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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizagdo e estudo das
propriedades antimicrobianas de derivados anfifilicos de quitosana contra o fungo
Aspergillus flavus. A quitosana utilizada nas sinteses foi obtida a partir da reacao de
desacetilagado heterogénea de quitosana comercial. O grau médio de desacetilagéo
foi determinado por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio, cujo resultado
foi de 97,3%. As massas moleculares das quitosanas comercial e desacetilada
foram determinadas por cromatografia de permeacao em gel e os resultados obtidos
foram 338,46 kDa e 137,12 kDa, respectivamente. Os derivados anfifilicos foram
sintetizados em um processo de duas etapas: inicialmente realizou-se a alquilagao
da quitosana desacetilada pela insergdo de uma proporcéo fixa de grupos dodecila
(4%) na cadeia polimérica com posterior redugédo da base de Schiff empregando-se
borocianohidreto de soédio. Em seguida foram inseridas proporgdes crescentes do
grupo quaternario pentiltrimetilaménio. Os graus de substituichio com grupos
dodecila (GSbp) e grupos pentiltrimetilaménio (GDre) foram determinados por RMN
de 'H. O GSpp obtido foi de 4,0%, enquanto que os GDpe foram de 4,8; 12,7 e
46,3%. Todos os derivados sintetizados foram testados in vitro contra o fungo
Aspergillus flavus em concentragbes crescentes. Os ensaios microbiolégicos
mostraram que os derivados modificados com grupos dodecila e pentiltrimetilamonio
sdo mais eficientes em inibir o crescimento do fungo Aspergillus flavus quando
comparado a quitosana desacetilada e que a presenca de grupos hidrofébicos na
cadeia do polimero proporciona uma interagao mais forte com a membrana celular.
Os resultados dos estudos utilizando modelos de membranas corroboraram com os
dos ensaios microbiolégicos, evidenciando que a presenga de grupos dodecila na
cadeia da quitosana aumenta a interacdo com as vesiculas, resultando em um
aumento no didmetro e no potencial zeta. Em principio pode-se postular que o
mecanismo de agdo da quitosana contra os fungos é favorecido pela interagao
hidrofébica entre os derivados de quitosana e os lipideos de membrana e podem
envolver tanto a adsor¢cdo na parede celular, bem como a desestruturacido da
membrana celular do fungo.

Palavras-chave: quitosana, derivados anfifilicos, atividade antifungica, Aspergillus
flavus, modelo de membranas, fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol.



ABSTRACT

In this work is described the synthesis, characterization and study of
antimicrobial properties of amphiphilic derivatives of chitosan against Aspergillus
flavus. Deacetylated chitosan was obtained from the heterogeneous deacetylation of
the commercial chitosan. The degree of deacetylation was determined by Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance and the result was 97.3%. Molecular weights of
commercial and deacetylated chitosans were determined by gel permeation
chromatography and the obtained values were 338.46 kDa and 137.12 kDa,
respectively. The hydrophobic derivatives were synthesized by a reductive amination
reaction with dodecylaldehyde followed by reduction with sodium cyanoborohydride.
Next increasing proportions of the quaternary group pentyltrimethylammonium was
inserted on hydrophobic derivative. The degrees of substitution by dodecyl (4.0%)
and pentyltrimethylammonium groups (4.8, 12.7 and 46.3%) were determined by
Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance. All synthesized derivatives were tested in
vitro against Aspergillus flavus at increasing concentrations. The results showed that
the modified derivatives with pentyltrimethylamonnium and dodecyl groups are more
effective in inhibiting the growth of the fungus Aspergillus flavus when compared to
deacetylated chitosan and the presence of hydrophobic groups in the polymer chain
provides a stronger interaction with the cell membrane. The results of studies with
model membranes agreed with the results of microbiological tests, showing that the
presence of hydrophobic groups in chitosan backbone increases the interaction with
lipid vesicles resulting in an increase in vesicles diameter and zeta potential. At first,
it can be postulated that the mechanism of chitosan action against fungi is favored by
hydrophobic interactions between chitosan derivatives and membrane lipids and may

involve the adsorption on the cell wall and cell membrane disruption.

Keywords: chitosan, amphiphilic derivatives, antifungal activity, Aspergillus flavus,

model membranes, phosphatidylcholine, phosphatidylglycerol.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, muitos avangos foram alcangcados na agricultura,
principalmente no que se refere a eficiéncia na producao de alimentos e no controle
de pragas. O uso extensivo de agroquimicos no controle de doengas de plantas tem
provocado um desequilibrio ecolégico nos micro-organismos presentes no solo,
ocasionando o desenvolvimento de cepas de patégenos resistentes, contaminagao
das aguas subterréneas e riscos a saude humana e animal (MEENA & KANWAR,
2015). Visando minimizar os impactos causados no meio ambiente, um dos maiores
desafios ecoldgicos enfrentados atualmente € o desenvolvimento de alternativas
ambientalmente seguras para substituir os pesticidas quimicos atualmente utilizados
no combate de uma variedade de doengas das culturas (ONGENA & JACQUES,
2008).

Dentre as novas alternativas conhecidas, a quitosana tem as melhores
perspectivas quanto a sua utilizagdo como agente de controle biolégico (BADAWY,
RABEA & TAKTAK, 2014). Estudos demonstraram a atividade antimicrobiana da
quitosana contra varios tipos de fungos, dentre eles, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis
cinerea, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Monilinia fructicola,
Penicillium digitatum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus niger (COTA-ARRIOLA et al.,
2011; KUMAR, 2000). Alguns estudos sugerem que a quitosana atue de diferentes
formas contra os micro-organismos, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas
do polissacarideo e das caracteristicas da membrana do micro-organismo em
questao (SILVA, DOS SANTOS & FERREIRA; 2006).

Alguns fungos sdo considerados um grande problema na producéo e
armazenamento de grdaos e embora muitos avangos tenham sido alcangados na
agricultura, sobretudo em relagcdo a eficiéncia na produgdo de alimentos e no
controle de pragas, estes ainda preocupam as agéncias de saude. Além de
promoverem a degradagao e contaminagao dos alimentos, com alteragdes na cor e
textura, aumento de acidos graxos livres, redugdo dos valores nutricionais e da
capacidade de germinacdo, algumas espécies de fungos produzem toxinas
geralmente muito prejudiciais a saude humana e de animais (LEWIS et al., 2005;
WANG et al., 2011; DHINGRA et al., 2001; MAIA, SABBAG & SAKATA, 2011).
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Um tipo em particular dessas toxinas sdo as aflatoxinas, compostos
altamente termoestaveis na natureza, que ndo sdo degradadas mesmo com o
cozimento do alimento contaminado (RUBERT, SOLER & MANES, 2012). As
aflatoxinas pertencem ao grupo de policetideos derivados das furanocumarinas e
sdo produzidas principalmente por cepas toxigénicas de certas espécies de fungos
do género Aspergillus, como, por exemplo, Aspergillus flavus (PRAKASH et al.,
2011; SHUKLA et al., 2009).

O género Aspergillus compreende cerca de 250 espécies de fungos,
comumente reconhecidas por apresentarem caracteristicas morfoldgicas similares
(DYER & O’GORMAN, 2012). O Aspergillus flavus € um fungo assexuado e
filamentoso, que se desenvolve em varios habitats, além de poder estar presente
em amendoim, milho, trigo, algodao, castanha, leite, ovos, queijo, figos e outros
alimentos (KIRK et al., 2008; REDDY et al., 2011; PATERSON & LIMA, 2010). A
contaminagao dos alimentos por esse organismo pode ocorrer no campo, tanto nos
periodos de pré e pos-colheita, como no transporte, processamento e
armazenamento do produto (KAWASHIMA, 2004). A espécie A. flavus é o fungo
mais comumente associado a contaminacédo dos alimentos devido a produgao de
conidios, estruturas de reproducdo assexuada, que permitem a sobrevivéncia do
fungo mesmo em condi¢gées desfavoraveis ao seu desenvolvimento (CHANG e
ENRLICH, 2010).

As aflatoxinas sao produzidas quando as condi¢des ambientais sao
favoraveis para o crescimento e desenvolvimento do fungo. Segundo Ehrlich et al.
(2005), as aflatoxinas ndo sdo metabdlitos essenciais para o crescimento dos
fungos, entretanto elas provavelmente s&o produzidas para remover o excesso de
carbono presente no meio onde este esta se desenvolvendo (BU'LOCK, 1965), agir
como sinal quimico entre espécies (LILLEHOJ, 1991) e proteger o mesmo contra a
microbiota do solo (EHRLICH, YU & COTTY, 2005). Dessa forma, o
desenvolvimento do fungo ndo implica na produgdo de aflatoxinas, assim como a
auséncia de sinais de contaminagéo pelo micro-organismo n&o garante a auséncia
de aflatoxinas no produto, ja que essas substancias podem permanecer no substrato
mesmo que os fungos responsaveis por sua produg¢ao nao estejam mais presentes
(KAWASHIMA, 2004).
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Nos produtos agricolas, existem aproximadamente 100 espécies de
fungos encontrados no proprio campo de produgdo ou em produtos alimentares
armazenados que sao capazes de produzir micotoxinas, dentre as quais, 20 destas
espécies causam efeitos deletérios em animais (MICOTOXINAS, 2009).

Vaérios tipos de aflatoxinas sdo produzidos pelos fungos Asperqgillus,
destacando-se os tipos B1, B2, G1 e G2 (figura 1). Estas substancias estédo
entre 0s mais cancerigenos compostos conhecidos, apresentam carater
teratogénico, hepatotdxico, mutagénico e imunossupressor, além de provocarem
intoxicagcdo aguda e até a morte do individuo, dependendo da quantidade ingerida.
(GONCALEZ, FELICIO & PINTO, 2001; TIAN et al., 2012; REDDY et al.,2011).

Figura 1 — Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. (Modificado de
MICOTOXINAS, 2009).

Aflatoxina G, Aflatoxina G,

Diante desta realidade, muito se tem feito para encontrar compostos de
origem natural capazes de controlar o crescimento de fungos e a produgado de
micotoxinas. Extratos de algumas plantas, 6leos esséncias e alguns produtos
naturais como a quitina e quitosana sdo exemplos de compostos que, por

apresentarem baixa toxicidade, biodegradabilidade, serem renovaveis e facilmente
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obtidos da natureza, estdo sendo amplamente estudados na tentativa de se diminuir
a contaminagéo dos alimentos e dos compartimentos ambientais por agroquimicos
(GONCALEZ, FELICIO & PINTO, 2001; KENAWY et al., 2005).

1.1 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo que ocorre naturalmente em alguns
fungos dos géneros Mucor e Zygomicetes, podendo também ser obtida
quimicamente por meio da reagdo de desacetilagdo da quitina (SILVA, DOS
SANTOS & FERREIRA, 2006; LARANJEIRA & DE FAVERE, 2009). A quitina,
polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, pode ser extraida de
varias fontes, como, por exemplo, exoesqueleto de artropodes, de crustaceos,
insetos, moluscos e anelideos, celenterados, fungos e leveduras (DE OLIVEIRA
PEDRO et al., 2013; SILVA, DOS SANTOS & FERREIRA, 2006). Os copolimeros
quitina e quitosana sado constituidos por unidades 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas 3
(1—-4) em porgdes variaveis, de modo que a quitiha €& composta
predominantemente pela primeira destas unidades e a quitosana pela segunda
(Figura 2) (CAMPANA-FILHO & SIGNINI, 2001).

Figura 2 — Representacdo esquematica das estruturas quimicas da quitina e da
quitosana (Modificado de GOY, BRITTO & ASSIS, 2009).
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O parametro para diferenciar a quitina da quitosana € o grau médio de
desacetilagdo (GD), que relaciona a quantidade de mondmeros contendo grupos
amina livres com a quantidade total de monémeros na cadeia polimérica (DAMIAN et
al., 2005). Assim, quando o grau médio de desacetilagdo do composto atinge 50%
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ou mais, o biopolimero passa a ser denominado quitosana (SILVA, DOS SANTOS &
FERREIRA, 2006; AZEVEDO et al., 2007). O processo de desacetilagdo, uma
reacao de hidrélise de amida, pode ser realizado tanto em condigcdes acidas, quanto
em condicdes basicas. Apesar desta ultima apresentar maior eficiéncias, ambas
condigdes podem causar a degradacédo da cadeia polimérica (CAMPANA-FILHO &
SIGNINI, 2001).

Outra diferengca importante entre quitina e quitosana € solubilidade.
Enquanto a quitina é insoluvel em solugdes acidas diluidas, a quitosana comporta-se
como um polieletrdlito catidnico na presenca destas solugdes, sendo soluvel em
solugdes aquosas de acidos organicos, como aceético, férmico, citrico, aléem de
acidos inorgéanicos, como acido cloridrico diluido (SANTOS et al., 2003). A
propriedade de solubilizacdo da quitosana, apesar de dependente da forga idnica do
meio, da massa molecular e concentracdo do biopolimero, esta diretamente
relacionada com o numero de grupos amina presentes em sua estrutura, que apos
serem protonados (-NHs*), provocam uma maior repulsdo eletrostatica entre as
cadeias e também maior a solvatagdo em agua (SANTOS et al., 2003).

Algumas propriedades da quitosana, tais como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, bioatividade, bioadesividade e baixa toxicidade tem contribuido
para o aumento do interesse da comunidade cientifica para sua utilizacdo como
biomaterial (MOURA, 2012). Além disso, a presenga de grupos amina e hidroxila
possibilitam que a quitosana comporte-se como um nucledfilo, facilitando a
ocorréncia de diversas modificacbes quimicas em sua estrutura, dentre as quais
pode-se citar a acetilagdo, quaternizacido, alquilagdo, carboxilagdo, acilacao,
sulfonacdo, amidacao e a formagao de complexos polieletroliticos e de bases de
Schiff com aldeidos e cetonas (KUMAR et al., 2004; LARANJEIRA & DE FAVERE,
2009; SANTOS et al., 2003).

Neste sentido, a sintese de derivados de quitosana por meio da insercéo
de diferentes grupos funcionais a cadeia polimérica confere diferentes propriedades
a esse polimero, permitindo sua aplicacdo em uma variedade de campos, tais como
medicina, biotecnologia, produtos téxteis, tratamento de efluentes, cosméticos e
agricultura (XU et al, 2010), transportadores de farmacos (AGNIHOTRI,
MALLIKARJUNA & AMINABHAVI, 2004), em pré-concentragdo de ions metalicos
(QIN et al., 2003), para a imobilizagdo de enzimas (KILINC et al., 2006), como
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agentes bactericidas (SEO et al., 2008) e fungicidas (RABEA et al., 2006), na
agricultura para o controle de pragas (DUKE et al., 2003), na estocagem de frutas
(GONZALEZ-AGUILAR et al., 2009) e outros alimentos (RAO, CHANDER &
SHARMA, 2008).

A capacidade de inibir o desenvolvimento de fungos esta entre as
propriedades mais importantes da quitosana. A agao da quitosana € assumida como
fungistatica, uma vez que esta suprime o desenvolvimento de tubos de elongagéao
germinativo, o crescimento micelial, a esporulagédo e a germinagcéo de esporos dos
fungos patogénicos (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009; VELAZQUEZ-DEL VALLE et al.,
2012).

De acordo com o trabalho de Jolles & Muzzarelli, o crescimento de
Aspergillus flavus em milho e em amendoim foi completamente inibido por quitosana,
assim como o crescimento de Botrytis spp. em berinjelas. Quando revestidas com
filmes de quitosana, frutas e vegetais apresentam um aumento na qualidade e
podem ser armazenadas por tempos mais longos, devido a inibicdo do
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos (JOLLES & MUZZARELLI,
1999). Resultados semelhantes foram obtidos por Maghsoudlou et al. (2012) ao
avaliarem a atividade antifungica da quitosana contra fungos do género Aspergillus
em castanhas de pistache. Maghsoudlou e colaboradores observaram que a
quitosana inibiu significantemente o crescimento de Aspergillus, sendo este efeito
aumentado com o aumento da concentragdo de polimero (MAGHSOUDLOU et al.,
2012).

1.2 VESICULAS ZWITERIONICAS E ANIONICAS

As membranas celulares sdo estruturas flexiveis, altamente
especializadas, que regulam varias fungdes celulares, principalmente a interacao e
transporte de substancias (NELSON & COX, 2004). Uma vez que os sistemas
biolégicos, como as membranas celulares, apresentam grande complexidade,
geralmente opta-se por estudar eventos independentes e controlados empregando
sistemas simplificados que contenham caracteristicas fundamentais e conhecidas. O
modelo mais simples de uma membrana biolégica € uma bicamada lipidica,
formando uma vesicula lipidica (ARCHILHA, 2008).
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As vesiculas, também conhecidas como lipossomos (Figura 3c), sao
estruturas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos. Quando
dispersos em agua, devido a seu carater anfifilico, estes lipideos organizam-se
espontaneamente de modo a nao exporem seus grupos hidrofébicos ao meio
aquoso. Assim, as por¢des hidrofobicas se conectam mutuamente no interior da
estrutura (protegidas da agua), enquanto que as por¢des hidrofilicas localizam-se
externamente, interagindo com a agua que a cerca (PENTAK et al., 2008; ZANIN,
2001). Entretanto, alguns lipidios anfifilicos ndo formam lipossomos em meio
aquoso, dando origem a outros agregados lipidicos, tais como micelas e bicamadas
(ZANIN, 2001).

A formacédo de micelas (Figura 3a) é favorecida quando o numero de
grupos hidrofilicos € maior que a(s) cadeia(s) acila(s) lateral(is). J& as bicamadas
(Figura 3b), que s&o originadas quando duas monocamadas lipidicas formam uma
lamina bidimensional, & favorecida quando o numero de grupos hidrofilicos e as
cadeias de acila laterais sdo semelhantes (NELSON & COX, 2004).

Figura 3 — Tipos de agregados de lipideos anfifilicos formados em meio aquoso.
(Modificado de NELSON & COX, 2004).
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As vesiculas sédo utilizadas principalmente como carreadores de drogas e
modelos de biomembranas, uma vez que, além de serem auto-organizadas,
apresentam vantagens como a facilidade e conveniéncia de preparacao,
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade (CHUNG & CHUNG,
2002).

Estas estruturas podem variar quanto aos métodos de preparagao
utilizados e quanto ao tamanho, numero e posicdo das lamelas, de modo que o
numero de lamelas define o tamanho das vesiculas. De acordo com Crommelin &
Schreier (1994), as classificagdes mais comuns para as vesiculas sdo as baseadas
em suas propriedades estruturais e na forma que s&o preparadas (tabela 1).
Dependendo do tipo de lipideo e das técnicas e condicbes de preparagdo, os
lipossomos podem ter grande variagdo no tamanho, niumero e posi¢cao das lamelas,
carga e rigidez da bicamada (estado liquido cristalino versus estado gel)
(CROMMELIN & SCHREIER, 1994).
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Tabela 1 — Classificacdo dos lipossomos de acordo com suas propriedades

estruturais e métodos de preparacdo (Modificado de CROMMELIN &
SCHREIER,1994).

Abreviagao

Descrigao

DE ACORDO COM OS PARAMETROS ESTRUTURAIS

MLV
oLV
uv

SUvV
MuUv
LUV
Guv
MvVv

Vesiculas grandes multilamelares (> 0,5 um)
Vesiculas oligolamelares (0,1 — 1 um)

Vesiculas unilamelares (Todas as faixas de tamanho)
Vesiculas unilamelares pequenas (10 — 100 nm)
Vesiculas unilamelares médias

Vesiculas unilamelares grandes (> 100 nm)
Vesiculas unilamelares gigantes (> 1 um)

Vesiculas multivesiculares (> 1um)

DE ACORDO COM O METODO DE PREPARAGAO

REV

MLV-REV
SPLV
FATMLV
VET

DRV

Vesiculas simples ou oligolamelares obtidas por método de

evaporagao em fase reversa

Vesiculas multilamelares obtidas por método de fase reversa
Vesiculas plurilamelares estaveis

MLV obtida pelo método de congelamento-descongelamento
Vesiculas obtidas pelo método de extrusao

Vesiculas obtidas pelo método de desidratagdo-reidratagao

Nos ultimos anos, a fosfatidilcolina (PC) e a fosfatidilglicerol (PG) tem sido

fosfolipideos amplamente utilizados em estudos envolvendo vesiculas. A

fosfatidilcolina (figura 4), um fosfolipideo zwiteribnico que possui 0 grupo colina como

grupo polar, € considerado o principal componente de membrana de células

eucarioticas (cerca de 50%), cuja funcdo principal é fornecer um quadro estrutural

para a membrana e manter a barreira de permeabilidade. Além disso, € o precursor

de varios outros lipideos, como lisofosfatidilcolina bioativa, acido fosfatidico,
diacilglicerol, lisofosfatidilcolina e acido araquidénico (KENT & CARMAN, 1999).
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Figura 4 — Estrutura da fosfatidilcolina (PC). R’ e R” s&o residuos de acidos graxos,
de modo que, geralmente, R’ € saturado e R”, insaturado.
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A fosfatidilcolina pode ser obtida de diversas fontes, como, por exemplo,
figado, gema do ovo, feijdo de soja, amendoim, espinafre e trigo (MAHAN &
ESCOTT-STUMP, 1998). A fosfatidilcolina obtida a partir de gema de ovo (utilizada
neste trabalho) tem sua porcdo hidrofébica (acidos graxos) constituida de,
aproximadamente, 33% C16:0 (palmitico), 13% de C18:0 (estearico), 31% de C18:1
(oleico), 15% de C18:2 (acido linoleico) e outros acidos graxos em menores
proporgdes (SIGMA ALDRICH).

Ja o fosfatidilglicerol (PG - figura 5), um lipideo anibnico, € dos principais
componentes de algumas membranas bacterianas, sendo também encontrado em
membranas de plantas e animais. E utilizado como o precursor para o
difosfatidilglicerol (cardiolipina), que esta localizado na membrana mitocondrial
interna e € necessaria para o bom funcionamento das enzimas envolvidas na
fosforilagdo oxidativa (THE AMERICAN OIL CHEMISTS' SOCIETY LIPID LIBRARY).

Figura 5 — Estrutura do lipideo fosfatidilglicerol (PG). R1, Rz, R3 € R4 sado residuos de

acidos graxos.
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1.3 ANTIMICROBIANOS DERIVADOS DE QUITOSANA

A membrana citoplasmatica das células € uma rede complexa de lipideos
e proteinas com uma organizagdo molecular que contribui para manter tanto a
integridade estrutural das células, quanto a atividade das proteinas que estédo
associadas a bicamada lipidica. A visao atual é que as moléculas de lipideos
presentes no interior da bicamada s&o dindmicas e estdo ativamente envolvidas em
multiplas fungdes bioldgicas. Na busca por antimicrobianos eficientes, a membrana
celular tem sido um alvo frequente no desenvolvimento de novas moléculas
(PHOENIX, DENNISON & HARRIS, 2012). No caso de quitosana, sua afinidade com
a membrana celular tem sido amplamente divulgada e aplicada contra uma
variedade de micro-organismos como bactérias, virus e fungos (KONG at al., 2010).

Segundo estudos reportados na literatura, varios parametros tem sido
indicados como importantes para explicar a atividade antimicrobiana da quitosana:
(1) a interagdo eletrostatica entre as cargas positivas da quitosana e de seus
derivados quaternarios com as cargas negativas da superficie das células
bacterianas, o que pode ocasionar o vazamento de proteinaceos e de outros
componentes intracelulares (YANG, CHOU & LI, 2005); (2) a ligagao da quitosana
com os lipideos da membrana, predominantemente acido lipoteicdico, que resulta
em uma sequéncia de eventos, conduzindo a morte bacteriana (RAAFAT et al.,
2008); e (3) as significativas interacbes eletrostaticas e hidrofobicas, além de
ligagcdes de hidrogénio entre lipidios e a quitosana podem provocar a remogao de
lipideos da membrana bacteriana (WYDRO, KRAJEWSKA & HAC-WYDRO, 2007).

Em trabalho recente, Lee & Je (2013) avaliaram a eficiéncia de quitosanas
modificadas com acido galico (GA) contra 10 diferentes tipos de bactérias, dentre
elas E. coli e S. aureus. Os derivados apresentaram elevadas atividades
antimicrobianas, dentre os quais o melhor deles (GA-quitosana |) demonstrou ser 4
vezes mais eficiente do que a quitosana ndo modificada. Na tentativa de elucidar o
mecanismo de acido deste derivado, apds serem tratadas durante 18 horas com o
composto, as cepas bacterianas foram analisadas em microscopio eletrbnico de

transmissao (figura 6).
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Figura 6 — Micrografias de S. aureus (A e B) e E. coli (C e D) obtidas em

microscoépio eletrénico de transmissao (Modificada de LEE & JE, 2013).

A: S. aureus controle. B: S aureus tratada com 128 pg/mL

de GA-quitosana I. C: E. coli controle. D: E. coli tratada

com 1024 pg/mL de GA-quitosana |.

As imagens mostraram que as células nao tratadas apresentaram
superficie lisa e compacta, sem liberacdo de componentes intracelulares e rupturas
ou poros notaveis na superficie celular (figuras 6A e 6C). Por outro lado, as células
tratadas com o derivado GA-quitosana |, quando comparadas com o controle,
apresentaram mudancgas morfolégicas evidentes. As células de S. aureus tratadas
(figura 6B) aparentam ter sofrido danos na membrana celular, resultando na
liberacdo de seus componentes celulares para o meio ambiente até finalmente
ficarem vazias. Ja no caso das células de E. coli, a membrana celular foi diminuida,
sendo os componentes celulares também liberados no meio extracelular (LEE & JE,
2013).

Para avaliar a importancia da presengca de grupos catidnicos e

hidrofébicos na atividade antimicrobiana de derivados de quitosana, Sajomsang e
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colaboradores (2009) estudaram derivados quaternizados com diferentes graus de
substituicdo contra as bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e
Escherichia coli (gram-negativa), avaliando a concentracao inibitéria minima (MIC)
de cada composto. Os resultados de MIC mostraram que o grau de substituicdo com
grupos quaternarios influenciava diretamente a atividade antibacteriana dos
polimeros, de modo que os derivados com maiores graus de quaternizagao
proporcionaram os menores valores de MIC e a presencga de grupos hidrofébicos,
particularmente os grupos N-benzil com grau de substituicdo de 11%, exibiu
excelente atividade antibacteriana contra o0os micro-organismos estudados
(SAJOMSANG et al., 2009).

Devido a sua estrutura catidnica, varios mecanismos postulados para a
atividade antimicrobiana da quitosana apresentam similaridades com aqueles
exibidos por peptideos antimicrobianos, cuja interagdo com a membrana celular
pode levar diretamente a inativagcdo dos microrganismos via lise celular ou
indiretamente por meio da internalizacdo destes peptideos, facilitando o ataque de
alvos intracelulares (ZASLOFF, 2002, PARK et al., 1995; POWERS & HANCOCK,
2003; YEAMAN & YOUNT, 2003).

Liu e colaboradores (2004) relataram que a atividade bactericida da
quitosana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus se deve a um aumento
na permeabilidade da membrana exterior e interior e, finalmente, no rompimento das
membranas celulares das bactérias, acarretando a liberacdo dos constituintes
celulares. A interacdo e consequente dano a parede celular é creditado
principalmente as interagdes eletrostaticas dos grupos NHs* com os grupos fosforil
dos fosfolipideos componentes das membranas celulares (LIU et al., 2004).

A importédncia das cargas positivas na estrutura do polimero foi
confirmada em trabalhos comparativos entre a atividade antifungica de
carboximetilquitosana e derivados de carboximetilquitosana modificados com grupos
quaternarios de amoénio contra os fungos Aspergillus fumigatus, Geotricum candidum
e Candida albicans (MOHAMED et al., 2013). Segundo os resultados obtidos, todos
os derivados modificados com grupos quaternarios se mostraram mais eficientes em
inibir o desenvolvimento dos fungos do que a quitosana carboximetilada de origem
(MOHAMED et al., 2013). Foi observado em outros trabalhos que a atividade

antifungica também depende da massa molecular da quitosana (LI et al., 2011) e da
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hidrofobicidade dos derivados (RABEA et al., 2006; SAJOMSANG et al., 2009). O
mecanismo exato ainda ndo é claro, mas a atividade é parcialmente creditada a
atracdo eletrostatica entre os polications e as paredes celulares carregadas
negativamente (KONG et al., 2010).

No entanto, tem sido demonstrado que, a presenca de cargas positivas &
importante, mas nao é suficiente para proporcionar uma atividade eficaz, e que,
dependendo do tipo de agente patogénico, a massa molecular dos derivados de
quitosana tem papel fundamental, de modo que oligbmeros de quitosana podem
exibir atividades antimicrobianas inferiores (ZHENG & ZHU, 2003) ou superiores
(RUNARSSON et al., 2010; AMAIKE & KELLER, 2011) quando comparadas a
quitosanas de alta massa molecular. Em relacado a hidrofobicidade dos derivados, os
resultados recentes indicam que os grupos hidrofébicos ligados a cadeia de
quitosana podem aumentar a atividade antimicrobiana (RABEA et al., 2005), mas,
para derivados com altos graus de substituigdo, a atividade pode diminuir novamente
(SAJOMSANG et al., 2009).

O mecanismo mais aceito para explicar a agao biofungicida da quitosana
se baseia na proposta de desestruturacdo da parede celular, a qual é causada pelas
interagcbes eletrostaticas entre o polimero, positivamente carregado, e
macromoléculas com residuos de carga negativa como lipossacarideos e proteinas
(GOY, BRITTO & ASSIS, 2009; MARTINEZ-CAMACHO et al.,2010).

No caso de derivados catibnicos de quitosana, acredita-se que quanto
maior 0 numero de cargas positivas presentes no polimero, maior sera a sua
atividade fungicida (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009). Desse modo, quitosanas
modificadas com grupos quaternarios de aménio foram sintetizadas por De Oliveira
Pedro e colaboradores (2013), como mostra o esquema de sintese na figura 7 (DE
OLIVEIRA PEDRO et al., 2013).
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Figura 7 — Representacdo esquematica da sintese de derivados quaternarios de
quitosana (Modificado de DE OLIVEIRA PEDRO et al., 2013).
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Esses derivados quaternizados permitiram aumentar em até seis vezes
atividade antimicrobiana de quitosana, o que confere aos derivados deste tipo,
potencial para substituicdo de fungicidas quimicos convencionais. Além disso, os
derivados substituidos com grupos quaternarios de aménio sao soluveis em agua
numa ampla faixa de pH. Ao contrario da quitosana, que & soluvel somente em
solugdes diluidas de acidos organicos, os derivados obtidos foram soluveis em pH
neutro, o que reduz a possibilidade de hidrdlise da cadeia e facilita a sua aplicagao
na forma de solugdo aquosa (DE OLIVEIRA PEDRO et al., 2013). Os resultados de
De Oliveira Pedro et al. (2013) indicaram ainda que a maior atividade dos derivados
contendo o grupo pentiltrimetilamonio poderia ser devida ao maior conteudo
hidrofdbico, e portanto, a interagées mais fortes com a parede celular do fungo.

Tendo como objetivo avaliar o efeito da contribuicdo hidrofébica no
mecanismo de inibicdo, Viegas de Souza et al. (2013) sintetizaram derivados de
propiltrimetilaménio-quitosana com proporgdes crescentes do grupo dodecila. Os
resultados dos indices de inibicdo atingiram 100% de inibicdo para o derivado
contendo 83% de grupos propiltrimetilaménio e 29% de grupos dodecila na
concentragdo de 0,5 g L' e 100% na concentragdao de 1,0 g L' para todos os
demais polimeros modificados (VIEGAS DE SOUZA et al., 2013). Resultados
similares foram obtidos com os derivados anfifilicos tendo em sua estrutura 74% do
grupo pentiltrimetilaménio e com proporgbes crescentes de grupos dodecila (5 e
25%) (Figura 8). Os indices de inibicdo atingiram 100% para o derivado Dal5-CH-
Pentil nas concentragdes acima de 0,75 g L' (TAKAKI et al., 2014).
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Figura 8 — indices de inibigdo percentuais das quitosanas comercial, desacetilada e
seus derivados contendo grupos pentiltrimetilamonio e dodecila sobre o

fungo Aspergillus flavus (Figura extraida de TAKAKI et al., 2014).
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** C-CH: quitosana comercial; CH: quitosana desacetilada; CH-Pentyl: quitosana desacetilada contendo
74% de grupos pentitrimetilaménio; Dals-CH-Pentyl: quitosana desacetilada contendo 74% de grupos
pentitrimetilaménio e 4,81% de grupos dodecila; Dalso-CH-Pentyl: quitosana desacetilada contendo 74% de

grupos pentitrimetilamoénio e 24,1% de grupos dodecila.

Portanto, derivados quaternarios de quitosana, posteriormente
modificados com grupos dodecila exibiram indices de inibicdo crescentes com o
conteudo lipofilico e com a concentragao de polimero (DE OLIVEIRA PEDRO et al.,
2013, VIEGAS DE SOUZA et al., 2013, TAKAKI et al., 2014). Na concentracao de
0,5 g L, todos os derivados anfifilicos com graus de substituicdo de 7,0 a 29% de
grupos dodecila, inibiram completamente o crescimento dos fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus. Os valores de concentragdo minima inibitéria foram
até 16 vezes inferiores aos da quitosana ndo modificada, indicando a importancia
também do conteudo hidrofébico na atividade antimicrobiana (VIEGAS DE SOUZA
etal., 2013).

Para avaliar a importancia das interagdes hidrofébicas e eletrostaticas na
atividade buscamos sintetizar derivados de quitosana com propor¢ao constante de
conteudo hidrofébico (4%) e variando-se o conteudo de cargas positivas

permanentes na cadeia do polimero. Além da sintese, o estudo foi direcionado a
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elucidagdo do mecanismo de acdo utilizando membranas modelo de L-a-
fosfatidilcolina (PC) e L-a-fosfatidilcolina/L-a-fosfatidil-DL-glicerol (PC:PG) na
propor¢ao 80:20 (%).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto teve como objetivo a sintese e caracterizagdo de
derivados quaternarios anfifilicos de quitosana e o estudo do mecanismo de agao
utilizando duas metodologias principais:

i) Estudo da interagdo dos derivados com membranas modelo com
composicéo fosfolipidica conhecida;

ii) Marcagéo fluorescente dos derivados e estudo de sua interagdo com o
fungo Aspergillus flavus via microscopia Optica, confocal e de transmisséo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Sintetizar e caracterizar derivados de quitosana com proporgao
constante do conteudo hidrofébico e conteudo crescente de cargas positivas
permanentes na cadeia do polimero.

Il. Estudar a atividade antifungica dos derivados contra o fungo Aspergillus
flavus.

lll. Estudar o efeito da composicdo e concentracdo dos anfifilicos na
interagdo com modelos de membrana com diferentes cargas superficiais.

IV. Analisar o efeito biolégico dos derivados de quitosana sobre os micro-
organismos por microscopia eletrobnica de transmissao, microscopia Optica e/ou

microscopia confocal.



3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Reagentes utilizados.

Reagentes Procedéncia
Acetato de sddio Synth
Acido Acético Synth
Acido cloridrico Synth

Borocianohidreto de sédio

AldrichChemical Co

Brometo de 5-bromopentiltrimetilamonio

AldrichChemical Co

5-carboxifluoresceina

Sigma Aldrich

Cloreto de deutério

AldrichChemical Co

Cloreto de sodio Dinamica
Cloroférmio Sigma Aldrich
Dodecanal Fluka

Etanol Synth

Hidroxido de sédio Synth
Isotiocianato de rodamina B Sigma Aldrich
L-a-Fosfatidilcolina Sigma Aldrich
L-a-Fosfatidil-DL-Glicerol Sigma Aldrich

Meio de cultura batata dextrose agar Himedia
Sal dissédico de acido
Synth

etilenodiaminotetraacético

Oxido de deutério

AldrichChemical Co

Propanona

Synth

Quitosana comercial

Polymar Ind. Com. Exp. Ltda

Tris (hidroximetil) amino metano

Vetec

Triton X-100

Sigma Aldrich

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos, exceto quando
indicado. Nos experimentos utilizou-se agua deionizada em sistema purificador de

agua da Gehaka modelo DG e agua Milli-Q®.
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3.2 Aspergillus flavus

As cepas de Aspergillus flavus CBMAI 0551 foram obtidas da Colegao
Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria — CBMAI/UNICAMP, em
Campinas/SP.

3.3 REAGAO DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

A reacdo de desacetilacdo da quitosana foi realizada conforme os
procedimentos descritos por De Oliveira Pedro et al. (2013) e Viegas de Souza et al.
(2013). Assim, 8,0 g do polimero foram dispersos, sob agitagao vigorosa, em 400,0
mL de agua deionizada. Em seguida, adicionou-se 8,0 mL de acido acético glacial e
a solugao foi mantida sob agitagdo magnética durante 12 horas para a completa
solubilizagcdo do polimero. Posteriormente, a suspensdo obtida foi aquecida até
100°C em manta de aquecimento. Ao atingir esta temperatura, adicionou-se
lentamente a solugéo de quitosana 100,0 mL de solugdo de NaOH 23,5 mol L'. A
suspensado foi mantida a 100 °C por 90 minutos em refluxo sob atmosfera de
nitrogénio. Decorrido esse tempo, a solugdo obtida foi transferida para um béquer
contendo 3,5 L de agua deionizada a 60°C. A quitosana precipitada foi decantada,
lavada com agua deionizada até a obtencdo de pH entre 6 e 8 e, posteriormente,
isolada por filtragdo a vacuo. O procedimento foi realizado duas vezes para a
obtencdo de um maior grau de desacetilacéo e, apds a ultima filtragem, o produto foi

lavado com propanona e secado em estufa a 40°C.

3.3.1 Determinagao do grau de desacetilagdo (GD) por Ressonancia

Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H)

Aproximadamente 15,0 mg da amostra de quitosana previamente seca
em estufa foi solubilizada em 1,0 mL de 6xido de deutério contendo 10 pL de cloreto
de deutério. A solucdo foi agitada até a completa solubilizagdo do polimero. As
andlises de RMN de 'H foram realizadas no Centro Multiusuario de Inovagéo

Biomolecular do Departamento de Fisica do Instituto de Biociéncias, Letras e
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Ciéncias Exatas - IBILCE/UNESP, em um espectrémetro Bruker de 400 MHz,
temperatura de 70 °C.

3.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS ANFIFILICOS
DE QUITOSANA

3.4.1 Alquilagao da quitosana desacetilada

A sintese de derivados de quitosana contendo 4% de grupo dodecila foi
realizada baseada no procedimento descrito por Desbriéres et al. (1996). Para isto,
10,0047 g de quitosana foram dissolvidos em 550 mL de uma solugéo de acido
acético 0,4 mol L-'. Apds a dissolucdo, para permitir a solubilizacdo do dodecanal,
adicionou-se, sob agitacdo vigorosa, 380 mL de etanol, obtendo-se uma solug¢ao
homogénea e clara. Uma vez que o pH 6timo para reacéo varia entre 4 e 8, este foi,
entdo, ajustado para 5,1 para evitar a precipitacdo dos derivados. Foram, entao,
adicionados 0,69 mL de dodecanal e apds 1 hora, adicionou-se um excesso de
borocianohidreto de sodio (trés mols do reagente por monémero de quitosana). A
mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas e,
posteriormente, purificada em didlise contra agua deionizada utilizando-se uma
membrana semipermeavel de 3,5 kDa. O produto obtido foi recuperado por

liofilizacao e caracterizado por RMN de 'H.

3.4.2 Reagao com brometo de 5-bromopentiltrimetilaménio

A reacédo para a inser¢gado de grupos quaternarios a cadeia da quitosana
foi realizada com base nos procedimentos descritos por De Oliveira Pedro et. al
(2013) e Viegas de Souza et. al (2013). Na sintese do derivado contendo 12,8% de
grupos pentiltrimetilamonio, 2,4974 g de quitosana previamente modificada com
grupos dodecila foram solubilizados em 150 mL de solugéo de acido acético 0,1 mol
L-'. Em seguida, o pH foi ajustado para 8 com uma solugdo de hidroxido de sédio
concentrada. A solugdo de quitosana foi levada para banho de agua a 55 °C e
adicionou-se lentamente 2,8720 g de brometo de 5-bromopentiltrimetilamdnio

dissolvido em uma quantidade minima de agua deionizada. A solugdo permaneceu
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em banho-maria a 55 °C por 3 dias e seu pH foi rigorosamente monitorado durante
todo o procedimento para que fosse mantido proximo de 8. A solugdo obtida foi
purificada por diadlise utilizando-se uma membrana semipermeavel de 3,5 kDa.
Inicialmente foi dialisada contra solucdo de NaOH 0,01 mol L' por 1 dia e, em
seguida, contra agua deionizada por 4 dias. O produto foi recuperado por liofilizagao
e caracterizado por RMN de 'H.

3.5 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR POR
CROMATOGRAFIA DE PERMEAGAO EM GEL (GPC)

A massa molecular das quitosanas comercial e desacetilada foi estimada
no Laboratério de Fotoquimica do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-USP)
em um cromatografo Shimadzu (LC-20) com detecgao por indice de refragdo modelo
RID-102. Foi utilizado como eluente solugdo tamponante acido acético/acetato de
sodio (0,3 mol L-'/0,2 mol L), pH 4,5, temperatura de 35° C e tendo como padrdes

pululanas na faixa de 805 a 6,2 kDa.

3.6 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

3.6.1 Preparo da suspensao de conidios

Uma algada de conidios da cepa original foi transferida para tubos de
ensaios contendo o meio de cultura batata dextrose agar (BDA) solidificado e
inclinado. Estes tubos foram incubados por 7 dias a 25 °C e apds este periodo, com
o auxilio de uma alg¢a de inoculagdo, uma quantidade de conidios foi transferida para
um tubo de Eppendorf® contendo aproximadamente 1,5 mL de agua deionizada. A
suspensao foi agitada por 3 minutos em vortex para a dispersao dos conidios. A
concentragdo da suspensao de conidios foi determinada pela contagem direta em
microscopio empregando-se cadmara de Neubauer e o resultado foi de 1,0x10°
conidios/mL. Posteriormente, empregando-se uma pipeta automatica esterelizada,
2,0 uL da suspenséao de conidios foram transferidos para uma placa de petri de 9,0
cm de diametro contendo meio BDA solidificado. As placas foram incubadas por 7
dias a 25 °C.
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3.6.2 Preparo das solugdes de quitosana e da solugao controle

Para se preparar as solugdes contendo quitosana, a massa de quitosana
foi solubilizada em 50,0 mL de solugdo de acido acético 1% (v/v) e mantida sob
agitacédo até sua completa solubilizagdo. Ja para o controle, empregou-se 50,0 mL
da solugdo de acido acético 1% (v/v). Uma vez que o pH otimo para o
desenvolvimento do fungo Aspergillus flavus € 5,5, € necessario que o pH das
solugdes controle e de quitosana seja corrigindo para 4,9 para que a mistura final
BDA + solucdo de quitosana tenha o pH 5,5. Os experimentos in vitro foram

realizados nas concentragoes de 0,1; 0,5e 1,0g L.

3.6.3 Preparo das solugoes polimero-BDA

As solugdes de BDA foram preparadas em erlenmeyer de 250 mL
adicionando-se 3,9 g do meio em 50,0 mL de agua deionizada. Esta solugao foi
aquecida em micro-ondas para total solubilizagdo. Os erlenmeyers contendo as
solucdes de BDA foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos e, posteriormente, as
solucdes de quitosana e a solugéo controle previamente preparados de acordo com

o item 3.6.2 foram incorporados ao BDA.

3.6.4 Controle do crescimento

A inibicao do crescimento do fungo pela quitosana e seus derivados foi
determinada na placa de petri de 9,0 cm de didmetro contendo meio BDA. O
crescimento radial da col6nia foi medido com um paquimetro milimetrado no quinto e
sétimo dias, sendo, no entanto, o resultado do sétimo dia utilizado para fins
comparativos (fim do primeiro ciclo de crescimento do micro-organismo). Todas os
experimentos foram realizados em quadruplicata. Para a analise da eficiéncia do
derivado de quitosana, o indice de inibicdo foi calculado de acordo com o proposto
por Guo et al. (2008):
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indice de inibigéo (%) {1 _ [ g . ﬂ %100 (1)

b

sendo D, o didmetro da coldnia das placas contendo o derivado de quitosana e Dy, 0

diametro das placas controle.

3.7 ANALISES MICROSCOPICAS

Com o objetivo de avaliar a nivel microscopico o efeito que a quitosana
provoca no fungo Aspergillus flavus, foram realizadas analises microscopicas de

laminas contendo amostras dos fungos incubados em presenga de quitosana ligada

a rodamina (Figura 9).

Figura 9 — Estrutura quimica da quitosana desacetilada marcada com rodamina

(isotiocianato de rodamina B).

3.7.1 Marcagao dos derivados de quitosana com rodamina

Os derivados de quitosana QD e QD4DD foram marcados com o
marcador fluorescente rodamina segundo o procedimento descrito por Ma et al.
(2008). Assim, 0,2 g de quitosana foram dissolvidos em 25 mL de agua Milli-Q e 25
uL de acido acético. O pH foi ajustado para 6,2 com solugdo de NaOH 0,05 mol L' e
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a amostra foi mantida sob agitagdo em atmosfera de N2. Em seguida, 12 mg de
rodamina previamente solubilizadas em 6 mL de metanol foram gotejados na
solugdo de quitosana sob agitacdo. A reacao foi mantida sob atmosfera de N2 e
agitacado por 18 h a temperatura ambiente. A mistura reacional foi dialisada contra
NaOH 0,05 mol L' por 1 dia e contra agua deionizada por 3 dias. O produto foi
isolado por liofilizagdo. Todo o procedimento sera feito na auséncia de luz.

3.7.2 Microscopia confocal a laser

As imagens foram obtidas no Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural do
Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos
(LCE/DEMa — UFSCar) em um Microscépio Confocal a Laser de Medigdo em 3D,
modelo LEXT - OLS4100 - Olympus. A intensidade do laser bem como o aumento
utilizado variam de acordo com a amostra de modo a otimizar a captagdo da imagem

desejada.

3.8 ESTUDO COM MODELOS DE MEMBRANAS

3.8.1 Preparacao das vesiculas de PC

As vesiculas foram preparadas com base no procedimento descrito por
Pinnaduwage & Bruce (1996). Para preparacdo de 4 mL de uma solugdo com
concentragdo de 1 mmol L' de vesiculas, 0,0077 g do lipideo foram transferidos
para um tubo de fundo redondo, dispersos em 1 mL de cloroférmio e agitados até
completa solubilizagdo. O solvente foi, entdo, evaporado utilizando-se N2 gasoso de
modo a formar um filme fino no fundo do frasco. O tubo foi levado ao dessecador
sob vacuo por 3 h para a completa evaporacdo do solvente e, posteriormente,
adicionou-se 4 mL de solugdo tamponante acido acético/acetato de sédio 20 mmol L-
', contendo 150 mmol L' de NaCl, pH 5,5. A solugéo foi agitada com o auxilio de um
vortex e para homogeneizar o tamanho das vesiculas, foi posteriomente extrusada
em extrusor Avanti’s Mini-Extruder for LUV Preparation utilizando-se membranas de

400 nm (6 extrusdes lentas) e 100 nm (11 extrusdes lentas).
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3.8.2 Medidas de espalhamento de luz dinamico e potencial zeta

Os experimentos de espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial zeta
foram realizados em um equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido) no Laboratoério de Estudo em Peptideos do Departamento de Quimica e
Ciéncias Ambientais do IBILCE/UNESP. Os experimentos foram realizados a 25 °C
em solugéo tamponante acido acético/acetato de soédio 20 mmol L', contendo 150
mmol L" de NaCl, pH 5,5 e a concentragdo dos polimeros foi variada de 0,1a 1,0 g
L.

3.8.3 Experimento de vazamento de vesiculas por fluorimetria

Os experimentos de vazamento de vesiculas foram realizados utilizando-
se o marcador fluorescente carboxifluoresceina e a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos no
fluorimetro Hitachi F4500 (Spectronic Inc., Rochester, NY) no Laboratério de
Fotoquimica do Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais do IBILCE/UNESP.
A supressao da fluorescéncia da carboxifluoresceina e sua liberacdo foram usados
como marcadores do processo de permeabilizacdo de vesiculas. Os espectros de
emissdao de fluorescéncia ao longo do tempo foram obtidos em 520 nm, com
abertura de fenda de 2,5 nm, durante intervalos de 15 minutos. A amostra foi
excitada em 490 nm, com abertura de fenda de 2,5 nm e tensdo na
fotomultiplicadora de 700 V. Em intervalos regulares, a porcentagem de

carboxifluoresceina (CF) liberada é calculado como:

F-F
% vazamento = [—OJxIOO (2)
0

100

de modo que F é a intensidade de fluorescéncia medida (em unidades
arbitrarias), Fo corresponde a intensidade de fluorescéncia das vesiculas intactas e
F100 € a intensidade de fluorescéncia apds liberagao total do conteudo das vesiculas

provocada pela adigdo do detergente Triton X-100 a 1%.
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3.8.3.1 Preparagédo das vesiculas contendo carboxifluoresceina

O filme de fosfolipideos foi preparado conforme descrito no item 3.7.1. A
suspensao de vesiculas foi obtida pela hidratagao do filme com 2,0 mL de solucéo
tamponante Tris/HCI 10 mmol L', 1 mmol L' de Na2EDTA, pH 7,5 contendo 0,025
mol L' do corante fluorescente carboxifluoresceina. A carboxifluoresceina foi
utiizada em alta concentragcdo, uma vez que nestas condi¢cdes, ocorre a auto
supressao do marcador. Em seguida, a suspensao foi igualmente agitada em vortex
por 2 min e 30 s e, entdo, submetida a extrusado (equipamento Avanti Mini-Extruder),
utilizando membranas de 0,4 uym (6 extrusdes lentas) e 0,1 ym (11 extrusdes lentas).
Apods descanso de uma hora, foi realizada filtracdo em gel da suspensao em coluna
Sephadex G 25 M, PD-10. Esta coluna foi previamente equilibrada com solucéo
tamponante Tris/HCI 10 mmol L', 0,15 mmol L' NaCl, 1 mmol L-' Na2EDTA, pH 7,5
e as vesiculas foram eluidas com a mesma solugdo. A suspensdo de aspecto
levemente turbido e de cor alaranjado, sem brilho fluorescente, foi mantida sob

refrigeracao e usada dentro de um periodo de 72 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 PREPARACAO DOS DERIVADOS DE QUITOSANA

A sintese dos derivados anfifilicos de quitosana foi realizada em trés
etapas, como €& apresentado na figura 10. Na primeira etapa, realizou-se a
desacetilagao da quitosana com o intuito de aumentar satisfatoriamente o numero de
grupos amina livres na estrutura da quitosana comercial. Em seguida, foi realizada a
alquilagdo da quitosana desacetilada pela insercdo de uma porgéo fixa de grupos
dodecila (4%) na cadeia polimérica com posterior redu¢do da base de Schiff
empregando-se borocianohidreto de sédio. Na terceira etapa, foram inseridas

proporgdes crescentes do grupo quaternario pentiltrimetilaménio.
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Figura 10 — Esquema de sintese dos derivados de quitosana contendo grupos
dodecila e pentiltrimetilaménio.

CH3 CHa

NaOH 23,5 mollL | (1)

NaCNBH, i

(3)
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4.2 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR POR
CROMATOGRAFIA DE PERMEAGAO EM GEL (GPC)

Conforme descrito no item 3.5. da parte experimental, as quitosanas
comercial e desacetilada tiveram sua massa molecular estimada por GPC, tendo
como padrao pululanas de 805 a 6,2 kDa. Os valores de massa molecular obtidos
foram 338,46 kDa para a quitosana comercial e 137,12 kDa para a quitosana

desacetilada.

4.3 DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN DE 'H)

A caracterizacdo por RMN de 'H para a quitosana desacetilada é
mostrada na figura 11. O sinal localizado na regidao de 5,4 ppm corresponde ao
atomo de hidrogénio ligado ao carbono anomérico C1 enquanto que o sinal
localizado na regiao de 4,3 ppm corresponde aos hidrogénios ligados aos atomos de
carbono 3, 4, 5 e 6 da unidade de glicopiranose. O sinal centrado em 3,7 ppm
corresponde ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono 2 do anel e aquele centrado
em 2,6 ppm corresponde aos atomos de hidrogénio pertencentes aos grupos
acetamida. O grau de desacetilagédo foi determinado utilizando-se a equagéo 3 e os
valores de integracdo dos sinais localizados em 2,6 ppm e em 5,4 ppm (indicados

em lilas e azul, respectivamente).

GD,, =|1-| —3— ||x100 (3)

de modo que Imeta € a area integrada do sinal localizado em 2,6 ppm
correspondente aos hidrogénios dos grupos acetamida e |41 € a area integrada do
sinal localizado em 5,4 ppm, que corresponde aos hidrogénios ligados aos carbonos

anomeéricos. O resultado obtido para o grau de desacetilagao foi 97,3%.
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Figura 11 — Espectro de RMN de 'H para a quitosana desacetilada.
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4.4 DETERMINAGAO DO GRAU DE SUBSTITUICAO POR
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN DE 'H)

4.4.1 Derivados de quitosana contendo o grupo dodecila

Na figura 12 é apresentado o espectro de RMN de 'H para o derivado de
quitosana contendo grupos dodecila (QD4DD). Além dos sinais caracteristicos da
quitosana, é possivel observar em 1,3 ppm o sinal correspondente aos hidrogénios
do grupo metila presente na cadeia hidrocarbdnica do grupo dodecila. O sinal em 5,4
ppm corresponde aos hidrogénios ligados aos carbonos anomeéricos. A porcentagem
de grupos dodecila na cadeia da quitosana foi calculada comparando-se a
integracao do sinal correspondente aos hidrogénios metilicos do grupo dodecila (Ivet-
p) com o valor correspondente a integracdo do sinal dos hidrogénios ligados aos
carbonos anoméricos (IH1). A relagdo utilizada esta apresentada em (4).
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Figura 12 — Espectro de RMN de 'H para o derivado de quitosana contendo grupos
dodecila (QD4DD).
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O grau de substituicdo com grupos dodecila foi de 4,0%.
4.4.2 Derivados anfifilicos quaternarios de quitosana.

O espectro de RMN de 'H para o derivado de quitosana contendo 4,0%
de grupos dodecila e 12,7% de grupos pentiltrimetilaménio (QD4DD13PE) é

apresentado na figura 13.
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Figura 13 — Espectro de RMN de 'H para o derivado de quitosana contendo 4,0% de
grupos dodecila e 12,7% de grupos pentiltrimetilamonio (QD4DD13PE).
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Na figura 13, além dos sinais caracteristicos da quitosana, podem ser
observados os sinais correspondentes aos hidrogénios do grupo pentiltrimetilaménio
e o0 desdobramento do hidrogénio anomérico (5,24 e 5,36 ppm) devido a
substituicdo. Em 3,6 ppm aparece o sinal referente aos nove hidrogénios metilicos
do grupo trimetilaménio (indicado em rosa).

A porcentagem do grupo pentiltrimetilaménio na cadeia da quitosana foi

calculada comparando-se a integragdo do sinal dos hidrogénios metilicos do grupo
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trimetilamonio (Ivetr) com o valor correspondente as integragées dos hidrogénios

anoméricos (lu1). A relagao utilizada é apresentada em (5):

(]Met—P_lj
9
GS,p0 =| ~———2 %100 (5)

PE% —
IHI

O valor “1,0” é subtraido do valor da integracdo do sinal dos hidrogénios
metilicos do grupo trimetilaménio devido a superposi¢do do sinal do hidrogénio
ligado ao carbono 2. Para os derivados anfifilicos apresentados na figura 14, cujos
graus de substituicdo com grupos pentiltrimetilaménio sédo 4,8 e 46,3% (QD4DD5PE
e QD4DD46PE, respectivamente), ndo ha necessidade de subtrair esse valor, pois
0s sinais aparecem separados. A tabela 3 reune todos os dados de caracterizacéo

das quitosanas modificadas.
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Figura 14 — Espectro de RMN de 1H para os derivados de quitosana contendo 4%
de grupos dodecila e 4,8 e 46,3% de grupos pentiltrimetilamonio
(QD4DD5PE e QD4DD46PE, respectivamente).
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Tabela 3 — Caracterizacado das quitosanas modificadas.

Razao Molar®
Polimero GD’ GSoo” GSee’ Mw* Polidispersividade Dod/ Pentil /
(%) (%) (%) (kDa)
NH; NH;
QcC - - - 338,46 4.36 - -
QD 97,3 - - 137,12 3.46 - -
QD4DD 97,3 4,0 - 0,05 -
QD4DD5PE 97,3 4,0 4,8 0,05 1,85
QD4DD13PE | 97,3 4,0 12,7 0,05 0,67
QD4DD57PE | 97,3 4,0 46,3 0,05 3,76

'Grau de desacetilagdo. 2Grau de substituigdo com grupos dodecila. *Grau de substituicdo com
grupos pentiltrimetilaménio. “Massa molecular estimada por cromatografia de permeacgdo em gel.
5Raz&o molar utilizada na reagio.

4.5 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os ensaios microbiolégicos foram realizados com QD e os derivados
QD4DD, QD4DD5PE, QD4DD13PE e QD4DD46PE. Na tabela 4 estdo resumidos os
indices de inibicdo em porcentagem e seus respectivos desvios padréo referentes ao
7° dia de incubacdo obtidos para todos os derivados de quitosana testados in vitro

contra o fungo Aspergillus flavus.

Tabela 4 — indices de inibicdo em porcentagem com seus respectivos desvios
padrdo para as quitosanas comercial, desacetilada e os derivados

sintetizados.

Concentragao indice de Inibigdo do crescimento do fungo (%)
de polimero
(g L) QD QD4DD QD4DD5PE QD4DD13PE QD4DD46PE
0,1 0,86 +£3,69 2431+3,05 1566+2,14 17,36+3,13 7,68 + 8,96
0,5 1,77 £3,05 69,46+7,06 1993+3,09 26,37+6,27 12,50+4,53
1,0 14,81 + 3,59 100,00 2554 +261 34,18+222 20,83+2,38

Na figura 15, é apresentado um estudo comparativo dos indices de

inibicdo da quitosana desacetilada e dos derivados sintetizados.



53

Figura 15 — a) Ensaios tipicos dos experimentos de inibicdo de A. flavus na
presenca dos derivados de quitosana na concentragdo 1,0 g L', 7° dia de
experimento. b) indices de inibicdo do crescimento de A. flavus em

concentracdes crescentes dos derivados.
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Os resultados mostram que a modificacdo hidrofébica aumentou
consideravelmente a atividade antifungica da quitosana. Na concentragao de 1,0 g L~
', o derivado de quitosana dodecilado (CH4DD) inibiu completamente (100%) o

crescimento do Aspergillus flavus. A importancia do efeito hidrofébico na atividade
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antimicrobiana dos derivados de quitosana observada neste trabalho esta de acordo
com aquelas recentemente relatadas por De Oliveira Pedro et al. (2013), Viegas de
Souza et al. (2013), Runarsson et al. (2010) e Sajomsang et al. (2012). Segundo
Viegas de Souza et al. (2013) e Sajomsang et al. (2012), as maiores atividades de
quitosanas contendo grupos hidrofébicos foram atribuidas ao aumento das
interagdes hidrofobicas entre o polimero e a membrana da célula fungica. Entretanto,
a insergao de grupos quaternarios de aménio nestes derivados hidrofébicos diminui
a atividade observada na concentragdo de 1,0 g L-!, apresentando indice de inibigao
de aproximadamente de 40% para A. flavus.

Uma vez que os grupos quaternarios de amonio confirem solubilidade aos
derivados em uma ampla faixa de pH, pode-se postular que conferem também maior
hidrofilicidade as cadeias, diminuindo a interacdo destes com a membrana da célula
fungica. Deve-se ainda considerar que a inser¢gao de grupos quaternarios de amdnio
na cadeia polimérica pode dificultar o acesso do grupo dodecila ao interior da célula,
diminuindo uma possivel atividade intracelular do derivado.

Alguns trabalhos encontrados na literatura relatam que a presenca de
grupos quaternarios favorece a interagdo dos derivados com a parede celular.
Segundo Guo et al. (2007), que estudou derivados quaternizados contendo os
grupos fenil e 2-hidroxifenil contra o fungo Boftrytis cinérea na concentragdo de 1000
ppm, os derivados apresentaram indices de inibicdo de 81,2% e 58,6%,
respectivamente, enquanto que a quitosana desacetilada (GD = 97%) apresentou
indice de inibicdo de 47%. Entretanto, em trabalho recente desenvolvido em nosso
grupo, De Oliveira Pedro et al. (2013) mostrou que o aumento da eficiéncia devido a
presenga de grupos propiltrimetilaménio e pentiltrimetilaménio sao limitados, de
modo que o derivado contendo 40% de grupos propiltrimetilamonio apresentou
indice de inibicdo de cerca de 16% para a concentragdo de 1,0 g L', enquanto que
os indices de inibicdo para as quitosanas comercial e desacetilada, na mesma
concentragao, foram 5 e 7%, respectivamente.

A atividade da quitosana tem sido explicada como sendo baseada na
interacdo eletrostatica entre os grupos amina carregados positivamente da estrutura
da quitosana e a superficie da parede celular do microrganismo alvo carregada
negativamente, o que pode ocasionar a ruptura da parede celular e, por

conseguinte, a morte da célula (GUO et al., 2007). Além disso, para a quitosana
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desacetilada e derivados com baixos graus de substituicdo, a interagdo do polimero
com a superficie celular pode levar a formagcdo de uma camada impermeavel em
torno da célula, bloqueando, assim, o transporte dos solutos essenciais para a célula
(EATON et al., 2008).

Em relagdo a presenca de grupos hidrofébicos, Viegas de Souza et al.
(2013) estudaram a capacidade antifungica de derivados de quitosana modificados
somente com grupos propiltrimetilamonio e derivados modificados com grupos
propiltrimetilaménio e grupos dodecila contra os fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus. Contra o fungo A. flavus, o maior indice de inibigdo obtido
para o derivado quaternario ocorreu na concentragdo de 1,0 g L' (cerca de 18%),
enquanto que para o derivado quaternario contendo 10% de grupos dodecila, na
concentragdo de 0,5 g L' ocorreu inibicdo de 100% do crescimento do fungo
(VIEGAS DE SOUZA et al., 2013). Resultado semelhante foi obtido por Dos Santos
Gabriel (2013) para derivados de quitosana contendo somente grupos dodecila. Na
concentragdo de 1,0 g L', derivados de quitosana contendo 3% de grupos dodecila
apresentaram cerca de 43% de inibicdo contra o fungo Aspergillus flavus (DOS
SANTOS GABRIEL, 2013).

Embora o mecanismo de acdo destes derivados nao tenha sido
completamente elucidado, a capacidade antifungica aumentada dos derivados de
quitosana contendo grupos hidrofobicos pode ser atribuida a forte ligagdo das
cadeias de dodecila as paredes celulares fungicas, sendo estas interagdes
hidrofébicas mais intensas e as maiores responsaveis pela inibicdo do crescimento
do micro-organismo. Portanto, a presenca de grupos dodecila tem um importante
papel na atividade antifungica destes derivados e os indices de inibigado dependem
do equilibrio hidrofilico/hidrofobico e deve ser ajustado para se maximizar as

atividades antifungicas.

4.6 MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER

A microscopia confocal a laser foi utilizada para avaliar possiveis danos
causados pelos derivados de quitosana a célula do micro-organismo. As imagens
obtidas para o fungo A. flavus na auséncia de quitosana (figura 16-a) mostram que

as hifas fungicas apresentam-se intactas. Por outro lado, na presengca de QD4DD,
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nota-se que as hifas apresentam-se retorcidas e danificadas, tanto na concentracéo
0,1 g L' de polimero (figura 16-b), quanto na concentragéo de 1,0 g L™ (figura 16-c).
Portanto, as imagens indicam que a presenga dos grupos hidrofébicos favorece a
interacdo com a parede celular dos fungos, e podem afetar a morfologia das hifas,
inibindo o crescimento dos mesmos (VIEGAS DE SOUZA et al., 2013, JAGADISH et
al., 2012).

Figura 16 — Imagens microscopicas de laminas contendo o fungo e quitosanas
marcadas com rodamina: (a) A. flavus na auséncia de quitosana
(controle); (b) A. flavus na presenga de QD4DD 0,1 g L*; (c) A. flavus na
presenca de QD4DD 1,0 g L.
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Estudos anteriores propdem que a adsorcdo de quitosana pode inibir o
crescimento e desenvolvimento das hifas (GOY, BRITTO & ASSIS, 2009) e que o
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mecanismo antifungico envolve altera¢gées na morfogénese da parede celular com
moléculas de quitosana interferindo diretamente com o crescimento de fungos (EL
GHAOUTH et al., 1992). Ideias complementares foram descritas por Eweis, Elkholy
& Elsabee (2006), que com base em analises microscopicas, relataram que para o
caso de oligbmeros de quitosana, pode ocorrer a difusdo para o interior das hifas,
interferindo na atividade de enzimas responsaveis pelo crescimento do fungo.

A figura 17 mostra uma imagem de microscopia obtida de uma lamina
contendo o fungo A. flavus na presenga do derivado QD4DD marcado com a sonda
fluorescente rodamina, concentragdo 1,0 g L-'. Essa imagem mostra claramente a
adesao na parede da hifa e alguns pontos luminosos que indicam que a quitosana
pode atravessar a parede celular e desencadear um mecanismo de inibicdo

intracelular.

Figura 17 — Microscopia confocal a laser do fungo A. flavus incubado na presenga

do derivado QD4DD, concentragéo 1,0 g L.

Além da adesao a parede celular, o modo de agao para inibir o
desenvolvimento do fungo pode variar com a massa molecular e também com o tipo

micro-organismo alvo, de modo que varios mecanismos podem ser postulados.
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Evidéncias para isso foram observadas em imagens de microscopia confocal a laser
no estudo da interacdo de quitosana de diferentes massas moleculares com Fulvia
fulva (LI et al., 2010). Para os polimeros de alta massa molecular (1320 kDa), as
microscopias mostraram que a quitosana interage somente com a superficie da hifa,
nao sendo observado fluorescéncia em seu interior. Entretanto, para quitosanas com
massas moleculares menores que 500 kDa, as microscopias mostraram que o
polimero €& capaz de permear para o interior das hifas, postulando-se que o
mecanismo de inibicdo pode envolver a inibicdo da transcricdo do RNA (LI et al,,
2010; HADWIGER, FRISTENSKY & RIGGLEMAN, 1984).

Nesse sentido, nossos resultados, embora preliminares, apontam para um
mecanismo de inibicdo que envolve principalmente o bloqueio ou disfuncdo no

transporte através da parede celular.

4.7 ESTUDO COM MODELOS DE MEMBRANAS

4.71 Determinagcdo do diametro médio das vesiculas por

espalhamento de luz dindmico (DLS)

O estudo utilizando espalhamento de luz dindmico foi realizado tendo
como objetivo investigar os possiveis efeitos provocados na estrutura das vesiculas
com a adigdo gradual dos derivados de quitosana sintetizados. Os experimentos
foram realizados utilizando vesiculas zwiteridbnicas de fosfatidilcolina (PC) e
vesiculas com carga superficial negativa de fosfatidilcolina e de fosfatidilglicerol
(PC:PG 80:20). A tabela 5 e a figura 18 apresentam os resultados obtidos para as
medidas do didmetro médio das vesiculas de PC com a adicdo de quantidades
crescentes dos derivados QD4DD, QD4DD5PE, QD4DD13PE e QD4DD46PE
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Tabela 5 — Medidas do didmetro médio das vesiculas de PC na presenca dos
derivados de quitosana (QD4DD, QD4DD5PE, QD4DD13PE e
QD4DD46PE) em concentragdes de 0,1 a 1,0 gL (pH 5,5).

Concentragéo Diametro médio das vesiculas de PC (nm)
do polimero
(gL QD4DD QD4DD5PE QD4DD13PE QD4DD46PE
0,00 177,27 +2,49  183,43+1,69  183,43+1,69 183,43 + 1,69
0,10 581,70+ 4,09 643,80+ 20,04 598,17 + 6,57 288,23 + 6,15
0,25 490417 + 13,09 389,87 £+ 13,64 519,87 +£24,14 339,33 + 4,63
0,50 660,10 £ 22,30 401,13 + 4,58 512,20 £ 1,55 364,13 £ 6,53
0,75 549,63+ 11,45 413,73+£9,80 531,03+28,16 393,33 + 6,91
1,00 928,90 + 34,66 413,53 +12,57 551,33+30,20 412,63+7,70

Figura 18 — Efeito da adigcdo dos derivados anfifilicos de quitosana QD4DD,
QD4DD5PE, QD4DD13PE e QD4DD46PE no diametro médio das

vesiculas de PC em diferentes concentragdes (pH 5,5).
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Os resultados mostraram que os didmetros meédios das vesiculas
aumentam com a adigdo dos derivados e tendem a atingir um patamar para

concentragdes acima de 0,5 g L. Devido a natureza zwiteridnica do lipideo, a
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interacdo pode envolver tanto interagdes eletrostaticas quanto hidrofobicas. Nesse
sentido, a intercalagédo de grupos dodecila na bicamada lipidica, bem como a adesédo
das cadeias na superficie, podem contribuir para o comportamento observado. Em
geral, os maiores aumentos foram observados para QD4DD, o que pode ser devido
a sua maior hidrofobicidade. Resultados similares foram recentemente observados
por Tan et al. (2013), que investigaram as alteragbes dinamicas e estruturais da
membrana lipossomal resultantes da interacdo com quitosana. Os resultados
mostraram que as cadeias adsorvem na superficie da membrana por meio da
atracdo eletrostatica, levando inicialmente a um aumento de tamanho com posterior
estabilidade das vesiculas. Além disso, as interacbes das cadeias podem ser
reforcadas pela incorporagdo de suas porgdes hidrofébicas (TAN et al., 2013).
Portanto pode-se postular que os aumentos observados se devem provavelmente a
agregacéao das vesiculas. A adsorgao inicial diminui a hidratagdo da superficie das
vesiculas tornando-as mais hidrofobicas, o que pode favorecer o processo de
agregacao.

Nos estudos envolvendo vesiculas com carga superficial negativa, além
do efeito hidrofobico, a interacdo eletrostatica torna-se mais proeminente e os

didmetros aumentam mais abruptamente.

Tabela 6 — Medidas do diametro médio das vesiculas de PC:PG (80:20) na presenca

dos derivados de quitosana sintetizados em concentragdes de 0,1 a 1,0 g

L' (pH 5.5).
Concentragao Diametro médio das vesiculas de PC:PG (nm)
do polimero
(gL QD4DD QD4DD5PE QD4DD13PE QD4DD46PE
0,00 146,93 + 0,40 146,93 + 0,40 144,70 £ 0,89 144,70 £ 0,89
0,10 621,63 £ 15,73 943,13 £71,08 3049,33 £ 121,39 598,67 + 27,27
0,25 682,53 +8,44 1274,00 + 100,18 1951,33 +21,13 468,03 £ 18,35
0,50 769,27 £ 15,31 1381,00 + 36,29 1125,33 + 33,17 393,03+7,24
0,75 864,17 £ 20,45 1197,33 £ 63,81 1099,33 + 35,50 448,67 £ 9,65
1,00 881,13 +£29,52 1182,00 + 33,42 1098,33 + 39,46 458,20 + 4,31
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Figura 19 — Efeito da adicdo de diferentes concentragbes dos derivados anfifilicos
de quitosana no didmetro meédio de vesiculas com carga superficial
negativa PC:PG (pH 5,5).
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Portanto, o comportamento observado para as vesiculas PC:PG é similar
aquele observado para vesiculas de PC, entretanto, para PC:PG, o aumento no
diametro médio das vesiculas ocorre mais abruptamente em 0,1 g L". A diferenca
mais proeminente entre os dois tipos de vesiculas € observada para os derivados
QD4DD5PE e QD4DD46PE, que induziram aumentos expressivos no diametro
médio das vesiculas na concentragdo de 0,1 g L' e superiores aqueles induzidos
por QD4DD. Portanto, nota-se das tabelas 5 e 6, que para todos os polimeros em
suas respectivas concentragcdes, os maiores didmetros médios foram observados
para as vesiculas PC:PG, evidenciando a importancia das interagdes eletrostaticas.
Considerando-se a natureza anfifilica dos derivados, € também provavel que a
interagdo com as vesiculas sejam concorrentes com a auto-associacdo dos
derivados, que podem estar associados na forma de agregados inter e\ou
intramoleculares.

Com base nesses resultados pode-se afirmar que a forgca de interagao

derivados-vesiculas depende diretamente do balango hidrofébico/hidrofilico e da
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conformacdo das cadeias, que podem favorecem as interagdes hidrofébicas e
eletrostaticas culminando na adsorgéo do polimero na superficie da vesicula.

4.7.2 Medidas de potencial zeta

Os valores de potencial zeta (§) foram determinados com o intuito de
complementar as observacdes feitas nos experimentos de DLS em relagcdo a
ocorréncia de interagdes eletrostaticas entre os derivados de quitosana e as
vesiculas de PC e PC:PG. A tabela 7 e a figura 20 mostram os resultados obtidos
para os valores de potencial zeta das vesiculas de PC na presenca dos polimeros

A figura 20 mostra que todos os derivados provocam um aumento
consideravel no potencial zeta das vesiculas, passando de valores préximo de zero
para valores superiores a +20 mV. O derivado QD4DD é o que apresenta maior
valor de zeta na presenca de vesiculas de PC (em torno de +24 mV na concentragao
de 1,0 g L"). Este resultado corrobora com aquele obtido no experimento de DLS, o
qual provoca o maior aumento no didmetro das vesiculas de PC.

Resultados semelhantes s&o observados para o experimento de
potencial zeta realizado com vesiculas aniénicas PC:PG. Os resultados obtidos sao
apresentados na tabela 8 e na figura 21. Devido a carga superficial negativa, antes
da adicao dos derivados de quitosana, os potenciais zeta apresentam-se proximos
de -21 mV. Na primeira adigdo de polimero, as cargas negativas favorecem a
interacao e sao neutralizadas, passando para valores de aproximadamente +25 mV.
A partir desta concentragédo (0,1 g L' de polimero), o potencial zeta mostra pouca
variagao, mantendo-se sempre proximo a +20 mV. Os valores de potencial zeta
muito préximos indicam que a interagao € muito forte e independe das modificacbes

estruturais nos derivados.
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Tabela 7 — Medidas de potencial zeta das vesiculas de PC na presenca dos

derivados de quitosana (pH 5,5).

Concentragao Potencial zeta (mV) — Vesiculas PC
do polimero

(g L) QD4DD QD4DD5PE  QD4DD13PE  QD4DD46PE
0,00 -064+0,09 020+034  0,20+0,34 0,20 + 0,34
0,10 2493+0,90 2280+1,11 2417+174 26,40+ 0,82
0,25 2520+1,21 2427+042 2353+085 2623 +1,63
0,50 2487+0,67 2187+087 21,90+101 2560053
0,75 2397+145 20,77+0,83 1947+040 2500+ 1,51
1,00 2383+025 1953+0,40 16,53+0,98 2323 +121

Figura 20 - Efeito da adigdo dos derivados anfifilicos de quitosana no potencial zeta
das vesiculas de PC (pH 5,5).
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derivados de quitosana sintetizados (pH 5,5).

Concentragao Potencial zeta (mV) — Vesiculas PC:PG
do polimero
(g L™ QD4DD QD4DD5PE ~ QD4DD13PE  QD4DD46PE
0,00 -2060+0,70  2060+0,70 -21,77+2,02 -21,77 +2,02
0,10 2233+0,55 2527+081 2520+079  26,83+0,91
0,25 24,70+£0,36  2537+0,32 2413+076 28,80+ 1,05
0,50 24,73+0,58  2377+0,74 2323+1,116  27,70+0,75
0,75 2490+0,79  2337+049 2057+200 2653+0,15
1,00 2413+0,83  2167+081 18,03+042 24,37 +1,06
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Tabela 8 — Medidas de potencial zeta das vesiculas de PC:PG apés a adicdo dos

Figura 21 — Efeito da adigdo de derivados anfifilicos de quitosana no potencial zeta
das vesiculas anidnicas de PC:PG (pH 5,5).
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4.7.2 Experimento de vazamento de vesiculas por fluorimetria

O vazamento do marcador fluorescente carboxifluoresceina induzido pela
interagdo polimero-vesicula foi monitorado pela emissdo de fluorescéncia e as

porcentagens de vazamento foram calculadas segundo a equagao 2 da parte
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experimental. Uma vez que os derivados QD4DD e QD4DDSPE nao séao
completamente soluveis nas condicbes do experimento (pH 7,5), foram testados
somente os derivados QD4DD13PE e QD4DD46PE. Os graficos de porcentagem de
vazamento versus concentragao de polimero construidos apdés a realizagdo dos
experimentos sdo apresentados nas figuras 22 e 23.

Figura 22 — Porcentagem de vazamento de fluoresceina induzida pelo polimero
QD4DD13PE (pH 7,5).
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Figura 23 — Porcentagem de vazamento de fluoresceina induzida pelo polimero
QD4DD46PE (pH 7,5).
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De forma geral, os dois derivados testados n&o provocaram o vazamento
do marcador fluorescente presente no interior das vesiculas de PC, de modo que a
porcentagem de vazamento mostrou-se sempre préxima de zero para todas as
concentragdes. Esse fato sugere que as mudancgas ocorridas tanto nos experimentos
de DLS quanto nos experimentos de potencial zeta se devem a interacdo do
polimero com a superficie das vesiculas e ndo propriamente a desestruturacdo das
mesmas. A interacdo entre a quitosana e seus derivados e as vesiculas de
fosfolipideos tem sido amplamente estudada na literatura e varios mecanismos
foram propostos. O primeiro mecanismo, proposto por Quemeneur, Rinaudo &
Pépin-Donat (2008), demonstra que a interagdo entre a quitosana e os lipossomos
resulta principalmente na adsor¢cdo do polimero na superficie da bicamada lipidica.
Estes resultados propdem que a alquilagdo da quitosana nao modifica o grau de
cobertura dos lipossomos quando comparado ao polimero ndao modificado e que as
por¢cdes hidrofobicas adicionadas a quitosana ndo interagem com a membrana
lipidica, ndo contribuindo para a solubilizagdo da mesma (QUEMENEUR, RINAUDO
& PEPIN-DONAT, 2008).
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O segundo mecanismo, proposto por Mertins & Dimova (2013), envolve a
formagdo de poros na bicamada lipidica, levando a ruptura das vesiculas. Essas
observagbdes foram realizadas em experimentos utilizando vesiculas carregadas
negativamente. Em principio, esse mecanismo pode ser descartado para as
vesiculas zwiteribnicas, uma vez que a porcentagem de vazamento do marcador
fluorescente foi desprezivel. Entretanto, experimentos utilizando vesiculas de PC:PG
poderao fornecer informacgdes sobre o efeito da densidade de cargas na interagao
entre e a quitosana e as vesiculas carregadas negativamente e a possivel ruptura
das mesmas. Ainda de acordo com o trabalho de Mertins & Dimova (2013), esta
caracteristica demonstra o potencial da quitosana em afetar a permeabilidade,
promover a desestruturacdo, formacdo poros e ocasionar o rompimento de
membranas carregadas negativamente.

Neste sentido, e considerando-se a carga superficial negativa das
membranas celulares dos fungos estudados, pode-se postular que o mecanismo de
agao da quitosana contra os fungos é favorecido pela interagdo hidrofébica e podem
envolver tanto a adsorcdo na parede celular, bem como a desestruturagcao da
membrana celular do fungo. A importancia da modificagdo hidrofébica fica clara
quando compara-se a atividade antimicrobiana da quitosana desacetilada (QD) e
dos derivados de quitosana modificados com grupos dodecila, que apresentam

eficiéncia muito superior (Figura 15).
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir:

e Os procedimentos de sintese utilizados para obtencdo dos derivados
anfifilicos de quitosana séo viaveis e fornecem produtos com graus de substituicao
consideraveis. Entretanto, ha degradagédo da cadeia polimérica durante o tempo de
reacao;

¢ Na sintese para a inser¢gao de grupos pentiltrimetilamdnio, a presencga
de grupos dodecila na cadeia polimérica dificulta a insergdo do segundo substituinte
de modo que a sintese apresenta baixos rendimentos;

e Os graus de desacetilagédo e substituicdo podem ser determinados com
boa precisdo utilizando-se a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H);

e Os ensaios microbiolégicos mostraram que os derivados modificados
com grupos dodecila e pentiltrimetilambénio sdo mais eficientes em inibir o
crescimento do fungo Aspergillus flavus quando comparado a quitosana
desacetilada;

¢ Os resultados obtidos nos experimentos com vesiculas fosfolipidicas
correlacionam-se com aqueles obtidos nos ensaios microbiolégicos, evidenciando
que a presenca de grupos dodecila na cadeia da quitosana aumenta a interagao
com as vesiculas, resultando em um aumento no diametro e no potencial zeta das
mesmas. As interacdes sao mais fortes com as vesiculas PC:PG e podem resultar
na desestruturacdo da bicamada e formagao de poros.

Portanto, em principio, pode-se postular que o mecanismo de agido da
quitosana contra os fungos é favorecido pela interagdo hidrofobica entre os
derivados de quitosana e os lipideos de membrana e podem envolver tanto a
adsorcao na parede celular, bem como a desestruturacdo da membrana celular do

fungo.
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6 DESTINAGAO DOS RESIDUOS GERADOS NO
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Todos os residuos gerados durante o desenvolvimento do projeto foram
devidamente tratados antes de serem descartados. Os residuos cujo tratamento ndo
pode ser realizado foram corretamente armazenados, identificados e encaminhados
ao entreposto de residuos do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas —
IBILCE/UNESP. A seguir estdo descritos os procedimentos dos tratamentos para os

residuos mais problematicos obtidos:

e Todos os residuos gerados durante os ensaios microbiologicos foram
autoclavados a 121 °C por 20 minutos antes de serem descartados.

e As aguas de lavagem da quitosana apos o processo de desacetilagdo
da quitosana comercial, de elevado pH, tiveram seu pH ajustado para
aproximadamente 7,0 com a utilizagdo de descartes de HCI antes de serem
descartadas na rede publica de esgoto;

e As duas primeiras trocas de agua da diadlise dos derivados de
quitosana modificados com grupos dodecila foram tratadas por conterem ions
cianeto devido a utilizagado de cianoborohidreto de sédio como agente redutor. Estes
residuos foram tratados com excesso de hipoclorito de sddio (50% em mols) em pH
basico permanecendo sob agitagdo constante por 12 horas. Em seguida, o pH da
solugédo foi ajustado para proximo de 8 utilizando-se solugédo de HCI ndo muito
concentrada e, entdo, descartada na rede publica de esgoto. As reagbes de
degradagdo do ion cianeto utilizando-se hipoclorito sdo apresentadas a seguir
(PEDRO, 2010):

1) Oxidagao do cianeto a cianato em faixas de pH acima de 11:
CN-+ OCIF—» CNO + CI

2) Oxidacdo do cianeto a gas carbbnico e gas nitrogénio (N2), com
valores de pH proximos de 8.
CNO" + CIO™ + H20 — TCO2 + TNz + CI- + OH-
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