, mas também pelas propriedades
das unidades complementares. Alguns exemplos interessantes sao mostrados nas
Figuras 24-26 envolvendo PS sensiveis a estimulo eletroquimico, substancias e
radiacao, respectivamente. O copolimero supramolecular apresentado na Figura 24a,
por exemplo, é formado a partir da auto-montagem de macromonémeros que Sao
oligbmeros polidimetilacrilamida e polidietilacrilamida, funcionalizados com grupos
ferroceno e P-ciclodextrina (um macrociclo composto de sete unidades de glicose),
respectivamente [82]. O reconhecimento molecular entre estas unidades
complementares envolve formacéo de interacdes do tipo CH™ 1 (complementaridade
interacional) e alojamento do grupo ferroceno no interior da cavidade da ciclodextrina
(complementaridade estérica). Como o grupo ferroceno pode ser reversivelmente
oxidado e reduzido diante de estimulo eletroquimico em meio aquoso, tal propriedade
pode ser utilizada para controlar o processo de polimerizagcdo e despolimerizacao.
Aplicando-se uma tensdo de 596 mV os grupos ferroceno sao oxidados a cétions
ferrocénio, o que altera a densidade eletrbnica nos anéis aromaticos levando ao
rompimento das interacbes CH 1 com a ciclodextrina, e consequentemente, a
despolimerizacdo. Com a reducao do ferrocénio, aplicando -506 mV, o PS € novamente
formado. Quando a polimerizacdo supramolecular € conduzida em meio aquoso ha a
formacdo de micelas com tamanho entre 10-300 nm, 0 que € possivel perceber pelas
micrografias na Figura 24b. A propriedade redox do grupo ferroceno foi utilizada para
controlar a abertura e fechamento das micelas permitindo o uso deste PS como

sistemas de liberagcao controlada de farmacos.
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Figura 24. (a) Comportamento redox do PS formado pela auto-montagem de oligbmeros
polidimetilacrilamida e polidietilacrilamida funcionalizados com grupos ferroceno e B-ciclodextrina
(macrociclo em formato de calice), respectivamente. (b) Em meio aguoso o PS forma micelas que
podem ser reversivelmente colapsadas e auto-montadas através de estimulo eletroquimico.
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Adaptado de Szillat et al. [82].

A Figura 25 mostra um copolimero supramolecular que se comporta como um
sensor quimico [83], obtido funcionalizando o macromondmero 1 fluorescente (oligdmero
polifenileno/etinileno destacado em rosa) com o ligante macrociclico conhecido como
éter-coroa (destacado em vermelho). A segunda unidade complementar presente no
mondmero 2 é um diabenzilaménio (em azul). O reconhecimento molecular entre 1 e 2
se da por forcas ion-dipolo e alojamento de um dos anéis aromaticos do grupo
diabenzilam6nio no interior da cavidade do éter-coroa. Os éteres-coroa sao ligantes
sofisticados que possuem cavidades que podem ser modificadas para complexar
diversas espécies, através de interagdes intermoleculares, como cations de metais
alcalinos, cations organicos como diaz6nio e alquilaménio, bem como moléculas neutras
e anions como fosfatos, carboxilatos, CI" e OH". Alguns destes ligantes sdo capazes
inclusive de reconhecimento quiral, ou seja, a habilidade de distinguir enantibmeros
mimetizando o0 modo de a¢ao de enzimas [51].

O PS da Figura 25 ¢ utilizado como sensor fluorescente para os ions K*, CI', OH"
e gas amoénia. Devido a maior afinidade do éter-coroa por estas espécies, o PS
despolimeriza na presenca dos mesmos, tornando-se mais fluorescente, o que é
ocasionado pela presenca do macromondmero 1 livre. Na forma polimerizada a sua

imobilizacédo leva uma reducéo da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 25. PS utilizado como sensor fluorescente para os fons K*, CI, OH e gas aménia. Na
presenca destas substancias hd um deslocamento dos grupos diabenzilaménio das cavidades dos
éteres-coroa pela maior afinidade do ligante, levando & despolimerizagdo do PS. Com o
macromondmero 1 livre, h4 um aumento na intensidade de fluorescéncia que é atribuida aos anéis

aromaticos conjugados com as ligagdes triplas.
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Adaptado de Ji et al. [83].

A Figura 26a esquematiza a obtencdo de um PS com capacidade de auto-
reparacdo de fraturas em sua estrutura, construido através da funcionalizacdo do
macromonodmero polietileno/butileno com o ligante 2,6-bis(19-metilbenzimidazolil)piridina
[84]. Na presenca de Zn**, interacdes metal-ligante sdo formadas agindo como ligacdes

cruzadas reversiveis que reticulam o material.
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Figura 26. PS com capacidade de auto-reparacdo (a) obtencdo a partir da funcionalizagdo do
polietileno/butileno com ligante derivado da bipiridina. Na presenca de fons Zn", interagcdes metal-
ligante sao formadas agindo como ligagGes cruzadas reversiveis. (b) Unidades complementares
sensiveis a radiagcdo ultravioleta. (c) Auto-reparacdo local do PS pela incidéncia da radiacéo
ultravioleta. (d) Curvas de tensdo-deformacéo para o PS. A eficiéncia de auto reparacédo igual a
100+36% foi obtida através da relagao: (tenacidade do PS reparado)/(tenacidade do PS original) x
100.
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Adaptado de Burnworth et al. [82].
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Ao ser exposto a luz ultravioleta, as unidades complementares s&o
eletronicamente excitadas. A energia absorvida é convertida em calor que rompe as
interacdes conduzindo a despolimerizacdo e reducdo da viscosidade pela presenca dos
macromonoémeros livres. Cessando o estimulo, as ligacdes cruzadas sdo completamente
recuperadas. Esta propriedade permite que fraturas no polimero sejam reparadas
localmente como mostrado na Figura 26b, sem a necessidade de processar todo o
material. O mecanismo de auto-reparacdo em uma interface formada por uma fratura
envolve a difusdo dos macromondémeros livres entre a interface, que é facilitada pela
baixa viscosidade, e em seguida pela formacao das ligacfes cruzadas apds cessado o
estimulo. Na Figura 26¢ sdo mostradas as curvas de tensdo-deformacédo para o PS
original, para o PS apds ser danificado, e apds ser regenerado. A eficiéncia de auto-
reparacao igual a 100£36%, foi determinada integrando a area sob as curvas de tenséao-

deformacédo até a ruptura dos filmes (tenacidade).



51

Os primeiros PS foram vistos como uma curiosidade cientifica, mas atualmente o
campo da quimica de polimeros supramoleculares vem gerando materiais de diversas
aplicacbes tecnologicas importantes. Algumas delas foram descritas nas sec¢des
anteriores sendo impossivel descrevé-las em sua totalidade. Este trabalho é fruto dos
primeiros passos do grupo de pesquisa neste campo promissor, sendo uma
oportunidade para o desenvolvimento pesquisa basica e aplicada.

2. OBJETIVOS

Investigar a polimerizacdo supramolecular em fase aquosa dos compostos
carboxilato-meglumina derivados de acidos graxos nos seguintes aspectos:
a) relacdo entre caracteristicas da cadeia do acido precursor (tamanho, saturacéo e
instauracao) e polimerizacéao;
b) arranjo dos monémeros no PS;
c) comportamento do PS diante de temperatura e diluicéo.

Avaliar a eficiéncia do polimero supramolecular como um hidrogel, na inibi¢cdo do

biofilme da Candida albicans.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Exemplo de preparacédo do composto estearato-meglumina (EM)

Quantidades equimolares correspondentes a 0,7292 g do acido octadecandico
(estearico) e 0,5004 g da n-metilglucamina (meglumina) foram dissolvidas em 20 mL de
uma mistura composta de acetato de etila/metanol (1:1 v/v). O meio reacional foi
mantido sob agitacdo constante por aproximadamente 30 minutos em temperatura
ambiente, suficiente para se observar, apds este tempo, a precipitacdo do produto
branco. Grande parte do sobrenadante foi evaporada espontaneamente e 0 excesso
ainda restante foi decantado. Em seguida o precipitado foi lavado com a mistura de
acetato de etila/metanol a frio e secado sob fluxo de nitrogénio.

3.2 Exemplo de preparacédo do composto oleato-meglumina (OM)

Quantidades equimolares correspondentes a 0,7245 g do &cido cis-9-
octadecendico (oleico) e 0,5007 g da n-metilglucamina (meglumina) foram dissolvidas
em uma mistura de acetato de etila/metanol (1:1 v/v), e esta mantida sob agitacéo
constante por aproximadamente 30 minutos. Posteriormente a solucdo foi concentrada

evaporando-se espontaneamente o solvente até a formacdo do precipitado marrom, e
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em seguida, o sobrenadante decantado. O produto obtido foi entdo lavado com a mistura
de acetato de etila/metanol a frio e secado sob fluxo de nitrogénio.

3.3 Exemplo de preparacédo do composto palmitato-meglumina (PM)

Quantidades equimolares correspondentes a 0,6580 g do acido tetradecandico
(palmitico) e 0,5001 g da n-metilglucamina (meglumina) foram dissolvidas em 20 mL de
uma mistura composta de acetato de etila/metanol (1:1 v/v). O meio reacional foi
mantido sob agitacdo constante por aproximadamente 30 minutos em temperatura
ambiente, suficiente para se observar, apés este tempo, a precipitacdo do produto
branco. Grande parte do sobrenadante foi evaporada espontaneamente e 0 excesso
ainda restante foi decantado. Em seguida o precipitado foi lavado com a mistura de

acetato de etila/metanol a frio e secado sob fluxo de nitrogénio.

3.4 Exemplo de preparacado do composto undecanoato-meglumina (UM)
Quantidades equimolares correspondentes a 0,4860 g do &cido undecandico e
0,5093 g da n-metilglucamina (meglumina) foram dissolvidas em uma mistura de acetato
de etila/metanol (1:1 v/v), e esta mantida sob agitacdo constante por aproximadamente
30 minutos. Posteriormente a solucéo foi concentrada evaporando-se espontaneamente
0 solvente até a formacdo do precipitado marrom, e em seguida, o sobrenadante
decantado. O produto obtido foi entdo lavado com a mistura de acetato de etila/metanol

a frio e secado sob fluxo de nitrogénio.

3.5 Espectroscopias de absorcédo no infravermelho (FTIR) e de reflexdo-absorcao
no infravermelho com polarizagdo modulada (PM-IRRAS)

Os espectros de FTIR foram adquiridos em um espectrometro Nicolet FT Impact
com uma variacdo do nimero de onda de 4000 cm™ a 400 cm™ e resolucéio de 4 cm™.
As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr. Os espectros de PM-IRRAS, por
sua vez, foram obtidos em um instrumento KSV PMI550 acoplado a uma cuba de
Langmuir preenchida com &gua purificada (18,2 MQ.cm™). Neste experimento uma
aliquota de 1,5 uL da mistura do composto carboxilato-meglumina em agua 1,0 % (m/m)
foi transferida com o auxilio de uma seringa, para a subfase aquosa, formando um filme
molecular ou monocamada adsorvida na interface agua-ar. A cuba de Langmuir foi
configurada para que o feixe de luz atingisse a monocamada em um angulo de

incidéncia de 80°.
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3.6 Medidas de tenséo superficial e Isotermas de Langmuir

Medidas de tenséo superficial (y) como fungéo da concentragdo dos compostos
carboxilato-meglumina em agua foram realizadas empregando o método de contagem
de gotas [85].

A forca exercida pelo peso de uma gota (m.g) na ponta de uma bureta € maxima

no momento exatamente anterior ao seu desprendimento da ponta. Neste momento, 0

s

peso da gota € equilibrado pela tenséo superficial do liquido (y) multiplicada pelo
perimetro (2.11.r) da ponta da bureta. Deixando-se cair um nimero n de gotas do liquido
e medindo-se sua massa, a tensdo superficial do liquido pode ser calculada pela medida
da massa de uma gota deste liquido, de acordo com a relagéo y = mg/zm onde m =
Mngotas/N.

Tendo em vista um liquido de tensdo superficial conhecida como a agua (y,) e

determinando-se a massa de uma gota (m,) a partir da mesma bureta: r-=n

VO m [0)

Os ensaios foram realizados a 23°C utilizando-se uma bureta de 10,00 mL. Cerca
de 20 mL (~20 g) de cada amostra foi preparada por pesagem, nas concentragdes
mostradas na Tabela 1, utilizando-se agua purificada como solvente (18,2 MQ.cm™).

Uma massa total de aproximadamente 50 gotas foi pesada em cada repilicata (n =5) e a

tenséo superficial da agua purificada (y,) foi adotada como 72,44 mN.m™.

Tabela 1. Concentragao das misturas de EM e OM em agua para medidas de tenséo superficial.

EM (% m/m) OM (% m/m)
C.=0,02658 Ce=0,1409 C,=0,02005 Ce=0,6415
C, = 0,04004 C;=0,2804 C, =0,04013 C,=0,8221
C;=10,6002 Cs=0,3203 C3;=0,08019 Cs=1,283
C,=0,08012 Co= 10,4005 C,=0,1604
Cs=0,1201 Ci0= 0,6409 Cs= 0,3207

Isotermas de Langmuir (pressdo superficial vs area) foram obtidas através da
compressdo da monocamada formada pela adsorcdo do composto carboxilato-
meglumina na interface agua-ar, em uma cuba de Langmuir modelo KSV 5000
preenchida com agua purificada (18,2 MQ.cm™). Para obtencdo da monocamada uma
aliquota de 1,5 uL da mistura do composto carboxilato-meglumina em agua (1,0 % (m/m)

foi transferida, com o auxilio de uma seringa, para a subfase aguosa.
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3.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Curvas DSC de resfriamento e aquecimento foram obtidas em um mdédulo DSC 1
STAR® da Mettler Toledo. As medidas foram realizadas em atmosfera de nitrogénio (50
mL min™) utilizando cerca de 5,00 mg de amostra em cadinho de aluminio com tampa

furada. As razées de resfriamento e aquecimento adotadas foram de 10 °C min™.

3.8 Espalhamento de raios X em baixo angulo (SAXS) e Microscopia de luz
polarizada
As analises de SAXS (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, Campinas/SP,
Brasil), foram realizadas em uma geometria de transmissdo com A = 1,608 A, com tempo
de exposicdo de 300 s e distancia entre a amostra e o detector de 1581 mm.
Amostras de OM em agua (40% m/m) foram colocadas sobre laminas de vidro e
cobertas com laminula e analisadas em um microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss- Jena,

sob luz polarizada.

3.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A morfologia do PS EM foi analisada através de um microscopio eletrénico de
varredura JSM-5310, JEOL operando em 20 kV.

3.10 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Espectros de 'H foram adquiridos em um Espectrémetro Avance Il 600 MHz —
Bruke. Amostras de EM (4,0 % m/m) e OM (0,10% m/m) foram preparadas sob
aguecimento em 80 e 50°C, respectivamente utilizando como solvente uma mistura
(0,5:1,5) H,0 e dimetil-sulfoxido deuterado, DMSO-d6. Massa de EM: 0,12 mg. Massa
de OM: 3 pug.

3.11 Viscosidade capilar e Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Curvas de viscosidade relativa (n/n,) como funcdo da redugdo da concentracao
de EM e OM em meio aquoso foram construidas medindo-se os tempos de escoamento
(r) a 25°C das amostras em diferentes concentracdes, em relagdo ao tempo de
escoamento da agua (t,), empregando um viscosimetro capilar Ubbelohde. A relacao
n/Mo = /1, foi considerada.

Paralelamente, medidas de espalhamento foram empregadas na determinacéo do
tamanho médio das particulas dos compostos carboxilato-meglumina em fase aquosa a

25 °C e correlacionados com as viscosidades. Para tanto, utilizou-se um instrumento
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Zetasizer Nano ZS90, constituido de um laser vermelho (633nm) de He-Ne e detector

disposto a 90° do feixe.

Preparo das amostras

EM: Uma amostra concentrada a 6,4 % (m/m) (concentracao real 6,404 % m/m) foi
obtida misturando 0,1281 g do composto em 1,8722 g de 4gua deionizada totalizando
uma massa de 2,0003 g. Posteriormente esta foi aquecida a 80 °C e apoés resfriada a
temperatura ambiente, o material foi diluido com agua deionizada a 1,281 % m/m (C-)
totalizando uma massa de 10,0008 g. A partir desta foram obtidas amostras por diluicbes

sucessivas a temperatura ambiente de acordo com a Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Preparo das misturas de EM em 4gua para medidas de viscosidade e DLS.

Ce=0,6434 % m/m m C;=5,0546 g Magua = 5,0091 g Mo = 10,0637 g
Cs=0,3217 % m/m m C¢=5,0021 g Magua = 5,0021 g Myt = 10,0042 g
C4=0,1608 % m/m m Cs=5,0111¢g Magua = 5,0142 g Mt = 10,0253 g
C5=0,08042 % m/m m C,=5,0019 g Magua = 4,9994 g Mt = 10,0013 g
C,=0,04021 % m/m m C;=5,0331¢g Magua = 5,0331 g Mot = 10,0662 g
C,=0,02011 % m/m m C,=5,0412¢g Magua = 5,0387 g Mot = 10,0799 g

OM: Uma mistura concentrada C; = 1,28 % (m/m) (concentragao real 1,284 % m/m) foi
preparada misturando 0,1284 g de OM em 9,8127 g de 4gua deionizada totalizando uma

massa de 10,0011 g. A partir desta foram obtidas as demais amostras por diluicbes

sucessivas, conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Preparo das misturas de OM em agua para medidas de viscosidade e DLS.

Ce=0,6409 % m/m m C,=5,0055 g M sgua = 5,0266 g My = 10,0281 g
Cs=0,3211 % m/m m C¢=5,0145¢ M sgua = 4,9941 g Mo = 10,0086 g
C4=0,1621 % m/m m Cs=5,0491 g M agua = 4,9526 g Myt = 10,0017 g
C5=0,08087 % m/m m C,=5,0050 g M sgua = 5,0272 g Mt = 10,0322 g
C,=0,04070 % m/m m C3=5,1334¢g M squa = 5,0669 g Mot = 10,2003 g
C,=0,02047 % m/m m C,=5,0598 g M squa = 5,0005 g Myt = 10,0603 g

PM: Uma amostra concentrada foi obtida a 6,0% (m/m) (concentracédo real 6,003 %
m/m) misturando 0,2402 g do composto em 3,7604 g de agua deionizada totalizando
uma massa final de 4,0016g. Posteriormente esta foi aquecida a 80 °C e resfriada a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi diluido com agua deionizada a 1,201
% (m/m) (C;) totalizando uma massa de 20,0008 g. A partir desta foram obtidas

amostras por diluicdes de acordo com a Tabela 4 abaixo.
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Cs=0,6005 % m/m
Cs = 10,5007 % m/m
C,=0,4013 % m/m
C3=0,3011 % m/m
C,=0,2044 % m/m
C,=0,1009 % m/m

m C;=5,0024 g
m C;=4,1695¢g
m C;=3,3417 g
m C;=2,5074¢g
m C;=1,7024 g
m C;=0,8405¢g

Magua = 5,0024 g
Magua = 5,8317 g
Magua = 6,6592 g
Magua = 7,4940 g
Magua = 8,3004 g
Magua = 9,1641 g

Meow = 10,0048 g
Mo = 10,0012 g
Mio = 10,0009 g
Mo = 10,0014 g
Mo = 10,0028 g
Mo = 10,0046 g

UM: Uma amostra concentrada C; = 1,2 % (m/m) (concentracéo real 1,200 % m/m) foi
preparada misturando 0,2403 g de UM em 19,7818 g de agua deionizada totalizando
uma massa de 20,0221 g. A partir desta foram obtidas as demais amostras por diluigdes,
conforme a Tabela 5.

Tabela 5. Preparo das misturas de UM em 4gua para medidas de viscosidade.

Cs=0,6001 % m/m
Cs =0,5018 % m/m
C,=0,4002 % m/m
C5=0,3009 % m/m
C,=0,2003% m/m
C;=0,1006% m/m

m C,=5,0024 g
m C,=4,1821¢g
m C,=3,3325¢
m C,=2,5081 g
m C,=1,6694 g
m C,=0,8384 g

M sgua = 5,0008 g
M squa = 5,8190 g
M squa = 6,6689 ¢
M sgua = 7,4944 ¢
M squa = 8,3319 ¢
M sgua = 9,1624 ¢

Mo = 10,0032 g
Mo = 10,0011 g
Mo = 10,0014 g
Mo = 10,0025 g
Mo = 10,0013 g
Meoa = 10,0008 g

3.12 Estudo dainibi¢c&o do biofilme da Candida albicans

3.12.1 Micro-organismos
O micro-organismo utilizado nesse estudo foi o fungo Candida albicans ATCC
90028 adquirido do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil.

3.12.2 Preparo da suspenséao celular

Inicialmente C. albicans foi cultivada em caldo Sabouraud dextrose e mantida em
agitador orbital (150 rpm) a 30°C por 20 horas. Em seguida, 1,0 mL do meio crescido foi
inoculado no caldo Saboraud dextrose fresco e mantido em agitacdo a 150 rpm a 30°C
até a C. albicans alcancar a fase logaritma [86] (Figura 27). Em seguida, as células
foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, lavadas com solu¢do tampéao fosfato-
salino (PBS) (NaCl, KCI, Na;,HPO, e KH,PO,) a fim de remover o excesso de meio de
cultura, e por fim as leveduras foram suspensas em PBS até obter uma concentracao

celular de 1x108 células mL™.
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Figura 27: Curva de crescimento microbiano.
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3.12.3 Formacéo dos biofilmes de C. albicans [87]

Inicialmente, foi preparada uma suspens&o celular contendo 1x10® células mL™,
conforme descrito no item 3.12.2 Esta suspenséo foi adicionada aos suportes que foram
mantidos na incubadora (sem agitacéo) a 30°C por 4 horas, para a adeséao celular. Apés
esse periodo, os suportes foram lavados com PBS, a fim de retirar as células néo
aderidas e adicionou-se caldo Sabouraud dextrose para o desenvolvimento do biofilme.
Os suportes, entdo, foram mantidos no agitador (100 rpm) a 30°C por 48 horas.

3.12.4 Teste de sensibilidade de C. albicans aos antifungicos na presenca de
hidrogel EM

3.12.4.1 Células plancténicas

Foi avaliada a acdo do hidrogel EM 4% (m/m) no aumento da toxicidade dos
antifangicos (fluconazol e cetoconazol) contra C. albicans. Para tanto 100 uL de
suspens&o celular na concentracdo de 1x10° células mL™ (item 13.12.2) foi adicionada &
placa de microtitulacdo de 96 pocos junto a diferentes concentracdes dos antifungicos

na presenca ou auséncia de EM, conforme descrito abaixo.

Cetoconazol (0 — 16,25 ug mL™) + PBS
Cetoconazol (0 — 16,25 ug mL™) + EM 4% (m/m)
Fluconazol (0 — 16,25 ug mL™) + EM 4% (m/m)
Fluconazol (0 — 16,25 ug mL™) + EM 4% (m/m)

w0 DD
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As placas contendo as amostras foram incubadas a 30 °C por 12 e 24 horas. O
indice de sobrevida do fungo foi determinado pela atividade metabdlica através do
ensaio de reducdo do 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5 - [carbonilo (fenilamino)]-
2H-tetrazolio-hidréxido (XTT) [87]. Para tanto, foi adicionado 50 pL de solucédo de sal de
XTT (1,0 mg mL™ em PBS) e 4 uL de solugdo de menadiona (1,0 mmol L™* em acetona)
as placas contendo as amostras. As placas de microtitulacdo foram incubadas a 37 °C
por 3 horas. A atividade da desidrogenase do metabolismo bacteriano reduz o sal de
tetrazdélio XTT a sais de formazana, resultando em alteracdo colorimétrica que se
correlaciona com a viabilidade celular. A mudanca colorimétrica foi medida utilizando um
leitor de microtitulacdo (Versa Max — Molecular devices) a 490 nm.

Todos os experimentos foram realizados em replicatas com os seus respectivos

controles.

3.12.4.2 Biofilme

Apoés crescimento do biofilme de C. albicans (item 13.2.3) foram adicionadas
solucdes dos antifungicos, em diferentes concentracdes, na presenca ou auséncia de
EM, conforme descrito abaixo.

5. Cetoconazol (0 — 130 ug mL™) + PBS

6. Cetoconazol (0 — 130 yg mL™) + EM 4% (EM)

7. Fluconazol (0 — 130 yg mL™) + PBS

8. Fluconazol (0 — 130 yg mL™) + EM 4% (EM)

As placas foram mantidas a 30°C por diferentes tempos de incubacéo (24 e 48
horas). Em seguida, removeu-se as soluc¢des dos antifiungicos e lavou-se 0s po¢os com
PBS (2x). Assim como no ensaio com as celulas planctonicas, o método utilizado para
determinar a sobrevida do fungo foi o XTT [87].

Todos os experimentos foram realizados em replicatas com os seus respectivos

controles.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Compostos anfifilicos obtidos através de uma reacdo acido-base entre acidos
organicos e aminas sdo bem conhecidos. Na literatura estes compostos recebem
diferentes nomes, de acordo com alguma caracteristica que 0s autores queiram
ressaltar, mas tem em comum a formagéo do par idnico produzido na reacdo unido por
interacdo eletrostatica. Por exemplo, podem ser nomeados de “surfactantes
catanionicos” [88]. Neste caso, o termo “catanidnico” ressalta o fato de que no par iénico,
ambos o cation aménio e o anion carboxilato, possuem uma cauda alquilica extensa. Por
outro lado o termo “anfifilico supramolecular”, bastante comum, ressalta o fato da unido
entre o cation amoénio e o anion carboxilato ser de natureza ndo covalente [89].

Na Figura 28a-b é mostrada a reacdo de obtencdo dos compostos carboxilato-
meglumina e os acidos graxos precursores, empregados nesse trabalho. No par iénico
anfifilico, a cauda alquilica apolar é derivada do acido graxo e a cabeca polar formada
pelos atomos carregados e grupos hidroxila do aminocarboidrato.

Figura 28. (a) Reacdo acido-base de formacdo dos compostos carboxilato-meglumina (par ibnico
anfifilico). (b) Estruturas dos acidos graxos precursores investigados: estedrico (octadecandico) e
oleico (9-cis-octadecendico), ambos com cadeia de mesmo tamanho (C18). Undecandico e

palmitico (hexadecandico) com cadeias de tamanhos distintos (C11) e (C16), respectivamente.
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O carater anfifilico de qualquer composto € responsavel por dois fendmenos em
fase aquosa, ambos dependentes da concentragdo: adsor¢cdo e agregacao [90]. Em
concentracfes abaixo da concentracdo de agregacao critica (c.a.c) moléculas e
supramoléculas tém a tendéncia de se adsorverem na interface agua-ar para promover a
diminuicdo da energia livre do sistema. Acima da c.a.c as mesmas espécies se agregam
espontaneamente de forma reversivel, mediante interacdes hidrofébicas, levando a
formacdo de uma variedade de estruturas ordenadas (cubicas, lamelares, hexagonais,
etc) ou desordenadas (micelas esféricas, cilindricas, etc) dependendo das condi¢cdes
fisico-quimicas dos sistemas.

A discusséo dos resultados a seguir concentra-se nos compostos derivados dos
acidos esteérico (octadecandico) e oleico (9-cis-octadecendico), este ultimo insaturado
permitindo avaliar o efeito da dupla ligacédo nas propriedades dos compostos carboxilato

meglumina.

4.1 Caracterizacdo estrutural dos compostos carboxilato-meglumina e evidéncias

experimentais de sua natureza anfifilica

FTIR e PM-IRRAS

Na Figura 29 sao apresentados os espectros de FTIR dos compostos estearato-
meglumina (EM) e oleato-meglumina (OM), onde estdo indicadas as bandas mais
caracteristicas destas espécies. A formacao do par idnico foi confirmada pelas vibracdes
de deformacdo axial assimétrica (Las COO’) dos grupos carboxilato de EM e OM

observadas em 1559 e 1560 cm™, respectivamente. No intervalo de 3000-2800 cm™

foram evidenciadas as bandas de deformacgéo axial dos grupos metileno referentes as

cadeias carbdnicas dos compostos, neste caso em 2917 (Las CH,) e 2848 cm™ (us CH,)
para EM; e 2928 (Las CH.) e 2853 cm™ (vs CH,) para OM. As vibracées correspondentes

as ligacbes L C—OH da meglumina foram observadas em 1084 e 1043 cm™ para EM

enquanto que para OM, as mesmas bandas foram atribuidas em 1086 e 1039 cm™.
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Figura 29. Espectros na regido do infravermelho para os compostos EM e OM. FTIR refere-se ao
espectro de absorcdo obtido em KBr enquanto que PM-IRRAS é o espectro de reflexdo obtido na
interface ar-agua.
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Em conjunto com os espectros de absorcdo FTIR sdo também apresentados na
Figura 29, os espectros de reflexdo PM-IRRAS. A espectroscopia PM-IRRAS é
empregada na caracterizacdo do filme ou monocamada formada quando espécies
anfifilicas estdo adsorvidas na interface ar-agua, pois 0 modo usual de transmissédo na
espectroscopia de absorcao torna-se impraticavel, uma vez que ha uma forte absorcéo
da radiacdo na subfase aquosa e também na fase gasosa saturada com vapor de agua
[91].

A técnica consiste em incidir a um angulo de 80°, em relacdo a subfase aquosa
contendo a monocamada, um feixe de radiacdo infravermelha polarizada
alternadamente (modulacdo) nas direcdes paralela (p) e perpendicular (s) ao plano de
incidéncia. Os componentes da radiacao incidente, paralelo (Ip) e perpendicular (Is) ao
serem refletidos (Rp e Rs) pela superficie alcancam ao detector. Apenas o componente

Ip interage com a amostra sendo parcialmente absorvido enquanto que o componente Is
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€ quase totalmente refletido. O espectro de reflectancia diferencial para as espécies
adsorvidas na interface dgua-ar € expresso como AR/R=(Rp-Rs)/(Rp+Rs).

Pode se notar que os espectros de PM-IRRAS de EM e OM sé&o correspondentes
aos espectros de FTIR, referindo-se aos mesmos modos vibracionais. A ocorréncia das
bandas de reflexdo para EM e OM indicou a distribuicdo de suas supramoléculas na
interface agua-ar, confirmando a natureza anfifilica dos compostos e que os ions
carboxilato e meglumina se mantém unidos em fase aquosa, apesar da interacdo entre
0s mesmos ser de natureza eletrostatica. As bandas observadas em 1657 e 1678 cm™

nos espectros de PM-IRRAS para EM e OM, respectivamente, correspondem a
deformacédo angular da 4gua (0 H-O-H) e sdo negativas devido as moléculas de dgua

na subfase aquosa serem deslocadas e o0 espaco ocupado pelas cabecas polares das

supramoléculas anfifilicas.

Tenséo superficial
Medidas de tensédo superficial da agua (y) em fungéo das concentracdes de EM e

OM obtidas a 23 °C sao apresentadas nas curvas da Figura 30. Os valores médios de
c.a.c dos compostos, determinados através do encontro das retas de regressdo que
melhor se ajustaram aos pontos, corresponderam a 0,0809 e 0,153 % (m/m) para EM e
OM, respectivamente.

A presenca de uma dupla ligagdo em cadeias alquilicas lineares de carboxilatos
aumenta sua solubilidade em agua, equivalentemente a remocéo de um grupo CH; nas
cadeias dos analogos saturados [92]. Este comportamento foi reproduzido para diversos
sais de &cidos graxos e o aumento da hidrofilicidade ou reducdo da hidrofobicidade
proporcionada pela dupla ligacdo afeta a c.a.c destes compostos, mostrando que a
agregacado depende do balanco hidrofilico e hidrofébico entre as partes da molécula.
Frequentemente observa-se uma c.a.c cerca de duas a trés vezes maior para 0S
analogos insaturados em relagdo aos saturados, o que foi visto também para OM em
relacdo a EM.
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Figura 30. Curvas de tens&o superficial da agua (y) em funcéo da concentracdo de EM e OM. Os

valores médios (n=5) da c.a.c correspondem a 0,0809 e 0,153 % (m/m), respectivamente.
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Chama atencao nos graficos da Figura 30 que em concentra¢des abaixo da c.a.c,
OM foi capaz de reduzir mais efetivamente a tensao superficial da dgua do que EM, o
gue foi relacionado a uma maior repulsdo experimentada pelas supramoléculas de OM
do que pelas supramoléculas de EM, adsorvidas na superficie do liquido. Este efeito foi
melhor compreendido ao se analisar as isotermas de Langmuir para ambos 0s
compostos adsorvidos na interface agua-ar (Figura 31). A técnica consiste em utilizar
uma cuba ou bandeja (cuba de Langmuir) enchida até as bordas com agua, sobre a qual
é formando uma monocamada da espécie anfifilica. A tenséo superficial da fase aquosa
contendo a monocamada € medida, ao mesmo tempo em que barreiras laterais reduzem

a area da cuba, onde o filme encontra-se confinado. O gréfico gerado € uma fun¢éo da
diferenca entre as tensbes superficiais da agua pura (yYo=73 mN/m) e da subfase
coberta pelo filme (y) vs a area ocupada pela molécula do anfifilico. A diferenca

T =Y,y € chamada de “presséo superficial”’, pois as isotermas de Langmuir se parecem

muito com as isotermas de um gas ideal, inclusive obedecem a uma lei muito parecida

com a lei dos gases [93].
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Figura 31. Isotermas de pressdo superficial (®) vs &rea molecular em A%, obtidas para as

monocamadas de EM e OM na interface agua-ar. O eixo das ordenadas a esquerda e direita

referem-se a EM e OM, respectivamente.
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Quando as monocamadas de EM ou OM nao estdo sendo comprimidas, as
supramoléculas adsorvidas ocupam toda a superficie da subfase aquosa e estando

bastante afastadas uma das outras, ndo séo efetivas na redugéo da tensdo superficial

da subfase aquosa (y). Neste estado, a tensdo superficial da agua coberta pelo filme
possui tensdo superficial igual ao da agua pura (y,) e, portanto a diferenga entre estes

valores, ou seja, a pressdo superficial ©= Y,y € igual a zero. Este comportamento é

evidente na isoterma de EM apresentada na Figura 31. Somente apoés a area disponivel
para as supramoléculas de EM ser reduzida aproximadamente 90%, o que

correspondeu cada supramomolécula na monocomada ocupar uma area por volta de 10

A? (1,0 x 10" m?) é que foi observado o aumento de m em decorréncia da diminuicdo

acentuada de y. 10 AZ? foi o menor espaco ocupado por cada supramolécula de EM na
superficie da fase aquosa resultando em um empacotamento denso com a compressao.
O grafico de EM também mostra que a monocamada ndo foi colapsada durante a
execucao do experimento.

Diferentemente de EM, a isoterma de OM mostra que aumento de m iniciou-se
guando o espaco para a monocamada foi reduzido em cerca de 35%. Portanto as
supramoléculas de OM na superficie empacotaram-se menos densamente do que EM

ocupando um espaco maior, cerca de 65 A? por molécula (6,5 x 10™° m?), e que foi
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sendo reduzido com a compresséo até 40 A% Este comportamento foi verificado, pois a
dupla ligacdo presente nas cadeias de OM € uma regido rica em elétrons devido a
ligacdo pi e portanto, a repulsdo entre as supramoléculas na superficie as mantiveram
mais distantes quando comparado a EM. Contribuiu também com o empacotamento
menos denso, a conformacéo cis das ligacdes duplas que tornam as cadeias de OM
dobradas, diferentemente da caracteristica linear das cadeias saturadas de EM. Com a
reducéo ainda maior do espaco a partir de 40 A% observou-se um patamar no gréfico,
indicando o colapso da monocamada de OM causado pela compresséo.

Uma informacéo interessante nos graficos de EM e OM é que com a compressao,

7t variou de 5 a 32,5 mN/m, enquanto que para seu analogo saturado EM, a variacéo de

nt foi menor, entre 0 a 9 mN/m. Isto sugere que tal diferenca esteja intimamente
relacionada as interacdes repulsivas mais fortes experimentadas entre as espécies de
OM que reduzem v, correspondendo em um aumento equivalente em 7.

Analisando de forma semelhante os graficos de Figura 30, 0 mesmo efeito sobre
a tensdo superficial (y) foi visualizado com o aumento da concentragdo dos compostos

carboxilato-meglumina, antes de atingir a c.a.c. Porém, 0 espago entre as
supramoléculas foi reduzido pelo o aumento da quantidade de EM ou OM na superficie

da agua e nao pela compressao. A repulsdo entre as cadeias de OM devido a dupla

ligacéo levou a uma redugéo de y mais acentuada do que foi observada para EM.

4.2 Polimerizagcdo supramolecular em fase aquosa

Na secdo 4.1 ficou evidente que a auséncia ou presenca da dupla ligacdo na
cadeia carbbnica de EM e OM influenciou no empacotamento das supramoléculas na
superficie do liquido e na propriedade surfactante dos mesmos. Acima da c.a.c, O
aparecimento de interacdes hidrofébicas conduziu a agregacdo das supramoléculas no
seio do liquido, possivelmente na forma de micelas. Neste arranjo simples, as cabecgas
polares ficariam dispostas em contato com a fase aquosa, enquanto que as cadeias
alquilicas, dispostas no interior do agregado. No entanto, para que a polimerizacéo
supramolecular dos compostos carboxilato-meglumina ocorra, as interacdes hidrofébicas
devem agregar as supramoléculas de forma distinta, em um arranjo no qual 0os grupos
hidroxila doadores e aceitadores da ligacdo de hidrogénio estejam protegidos da
solvatacéo, viabilizando o surgimento de ligacdes de hidrogénio fortes e direcionais entre

as cabecas polares. Esta sequéncia de eventos leva ao aparecimento das propriedades



66

poliméricas dos compostos carboxilato-meglumina, mais do que suas propriedades
surfactantes, o que sera discutido nesta secao.

A dissolucdo de EM e OM em agua conduzida sob aquecimento, levou a
formacdo de misturas viscosas com aspecto semi-solido quando resfriadas a
temperatura ambiente, conforme mostrado nas fotografias da Figura 32. A concentracao
das espécies foi determinante para se observar tal caracteristica, de forma que as
misturas de EM e OM atingiram o aspecto semi-sdlido a partir de 4,0 e 40,0 % (m/m),
respectivamente. O tratamento térmico aplicado foi eficaz para induzir a polimerizacao
supramolecular apenas de EM. Medidas de temperatura mostraram que a dissolucao de
EM coincidiu com a temperatura de fusdo do composto, isto €, préximo de 78 °C. OM
por sua vez dissolveu-se rapidamente por volta de 50 °C, a partir da qual a mistura

tornou-se transparente, porém este composto ndo apresentou temperatura de fusio.

Figura 32. Misturas de EM e OM em &gua. (a) Aspecto caracteristico de EM, em concentracdes
abaixo de 2% (m/m) preparadas sem aquecimento e (b) no intervalo de 4-10% (m/m) preparadas
com aquecimento (polimerizado). (¢) Aspecto caracteristico de OM, em concentrac8es abaixo de
25 % (m/m) preparadas sem aquecimento e (d) acima de 40% (m/m) preparadas com aquecimento

(ndo polimerizado).

DSC

Curvas DSC dos compostos sélidos carboxilato-meglumina e das misturas
viscosas correspondentes, EM 4% (m/m) (polimerizado) e OM 40% (m/m) (n&o
polimerizado), sao apresentadas na Figura 33 e 34, respectivamente.
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Figura 33. Curvas DSC dos compostos EM e OM. O pico endotérmico em 77,72 °C (Topset = 75,92 °C)
refere-se a fusdo de EM. OM néo apresenta evento térmico no intervalo de temperatura investigado.
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Figura 34. Curvas DSC de resfriamento e aquecimento das misturas viscosas EM 4% (m/m) e OM
40% (m/m) previamente obtidas. A esquerda sdo apresentadas como referéncia as curvas DSC de
resfriamento/aquecimento da agua pura. Em destaque sdo mostrados os picos de congelamento
(exotérmico) e fusédo da 4gua (endotérmico) pura e participando como fase liquida nas misturas. Os
picos endotérmicos alargados observados por volta de 115 °C e 70°C nas curvas de EM 4% e OM

40% (m/m), respectivamente sado resultantes da vaporizacdo da agua.
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Os dados extraidos das curvas DSC na Figura 34 estdo agrupados na Tabela 6. A
presenca dos solutos EM e OM reduziu as temperaturas de congelamento e fusdo da
fase aquosa em relacdo a agua pura, como foi possivel observar através das
temperaturas onset correspondentes a estes eventos. Porém como o abaixamento das
temperaturas de congelamento e fusdo sao propriedades coligativas e, portanto,
dependem da concentragcéo dos solutos, estas deveriam ser mais acentuadas para OM
40% (m/m) do que para EM 4% (m/m), levando em consideracdo a semelhanca
estrutural, o que néo foi obedecido. A ndo concordancia verificada foi correlacionada a
gelificacdo da agua causada pela polimerizacdo supramolecular de EM, ndo sendo visto
o mesmo para OM. Devido a imobilizacdo da fase aquosa entre as cadeias do polimero,
as temperaturas de congelamento e fusdo onset em EM 4% (m/m) foram ligeiramente

menores do que em OM 40% (m/m).

Tabela 6. Temperaturas de congelamento e fusdo da agua pura e da fase aquosa

nas misturas EM e OM.

Tcongelamento Tcongelamento Ttusso Ttusao
onset (°C) pico (°C) onset (°C) pico (°C)
EM 4% -22,12 -19,05 -1,12 11,36
(m/v)
OM 40% -20,11 -17,09 -0,33 7,07
(m/v)
Agua -19,21 -16,52 0,42 4,09

A formacdo do PS EM e consequentemente do hidrogel foi verificada pela
transicdo gel-sol na curva DSC de aquecimento de EM 4% (m/m), a qual aparece como
uma mudanca de posicdo da linha base em 53,49 °C. Uma alteracdo na posicédo da
linha base em curvas DSC ocorre pela modificagéo na capacidade calorifica (Cp) da
amostra. No caso de EM, a mudancga de C, observada foi resultado do rompimento das
ligacbes de hidrogénio do PS e colapso da estrutura do hidrogel. A auséncia de evento
semelhante na curva DSC de aquecimento de OM 40 % (m/m) exclui a polimerizacéao
supramolecular deste composto. O carater termorreversivel do PS EM é demonstrado na
Figura 35. Apés o resfriamento, as interacfes sdo recuperadas e consequentemente, a
arquitetura do hidrogel. Na Figura 36 sdo apresentadas as curvas DSC para os hidrogéis

de EM obtidas em maiores concentracdes, neste caso, de 4 a 10 % (m/m).
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Figura 35. Comportamento termorreversivel do PS EM. O aquecimento acima de 53 °C (transicéo
gel-sol) leva o rompimento das ligacdes de hidrogénio, resultando no colapso da arquitetura do
hidrogel e liberacdo da fase aquosa. Com o resfriamento, as interagcdes sdo recuperadas e o

material supramolecular € novamente formado.

T> 53,49 °C

Figura 36. Curvas DSC de aquecimento dos hidrogéis EM 4-10% (m/m). A transi¢cdo gel-sol em

torno de 53 °C fica mais intensa com o aumento da concentracéo do PS EM.
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Um gel supramolecular é caracterizado por uma rede tridimensional continua,
originada do emaranhamento ou reticulacdo de fibras, responsavel pela imobilizacdo da
fase liquida. No caso de um hidrogel a fase liquida é a fase aquosa. E possivel

reconhecer niveis hierarquicos estruturais nos geéis supramoleculares: (1) a estrutura
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terciaria, correspondente ao gel propriamente dito, isto &, a rede tridimensional originada
do conjunto de fibras; (2) a estrutura secundaria, correspondente as fibras individuais, ou
seja, a estrutura macroscépica do PS; e (3) a estrutura primaria das fibras que
corresponde ao arranjo adotado pelos monémeros decorrente da automontagem via
forcas ndo covalentes [94]. Cada um desses niveis estruturais pode ser acessado
permitindo a caracterizagdo completa do hidrogel e, também, do PS.

SAXS

Sistemas mais ordenados, como € o0 caso de materiais mono e policristalinos, sao
comumente estudados por difracdo de raios X, muito util na andlise de carater
composicional e estrutural. Nos casos de sistemas com baixa correlacdo estrutural, ou
seja, que nao apresentam ordem estrutural de médio e longo alcance, mas que possuem
variacdo de densidade eletrdnica, reflexo de uma ordem de curta distancia de dezenas a
centenas de Angstrom, o espalhamento de raios X a baixo angulo tem se mostrado uma
ferramenta adequada na obtencdo de informacédo de carater morfolégico ou mesmo
estrutural [95].

No espalhamento de raios X a baixo angulo, o feixe atravessa a amostra e
interage com o0s elétrons dos atomos, fazendo-os oscilarem senoidalmente. A
aceleracdo de um elétron produz uma onda eletromagnética secundaria de mesmo
comprimento ao da onda que incidiu sobre este. E dito, portanto, que as ondas
incidentes, neste caso os raios X, sofrem um espalhamento pelos elétrons. A
intensidade de espalhamento (I) € expressa em funcdo do vetor de espalhamento (q),
definido como a diferenca entre o vetor espalhado (Ks) e o vetor incidente (Ki). Seu

modulo é dado como:
q=|ﬁ|=|ﬁ—ﬁ|=%ﬂsen8 (10)
Sendo A, o comprimento de onda e 20 o angulo de espalhamento.

No que se refere ao espalhamento de um objeto como um agregado, a
intensidade da luz espalhada dependera da densidade eletrénica do objeto espalhador e
também da matriz na qual ele esteja embebido. Por exemplo, um sistema que consiste
de uma estrutura formada por espécies anfifilicas em fase aquosa, apresenta trés
regides de densidade eletrénica bem definidas. O ambiente hidrofébico (0,275 e/A®), a
regido formada pelas cabecas polares com densidade eletronica variavel e a agua

(0,334 e/A3). Assim, para cada arranjo adotado pelas espécies anfifilicas ha um padrdo
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de espalhamento observado nas curvas de SAXS, em decorréncia da sequéncia
ordenada das regides de densidade eletronica [96]. Ambos EM 4% (m/m) e OM 40%
(m/m) estdo em concentracbes acima de sua c.a.c implicando que interacdes
hidrofébicas sdo operantes nestes sistemas conduzindo algum tipo de ordem a curta
distancia. Porém o arranjo adotado por EM, resultante das interacdes hidrofébicas, leva
0 aparecimento de ligacdes de hidrogénio e a formacao do PS, diferentemente de OM. A
curva de SAXS obtida para o hidrogel EM 4% (m/m) (Figura 37) mostrou um padrdo de
espalhamento caracteristico de um arranjo lamelar. Isto pode ser verificado pela razéo
dos numeros de g igual a 1:2:3:4:5:6 que € obtida dividindo-se g; = 0,33; g2 = 0,64; g3 =
0,98; q4 = 1,29; g5 = 1,62; g6 = 1,94 pelo menor valor, neste caso, 0,33. O arranjo
lamelar corresponde a estrutura primaria do hidrogel, ou seja, a disposicdo que 0s

mondmeros adotam no PS.

Figura 37. Padrao de SAXS de EM 4% (m/m). A relacdo 1:2:3:4:5:6 obtida a partir dos valores de q

mostra que os monémeros no PS se arranjam em um formato lamelar.
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E coerente propor que nesta estrutura, as supramoléculas EM estejam dispostas
lateralmente em camadas, de forma que as cabecas polares figuem direcionadas
interagindo face a face, e também acima e abaixo no plano. A Figura 38 ilustra a
proposta de arranjo dos mondmeros no plano. Nesta conformacao, os grupos hidroxila
localizam-se no interior da estrutura, estando protegidos da solvatacdo e proximos o

suficiente para que ligagdes de hidrogénio aparecam.
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Figura 38. Proposta de arranjo lamelar dos monémeros EM no PS (estrutura primaria do hidrogel).
A estrutura se estende a partir das cadeias carbbnicas sempre com aregido da meglumina voltada

para o interior, de forma que os grupos OH sejam protegidos da solvatacdo formando ligacdes de

hidrogénio entre si.n =13
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Figura 39. Padrdo de SAXS de OM 40% (m/m). A relacdo 1: V3 : 2 obtida a partir dos valores de q:
gl = 0,91; g2 = 1,57 e g3 = 1,81 confirma a mesofase hexagonal visualizada como estrias na

micrografia em anexo.
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O padrao de SAXS obtido para OM 40% (m/m) mostrou que suas supramoléculas
também se organizam, porém na forma de um cristal liquido hexagonal evidenciado pela
razdo 1: V3 :2 (g1 =0,91; g2 = 1,57 e g3 = 1,81 ) e visualizado por microscopia de luz
polarizada na forma de estrias (Figura 39). Tipicamente neste tipo de arranjo as cabecas

polares ficam orientadas para a fase aquosa, estando solvatadas. A formacdo de uma
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mesofase explica a viscosidade elevada da mistura OM 40% (m/m) observada
visualmente, resultante do arranjo moderadamente ordenado das supramoléculas.

Fica evidente que a polimerizacdo supramolecular dos compostos carboxilato-
meglumina anfifilicos esta condicionada a caracteristica da cadeia carbbnica, a qual
defini 0 empacotamento compacto das supramoléculas direcionado pelas interaces
hidrofébicas. No caso de EM a cadeia saturada e linear permite um arranjo no qual a
proximidade entre os grupos OH e, sobretudo, protecdo da fase aquosa sdo requisitos
para a formacao das ligacdes de hidrogénio. Diferentemente de OM, que a presenca da
dupla ligacdo na cadeia carbbdnica e sua conformacao cis impedem uma organizacao
semelhante a de EM. Como visto anteriormente na Figura 31, através das isotermas de
Langmuir, a repulsdo entre as duplas ligacdes e a conformacéo da cadeia carbbnica de

OM impedem um empacotamento mais denso de suas supramoléculas.

RMN

Medidas de RMN permitiram obter mais informacfes sobre a auto montagem dos
mondmeros EM em &gua. Como j& observado em trabalhos anteriores, devido os
compostos carboxilato-meglumina serem resultantes da interacdo eletrostatica entre o
cation meglumina e o anion carboxilato, os deslocamentos quimicos no espectro de
RMN na regido do cation meglumina ndo se alteram significativamente,
independentemente das estruturas dos anions carboxilatos, exceto na polimerizacao
supramolecular [6,7].

O inconveniente apresentado pela técnica de RMN é que para realizagdo das
medidas, as amostras devem ser liquidas. No entanto, a gelificacdo da 4gua deuterada
(D20) devido a formacdo do PS EM, deixou a amostra semi-soélida inviabililizando o
experimento. Este problema foi contornado ao preparar um hidrogel 4% (m/m) menos
viscoso, polimerizando EM uma mistura (0,5:1,5) m/m de H,O e dimetil sulféxido
deuterado (DMSO-d6). Como referéncia uma amostra de OM abaixo de sua c.a.c ~ 0,10
% (m/m) foi preparada em uma mistura dos mesmos solventes em igual proporcéo
(secédo 3.10). Os espectros de RMN adquiridos para EM e OM séo apresentados na

Figura 40.
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Figura 40. Espectros de RMN 'H do PS EM (vermelho) e do composto anfifilico OM (azul), obtidos
em uma mistura de H,O/DMSO-d6.
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No espectro de OM os sinais mostraram-se mais resolvidos, o que foi atribuido a
maior mobilidade experimentada por suas supramoléculas livres na fase liquida. No PS
EM, entretanto, interacdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio mantiveram o0s
mondmeros arranjados em posi¢des especificas restringindo sua mobilidade, resultando
em um espectro de *H com sinais mais alargados. Os sinais dos hidrogénios na regido
do cation meglumina de EM (H-c, H-d, H-f, H-g) foram afetados pela mudanca no
ambiente quimico devido a polimerizacdo supramolecular, apresentando um

deslocamento para campo alto (3,5-2,9 ppm) quando comparados aos sinais
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correspondentes de OM (3,8-3,3 ppm), 0 que pode ser melhor apreciado na ampliacéo
da Figura 41.

Figura 41. Espectros de RMN 'Hdo PS EM (vermelho) e do composto anfifilico OM (azul) ampliados
na regido do cation meglumina. Os sinais referem-se aos H adjacentes aos grupos hidroxila
envolvidos nas ligacdes de H (H-c, H-d, H-f, H-g).
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A explicagéo para o deslocamento quimico observado esta no confinamento da
meglumina na regido hidrofdbica, seguido pela formacéo das ligacbes de hidrogénio
entre os grupos OH [97]. Esta sequéncia de eventos aproxima as cabegas polares do
aminocarboidrato e como consequéncia ha o aumento da densidade eletrbnica nesta
regido, deslocando para campo alto os sinais dos hidrogénios vizinhos as hidroxilas.
Uma caracteristica interessante esta nos sinais de H,O presentes nas amostras. A
imobilizacdo da agua na estrutura tridimensional do gel resultou no deslocamento
quimico significativamente menor (3,13 ppm) em relagdo ao valor observado para agua
livre presente na amostra de OM (4,17 ppm). Deve ser considerado que na mistura
coexitem interacdes solvatofébicas (DMSO) e hidrofobicas (dgua) as quais afetam a
organizacdo dos mondémeros do PS como discutido anteriormente na secéo 1.2. De fato
o hidrogel na mistura agua/DMSO foi visualmente menos viscoso do que em agua, o que
pode ser uma evidéncia tanto de arranjo distinto quanto de um grau de polimerizagao

relativamente menor.
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MEV

A micrografia apresentada na Figura 42 evidenciou a morfologia fibrosa do PS
EM, correspondente a estrutura secundaria do hidrogel. Como foi necesséaria a
desidratacdo da amostra para leitura no microscépio eletrénico de varredura, a estrutura
terciaria em rede do hidrogel foi perdida. A permanéncia das fibras reforgcou o fato de
que o PS para ser formado necessita da acdo de interacdes hidrofébicas, porém sua
estabilidade depende principalmente das ligacées de hidrogénio, uma vez que nao
existem interacfes hidrofébicas na auséncia de agua. Este resultado foi um avanco, pois
0s primeiros estudos com os PS carboxilato-meglumina mostraram que 0S mesmos

eram pouco estaveis no estado sélido [6,7].

Figura 42. Micrografia do PS EM.
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Viscosidade capilar e DLS
O estudo da polimerizacdo de EM em fase aquosa foi estendido também em
regime diluido. E esperado que o grau de polimerizac¢do diminua quando a concentracéo

do meio é reduzida. Neste sentido a viscosidade em agua do PS EM pode ser
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modificada, dependendo de como o equilibrio se ajusta as novas condi¢cfes. Para tanto
foram empregadas medidas de viscosidade e espalhamento de luz (DLS) que permitiram
uma melhor descricdo da dindmica deste sistema.

Nestes experimentos, EM foi previamente polimerizado em uma concentracao
igual a 6,4% (m/m), a partir da qual foram obtidas amostras diluidas. Estas foram entéo
medidas. A concentracdo de 6,4% (m/m) foi escolhida apenas pela conveniéncia na
realizacdo das diluicdes (secdo 3.11). Como referéncia amostras de OM foram medidas,
preparadas também a partir de uma mistura mais concentrada do composto (1,28 %
m/m).

Na Figura 43 sdo mostrados os graficos das viscosidades relativas (n/n,) a 25 °C,
como funcdo da reducgéo da concentracdo de EM e OM em meio aquoso. As curvas
mostraram uma expressiva diferenca de viscosidade de EM e OM acima de 0,6 %
(m/m), que foi sendo reduzida com a diluicdo de EM. A diluicdo ndo produziu efeito
expressivo em OM em todo o intervalo investigado, ou seja, de 1,3-0,02 % (m/m). Em
torno 0,08 % (m/m) foi observado a sobreposicdo das curvas, indicando a que as
viscosidades de EM e OM em fase aquosa tornaram-se semelhantes. A Figura 44
mostra a distribuicdo de tamanho das particulas de EM 0,6; 0,3; € 0,2 % (m/m), e de OM

nas concentracdes 0,6 e 0,2 % (m/m).

Figura 43. Efeito da diluicdo sobre as viscosidades relativas médias de EM e OM em fase aquosa.
n=viscosidade do solvente e no=viscosidade da 4gua pura. As barras paralelas nos circulos s&o os

desvios padrdo obtidos para n=5 medidas.
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Figura 44. Distribuicdo do tamanho (diametro em nm) de EM e OM em meio aguoso como funcéo da
intensidade de espalhamento (%). Os didmetros médios (n>105) das estruturas em EM
considerando o modelo de Stokes-Einstein séo: 0,6% (1,321 um); 0,3% (848,1; 124,7; 22,2 nm); 0,2%
(284,3 nm). Enquanto que em OM sé&o: 0,6% (180,3 nm) e 0,2% (156 nm). As concentracfes
investigadas correspondem aos pontos da curva de viscosidade conforme a Figura 43.
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As medidas de tamanho por espalhamento de luz baseiam-se no modelo de
Stokes-Einstein, no qual o espalhamento é causado por particulas consideradas como

esféricas, em incessante movimento (movimento browniano) [98]. O coeficiente de
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difusédo das particulas (D) € determinado a partir das medidas e inserido na equacéo de
Stokes-Einstein (2), a partir da qual o tamanho da particula (Dy) € obtido:

KgT
D= "F /Bm]DT (11)

Onde: Dy é o diametro hidrodinamico. A constante de Boltzmann, Kg. A temperatura, T e

a viscosidade, n.

Dy pode ser entendido como o diametro de uma particula esférica somado de sua
primeira camada de hidratacdo, implicando-se que independentemente da estrutura
adotada pelo soluto na fase liquida, ele ser4 sempre considerado como uma particula
esférica.

De acordo com os graficos da Figura 44, foi possivel explicar que a elevada
viscosidade de EM em relacdo a OM na concentracdo de 0,6 % (m/m), esta relacionada
aos tamanhos das suas estruturas, neste caso, 1,321 um e 180,3 nm, respectivamente.

A magnitude do tamanho médio de EM 0,6 % (m/m), na ordem de micrémetros,
indicou que o PS manteve-se estruturado em baixas concentracdes, ou seja, suas
ligacdes de hidrogénio ainda foram efetivas, quando a concentracdo do PS foi reduzida
cerca de 10 vezes, considerando que foi EM foi preparado inicialmente na concentragao
6,4% (m/m). No entanto, é plausivel afirmar que em 0,6 % (m/m) parte da estrutura do
PS foi perdida, devido o rompimento parcial das ligacdes de hidrogénio com a diluicéo e
diminuic&o do grau de polimerizagéo.

Os tamanhos médios de OM em 0,6 e 0,2 % (m/m) foram condizentes com
valores tipicos dos compostos anfifiicos que se agregam (através de interacdes
hidrofébicas) em agua acima de sua c.a.c. e, portanto ndo mudam acentuadamente de
tamanho em um intervalo pequeno de concentracdo, explicando a pouca alteracdo de
viscosidade de OM com a diluicdo. A queda acentuada da viscosidade de EM quando a
sua concentragao caiu para 0,3 % (m/m) foi correlacionada ao rompimento de grande
parte das ligacdes de hidrogénio. De acordo com o grafico de espalhamento de EM 0,3
% (m/m), o ajuste do equilibrio termodinamico as menores concentracdes levou a
formacao de estruturas menores.

Por volta de 0,2 % (m/m) tanto, a viscosidade quanto tamanho de EM e OM,
foram semelhantes, mostrando que nesta concentracao as ligacdes de hidrogénio do PS

foram completamente rompidas. Como a concentracdo de EM situava-se muito acima de
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sua c.a.c, suas supramoléculas estavam agregadas apenas por interacfes hidrofdbicas,
assim como as supramoléculas de OM.

Em torno de 0,08 % (m/m) a auséncia de agregados na fase aquosa fez com que
ocorresse a sobreposicdo de ambas as curvas de viscosidade. Conforme visto
anteriormente na Figura 30, os valores de c.a.c de EM e OM séo proximos de 0,08 e
0,15 % (m/m), respectivamente e em concentragdes menores suas supramoléculas se

mantém apenas adsorvidas superficie da subfase aquosa.

Consideracfes finais sobre a polimerizacdo dos compostos carboxilato-
meglumina

Ficou evidente que a polimerizagdo supramolecular do composto EM em fase
aguosa € dependente do sinergismo entre interacdes hidrofébicas e ligacbes de
hidrogénio. A presenca de uma dupla ligacdo é prejudicial a formacéo do polimero OM,
primeiramente pelo impedimento estrutural, que devido a repulsdo entre as duplas
ligacdes e conformacdo das cadeias alquilicas, suas supramoléculas ndo sdo habeis em
se arranjar de forma semelhante a EM. Outro fator relevante, diz respeito ao balanco
hidrofilico/hidrofobico da supramolécula anfifilica, que para conduzir a polimerizacdo em
agua parece pender mais para o carater hidrofobico. De fato OM € mais soluvel em fase
aguosa do que EM, devido a presenca da insaturacdo, o que equivale a retirada de um
grupo CH; da cadeia carb6nica C18.

A relacdo entre o balanco hidrofilico/hidrofébico e polimerizacdo dos compostos
carboxilato-meglumina foi demonstrada investigando o comportamento dos derivados
dos acidos graxos, palmitico (C16) e undecanoico (C11l), nomeados palmitato-
meglumina (PM) e undecanoato-meglumina (UM), respectivamente. Assim como EM
(C18) ambos os compostos PM e UM sédo de cadeia saturada, porém o fato de serem
mais curtas deixa o balanco hidrofilico/hidrofébico dos mesmos, relativamente mais
hidrofilico do que de EM. O limite foi atingido para UM, no qual a polimerizacdo nao foi
verificada, comportando-se como uma espécie anfifilica tipica que se agrega em fase
aquosa apenas por interacdes hidrofébicas. A presenca da transi¢cdo gel-sol verificada
para PM em torno de 36,27 °C, como mostrado nas curvas DSC da Figura 45,
evidenciou a polimerizacdo supramolecular do composto. UM, por sua vez, apresentou

um comportamento térmico semelhante ao de OM.
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Figura 45. Curvas DSC do PS PM (em vermelho) em fase aquosa como um hidrogel, nas
concentracdes 4%, 6%, 8% e 10% (m/m). Como ja observado na secéo 4.2, a mudanca de posicédo
da linha base, neste caso verificado para PM em 36,27 °C, decorre da temperatura de rompimento
das ligacdes de hidrogénio do PS e colapso da estrutura do hidrogel. As curvas DSC de UM (em
azul) ndo evidenciam evento térmico semelhante, excluindo a polimerizagdo supramolecular do
composto. Mesmo possuindo cadeia linear e saturada, como EM (C18) e PM (C16), a cadeia muito

curta de UM (C11) desfavorece a polimerizagdo supramolecular.

= — PM 4% (mim) —PM &% (mim)
=
[1+]
O .
& |
- P : ——_ -~
x _—— f \ -
2 \ | T [ \ b |
& ") \\ | \l

50 .25 0 25 50 75 100 125 150 50 -25 O 25 50 75 100 125 150

A
= PM B% (mim) ! —PM 10% (mfm)
= |
=]
] ||
L . Y
= . | .
3 —_— - — | |I e f
=] [y r \ [
5 \ .I T I \ \ |
L o ,
™ )
50 -25 0 25 50 75 100 125 150 50 -25 0 25 50 75 100 126 150
Temperatura (°C) Temperatura ("C)

o — UM 4% (mim) — UM 6% {m/m)
2
8
m
5]
1]
=
g
=
L

50 25 0 25 S0 75 100 125 150 -50 -25 0 25 50 75 100 125 150
w — UM B% {mim}) — UM 10% (m/m}
3
&
m
o
1]
s
o
=
=
[T

50 -25 0 25 50 75 100 125 150 -50 -25 O 25 S50 75 100 125 150

Temperatura ("C) Temperatura (°C)



82

A correspondéncia entre fusdo e polimerizacdo supramolecular mostrou-se
verdadeira para PM e UM (Figura 46), assim como foi visto para EM e OM. E
interessante notar que existe um padrdo relacionado as temperaturas de fusdo e as
temperaturas de transicdo gel-sol: somente 0s compostos que apresentaram
temperaturas de fusdo, polimerizaram em fase aquosa demonstrando temperaturas de
transicdo gel-sol, neste caso EM e PM. Além disto, o encurtamento da cadeia carb6nica,

C18 para C16, foi responsavel pela diminuicdo na temperatura de ambos os eventos

como esquematizado na Figura 47.

Figura 46. Curvas DSC dos compostos soélidos PM (C16) e UM (C11). O pico endotérmico
observado em 70,40 °C (Tonset = 67,63 °C) refere-se a fusdo de PM. UM nao apresentou temperatura

de fusdo, mas temperatura de transi¢cao vitrea em 62,61 °C caracterizada pela mudanca de posicéo

dalinha base.
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Figura 47. Curvas DSC de EM (C18) e PM (C16). As temperaturas de fusdo dos sdlidos (superior) e
de transicdo gel-sol dos hidrogéis (inferior) s@o correlacionadas, ou seja, 0os compostos
carboxilato-meglumina que apresentam temperatura de fusdo sdo capazes de polimerizar formando
hidrogéis em fase aquosa. Além disso, as temperaturas de ambos os eventos diminuem com o
encurtamento da cadeia. Temperaturas de fusdo EM e PM: 77,72 °C e 70,40 °C, respectivamente.
Temperaturas gel-sol dos hidrogéis EM e PM: 53,49°C e 36,27 °C, respectivamente.

— EM stlido — P sdlido

Fluxo de Calor (u.a)

Ty Y
20 30 40 50 8D VO &0 90 100 110 120 0 40 50 60 70 BO S0 100110120 130

e EM 8% (mim) PM 4% {mim)
Y o
= E ': l: 11|
= i S ] . i
E="3 1'\ n 1 . JF
5 e e \,:
1+ e -
[&]
4]
=
o
=
=
o
[T da]
A00-T5 50 25 0 25 50 75 100126150 50 25 O 25 50 75 100 125 150
Temperatura (“°C) Temperatura (“C)

As observacbes apresentadas na Figura 47 acima apontam para uma
semelhanca entre o arranjo das supramoléculas nos sélidos cristalinos, e que deve estar
se reproduzindo nos PS. Tal hipétese nédo foi ainda experimentalmente comprovada,
mas é plausivel supor que as ligacdes de hidrogénio que empacotam as supramoléculas
no solido cristalino seriam as mesmas que formam o PS. Dessa maneira a fusédo e a
transicdo gel-sol seriam eventos semelhantes, pois ocorrem pelo rompimento das
ligacbes de hidrogénio. O sdlido cristalino ao ser fundido, recupera sua ordem com 0
resfriamento devido a reversibilidade das ligacdes de hidrogénio. Quando uma grande
quantidade do sélido é fundido na presenca de agua (a partir de 4 % m/m), as
supramoléculas dissolvem-se completamente atingindo uma concentracdo que
ultrapassa a c.a.c. Com o resfriamento do sistema, as interacdes hidrofébicas
aproximam as supramoléculas em uma disposicdo semelhante a do sdlido,

restabelecendo parte das ligagbes de hidrogénio, uma vez que no PS os monémeros
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nao se empacotam tridimensionalmente como no cristal. Isto explicaria a necessidade de
fundir os compostos carboxilato-meglumina para se alcancar a polimerizagcéo
supramolecular.

Na Figura 48 sdo mostrados os graficos das viscosidades relativas (n/n,) medidas
a 25 °C, como funcdo da reducdo da concentracdo em meio aquoso do PS PM e do
composto UM.

A reducéo da concentracdo de PM curiosamente aumentou a viscosidade relativa
do sistema atingindo um valor maximo em 0,3 % (m/m). Este comportamento pode ser
resultante do deslocamento do equilibrio que favoreceu a formacdo de estruturas
poliméricas distintas pelo efeito da diluicdo [2]. Em concentracbes menores, 0
comportamento de PM foi semelhante ao observado para EM, ou seja, 0 rompimento
das ligacbes de hidrogénio com a diluicdo resultou em uma viscosidade relativa
semelhante & do composto carboxilato-meglumina ndo polimerizado, neste caso UM.
Primeiramente passando pela presenca de agregados mantidos apenas por interacoes
hidrofébicas, e posteriormente em concentracdes ainda menores, pela adsorcdo das

supramoléculas na subfase aquosa.

Figura 48. Efeito da diluicdo sobre as viscosidades relativas médias de PM e UM em fase aquosa.
n=viscosidade do solvente e no=viscosidade da dgua pura. As barras paralelas nos circulos séo os

desvios padrdo obtidos para n=5 medidas.
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4.3 Estudo do hidrogel estearato-meglumina no controle da Candida albicans

Células planctbénicas

A Figura 49 mostra o indice de sobrevivéncia (IS) de C. albicans (plancténica)
apos incubacdo com as diferentes condi¢cbes de estudo. Primeiramente foi possivel
observar que o aumento da concentracdo dos antifUngicos bem como do tempo de
incubacgé&o promoveu maior inibigdo do fungo, principalmente na presenca do fluconazol.
Comparando a acdo dos antifungicos na auséncia do hidrogel é possivel notar que o
fluconazol inibiu 8 % a mais de C. albicans que o cetoconazol, independente do tempo
de incubacdo, a 16,5 pg mL™. Esse fato corrobora com resultados ja& demonstrados na
literatura, uma vez que o fluconazol inibe mais células de C. albicans que o cetoconazol,

nas mesmas condicdes de estudo [34, 44, 46, 47].

Figura 49: indice de sobrevivéncia de C. albicans apds (A) 12 e (B) 24 horas de incubag¢do com
diferentes concentracdes de cetoconazol ou fluconazol, na presenca e auséncia do hidrogel EM 4%
(m/m). (A): cetoconazol (16,5 pg mL™) = 59 %; fluconazol (16,5 pg mL™) = 67 %; cetoconazol
(16,5 ug mL™) + EM = 87 %; fluconazol (16,5 pg mL™) + EM = 94 %.

(B): cetoconazol (16,5 ug mL™) = 81 %; fluconazol (16,5 ug mL™) = 89 %; cetoconazol (16,5 ug mL™)
+ EM = 96 %; fluconazol (16,5 ug mL™) + EM = 0 %.

A) B)
100 —i— Cetoconazol ‘ 100 100 —- Cefoconazol E- 100
a3 B Cetoconazol + EM E 80 90 4 —i- Celoconazol + EM |90
—@— Fluconazol E ~@— Fluconazol i
80 4 @ Fluconazol + EM  F 80 B0 4 & Flzco:aml « EM :-BGI
704 E70 704 E70
= 6993 60 60 60
» 504 W . E 50 50 E 50
= | ] T 3 E
403 & —— ——a E40 404 E 40
a ® o ——— o f E
30 5 - £ 30 30 . Eag
- | . E e -
20 3 -, - ) £ 20 204 = '1“-—-_______%_ —am 20
10 ——— 10 1D e S HD
GE £D 04 E— 1
LA . Ol . T L T * 1 L . . T TR . AT | TR |
] 2 4 B a8 10 12 14 16 4] 2 4 B a8 10 12 14 16
Concentrag&o antifingicos (ug mL™) Concentragdo antifingicos (ug mL")

De uma maneira geral a presenca do hidrogel EM provocou um aumento do efeito
inibitério dos antifingicos contra C. albicans. Ap6s 12 horas de incubacao foi possivel
notar que a associacdo dos antifiingicos (16,5 pug mL™) com EM provocou maior inibicao
no crescimento do fungo, reduzindo cerca de 30 % a mais do IS de C. albicans se

comparado ao ensaio em que utilizou-se somente os antifingicos. Este fato também foi
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observado ap6s 24 horas de incubacdo, entretanto com menor intensidade. A
associacdo de EM e cetoconazol provocou uma reducao de aproximadamente 15 % a
mais no IS de C. albicans do que apenas o cetoconazol, enquanto que EM e fluconazol
reduziu 11 % a mais no IS que o fluconazol. Vale destacar que somente o hidrogel ndo
provocou nenhuma inibicdo microbiana, uma vez que o IS se manteve 100 %
independente do tempo de incubacao.

Outro ponto importante é o fato da associacdo do antifingico fluconazol
(16,5 pg mL™) ao hidrogel ter provocado uma inibicdo de quase 100 % do fungo em
menos tempo de incubacdo, uma vez que apds 12 horas de incubacéao inibiu 92 % de C.
albicans. Somente o fluconazol, mesmo apo6s 24 horas de incubac&o, promoveu no

maximo 89 % de inibicdo do fungo.

Biofilme

Conforme salientado anteriormente tem sido necessario novas estratégias para o
controle e prevencao dos biofilmes. Neste estudo foi avaliada a acado do hidrogel EM
associado aos antifungicos fluconazol e cetoconazol, contra biofilme de C. albicans. A
Figura 50 mostra o IS de C.albicans na forma de biofilme apés incubacdo com os
antifngicos na presenca e auséncia do hidrogel EM.

De uma maneira geral o fluconazol foi mais eficaz que o cetoconazol para reduzir
o IS do biofilme de C. albicans. Ap6s 24 horas de incubac&o o cetoconazol (130 pg mL™)
inibiu 57 % de células microbianas enquanto que o fluconazol na mesma concentracao
inibiu 74 % das células. Aumentando o periodo de incubacgéo para 48 horas ndo houve
uma diminuicdo expressiva no IS do fungo. O cetoconazol (130 ug mL™) inibiu 67 % das
células e o fluconazol na mesma concentragéo inibiu 79 %. Isto pode ser explicado pela
presenca do EPS que age como um adsorvente reduzindo a quantidade de antifungico
disponivel para interagir com o biofilme, assim independente do tempo de incubacao
chega um momento em que o antimicrobiano presente no meio ndo é suficiente para

continuar inibindo o fungo [41].
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Figura 50: indice de sobrevivéncia de C. albicans na forma de biofilme, ap6s (A) 24 e (B) 48 horas
de incubacd@o com diferentes concentragdes de cetoconazol ou fluconazol, na presenga e auséncia
do hidrogel EM 4% (m/m). (A): cetoconazol (130 pg mL™) = 57 %; fluconazol (130 ug mL™) = 74 %;
cetoconazol (130 pg mL™) + EM = 72 %; fluconazol (130 ug mL™) + EM = 84 %.

(B): cetoconazol (130 ug mL™) = 67 %; fluconazol (130 ug mL™) = 79 %; cetoconazol (130 pg mL™) +
EM =91 %; fluconazol (130 ug mL'l) + EM =96 %.

A)
1{"1]-3 - Cetoconazol F100 —- Cetoconazol F100
NE 8- Cetoconazol + EME gq - Cetoconazol + EME gg
1 ~i— Fluconazal E —4§— Fluconazol 3
804 —@— Fluconazol + EM £ 80 @ Fluconazol + EM |80
70 E70 70
o, E E
. B0 g - 60 - 60
= 504 ek B - 50 - 50
W 4 ‘\!_ e ¥T — 40
= Te— . | Ty
30 5 e -—__--.'gal:l e . =30
204 ey 20 T T |20
104 =10 —  ————al10
1 E ———i& [
04 FO F0
T T T ¥ T T ¥ T T \J T T T L4 T
0 30 &80 20 120 0 20 &80 20 120
Concentragdo antifungicos (pg mL"} Concentracdo antifingicos (pg mL 1}

Assim como no ensaio com as células planctbnicas somente EM ndo provocou
nenhuma inibigdo fangica, mas sua associagdo aos antifingicos intensificou a acdo dos
mesmos, promovendo maior inibicdo de C. albicans. Para se alcangar uma inibicdo de
cerca de 100% do biofilme, assim como ocorreu no ensaio com células plancténicas na
presenca dos antifangicos e hidrogel, foi necessario um tempo de incubacéo duas vezes
maior (48horas) e uma concentracdo do antifingico cerca de 8 vezes maior
(130 pug mL™Y). Conforme mostrado na Figura 50b, o cetoconazol na presenca do
hidrogel reduziu 91 % do biofilme de C. albicans e o flucanazol, 96 %. O aumento dos
parametros tempo de incubacéo e concentracao € justificado pelas diferengas entre as
propriedades e padrdes de expressdo génica que 0S micro-organismos na forma de
biofilmes apresentam em relacdo as células plancténicas, principalmente, variacdes
fenotipicas da atividade enzimatica, diferencas na composicdo da parede celular e da
estrutura da superficie, promovendo o aumento da resisténcia dos biofilmes aos
antimicrobianos [28].

O mecanismo pelo qual o hidrogel potencializa o efeito dos antifingicos nao foi
determinado, mas diante dos resultados obtidos € razoavel supor que o hidrogel tenha
aumentado a permeabilidade do biofilme facilitando a penetracdo dos antifingicos pelo
EPS, o que ocorre inicialmente através da compatibilidade quimica do hidrogel anfifilico
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com a composicao heterogénea da matriz [16]. Contribui para tal suposicéo o fato de
que o hidrogel ndo demonstrou acdo inibitéria contra o fungo, sendo necessaria a
presenca dos antifungicos para a reducdo do indice de sobrevivéncia, e que € bem
estabelecido que o EPS apresenta uma estrutura morfolégica complexa a qual impede a

acao dos antimicrobianos até a células mais profundas do biofilme [37,38].
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5. CONCLUSOES

Diante do estudo foi possivel concluir que o comportamento em fase aquosa dos
compostos carboxilato-meglumina derivados de acidos graxos é governado pelo balanco
hidrofilico/hidrofobico. Esta propriedade das espécies anfifiicas € uma resultante da
diferenca de solubilidade em agua entre as por¢cdes polar e apolar, que no caso dos
compostos carboxilato-meglumina, é definida pela caracteristica da cadeia carbbnica
(saturacéo, instauracdo, tamanho). O balanco hidrofilico/hidrofébico condiciona tanto o
comportamento anfifilico tipico, ou seja, adsorcéo e agregacdo, quanto a capacidade de
polimerizagdo supramolecular. Isto significa que os compostos de cadeia insaturada e
saturada curta (oleato-meglumina e undecanoato-meglumina, respectivamente), por
possuirem balanco hidrofilico/hidrofébico mais hidrofilico, reduzem intensamente a
tensdo superficial da agua em concentracdes abaixo da c.a.c. Em concentracdes mais
elevadas que a c.a.c., as supramoléculas destes compostos agregam-se somente por
intermédio de interacdes hidrofébicas, mesmo que uma grande quantidade seja
dissolvida em agua com auxilio de aquecimento (acima de 4% m/m). Como nestas
condicbes ndo ha formacdo de ligacbes de hidrogénio, esses compostos ndo sao
capazes de polimerizar. Compostos de cadeia carbonica saturada longa (estearato-
meglumina e palmitato-meglumina), diferentemente dos seus analogos insaturado ou de
cadeia saturada curta, apresentam um balanco hidrofilico/hidrofobico mais hidrofébico.
Em virtude disto, os compostos de cadeia saturada longa ndo sédo tdo eficientes em
reduzir a tensdo superficial da agua abaixo da c.a.c. Em concentracfes mais elevadas
gue a c.a.c., as supramoléculas destes compostos se agregam por intermédio de
interacOes hidrofébicas, mas quando grande quantidade destes compostos é dissolvida
em agua com auxilio de aquecimento (acima de 4% m/m) sdo capazes de polimerizar
via ligacdes de hidrogénio formando PS e hidrogéis.

Pode se concluir também que para a polimerizacdo supramolecular dos
compostos carboxilato-meglumina ocorra via ligacdes de hidrogénio, as supramoléculas
devem adotar primeiramente um arranjo compacto que providencie a aproximagéao entre
os grupos hidroxila, doadores e aceitadores da ligacdo, e a0 mesmo tempo a protecéo
destes grupos contra a solvatacdo da agua. Esta sequéncia de eventos é dirigida por
interacOes hidrofébicas, que conduzem as supramoléculas a adotarem um arranjo no
gual é formado um ambiente hidrofébico em que os grupos OH mantém-se confinados e
livres para formarem ligagbes de hidrogénio entre si. Uma vez polimerizado, as

interacOes hidrofébicas ndo sdo mais relevantes, pois o PS é estavel na auséncia da
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agua. Desde que a supramolécula possua um balanco hidrofilico/hidrofébico adequado,
isto €, mais hidrofébico, € esperado que as interacdes hidrofébicas sejam eficientes em
conduzir o arranjo ideal para a formacéo do PS, o qual foi definido como lamelar. Como
mostrado pelos experimentos, 0 composto undecanoato-meglumina que possui cadeia
saturada muito curta, ndo polimeriza como 0s compostos estearato-meglumina e
palmitato-meglumina, ambos de cadeia saturada, porém longa. Com relacdo ao
composto oleato-meglumina, este possui também um balanco hidrofilico/hidrofébico que
desfavorece a polimerizacdo supramolecular, neste caso, devido a cadeia carbbnica
insaturada. Além disso, a repulsédo causada pelos elétrons pi da dupla ligacdo também é
um fator importante por nao permitir a aproximacdo de suas supramoléculas e
consequentemente dos grupos hidroxila.

Os experimentos mostraram também uma correlacdo entre a caracteristica da
cadeia carbbnica dos compostos carboxilato-meglumina, o0 comportamento das
temperaturas de fusdo destes compostos e das temperaturas de transicdo gel-sol dos
PS. Diante disso foi possivel formular a hipétese de que a origem desta relacdo esteja
na semelhanca entre o arranjo das supramoléculas nos sélidos cristalinos, e que deve
estar se reproduzindo nos PS. Assim a fusdo e a transicdo gel-sol seriam eventos
semelhantes, pois ambos ocorrem pelo rompimento das liga¢des de hidrogénio.

Por fim, a eficiéncia do hidrogel estearato-meglumina na inibicdo da C. albicans,
tanto de células isoladas e principalmente em colénia na forma de biofilme, mostrou que
este material pode ser uma estratégia promissora no combate a microrganismos
patogénicos. Chama atencdo o fato do hidrogel ndo possuir acao inibitoria contra o
fungo, mas quando associado aos antifungicos seja capaz de inibir até 96 % das células
do biofilme. Isto indicou que o hidrogel aja provocando o aumento da permeabilidade do
biofiilme ao farmaco permitindo que o0 mesmo possa atingir mais profundamente as

células da colbnia.
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