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RESUMO

A alta ocorréncia de microrganismos multirresistentes é considerada um problema de
saude global, sendo a presenca e disseminacdo desses organismos documentada
com mais frequéncia nas Ultimas décadas. Visando diminuir o nimero desses
patégenos, o uso de antissépticos tornou-se um importante aliado, reduzindo os riscos
de contaminacdo. O Cloreto de Cetilpiridinio — CCP é um surfactante cationico ja
utilizado nos Estados Unidos da Ameérica como colutério ha mais de 70 anos,
possuindo atividade biocida contra um largo espectro de bactérias. Dentre elas,
destaca-se o Staphylococcus aureus, que apesar de constituir frequentemente a
microbiota habitual humana, € um importante patdogeno que causa uma grande
variedade de infeccdes clinicas. No intuito de se tentar reduzir os inconvenientes da
resisténcia bacteriana e potencializar o efeito do CCP, foi proposto no presente
trabalho, a complexacdo do composto com a B-ciclodextrina. O trabalho teve como
objetivo inicial, a sintese e caracterizacao fisico-quimica (FTIR, analise térmica, RMN,
ZP, DLS, ITC) de composi¢ao nanoestruturada do CCP/BCD, dando especial atencéo
ao processo de complexacdo CCP/BCD frente a possibilidade de auto-organizacéo do
surfactante na forma de micela. Na sequéncia, foi avaliada a atividade antimicrobiana
do CCP, na auséncia e na presenca de BCD, frente a cepas clinica e padrédo (ATCC)
de S. aureus. Ao fim, foi investigada a interagéo direta do complexo CCP/BCD com
membranas de S. aureus, com vistas a compreensao do mecanismo de interacdo. Os
resultados obtidos demonstraram formacdo espontanea do complexo de inclusao
entre a BCD e CCP, o qual foi preferencial ao processo de micelizagdo do CCP puro,
sendo que a BCD atrasa o processo de micelizacdo. Quanto a sua atividade biolégica,
observou-se que na presenga da BCD houve reducdo da DLso e alteracdo nos
parametros termodinamicos e coloidais, sugerindo que o modelo de encapsulamento

molecular proposto pode ser uma ferramenta promissora.

Palavras chave: Cloreto de Cetilpiridinio. B-ciclodextrinas. Staphylococcus aureus.

Interacdo com membranas.



ABSTRACT

The high occurrence of multiresistant microorganisms is considered a global health
problem, and the presence and dissemination of these organisms has been
documented more frequently in recent decades. In order to reduce the number of these
pathogens, the use of antiseptics has become an important ally, reducing the risks of
contamination. Cetylpyridinium Chloride — CPC is a cationic surfactant that has been
used in the United States as a mouthwash for over 70 years and has biocidal activity
against a broad spectrum of bacteria. Amongst them, Staphylococcus aureus stands
out, that although it is often the usual human microbiota, is an important pathogen that
causes a wide variety of clinical infections. In order to try to reduce the inconvenience
of bacterial resistance and potentiate the effect of CPC, the complexation of the
compound with B-cyclodextrin was proposed in the present work. The initial objective
of this work was the synthesis and physicochemical characterization (FTIR, thermal
analysis, NMR, ZP, DLS, ITC) of CPC/BCD nanostructured composition, paying
special attention to the process of CPC/BCD complexation in face of the possibility self-
organization of surfactant in micelle form. Subsequently, the antimicrobial activity of
CPC was evaluated, in the absence and presence of BCD, against clinical and
standard strains (ATCC) of S. aureus. Finally, the direct interaction of the CPC/BCD
complex with S. aureus membranes was investigated in order to understand the
mechanism of interaction. The results showed spontaneous formation of the inclusion
complex between BCD and CPC, which was preferable to the pure CPC mycelization
process, and BCD delays the mycelization process. Regarding its biological activity, it
was observed that in the presence of BCD there was a reduction of LDso and alteration
in thermodynamic and colloidal parameters, suggesting that the proposed molecular
encapsulation model may be a promising tool.

Keywords: Cethylpyridine chloride. B-cyclodextrin. Staphylococcus aureus. Interaction

with membranes.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANTIMICROBIANOS VERSUS MICRORGANISMOS MULTIRRESISTENTES

A alta ocorréncia de microrganismos multirresistentes € considerada um
problema de saude global, sendo a presenca e disseminacdo desses organismos
documentada com mais frequéncia nas Ultimas décadas, principalmente em
ambientes destinados ao cuidado da saude das pessoas (GONTIJO FILHO et al.,
2016; MAAMAR; HU; HARTMANN, 2019). Nesse contexto, os antimicrobianos
representam uma preciosa reserva terapéutica, sendo necessario sua protecao
através de programas e medidas politicas que limitem seu uso inadequado nao
apenas em humanos como também em animais e na producdo de alimentos. Isso
porque existe possibilidade real para o século XXI do estabelecimento de uma era
pos-antibiotico, em que infeccdes comuns e simples les6es poderdo se tornar graves
problemas de saude publica em funcdo da resisténcia dos microrganismos aos
antibiéticos disponiveis (PINCUS et al., 2015; SWITZERLAND, 2014).

Os beneficios proporcionados pelo uso dos antimicrobianos no controle dos
patdogenos humanos é dificil de se estimar. Contudo, o uso continuo e indiscriminado
desses compostos leva a presséao seletiva pelo desenvolvimento de mecanismos de
tolerancia e/ou resisténcia. Tais mecanismos incluem especialmente, dentre outras
formas de adaptacdes, mutacdes especificas em genes, aquisicdo de mecanismo de
resisténcia de outros microrganismos via troca de material genético. Nas Ultimas
décadas tem-se percebido um enorme crescimento na incidéncia de resisténcia aos
antibiéticos frente a descoberta de novos compostos (ITO et al., 2003; LANGDON,;
CROOK; DANTAS, 2016; LEVIN-REISMAN et al., 2017; MEOUCHE; DUNLOP, 2018).

Estima-se que em 2015, os patdgenos resistentes a antibidticos causaram mais
de 50.000 mortes na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA.), devendo
chegar a 10 milhdes de mortes por ano em todo o mundo até 2050 (LANGDON,;
CROOK; DANTAS, 2016).

Alternativas devem ser encontradas com uso restrito desses compostos a

situacdes em que estes forem imprescindiveis, buscando estratégias de formulactes
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com minimos efeitos adversos e que tenham suas ac¢des direcionadas ao patdgeno
de interesse, aos seus mecanismos de viruléncia, preservando inclusive o0s
microrganismos comensais importantes para a homeostase do hospedeiro
(LANGDON; CROOK; DANTAS, 2016).

1.2 O CLORETO DE CETILPIRIDINIO

Surfactantes sdo compostos caracterizados por apresentarem na mesma
molécula, uma regido hidrocarbdnica, de baixa solubilidade aquosa e um grupamento
hidrofilico, com elevada afinidade a &gua (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

Essa dualidade Ihes confere a capacidade de interagir simultaneamente com
substéancias polares e apolares, se adsorvendo em superficies e se auto-organizando
em estruturas como as micelas, vesiculas e bicamadas. Por essas razbes, 0s
surfactantes sdo capazes de reduzir a energia livre de Gibbs superficial (tenséo
superficial) entre as fases liquido-liquido, liquido-sdlido e liquido-géas, favorecendo a
dissolucédo de substancias hidrofébicas como drogas, corantes, polimeros e 06leos
(ALVES et al., 2014; KARAYIL et al., 2016).

Os compostos de amébnio quaternario sao largamente utilizados em industrias
de alimentos e domicilios como antissépticos e desinfetantes devido a sua acao
surfactante e a baixa toxicidade, aliado ao seu poder microbicida (por exemplo,
desinfeccao pré-operatoria de pele integra, aplicacdo em mucosas e desinfeccdo de
superficies nao criticas) (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

O Cloreto de Cetilpiridinio — CCP (Figura 1) € um surfactante catibnico, ja
utilizado nos EUA como colutério hd mais de 70 anos, possuindo atividade biocida
contra um largo espectro de bactérias da cavidade oral (ALVES et al., 2012; RASIC et
al., 2019).

Figura 1 — Férmula estrutural do Cloreto de Cetilpiridinio.

®N/ N o

Fonte: Karayil et al. (2016).
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Por ser cationico, o surfactante CCP pode interagir com a membrana celular
bacteriana através de interacdes eletrostaticas com fosfolipidios negativamente
carregados, resultando na perda de componentes celulares, perturbacdo do
metabolismo, inativacdo de canais ibnicos, inibicAo do crescimento celular e
consequente morte da célula (PARASKEVAS, 2005; ALVES et al., 2012; ALVES et
al., 2014).

Salton (1968) propds a seguinte sequéncia de eventos com microrganismos
expostos a agentes surfactantes (detergentes): (i) adsorcao e penetracdo através dos
poros da parede celular (no caso de microrganismos que possuem esta estrutura); (ii)
interacdo com a membrana lipoproteica seguida da desorganizacdo da membrana
citoplasmatica; (iii) perda de metabdlitos de baixo peso molecular como aminoacidos,
purinas, pirimidinas, nucleotideos e ions; (iv) degradacdo de proteinas e acidos
nucléicos e (v) lise da parede causada por enzimas autoliticas. Com isso, acontece a
perda da estrutura organizacional e integridade da membrana citoplasmatica,
desnaturacao de proteinas e enzimas, juntamente com outros efeitos prejudiciais a
célula bacteriana (ALVES et al., 2012; SALTON, 1968).

1.3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Dentre as bactérias Gram positivas, destaca-se o Staphylococcus aureus, que
apesar de constituir frequentemente a microbiota humana normal é um importante
patdgeno que causa uma grande variedade de infecgBes clinicas. E uma das
principais causas de bacteremias e outras infeccdes como endocardite,
osteoarticulares, de pele e de tecidos moles, pulmonares, meningites, relacionadas a
dispositivos invasivos, podendo ser oportunista e frequentemente estd associado a
infeccbes adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar. Algumas infeccbes
por S. aureus sao agudas e podem disseminar para diferentes tecidos provocando
focos metastaticos (TONG et al., 2015).

Os tratamento efetivo contra os S. aureus tem se tornado desafiador devido a
crescente incidéncia de cepas multidrogas resistentes, com destaque para os S.

aureus Meticilina resistentes — SAMR ou MRSA. A resisténcia pode ser adquirida por
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influéncia do meio onde estédo inseridos ou transferida de uma bactéria para outra
quando os mecanismos de resisténcia sdo incorporados ao material genético,
possibilitando a selecdo destes microrganismos e sua disseminacdo nos diversos
ambientes hospitalares e extra hospitalares (HIBBITTS; O’LEARY, 2018; HUANG et
al., 2006; JOHNSON, 2011; JONES et al., 2007; PINCUS et al., 2015).

O S. aureus é um microrganismo capaz de produzir adapta¢cdes na composi¢cao
de sua membrana e parede celular, modulando carga positiva de superficie como
forma de protegé-los contra a interagdo e inser¢cdo de antimicrobianos cationicos.
Além disso, podem alterar seu perfil de carotendides, modificando a consisténcia da
membrana (fluidez versus rigidez) para uma melhor resisténcia contra peptideos
antimicrobianos (BERTSCHE et al., 2011; JONES et al., 2007; MISHRA; BAYER,
2012; MISHRA et al., 2009). Dessa forma, o entendimento dos mecanismos de
interacdo de farmacos com membranas celulares, com vistas ao desenvolvimento de
novas estratégias farmacoldgicas para controle desses microrganismos pode ser

potencialmente promissora.

1.4 SACARIDEOS COMO DISPOSITIVOS DE LIBERACAO CONTROLADA

Para reduzir os inconvenientes da resisténcia bacteriana e instabilidade
quimica de substancias bem como minimizar os efeitos prejudiciais, tém sido
propostos sistemas de encapsulacdo molecular de antimicrobianos baseados nos
mais diversos tipos de matrizes, como lipossomas, ceramicas, compdsitos,
biomoléculas, polimeros ibnicos e ndo idnicos, complexos de coordenacéo,
ciclodextrinas (CDs), nanoesferas, etc. No entanto, o desenvolvimento eficiente
desses sistemas requer um minucioso estudo visando compreender a adsorcao
molecular e interacdo que existe entre a membrana de uma célula alvo e o
medicamento. Diante da busca pelo aprimoramento de formulagdes existentes, a fim
de melhorar a sua acao e do desenvolvimento de compostos mais potentes e menos
toxicos, uma estratégia promissora é a complexacéo desses com CDs (SUAREZ et
al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014).
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As CDs sao oligossacarideos ciclicos, constituidos por unidades de
glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas a 1-4. S&o produzidas por converséao
enzimatica a partir de uma fonte natural e renovavel, o amido. As trés ciclodextrinas
naturais de maior interesse tecnologico sao cristalinas, homogéneas, nao
higroscopicas e compostas por seis, sete e oito unidades de glicopiranoses unidas por
ligacBes glicosidicas do tipo a-1,4 sendo denominadas a-ciclodextrina, 3-ciclodextrina
(BCD) e y-ciclodextrina (Figura 2), respectivamente (SZEJTLI, 1998; THOMPSON,
1997; TOKIHIRO; IRIE; UEKAMA, 1997; UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998).

Figura 2 — Férmulas estruturais das ciclodextrinas naturais.
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Fonte: Moreira (2016).

Devido a disposicao espacial de suas unidades glicosidicas (Figura 3), as CDs
apresentam a forma cilindrica de cone truncado, com um lado mais largo formado
pelas hidroxilas secundéarias e uma face mais estreita, promovida pela livre rotacédo
das hidroxilas primarias ligadas em C-6. A dimensao da cavidade é determinada pelo
namero de unidades de glicose presentes nas CDs. Essa variagdo no namero de
unidades de glicose confere a cada CD propriedades fisico-quimicas diferentes,
conforme pode ser observado na Tabela 1 (DEL VALLE, 2004; SZEJTLI, 1998).



Figura 3 — Férmula estrutural de uma unidade glicosidica na conformacéo de

cadeira.

Fonte: Paula et al. (2011).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas das Ciclodextrinas naturais.
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Propriedades a-CD B-CD v-CD
Unidades de glicose 6 7 8

Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa (g/100mL a 25°C) 14,5 18,5 23,2
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro externo da cavidade (A) 13,7 15,3 16,9
Altura da estrutura (A) 79+0,1 79z%0,1 79%0,1
Volume aproximado da cavidade (A) 174 262 427

pKa (25°C) 12,33 12,20 12,08

Fonte: Moreira (2016).

Nas CDs, a face externa apresenta um maior numero de hidroxilas, conferindo

a esta regido um carater hidrofilico. A presenca de uma cavidade em sua estrutura

permite recepcionar uma variedade de moléculas em seu interior, conferindo

vantajosas modificacdes nas caracteristicas fisicas e quimicas da molécula hospede,

como maior estabilidade térmica e quimica, baixa toxicidade e maior solubilidade,
preservando a natureza de sua composicdo (GALVAO et al., 2015; VYAS; SARAF;

SARAF, 2008).
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Esses complexos formados pelas CDs sdo conhecidos como do tipo
héspede/hospedeiro ou ainda, complexos de inclusédo (Cl). Na formacdo destes
complexos, as moléculas de agua presentes na cavidade da CD hospedeira séo
trocadas pelas moléculas da substancia hospede, mais hidrofébicas, obtendo uma
associacdo mais estavel energeticamente. Nenhuma ligacéo covalente é quebrada ou
originada durante este processo (SZEJTLI, 1998; THOMPSON, 1997).

Esta tecnologia possui um amplo espectro de aplicagcdes em varias areas, como
por exemplo, na identificacdo seletiva de espécies quimicas, adsorcdo de moléculas
bioativas a tecidos, detoxificacdo, atenuacdo de sabores e/ou odores desagradaveis,
reducdo da volatilidade, além de aplicagBes na area farmacéutica visando a melhoria
nas propriedades fisico-quimicas de farmacos e/ou a liberagéo controlada (ASANUMA
et al., 2001; CATHUM et al., 2005; DEL VALLE, 2004; LI; PURDY, 1992; VIGLIANTI
et al., 2006).

Considerando que a complexacdo molecular altera propriedades fisico-
guimicas de farmacos como solubilidade e capacidade de interacdo com o ambiente,
o presente trabalho tem como objetivo o encapsulamento molecular do CCP em BCD,
uma vez que o complexo assim formado pode interagir com membranas bacterianas
através de novos mecanismos, com perspectivas ao aumento na eficiéncia do farmaco

(melhorar a poténcia, reduzir os efeitos adversos).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizacao fisico-
guimica da composi¢cado nanoestruturada do antimicrobiano Cloreto de Cetilpiridinio
com B-ciclodextrina, bem como a avaliacao da atividade antimicrobiana e mecanismo

de interacdo do complexo com membranas bacterianas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o complexo de inclusédo entre o antimicrobiano CCP e a BCD;

e Caracterizar a formacdo dos complexos, em fase soélida, por meio de analise
térmica e espectrofotometria de absor¢cdo na regido do infravermelho (Fourier

transform infrared spectroscopy — FTIR);

e Atraves de titulacdes condutimétricas comparar a condutividade do CCP e CCP/
BCD, monitorar a processo de micelizacdo e determinar a concentracdo micelar
critica (cmc) do CCP, bem como avaliar o grau de dissociagao das micelas (a) na

auséncia e na presenca de BCD;

e Avaliar as interacdes intermoleculares no complexo de inclusdo, em solucao, por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e ROESY- Rotating frame Nuclear

Overhauser Effect Spectroscopy);

e Avaliar alteracbes nas propriedades termodinamicas em decorréncia da
complexacdo do CCP com BCD por microcalorimetria — Titulagdes Calorimétricas

Isotérmicas (ITC);

e Através de calculos tedricos propor a modelagem molecular mais provavel para o
sistema CCP/BCD;

e Executar testes de atividade antimicrobiana da formulacdo CCP/BCD com S.

aureus;
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e Avaliar a interagédo do CCP com a membrana celular de S. aureus na auséncia e

na presenga da BCD;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAS-PRIMAS E REAGENTES UTILIZADOS

A amostra de CCP foi comprada da Dinamica, formula C21H3sCIN.H20, massa

molar 358,00 g/mol, de qualidade P.A. e utilizada sem nenhum tratamento.

A BCD foi comprada da Sigma-Aldrich, férmula Ca2H70035, massa molar

1134,98 g/mol, com pureza para fins analiticos.

O solvente dimetilsulféxido P.A./ACS — DMSO foi adquirido da empresa NEON
(NEON COMERCIAL LTDA), formula (CH3)2S0O, peso molecular 78,13 g/mol.

Os demais reagentes utilizados nos experimentos foram todos com grau P.A.
Sempre que a agua era utilizada como diluente, a mesma era obtida imediatamente
antes de seu uso, em processo de filtracdo para obtencédo de agua reagente Tipo |

(Merck Millipore). Todos os reagentes foram utilizados sem nenhum tratamento.

3.2 DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS

De forma a facilitar o entendimento do trabalho, foi elaborado um fluxograma
no qual estdo apresentadas as etapas de sintese, caracterizacdo e 0S ensaios
bioldgicos que foram desenvolvidos (Figura 4). Para uma melhor organizacdo do
projeto ele foi estruturado em duas partes — caracterizacdo e ensaios biologicos. Na
etapa de caracterizacdo do complexo de inclusdo, as analises foram separadas de
acordo com o estado fisico da amostra. Os ensaios biolégicos sdo aqueles que
avaliaram a atividade antimicrobiana e a andlise da interacdo da membrana bacteriana

com o CCP na auséncia e presenca de BCD.
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Figura 4 — Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa.
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3.3 PREPARO DO COMPLEXO DE INCLUSAO E MISTURA MECANICA

O complexo de inclusdo foi preparado usando quantidades equimolares da

molécula hospede e de BCD baseados nos métodos de co-precipitagdo/liofilizacdo
(CAO; GUO; PING, 2005; CHOWDARY; SHANKAR; TANNIRU, 2014; LULA et al.,

2012).

Em béqueres separados, foram preparadas solu¢des da BCD e do CCP de

mesma concentracdo molar. As substancias foram dissolvidas em agua,
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separadamente. As solugbes foram misturadas e mantidas sob agitagéo por 24h e em
seguida congeladas e rotaevaporadas.

A mistura mecéanica (MM) do CCP com a BCD foi preparada também na

proporcao molar de 1:1, sendo homogeneizada mecanicamente.

3.4 CARACTERIZACOES ESTRUTURAIS

3.4.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) da molécula
héspede CCP, da BCD, da MM e do CCP/BCD foram obtidos em equipamento de
Infravermelho da Perkin Elmer, com transformada de Fourier, modelo Spectrum Two
TM. Foram preparadas pastilhas em KBr contendo a BCD, o CCP, o CCP/BCD e a
mistura mecanica. Os espectros foram obtidos como a média de 16 varreduras
consecutivas, com resolucdo de 2 cm, e intervalo de onda de 4000 a 400 cm™. Para
a aquisicao dos espectros foi utilizado o programa Perkin EImer Spectrum ES (versao
do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados foram exportados para o Microcal Origin 8.0
(OriginLab, Northampton, MA) para edi¢éo.

Figura 5 — Esquema do experimento para obtencdo dos espectros de infravermelho.

Pastilhador

B m Varredura e obteng@o dos espectros de IV

Pastilha

Fonte: Almeida (2018).



31

3.4.2 Analise Térmica: termogravimetria (TGA), analise térmica diferencial
(DTA)

A analise térmica da BCD, CCP, do CCP/BCD e da MM foi realizada em um
modulo termogravimétrico TGA/DTA STA 7200 RV da Hitachi. As condicbes de
analises foram: atmosfera de ar, a 300,0 mL/min, com rampa de temperatura de 35 a
800 °C e uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, e massa aproximada de ~ 6,0 mg
do analito em cadinho de platina. Como referéncia foi utilizado o cadinho de platina

vazio.

3.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das mais
poderosas técnicas espectroscopicas utilizadas para a caracterizacdo estrutural de
moléculas e complexos de moléculas tanto em solucéo quanto no estado sélido. Essa
técnica é capaz de fornecer parametros relacionados a disposicao espacial de grupos
funcionais de moléculas ou complexos, bem como dados relativos a dindmica
molecular (ALVES et al., 2014; PAULA et al., 2011; SCHNEIDER et al., 1998).

As andlises de H-RMN do CCP, da BCD e CCP/BCD e experimento de 2D-
ROESY do complexo foram realizadas por colaboradores do Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucdo do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os espectros foram adquiridos utilizando um
espectrometro Brucker DRX400 — série AVANCE, a 400 MHz. As amostras foram
dissolvidas em D20. Os espectros foram editados utilizando o programa MestReC®
(PAULA et al., 2011).

No presente trabalho foram realizados os seguintes experimentos de RMN:

1. RMN de hidrogénio — 'H: caracterizacdo estrutural das espécies utilizadas e
analises de varia¢des de deslocamento quimico () ;

2. Experimentos de 2D-ROESY para avaliar a estrutura do complexo formado.



32

3.4.4 Modelagem molecular

A modelagem molecular foi realizada por colaboradores do Departamento de
Ciéncias Naturais da Universidade Federal de S&o Jo&o del-Rei, Campus Dom Bosco.
Os célculos tedricos foram realizados via Density Functional Theory (DFT) utilizando
a mecanica quéantica através do programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009).

Foram assumidas duas orientacdes para a estequiometria 1:1 (CCP/BCD) na
formacédo do complexo: a forma A quando o anel aromatico do CCP estava dentro da
cavidade da BCD e a forma B quando a cadeia hidrocarbénica do CCP estava dentro
da cavidade da BCD. A orientagdo proposta para a relagéo 1:2 (CCP/BCD) tinha o
CCP dentro de duas moléculas de BCD (Figura 6).

Figura 6 — Orientacdes iniciais propostas para as estruturas 1:1 e 1:2 CCP/BCD para
o DFT.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

As geometrias iniciais para moléculas isoladas de CCP e BCD foram totalmente
otimizadas via método DFT, com funcional B97D e conjunto de funcbes de base 6-
31G(d,p) (GRIMME; EHRLICH; GOERIGK, 2011). Aléem disso, as trés orientacdes dos
complexos CCP/BCD foram também totalmente otimizadas no mesmo nivel de teoria.
B97D célculos de frequéncia harménica foram realizados para as trés formas de

CPC/BCD identificando valores minimos da energia potencial de superficie.
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O efeito do solvente (agua) foi considerado utilizando o modelo continuo
polarizado (IEFPCM). No meio aquoso, o efeito do solvente € substituido por sua
constante dielétrica (para agua € = 78,39). O soluto ¢é inserido dentro da cavidade da

molécula.

3.5 CARACTERIZACOES TERMODINAMICA

3.5.1 Titulacdes condutimétricas

Titulagbes condutimétricas foram realizadas utilizando-se um condutivimetro
Metter Toledo, com 51 injecBes manuais de 100,0 pL de solucbes contendo CCP a
30,0 mM em 30,0 mL de agua ou em solugdes de diferentes concentragcdes de BCD
(2,0, 2,0 e 4,0 mM), com objetivo de se monitorar o processo de micelizacéo,
determinando tanto a cmc como o grau de dissociagdo das micelas (a) na auséncia e
na presenca de BCD. O grau de dissociacdo foi determinado pela razdo dos

coeficientes angulares das curvas de titulacdo antes e apds a cmc.

Titulacdes condutimétricas também foram usadas para avaliar a micelizacdo do
composto de inclusdo. Para isso, foi realizada uma titulacdo condutimétrica com
injecdes de 200,0 pL de solucbes CCP/BCD ou CCP a 10,0 mM em 30,0 mL de agua.

3.5.2 Titulacdes calorimétricas isotérmicas (ITC)

Titulagbes calorimétricas isotérmicas foram realizadas em um
Microcalorimetro VP-ITC da Microcal (Figura 7) utilizando os seguintes parametros
experimentais: 51 injecbes automaticas, sendo a primeira de 1,0 yL e as demais de 5
ML de titulante (solugdo aquosa de BCD a 10,0 mM) em 1,5 mL do titulado (solucao
aguosa de CCP a 0,5 mM) a temperatura de 25 °C. A primeira injecédo de 1,0 yL foi
descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de material da seringa para a cela
e vice-versa. ApOs 0s experimentos, as curvas de titulacdo foram subtraidas dos

respectivos brancos a fim de se eliminar matematicamente os efeitos de interagéo dos
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compostos com o solvente. O experimento foi realizado em duplicata e os dados
tratados com o auxilio do programa Microcal Origin 6.0.

Figura 7 — Representacédo esquematica do Microcalorimetro VP-ITC da Microcal.
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Fonte: Almeida (2018).

Foram realizadas também as medidas de ITC invertendo as solucbes de
titulante e titulado, com o objetivo de se avaliar o efeito da BCD na cmc do CCP. Sendo
assim, solugcéo de CCP a 30,0 mM foi titulada em solugbes de BCD em diferentes
concentracdes (0, 1,0, 2,0 e 4,0 mM), sendo 0s seguintes parametros experimentais:
51 injecbes, sendo a primeira de 1,0 uL e as demais de 5,0 pL (solugdo aquosa de
CCP a 30,0 mM) em 1,5 mL do titulado (solugdo aquosa de BCD). O experimento foi
realizado em duplicata e os dados tratados com o auxilio do programa Microcal Origin
6.0.

3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1 Teste de atividade antimicrobiana

Os testes antimicrobianos foram realizados de acordo com os critérios do

Clinical & Laboratory Standards Institute — CLSI, com a determinacéo da concentracao
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inibitéria minima necessaria para reduzir em 50% a viabilidade (dose letal média —

DLso) das bactérias por método de microdiluicao.

O teste da DLso foi inicialmente introduzido em 1927 por Trevan (1927) para
avaliar substancias que seriam utilizadas por seres humanos. Entretanto, na década
de setenta, este teste, o qual tinha como objetivo encontrar uma Unica dose letal de
uma substéncia para metade dos animais do grupo teste, comecou a ser empregado
amplamente como base de comparacéo e classificacdo da toxicidade de substancias.
Tornou-se gradativamente um teste pré-requisito para varias agéncias reguladoras,
como a Food and Drug Administration - FDA, responsaveis pela aprovacao de novos
farmacos, aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domésticos,
qguimicos industriais e pesticidas (VALADARES, 2006).

Foram testadas as seguintes concentracdes de CCP e CCP/BCD em pg/mL:
128,64, 32,16,8,4,2,1,0,5e0,25. Para isso, pesou-se 25,6 mg de CCP dissolvendo
em 10 mL de &gua, sendo essa solucdo posteriormente filtrada em filtro de seringa de
0,22 um. Em seguida foi feita a diluicdo 1:10 em Caldo Mueller Hinton (MH) estéril,
obtendo-se o CCP na concentracdo de 256 pug/mL, realizando diluicdes seriadas 1:2

até a concentracao de 0,50 pg/mL, esquematicamente descrito na Figura 8.

Figura 8 — Preparo das diluigbes para teste de atividade antimicrobiana.
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Para preparo das solu¢bes de CCP/BCD, foram pesados 106,8 mg deste
complexo, peso este que correspondente a mesma massa nominal de CCP na solucao
final preparada com o CCP puro, visando fixar a concentracdo molar do composto,
deixando como variavel a auséncia ou presenca de BCD. Os diluentes, meio de cultura
e procedimentos de preparo e diluicbes foram os mesmos utilizados para o CCP puro
descrito no paragrafo anterior.

Foi transferido para cada poc¢o da placa previamente identificada, 100 pL das
solucbes das drogas em suas diversas diluicbes, sempre em ordem decrescente de
concentracéo. Os testes para cada cepa testada com CCP e com CCP/BCD foram
realizados em duplicata, sendo entéo utilizadas duas linhas de pogos na placa.

Para determinacdo da DLso, 0os inéculos bacterianos de S. aureus cepa de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC) de numero 29923 e cepa clinica
(obtida de cultura de amostra biol6gica humana) foram preparados em solucao salina
estéril com coldnias de bactérias repicadas 24 horas antes do experimento, tendo
como referéncia o tubo 0,5 da escala de Mc Farland, correspondendo a 1,5 X 108
bactérias/mL. Essa suspenséo foi entdo diluida 1:10 (ou seja, 1,5 X 10’ UFC/mL) no
meio de cultura Caldo Mueller Hinton estéril, estando pronta para ser colocada nas
placas. Como nos poc¢os das placas os in6culos foram novamente diluidos 1:2 com o
meio MH contendo a droga teste, a concentracéo final bacteriana foi de 7,5 x 10°
UFC/mL.

Foi adicionado a cada poco contendo o CCP e o CCP/BCD em diferentes
concentracdes, 100,0 puL da suspencao do indculo bacteriano. Em todos os testes
antimicrobianos foram realizados 0s controles positivo e negativo, sendo 0S pocos
preenchidos respectivamente pelo inéculo mais o meio de cultura, e apenas o0 meio

de cultura. Na Figura 9 tem-se o desenho de montagem de uma placa teste.

As placas foram submetidas a incubagéo durante 24 horas em estufa a 37 °C
permitindo o contato das suspensdes bacterianas com o CCP na auséncia e na

presenca da BCD.
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Figura 9 - Desenho de placa utilizada para determinacéo da DLso.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Passado o periodo de incubacéo, foram retirados de cada poco da placa teste
100,0 pL de suspensao, sendo este volume desprezado. Com protecao de exposicao
direta a luz, foram entdo adicionados em cada poco 20,0 uL de solucédo de MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) na concentracdo de 2,5
mg por mL de PBS (phosphate buffered saline ou tampéao fosfato-salino) previamente
filtrados em filtro seringa de 0,22 um. A placa foi entéo envolvida por papel aluminio e

novamente incubada durante 2 horas em estufa a 37 °C.

Terminado o novo periodo de incubacgédo, foram adicionados em cada poco
100,0 puL de DMSO, para posterior medicao de absorbancia no comprimento de onda
570 nm em leitor de placas, sendo considerado a DLso a concentracédo que reduziu

em 50% a viabilidade celular.

3.6.2 Cinética de morte bacteriana

Os indculos bacterianos de S. aureus cepa de referéncia ATCC de numero

29923 e cepa clinica foram preparados em solugdo salina estéril tendo como
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referéncia o tubo 0,5 da escala de Mc Farland, correspondendo a 1,5 X 108
bactérias/mL. Esta suspenséo foi entéo diluida a 1:10 (ou seja, 1,5 X 107 UFC/mL) no
meio de cultura MH estéril, estando pronta para ser colocada nas placas. Como nos
pocos das placas os inoculos foram novamente diluidos 1:2 com o meio MH contendo

a droga teste, a concentracdo final bacteriana foi de 7,5 x 108 UFC/mL.

Apos os procedimentos, foram testadas a seguintes concentracdes de CCP e
CCP/BCD (considerando a massa do complexo correspondente ao CCP) em pg/mL:
32,16, 8,4, 2,1e0,5. Também foram realizados em cada placa controles negativo e
positivo para validagdo dos testes. As diluicbes foram preparadas do mesmo modo
como aguelas utilizadas no teste de DLso anteriromente descritas.

Os tempos em horas de incubacao em estufa a 37 °C utilizados foram de 0, 4,
8, 12, 18 e 24, periodo este em gque a suspensao bacteriana ficava em contato com
as solugdes contendo o CCP na auséncia e na presencga de BCD. Apés o término de
cada periodo de incubacdo, era realizada a leitura assim como descrito na
determinacdo da DLso, ou seja, resumidamente era adicionada a solugdo de MTT,
realizada nova incubacdo, adicionado o DMSO e realizada a leitura em

espectrofotometro.

3.6.3 Estudo coloidal da interacdo farmaco-membrana

A avaliacdo da interacdo farmaco-membrana, do ponto de vista coloidal, foi
realizada através da medida do diametro hidrodinaAmico (Dn), do potencial zeta (PZ)
das células, na auséncia e na presenca do farmaco e seu complexo de incluséo, de
acordo com metodologia descrita na literatura (MONTEIRO et al., 2011; SUAREZ et
al., 2014).

Os experimentos foram realizados no médulo fotométrico de DLS, Zetasizer
Nano ZS90 da Malvern (figura 10), a 25°C, com termostatizagéo via sistema Peltier.
As amostras contendo as suspensdes bacterianas foram inseridas em cubeta de
polietileno de 1 cm de caminho 6ptico, padrdo Malvern, e submetidas a um feixe de
luz monocromaético (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm), com
intensidade de luz espalhada medida a um angulo de 90°. O Dn da bactérias foi

determinado pela média de quatro medidas independentes, cada uma delas obtida a
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partir da média de cinco contagens. Para os experimentos, foram preparadas solucdes
a 122,87 uM em solucéo de CCP e CCP/BCD. Foram realizadas 30 inje¢des de 10,0

ML desta solugdo em 1,5 mL de suspensao de bactérias.

Figura 10 — Zetasizer Nano ZS90 da Malvern.
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Fonte: Almeida (2018).

A concentracdo molar do CCP e do CCP/BCD foram calculadas de forma que
na metade das injecées, ou seja, apods a adicdo de 150,0 uL, a concentracdo das
drogas na cubeta fosse de 4 ug/mL de CCP, correspondente a concentracéo inibitoria
minima — CIM, encontrada para a bactéria em estudo. As suspensdes bacterianas
foram preparadas em solucdo salina estéril com turvacédo equivalente ao tubo 1 da
escala Mc Farland, sendo posteriormente diluidas com salina estéril 1:3, obtendo-se
um nimero aproximado de 108 bactérias por mL. As suspensdes foram preparadas
com coldnias de bactérias repicadas 24 horas antes do experimento, sendo que 0s
testes com CCP e CI foram realizados em sequéncia em uma mesma suspensao de
origem, no mesmo dia, como forma de evitar a variavel nimero de bactérias/mL. O

tratamento dos dados foi executado com o auxilio do programa Microcal Origin 8.0.

Na determinacdo do PZ foram preparadas suspensées similares as utilizadas
no experimento de tamanho hidrodindmico citado acima. Cada uma das suspensdes
bacterianas foi vertida em uma cubeta de vidro na qual € imersa a célula de medida

(Dip Cell) e avaliada pelo médulo Zetasizer Nano-ZS 90 por meio da técnica de micro-
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eletroforese laser-doppler (MELD), com angulo de espalhamento de luz a 173° e DDP
alternada 10 V, a partir dos valores de mobilidade eletroforética, calculado pelo
modelo de Smoluchowski. O valor final do potencial foi calculado como a média de
cinco medidas independentes com cinco contagens cada e o tratamento dos dados

foi executado com o auxilio do programa Microcal Origin 8.0.

3.6.4 Estudo termodinamico de interacdo farmaco-membrana

Experimentos termodinamicos de interacdo farmaco-membrana foram
realizados através da medida do calor envolvido na interacdo do farmaco e seu
respectivo composto de inclusdo com as membranas bacterianas, de forma similar ao
descrito na literatura (MONTEIRO et al., 2011; SUAREZ et al., 2014). Através de
medidas de calor de interacdo, foi possivel investigar o mecanismo pelo qual o
farmaco e seu composto de inclusdo afetam as membranas celulares. Os

experimentos foram realizados em um Microcalorimetro VP-ITC da Microcal.

Foram utilizados o0s seguintes parametros experimentais: 51 injecdes
autométicas, sendo a primeira de 1,0 yL e as demais de 5,0 uL de titulante (solugéo
em salina de CCP e Cl a 3,685 mM) em 1,5 mL do titulado (suspenséo bacteriana em
salina estéril preparada com turvacéo equivalente ao tubo 10 da escala de Mc Farland,
com numero aproximado de 30,0 x 108 bactérias por mL) a temperatura de 25 °C. A
primeira injecdo de 1,0 pL foi descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de
material da seringa para a cela e vice-versa. Apds 0s experimentos, as curvas de
titulacdo foram subtraidas dos respectivos brancos a fim de se eliminar
matematicamente os efeitos de interacdo dos compostos com o solvente. O
experimento foi realizado em duplicata e os dados tratados com o auxilio do programa
Microcal Origin 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

O complexo de incluséo obtido pelo método de liofilizac&o foi caracterizado no
estado sélido, por espectroscopia na regido do infravermelho e andlise térmica. Em
solucao, foi caracterizado por titulagcdes condutimétricas, espectroscopia de RMN de
'H e ROESY. Também em solucgéo, o processo de formacédo do composto de incluséo,
bem como as interacfes intermoleculares envolvidas no processo, foram avaliadas
por ITC. Foi também proposto a modelagem molecular mais provavel de acordo com

as caracteristicas das moléculas de CCP e BCD.

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

As interacdes entre a ciclodextrina com moléculas hdospede leva a alteracdes
no momento de dipolo das ligacbes ou grupos funcionais destas moléculas pela
penetracdo das moléculas na cavidade da ciclodextrina, alterando consequentemente
o estado de vibracdo de cada ligacdo quimica. Por essa razdo, a espectroscopia na
regido do infravermelho € uma ferramenta importante na caracterizacdo dos
complexos de inclusdo, devido ao fato de que essas alteracdes podem se refletir no
aumento, reducdo ou deslocamento das bandas nos espectros de FTIR no estado
soélido (LI et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2015). Neste trabalho, as interacdes entre
o CCP e a BCD foram identificadas através da comparacdo dos espectros de FTIR

das moléculas livres, da mistura mecéanica e do complexo de incluséo.

Na Figura 11 estdo apresentados os espectros de infravermelho da CD, CCP,
MM e CCP/BCD na regido de 4000 a 400 cm. A MM foi preparada para demonstrar
que o produto obtido (CI) apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes da
mistura dos dois componentes isolados, sendo necessario um tempo de contato entre

as espécies em fase liquida, para que a interagdo ocorra.
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Figura 11 — Espectro de infravermelho do CCP, BCD, MM e CCP/BCD, na regiédo
4000 a 400 cm™ em pastilhas de KBr.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

No espectro da BCD podemos observar suas bandas caracteristicas, sendo
elas: uma banda associada aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligacao O-H
com minimo em 3387 cm; uma banda associada aos estiramentos simétrico e
assimétrico da ligagcdo C-H com minimo em 2925 cmt; uma banda em 1643 cm
associada a deformagfes O-H de moléculas de 4gua de hidratacéo; bandas em torno
de 1160 cm* associada ao estiramento C-O e 1024 cm! associada ao estiramento C-
O-C; as bandas de absorcéo na regido 950 cm a 650 cm™ pertencem a deformagéo
das ligacbes C-H observada para a maioria dos sacarideos e atribuida as vibracdes
do anel da piranose e aos estiramentos assimétricos das ligacdes glicosidicas
(NEACSU et al., 2013; RIZZI et al., 2016).



43

No espectro do CCP pode-se observar bandas com minimo em 3381 cm™
caracteristicas do estiramento das ligacdes N-H; banda em 3050 cm™ que caracteriza
C-H de aromaéticos, bandas em 2914 cm e 2850 cm™, que caracterizam o estiramento
das ligacGes C-H de alcanos; bandas em 1636 cm™ e 1472 cm%, que caracterizam as
ligacGes C=C do anel aromatico; bandas em 1210 cm%, 1178 cm™, 785 cm™, 716 cm-
1e 690 cm que caracterizam as dobramento fora do plano de ligagées C-H do anel
aromatico.

No complexo CCP/BCD mudancas significativas ocorrem no perfil das bandas
no espectro de infravermelho, sugerindo a formacao do complexo no estado salido.
Dentre as principais, destacam-se: afinamento da banda de BCD a 3387 cm
(referente as hidroxilas), devido a formacdo de um novo padrdo de ligacBes de
hidrogénio; desaparecimento da banda a 3050 cm™ do CCP e diminuicdo das bandas
1636 cm™' e 1472 cm? do CCP, sugerindo confinamento do anel aromatico na
cavidade da BCD; atenuacdo de bandas do CCP em torno de 2850 cm;
desaparecimento da banda 1210 cm™*do CCP; mudanca no perfil da banda 1024
cm?® associada a BCD; diminuigdo com quase desaparecimento das bandas do CCP
na regido de 785 cm™a 690 cm-*.

Na MM as mudancas foram menos significativas nas posi¢goes das principais
bandas observadas para o CCP e a BCD isolados, sendo que o perfil observado é
justificado pela sobreposicdo das bandas oriundas do CCP e da BCD. Algumas
alteracdes de bandas encontradas podem ser justificadas a interacao intermolecular
do CCP com a BCD promovida pela pressao exercida no momento de formacéo da
pastilha para andlise no equipamento.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais bandas observadas para a BCD,
CCP, MM e CCP/BCD.



Tabela 2 — Principais bandas (cm™) observadas nos espectros de infravermelho de CCP, BCD, MM e CCP/BCD.

o(C-H)
C-H C=C v(C-H) 0(0O-H) H20 vibracbes do
Composto v(O-H) v(N-H) - o . . v(C-
aromaticos aromaticos alcanos hidratacao anel da
piranose
BCD 3387 2925 1643 1160; 1024  950; 650
v3050; 61210; 81178;
CCP 3381 1636; 1472 2914; 2850
8785; 3716; 6690
1178; 785; 716;
MM 3387 3381 690 1636; 1472 2914; 2850 1643 1160; 1024
CCP/BCD 3387 3381 785; 716; 690 1636; 1472 2850 1643 1160; 1024

v - estiramento ; o - deformagéo

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.1.2 Analise Térmica: termogravimetria (TGA), analise térmica diferencial
(DTA)

A analise térmica sdo métodos analiticos que avaliam mudancas nas
propriedades térmicas de amostras quando expostas a uma varredura de
temperatura. A andlise termogravimétrica (TGA) € um método que baseia-se na
medida da alteracdo da massa em funcdo da temperatura ou do tempo,
permitindo verificar fenbmenos de perda de massa em geral, como
decomposicdo, desidratacdo, dessorcdo, etc; intimamente relacionados a
estabilidade de compostos. A partir da curva TGA é comum também se trabalhar
com sua derivada, a dTGA, que permite observar com maior precisédo, a partir
de maximos e minimos, as temperaturas em gue ocorre determinada perda de
massa da amostra (DENADAI et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2015),

Ja a analise térmica diferencial (DTA) é uma técnica de monitoramento
continuo das temperaturas da amostra e da referéncia (material termicamente
inerte), a medida que ambas vao sendo aquecidas ou arrefecidas em um forno.
Ela fornece o fluxo de calor resultante da diferenca entre a temperatura da
referéncia e da amostra em funcdo da temperatura ou do tempo e permite
determinar a natureza dos eventos (endotérmicos/exotérmicos) (REDING;
SHIFLETT, 2019).

Ambas as técnicas, TGA e DTA, sdo comumente utilizadas para avaliar a
estabilidade térmica dos complexos de inclusdo e compara-los com seus
precursores (KIM et al., 2016; LI; HOU; LI, 2012; RODRIGUEZ et al., 2015). Este
tipo de avaliacdo é importante visto que ao ser formado o complexo de inclusédo
podem ocorrer modificacdes tanto na transicdo de fases (fusdo, ebulicéo,
sublimagdo, decomposicdo, etc), quanto relacionadas as reacdes de
desidratacéo, levando a uma alteracdo do comportamento térmico do material
(YAO et al., 2014).

Na Figura 12 estdo apresentadas as curvas de TGA (a) e DTA (b) da BCD,
CCP, MM e CCP/BCD. Na curva TGA da BCD livre observa-se uma perda de

massa de 11,8% no intervalo de 34 a 104 °C atribuida ao processo de
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desidratacédo. Seguem-se dois eventos de perda de massa iniciados em 244 a

460°C atribuido & decomposicao/calcinagdo do composto.

Figura 12 — (a) Analise termogravimétrica (TGA) e (b) Analise térmica
diferencial (DTA) do CCP, BCD, MM e CCP/BCD.
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Na curva TGA do CCP observam-se dois eventos de perdas de massa
sugestivos de desidratacdo, um iniciando 74 °C e finalizando em 89 °C, com
maximo em 84 °C; o segundo iniciando 91 °C e finalizando em 198 °C, com
maximo em 136 °C. Outro evento, com perda de massa mais significativa, se
inicia a 198 °C, com méximo em 241 °C e finalizando em 272 °C, atribuido ao
processo de decomposicdo do composto. Ja na curva de DTA observa-se dois
picos endotérmicos, sendo um atribuido a fusdo e outro a decomposicao do

composto.

Nas curvas TGA e DTA da MM observa-se eventos relacionados a BCD e
ao CCP, porém com mudancas no perfil térmico em relacéo as substancias livres
sugerindo interacdo durante o aquecimento (ver Tabela 3).

O CCP/BCD apresenta um perfil térmico diferente dos compostos
isoladamente e da propria MM. Observa-se que no complexo de inclusédo existem
moléculas de agua residuais, ja que apresentam desidratacdo na mesma faixa
de temperatura da BCD livre. Além disso, ocorre a mudanca em todas as faixas
de decomposicéo o que reafirma que as interacfes no composto séo diferentes
das demais. O evento de decomposicdo da molécula de CCP que ocorre proximo
a 240°C, temperatura esta inferior as observadas na MM e no CCP/BCD (proximo
a 270°C), confirmando que as interacdes intermoleculares estabelecidas entre
as moléculas promovem uma maior estabilidade térmica ao complexo.

Os eventos de decomposicdo da MM e do CCP/BCD ocorrem em sua
maior parte em temperaturas intermediarias entre as identificadas para as
moléculas de CCP e BCD livres, como resultado direto das novas interagcdes

intermoleculares estabelecidas entre as moléculas no complexo.



Tabela 3 — Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a CD, CCP, MM e CCP/BCD

TGA DTA
Composto Eventos Am Qo Eventos Atribuicdo
%) Atribuicéo
T Tt Tmax (% T Tr T
34 104 71 11,8 Desidratacao 34 123 74 Processo endotérmico de desidratacao
BCD 244 446 309 73,7 - -
460 551 499 10.4 Decomposicao 257 572 352 Processos decomposicao
74 89 84 1,8 Desidratacio 72 112 92 Processo endotérmico de desidratacéo
cop 01 198 136 3.4 ¢
ica 208 271 245 Processos decomposicao
108 272 241 948  Decomposicao Posie
32 112 65 10,4 Desidratacao 36 120 85 Processo endotérmico de desidratacédo
MM 227 352 269 57,4 Decomposicao 253 295 272 Processos atribuidos a decomposicdo
387 541 451 27,3 399 549 444 do CCPeda-CD
34 102 56 8,4 Desidratacao 35 73 78 Processo endotérmico de desidratacéo
CCP/BCD 232 345 273 59,5 258 295 276 o -
Decomposicio Processos atribuidos a decomposicéo
397 537 443 26,6 389 557 439 docomplexo.

Legenda:Ti - temperatura inicial do evento, Tf - temperatura final do evento, Am — variagdo percentual de massa,

Tmax - temperatura onde ha a maxima perda de massa (DTG) ou méximo fluxo de calor (DTA)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.1.3 Caracterizagao estrutural por RMN

A espectroscopia de RMN estd baseada na absorcdo de energia e
radiofrequéncias pelos nudcleos numa molécula submetida a um campo magnético
externo. As transicdes detectadas pela radiagdo emitida quando os ndcleos excitados
voltam ao estado fundamental geral sdo entédo captados pelo instrumento de medic&o
e, apos a aplicacdo de uma transformada de Fourrier, gera-se os sinais de RMN
(ALVES, 2010).

A espectroscopia unidimensional de RMN de 'H aplicada ao estudo de
compostos de inclusdo, especialmente através das medidas de deslocamentos
quimicos, fornecem informacdes fundamentais sobre a complexacdo, como, por
exemplo, orientacdo molecular da substancia héspede dentro da cavidade da BCD
(ALVES et al., 2014; RIZZI et al., 2016; SCHNEIDER et al., 1998). Nesse caso, as
modificagdes nos sinais de ambas as moléculas se devem as alteragbes causadas
pela associacdo com o héspede, visto que ocorre alteracdo no ambiente quimico ao
redor dos atomos de hidrogénio no interior da cavidade da BCD.

Na Figura 13 esta apresentado o espectro de RMN de 'H da BCD. A BCD,
sendo um oligbmero simétrico de 7 unidades idénticas, apresentou sinais de RMN de
H referentes aos hidrogénios 1-6 como se fosse de um mondmero glicopiranosidico.
Os hidrogénios das hidroxilas sdo trocados espontaneamente pelos atomos de
deutério do solvente, ndo sendo observados no espectro.

O espectro de RMN de 'H da BCD estd de acordo com a literatura
(SCHNEIDER et al., 1998). Os sinais de ressonancia dos hidrogénios 3, 5 e 6 estéao
sobrepostos na regido entre & ~ 3,7 a 4,0, enquanto os sinais dos hidrogénios 2 e 4
estdo sobrepostos na regido entre 6 ~ 3,4 a 3,6. A intensidade das integrais concorda
com o numero de hidrogénios presentes na unidade monomérica da molécula,

comprovando também a pureza da amostra (Figura 13).
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Figura 13 — Espectro de RMN de 1H da BCD em D20.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na Figura 14 esta apresentado o espectro de RMN de 'H do CCP. O CCP
apresentou sinais de RMN de !H referentes aos hidrogénios 1-7, sendo o sinal dos
hidrogénios 1 do grupo metil na regido entre & ~ 0,6 a 0,8, os hidrogénios 2 da cadeias
de hidrocarbonetos na regido 6 ~ 1,1, os hidrogénios 3 e 4 com sinais nas regioes 6 ~
1,3 e 2,0, respectivamente. Os hidrogénios 5-7 ligados aos carbonos do anel

aromatico apresentaram sinais na regido 6 ~ 8,0 a 9,0.

Na Figura 15 é possivel comparar os espectros de RMN 'H (a 400 MHz) em D20 a 27
°C das substancias puras e do CIl, onde se percebe alteracdo nos sinais dos
hidrogénios como reflexo de um novo ambiente quimico devido as interacdes entre o
CCP e a BCD.



Figura 14 — Espectro de RMN de 1H do CCP em D20.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Como mostrado na Tabela 4, a interacdo da molécula hospede com a cavidade
da ciclodextrina pode causar variacdo no deslocamento quimico dos hidrogénios da

molécula incorporada na cavidade.

E bem conhecido na literatura que a formacdo de complexos supramoleculares
com ciclodextrinas gera alteracdes na densidade eletrénica dos nucleos de hidrogénio
envolvidos nas interacdes, o que reflete nos espectros de RMN como alteragfes de
deslocamento quimico ou alargamento de sinais (LULA et al., 2012; RIZZl et al., 2016;
SUAREZ et al., 2014).



Figura 15 — Espectro de RMN 1H (a 400 MHz) em D20 a 27 °C comparando as
substancias puras e CCP/BCD: (a) BCD e CCP/BCD e (b) CCP e CCP/BCD.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 4 — Sinais de RMN de *H (a 400 MHz) do CCP e CCP na presenca de BCD
em D20 a 27°C.

Hidrogénio occp odccpped  Ad?

H1 0,70 0,86 -0,16
H2 1,09 1,19 -0,10
H3 1,28 1,28 0,00
H4 1,96 1,99 -0,03
H5 8,83 8,82 0,01
H6 8,04 8,04 0,00
H7 8,51 8,51 0,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

aA8= dccp - 6CCP/RCD

Por meio da técnica de ROESY é possivel avaliar as correlagbes entre

hidrogénios que estdo espacialmente proximos na interacdo supramolecular. Na

Figura 16 pode se verificar no ROESY do complexo de inclusdo BCD/CCP correlagdes

dipolares entre os hidrogénios aromaticos H5 e H7 do CCP com os hidrogénios H3 e

H5 da cavidade hidrofébica da BCD, sugerindo a entrada do anel aromético do CCP

dentro da cavidade da BCD. Percebe-se também que ha correlacdo entre os

hidrogénios H1, H2, H3 e H4 da cadeia apolar do CCP com os hidrogénios H3 e H5

da cavidade hidrofébica da BCD, mostrando outra possibilidade de interacao entre os

compostos, ou seja, o CCP e a BCD se interagem de diferentes formas.
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Figura 16 — Mapa de contorno ROESY (a 400 MHz) do complexo CCP/BCD em D20

a 27 °C.
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4.1.4 Modelagem Molecular

Os célculos de DFT foram realizados para confirmar o arranjo preferido dos
complexos de inclusado, formado a partir de CPC e BCD. Modos distintos de inclusao
foram propostos com base nas orientacdes e propor¢cdes das espécies envolvidas
nesses complexos. Nosso principal objetivo foi uma tentativa de modelar os aspectos
estruturais e parametros energéticos dos complexos, que poderiam ser usados para
prever a conformacdo do complexo CCP/BCD mais favoravel. Um entendimento
detalhado das interagdes entre o CPC e BCD em nivel molecular pode ser muito

relevante para auxiliar na interpretacao dos resultados experimentais.

As estruturas respectivas das trés conformacdes otimizadas no nivel de teoria
B97D/6-31G (d,p) estdo representados na Figura 17. O calculo da energia de
complexacdo B97D/6-31G (d,p) (AdrE), bem como Energia livre de Gibbs (AditG) para

os trés complexos CPC/BCD é fornecida na Tabela 5.

Figura 17 — Conformacdes tedricas do CCP/BCD obtidas pelo B97D/6-31G(d,p): (a)
1:1 forma A, (b) 1:1 forma B e (c) forma 1:2.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Como pode ser visto na Tabela 5, dentre as trés conformacgdes propostas, 0
minimo global encontrado sao 1:1-CCP/BCD forma A (Figura 17a) e os complexos
1:2-CCP/BCD (Figura 17c), uma vez que sdo as orientacdes energeticamente mais
favoraveis. Observando a Tabela 5 pode-se perceber que esses dois complexos
apresentavam quase a mesmos valores de AdgiE e AdG, indicando que ambos os
complexos devem ser as conformacoes preferidas na solugdo aquosa. Sendo assim,

uma mistura desses dois complexos devem coexistir em equilibrio.

Portanto, com essa andlise baseada em calculos tedricos, podemos descrever
parametros energéticos para a formagéo do complexo CCP/BCD em nivel molecular
gue estdo de acordo com os achados experimentais, visto que na analise de RMN
também foi demonstrado a interacéo entre as regides dos compostos CCP e BCD que

proporcionam as formas mais energeticamente favoraveis.

Tabela 5 — B97D/6-31G(d,p) Energia de complexagao (AdrE) e energia livre de Gibbs

(AdrtG) do complexo formado pelo CCP e BCD calculados em fase aquosa.

B97D/6-31G(d,p) em fase aquosa

Complexos
AdgrE (kcal/mol?) AdartG (kcal/mol?)
1:1 CCP/BCD (forma A) -16.7 -3.9
1:1 CCP/BCD (forma B) -8.8 3.7
1:2 CCP/BCD -17.3 -4.4

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.1.5 TitulagBes condutimétricas

Na Figura 18 estédo apresentados valores de condutividade elétrica em funcao
das concentracdes de CCP e CCP/BCD. Como pode ser observado na curva de
titulacdo do CCP, a taxa de variacdo da condutividade com a concentracéo sofre um
pequeno declinio acima de aproximadamente 1,0 mM de CCP, devido a formacéo de
micelas. As micelas, como séo estruturas de maior volume e menor mobilidade, sao

menos condutivas. Além disso, na forma agregada, séo capazes de atrairem para a
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superficie contraions do meio, reduzindo ainda mais a contribuicdo para a
condutividade total (BHATTARAI et al., 2017; KARAYIL et al., 2016).

Figura 18 — Condutividade do CCP e CCP/BCD em funcéo da concentracéao.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para a curva de titulagdo do Cl em agua, ndo se observa com nitidez nenhuma

declividade na curva, sugerindo que o CCP/BCD nao sofre agregacao nesta faixa de

concentragao.

4.1.6 Titulacdes calorimétricas isotérmicas (ITC) — estudo de complexacao:

Titulagdao da BCD em CCP

As alteragfes nas propriedades termodinamicas em decorréncia das interacoes
entre espécies quimicas podem ser medidas por microcalorimetria. Esta técnica mede
diretamente o fluxo de calor liberado ou absorvido pelo sistema ao longo de uma
reacdo, onde estdo envolvidas interagcbes inter e intramoleculares. Esta energia é
registrada em funcéo da concentracdo de reagente titulante, sendo o calor liberado ou

absorvido proporcional a quantidade de reagente injetado (WISEMAN et al., 1989).
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As variagfes de calor entre a amostra e a referéncia séo devidas as interagdes
gue ocorrem durante a titulagdo, sendo determinadas por um sistema de resposta
eletrbnico, o qual garante que a temperatura no sistema seja sempre constante
(MONTEIRO et al., 2011).

Por meio dos dados obtidos por uma titulagdo calorimétrica e utilizando a
isoterma de Wiseman para modelar os dados conforme a equacéo 1 (Eg. 1), foi
possivel determinar as constantes de afinidade para os sistemas (K) e a
estequiometria de reacdo (N). Com o emprego de equacdes termodinamicas
demonstradas nas equacgdes 2 e 3 (Eqg.2 e Eq. 3), a variagao da energia livre de Gibbs
(AineG°), variacdo da entalpia (AintH°) e variacdo da entropia (AintS°) podem ser
determinadas, fornecendo assim, o perfil termodinamico completo da interacéo
molecular (DENADAI et al., 2011).

S dQ ° 1 1 - XR -7
A, H® = = DincH'Vo |=+ Eq.1
P

d[X]in; 2 (1 + Xz — )2 — 4X,
A G® = —RTInK Eq.2
DGO = DppeH® — Ty S° Eq.3

dQ . . .
onde, (W) relaciona a mudanca gradual no calor do sistema normalizado em
int/ p

relagdo a concentracgédo de titulante, Xr =[CD]/[CCP];, Vo o volume efetivo da solucdo
na célula de titulacdo e r uma variavel de composicao 1/[CCP].K, R=8,314J/K e T

temperatura em Kelvin.

Esta técnica tem sido amplamente adotada na caracterizacdo de complexo de
inclusdo pois, quando ocorre a complexacdo, ocorrem uma série de interacdes,
relacionadas com: 1) saida da agua do interior da cavidade e sua liberacdo no meio;
2) dessolvatacdo da molécula héspede; 3) transferéncia de calor para o ambiente
externo; 4) alteragbes conformacionais; 5) inclusdo da molécula hospede com o
estabelecimento de novas interacdes intermoleculares; 6) reorganizacdo das
moléculas de &gua em torno do complexo de incluséo e 7) reducdo da mobilidade de
rotagcdo em torno das ligacdes glicosidicas da ciclodextrina devido a presenca da
molécula hospede dentro da cavidade. O balanco de todas essas interacdoes pode

resultar em um processo endotérmico ou exotérmico, com aumento ou reducéo de
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entropia. Considerando que o ITC monitora apenas processos espontaneos, a energia
livre de Gibbs sera sempre menor do que zero (AGo < 0) (DENADAI et al., 2011,
MONTEIRO et al., 2011; OHTA et al., 2008; SUN et al., 2006).

Com o objetivo de se avaliar as interagdes da BCD com o CCP n&o micelizado
(abaixo da cmc), procedeu-se com titulagdo de solugédo de FCD 10,0 mM em solugao
de CCP 0,5 mM. Na Figura 19 estdo apresentadas as curvas de titulagdo da BCD em
agua pura (branco da reacao) e em solucédo de CCP 0,5 mM, como também a curva
de titulacédo final apos a subtracdo do branco. Esse procedimento visa excluir os
efeitos de interag&do soluto-solvente, a fim de avaliar apenas as interacées BCD/CCP
(DENADAI et al., 2011). Na Tabela 6 estao apresentados os valores termodinamicos

de interacdo entre CD e CCP obtidos pelo experimento.

Na titulacdo calorimética apdés a subtracdo do branco, os parametros
termodinamicos obtidos demonstram que a espontaneidade da interacdo entre os
compostos se deu de forma exotérmica (AintH° < 0) e com aumento de entropia (T 4intS°
> 0), com estequiometria aparente de Nap = 1,45 BCD/CCP. Alteracbes exotérmicas
de entalpia foram atribuidas a interacédo ion-dipolo do grupo piridinio do CCP com
elétrons nao ligados de atomos de oxigénio na cavidade da BCD, e pela formacao de
interacOes de Van der Waals cooperativas entre a cadeia alifatica do CCP (DENADAI
et al., 2011).

O valor de constante de equilibrio aparente, Ka = 38300 + 1070 foi considerado
alto quando comparado ao descrito na literatura, sugerindo presenca de fortes
interacdes intermoleculares entre o CCP e a BCD na formacdo do complexo de
inclusdo (DENADAI et al., 2011; LULA et al., 2012; PAULA et al., 2011; SOUSA et al.,
2010; SUAREZ et al., 2014).
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Figura 19 - (a) Titulagdo da BCD 10,0 mM em agua pura e em solu¢do de CCP 0,5
mM e (b) curva de titulagéo final ap6s a subtracdo do branco.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 6 — Parametros termodindmicos da interacdo de BCD 10,0 mM titulado em
CCP 0,5 mM.

Parametros termodinamicos Média + Desvio Padrao

Nap 1,450 £ 0,004
K 38300 + 1070
AintH®(cal/mol) -2011,0£9,0
TAintS° (cal/mol) +4233,7
AintG® (cal/mol) -6244,7

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A complexagdo também apresentou elevada contribuicdo entrépica, uma vez
que TAintS° foi responsavel por 69,1% do valor de AintG°, sendo os 30,9% restante
devido ao AintH°. A variacdo positiva de entropia (TAintS®) sugere que as moléculas

sofram extensa dessolvatacdo no processo de inclusdo. Durante esse processo
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ocorre quebra da estrutura de solvatacdo dos grupos funcionais do CCP com
consequente liberacdo de moléculas de agua que ganham graus de liberdade
rotacionais e translacionais gerando desta forma, uma elevacdo da entropia
(desordem) do sistema (LOFTSSON; BREWSTER, 1996).

4.1.7 Titulacdes calorimétricas isotérmicas (ITC) — estudo de micelizacdo do

CCP na auséncia e na presencga de BCD

Considerando que o CCP é um surfactante, foi realizado o estudo do seu
processo de micelizagdo, na auséncia e na presenca de BCD, com o objetivo de
avaliar as variaveis termodinadmicas e o efeito da ciclodextrina sobre a cmc do
composto, bem como determinar a situacdo onde a interacdo entre a ciclodextrina

com o CCP possa ser avaliada desconsiderando-se as micelas.

Como as cadeias longas hidrofébicas dos surfactantes podem inserir dentro das
cavidades das BCD, estudos demonstram que estas podem alterar a cmc dos
surfactantes desestabilizando a formacgédo das micelas (CASTIGLIONE et al., 2011;
NAGARAJ; ARUNACHALAM, 2013).

Para isso, foram realizadas titula¢cdes de CCP 30,0 mM em &gua pura (auséncia
de BCD) e em diferentes concentragbes BCD (1,0; 2,0 e 4,0 mM). Na Figura 20 estéo

apresentadas as curvas de titulagdo do CCP em BCD.

Como pode ser observado, a titulacio do CCP em &gua apresenta um
comportamento bastante caracteristico de sistemas que sofrem agregacdo, com um
ponto de inflexao atribuido a cmc do CCP em 1,0 mM (ALVES et al., 2014). Observa-
se também que a adicdo de CCP em &gua tem inicialmente um comportamento
endotérmico correspondendo ao processo de desmicelizacdo, uma vez que a
concentracdo do composto na solugéo titulante se encontrava acima da sua cmc. Apos
a cmc, os valores de entalpia de injecao, que se devem a diluicdo das micelas, tendem

a zero, quando as micelas ndo mais se desfazem.



62

Figura 20 — Estudo de agregacéo do CCP a 30,0 mM na auséncia e na presenca de
BCD em diferentes concentragdes (0; 1,0; 2,0; 4,0 mM).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na titulacdo do CCP em solugao de BCD com concentragdes crescentes, houve
uma mudanca de perfil, com manutencéo dos ponto de inflexdo devido a micelizacéo.
Porém, houve deslocamento da cmc para a direita, demonstrando um aumento da
cmc do CCP na presenga de BCD — Figura 21a. Este resultado sugere que a interacéo
do CCP/BCD é preferencial ao processo de micelizacado, corroborando a ideia de que
as interacdes CCP/BCD devem ser bem mais intensas que as interacoes CCP/CCP
nas micelas. Sendo assim, inicialmente deve ocorrer a formacao do composto de
inclusdo, e somente ap0s a saturacdo das CDs, deve se iniciar o processo de
micelizacéo.



63

Com base nas curvas de titulagcao calorimétricas, a entalpia de desmicelizacao
foi calculada pela diferenga entre o valor de entalpia de injecdo na cmc [AinjH®]emc pelo
ultimo valor da entalpia de injec&o [AinjH®)s, na regido assintotica de concentracao onde

a micelizacado ndo mais ocorre.

O AdemH?° € obtido pela equacéo 4:

o e[ oA H° o
“n" ~| o[sps] || a[sDs] ) &

Antes da cmc, a entalpia corresponde ao calor de solvatacdo dos mondmeros

apos a quebra das micelas, enquanto que depois da cmc, é principalmente devido a
diluicdo das micelas. Dessa forma, a entalpia de micelizagdo pode ser calculada pela

equacgao 5:

A H®=-A

mic dem

H Eq.5

Os demais parametros termodinamicos de micelizagéo, variagdo da energia
Livre de Gibbs de micelizagdo (4micG°), variacdo da entalpia de micelizagéo (AmicH°) e
variacdo da energia entrépica de micelizacdo (T AmicS°) foram determinados segundo
o modelo classico denominado Pseudo-separacdo de fases (EVANS;
WENNERSTROM, 1999). O comportamento das propriedades termodindmicas de

micelizacdo em fungéo da concentracdo de BCD sao apresentados na Figura 21b.
A, .G =(2-)RT In(cmc /[H,0]) Eq. 6
TAmicSO = AmicH ° _AmicGO Eq. 7

O valor de a da Eq. 6, que € o grau de dissociagao micelar, foi obtido através
de uma titulacdo condutimétrica (Figura 22) do CCP a 30,0 mM em &gua e em

diferentes concentragdes BCD (1,0, 2,0 e 4,0 mM), assim como realizado no ITC.
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Figura 21 — (a) Concentragcdo micelar critica (cmc) e (b) parametros termodinamicos

da cmc do CCP na auséncia e na presencga de diferentes concentragdes de BCD.
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Como observado na Figura 21b, a energia livre de Gibbs AnmicG° sofreu ligeiro
aumento em funcao da concentracdo de BCD por ser uma grandeza proporcional a
cmc, reforcando a hipétese de que a presenca de BCD dificulta a micelizacéo, pelo
fato da formacéo do composto de inclusdo ser um processo preferencial. Porém, os
valores de AmicG° foram baixos se comparados com as variagdes de AmicH® e T AmicS°,

sugerindo compensacao entalpico/entrépica.

O valor de AmicH° na auséncia de BCD foi de +114,8 kJ/mol. Porém, o aumento
da concentracéo de BCD diminuiu o valor de AmicH° tornando-o menos endotérmico,
sugerindo que, do ponto de vista entalpico, a presenca da ciclodextrina facilite a
micelizacdo por reduzir a repulsao eletrostatica CCP/CCP por meio de interacdes

especificas do tipo ion-dipolo.

Figura 22 — Titulacdo condutimétrica do CCP a 30 mM na auséncia e na presenca de
BCD em diferentes concentragdes (0, 1,0, 2,0, 4,0 mM)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Na Figura 23 esta representada esquematicamente a micelizagdo do CCP puro

e na presenca de BCD, neste ultimo caso alterando a forma da micela do surfactante.

Figura 23 — Representacdo esquematica da micelizacdo do CCP puro (a) e ha
presenga de BCD (b).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Todavia, observa-se uma gradativa reducdo de TAmicS° entropia a medida que
a concentracao de BCD aumenta, tornando o valor de AmicG°® menos negativo. Este
comportamento foi atribuido a formacdo de estruturas supramoleculares altamente

organizadas, resultantes do encapsulamento dos compostos de inclusdo nas micelas.
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4.2 ESTUDO DAS INTERACOES DO CCP COM MICRORGANISMOS

421 Teste de atividade antimicrobiana

Novas tecnologias voltadas para desenvolvimento de farmacos, incluindo a
gendmica e biologia estrutural, abrem importantes possibilidades para a descoberta
de antibioticos. No entanto, um esfor¢co substancial para prosseguir a pesquisa e, além
disso, incorporar a resultados na cadeia de produgcdo sdo necessarios para trazer
novos antimicrobianos para o usuario final. No cenario das doencas emergentes e da
disseminacdo rapida de resisténcia a antibidticos, torna-se de fundamental
importancia uma politica ativa que possa atender essas demandas. Caso contrario,
muitos programas promissores podem nunca ser totalmente desenvolvidos por falta
de investimentos privados e publicos (MONNIER et al., 2018; NIU et al., 2019).

Diante das dificuldades na descoberta de novas moléculas com capacidade
biocida, uma alternativa tem sido manipular as sustancias ja conhecidas de forma a
aprimorar sua utilizacédo, estratégia esta ja utilizada em alguns estudos com a CD
(SUAREZ et al., 2014).

O teste de atividade antimicrobiana possibilita avaliar se a presenca de BCD
influencia na efetividade do CCP, uma vez que novos mecanismos de interacao do Cl

com as membranas bacterianas podem potencializar a acdo do antibi6tico.

No presente trabalho, o teste antimicrobiano foi realizado testando as seguintes
concentracfes de CCP e CCP/BCD em pg/mL: 128, 64, 32, 16,8, 4,2, 1,0,5¢e 0,25
contra cepas ATCC e clinica de S. aureus. Os célculos da concentracdo foram
realizados levando sempre em consideracao a massa do CCP, ficando como variavel
a presenga ou auséncia de BCD. A deciséo de se testar duas cepas distintas, sendo
uma cepa padrdo (ATCC) destinada ao controle de qualidade bacteriolégico, que
apresenta resposta conhecida a uma série de provas laboratoriais e outra cepa isolada
de amostra biolégica humana (clinica) foi para evitar a possibilidade de uma resposta

que fosse cepa-especifica.

Na Figura 24 estdo demonstrados os resultados obtidos na determinagéo da

DLso para a cepa ATCC (a) e clinica (b), sendo possivel perceber que a concentragéo
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de CCP necesséria para reduzir a viabilidade de 50% de S. aureus em cultura foi

menor na presenga de BCD em ambas as cepas.

Figura 24 — Determinag&o da DLso do CCP e do CCP/BCD contra S. aureus cepas

ATCC (a) e clinica (b).
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Contudo, possivelmente o CCP esteja sendo liberado mais lentamente da

cavidade da BCD, aumentado ligeiramente (apenas um titulo) a CIM do CCP/BCD se

comparado ao CCP nas cepas de S. aureus. O valor da CIM de um composto se deve

a um unico ponto (concentracdo) onde houve a inibicdo total do crescimento do

microrganismo, enquanto na determinacao DLso é considerado uma tendéncia (curva)

baseada em diversos pontos (concentracdes), podendo trazer informacdes mais

abrangentes e néao vistas pela CIM.
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A DLso foi calculada para o CCP e CCP/BCD nas duas cepas, conforme a Figura
25. A presencga de BCD provavelmente esteja aumentando a interagdo do CCP com a
membrana da célula bacteriana melhorando a atividade do antimicrobiano e levando
a diminuicdo da DLso. A possibilidade de reducdo da dose é relevante visto que

também pode estar associado a menor incidéncia de efeitos adversos dose-

dependentes.

Figura 25 — DLso do CCP e CCP/BCD em pg/mL contra S. aureus.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.2.2 Cinética de morte bacteriana

O teste de cinética de morte bacteriana permite avaliar a diminuicdo da
viabilidade no decorrer do tempo em funcdo da efetividade do antimicrobiano. A
eficacia por sua vez é influenciada por diversos fatores, como a quantidade do
principio ativo disponivel no local de sua acédo e os mecanismos de intera¢cdo com as
células bacterinas, fatores estes que séo influenciados pela presenca da BCD, que
tendo sido complexado previamente com o CCP promove a liberacédo lenta deste
composto, além de alterar os mecanismos de interagdo com as membranas e paredes

celulares bacterianas.

Na Figura 26 € mostrado a variacdo do percentual de viabilidade celular em
funcdo do tempo. Com o objetivo de melhor quantificar o efeito dos compostos na
velocidade de morte celular, os dados foram modelados segundo equacao

exponencial de primeira ordem (Eq. 8, forma diferencial e Eq. 9 forma integrada):
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% = -k V(y Eq 8
dt m (1]
Vooe = Vop(e=oye ™" Eq.9

Nessas equacdes, Vyt € 0 percentual de viabilidade celular em um tempo t
qualquer, Vo(=0) € a porcentagem de viabilidade celular no tempo t = 0, ou seja, com
0 contato inicial do composto com os microrganismos e km € a constante cinética de
morte celular. A quantidade dVe/dt € a taxa (velocidade) de reducéo da viabilidade.
Substituindo os valores de km e Voy=0) na equagéo 8 (obtidos por regressao néo linear),
temos o produto kmVey=0), que representa a velocidade inicial de redugcdo da

viabilidade celular.

Figura 26 — Cinética de morte bacteriana do CCP e do CCP/BCD, ambos na
concentracdo de 4 pg/mL, contra S. aureus cepas ATCC e clinica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os valores de km, Vo t=0) € kmVost=0), Obtidos por regressao néo linear usando o

software Microcal Origin 9.0, estdo apresentados na Tabela 7.

Como pode ser observado, para todos as cepas estudadas, tanto o percentual
de viabilidade no tempo zero V=00 quanto a velocidade inicial de reducdo da
viabilidade kmVest=0) foram maiores para o CCP/BCD do que para o CCP puro.
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Tabela 7 — Variaveis cinéticas do contato do CCP e CCP/BCD contra S. aureus

cepas ATCC e clinica

Cepas Composto Vo=0) Km (S1) KkmVoet=0) (S1)

CCP 8,6 0,23 1,98

CCP/BCD 51,5 0,29 14,94

_ CCP 10,6 0,36 3,82
Clinica

CCP/BCD 36,2 0,23 8,32

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os maiores valores de Vu@=0) para sistemas tratados com compostos de
inclusdo demonstram que ocorre um atraso na morte dos microrganismos no inicio do
contato. Este fato foi atribuido a uma menor disponibilidade de CCP no meio para ser

assimilado e metabolizado, em decorréncia do encapsulamento molecular.

Todavia, os valores de velocidade inicial de morte celular, kmVost=0), S80 bem
maiores na presenca de BCD. Isso sugere a existéncia de um mecanismo alternativo
de interagdo do CCP com as membranas celulares na presenca de BCD. Apoés
intervalo de aproximadamente 12 h, os valores de percentual de viabilidade para os

microrganismos tratados com CCP puro ou complexado com BCD se igualam.

4.2.3 Estudos de interacdo farmaco-membrana

Considerando que os estudos cinéticos de morte celular sugeriram um
mecanismo diferente de interagdo do composto de inclusdo CCP/BCD com o0s
microrganismos, bem como dados da literatura que indicam que, na presenca de CD,
farmacos interagem de maneira diferente com bactérias (SUAREZ et al., 2014), foram
realizados estudos visando a identificacdo dos efeitos coloidais do CCP puro e
CCP/BCD nas células de S. aureus, bem como determinacdo dos parametros

termodinamicos de interagdo farmaco-microrganismo.

A técnica de DLS é uma ferramenta que permite a determinacdo do tamanho
médio de nanoestruturas em meio liquido. Este método baseia-se na dispersdo do

feixe de laser monocromatico quando a particula € iluminada pelo mesmo, levando
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em consideracdo o movimento browniano das particulas e o fato que pequenas
particulas se deslocam mais rapidamente do que particulas maiores. Em sistemas
formados apenas por particulas pequenas, a flutuacdo da intensidade de luz
espalhada é maior, pois como se movimentam mais rapidamente, essas particulas
cruzam a janela do detector mais vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo. Com
particulas grandes, o efeito é o oposto. As flutuagdes de intensidade resultantes séo
utilizadas para calcular o diametro hidrodinamico das particulas utilizando a equacéao
de Stokes-Einstein (Eg. 10) (KANTER et al., 2016).

kT

D=
6mnRy
Eq.10

onde D é o coeficiente de difuséo translacional (m?/s), Ks = constante de Boltzmann
(1,38064852 X 102 m? kg s K1), T é a temperatura absoluta (K), 7 = viscosidade
dindmica (Pa.s) e Rn o raio hidrodindmico da particula ou agregado molecular.

O PZ relaciona-se com o potencial eletrostatico nas superficies das particulas,
sendo dependente da micelizacdo e adsor¢do de ions, estando intimamente ligado a
estabilidade da dispersédo. Quando o PZ é baixo tem-se dispersdes mais instaveis, ja
valores elevados de PZ podem indicar maior estabilidade, visto que as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera as forcas de Van Der
Waals, as quais sdo sempre de natureza atrativa e promovem a agregacao. Do ponto
de vista pratico, tem sido observado que suspensdes com valores de PZ superiores a
+30 mV ou inferiores a -30 mV sao estaveis, enquanto que aquelas cujo valor se situa
entre -30 mV e +30 mV sao instaveis e podem flocular. A andlise das propriedades Dn
e PZ nos permite sugerir o comportamento coloidal e a estabilidade de sistemas
nanoestruturados em soluc¢do ou suspenséao (ALVES et al., 2014; BIJARBOONEH et
al., 2013; MONTEIRO et al., 2011).

A concentragdo molar do CCP e do CCP/BCD que foram adicionadas as
suspensdes bacterianas foram calculadas de forma que na metade das injecdes, ou
seja, apos a adicao de 150,0 pL, a concentracdo do CCP na cubeta fosse de 4 pug/mL,
correspondente a CIM encontrada para as bactérias em estudo.

Pode-se observar na Figura 27 que a adicdo de CCP a suspensao de S. aureus
leva a uma inicial diminuicdo do Dn, tendo o ponto minimo deste coincidindo com a

concentracdo aproximada da CIM, sugerindo uma saturacdo das membranas
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bacterianas. A partir do minimo, ocorre um aumento de tamanho das células,
sugerindo uma desestruturacdo das membranas. Para as duas cepas, as células
tratadas com CCP/BCD apresentam maiores valores de Dn, sugerindo que o

entumecimento foi maior na presenca de BCD.

S. aureus tem uma parede celular de polissacarideo que confere uma forte
resisténcia a diferentes ambientes, possuindo a camada mais externa com carga
elétrica negativa e demonstrou possuir interacdées medianas com drogas catiénicas
(STROMINGER; PARK; THOMPSON, 1959; SUAREZ et al., 2014).

Figura 27 — Diametro hidrodindmico de células de S. aureus ATCC e clinica em
funcdo da concentracdo do CCP e CCP/BCD
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Medidas de PZ foram utilizadas para se determinar o efeito do CCP na
superficie dos microrganismos. Conforme demonstrado na Figura 28, tem-se valores
de PZ inicialmente negativos, atribuido a presenca de fosfolipidios negativamente
carregados na membrana celular. Durante a titulagéo, os valores de PZ tornam-se
menos negativos tanto para o CCP puro quanto para o CCP/BCD, devido a
neutralizagdo das macromoléculas pelo surfactante. Quando o PZ se iguala a zero,
tem-se a neutralizacdo da superficie bacteriana, sendo este o ponto isoelétrico (P.1.)
do microrganismo, ocorrendo inversao de carga devido a saturacdo da superficie das

células pelo CCP.
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Figura 28 — Potencial zeta de células de S. aureus ATCC e clinica em funcao da
concentracédo do CCP e CCP/BCD.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

No caso do CCP/BCD, observa-se uma melhoria na capacidade de
neutralizacdo dos microrganismos pelo CCP, embora o fendmeno tenha sido mais
pronunciado para a cepa ATCC. Essa melhoria foi atribuida a um possivel aumento
na intensidade das interagcbes entre o complexo CCP/BCD e as membranas
bacterianas, através da formacéao de ligacdes de hidrogénio através das hidroxilas da
BCD, além das interagdes idnicas ja esperadas (SANDT et al., 2007; SUAREZ et al.,
2014). As diferencas observadas nos resultados para os dois microrganismos pode

ter ocorrido devido a diferencgas estruturais na constituicdo de suas membranas.

Por essas razbes, aprofundamos os estudos de interacdo farmaco-

microrganismo, via experimentos de ITC, conforme demonstrado adiante.

4.2.4 Estudo termodinamico de interacao farmaco-membrana

Para melhor caracterizar as interagdes entre o CCP ou o CCP/BCD com as
cepas de S. aureus, foram realizados experimentos de ITC, titulando-se diretamente

0S compostos em suspensdes contendo 0s microrganismos, conforme demonstrado
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nas Figuras 29 e 30. Os resultados séo expressos apos a subtracdo dos respectivos
brancos (curvas de diluicdo dos compostos em salina) (SUAREZ et al., 2014).

Nas Figuras 29 (a) e 30 (a) e (b) percebe-se curvas com caracteristica
endotérmica, fendmeno que pode ser devido a quebra de solvatacdo em torno das
superficies celulares negativamente carregadas, em consequéncia da interacao

eletrostatica com o cation CCP.

Figura 29 — Titulacdo do CCP (a) e CCP/BCD (b) a 122,87 uM em suspenséao de S.

aureus cepa ATCC.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 30 — Titulacdo do CCP (a) e CCP/BCD (b) a 122,87 uM em suspensao de S.

aureus cepa clinica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Ja na Figura 29 (b), a adicdo do CCP na presenca de BCD teve um
comportamento diferente, apresentando uma curva de caracteristica exotérmica,
sugerindo que a interacdo CCP/S.aureus foi modificada pela BCD. Como
oligossacarideo ciclico, a BCD é rica em grupos hidroxilas que podem formar
espontaneamente ligacdes de hidrogénio com varios componentes da membrana
celular e gerar uma reacao exotérmica. Situacao similar ja foi descrita na literatura por
Suérez et al. (2014).

Em maiores concentracbes de CCP ndao h& mais sitios de ligacdo as
membranas bacterianas e a energia envolvida nas titulagbes tendem a um valor
constante nos quatro experimentos, comportamento ja observado em outros trabalhos
(MONTEIRO et al., 2011).

Na Tabela 8 estdo apresentadas as variaveis termodinamicas das interacdes
do CCP com as membranas de S. aureus cepas ATCC e clinica na auséncia e na
presenca de BCD. Na presenca de BCD houve consideravel redugao do coeficiente

estequiométrico (N) em ambas as cepas, sugerindo que a mudanca do perfil de



77

interacdo com a membrana proporcionada pelo oligossacarideo permitiu que uma
menor concentracdo de CCP seja capaz de saturar a célula bacteriana, o que é

compativel com a reducéo dos valores de DLso observados na presenca de BCD.

Houve, no entanto, significativa reducdo na constante de equilibrio (K) na
presencga de BCD, demonstrando diminuicdo da forca de interagéo entre o CCP e as
membranas bacterianas. Na auséncia de BCD, a natureza da interacdo €
majoritariamente eletrostatica e portanto mais fortes, envolvendo o cation CCP e as
membranas de caracteristicas anibnicas. Ja na presenga de BCD novas interagdes
acontecem, como ligagoes de hidrogénio e forca de Van der Waals (ion-dipolo, dipolo
induzido, dipolo-dipolo) entre o CCP/BCD e as membranas bacterianas, as quais tem

menor forca.

Tabela 8 — Parametros termodinamicos da interacdo de CCP e CCP/BCD a 122,87
MM em suspensdes de S. aureus cepas ATCC e clinica.

Cepas Parametros Substéancia testata
termodinamicos
CCP CCP/BCD
N 0,185+ 0,004 0,040 £ 0,004
K (M1) 226000 + 62400 63000 + 11800
ATCC AinjH® (cal/mol) 1250,0 £ 55,3 -4983,0 + 520,1
TAinjS° (cal/mol/deg) 8556,9 1580,2
AinjG° (cal mol?t) -7307 -6548
N 0,119 + 0,0038 0,07 £ 0,02
K (M1) 98800 + 17000 9050 + 1600
Clinica AintH° (cal/mol) 982,6 + 50,35 1557 + 580,4
TAintS° (cal/mol/deqg) 7781,7 6947
AintG° (cal mol?) -6799 -5390

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Além disso, pode-se observar que todos os processos foram conduzidos por

entropia. Isto pode ser explicado pela extensa dessolvatacdo resultante de forte
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interacdo eletrostatica entre o CCP e fosfolipidios anibnicos, grupos carboxila no
peptideoglicano e acido teicoicos das membranas bacterianas. O carater endotérmico
das titulacOes foi atribuido como a quebra da ligacdo de hidrogénio da agua durante
a dessolvatacéao (LI et al., 2019; THOMAS; RICE, 2014).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante a caracterizagdo confirmaram a formacdo do
complexo de inclusdo devido ao estabelecimento de novas interagdes, tanto em
solucdo quanto no estado sélido.

Os espectros de absorcao naregiao do infravermelho demonstraram diferencas
significativas dos padrées de bandas no CCP/BCD quando comparados as
substancias puras. O aumento da estabilidade térmica do CCP no CCP/BCD foi
percebido nas andlises de TGA e DTA.

A técnica de RMN de 'H possibilitou visualizar alteragdo nos sinais dos
hidrogénios como reflexo de um novo ambiente quimico devido as interacdes entre o
CCP e a BCD. J4 o ROESY do complexo de inclusdo CCP/BCD demonstrou
correlag6es dipolares entre os hidrogénios arométicos do CCP com o0s hidrogénios da
cavidade hidrofébica da BCD.

No estudo de micelizagcdo por ITC observou-se que a presenca da BCD
aumenta a cmc do CCP, levando a crescente elevacdo da cmc sempre que se
aumentava a concentracao da BCD, sugerindo que interagdo do CCP com a BCD é
preferencial em relacdo a formacao de micelas.

Nos estudos de complexacao por ITC, foi observado que a interacao entre
CCP/BCD se deu com estequiometria preferencial de 1:1, podendo ocorrer também a
formacdo de complexos do tipo 1:2. Esse dado foi confirmado pela modelagem
molecular, que identificou que a interacdo entre esses compostos, na auséncia de
solvente (estado gasoso) ora se formam com relagédo estequiométrica de 1:1, ora 1:2,
com aproximadamente 50% de probabilidade para cada tipo. Dentre as variaveis
termodinamicas obtidas, o valor da constante de equilibrio é considerado alto e esta
relacionado com a forca de interacdo, interacdo esta espontanea devida
principalmente a contribuicdo entrépica na formagédo do CCP/BCD.

Na realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana, os resultados de DLso
obtidos com o CCP na presenga da BCD foram melhores, ou seja, a concentragao
necessaria para reduzir a viabilidade de cepas ATCC e clinica de S. aureus em 50%
foi menor para o Cl quando comparado ao CCP puro.

Apés a realizacdo da cinética de morte bacteriana, foi possivel perceber que na

presenca do BCD ocorre um atraso na morte dos microrganismos no inicio do contato
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quando comparado ao CCP puro. Este fato foi atribuido a uma menor disponibilidade
de CCP no meio para ser assimilado e metabolizado, em decorréncia do
encapsulamento molecular. Todavia, a velocidade de diminuicdo de viabilidade
bacteriana na presenca de BCD é maior, sugerindo a existéncia de um mecanismo
alternativo de interacdo do CCP com as membranas celulares na presenca de BCD,
de modo que apds intervalo de aproximadamente 12 h, os valores de percentual de
viabilidade para os microrganismos tratados com CCP puro ou complexado com BCD
se igualam.

O estudo de interacdo com a membrana mostrou significativa reducdo dos
valores da estequiometria de ligacdo CCP/membrana, sinalizando que uma menor
concentracdo de CCP é suficiente para saturar as membranas celulares dos S.
aureus. Os valores de K (constante de equilibrio) também foram reduzidos em

consequéncia de novos mecanismos de interagdo na presenga de BCD.

Para melhor entendimento da interacdo dos compostos com as membranas
celulares bacterianas, o PZ foi realizado e a presenca da BCD melhorou a capacidade
de neutralizacdo do CCP, possivelmente por permitir melhor interacdo com a
membrana bacteriana através de ligacGes de hidrogénio, agindo sinergicamente com
a interacdes ibnicas que pode se formar entre um farmaco catiénico e uma superficie

celular anibnica.

A estratégia de reavaliar compostos ja utilizados no combate a microrganismos
aliada ao encapsulamento molecular resultou em uma melhora na sua poténcia
sugerindo ser uma ferramenta promissora. Isso pode contribuir para melhorar a
eficiéncia do arsenal de antimicrobianos utilizados no combate das infecc¢des, visto
qgue sdo grandes as dificuldades para descoberta por instituicbes de pesquisa e

liberacdo pelas agéncias regulatorias de novos principios ativo.
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