Aﬁjf

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA-GV
PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUACAO
EM BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

KATIA MARIA DE OLIVEIRA ALMEIDA

CARACTERIZACAO REOLOGICA E COLOIDAL DE
XANTANA BIOSSINTETIZADA A PARTIR DE GLICOSE E
USO COMO SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DE

DOXICICLINA

GOVERNADOR VALADARES
2018



KATIA MARIA DE OLIVEIRA ALMEIDA

CARACTERIZACAO REOLOGICA E COLOIDAL DE
XANTANA BIOSSINTETIZADA A PARTIR DE GLICOSE E
USO COMO SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DE

DOXICICLINA

Dissertacdo apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pds-Graduacdo em
Bioquimica e Biologia Molecular, da
Universidade Federal de Juiz de Fora —
Campus Governador Valadares, como
requisito parcial a obtencdo do grau de
Mestre em Bioquimica e Biologia
Molecular. Area de concentragio:
Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Angelo Marcio Leite Denadai
Co-orientador: Prof. Dr. lvarne Luis dos Santos Tersariol

GOVERNADOR VALADARES
2018



Ficha catalogréfica elaborada através do programa de geragéo
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Almeida, Katia Maria de Oliveira .

Caracterizacao reoldgica e coloidal de xantana biossintetizada a
partir de glicose e uso como sistema de liberagao controlada de
doxiciclina / Katia Maria de Oliveira Almeida. -- 2018.

100 f. :il.

Orientador: Angelo Marcio Leite Denadai

Coorientador: lvarne Luis dos Santos Tersariol

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Juiz de Fora, Campus Avancado de Governador Valadares, Instituto
de Ciéncias da Vida - ICV. Programa de Pds-Graduagéo em
Bioquimica e Biologia Molecular, 2018.

1. Xantana. 2. Reologia. 3. Doxiciclina. 4. Biopolimero. 5. Sistema
de liberagao controlada de farmaco. |. Denadai, Angelo Marcio Leite,
orient. Il. Tersariol, lvarne Luis dos Santos, coorient. Ill. Titulo.




Katia Maria de Oliveira Almeida

Caracterizacéo reoldgica e coloidal de xantanas biossintetizadas a partir

de glicose e uso como sistema de liberacao controlada de doxiciclina

Dissertagéao apresentada ao
Programa de P6s-Graduacgao
Multicéntrico em Bioquimica e
Biologia Molecular, da Universidade
Federal de Juiz de Fora - Campus
Governador Valadares, como
requisito parcial a obtengdo do grau
de Mestre em Bioquimica e Biologia
Molecular. Area de concentracao:
Biotecnologia.

Aprovada em 5 de abril de 2018.

BANCA E INADORA

e 7

Dr. An arcio Lelte Den ai /Orlentador
tz de Fora - Campus GV

Universidade Federal de

artins Costa Santos
Universidadle Federal do Espirito Santo

W2, i,

Dr. Wesley Willian Gongalves Nascimento

Universidade Federal de Juiz de Fora - Campus GV



A Deus, meu sustento e meu tudo.

A meu esposo Sérgio, pelo companheirismo.

A meus filhos Sérgio Henrique e Ingryd, heranca
do Senhor que tornam minha vida mais feliz.

A meus pais, Jaime e Deusa, a quem tanto amo.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus por me fortalecer, sustentar e amparar em todas as
situacdes, chamando a existéncia as coisas que ndo existem como se ja existissem.

Ao meu orientador Prof. Dr Angelo Marcio Leite Denadai, por me desafiar a
buscar e desenvolver conhecimentos e habilidades, me proporcionando a
oportunidade de crescer, através da autonomia e confianca dispensadas. Obrigada
pela dedicacéo e paciéncia ao compartilhar seu enorme conhecimento cientifico.

Aos meus familiares pelo apoio. A meu esposo Sérgio, pelo incentivo durante
toda jornada. Por ter assumido atividades concernentes ao lar, filhos, entre outras,
suprindo, assim, minha auséncia. Aos meus filhos Ingryd e Sérgio Henrique, pela
compreensao ao se privarem, algumas vezes, da minha companhia. Aos meus pais e
irmaos que hoje se alegram juntamente comigo ao alcancar esta conquista, ainda que
distantes.

A Prof.2 Gabriella Freitas Ferreira, por sua colaboracdo primordial, mostrando-se
sempre acessivel, oferecendo prontamente o0s esclarecimentos necesséarios ao
desenvolvimento dos trabalhos.

Ao Prof. Dr Jeferson Gomes da Silva, por sua memoravel colaboracédo durante
a realizacdo de experimentos e em outras ocasides nas quais sempre demonstrou
presteza, paciéncia e dedicacéo.

Aos Professores Drs. Humberto Moreira Hungaro (UFJF), Mirian Pereira Rodarte
(UFJF), Priscila Lima Sequetto (UFJF-GV) e a pesquisadora Louise Cristine Candido

da Silva (UFJF), pela fundamental colaboracdo prestada quanto a producdo das
xantanas, entre outras coisas.

Aos demais professores que, de alguma forma, contribuiram durante todo o
processo, inclusive na ministracédo das disciplinas, ao repartirem seus conhecimentos.
Em especial a Prof.2 Dra. Michelle Bueno de Moura Pereira Antunes, por sua simpatia
e paciéncia, com a qual tive o prazer de conviver um pouco mais, ao cursar a disciplina
Atividades Didaticas.

A Universidade Federal de Juiz de Fora — campus Governador Valadares e ao
Programa Multicéntrico de Bioquimica e Biologia Molecular, na pessoa da Prof.2 Dr.2
Cibele Velloso Rodrigues, coordenadora, pela oportunidade, pelo incentivo e por
confiar em mim.

Agradeco a banca examinadora por ter aceitado o convite.

As agéncias financiadoras FAPEMIG, CAPES, CNPq, FINEP e UFJF pelo apoio
financeiro.



A todos os TAEs e demais pessoas pelo auxilio prestado durante a execucao
dos trabalhos: minha amiga Mariany, pelo auxilio nos experimentos bioldgicos e por
ser alguém com quem pude sempre contar; Bolivar, Thaisa e Elaine, os quais
viabilizaram as leituras espectrofotométricas dos experimentos biolégicos; Juliano, por
ser tao solicito e paciente nos momentos de duvidas e a sua esposa, Joyce, secretaria
do PMB@gBM, por seu empenho e gentileza no atendimento prestado; Vanessa e Ana
Maria pelas informacdes prestadas quando precisei e a Thais pela presteza.

Aos alunos Alan Reis Oliveira, Mayra Lopes Fonseca e Guilherme Fernando da
Silva pela valiosa participacao e dedicacao para com este trabalho.

Aos meus colegas de turma Mariany, Jeniffer, Nilcemar, Kénia, Thaisa, Thiago
e, em especial Elaine, minha dupla em varios trabalhos e atividades, que muito me
incentivou. Obrigada a todos vocés, por compartilharem suas experiéncias,
demonstrando cumplicidade e companheirismo, 0 que tornou a caminhada mais leve
e prazerosa.

Ao0s meus amigos pessoais ldélcio e Catia, por fazerem parte do contexto no
qual este curso foi idealizado, me incentivando e impulsionando ao longo de todo o
processo, até que os ideais pudessem ser alcancados.



Para que todos vejam, e saibam, e considerem, e
juntamente entendam que a mao do Senhor fez

isto, e 0 Santo de Israel o criou.
Isaias 41:20


https://www.bibliaonline.com.br/acf/is/41/20+

RESUMO

Xantanas s&o polissacarideos ramificados, de alta massa molar (> 10° Da),
constituidos de glicose, manose e &cido glucurénico. Elas sdo obtidas pela
fermentacdo de Xanthomonas campestris, geralmente consideradas seguras e
aprovadas para uso em industrias alimenticias e farmacéuticas, como espessantes.
O presente trabalho teve como objetivo caracterizar, do ponto de vista estrutural,
coloidal e reoldgico; goma xantana biossintetizada a partir de glicose, visando avaliar
seu estado de agregacdo em solucdo aquosa. A xantana foi produzida em um meio
contendo 1,5% de glicose, 0,5% de K2HPO4, 0,2% de NH4Cl, 0,1% de NaCl, 0,01%
de MgSOa e 0,1% de extrato de levedura inoculado com Xanthomonas campestris pv.
manihotis e incubadas a 30 °C (72 h), em duplicata, obtendo-se as amostras XantG:
e XantGz. Visto que biopolimeros tém sido amplamente utilizados na industria
farmacéutica, sobretudo, na fabricacdo de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, este trabalho objetivou também a investigacdo do complexo formado
através da complexacdo da xantana com o antibiético catidnico doxiciclina. As
xantanas puras foram caracterizadas no estado solido por espectroscopia na regiao
do infravermelho (FTIR) e andlises térmicas (TGA e DTA). Em solucdo, foram
caracterizadas por medidas de condutividade elétrica, espalhamento de luz dinamico
(DLS), potencial zeta (ZP) e reologias estacionaria e dindmico-oscilatéria, todas a 25
°C. As interacdes entre doxiciclina e xantana foram investigadas utilizando-se os
mesmos métodos, além da calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) que foi utilizada
para medida dos parametros termodinamicos de complexacdo. A acdo antimicrobiana
do complexo Dox/Xant foi avaliada através de estudos biolégicos. Os espectros de
infravermelho e as andlises térmicas foram muito semelhantes para as duas amostras
de xantana pura (XantGi e XantGz), além de muito semelhantes aos encontrados para
outras xantanas da literatura, mostrando a reprodutibilidade dos processos de sintese
e purificacdo. Quando em solugdo aquosa, ambas mostraram estabilidade quimica
por pelo menos 23 dias, ja que a condutividade elétrica praticamente néo se alterou.
As medidas de diametro hidrodindmico, potencial zeta, condutividade elétrica e
reologia demonstraram que as xantanas comportam-se como polieletrolitos que
sofrem diferentes niveis de agregacao em solucéo, dependendo da concentracdo. A
solucéo de xantana a 2 g/L mostrou forte pseudoplasticidade decorrente da existéncia
dos emaranhados moleculares, o que justifica seu uso como espessante. Quanto ao
complexo doxiciclina/xantana, sua formacdo foi monitorada por titulacbes
calorimétrica, reolégica e por potencial zeta. Os dados de calorimetria isotérmica
mostraram que a xantana apresenta dois sitios distintos de interacdo com a
doxiciclina, sendo uma das etapas de complexa¢éo exotérmica e a outra endotérmica.
Os experimentos de titulagdo reoldgica mostraram forte reducdo da viscosidade
durante a titulacéo, sugerindo que a interacao doxiciclina/xantana gera um colapso na
estrutura dos polimeros, quebrando os emaranhados. Finalmente, a atividade
antimicrobiana dos complexos e dos precursores foi avaliada frente a Staphylococcus
aureus 323886023, por determinacdo da dose letal mediana e curva de morte. Os
resultados obtidos demonstraram que a formagéao dos complexos levou a um aumento
da atividade antimicrobiana, através da reducéo da dose letal mediana e do tempo de
inibicdo. Isto demonstra que a preparacdo de complexos de xantanas com a
doxiciclina pode ser uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma nova
formulacéo para liberacéo controlada desse farmaco.

Palavra-chave: xantana, reologia, doxiciclina.



ABSTRACT

Xanthans are branched polysaccharides of high molecular mass (> 10° Da), consisting
of glucose, mannose and glucuronic acid. They are usually obtained by the
fermentation of Xanthomonas campestris, which has been considered safe and
approved for use in the food and pharmaceutical industries, as thickeners. The present
work aimed to characterize xanthan gums biosynthesized from glucose from structural,
colloidal and rheological point of view, aiming to evaluate its state of aggregation in
agueous solution. They were produced in duplicate using a medium containing 1.5%
glucose, 0.5% K2HPO4, 0.2% NH4Cl, 0.1% NacCl, 0.01% MgSO4 and 0.1% yeast
extract inoculated with Xanthomonas campestris pv. manihotis and incubated at 30 °C
(72 h), in order to obtain the XantGi and XantG2 samples. Since biopolymers have
been widely used in the pharmaceutical industry, especially in the manufacture of
controlled drug delivery systems, this work also aimed to investigate the complex
formed through the complexation of xanthan and the cationic antibiotic doxycycline.
The pure xanthans had their chemical structures characterized in solid state by FTIR
and their thermal profile evaluated by TGA/DTA thermal analysis. Moreover,
measurements of electrical conductivity, hydrodynamic diameter (by DLS), Zeta
potential and stationary and oscillatory dynamic rheologies were used to investigate
their aggregations state at different concentrations. Further, the complexes
xanthan/doxycycline (Xant/Dox) were characterized in solid state by infrared
spectroscopy and thermal analysis (TGA and DTA), while the complexation process
was monitored by zeta potential, DLS, viscosimetric and isothermal calorimetry (ITC)
titrations. Stationary rheology studies at 25 °C where used to know the flow profile of
the so-produced suspensions after titration. Antimicrobial action of the complexes was
evaluated through biological studies. The infrared spectra and the thermal analyzes
were very similar for the two pure xanthan samples, showing the reproducibility of the
synthesis and purification processes, besides being very similar to those found for
other xanthanes in the literature. The electrical conductivity data as a function of time
showed chemical stability of the compounds for at least 23 days in aqueous solution.
The hydrodynamic diameter, zeta potential, electrical conductivity and rheology
measurements showed that xanthanes behave as polyelectrolytes that undergo
different levels of aggregation in solution depending on the concentration. The solution
of xanthan at 2 g / L showed strong pseudoplasticity due to the existence of molecular
entanglements, which justifies its use as a thickener. As for the doxycycline/xanthan
complex, its formation was monitored by calorimetric, rheological and zeta potential
titrations. The data of isothermal calorimetry showed that xanthan presents two distinct
sites of interaction with doxycycline, being one of the exothermic and the other
endothermic complexation stages. The rheological titration experiments showed
strong reduction of viscosity during titration, suggesting that the doxycycline/xanthan
interaction causes a collapse in the structure of the polymers, breaking the
entanglements. Finally, the antimicrobial activity of the complexes and precursors was
evaluated against Staphylococcus aureus 32388602 by lethal dose and death curve
assays. The results showed that the formation of the complexes led to an increase in
the antimicrobial activity, through the reduction of the lethal dose and the time of
inhibition. This demonstrates that the preparation of xanthan complexes with
doxycycline may be a promising alternative for the development of a novel formulation
for controlled release of that drug.

Keywords: xanthan, rheology, doxycycline.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos séo biopolimeros hidrofilicos de alta massa molecular, que por
sua vez, apresentam uma ampla gama de propriedades funcionais, com potencial de
aplicacdo em varios setores industriais. O termo hidrocoléide abrange todos os
polissacarideos que sao extraidos de plantas, algas e fontes microbianas
(DICKINSON, 2003; ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2005).

Dentre os biopolimeros de origem microbiana, as xantanas (Xants) sdo os que
tém atraido maior atencdo das industrias alimenticia, farmacéutica e petrolifera. Este
fato se deve a capacidade desses compostos formarem solucdes viscosas e géis
hidrossoluveis que I|hes conferem propriedades coloidais e reologicas muito
particulares (LUVIELMO e SCAMPARINI, 2009).

Os paises que se destacam como maiores produtores de Xants no mundo sao:
Estados Unidos (empresas Merck e Pfizer), Franca (empresas Rhone Poulenc e
Sanofi-Elf), Austria (empresa Jungbunzlauer) e China (empresa Saidy Chemical)
(GARCIA-OCHOA et al., 2000; MENEZES, 2012).

No Brasil, quase toda Xant utilizada é importada (PADILHA, 2003). Por outro
lado, o Brasil € um produtor de varios insumos, oriundos do setor sucroalcooleiro, tais
como: acucar (sacarose), extrato de levedura e alcool, que poderiam ser utilizados
como fontes de carbono na producdo de Xant. Isto torna a implantacdo de industrias
especializadas na sua producdo um recurso estratégico para atender a demanda
nacional e internacional.

Existem varios estudos visando otimizar a sintese desse biopolimero. Dentre os
mais diversos substratos estudados estdo os residuos agroindustriais, tais como: o
melaco de cana (BAE et al., 2004) e o soro do leite (KIOSSEOGLOU et al., 2003;
NITSCHKE et al., 2001). Portanto, a producdo de Xants representa, ainda, uma
alternativa para reduzir problemas relacionados as questdes ambientais, com o
aproveitamento de residuos industriais que seriam descartados no meio ambiente
(NERY et al., 2008). Apesar da busca por fontes alternativas de agucares, a glicose e
sacarose ainda séo os substratos mais utilizados para a produg¢ao comercial da goma
(ROSALAM e ENGLAND, 2006). Isso pode ser justificado pela facilidade de se
encontrar glicose, além do produto da biossintese ser mais puro e homogéneo.

A Xant apresenta diversas aplicacdes tecnoldgicas, especialmente como
espessante e estabilizante em produtos alimenticios e farmacéuticos (FARIA et al.,
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2011). E também utilizada em sistemas de liberagéo controlada de farmacos (SLCs)
e correlatos (KIM et al., 2015).

No contexto dos SLCs, atualmente um grande esfor¢co tem sido dedicado ao
desenvolvimento de métodos para controlar a liberacdo de farmaco para satisfazer a
crescente demanda por uma acao prolongada e melhor administracdo (CARLET et
al.,, 2012). Os SLCs apresentam varias vantagens em relacdo as formas
convencionais de administracdo, dentre elas, a reducdo da toxicidade, maior
estabilidade (quimica, térmica e luminosa), utilizacdo de menor quantidade do
principio ativo e maior intervalo de administracdo que muitas vezes culminam em
maior atividade aguda (ROSSI-BERGMANN, 2008).

Dentre os varios farmacos de destaque para o bem-estar da humanidade, estado
os antibidticos. Portanto, faz-se necessaria a preservacao da eficacia dos mesmos,
através de abordagens voltadas para a selecdo, dosagem e duracdo do tratamento
ou prevencdo de infeccdo com minima toxicidade para o paciente e impacto minimo
na resisténcia subsequente (CARLET et al., 2012).

Os antibidticos sdo compostos polares que apresentam em suas estruturas
varios grupos funcionais (aminas, amidas, fendis, acidos carboxilicos, cetonas), 0s
quais permitem interagbes com outras substancias quimicas, principalmente em
processos de complexacdo (GAO et al., 2012; WU, PAN et al. 2012). A molécula de
Xant apresenta em sua estrutura grupos acetato e piruvato, os quais podem se ionizar
dependendo do pH e do meio ou serem substituidos por cations, formando polianions
(HORN, 2008). Logo, por ter carga negativa, a molécula de Xant apresenta afinidade
por espécies catidnicas, caracteristica na qual se enquadra a doxiciclina (Dox), um
antimicrobiano de amplo espectro, o qual apresenta aplicagdes para uso veterinario e
humano (MUNDARGI et al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo, biossinterizar
xantana a partir de glicose, utilizando o microrganismo Xanthomonas campestris, além
de realizar sua caracterizagcdo, visando avaliar seu estado de agregagao e
comportamento reoldgico em solu¢éo aquosa. A glicose foi escolhida como substrato
por ser uma fonte de carbono preferencial para a producéo do biopolimero (GARCIA-
OCHOA et al., 2000). O trabalho visou também, investigar o uso de polimero como
SLC, escolhendo-se a doxiciclina como farmaco de estudo.

Portanto, foi realizada a caracterizagdo estrutural e coloidal do polimero em

solugdo, buscando uma maior compreensdo dos sistemas na escala molecular,
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supramolecular e macroscopica, sendo estudado também o processo de complexacao
da xantana com a doxiciclina.

Para a caracterizacdo molecular foram identificados 0s principais grupos
funcionais dos monémeros por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR). O
comportamento térmico foi avaliado por analise termogravimétrica e analise térmica
diferencial (TGA/DTA), obtendo-se parametros relacionados a perda de massa.
Quanto a caracterizacao coloidal, foi avaliado o tamanho, a carga superficial e a
estabilidade das particulas e/ou de seus possiveis nanoagregados, utilizando medidas
de espalhamento de luz dinamico (DLS), medidas de potencial zeta (ZP) e
condutividade elétrica. Os parametros reoldgicos da solucdo de Xant pura foram
avaliados por reologia estacionaria, através da construcdo de curvas de fluxo e
viscosidade e consequente identificacdo do tipo de fluido (Newtoniano, nao-
Newtoniano) (BARNES et al., 1989). As contribuicfes elastica (G’) e fuida (G”) dessas
solucdes forem avaliadas por reologia dindmica oscilatoria.

A formacédo do complexo empregando Dox e Xant (Dox/Xant) foi investigada por
diversas técnicas, entre elas, FTIR, TGA/DTA, as quais forneceram evidéncias de que
houve, de fato, interacdo entre os dois precursores. Os parametros das interacoes
termodinamicas entre Xant e Dox foram determinados por calorimetria isotérmica de
titulacdo (ITC). Foi analisado o efeito da formagcdo do complexo no ZP e
comportamento reolégico da solucdo Xant. Finalmente, avaliou-se a acéo
antibacteriana da composicdo através de ensaios biolégicos, comparando-se seu

efeito com o da Dox pura.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 POLIMEROS

Polimeros sdo macromoléculas constituidas pela ligacdo de grandes
guantidades de grupamentos menores denominadas monémeros. Eles podem ser
obtidos de fontes renovaveis ou ndo. As reacoes pelas quais eles se combinam séo
denominadas polimerizagdes (EHRENSTEIN, 2012; ODIAN, 2004). Um polimero &
constituido principalmente de atomos de hidrogénio e de carbono, dispostos em
longas cadeias (CHEN et al., 2016).
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Considerando o tipo de monémero constituinte do polimero, este pode ser
classificado em homopolimero ou copolimero. Homopolimero é formado por um Gnico
tipo de unidade. Ja o termo copolimero refere-se a polimeros com dois ou mais tipos
de unidades de mondémero (EHRENSTEIN, 2012).

Eles podem ser classificados de acordo com a origem, se dividindo em naturais
e sintéticos; estes ultimos podem ser obtidos a partir de mondémeros oriundos de
fontes renovaveis ou nao (Fechine, 2013). Os naturais, também chamados
biopolimeros, sdo aqueles disponiveis na natureza como a celulose, borracha e
algodao (CHEN et al., 2016), aléem dos polissacarideos e proteinas. Ja os sintéticos
sdo produzidos através da reacdo de polimerizacdo dos compostos monomericos
como, por exemplo, o poliestireno, obtido da polimerizacdo de unidades de estireno
(vinil-benzeno) por catalizadores. Quanto aos produzidos a partir de fontes
renovaveis, como por exemplo, os poliésteres alifaticos poli (&cido lactico) (PLA), poli
(acido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL) (MIDDLETON e
TIPTON, 2000), geralmente sdo utilizados carboidratos derivados de plantas como
milho, cana-de-acUcar ou ainda 6leo vegetal em sua obtencdo (BRITO et al., 2011,
PRADELLA, 2006).

Em relacdo a estrutura quimica, podem ser classificados em lineares,
ramificados ou reticulados (Figura 1). Os polimeros lineares sdo aqueles nos quais
0s mondmeros estdo juntamente ligados, em uma sequéncia continua. Nos
ramificados as moléculas monoméricas formam ramificacdes, visto que suas cadeias
laterais estao ligadas a cadeia princial, podendo formar ramificacdes longas ou curtas.
Nos polimeros reticulados as moléculas estao ligadas entre si em pontos diferentes
de suas extremidades, formando ligacdes cruzadas, chamadas crosslinks (ODIAN,
2004). Essas caracteristicas sao responsaveis por definir suas propriedades térmicas
e reoldgicas (EHRENSTEIN, 2012).
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Figura 1 - Representacgdo de polimeros lineares, ramificados e reticulados

—\’_1_/— Polimero linear
\ Polimero ramificado

Polimero com ligagdes
S cruzadas ou reticulados

Fonte: (PIATTI E RODRIGUES, 2005).

De acordo com Fechine (2013), os polimeros vém substituindo gradualmente
certos materiais convencionais, como os fabricados com ferro e aco, em quase todos
0s setores da economia, ndo sO por seu baixo custo, mas também pelo
desenvolvimento continuo de sua funcionalidade. No entanto, os residuos sdlidos
produzidos principalmente nos grandes centros urbanos, em grande parte constituidos
por polimeros sintéticos, exige a adocdo de medidas que busquem um
desenvolvimento sustentavel. O uso de materiais biodegradaveis, obtidos a partir de
fontes naturais renovaveis, € assunto de destaque nos ultimos anos, por serem uma
alternativa aos polimeros tradicionais a base de petrdleo e representarem uma
proposta para minimizar os problemas ambientais (GALBIS et al., 2015). Além disso,
o0 inevitavel esgotamento previsto para as fontes de petréleo, implica na aceleracao
da busca por novas alternativas (FECHINE, 2013).

Os polimeros produzidos a partir de matéria-prima renovavel sdo candidatos
potenciais para serem utilizados ndo apenas no campo de aplicacdo de embalagens
e correlatos, mas também para uso em inddstrias de alimentos, de cosméticos e
farmacéuticas como agentes espessantes, dentre outros (PRADELLA, 2006). Nestas
tltimas os polimeros biodegradaveis estdo recebendo grande atengdo para uso em
SLCs, sobretudo, por ndo necessitarem de recuperacdo ou manipulacdo apés a
introducg&o no corpo (UHRICH et al., 1999).

Pradella (2006) realizou um estudo de novos polimeros biodegradaveis,
incluindo uma analise destes materiais, hierarquizando quais Sdo 0s que apresentam

maiores possibilidades de crescimento no mercado nacional. Dentre os polimeros
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analisados pelo autor, os que apresentaram-se como 0s de maior importancia foram

PLA, polihidroxialcanoato, polimeros de amido e Xant.

2.1.1 Biopolimeros

Os biopolimeros sdo materiais poliméricos produzidos por organismos Vivos
como, por exemplo, acidos nucléicos, peptideos e polissacarideos (STROBEL et al.,
2005; KUMAR et al., 2007). Eles constituem uma alternativa util para o
desenvolvimento de materiais ecologicamente corretos, apresentando aplicacdes
diversificadas, devido as suas grandes vantagens como biodegradabilidade, baixo
custo, biocompatibilidade e disponibilidade (AZEVEDO et al., 2007; MEDINA
JARAMILLO et al., 2015).

Uma aplicacao importante destes compostos é na forma de biomateriais. Neste
campo, a biocompatibilidade €& uma caracteristica necesséaria para dispositivos
reabsorviveis (BELGACEM e GANDINI, 2011), visto que os polimeros utilizados para
aplicacoes médicas e farmacéuticas devem ser ndo téxicos e ndo imunogénicos
(VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).

Os biopolimeros tém sido amplamente utilizados no campo médico em produtos
cicatrizantes para fechamento rapido de lesGes e em sistemas de liberacédo controlada
de farmacos — “Drug Delivery” (VAN DE VELDE e KIEKENS, 2002). A vantagem da
aplicacao de biomateriais, a base de polimeros como celulose, colageno, alginato e
quitosana, em produtos para tratamento de feridas, refere-se a capacidade dos
mesmos vincularem-se a tecidos circundantes e assim promoverem 0 processo de
cicatrizacdo (WIEGAND e HIPLER, 2010). Para formulacbes de SLCs, as
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis apresentam muitas vantagens, tais como
controle superior da liberagcdo do farmaco ao tecido alvo, baixa toxicidade e controle
do tamanho (MORACHIS et al., 2012).

Dentre os biopolimeros empregados na area de liberacdo de medicamentos, os
polissacarideos se destacam, dada a sua participagdo em fungbes importantes do
organismo como a estrutura da membrana e a comunicacéo intracelular; e também
por sua flexibilidade, que permite que os mesmos formem diversos tipos de estruturas
supramoleculares (GRENHA et al., 2010).

Quanto a costituicdo quimica, os polissacarideos sdo formados por diversos

residuos de acucares simples chamados monossacarideos, unidos entre si por
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ligacBes glicosidicas (IZYDORCZYK, 2005). Os polissacarideos hidrocoloidais podem
se originar de vérias fontes, como algas (por exemplo, alginato), origem vegetal como
(pectina, goma guar), origem microbiana (dextrana, goma xantana) e origem animal
(quitosana, condroitina), apresentando uma grande diversidade de estruturas e
propriedades (LIU et al., 2008). De acordo com De Mello Luvielmo e Scamparini
(2009), a esse grupo de polissacarideos soluveis em 4gua, foi dada a designacao de
gomas industriais. Quanto aos de origem microbiana, os quais surgiram no mercado
internacional na década de 1950, apresentam um diferencial em relacdo aos demais,
visto que, em condi¢cdes controladas de fermentagc&do, sua producdo garante um
material de qualidade e fornecimento constante, ndo influenciada por variacbes
climaticas.

Os biopolimeros produzidos por bactérias dividem-se em intracelulares e
extracelulares. Nas bactérias Gram-negativas o0 processo de sintese de
polissacarideos ocorre de forma intracelular. Os acgucares nucleotideos (acucares
nucleosideo difosfato) fornecem formas ativadas de monossacarideos e também
fornecem a célula bacteriana um meio de interconversao dos varios monossacarideos,
através de reacdes de epimerizacao, desidrogenacéo e descarboxilacdo (HARDING
et al., 1993). ApGs a polimerizacdo das unidades repetidas, o polissacarideo é
excretado através do complexo parede/membrana para a superficie celular no
ambiente extracelular (SUTHERLAND, 2001). Ja os biopolimeros extracelulares,
produzidos na interface com o0 meio extracelular, geralmente fazem parte de
mecanismos de protecdo contra a dessecacao, ataque de protozoarios (amebas, por
exemplo), fagdcitos e bacteri6fagos.

Por apresentarem processo de extracdo e purificacdo mais simples,
biopolimeros exocelulares, concentram maior atencdo na aplicacdo industrial (DE
SOUZA E GARCIA-CRUZ, 2004). A maioria dos exopolissacarideos apresenta
estrutura relativamente simples, compreendendo homopolissacarideos ou
heteropolissacarideos como dextrana e pululana, produzidos a partir de D-glicose. Ja
0os heteropolissacarideos sdo normalmente compostos de unidades repetitivas
compostas de dois a quatro tipos de monossacarideos contendo grupos acidos
(gelana e xantana por exemplo) (PRADELLA, 2006; SUTHERLAND, 2001).

De acordo com a carga apresentada, os polissacarideos podem ser classificados

em polieletrélitos e n&do-polieletrélitos. Os primeiros podem ser divididos em
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polieletrdlitos carregados positivamente (quitosana) ou negativamente (alginato,

heparina, acido hialurénico, xantana, etc) (LIU et al., 2008).

Xantanas

Dentre os biopolimeros biodegradaveis de maior interesse comercial, cuja
producdo mundial supera 30.000 t/ano, destacam-se as xantanas (Xants). Esses
compostos sdo soluveis em agua, apresentam estabilidade e compatibilidade na
presenca da maioria dos sais metalicos, notavel solubilidade e estabilidade em
solucBes é&cidas e alcalinas e resisténcia térmica. Quando em solucdo, mesmo a
baixas concentracdes, produzem solucdes com elevada Vviscosidade e
pseudoplasticidade (PRADELLA, 2006; FARIA et al., 2011).

As xantanas (Figura 2) sdo heteropolissacarideos obtidos principalmente por
bactérias fitopatogénicas Xanthomonas campestris NRRL B-1459 (Figura 3)
(GARCIA-OCHOA et al., 1995). Elas também podem ser classificadas como um
copolimero ramificado natural de alta massa molecular, variando de 2 x 106a 20 x 108
Da. Sua estrutura primaria é composta de repetidas unidades pentassacaridicas: D-
glicose, D-manose e D-4cido glucurdnico, na proporcéo 2:2:1, podendo apresentar
acido piravico e O-acetil. Sua cadeia principal é constituida de unidades B-D-glicose
ligadas nas posicdes 1 e 4, apresentando estrutura idéntica a da celulose (GARCIA-
OCHOA et al., 2000; JANSSON et al., 1975; ROSALAM e ENGLAND, 2006).

Figura 2 - Unidade monomérica de uma xantana.

Cadeia principal
2 unidade de D- glicose
(B-1,4)

CH,COOCH,
Cadeia lateral " 0
. H H
D- manose (grupo acetil)

D- manose

(grupo piruvato) Acido glucurénico

Fonte: (ZAITOUN, MAKAKOU et al., 2011), adaptada.
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Figura 3 - Fotomicrografia de bactérias Xanthomonas campestris.

Fonte: (TORTORA et al., 2004).

As xantanas foram descobertas em 1950 e representam o primeiro biopolimero
produzido industrialmente. Por serem atéxicas e biocompativeis, em 1969, o uso em
produtos alimentares foi aprovado nos Estados Unidos pelo Food and Drug
Administration (FDA), sem qualquer limitacdo de quantidade. Ja no Brasil, seu uso foi
permitido desde 1965, pelo Decreto de Lei n°® 55871, da Legislacdo Brasileira de
Alimentos, revisada pela Resolucdo CNS/MS n° 04 de 24 de novembro de 1988
(MENEZES et al., 2012).

O processo fermentativo e a produgédo de Xants sao influenciados por diversos
fatores, tais como tipo de reator, modo de operacdo (batelada ou continuo),
composicdo do meio e as condi¢cdes de cultura (temperatura, pH, concentragéo de
oxigénio dissolvido) (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Por serem constituidas de monossacarideos, possuem estrutura quimica rica em
hidroxilas e ligacbes éter, que apresentam elevada capacidade de formacdo de
ligagbes de hidrogénio com moléculas de agua, o que implica em elevada solubilidade
aguosa, mesmo a temperatura ambiente. Os grupos piruvato e acetil, ligados as
cadeias trissacaridicas laterais conferem ionicidade a Xant, que além de potencializar
a solubilidade, também definem a conformacgdo molecular (SUTHERLAND, 1998).
Gracas aos grupos ionizaveis que apresentam em solucdo aquosa, as Xants
comportam-se como polianions.

As propriedades das solugbes de polieletrolitos diferem-se consideravelmente
em relacédo as solugcbes de polimeros neutros. A presenca de cargas ao longo da
cadeia leva a interacdes intra e intermoleculares complexas que tem fortes
consequéncias para as propriedades estaticas e dindmicas desses sistemas

(BORSALI et al., 1998). As propriedades reolégicas das Xants, derivam-se em grande
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parte, da conformacdo helicoidal ordenada (simples ou dupla-hélice) adotada em
solugéo. As cadeias laterais trissacaridicas alinham-se a cadeia principal estabilizando
a conformacao por ligacées nao covalentes (SUTHERLAND, 1998).

Devido a suas propriedades espessantes, as Xants sao utilizadas como agentes
dispersantes e estabilizantes de emulsbes e suspensdes em formulagdes
farmacéuticas, cosmeéticas e agricolas. Gragas a elevada viscosidade apresentam
aplicacdes na industria petrolifera, onde sao usadas em fluidos de perfuracédo e em
processos de recuperacao de hidrocarbonetos (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Além de suas propriedades fisicas, o polimero ndo é tdéxico, ndo inibe o
crescimento microbiano e ndo causa irritacdo na pele e nos olhos. Por essas razdes,
suas aplicacdes alimentares e farmacéuticas vém sendo amplamente estudadas
(GARCIA-OCHOA et al., 2000). A preparacdo de comprimidos para liberacao
controlada de teofilina foi estudada por Vendruscolo et al. (2005) contendo apenas
Xant comercial ou associada a galactomanana hidrofilica, extraida das sementes da
Mimosa scabrella. Os resultados mostraram que as matrizes preparadas utilizando
apenas Xant apresentaram um efeito de sustentacdo maior, em diferentes
concentracbes, em comparacdo com as matrizes preparadas apenas com
galactomanana ou com os dois polissacarideos.

Kar et al. (2010) utilizaram Xant no preparo de uma matriz de liberacao
sustentada de comprimidos mononitrato de isossobida-5, amplamente utilizado no
tratamento de angina. Estudos de liberag&o in vitro indicaram um padréo de liberagéo
sustentada ao longo de um periodo de estudo de 12h, indicando que a matriz é
promissora para reducao da frequéncia da dosagem.

El-Zahaby et al. (2014) estudaram a preparacdo de comprimidos de tamanho
crescente de levofloxacino hidratado para a erradicacdo de Helicobacter pylori
utilizando polimeros formadores de gel in situ: goma de gelano, alginato de sédio,
pectina e Xant. De acordo com os resultados, a formula contendo goma xantana
isoladamente foi a que obteve a liberagdo mais sustentada, com um aumento de

didmetro com o tempo, podendo atuar como Plug-type GRDF.

2.2 SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA

Os SLCs tém sido intensamente estudados nos ultimos anos, sobretudo, por

serem capazes de manter a concentracdo plasmatica desejada do farmaco, sem que
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este atinja um nivel téxico ou caia abaixo do nivel minimo eficaz. Cada farmaco
apresenta sua meia-vida bioldgica propria e ndo consegue manter uma concentracao
eficaz por muito tempo nas formulagdes convencionais. Nesse caso, aumentar a dose
do farmaco pode levar a uma reacgéo toxica, enquanto que, tomar a dose recomendada
vérias vezes ao dia, pode ndo ser conveniente para o paciente. Dai a grande
viabilidade dos SLCs, os quais liberam o farmaco gradualmente, mantendo os niveis
plasmaticos adequados, prolongando sua a¢do (MENG et al., 2011).

Além do controle temporal, os SLCs quando bem idealizados, podem direcionar
a localizacdo espacial do principio ativo até determinados sitios, criando novos
mecanismos de interacdo e diminuindo problemas com resisténcia (VILLANOVA et
al., 2010).

A maioria dos SLCs consiste em sistemas supramoleculares baseados em
macromoléculas, pares idnicos, complexos de coordenacédo, agregados moleculares,
compostos de intercalacao, nanoparticulas, etc. Eles sao estabilizados por interacdes
intermoleculares ndo covalentes, tais como eletrostaticas, hidrofobicas, ligacdes de
hidrogénio e interagcdes de Van der Waals (FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012;
MONTANARI et al.,, 1998). Essas interacbes com as matrizes encapsulantes
contribuem para minimizar o problema da baixa solubilidade de certos farmacos, obter
perfis de liberacdo mais lento, além de proteger as substancias de interesse até o local
de liberacdo (MARTINS et al., 2011; MATRICARDI et al., 2009).

Nos ultimos anos, a administracdo controlada de medicamentos tem evoluido
muito, desde a primeira aprovacdo em 1990, da anfotericina B lipossomal pelo FDA.
Desde entdo, varios outros sistemas estdo comercialmente disponiveis para tratar
diversas doencas como cancer, infeccdes e degeneracdo muscular (ZHANG, Y. et al.,
2013). Em 1997 as vendas de produtos contendo SLC ja haviam alcancado cerca de
US $ 14 bilhdes apenas nos Estados Unidos (UHRICH et al., 1999), crescendo para
US $ 121 bilhdes em 2010. E valido frisar que o custo médio e o tempo necessario
para desenvolver um novo SLC (cerca de US $ 20-50 milh6es em 3-4 anos) é
significativamente menor que o de um novo medicamento (cerca de US $ 500 milhdes
em mais de 10 anos) (ZHANG, Y. et al., 2013).

Wagner et al. (2006) apresentaram dados de um estudo realizado pela rede
European Science and Technology Observatory (ESTO), utilizando varias fontes de
informacdes através de palavras-chave relacionadas ao tema “Nanotecnologia

aplicada a area da saude”. Apos uma analise bibliométrica de documentos no banco
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de dados do Science Citation Index, afirmaram que essa tematica vem apresentando
um grande avanco na atividade de pesquisa, saindo da faixa de 10 artigos ao ano
(1980), para 1200 publicacdes em 2004. Quanto as atividades de patenteamento, uma
pesquisa do Instituto Europeu de Patentes, utilizando a base de patentes privada do
escritorio europeu (EPODOC), revelou 2000 documentos no ano de 2003, acima de
223 em 1993. Os autores constataram ainda que o fornecimento de medicamentos é
o campo dominante, com uma participacdo de 76% dos artigos cientificos e 59% de
patentes. A Europa como um todo, estava na vanguarda das pesquisas,
representando 36% das publica¢cbes, comparada aos Estados Unidos com 32%. J&
no quesito patenteamento, quem liderou foram os Estados Unidos com 54% de
pedidos de patentes em relacdo a Europa com 25%, mostrando status de
comercializacdo mais avancado.

Costa et al. (2014) realizaram estudos relacionados a nanosistemas carreadores
de farmacos, utilizando o método de pesquisa da definicdo de palavras-chave
relacionadas com a expresséo “Drug delivery systems”. Eles relataram que em 2014,
na Web of Science, os trés primeiros paises que se destacaram em publicacbes
cientificas foram: Estados Unidos com mais de 2 mil publicagées, China (1322) e india
(850). O Brasil ficou no ranking entre os 15 paises com maior publicacdo, com 274
artigos publicados, apresentando, portanto, contribuicdo para a producéo de SLC,
considerando que os estudos cientificos sdo a primeira etapa até a comercializacao
de um produto final.

Um grande numero de classes de medicamentos pode se beneficiar da liberacdo
controlada, incluindo quimioterapicos, imunossupressores, agentes anti-inflamatorios,
antibioticos, antagonistas opioides, esteroides, horménios, anestésicos e vacinas
(UHRICH et al., 1999). O uso indiscriminado de antibiéticos, associado ao potencial
de adaptacdo préprio das bactérias, tem levado a um nimero cada vez maior de
patbgenos com multiplicidade de mecanismos de resisténcia, tornando-se um
problema mundial (THOMSON E MOLAND, 2000). Dentre 0s organismos
considerados multirresistentes, destacam-se as bacterias Gram-negativas Klebsiella
pneumoniae e Acinetobacter spp, que podem resistir a todos os agentes microbianos
disponiveis atualmente ou serem susceptiveis apenas a agentes mais toxicos,
deixando opcOes limitadas para o tratamento (MAGIORAKOS et al.,, 2012). Isso
mostra que ha a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos, bem

como a formulacdo de sistemas de transporte mais especificos para o0s
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antimicrobianos ja existentes, a fim de aumentar a eficiéncia terapéutica e reduzir suas
concentracfes (DE OLIVEIRA et al., 2005).

2.3 ANTIMICROBIANOS

Os antibidticos sdo compostos essenciais, amplamente utilizados em medicina
para prevenir e combater infec¢des bacterianas humanas. Sdo também utilizados em
outros campos tais como, cosmeéticos e alimentos (BELMESSIERI et al., 2017). Muitos
antibiéticos empregados na producdo animal também servem como medicamentos
essenciais para uso em seres humanos (BOAMAH et al., 2016).

Ha varios relatos de que a resisténcia aos antibioticos aumentou drasticamente
ao longo dos ultimos anos, sobretudo, devido ao uso excessivo desses farmacos em
todo o mundo, seja para consumo humano, animal, na aquicultura e na agricultura
(CARLET et al., 2012). Houve um aumento da resisténcia em bactérias comensais e
patogénicas, 0 que suscita uma preocupacdo com o0 sistema de saude publica,
apontando a necessidade de todos os paises preservarem a eficacia dos antibiéticos
essenciais (BOAMAH et al., 2016).

A doxiciclina (Dox, Figura 4) é conhecida com um antibiético de amplo espectro,
derivado sintético das oxitetraciclinas (MUNDARGI et al., 2007). Este composto
apresenta-se como um po amarelo, inodoro, pouco solavel em agua, nao volatil, mas
gue apresenta escurecimento, quando exposta a luz solar forte (KOROLKOVAS E
BURCKHALTER, 1982). A sua estrutura quimica encontra-se na forma de um
cloridrato hemiidratado (cloridrato de doxiciclina - C22H24N20s.HCI.0,5H20).

Além do amplo espectro de acdo, as tetraciclinas apresentam diversas
propriedades favoraveis, tais como, baixa toxicidade, baixo custo e, na maioria dos
casos, podem ser administradas por via oral (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

A Dox é um bacteriostatico que inibe a sintese protéica bacteriana devido ao
impedimento da ligacdo do RNA de transferéncia (tRNA) ao RNA mensageiro (MRNA)
nos sitios do RNA ribossomico (rRNA) (MUNDARGI et al., 2007). E eficaz contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo utilizada para tratar uma grande
variedade de infec¢des incluindo periodontite, osteomielite e contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (S. aureus, MRSA) (PASTORINO et al., 2015). Além

disso, seu uso esta sendo avaliado na quimioterapia do cancer, para induzir apoptose
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diretamente ou combinada com agentes antitumorais conhecidos (PEREIRA-MAIA et
al., 2010).

Figura 4 - Formula estrutural do cloridrato de doxiciclina.

OH O OH (0}

7N HCI
Fonte: (PASTORINO et al., 2015).

De Andrade, Pallos et al. (2010) avaliaram o uso da Dox como terapia adjunta
no tratamento periodontal e encontrou que tanto a administracdo por via sistémica,
quanto a administracao de baixas doses ou ainda o uso local mostraram-se benéficos
no tratamento de periodontite cronica.

Fiol et al. (2010) afirmaram que em pacientes com quadro menos grave de febre
maculosa (tifo), Dox é o farmaco utilizado preferencialmente. E amplamente utilizada
na profilaxia da maléria e é aceitdvel para terapia de longa duragcdo, exceto em
criancas e mulheres gravidas.

Stoller et al. (1998) estudaram o perfil de liberagdo de Dox a partir de um SLC
biodegradavel colocado em bolsas periodontais. Os resultados foram comparados
com pacientes que receberam doses orais padrdo de Dox. Os dados farmacocinéticos
foram obtidos a partir de fluido crevicular gengival, saliva e soro de pacientes adultos
com periodontite. Os autores concluiram que o sistema estudado apresenta as
propriedades clinicas e farmacocinéticas para a liberacdo de niveis eficazes do
antibiotico, considerando a alta concentracdo de farmaco disponivel nos locais
tratados, o baixo nivel na saliva e niveis quase inexistentes no soro.

Mundargi et al. (2007) também relataram a preparacdo de um SLC, preparado a
partir de microesferas, uma blenda polimérica utilizando PLGA e PCL, carregadas com
Dox, para o tratamento da doenca periodontal. Realizaram testes in vitro e in vivo e,
segundo os autores, os resultados sugeriram que as formulacfes sdo eficazes na
administracdo controlada do farmaco a bolsas periodontais.

Zhang, H. et al. (2013) estudaram um complexo de inclusdo para administragéo
oftalmologica de Dox com hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). Verificaram que

tanto em solugcdo quanto no estado soélido, houve melhoria na estabilidade do
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complexo, atribuida a uma protecdo pela cavidade hidrofébica da ciclodextrina.
Testes in vitro da atividade antimicrobiana indicaram que o complexo pode ter

potencial para aplicacdes clinicas.

3 JUSTIFICATIVA

Ja é relatado na literatura que as Xants sdo produzidas principalmente por
Xanthomonas campestris e que glicose é a fonte de carbono preferencial para a sua
producdo (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Contudo, o aumento do valor de mercado
desse monossacarideo (ROSALAM e ENGLAND, 2006) é um fator critico em muitos
paises.

O processo de producéo e caracterizagdo da Xant tém sido objetivos de varios
trabalhos cientificos especialmente no Brasil, visto que o pais possui um grande
potencial para a producdo da goma, devido a disponibilidade de matéria-prima
(BRANDAO et al., 2008; FARIA et al., 2011; GOMES et al. 2009).

Entretanto, as propriedades deste biopolimero ainda ndo haviam sido
exploradas com a profundidade deste estudo, englobando num soé trabalho a producéo
e a caracterizagao estrutural, coloidal e reolégica, além de estudos de estabilidade e
agregacdo em solucdo, que por sua vez sdo cruciais para o entendimento do
comportamento espessante.

Ja fazem alguns anos que os polimeros naturais tém sido estudados para uso
em SLCs, por serem biocompativeis e apresentarem farmacocinética potencialmente
favoravel na circulacdo (ZHANG, Y. et al., 2013). Foi relatado que Xant tem sido
estudada para fabricacdo de matrizes em SLCs, tais como levofloxacino, cafeina e
indometacina (EL-ZAHABY et al., 2014; TALUKDAR e KINGET, 1995). Apesar de
existirem na literatura diversos SLC de Dox a partir de matrizes diversas (STOLLER
et al., 1998; ZHANG, H. et al., 2013), ndo foi encontrado até o presente momento,
nenhum estudo utilizando Xant como matriz, justificando assim a estratégia do

presente trabalho.

4 HIPOTESES

e Xants sao polieletrolitos capazes de se auto-organizarem formando agregados

supramoleculares em solugdo aquosa, de elevada viscosidade e
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pseudoplasticidade, em funcdo da concentracdo; de modo que a 2 g/L, ja
devem ter alcancado a concentracdo critica de agregacédo (c**) e entrado no
regime concentrado.

e Ocorre interacdo eletrostarica entre a Xant, através de seus grupos ionizaveis
de carga negativa (residuos glucurénicos e piravicos), e a Dox, uma espécie
cationica, formando um complexo.

e O complexo formado por Dox e Xant pode apresentar melhor acao
antimicrobiana que a Dox pura frente a Staphylococcus aureus.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

¢ Sintetizar a goma xantana a partir de glicose.
e Caracterizar o composto sob os pontos de vista estrutural, coloidal e reoldgico,
visando avaliar seu estado de agregacao em solucdo aquosa.
e Sinterizar e caracterizar o complexo supramolecular formado pela Xant com Dox
(Dox/Xant).
e Investigar a acdo antimicrobiana do complexo Dox/Xant como sistema de

liberacdo controlada de Dox.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a estrutura monomérica das Xants por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR);

e Avaliar o perfil térmico das Xants por analise termogravimétrica (TGA) e por
andlise térmica diferencial (DTA);

e Avaliar a estabilidade das Xants em solucdo aquosa através de medidas de
potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica.

e Determinar o diametro hidrodindmico das moléculas/agregados de goma

xantana em soluc¢édo aquosa por espalhamento de luz dinamico (DLS);
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e Determinar o potencial zeta (ZP) das moléculas/agregados de Xant em solucéo
aguosa, por velocimetria doppler com anélise de fase por espalhamento de luz
dindmico (PALS);

e Determinar os regimes de concentracdo das solucdes de Xant, por reologia
estacionaria.

e Analisar o0 comportamento reolégico estacionario das  solucbes
macromoleculares através da identificacao do tipo de fluido, construindo curvas
de fluxo e de viscosidade;

e Avaliar a microestrutura das solucdes poliméricas por reologia dinamico-
oscilatoria;

e Preparar o complexo Dox/Xant;

e Determinar parametros termodinamicos de interagcdo da Xant com a Dox por
calorimetria isotérmica de titulagao (ITC).

¢ Identificar quais sdo os grupos funcionais que interagem no complexo Dox/Xant
por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR);

¢ Identificar possiveis diferencas nos perfis térmicos das amostras complexadas
em relacdo aos precursores e as misturas mecanicas, por analise
termogravimétrica (TGA) e por andlise térmica diferencial (DTA);

¢ Avaliar o efeito da adicdo de Dox nas propriedades reoldgicas da solucdo aquosa
Xant.

e Avaliar a acao antimicrobiana dos complexos Dox/Xant, comparando-se com a

Dox pura.

6 MATERIAIS E METODOS

A fim de organizar da melhor forma os dados, visando uma maior compreensao
do trabalho, o capitulo 6 apresenta duas sec¢des secundarias, onde a 6.1 trata do
processo de producéo e caracterizacdo da Xant pura, tanto no estado sélido, como
em solucao/suspensdo. As analises no estado sélido relacionam-se a caracterizacao
estrutural e térmica; em solucdo/ suspensao, referem-se a estudos de estabilidade,
de agregacao e reologicos. Para a maioria dos expermentos foram utilizadas amostras
a 2 g/L, visto ser uma concentracdo supostamente superior a c¢**, as quais foram

solubilizadas em H20, considerando que em tampédo poderia ocorrer precipitacéo,
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devido ao excesso de ions. Ja a secdo 6.2 aborda a Xant complexada com a Dox,

incluindo os ensaios bioldgicos.

6.1 XANTANA PURA

6.1.1 Materiais e reagentes utilizados

e H20 ultrapura tipo 1, utilizada no preparo de solugbes de Xant;
e Glicose, K2HPO4, NH4Cl, NaCl, MgSO4 e extrato de levedura;

e Xanthomonas campestris pv. manihotis n° 1182.

6.1.2 Producao de xantanas

As Xants foram biossintetizadas no Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, campus sede (UFJF-JF), através da
colaboragdo dos Professores Dr. Humberto Moreira Hungaro e Dra. Mirian Pereira

Rodarte.

Preparo do inoculo

Foi elaborado um meio de cultivo minimo composto por: 1,5% (p/v) glicose, 0,5%
(p/v) KaHPOa4, 0,2% (p/v) NH4Cl, 0,1% (p/v) NaCl, 0,01% (p/v) MgSOa4 e 0,1% (p/v)
extrato de levedura, com ajuste de pH entre 7,0 — 7,2 a 25 °C. O meio foi esterilizado
em autoclave a 121 °C por 15 minutos e armazenado sob refrigeracao 10 °C até sua
utilizacdo. Foi utilizada estirpe de Xanthomonas obtida da Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Biol6gico - IBSBF de Campinas/SP: Xanthomonas
campestris pv. manihotis n° 1182.

O caldo de cultivo minimo (20 mL) foi distribuido em erlenmeyer de 50 mL e
adicionada uma alcada calibrada (10 pL) da estirpe. Em seguida, foi colocado em
incubadora com agitacdo de 150 rpm, por 24h, a 30°C. Apds o tempo de incubacéo,
foi ajustada a densidade otica do caldo fermentado para a concentragdo microbiana

equivalente a 0,3 unidades, por espectrofotometria a 600 nm.
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Fermentacéao

Para a fermentacdo foi utilizado o caldo de cultivo minimo distribuido em
erlenmeyers de 250 mL, contendo 90 mL do meio previamente esterilizado. Foram
transferidos 10 mL do in6culo, completando o volume para 100 mL. O cultivo foi
realizado em duplicata, a 30 °C e agitacdo de 150 rpm por 72 h, obtendo-se as

xantanas denominadas XantGi e XantGz, que seréo estudadas neste trabalho.

Precipitacdo e recuperacao

Para precipitacdo da Xant foi adicionado alcool etilico 92 °GL na proporcédo de
3:1 (&lcool: meio fermentado). ApGs precipitar, a Xant foi recuperada por filtracdo a
vacuo, utilizando filtros de tecido de nylon (abertura 77 microns e espessura 80
microns), previamente secos em estufa a 60°C por 1 h. A secagem da goma foi feita

em estufa a 60 °C por 12 h.

6.1.3 Espectroscopia naregiao do infravermelho

As Xants biossintetizadas foram caracterizadas no estado sélido por
espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para
a identificacdo dos principais grupos funcionais presentes em sua estrutura.

Os experimentos foram realizados utilizando um espectrometro Perkin Elmer
(Modelo Spectrum GX, Boston, MA, USA). Pastilhas contendo = 2 mg de cada
amostras, foram preparadas separadamente usando brometo de potassio (KBr) como
suporte. Os espectros foram adquiridos em um intervalo de nimero de onda de 4000
a 500 cm?, com resolucdo de 4 cm' e uma média de 12 varreduras, utilizando o
programa Perkin ElImer Spectrum ES (versao do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados
foram exportados para o Microcal Origin® 9.0 para edi¢cdo. Este procedimento esta

esquematizado na (Figura 5).
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Figura 5- Preparacéo das amostras para obten¢&o dos espectros na regido do infravermelho.
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Fonte: A autora (2018).
6.1.4 Andlises térmicas (curvas TGA e DTA)

O comportamento térmico dos biopolimeros foi avaliado por analise
termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA). Foi utilizado um médulo
DTA/TGA, STA7200RV da HITACHI (Figura 6). As analises foram realizadas em
atmosfera oxidante (ar) a 300 mL/min, com rampa de temperatura de 10 a 800 °C e a
uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Durante os experimentos, foram utilizados
cadinhos de platina e massa aproximada de 2 mg para cada amostra, no estado
solido.

Figura 6- Equipamento da HITACHI utilizado para as analises térmicas.

Fonte: A autora (2018).

6.1.5 Estudo de estabilidade das xantanas em solugao

A fim de se avaliar a estabilidade das amostras em H20, foram realizadas
medicdes de potencial zeta (ZP) e condutividade elétrica de solugbes com
concentracdo de 2 g/L, ao longo de 23 dias consecutivos, excluindo-se apenas o0s
domingos, totalizando 21 medidas nesse intervalo de tempo. Foi usada H20 para a
solubilizacdo das amostras, visto que em tamp&o poderia ocorrer precipitacéo, devido

ao excesso de ions. Decorridos cinco dias apdés a ultima medida, o ZP e a
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condutividade foram medidos novamente. As anadlises foram realizadas com o
emprego do medidor de potencial zeta “ZetaSizer Nano ZS90” da Malvern, através da
técnica padrdo Malvern velocimetria por laser doppler (Laser Doppler Velocimetry)
acoplado com “M3-PALS analise de fase por espalhamento de luz (Phase Analysis
Light Scattering)”, a um angulo de espalhamento de luz a 173°. As amostras foram
inseridas em cubeta capilar de polietileno, acoplada a eletrodos. Os valores finais de
ZP e condutividade elétrica foram calculados como a média de 5 medidas

independentes, cada qual obtida pela média de 10 contagens.
6.1.6 Estudo de agregacao das xantanas.

O carater nanométrico, bem como a possibilidade de agregacdo das amostras
foi avaliado por medidas de tamanho de particulas em solucdo aquosa (diametro
hidrodinamico, Dn) por espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering —
DLS). Os experimentos foram realizados no modulo fotométrico de DLS, Zeta Sizer
NanoZS90 da Malvern, a 25 °C, ap6s 30s de equilibrio térmico.

Foi utilizada uma cubeta descartavel de polietileno de 1 cm de caminho 6ptico,
padrdo Malvern, submetida a um feixe de luz monocromatico (laser He—Ne de 4 mW
de poténcia e comprimento de onda de 633 nm), com intensidade de luz espalhada
medida a 90°. O Dn foi determinado pela média de 5 medidas independentes, cada
uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. O tratamento dos dados foi
executado com o auxilio do programa Microcal Origin® 9.0. As medidas foram
realizadas com amostras em diferentes concentragdes, conforme demonstrado na

Figura 7.

Figura 7- Diluicdes das amostras de xantana e leitura por fotometria de DLS.
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Fonte: A autora (2018).
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As amostras usadas nos experimentos de DLS foram também submetidas a
medidas de ZP e condutividade elétrica. A técnica, a cubeta e as configuragbes para

estas medidas foram as mesmas utilizadas nos estudos de estabilidade em solucéo.

6.1.7 Determinacdo dos parametros reoldgicos das solucdes

A identificag&o do perfil newtoniano e/ou ndo newtoniano dos fluidos foi realizada
por reologia estacionaria, atraveés da construcéo de curvas de fluxo e de viscosidade,
varrendo-se a tensdo de cisalhamento (t) em funcéo da taxa de cisalhamento (o),
utilizando um redmetro rotacional estacionario de taxa de tensdo controlada DHR-1
da T.A. Instruments®, equipado com geometria placa-placa (PP25/S-SN 15782; d=
1.0 mm), com controle de temperatura através da placa com sistema Peltier (25,00 =
0,02 °C) (Figura 8).

Figura 8- Redmetro dindmico hibrido DHR-1 da T. A. instruments®.

Fonte: A autora (2018).

Inicialmente, foi feita a determinacéo dos regimes de concentracdo das solucées
de Xant, por reologia estacionaria a 25 °C, em taxa de cisalhamento igual a 95 s*. Foi
utilizada a amostra XantG2, nas mesmas concentracdes utilizadas nos experimentos
de DLS, as quais variaram entre 0,005 a 2 g/L.

Com o objetivo de se classificar as amostras quanto ao comportamento
reoldgico, foram realizados experimentos em modo de cisalhamento estacionério
(modo rotacional) a 25 °C, a uma concentracdo de 2 g/L. As amostras foram pré-
cisalhadas por 10 s e, em seguida, foram submetidas a um ciclo de cisalhamento: de
10 a 1000 st e 1000 a 10 s*. A taxa de cisalhamento foi variada em 48 etapas
linearmente espacgadas, levando 10 s para ser concluida. Os dados foram inicialmente
tratados usando o software TRIOS e, posteriormente, foram exportadas para o

software Microcal Origin® 9.0. Os experimentos foram realizados em duplicata, de
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modo que cada ponto com a sua barra de erro foi a média de duas medi¢bes
independentes.

Em seguida, foram realizados ensaios reologicos dinamicos oscilatorios. A
primeira série teve como objetivo a verificacdo da regido de viscoelastica linear (LVE),
especialmente, qual o limite méximo de amplitude de deformacdo em que tal regiao
se mantém linear, ou seja, onde a estrutura do material € preservada, para posterior
varredura de frequéncia. Assim, foi realizada uma varredura crescente de deformacéao,
na faixa de 1 a 100%.

Ja a segunda série de experimentos em modo oscilatério teve como objetivo
avaliar a estrutura do sistema, através da separacdo das contribuicbes elastico
(comportamento soélido) e viscosa (comportamento fluido) das solucdes, através da
determinacdo dos modulos de armazenamento (storage modulus — G’, parte real do
maddulo cisalhamento complexo) e de perda (loss modulus — G”, parte imaginaria do
modulo cisalhamento complexo) (BARNES et al.,, 1989; CASSU e FELISBERTI,
2005). As varreduras de frequéncia foram realizadas entre 0 e 20 Hz, mantendo a

temperatura fixa em 25 °C.

6.2 XANTANAS COMPLEXADAS COM DOXICICLINA

6.2.1 Matérias-prima e reagentes utilizados

e XantGi e XantGz previamente biossintetizadas.

e Cloridrato de Doxiciclina (Sigma aldrich);

e H20 ultrapura tipo 1, para o preparo das solugoes;

e Solucédo salina;

e Caldo Agar Mueller Hinton;

e Alcool isopropilico acidificado;

o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT);
e Staphylococcus aureus (32388602).

6.2.2 Preparo do complexo Dox/Xant

Com a utilizacao de provetas de 10 mL, solu¢cbes de Dox e Xant, 4 mg de Xant

para 7,5 mL de 4gua tipo 1 e 1 mg de Dox para 2,5 mL de &gua tipo 1, foram
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solubilizadas separadamente. A solugéo de Xant foi mantida em sonicador a 40 °C,
por 60 min, para melhor solubilizagdo. Em seguida misturada a solucdo Dox em um
tubo Falcon de 15 mL. A suspensao foi congelada e liofilizada (Figura 9). O so6lido
obtido, complexo Dox/Xant, foi submetido a caracterizacdo por FTIR e analises

térmicas.

Figura 9- Processo de obtencdo do complexo Dox/Xant.

4 mg Xant
7,5 mL agua tipo 1 —>

.

1 mg Dox (Complexo)
2,5 mL agua tipo 1

Il o

Fonte: A autora (2018).

Para efeito de comparacédo nas analises no estado soélido, a mistura mecanica
(MM) de Xant com Dox foi preparada na proporcao 1:4, sendo homogeneizada em

grau de porcelana com auxilio de pistilo e acondicionada em microtubo (Figura 10).

Figura 10- Processo de preparagcdo da mistura mecanica Dox+Xant.
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Fonte: A autora (2018).

6.2.3 Espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 500 cm?) da Dox, do
complexo Dox/Xant e da MM foram obtidos utilizando o mesmo equipamento e as
mesmas configuragcbes utilizadas para caracterizagdo das Xants puras. Foram

preparadas pastilhas de KBr contendo as amostras separadamente.



41

6.2.4 Andlises térmicas (curvas TGA e DTA)

Foram realizadas analises térmicas da Dox pura, do complexo Dox/Xant
liofilizado e da MM. O mesmo equipamento utilizado para as anélises térmicas de Xant
pura foi usado para adquirir as curvas TGA e DTA. As condi¢cdes de analise foram

similares as descritas acima.

6.2.5 TitulagBes por condutividade elétrica e potencial zeta

Titulacbes com medidas de valores de potencial zeta dos complexos Dox/Xant
foram realizadas com 30 injecdes de 10 uL de solucdo de Dox na concentracéo 30
mM em 1,5 mL de solu¢édo de Xant a uma concentracdo de 4 g/L. Foi utilizada cubeta
capilar de polietileno, acoplada a eletrodos, assim como 0 mesmo equipamento e as
mesmas configuracbes empregadas para os experimentos descritos acima. As
medidas foram iniciadas antes da primeira titulacdo e sequencialmente ao longo das
30 titulacdes. O ZP foi calculado pela média de 5 medidas independentes, cada uma

delas obtida a partir da média de 5 contagens.

6.2.6 TitulacBGes por calorimetria de titulacédo isotérmica

AlteracOes nas propriedades termodindmicas em decorréncia da complexagao
foram investigadas por microcalorimetria isotérmica de titulacdo. Essas analises foram
realizadas em um Microcalorimetro VP-ITC da Microcal (Figura 11) utilizando os
seguintes parametros experimentais: 40 injecdes automaticas de 6,3 uL de titulante
(solucdo de Dox a 30 mM) em 1,5 mL do titulado (solucdo de Xant 4,2 g/L).
Temperatura dos experimentos 25 °C, rotagédo de 300 rpm. A primeira injecédo de 1uL
foi descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de material da seringa para a
célula e vice-versa. Os experimentos de referéncia (branco), consistiram de titulacao
da Dox a 30 mM em 1,5 mL de agua ultrapura tipo 1. Os experimentos foram
realizados em duplicata e os dados tratados com o auxilio do programa Microcal
Origin® 9.0.
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Figura 11- Calorimetro de titulacéo isotérmica e itens anexos.

Fonte: A autora (2018).

6.2.7 Determinacado dos parametros reolégicos das solucdes

O comportamento reologico da solucdo do complexo Dox/Xant foi avaliado
utilizando o mesmo equipamento utilizado para as andlises de Xant pura.

Inicialmente, procedeu-se com o0 experimento de titulagdo viscosimétrica,
utilizando-se as mesmas proporc¢des dos experimentos de ITC, porém, da seguinte
forma: com o auxilio de uma pipeta automatica, foram realizadas 41 titulacdes de 63
uL de titulante (solugdo Dox a 15 mM) em 15 mL do titulado (solugédo de Xant a 2
mg/mL), anotando-se manualmente os valores de viscosidade a cada titulacdo. Os
dados foram plotados no programa Microcal Origin® 9.0.

Apés a titulagdo, a suspensao residuaria contendo complexo Dox/Xant na razao
0,00105 mol/g foi submetida a cisalhamento estacionario em funcdo da taxa de
cisalhamento e da temperatura. As curvas de fluxo e viscosidade foram construidas a
25 °C e taxas de cisalhamento entre 1 a 1000 s e de 1000 a 1 s*. Os experimentos
em funcdo da temperatura foram realizados varrendo-se a temperatura no intervalo

de 5 a 60 °C aproximadamente, a uma taxa de cisalhamento de 100 s.

6.2.8 Ensaios antimicrobianos

Microrganismo utilizado

Foi utilizada uma linhagem de Staphylococcus aureus (32388602), a qual estava

armazenada em agar Muller Hinton (MH), em geladeira, pertencente a colecédo de
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micro-organismos do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Juiz de
Fora-Campus Governador Valadares, onde os ensaios foram realizados.
Determinacédo da dose letal mediana

O teste para a determinacao da dose letal mediana (DLso) foi realizado em placa
de microdiluicdo de 96 pocos, empregando o método de diluicdo seriada em caldo
para a solugdo de Dox e xantanas (XantGi e XantGz), conforme teste padrédo de
susceptibilidade antimicrobiana do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015), com modifica¢des. Primeiramente foi realizada diluicao seriada da solugédo Dox
(1 g/L) em meio de cultura MH, de modo a alcancar no pog¢o concentracdes que
variaram de 16 ug/mL a 0,3125 pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para as
solugdes de XantGi e XantGz2 (1 g/L), separadamente, de modo a alcangar no pogo
concentragbes que variaram de 66 pg/mL a 0,12 pg/mL. Os calculos e os
procedimentos foram efetuados de modo a obter a propor¢gdo 1 mmol de Dox para 2
g de Xant, visto ser a propor¢cédo encontrada através das analises de interacéo no ITC.

Ja para o in6culo bacteriano, a linhagem foi repicada 16 horas antes da execuc¢ao
do experimento e mantida em estufa a 37 °C. A suspensao microbiana foi preparada
em solucao salina 0,9% até a obtencdo de uma turvagéo equivalente a escala 0,5 de
MacFarland. O inéculo foi diluido em caldo MH e adicionado a placa de microdilui¢&o.
As fileiras A e B foram adicionadas as diluicdes de Dox mais 0 meio MH. As fileiras C
e D foram adicionadas as diluicbes de Dox mais as diluicbes de solucdo XantGa,
formando o complexo Dox/XantGi1. Da mesma forma procedeu-se para com as fileiras
E e F, de modo a formar o complexo Dox/XantG2 (Figura 12). Como controle positivo
foi adicionado o inéculo mais o meio MH, sem adicdo de droga. Ja como controle
negativo foi utilizado o meio MH.

A placa foi incubada por 24 h a 37 °C. A leitura foi realizada apds adicdo do
corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT), onde a DLsg
foi considerada a menor concentracdo que inibiu 50% da atividade metabdlica
microbiana em comparag&o com o controle positivo. Para tanto, foram adicionados 20
ML de MTT, Sigma (1 g/L) a cada orificio, deixando, em seguida, a placa incubada a
37 °C. Decorrida 1 hora, foi adicionado 100 uL de alcool isopropilico acidificado e
realizada a leitura no leitor de microplacas Thermo Electron oy (modelo Multiskan FC),

a 570 nm. A atividade metabdlica foi calculada pela absorbancia de cada teste x
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100/média da absorbancia do controle positivo. Os experimentos foram realizados em
duplicata.

Figura 12- Representacdo esquematica. Placa de microdiluicdo de dose letal mediana de Dox pura e
complexos Dox/Xant.
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(16,0000 pg/mL a 0,3125 pyg/mL), concentracdes referentes a doxiciclina.
Fonte: A autora (2018).

Curva de morte

A fim de se investigar possiveis diferencas no tempo de inibicdo da atividade
metabdlica microbiana, foi realizado ensaio de curva de tempo-morte frente a S.
aureus 32388602.

O inéculo foi preparado conforme descrito no teste para a determinacdo da DLso
e as concentracdes usadas da droga foram 0,06 pg/mL e 0,25 ug/mL. As placas foram
montadas conforme representado na Figura 13. O ensaio incluiu controle negativo,
no qual as cavidades foram preenchidas com 105 uL apenas de meio MH, ja os
orificios do controle positivo, foram preenchidos com 100 pyL de meio MH e 5 uL de
in6culo bacteriano. Aos demais orificios foram adicionados 50 uL da solucdo de Dox,
mais 50 uL de MH (orificios destinados a Dox pura) ou 50 pL das respectivas solu¢cdes
Xant (orificios destinados aos complexos Dox/Xant) e 5 yL do inéculo bacteriano. A
placa foi incubada a 37 °C por 24 horas e durante este periodo foram realizadas
leituras utilizando um leitor de microplacas Thermo Electron ou (modelo Multiskan FC),
a 570 nm, em diferentes intervalos de tempo, comecando com o0 momento da
inoculacdo (tempo zero) e seguindo com leituras em 2, 4, 8, 12, 16, 18 e 24 horas.
Nos intervalos pré-determinados, foram adicionados 20 yL de MTT (1 g/L) a cada
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orificio, conforme descrito anteriormente, deixando, em seguida, a placa incubada a
37 °C. Decorrida 1 hora, foram adicionados 100 pL de &cool isopropilico acidificado,
removidas aliquotas de 100 pL de cada poco e plagueadas em outra placa de
microdiluicdo de 96 pocos e realizada a leitura. Decorridas as 24 horas e realizadas
as 8 leituras, a curva de morte foi plotada a partir da porcentagem de atividade
metabdlica obtida nos respectivos intervalos (absorbancia de cada teste x 100/média

da absorbancia do controle positivo).

Figura 13- Representacéo dos pontos de aplicacdo dos compostos. Placa de microdiluicdo com Dox
pura e complexos Dox/Xant (Curva de morte, S. aureus 32388602).
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Fonte: A autora (2018).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Da mesma forma que o capitulo 6, o capitulo 7 também foi dividido em duas
secdes secundarias: secdo 7.1 trata dos experimentos envolvendo Xant pura e 7.2

complexos Dox/Xant.
7.1 XANTANAS PURAS
O aspecto do polimero biossinterizado é mostrado na Figura 14. Apos

biossinterizadas, as amostras XantG1 e XantG2 foram submetidas a caracterizacao

fisico-quimica no estado soélido e em solugao/suspensao.
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Figura 14- Aspecto fisico de amostra de xantana.

Fonte: A autora (2018).

7.1.1 Espectroscopia naregiao do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica capaz de detectar a
transicao vibracional decorrente da ressonancia entre a vibracdo molecular da matéria
condensada e a radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho, sendo utilizada
para identificar grupos funcionais presentes em compostos. FTIR € uma metodologia
utilizada para detectar semelhancas ou diferencas nas estruturas quimicas dos
compostos (FARIA et al., 2011).

A caracterizagdo estrutural foi realizada para identificar e definir a estrutura
priméria de XantGi e XantGz, visto ser um procedimento necessario e que deve
anteceder os estudos de agregacao. As amostras foram caracterizadas por FTIR a fim
de compara-las com outras Xants disponiveis na literatura, através da identificacédo
dos principais grupos funcionais presentes na molécula.

A regido estudada compreendeu a janela espectral entre 500 a 4000 cm™. Os
espectros apresentaram grande semelhanca entre si (Figura 15), mostrando que o
processo € reprodutivo. Na Tabela 1 estdo apresentadas as principais bandas
observadas nos espectros da XantGi e XantGz, 0s quais estdo coerentes com a

literatura.
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Figura 15- Espectros na regido do infravermelho para as xantanas XantGi e XantGa.
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Fonte: A autora (2018).

Tabela 1 — Atribuicdes para as bandas mais importantes observadas na regido do infravermelho para
as xantanas XantGi e XantGo.

Ndmero de ondacm Atribuicdes
XantG; XantG:
3435 3425 v(O-H) do grupo hidroxila
2924 2924 v(C-H) do grupo metila
1730 1730 v(C=0) de ésteres e ac. carboxilicos
1623 1630 v(C=0) derivado da cetona do &c. piravico
1412 1412 dang (C-H) de metila
1060 1060 v(C-0) de alcool (ligacdes glicosidicas)

Fonte: A autora (2018).

Nos espectros das Xants a banda em torno de 3430 cm™ esta relacionada a
deformacédo axial dos grupos hidroxila v(O-H) presentes na estrutura dos carboidratos
(HASHEMI et al., 2014). A banda 2924 cm refere-se a deformagéo axial do grupo
metila v(C-H) (POOJA et al.,, 2014). A banda observada na regido de 1730 cm
corresponde a deformacao axial do grupo carbonila v(C=0) dos derivados de ésteres
e dos acidos piravico e outros acidos carboxilicos (FARIA et al.,, 2011). Segundo
Gomes (2016), é um comportamento tipico da Xant, ocorrendo devido aos
estiramentos v(C=0) dos residuos de esterificagdo como o piruvil (CH3-CO-COO) e

acetil (CHs—COOQ) e ao grupo —COOH do &cido glucurénico. A banda em torno de 1627
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corresponde deformacdo axial de v(C=0) de cetona presente no residuo do acido
piravico (FARIA et al., 2011).

Sinais em 1412 cm, referem-se a deformacdo angular dang (C-H) de metila
(FARIA et al., 2011); em 1060 corresponde a deformacéo axial dos grupos v(C-O) de
alcool (Kumar et al., 2009). VibragGes em torno de 540 cm™, referem-se a deformacéo
axial de ligacdo v(C-C), denominadas genericamente Vibracdes esqueletais
(impresséao digital), geralmente fracas e sem qualquer importancia para elucidacao
estrutural (FARIA et al., 2011).

7.1.2 Anédlises térmicas (curvas TGA e DTA)

Analise termogravimétrica (TGA) consiste em monitorar a variacdo da massa de
uma amostra em funcéo da temperatura ou do tempo em condi¢cdes controladas de
temperatura e atmosfera de gas (inerte ou oxidante) durante o experimento. Os
resultados obtidos por essa andlise sao representados através da curva
termogravimétrica que fornece o percentual de massa (Massa %) em funcdo da
temperatura (CALDERINI e PESSINE, 2008). Ja a analise térmica diferencial (DTA)
mede o fluxo de calor resultante da diferenca entre a temperatura da amostra e do
material de referéncia (termicamente inerte) em funcdo do tempo, permitindo assim
determinar a ocorréncia de eventos endotérmicos ou exotérmicos durante o
aguecimento da amostra (GIOLITO e IONASHIRO, 1988).

As curvas TGA e DTA das amostras de XantGi e XantG: estdo representadas
na Figura 16. Os dados relacionados aos eventos térmicos ocorridos na amostra
estdo listados na Tabela 2.
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Figura 16- A) Curva termogravimétrica das xantanas XantGi e XantG2 em atmosfera oxidante (ar).
B) Curva térmica diferencial das mesmas amostras e nas mesmas condicoes.
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Tabela 2 - Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos as xantanas XantGi e XantG:.

Material 12 Perda de Intervalo de 22 Perda de Intervalo de 32 Perda de Intervalo de
massa (%) temp (°C) massa (%) temp. (°C) massa (%) temp. (°C)

XantG1 7 30-170 38 170-350 32 350-510

XantGz 11 30-170 41 170-350 34 350-510

Fonte: A autora (2018).
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As duas amostras apresentaram trés eventos de perda de massa, sendo que:

- O primeiro evento € endotérmico e ocorre na faixa de 30 °C até 170 °C com
perda de massa de 7% para XantGi e 11% para XantG: atribuido a desidratacao
(FARIA et al. 2011);

- O segundo evento é exotérmico e ocorre na faixa de 170 °C a 350 °C com perda
de massa de 38% para XantGi e 41% para XantGzatribuido a primeira decomposicao
(ZOHURIAAN e SHOKROLAHI, 2004);

- O terceiro € exotérmico e ocorre na faixa de 350 a 510 °C com perda de massa
de 32% para XantGi e 34% para XantG2z que corresponde a carbonizagdo da Xant
(VILLETTI et al., 2002).

No final do processo, XantG:1 apresentou massa residual de 23% e XantG:z de
14% acima de 500 °C, sugerindo a incorporacao de cations Na*/K* por polimeros. Os
cations sdo oriundos dos sais utilizados no meio de producéo ou adicionados apo6s
fermentacao e ligam-se a residuos acidos presentes na molécula de Xant (KLAIC et
al., 2011).

Os dados observados para as Xants sdo semelhantes aqueles apresentados por
outras Xants nos trabalhos de Faria et al. (2011) e Zohuriaan e Shokrolahi (2004).

7.1.3 Estudo de estabilidade das xantanas

A Figura 17 mostra o resultado de 21 medicdes de ZP e condutividade elétrica
de dispersdes das duas amostras de Xant a 2 g/L, ao longo de 23 dias consecutivos.
Como pode ser observado, os valores de condutividade elétrica praticamente nao
variaram, sugerindo estabilidade molecular dentro do periodo de estudo. Caso
houvesse algum fenbmeno de decomposicdo, a concentracdo de ions deveria
aumentar ou diminuir, levando a alteracdes na condutividade elétrica.

Todavia, o potencial zeta sofreu uma pequena variagcdo, que pode ser
resultante da incorporacdo de CO2 nas amostras, formando ions HCOz ou CO3?,
numa quantidade indetectavel por condutimetria, mas que por sua vez poderiam se
adsorver sobre as moléculas causando mudancas no potencial zeta, visto que este é
influenciado nédo s6 pela dissociacdo dos grupos funcionais na superficie da particula,
mas também pela adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio dispersante
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Contudo, sugere uma baixa possibilidade de

coalescéncia e sedimentacéo, visto que a variacéo foi de -56 mV para cerca de -32
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mV, magnitude suficiente para manter a estabilizacéo eletrostética de nanoestruturas,

considerando que esta deve ser superior a |20| mV para produzir sistemas estaveis
durante o armazenamento a longo prazo (PIORKOWSKI e MCCLEMENTS, 2014).

Figura 17- A) Valores de condutividade elétrica de xantanas XantG: e XantGz a 2 g/L, medidos por
PALS, a 173° e 25 °C, ao longo de 23 dias. B) Valores de ZP nas mesmas condicdes.
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Fonte: A autora (2018).
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7.1.4 Investigacao do estado de agregacao das xantanas

O conhecimento do regime de concentracdo de um biopolimero, bem como seu
estado de agregacdo é de grande importancia tecnolégica, uma vez que permite
prever seu comportamento em solucéo, preparar solugbes mais adequadas, de
acordo com o tipo de andlise e enfim, realizar uma melhor aplicacdo (DIAZ, 2008).

A técnica espalhamento de luz dinamico (DLS), a qual é ndo perturbativa, &
usada para medir o coeficiente de difusdo de moléculas em solucédo. O coeficiente de
difusdo, o qual tem dimensdes de (comprimento)?/tempo (m?/s), € uma média da
trajetoria difusional de uma molécula individual (DIAZ, 2008). Consiste em uma
técnica para caracterizar o tamanho das dispersdes coloidais utilizando a iluminagéo
de uma suspensao de particulas ou moléculas que apresentam movimento Browniano
aleatério por um feixe de lazer (PETERS, 2000; PECORA, 2013). Particulas em
suspensao se movem de forma rapida e aleatdria, como resultado da colisdo de umas
com as outras ou destas com as moléculas do solvente, o que pode levar a formacao
de aglomerados (TANTRA et al., 2010). Em geral, pequenas particulas movimentam-
se relativamente mais rapido em liquidos, em relacdo a particulas maiores, as quais
se movimentam mais lentamente (PADUA e WANG, 2012).

O comportamento das moléculas poliméricas em solucéo depende fortemente
da concentracdo do polimero. O intervalo da concentracdo de um polimero pode ser
dividido em trés diferentes regimes: diluido, semidiluido e concentrado, como ilustrado
na Figura 18 (KARLSON, 2002). No regime diluido, as cadeias poliméricas individuais
ou agregados movem-se independentemente umas das outras, visto que a média do

diametro hidrodinamico de cada uma é menor que a distancia entre elas.

Figura 18- Intervalos de concentracé@o polimérica: solucéo diluida (c < c¢*), solugdo semidiluida (c >
c*) e solugdo concentrada (c > c**).

c<c* c>c* c>c**
Fonte: (KARLSON, 2002).
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No regime semidiluido o didmetro hidrodindmico médio € maior que a distancia
entre cadeias poliméricas, as quais comegam a se sobrepor. A concentracao onde tal
fenbmeno ocorre € conhecida como concentracdo critica de sobreposicdo — c*
(HOFER, 1991; KARLSON, 2002) e ocorre a aproximadamente 10% p/v. Ocorre um
entrelacamento entre as moléculas formando uma rede polimérica transitéria que
pode ser detectada pelo aumento dramético da viscosidade da solucao polimérica
(KARLSON, 2002).

A transicao do regime semidiluido para o concentrado € chamada concentracéo
critica de agregacdo — c**, no qual as moléculas adquirem concentragdo maxima
ocasionando a formacdo de uma rede tridimensional emaranhada e continua (NASH
et al., 2002). No regime concentrado ocorrem intensas interagdes polimero-polimero,
as quais causam menor mobilidade entre as moléculas, ou seja, ha um decréscimo
no coeficiente de difusdo translacional (DIAZ, 2008).

No presente trabalho, foram realizadas medidas de DLS para determinacéo do
tamanho das particulas de Xant (diametro hidrodinamico, Dn), a fim de avaliar seu

estado de agregacdo em solucdo aquosa (Figura 19).

Figura 19- Valores de didmetro hidrodindmico para xantanas XantG: e XantG: em funcdo da
concentracao, medidos por DLS, com angulo de espalhamento a 90° a 25°C.
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Fonte: A autora (2018).
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Os dados de DLS mostraram a existéncia de trés regides de tamanho de
particula em funcdo da concentracéo de Xant. Na regido inicial, com o aumento da
concentracdo, a distancia média entre as cadeias poliméricas diminui, as quais
comecam a se tocarem e entrelacarem, ocasionando um pronunciado aumento do Dn
até concentracdo por volta de 0.1 g/L, sugerindo a formacdo de emaranhados
moleculares tridimensionais, pela agregacdo de nanoestruturas, e o alcance do
regime semidiluido. Acima da concentracdo de ~ 0,75 g/L observa-se um novo
aumento no tamanho de particula, provavelmente resultante de espessamento dos
emaranhados, como consequéncia da inexisténcia de espaco suficiente para as
cadeias poliméricas se movimentarem .

Diaz (2008) examinou o regime de concentragcdo de goma Xant, sintetizada pela
bactéria Xanthomonas arboricola pv pruni, utilizando a técnica DLS, através da
determinacdo das concentracfes que limitam estes regimes. Foi observada a
concentracgédo critica de agregacéo (c*) em 1,3 x 102 g/L e a de sobreposicéo (c**) em
1,1 x 101 g/L. Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho, apesar de um
pouco superiores, apresentam certa similaridade com os dados apresentados por Diaz
(2008). Os resultados também foram muito parecidos com os encontrados por Nash,
Pinder, Hemar & Singh, (2002), através de DLS, onde a c** foi igual a 0,6 g/L.

Quando uma particula carregada € dispersa, uma dupla camada adsorvida,
conhecida como dupla camada elétrica (EDL), desenvolve-se em sua superficie
(RUIZ-CABELLO et al., 2014).

A camada mais interna, denominada camada de Stern, constitui a parte fixa,
formada por ions de carga contraria a superficie da particula (ALLEONI e CAMARGO,
1994). Devido ao campo eletrostatico das nanoestruturas carregadas, uma camada
difusa composta por ions/moléculas de cargas iguais e opostas desenvolve-se, além
da camada de Stern, e junto com esta, forma a EDL. (BHATTACHARJEE, 2016).

Quando um campo elétrico é aplicado a disperséo, as particulas carregadas se
movem para o eletrodo oposto (eletroforese). Dentro da camada difusa ha um plano
hipotético que atua como a interface entre as particulas em movimento e a camada
de dispersante ao seu redor durante a eletroforese. Este plano é o plano de
cisalhamento caracteristico e o ZP é o potencial dessa interface de particulas e fluidos
(Figura 20) (BHATTACHARJEE, 2016).

O ZP reflete a diferenca de potencial entre a EDL de particulas

eletroforeticamente moéveis e a camada de dispersante em torno delas no plano de
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cisalhamento (BHATTACHARJEE, 2016). Se o ZP de uma particula e a superficie
apresentarem sinais opostos, a particula serd atraida para a superficie. Se ao
contrario, apresentarem mesmo sinal, a particula sera repelida da superficie (NISHI e
DOERING, 2000).

As investigacdes sobre o ZP sdo muito Uteis, pois podem fornecer informacdes
sobre a magnitude da carga superficial de uma particula e, portanto, sobre a
estabilidade de uma particula em um meio continuo. Um sistema de particulas com
ZP fora do limite de +30 e -30 mV é considerado estavel, pois as particulas se repelem
e ndo ocorrem aglomeragdes. Pelo contrario, se o ZP varia entre esses dois valores,
o0 sistema é considerado instavel, visto que a repulséo eletrostatica entre as particulas

é insuficiente para evitar aglomerac¢des (BRUNCHI et al., 2016).

Figura 20- Dupla camada elétrica em uma particula carregada negativamente.
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Fonte: (BHATTACHARJEE, 2016).

A Figura 21 (A) mostra os valores de ZP em funcdo da concentragdo de Xant.
Como pode ser observado, as amostras estudadas apresentaram valores de ZP
elevados, negativos e semelhantes, demonstrando semelhanca quanto ao caréter
ibnico e alta estabilidade coloidal. A Xant € um polissacarideo que apresenta carga
negativa devido a presenca de sais de acidos acético e pirlvico em sua molécula
(GARCIA-OCHOA et al., 2000), dai os valores negativos de ZP.

Os resultados mostram um drastico aumento, em modulo, no valor de ZP até a
concentracéo préxima de 0,1 g/L (c*), acompanhando o aumento do Dn nessa mesma

faixa. Apos tal concentracdo os valores de ZP passam a aumentar muito sutilmente.
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Figura 21- A) Valores de potencial zeta de xantanas XantGi e XantGz em concentragfes de 0,005 a 2
g/L, medidos por PALS, com angulo de espalhamento de 173°, a 25 °C. B) Valores de condutividade

elétrica das mesmas amostras, nas mesmas condigdes dos experimentos.
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Esses dados mostram que a curva de ZP acompanha o comportamento da curva
de Dn da Figura 19. Nas concentra¢fes inicias, até 0,1 g/L, onde os valores de ZP
sdo proximos a -30 mV, ha um aumento mais drastico no Dn das particulas, como
resultado das interacdes entre as moléculas ou dos seus agregados, resultando na
formacao de um emaranhado. Portanto, com esse rpido aumento no tamanho deve
ocorrer o estabelecimento de um elevado potencial eletrostatico na superficie desses
agregados, o qual deve ser responsavel por promover uma atracdo espontanea de
contraions. Com a formacédo dos emaranhados, a mudanca na concentracdo das
cargas superficiais, e consequentemente a variacdo do potencial zeta, passa a ser
baixa, mesmo quando os emaranhados entram no regime concentrado.

Isso indica que a concentracdo c* é a que define estados diferentes de
agregacado. Por isso as mudancas sdo mais bruscas. Ja a concentracdo c** define
apenas as regides em que os emaranhados jA formados comecam a interagir
formando uma rede tridimensional continua de interagcfes. Por essa razdo, o0 Dh muda
pouco e o ZP praticamente ndo se altera.

A Figura 21 (B) mostra os valores de condutividade elétrica para as mesmas
solucdes do experimento de DLS. A condutividade elétrica de uma solugcdo depende
tanto no numero de ions por unidade de volume quanto da sua mobilidade em solugéo
(MACFARLANE e FUOSS, 1957). Portanto, para uma determinada amostra de Xant
em agua, a condutividade é dada pelos residuos dos acidos glucurénico e piravico (-
COO) e cétions, como Na*, K*, Ca?* e Mg?* (BRUNCHI et al., 2016). Assim, observa-
se um aumento na condutividade elétrica, em fun¢éo da concentracéo, como resultado
dos ions liberados para o0 meio. Como mostra a figura, os valores de condutividade
aumentaram concomitantemente ao aumento da concentracdo, indicando forte
carater ibnico das composicdes, mostrando que a Xant se comporta como um poli-
ion.

A Figura 22 apresenta os valores de viscosidade em funcéo da concentragéo de
Xant, com amostras nas mesmas concentragdes dos experimentos acima. Como pode
ser observado, os valores de viscosidade variam concomitantemente aos de diametro
hidrodindmico e potencial zeta (Figuras 19 e 21), concordando com a determinacao
das concentracdes criticas de c* (~ 0,1 g/L), a qual limita o regime diluido, e de c** (»
0,75 g/L), que limita o regime semidiluido e corresponde a transicdo para o regime
concentrado (MILAS et al.,1990). Além disso, mostra que a viscosidade das solu¢cdes

€ diretamente proporcional ao tamanho de particulas, bem como do acumulo de
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cargas superficiais consequente desta auto-organizacdo. Este comportamento é
atribuido as interagbes intermoleculares ou entrelacamentos que aumentam
efetivamente as dimensdes da macromolécula e a massa molecular (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

Figura 22- Valores de viscosidade em fungéo da concentragdo de xantana. Concentragdes criticas:
c* (de sobreposicdo) e c** (de agregacdo) detectadas por medidas de visosidade.
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Fonte: A autora (2018).

Resultados muito semelhantes foram encontrados por Milas et al., (1990), os
quais determiraram as duas concentracdes criticas c* e c** de amostras de Xant por
reologia e encontraram respectivamente 0,126 g/L e 0,78 g/L para Xant nativa, 0,1 g/L

e 0,6 g/L para Xant renaturada.

7.1.5 Ensaios reoldgicos estacionarios

O termo reologia, do grego rheo (fluxo), foi proposto pela primeira vez em 1920,
pelo Professor e Quimico Eugene Bingham do Lafayette College, Easton-PA, EUA e
significa o estudo da deformacéo e fluxo da matéria (BLAIR, 1969; BARNES et al.,
1989; LABA, 1993; MITSOULIS, 2013). Portanto, a Reologia € a ciéncia que descreve

a deformacgéo de um material solido, liquido ou gasoso, sob a influéncia de estimulos
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mecanicos (SCHRAMM, 2006). Este assunto € de grande importancia em muitos
ramos industriais, como os de borracha, plastico, alimentos, produtos téxteis e tinta,
onde a adequabilidade dos produtos € avaliada, em parte, por suas propriedades
mecanicas (SHAW, 1975). Nesse contexto, define-se como fluido uma substancia que
se deforma continuamente quando submetida a uma forca (F) tangencial, que atua
sobre sua area, denominada tenséo de cisalhamento (t) (MASSEY e WARD-SMITH,
1998).

__ F(Forca) _ N(Newton)

= Pa[Pascal] Eqg. 1

A(drea) m?2

Segundo Schramm (1994), a deformacdo de fluidos ocorre através do
escoamento. No escoamento em uma tubulacdo cilindrica, a velocidade méaxima do
fluxo (vmax), Se encontra na regiao central pelo fato do atrito ser nulo. No fluxo laminar,
uma camada infinitamente fina de liquido desliza sobre a outra, o gradiente da
velocidade (v) pelo raio (r) é definido como taxa de cisalhamento (p), também
chamada de taxa de deformacéo por cisalhamento.

Durante o movimento, h4 uma resisténcia por parte do fluido, denominada
viscosidade (n), dada em Pascal por segundo (Pa.s), a qual se define como a
resisténcia de um fluido a qualquer mudanca irreversivel de seus elementos de

volume (Figura 23).

d
0= Eq. 2

Figura 23- Escoamento viscoso em tubulag&o.

Parede do tubo

Vmax

v=0

Fonte: (WHITE et al., 2004) adaptado.

Isaac Newton foi 0 primeiro a descrever o comportamento de fluxo de um liquido

ideal, através da lei basica da viscosimetria:

T=1.0 Eq. 3
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A relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento define o
comportamento de fluxo de um liquido. Fluidos onde a viscosidade (n) nao € afetada
por mudancas na taxa de cisalhamento sdo chamados de liquidos Newtonianos
(Figura 24). Na representacdo gréafica dos fluidos Newtonianos, a curva de fluxo é
uma reta, ou seja, a razao de todos os pares de valores de t e ¢ pertencentes a essa

reta é constante.

Figura 24- Perfis de curva de fluxo de fluidos Newtonianos e ndo-Newtonianos.
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Fonte: (POTTER E WIGGERT, 1998).

Todos os outros fluidos nos quais a viscosidade varia com a taxa de
cisalhamento, sdo chamados de n&o-Newtonianos. Estes excedem muito aos
primeiros. Todos os fluidos que sofrem diminuicdo de viscosidade, quando a taxa de
cisalhamento aumenta, sdo chamados de pseudoplasticos. Com o0 aumento da taxa
de cisalhamento, particulas rigidas se orientam na direcdo do fluxo. Os
entrelacamentos entre as cadeias poliméricas podem ser desfeitos, as particulas em
suspensao esticam-se e alinham-se paralelamente em direcdo ao fluxo. Particulas
esféricas podem deformar-se para uma forma mais alongada, os agregados podem
ser quebrados fazendo com que a solugdo flua mais facilmente (Figura 25)
(SCHRAMM, 1994).
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Figura 25- Representacdo esquematica de uma dispersdo em repouso e fluindo através de um tubo.
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Fonte: (SCHRAMM, 1994), adaptada.

Ja os fluidos que aumentam a viscosidade quando a taxa de cisalhamento
aumenta, muito mais raros de se encontrar, sdo denominados fluidos dilatantes
(SCHRAMM, 1994).

A equacado de Ostwald-De-Waelle, também chamada lei da poténcia, modela o
comportamento desses fluidos,

T =K. " Eq. 4
onde os termos n e Kc sdo denominados indice de comportamento do escoamento
(adimensional) e indice de consisténcia (Pa.s"). Para os fluidos Newtonianos n é
unitario e K mostra-se igual a viscosidade. Quando n é menor que a unidade, a
viscosidade aparente (nap) decresce com o aumento da taxa de cisalhamento,
caracterizando fluidos pseudoplasticos; quando n é maior que a unidade o fluido é dito
dilatante (YOUNG et al., 2004).

Outro tipo de comportamento € observado no fluido plastico de Bingham,
também chamado plastico ideal, o qual apresenta um comportamento de sélido até
um valor limite de tensdo de cisalhamento, denomidano tenséo de escoamento - to.
Uma vez excedida a tensdo de escoamento, 0 material passa a se comportar como
um fluido (YOUNG et al., 2004). A expressao que modela o comportamento do fluido
Binghamiano é dada abaixo:

T="1y+ K. " Eq. 5

No presente trabalho, foram realizadas analises reolégicas estacionarias,
cobrindo a taxa de cisalhamento entre 10 a 1000 s, a 25 °C para as duas amostras
na condicao de agregados (2,0 g/L), conforme Figura 26 (A e B), com o objetivo de
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classifica-las quanto ao comportamento de fluxo e inferir sobre possiveis diferencas

na estrutura molecular desses compostos.

Figura 26- A) Curvas de fluxo para xantana XantGi e XantGz a 2,0 g/L, a 25 °C. B) Curvas de
viscosidade nas mesmas condicdes. Faixa de taxa de cisalhamento: 10 < ¢ 21000 s
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Como pode ser observado na Figura 26 (B), a viscosidade diminui com o
aumento da taxa de cisalhamento, mostrando comportamento pseudoplastico para as
duas solugdes (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Isso ocorre devido a ordenagdo ou
alinhamento das particulas em direcdo ao fluxo, as quais adquirem gradientes de
velocidade altos. Durante o fluxo, as interacdes sé&o rompidas e os agregados
desfeitos pelas forcas aplicadas, o que resulta numa diminuicdo da quantidade de
solvente imobilizado, consequentemente, diminuindo a viscosidade aparente do
sistema (SHAW, 1975; SCHRAMM, 2006).

A maior queda nos valores de viscosidade ocorre entre 10 e 200 s, sendo que
apo6s 400 st assumem comportamento praticamente Newtoniano, considerando que
suas viscosidades sdo aproximadamente constantes, pois 0s agregados entram em
regime permanente de orientacdo molecular e desagregacao.

Os resultados foram semelhantes a outros relatados na literatura para Xants
obtidas com substratos convencionais, como por exemplo os estudos realizados por
Brandao et al. (2008), que produziram Xants utilizando Xanthomonas campestris
manihotis 1182, e substrato alternativo (caldo de cana), e compararam o0
comportamento reolégico destas com gomas obtidas a partir de substrato
convencional (sacarose). Em solugdo aquosa a 0,5 %, a 25 °C, a 25 s, encontraram
viscosidades aproximadas de 0,032 Pa.s para Xant produzida com cana de agucar e
0,07 Pa.s para a produzida com sacarose. No presente trabalho, as amostras a 0,2
%, a 25 °C, na taxa 32s?, apresentaram viscosidade igual a 0,065 Pa.s. Gomes et al.
(2009) encontraram viscosidades igual a 0,07 Pa.s para a goma produzida por
sacarose e 0,009 Pa.s. para obtida com levedura de cerveja, utilizando a mesma
linhagem de Xanthomonas e solucdo a 0,5 %, nas mesmas condi¢cdes de temperatura

e taxa de cisalhamento.

7.1.6 Ensaios reoldgicos oscilatorios

O comportamento reoldgico mais extremo € mostrado de um lado por fluidos
ViSCOSOS newtonianos, e por outro, por solidos elasticos hookeanos. No entanto,
muitos materiais apresentam um comportamento mecanico intermediario entre esses
dois extremos, evidenciando tanto caracteristicas viscosas como elasticas, sendo
denominados viscoelasticos (SHAW, 1975). Nos solidos hookeanos ocorre
deformacgéo quando uma forca € aplicada e a energia é recuperada, levando o corpo
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a voltar a forma original quando a forca é cessada. Ja nos fluidos viscosos, a energia
é dissipada sob a forma de calor, devido ao atrito entre as moléculas, ocorrendo
deformacéo permanente, mesmo apds cessada a for¢ca (STEFFE, 1996). Nos fluidos
viscoelasticos a energia aplicada é armazenada parcialmente, devido as propriedades
elasticas, ao mesmo tempo em que parte dessa energia é dissipada, devido as
propriedades viscosas (NAVARRO, 1997).

Em experimentos reoldgicos em modo oscilatério, a viscoelasticidade é avaliada
a partir de uma solicitacgdo mecéanica, através da aplicacdo de uma deformacéo
angular de amplitude ou de frequéncia controlada, com o monitoramento das
respostas do material expressas em termos das grandezas G’ e G”, onde G’
corresponde a componente sélida ou elastica do fluido, enquanto G” € a componente
liquida ou de escoamento; ambas com unidades de Pa no Sistema Internacional de
Unidades. Sendo assim, se G’ > G”, o material € mais elastico do que fluido, com
caracteristicas de sdlido e quando G” > G’ 0 material demonstra um comportamento
mais préoximo de fluido.

Os experimentos dinAmico oscilatérios foram realizados em duas etapas. A
primeira teve como objetivo determinar a regido viscoelastica linear (LVE) e qual o
limite maximo de amplitude de deformacéo em que tal regido se mantém linear, para
posterior varredura de frequéncia. Além disto, com a varredura de amplitude de
deformacéo, foi possivel identificar se o fluido possuia uma tensdo de escoamento .
J4 a segunda série de experimentos, em modo oscilatorio, teve como objetivo a
separacédo das contribuicbes G’ e G” em fungao da frequéncia de oscilagdo (w/Hz),
que por sua vez é um parametro analogo a taxa de cisalhamento (BARNES et al.,
1998; CASSU e FELISBERTI, 2005). Assim, € procedimento padrdo, em estudos de

viscoelasticidade, proceder na seguinte ordem:

1. Manter-se a frequéncia angular de oscilacdo constante (usualmente, 10 rad/s),
enguanto se varre a amplitude de deformacao de forma crescente (em geral, de 0,1%
a 500%);

2. Ap6s determinar o limite maximo de deformacdo em que os moddulos
viscoelasticos (G’ e G”) se mantém dentro da LVE, fixa-se uma certa amplitude de
deformacéo, e varre-se a frequéncia de oscilacdo de forma crescente (1 rad/s a 100

rad/s, por exemplo).
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O limite da regiao de viscoelasticidade linear encontrado foi de LVE = 70%
(Figura 27), a qual foi aplicada nos ensaios em funcéo da frequéncia. Observa-se
também que os polimeros ndo apresentam tensdo de escoamento wn, pois se assim

fosse, tanto as curvas G’ e G” teriam apresentado uma queda muito mais abrupta.

Figura 27 — Médulos de armazenamento G’ (w), e de perda G” (w) em fungao da taxa de deformacgao
por cisalhamento (%) para xantana XantG: e XantGo.
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Fonte: A autora (2018).

As medidas reoldgicas dinamicas também indicam, através da Figura 28 (A),
comportamente pseudoplastico para as amostras, visto que houve reducdo da
viscosidade em funcdo da frequéncia, semelhantemente aos ensaios estacionarios

em funcéo da taxa de cisalhamento.
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Figura 28 — A) Viscosidade em funcdo da frequéncia. B) Modulos de armazenamento G’ (w), € de
perda G”’(w) em funcdo da frequéncia para xantana XantG: e XantGa.
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Fonte: A autora (2018).

A Figura 28 (B) mostra o comportamento dos modulos G’ e G”, em fun¢éo da
frequéncia angular (cisalhamento oscilatorio) para as duas amostras de Xant. Em

ambas o0 médulo elastico foi menor que o modulo viscoso, mostrando comportamento
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fluido superior ao comportamento solido (elastico) na faixa de amplitude varrida.
Todavia, a existéncia de resposta reoldgica em termos de G’, apesar de menor do que
G”, é um indicativo de estruturacdo da solugdo. Os resultados sugerem
comportamento estruturado do tipo Rouse-Zimm (LISY et al., 2004), em que as
cadeias de polimero tém tempo suficiente para libertar-se das restricdbes de
emaranhamento e sdo capazes de deslizar livremente, de um lado para o outro, sendo
este processo denominado "reptacdo”, teoria proposta por De Gennes (1971). Nesta
teoria imagina-se uma unica cadeia polimérica, dentro de um tubo imaginario, em uma
rede tridimensional, tal como um gel polimérico, sendo impedida de cruzar os
obstaculos impostos pelo gel (Figura 29). O movimento da cadeia é semelhando ao
movimento de uma cobra, justificando o uso do termo reptacao, o qual é derivado do

termo reptare do latim.

Figura 29- A cadeia P é livre para se mover entre os obstaculos fixos O, mas ndo pode cruzéa-los.

fn

Fonte: (DE GENNES, 1971).

Tal resposta sugere que o polimero tenha poucas ramificagdes, pois caso
contrario, haveria maior probabilidade de entrelacamento molecular e,
consequentemente, haveria rapidamente uma inversdo de G’ com G” com um ponto

de cruzamento entre esses dois parametros na curva da Figura 28 (B).
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7.2. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DOX/XANT

Este trabalho teve também o objetivo de sintetizar e caracterizar um SLC,
empregando Xant como matriz, apos conhecidas suas caracteristicas fisico-quimicas,
e Dox como farmaco de estudo. Para o desenvolvimento de um SLC é necessario
caracteriza-lo para melhor compreensdo das interacdes intermoleculares. Sendo
assim, foram caracterizados primeiramente os precursores isoladamente, em seguida
o0 complexo e a mistura mecanica (MM).

A formacéo dos complexos em solucéo/suspenséo foi obtida a partir da titulacao
de Dox em Xant. Apos sintetizado, o complexo foi liofilizado e caracterizado no estado
sélido por espectroscopia na regido do infravermelho e andlises térmicas, e em
solucdo/suspensdo utilizando medidas de potencial zeta. Para determinar os
parametros termodinamicos das interacfes da Xant com a Dox foi utilizada a
calorimetria isotérmica de titulagdo. Experimentos reolégicos foram realizados a fim
de se avaliar o efeito da formacdo do complexo no comportamento das solugdes.

Foram ainda avaliadas as atividades antimicrobianas dos complexos
Dox/XantG1 e Dox/XantGe..

7.2.1 Espectroscopia ha regido do infravermelho

Em decorréncia de interacdes intermoleculares pode ocorrer a restricdo ou
intensificagcdo do movimento vibratorio de grupos funcionais, refletindo no espectro de
FTIR como deslocamento, aumento ou reducio de bandas (SUAREZ et al., 2014).
Por essa razéo, a FTIR foi utilizada para identificar as interagdes entre Xant e Dox,
através da comparacdo dos espectros das moléculas precursoras puras, com a
mistura mecanica (Dox+Xant) e o complexo (Dox/Xant).

Na Figura 30 estdo representados os espectros de infravermelho das amostras

no estado sélido, na regido de 4000 a 500 cm-2.



69

Figura 30- Espectro na regido do infravermelho da Dox, XantGi, mistura mecénica (Dox+XantGi) e
complexo (Dox/XantG1).
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Fonte: A autora (2018).

Tabela 3 - Principais bandas observadas na regido do infravermelho para xantana, mistura mecéanica
(Dox+Xant) e complexo (Dox/Xant).

NGmero de ondas cm-! Atribuicdes
Dox XantG: Dox+XantG: Dox/XantG1
(MM) Complexo

3365 3435 3425 3425 v(O-H)

3452-3284 - - - v (N-H)

3050; 2931; 2850 2924 2924 2924;2850 v(C-H)

1670 - 1670 - v(C=0) da amida

1619; 1578; 1458 - 1619; 1578; 1458 1458 v(C=C) aromaticas

- 1730 - 1737 v(C=0) de ésteres e
ac. carboxilicos

- 1630 - 1630 v(C=0) derivado da
cetona do 4c. piravico

- 1412 - - dang (CH) de metila

1243; 1170 - - - v(C-0)

- 1060 - 1060 v(C-0O ligacdes
glicosidicas

Fonte: A autora (2018).

Na mistura mecéanica ndo ocorreram mudancas significativas nas posi¢des das
principais bandas observadas para Xant e Dox puras (Tabela 3), sendo o perfil

observado resultado da sobreposicdo de bandas caracteristicas desses dois
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compostos. J& no complexo Dox/Xant observam-se mudangas significativas no
espectro de infravermelho, tais como afinamento, atenuacdo e deslocamento das
bandas. Uma banda modificada foi aquela em 3431 cm™ no complexo, atribuida a
deformacao axial dos grupos (O-H), que sofreu um afinamento em relacdo a Xant pura.
Ocorreu o aparecimento de bandas em 2850, 1243 e 1175 cm, associadas ao
estiramento de ligacfes (C-H) (MUNDARGI et al., 2007) e de ligacbes (C-O) da Dox
(MISHRA E MISHRA, 2011; SUAREZ et al., 2014), respectivamente. A banda de
estiramento do grupo (N-H) proveniente da Dox n&o foi observada apds a
complexacgéo, assim como, as absorcdes em 1619 e 1578 cm™* presentes na Dox e
1280 cm™ da Xant pura.

Essas mudancas nos perfis dos espectros de FTIR dos compostos indicam a
formacéo do complexo Dox/Xant no estado solido. Contudo, a estrutura geral da Xant
apos se ligar com a Dox foi preservada, mostrando a estabilidade conformacional do

complexo.

7.2.2 Analises térmicas (curvas TGA e DTA)

As andlises TGA e DTA sao utilizadas frequentemente na caracterizacdo de
sistemas com mais de um componente, através da comparacao do perfil térmico dos
componentes puros, suas misturas mecanicas e dos possiveis complexos
(CALDERINI e PESSINE, 2008). As interacfes entre 0os compostos podem acarretar
modificacdes nas temperaturas de evaporacao, fusdo, sublimacéo, decomposicéo,
oxidacdo ou reducdo (MOREIRA, 2016).

Na Figura 31 (A e B) estdo apresentadas as curvas TGA e DTA para amostras

no estado solido: Xant, Dox, MM e complexo.
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Figura 31- A) Curva termogravimétrica para xantana, mistura mecénica (Dox+Xant) e complexo
(Dox/Xant) em atmosfera oxidante (ar). B) Curva térmica diferencial para as mesmas amostras e nas

mesmas condi¢cdes.
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Na curva TGA para Dox sdo observados multiplos eventos com uma perda de

massa total de 30% entre 190 °C e 420 °C atribuida a decomposicdo da molécula,

com perda de H20 e NHs, seguido de sua carbonizagdo com perda de massa de 46%

na faixa de 420 a 600 °C. Apresentando massa residual de cerca de 16%.
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Além dos picos exotérmicos associados a decomposi¢cdo/carbonizacdo da
molécula de Dox na curva DTA, foi observado um pico endotérmico em 165 °C que
corresponde ao evento de fusdo da Dox (SUAREZ et al., 2014).

A curva TGA da mistura mecanica € semelhante a curva da Xant pura, porém,
com menor perda de massa. Isso pode ser explicado pela presenca de matéria
inorganica no composto, na forma de sais de Na*/K* com CI.

O complexo Dox/Xant apresentou multiplos eventos de perda massa desde a
temperatura inicial até 900 °C. Um comportamento térmico completamente diferente
do observado para a Xant e Dox puras. Ocorreu ainda uma diminuicdo na massa
residual, o que sugere uma reducdo da quantitade de matéria inorganica apés a
complexacdo. O desaparecimento dos picos ha curva DTA, indicando uma diminuicao
da estabilidade, é atribuido a amorfizacdo, que por sua vez se deve a complexacao e
a liofilizag&o. Isto sugere que a estrutura secundéria da Xant foi alterada.

Os dados obtidos nessa parte do trabalho confirmam que o complexo formado
apresenta caracteristicas térmicas muito diferentes dos seus precursores, o que pode
ser associado ao fato de ocorrer a formacao de interacdes eletrostaticas entre a Xant

e a Dox.

7.2.3 Anélises em solucédo/suspenséo

O comportamento do complexo também foi investigado em solucao/suspenséao
por varios métodos, tais como: potencial zeta, titulagdo calorimétrica isotérmica e
reologia estacionaria. Os dados de DLS nao foram utilizados por conta da
polidispersidade, a qual foi muito elevada, ndo permitindo inferir nenhuma medida

satisfatoria.

7.2.4 Titulagcdo Dox/Xant por potencial zeta

ZP foi medido com o intuito de verificar as cargas na superficie das particulas e
compreender como ocorre a atracdo eletrostética entre Xant e Dox. As interacdes
entre os dois compostos foram avaliadas com medidas de ZP em regime de titulacao.
Os valores médios de ZP durante esse experimento variaram entre -82 a -25 mV como
observado na Figura 32, mostrando que a medida que o antimicrobiano neutraliza a

macromolécula, ocorre uma gradativa redugédo da concentracdo de cargas em sua
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superficie. Além disso, apesar da curva ndo estar bem comportada, aparentemente
existe um ponto de inflexdo a razdo de 0.006 mol/g, atribuido a um ponto

estequiométrico na curva.

Figura 32— Titulagdo potencial zeta da solugéo doxiciclina 30 mM em 1,5 mL de solugédo xantana a 4
g/L.

0~
104
-20 _
301
.40 _

o

-60 -

ZP/mV

-70 -
-80 -

-90 4

T T T T T T T
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015

[DOX]/CXB.HI / (mOIDox/gXant)

Fonte: A autora (2018).

As tetraciclinas sao caracterizadas por apresentarem quatro anéis aromaticos,
com multiplos grupos ionizaveis, incluindo amino, carboxilo, fenol, alcool e cetona. Dox
possui trés constantes de dissociacdo acida (pKa's = 3,5, 7,7 e 9,5), conforme Figura
33 (GAO et al., 2012). A presenca do grupo hipoclorito na forma de cloridrato, em
solucédo, leva a formacao de espécies ibnicas e a protonacéo do grupamento amino o
que, inclusive, aumenta a solubilidade em agua (CACO et al., 2008). No presente
trabalho, a interacdo deve ocorrer entre o grupo amino, facilmente protonado,
localizado no anel C4 (pK, 9,5) da molécula de Dox, o qual geralmente lidera as
interacOes eletrostaticas (GAO et al., 2012) . Nesse caso, deve ocorrer a gradativa
neutralizagdo das cargas negativas da Xant, conferidas por seus grupos de &cido
carboxilico (residuos glucurdnicos e piravicos), com um valor de pK, cerca
de 3,1 (LOEFFLER et.al., 2014), pela interagdo com as cargas positivas da Dox do
(grupo amino) (SASSMAN e LEE, 2005).
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Figura 33- Grupos ionizaveis da doxiciclina.
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Fonte: (GAO et al., 2012).

Esses resultados podem ser corroborados por observagdes semelhantes feitas
por Stockwell et al. (1986), ao estudar sistemas de gel a base de alginato de sédio e
farmaco maleato de clorfeniramina, de carga oposta. Um aumento na quantidade do
farmaco, aumentou a quantidade do complexo farmaco-polimero formado, onde o
aumento do efeito de neutraliza¢éo das cargas do polimero provocou uma reducéo na

repulséo intramolecular.

7.2.5 TitulagBes calorimétricas isotérmicas

A titulacao calorimétrica isotérmica (ITC) € uma técnica que consiste em medir
diretamente o calor liberado ou absorvido durante um evento de interacao
biomolecular. O ITC monitora a variacdo de temperatura resultante da quebra ou
formacdo de interacfes a cada titulacdo, medindo a diferenca de potencial elétrico
necessaria para manter o equilibrio térmico entre a célula contendo a amostra e a
célula de referéncia (MALVERN INSTRUMENTS LTD). E uma técnica valiosa por ser
a Unica que pode determinar simultaneamente todos os parametros de ligacdo em
uma unica experiéncia. Com os dados obtidos, através da isoterma de Wiseman
(Equacéo 6) é possivel determinar a constante de ligacdo (K), a estequiometria de
reacdo (N) e variacdo da entalpia (AintH°). Conhecendo-se os valores de N e K
determina-se a energia livre de Gibbs (AnG°), através de uma equacdo da
termodinamica (equacgéo 7). Com o valor de AintG°, juntamente com AintH°, calcula-se
o valor de entropia (TAintS°), empregando uma outra equacdo da termodinamica
(equacdo 8) (MALVERN INSTRUMENTS LTD; TURNBULL e DARANAS, 2003;
SUAREZ et al., 2014).
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Na Figura 34 estdo representadas as curvas de titulagdo da Dox (30 mM) em

XantGia 4,2 g/L (c > c**). A Figura 34 (A) mostra as titulagdes do composto em agua

(branco), procedimento que visa excluir os efeitos de interacdo soluto-soluto, soluto-

solvente, para avaliar apenas as interacdes Dox/Xant. Mostra também a titulacao da

Dox na solugéo de Xant.

Como pode ser observado, 0 maximo da curva de titulacdo é préximo da razao

de 0,0005, corroborando os resultados de titulagao por potencial zeta.

A curva de diluicdo foi subtraida, obtendo-se a curva final de titulacédo (Figura 34

B) (DENADAI, 2005), que por sua vez foi decomposta para realizacdo do ajuste ndo

linear usando-se a Isoterma de Wiseman. A Tabela 4 apresenta os valores

termodinamicos de interagdo entre 0S compostos.

Figura 34- Curvas de titulagdo calorimétrica de doxiciclina a 30 mM em solucédo xantana a 4,2 g/L. A)
Inclui a curva de diluicdo e B) Curva final de titulagdo decomposta.
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Tabela 4 - Pardmetros termodindmicos de interacdo da doxiciclina com xantana, onde TinAS® (Termo
entropico da interagéo) a 298,15 K.

Sitio de N K AintG® AinH° TAnS°
Interacdo (mol/g) (cal/mol) (cal/mol) (cal/mol)
1 3x104+4,6x 3,22 x 10+ -6161,0 -3000 + 61,89 +3160,4
106 6,5 x 106
2 7x104+15 4,13 x 103+ -4939,1 +4393,0 £ +9332,1
x 10 349 178,4

Fonte: A autora (2018).

O processo de complexacdo apresentou duas etapas, uma etapa exotérmica
(AintH® < 0) e outra endotérmica (AintH® > 0), ambas favorecidas por entropia (TAintS°).
A presenca das duas etapas sugere que a molécula de Xant apresente, pelo menos
dois sitios de interacdo ndo degenerados, portanto, gerando duas estequiometrias.
Em face disso, foram mostrados os parametros 1 (etapa exotérmica) e 2 (etapa
endotérmica) na Tabela 4.

As constantes de equilibrio para ambas etapas apresentaram valores
moderados, da ordem de 103-10% se comparados a outros sistemas (1000 < Ka <
20000 (TURNBULL e DARANAS, 2003).

A primeira curva de titulacdo de Dox em Xant representada na Figura 34 (B),
trata-se da etapa exotérmica, referente ao sitio de interacdo mais favoravel da Xant,
0 qual apresentou maior constante de afinidade. O valor negativo de entalpia
provavelmente originou-se da formacado de interacfes idnicas entre as moléculas de
Dox com as moléculas de Xant, uma vez que processos exotérmicos indicam a
formacao de ligacdes estaveis. A elevacdo da entropia (desordem) observada no
sistema explica-se pela dessolvatacdo da Dox e da Xant, as quais ao se ligarem,
devem liberar moléculas de agua que ganham graus de liberdade rotacionais e
translacionais.

J& na segunda parte da curva de titulacdo, apos a saturacéo dos primeiros sitios
de interacdo, a Dox ja ligada deve dificultar a entrada das moléculas subsequentes e,
portanto, gerando o valor endotérmico de entalpia. A variacdo positiva da entropia
(TintAS®) indica interacbes de natureza hidrofobica, com quebra de ligacbes de
hidrogénio. Da mesma maneira que na etapa exotérmica, tal variacdo é causada pela
dessolvatacéo das moléculas de Dox e Xant e consecutiva liberacdo de moléculas de
agua para o0 meio, as quais ganham graus de liberdade rotacionais e translacionais,
responsaveis pelo estado final de desordem ser maior que o estado inicial, fato que

garante a espontaneidade da interagéo.
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7.2.6 Investigacéo das interagdes Dox/Xant por reologia

A formacédo do complexo Dox/Xant foi também investigada através da titulagéo
de 2500 pL de solugcédo Dox a 15 mM (41 titulacdes de 63 puL) em 15 mL de solucdo
de Xanta 2 g/L (c > c**), a 25 °C e ¢ = 100 s*. Como pode ser observado na Figura
35, a viscosidade se mantém constante até proximo da razéo 0,0002 mol/g, proximo
a primeira estequiometria observada no experimento de ITC. Apds este ponto, a
viscosidade diminui até proximo da razao de 0,0005 mol/g, a partir de quando adquire

valores praticamente constantes, corroborando com os resultados de ZP e ITC.

Figura 35- Curva de titulagéo viscosimétrica de doxiciclina 15 mM em xantana 2,0g/La25°Ce ¢ =
100 s,
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Fonte: A autora (2018).

Quando as moléculas de Xant estao livres no meio, encontram-se envoltas de
moléculas de agua, atraidas pelos grupos hidrofilicos, tais como —OH, —-COOH e —
COOr, capazes de formar ligacdes de hidrogénio ou interacdes ion-dipolo com a agua
e com outras moléculas, resultando em elevados valores de viscosidade
(STOCKWELL et al., 1986; WANG et al., 2009).

De acordo com Rochefort e Middleman (1987) a molécula de Xant em agua, a
25 °C, apresenta cadeia parcialmente desordenada, mas altamente estendida devido
as repulsdes eletrostaticas dos grupos carregados das cadeias laterais. Devido a
estrutura altamente estendida, as moléculas podem se alinhar e associar (devido a

ligacéo de hidrogénio) para formar um material fracamente estruturado.
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A medida que a Dox ¢é adicionada, a interagéo eletrostatica com a Xant é forte o
suficiente para induzir a formacgéo espontanea de um precipitado. A reacéo induz a
uma diminuicdo da area superficial da macromolécula, promovendo o rompimento do
emaranhado tridimensional e, consequentemente, diminuindo as interacdes
intermoleculares polimero-polimero e polimero solvente, aumentando as interages
intramoleculares que resultam na reducdo da viscosidade. Portanto, a estrutura do
fluido deixa de ser a de um emaranhado continuo para se tornar uma suspensao com
particulas discretas, sem interacdes significativas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Stockwell et al. (1986) ao
estudar sistemas em gel, onde a neutralizagdo das cargas negativas do alginato pelo
farmaco catidnico maleato de clorfeniramina, provocou uma reducao na repulsédo
intramolecular polimero-polimero, resultando em uma conformacdo mais compacta,
afetando assim a viscosidade.

Com o objetivo de se obter o comportamento de fluxo da suspenséo resultante
da titulacdo, a amostra presente no recipiente, na propor¢ao [Dox]/Cxant = 0,00105
mol/g, foi submetida a cisalhamento estacionario de 1 a 1000 s™.

As Figuras 36 (A e B) mostram os comportamentos de fluxo da solugao de Xant
(2,0 g/L) e da suspensao Dox/Xant (0,0021 mol/L de Dox, 2,0 g/L de Xant e propor¢cao
[Dox]/Cxant = 0,00105 mol/g). Como pode ser observado, a complexacdo promoveu
uma significativa reducédo da viscosidade da solucdo, além de eliminar a histerese
reologica, aumentando drasticamente o perfil newtoniano do fluido, jA que a

viscosidade da suspensao Dox/Xant é praticamente constante Figura 36 (B).
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Figura 36- Curva de A) fluxo e B) viscosidade de solugdo xantana e do complexo Dox/Xant, a 25 °C (1

< ¢ 21000 s-1).
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Fonte: A autora (2018).

A Figura 37 mostra uma queda da viscosidade em funcao da temperatura. As
moléculas livres possuem uma dependéncia da viscosidade com a temperatura muito
maiores do que as complexadas com a Dox. Essa maior dependéncia é reflexo da
maior concentragao de intera¢des intermoleculares Xant/solvente e Xant/Xant, o que

nao ocorre no caso do complexo Dox/Xant, pois como citado, acredita-se que 0s
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emaranhados moleculares tenham sido desfeitos para formar estruturas discretas,

gue inclusive, sedimentam, conforme observado visualmente.

Figura 37— Curvas de viscosidade em fungdo da temperatura, a 100 s1, para solugao de Xant a 2,0
g/L e suspensao [Dox]/Cxant = 0,00105 mol/g.
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Fonte: A autora (2018).

7.2.7 Ensaios antimicrobianos

Determinacdo da dose letal mediana

Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos complexos Dox/Xant comparando-
se com o efeito da Dox pura, frente a uma linhagem de S. aureus, empregando a
propor¢cdo 1 mmol de Dox para 2 g de Xant, visto ser a proporcdo encontrada nos
experimentos de ITC. Esses microrganismos foram escolhidos por serem Gram-
positivos, responsaveis por 65% das doéncas patogénicas humanas, uma vez que
comumente sdo causadores de infecgcbes na pele, doencas respiratorias e
osteomielite cronica (WANG et al., 2016).

Sendo assim, foi realizado um ensaio para a determinacéo da dose letal mediana
(DLso) por teste de microdiluicdo em caldo em placa de 96 pocos. Para a leitura da
placa foi empregado um leitor de microplacas Thermo Electron oy (modelo Multiskan

FC) a 570 nm, ap0s adi¢cdo do corante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de
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tetrazolium (MTT). A vantagem de se trabalhar com MTT como indicador é que a
leitura torna-se mais confiavel, pois o MTT somente é clivado por enzimas
desidrogenases, situadas no interior da célula, dentro das mitocéndrias ou em outros
locais com atividade desidrogenase, convertendo-se em formazan de coloracao
arroxeada, cuja leitura pode ser realizada por espectrofotometria. Como somente
mitocdndrias intactas promovem a conversdo do MTT, este corante é um indicador de
atividade metabdlica (HANSEN et al., 1989). Os resultados dos experimentos sao

mostrados na Figura 38 e na Tabela 5..

Figura 38 — Determinacgé&o da dose letal mediana para S. aureus 32388602. A) Dox pura, B) Complexo
Dox/XantGi1 e C) Complexo Dox/XantG..
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Tabela 5 - Determinacéo da dose letal mediana de Dox pura e dos complexos Dox/Xant para S.
aureus 32388602.

Linhagem DLso DLso DLso
9 Dox Dox/XantG; Dox/XantG:
32388602 0,25 pg/mL 0,0625 pg/mL 0,0625 pg/mL

Fonte: A autora (2018).

A leitura mostrou uma consideravel redugédo na DLsp comparando-se Dox/Xant

com a Dox pura. Os complexos Dox/Xant apresentaram uma eficiéncia antimicrobiana
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4 vezes maior do que a Dox pura frente a S. aureus 323886023, visto que os valores
de DLso encontrados foram 0,0625 pg/mL e 0,25 pug/mL, respectivamente.

Balzli et al. (2010) estudaram uma formulacao de trobamicina e dexametasona,
utilizando uma suspenséo de xantana no tratamento de queratite ocular, causada por
S. aureus. As formulagbes demostraram tempo de dissolugdo mais longo in vitro,
comparado a formulagdo comercial e aumento da biodisponibilidade em olhos de
coelho. De acordo com os autores, a Xant possui propriedades de aderéncia que as
tornam Uteis na liberacdo de medicamentos. O SLC aumentou a capacidade
bactericida, bem como mantendo a eficicia do esteroide com metade da dosagem do

farmaco.

Curva de morte

A acdo da Dox pura e dos complexos Dox/Xant, frente a S. aureus 323886023
também foi avaliada por experimentos de curva de morte. Foi preparada um placa de
96 pocos utilizando solucdo Dox a 0,0625 ug/mL e outra placa a 0,25 pg/mL,
concentragdes equivalentes aos valores de DLso encontrados para Dox/Xant e Dox

pura, respectivamente. Os resultados estdo descritos na Figura 39.

Figura 39- Curva de morte de S. aureus 323886023 tratadas com Dox e complexos Dox/Xant.
Concentracdo de Dox A) 0,0625 ug/mL e B) 0,25 ug/mL.
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Fonte: A autora (2018).

Conforme observado na Figura 39, existe uma clara diferenca entre a acdo dos
complexos Dox/Xant comparados a Dox pura. Percebe-se na Figura 39 (A) uma
inibicdo de mais de 50% da atividade metabdlica no intervalo de 16h, tanto para
Dox/XantG1 quanto para Dox/XantGz. Ao passo que Dox pura nem sequer alcangou
tal inibicdo, o que pode ser facilmente compreendido, visto ser a concentracao

utilizada (0,0625 pg/mL) inferior & DLso apresentada pela Dox.

De acordo com a Figura 39 (B) uma inibicao da atividade metabdlica superior a
50%, para Dox/XantGi e Dox/XantG: foi constatada nas leituras realizadas nos
intervalos de 16h e 18h, respectivamente. Resultado bastante diferente da Dox pura,
a qual demonstrou tal inibicho somente na leitura realizada 24h apés a adicao do
in6culo.

De acordo com Martins et al. (2011), existem geralmente trés propostas que
justificam a melhoria do efeito antibacteriano de principios ativos complexados, as
quais séo: alteracdo no mecanismo de interacdo, que pode resultar em maior taxa de
penetracdo; protecdo quimica do ativo de oscilacbes na composicao do meio, que
podem resultar em alteracdes no equilibrio osmdético das células e pH e liberacao

sustentada do ativo por tempo prolongado.
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Encontra-se na literatura muitos estudos que corroboram a eficacia da utilizacéo
de biopolimeros, sobretudo a Xant como veiculo de liberacdo de farmacos,
especialmente por apresentarem capacidade de formar pares idbnicos com farmacos
catidnicos. Por exemplo, Yellanki et al. (2010) encontraram que quitosana e xantana
sdao matrizes de encapsulamento eficientes para a liberacdo do
antibacteriano/antiprotozoario metronidazol (catiénico), no tratamento contra vaginite
causada por S. aureus. Concluiram que formula¢gées com 0s mesmos demonstraram
controle na liberacéo do farmaco devido a alteracdo do mecanismo de contato, que
nesses casos passou a ser por mucoadesao. Bertram e Bodmeier (2006) prepararam
insercdes nasais em solu¢gdes aquosas contendo veiculos poliméricos e oximetazolina
(catibnico). Um aumento na concentracao do farmaco, levou a uma reducdo na taxa
de liberacao, justificando-se pelas interacdes eletrostaticas entre as cargas opostas
do farmaco e do polimero, levando a formagcédo de complexos, resultando em uma
liberac@o mais lenta do farmaco.

Wang et al. (2016) estudaram a formulagéo de um sistema em gel, para liberagao
controlada de sulfato de gentamicina (catiénico), utilizando goma xantana modificada
com anidrido succinato, para aumentar os grupos de &cidos carboxilicos e melhorar o
desempenho do gel. A hidratagédo e as interacdes inter e intramoleculares retardaram
a liberacdo do farmaco em estudos de liberacgao in vitro.

A goma xantana oferece uma potencial utilidade como transportadora de
medicamentos, sobretudo devido a sua inércia e biocompatibilidade (KIM et al., 2015;
WANG et al., 2016). Pode alcancar uma maior disponibilidade do farmaco e
simultaneamente uma liberacdo mais prolongada, enfim, contribuindo para melhorar
sua eficacia, através da utilizacdo em SLCs. No presente trabalho, ndo podemos
afirmar que o controle na liberacdo se deu por retencdo do tempo de absorcdo. No
entanto, a melhor acdo de Dox/Xant comparando-se a Dox pura, pode ser devido a
protecdo quimica da doxiciclina na presenca da xantana, ja que a doxiciclina é
fotossensivel;, bem como a alteracdo do mecanismo de interagdo com 0sS
microrganismos. Quanto a esta Ultima hipétese, acredita-se que pelo fato das
xantanas serem produzidas por microrganismos, haja uma tendéncia de afinidade por
membranas celulares, o que aumentaria a concentracéo do farmaco nas proximidades
destas, aumentando assim sua disponibilidade e causando a morte mais rapida dos
mesmos. Porém, mais estudos precisariam ser realizados para se avaliar a afinidade

de microrganismos patogénicos por xantanas.
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8 CONCLUSAO

No presente trabalho, foram estudadas as propriedades fisico-quimicas e
estruturais do biopolimero xantana, produzida a partir de glicose. Com base nos
resultados, foi possivel mostrar que as xantanas enquanto polieletrdlitos, sdo capazes
de se auto-organizar formando estruturas coloidais em solucdo aquosa, de elevada
viscosidade e pseudoplasticidade. Os estudos de agregagao apontaram para duas
concentracfes criticas, uma de sobreposicdo e a outra de agregacao, indicando a
formacédo de emaranhados moleculares, 0s quais sdo responsaveis pela elevacao da
viscosidade das solugdes, decorrente do aumento do diametro hidrodinamico.

O composto demonstrou ser estavel, visto que a curva de condutividade elétrica
em funcdo do tempo, ndo demonstrou nenhuma variacao significativa durante 23 dias,
mostrando que nao houve fragmentacao espontanea do polimero.

O comportamento reoldgico estacionario mostrou-se tipico de fluido
pseudoplastico, visto que houve reducado da viscosidade, com o aumento da taxa de
cisalhamento, como resultado da quebra dos emaranhados moleculares. Contudo,
medidas reoldgicas dinamicas apontaram moédulo elastico menor que 0 viscoso em
concentracéo de 2 g/L, mostrando comportamento estruturado do tipo Rouse-Zimm,
através do processo de "reptacao”.

No que diz respeito ao complexo Dox/Xant, os resultados obtidos mostraram que
0 composto € estavel tanto em solucdo quanto no estado soélido, sendo sua
estabilizacdo decorrente da interacéo entre a Xant e a Dox.

As interacBes eletrostaticas provocaram diminuicdo (em médulo) do ZP das
moléculas de Xant, devido a neutralizacdo de seus grupos negativos (&cido
carboxilico), pela ligacdo com os grupos catibnicos da Dox.

A calorimetria isotérmica de titulagdo mostrou que as xantanas possuem dois
sitios de interacdo distintos. As estequiometrias Dox/Xant determinadas foram 3 x
104 e 7 x 10* mol/g. Além disso, as interacfes eletrostaticas entre Dox e Xant
acarretaram diminuicdo das interac6es polimero-polimero e polimero-solvente,
favorecendo o rompimento dos emaranhados tridimensionais e consequente
diminuicdo da viscosidade.

Finalmente, os ensaios biologicos de Dox/Xant frente & S. aureus demonstraram
uma melhor acédo antimicrobiana, através da reducdo da DLso e tempo de inibicéo,

comparando-se com a Dox pura. Justificando-se possivelmente por uma liberacdo
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inicial mais rapida, que provocou a morte mais rapida dos microrganismos, numa
menor concentra¢do. Portanto, 0s complexos mostraram-se promissores para serem

utilizados em sistemas de liberacdo controlada de doxiciclina.
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