1 -INTRODUCAO

O uso de polimeros naturais para aplicacoes diversificadas tém sido de vital
importdncia para os avancos das ciéncias e apresentam varias vantagens
quando comparadas aos polimeros sintéticos pois sdo de facil obtencao, sao
biocompativeis e biodegradaveis. Os polissacarideos, como uma classe de
macromoléculas naturais, tém sua propensdao extremamente bioativa, e sao
geralmente derivados de produtos agricolas ou de crustaceos (PRASHANTH,
2007).

Nos ultimos anos, os biopolimeros que tém despertado maior interesse sao os
polissacarideos como a celulose, que provém de varias fontes, e a quitina,
proveniente de crustaceos, moluscos, insetos, cogumelos e outros organismos
(AIROLD, 2008), sendo um dos principais constituintes das cascas de
crustaceos, dos exoesqueletos de insetos e das paredes celulares de fungos,
onde sua funcao ¢é enrijecé-las e dar estabilidade (KRAJEWSKA, 2004).

A presenca de varios grupos funcionais reativos ao longo da cadeia
polimérica dos polissacarideos favorecem interagdes com outras espécies
moleculares, tanto dissolvidas quanto dispersas, podendo ocorrer ligacéo,
quelacdo, complexacdo, microencapsulacdo, emulsificacdo, floculacao,
estabilizacdo ou suspensdo. Os polissacarideos também podem atuar como
adsorventes, carreadores, suportes hidrofilicos, agentes trocadores de ions,
formadores de filmes e de géis (GARCIA, 2008).

Materiais poliméricos como peptideos, polissacarideos e outros
produtos naturais tem recentemente atraido a atencdo como transportadores
biodegradaveis de drogas. Eles podem otimizar a aplicacdo de medicamentos
clinicos, minimizar suas propriedades indesejaveis e melhorar a eficiéncia da
droga. Eles sao utilizados para o armazenamento e liberacdo lenta dos
componentes eficazes, para melhorar a permeabilidade da membrana,
solubilidade e segmentacao sitio especifica (VINSOVA, 2008).

A quitina e a quitosana, seu derivado desacetilado, sdo de interesse comercial
devido a elevada percentagem de nitrogénio em sua composicao (6,89%), o que
as tornam Uuteis como agente quelante. A maioria dos polimeros sintéticos

possuem biocompatibilidade e biodegradabilidade muito mais limitadas do que as



de polimeros naturais como a celulose, quitina, quitosana e seus derivados
(KUMAR, 2000).

A quitosana é um polissacarideo com tal perspectiva, que tem mostrado
inomeras fungbes em diversas areas, incluindo medicamentos bioldgicos,
farmacéuticos, conservantes, microbianos e outros (VINSOVA, 2008).

Outra classe de substancias de grande interesse sdo os antibiéticos
aminoglicosideos, que comumente consistem estruturalmente de um nucleo
aminociclitol ligado com um ou dois carboidratos, como por exemplo a
estreptamicina. Normalmente, os antibiéticos aminoglicosideos séo utilizados no
tratamento de infec¢des bacterianas. Devido a seu amplo espectro de atividades,
essa classe de substancias tem atraido a atencao para as suas aplicacées como
antiviral, por interagir com moléculas do RNA do virus da imunodeficiéncia
humana adquirida (HIV) e do virus da hepatite delta humana (HDV) (HUI, 2002).

Recentemente, estudos tém mostrado que a neomicina B e outros antibidticos
aminoglicosideos impedem a replicacdo do virus HIV, impedindo a ligacdo da
proteina Rev, uma estrutura protéica rica em arginina que facilita a replicagdo do
virus HIV. A proteina Rev se liga a um receptor importante para a replicagdo do
RNA do virus HIV, chamado RRE. Foi descoberto que antibiéticos
aminoglicosidicos bloqueiam competitivamente esse receptor. No entanto, estas
moléculas sado téxicas e ndo sao seletivas para o RNA do HIV e, portanto, novos
compostos com ligagcdo seletiva para o sitio RRE devem ser melhor
desenvolvidos e sintetizados. A conversdao dos aminoglicosideos para seus
derivados totalmente guanidinilados (guanidinoglicosideos) aumenta em
aproximadamente 100 vezes a afinidade e seletividade destes compostos para o
RRE do HIV-1 em comparacao com os aminoglicosideos ativos (BAKER, 2000).

Acucares contendo grupos guanidina tem uma vasta gama de utilizacoes
biologicamente importantes como, inibicdo da sinalizacdo mitogénica
inadequada, terapia para infeccoes bacterianas, tratamento de diabéticos
insulino-dependentes, e inibicdo de enzimas, incluindo a trombina, glicosidases e
oxido nitrico sintases (BAKER, 2000).

Muitos  produtos farmacéuticos, produtos naturais e  sintéticos
contém o grupos funcional guanidina, que muitas vezes desempenham um

papel essencial na sua atividade biol6gicos. Por conseguinte, ha uma série de



reagentes guanilantes na literatura disponiveis comercialmente, para inserir o
grupo guanidina em diversos tipos de moléculas (WU, 2002).

Neste contexto, a atividade antimicrobiana de compostos poliidroxilados como
a neomicina, quitosana e seus derivados guanilados contra diferentes tipos de
microrganismos tém recebido consideravel atencdo. No presente trabalho estédo
descritos desenvolvimentos relativos a sintese de guanidinas com substancias

poliidroxilados.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1.GUANIDINAS

As guanidinas sdo bases fortes que se destacam entre as mais importantes
bases nitrogenadas empregadas em sintese organica e tem sido extensivamente
estudadas na ultimas décadas por inumeros autores (XAVIER, 1997).

A guanidina (1) (figura 1) foi isolada por Strecker em 1861, como um produto
de degradacao da guanina (2) (figura 1), uma das bases purinicas constituintes
do acido ribonucléico (RNA). Também é encontrada de maneira natural na urina
como um produto normal do metabolismo das proteinas (XAVIER, 1997).
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Figura 1 — Estrutura da guanina e seu produto de degradacao, a guanidina.

Os sais e derivados da guanidina possuem férmula genérica
(R1R2N)(R3sR4N)C=N-Rs mostrada na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura base dos derivados da guanidina

Embora a guanidina e seus sais ocorram na natureza na forma de tracos,
muitos de seus derivados sao importantes constituintes de organismos vivos,
como a creatina (3) e a arginina (4) (figura 3, pag. 5), este ultimo um importante
aminodcido presente nos seres vivos (ALLINGER, 1978).
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Figura 3 — Derivados da guanidina: creatina e arginina
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Residuos de arginina em peptideos e proteinas sdao conhecidas por serem
crucialmente envolvidos em processos de reconhecimento molecular, mas os
grupos guanidinas também sao componentes essenciais na
estrutura dos mais diversos metabdlitos primarios e secundarios
de organismos vivos e de muitas drogas sintéticas (MORODER, 2001). A porcao
guanidina estd presente em muitos medicamentos cardiovasculares, anti-
histaminicos, anti-influenza, antidiabéticos e agentes antibactericidas (GHOSH,
2001).

Um numero crescente de compostos biologicamente e farmacologicamente
relevantes tem incorporado o grupo funcional guanidina. Substancias contendo o
nucleo guanidina tem sido isolados de muitas espécies como as algas, esponjas,
e outros microorganismos marinhos e de agua doce. Além disso, guanidinas
sintéticas tém encontrado ampla aplicacdo na engenharia, em dispositivos,
sensores, materiais organicos, e usado como agente de transferéncia de fase em
catalise (PORCHEDDU, 2004).

Os organismos marinhos sao uma fonte de produtos naturais bioativos.
Diversas atividades biologicas foram relatadas para produtos naturais marinhos:
antibiética, antifingica, toxica, citotdxica, neurotoxica, antimitética e antiviral,
dentre outras. A tubastrina (5) (figura 4) foi isolada pela primeira vez em 1987 do
coral Tubastrea aurea, coletado em Okinawa, Japao, e apresentou moderada
atividade antiviral contra o virus Herpes simplex do tipo 1 e o virus causador da
estomatite vesicular. Um derivado da tubastrina foi isolado da esponja
Spongosorites spp., 0 antibiético 3- desidroxitubastrina (6) (figura 4), soluvel em
agua, que apresentou modestas atividades inibitérias do crescimento de
Staphylococus aureus, Serratia spp. e Escherichia coli. Outros dois derivados da
tubastrina foram isolados da esponja marinha Petrosia cf. contignata, coletada



em Papua, Nova Guiné: a 7,8-desidrotubastrina (7) (figura 4) e a 4-desidroxi-7,8-
desidrotubastrina (8) (figura 4) (SANTQOS, 2007).
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Figura 4 — Estrutura da tubastrina e derivados
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2.1.1- PROPRIEDADES QUIMICAS E FiSICAS DAS GUANIDINAS

A guanidina é um sélido branco muito higroscépico, solivel em agua,
metanol, etanol e dimetilformamida, a qual pode ser isolada a partir de seu sal (por
exemplo seu cloridrato), através da reacdo com hidréxidos ou metdxidos de metais
alcalinos. A guanidina e as alquilguanidinas sdo muito basicas, formando sais
altamente estaveis. Na formacao do sal de guanidinio, o préton é adicionado ao
nitrogénio do grupo imina, dando origem ao cation guanidinio (9) altamente
estabilizado pela deslocalizacdo dos elétrons 1 nas estruturas de ressonancia (10
e 11), representados na figura 5 (CLAYDEN, 2001).
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Figura 5 — Formas mesoméricas do cation guanidinio.

A sintese de substancias apresentando o grupo funcional guanidina é
dificultada porque apresentam carater fortemente béasico (pKa guanidina ~ 13,5).



Devido a essa caracteristica, os derivados guanidinicos sdo soluveis em solventes
polares. A solubilidade em solventes organicos apolares pode ser incrementada se
0 grupo guanidinico estiver substituido com dois ou mais grupos alquil (12, figura
6), ou protegido por grupos retiradores de elétrons, apolares e facilmente
removiveis, como terc-butoxicarbonil (Boc) (13), trifluorometanossulfonil (Tf) (14)
ou benziloxicarbonil (Cbz) (15), mostrados na figura 6. Compostos guanidinicos
sdo geralmente muito estaveis a oxidacdo, degradacao térmica ou condicdes
acidas (SANTOS, 2007).
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Figura 6 — Grupos utilizados para proteger guanidinas.

2.1.2 - APLICACOES DOS DERIVADOS DE GUANIDINAS

A quimica de guanidinas tem motivado grupos de pesquisa, tanto pelo largo
espectro de atividades biolégicas quanto pela sua ocorréncia em produtos naturais
(CUNHA, 2001). Sao bases fortes e esta basicidade esta relacionada a estabilidade
de seu acido conjugado. Essa caracteristica da a essa classe de moléculas uma
flexibilidade estéreo-eletronica capaz de gerar diferentes modos de coordenacao
quando ligadas a um ion metalico (PLACE, 1998). Além do que, os grupos N,N’,N”-
substituidos permitirem o design de fragmentos metal-guanidine passiveis de serem
conectados entre si, podendo formar polimeros de coordenagdo, com grande
interesse em  materiais funcionais com propriedades fisicas, como:

fotoluminescéncia, 6ptica nao-linear, magnetos-molecualres (LIN, 2000). Nesses



polimeros, cadeias unidimensionais sdo a base da sua construcao e interagdes
intermoleculares podem exercer um papel importante na organizacdo estrutural
desses complexos (CHEN, 2006).

A guanidina, obtida a partir de seus sais (nitrato, sulfato, cloridrato ou
carbonato), é utilizada como intermediario na sintese de farmacos como a
sulfaguanidina (16, figura 7) e compostos relacionados, bem como na obtengéo de
derivados purinicos, como o acido folico (18, figura 7). Os cloridratos e tiocianatos de
guanidinas estao entre os mais potentes desnaturantes de proteinas e possibilitam o

isolamento de substéncias como o interferon (NOZAKI, 1970).
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Figura 7 — Substancia sintetizada a partir de guanidinas: sulfaguanidina e acido félico.

Os derivados heterociclicos da aminoguanidina, como o Amitol (3-amino-
1,2,4-triazol) (18, figura 8, pag. 9) e de mono e dialquilguanidinas, tais como as 5-
alquilamino-4-hidroxi-6-metilpiridinas (19, figura 8), obtidas a partir da reacao
entre aminoguanidinas e [-cetoésteres, sdo utilizados como herbicidas e
fungicidas (XAVIER, 1997).
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Figura 8 — Derivados de guanidina utilizados no setor agricola: Amitol e pirimidinas.



Os carbonatos de guanidina sdo empregados industrialmente como
componentes de xampus e produtos utilizados no tratamento de cabelos que
sofreram tingimento. Os cloridratos de guanidinas sdo empregados no tratamento
de fibras téxteis para atuarem como agentes antiestaticos, alguns derivados
heterociclicos, tais como os amino-1,2,4-triazdis sdo precursores na preparagcao
de corantes como Vermelho Basico e Amarelo Béasico aplicados em fibras
poliacrilonitrilicas (XAVIER, 1997).

Uma série de polimeros contendo grupos guanidina sdo conhecidos como
polications solluveis em agua e tem sido usados principalmente como um agentes
antimicrobianos devido a seu amplo espectro de atividade antagonista sobre
bactérias Gram positivas e Gram negativas e baixa toxicidade para mamiferos.
Esses polimeros podem ser sintetizados por condensacdo de um sal de
guanidina com uma diamina (GUAN, 2007). Entre os varios tipos de polimeros
guanidinicos, aqueles obtidos a partir da sintese entre o hexametileno e sais de
guanidina tem sido mais extensamente investigados. Um exemplo destas
reacdes € a policondensacao descrita por Zhang e colaboradores em 1999, onde
foram utilizandas por¢cdes equimolares do 1,6-hexametilenodiamina (20) e
hidrocloridrato de guanidina (21) sob aquecimento a 120 ¢ C durante 2 horas,
formando o correspondente polimero guanidinico (22), mostrado na figura 9, na
pagina 10 (ZHANG, 1999).
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Figura 9 — Reacgéo de policondensacao.

Devido a sua alta solubilidade da agua, amplo espectro de atividade
antimicrobiana, excelente eficiéncia biocida e nao-toxicicidade, polimeros
guanidinicos tem sido usado na medicina, fibras téxteis, plasticos, etc. Os
polimeros guanidinicos também podem reagir com outros produtos quimicos
devido aos grupos amino (-NHy) ativos ao longo de sua cadeia. Estas reacdes
produzem mais derivados de polimeros guanidinicos, e também amplia suas

aplicagdes como agentes antimicrobianos (QIAN, 2008).
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2.1.3 - DERIVADOS DE GUANIDINAS BIOATIVAS

Dentre os exemplos de guanidinas sintéticas bioativas podem ser citadas as
dicetopiperazinas 23 e 24 (figura 10) que possuem acao inibidtéria sobre as

enzimas triptase e tripsina (BERLINCK, 2008).
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Figura 10 — Dicetopiperazinas inibidores de triptase/tripsina.

Jayasekera e colaboradores desenvolveram uma série de peptideos contendo
guanidinas que atuam como agente antibacteriano. Das substancias sintetizadas
pelo autor, a mais potente é a 25 (figura 11), com atividade inibitéria da traducao

in vitro com ICso de 14 mm (BERLINCK, 2008).
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Figura 11 — Antibacteriano.
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Alguns agentes tripanomicidas possuem a fungao guanidina, como exemplo,
pode ser citada a guanidina 26 (figura 12), que inibe seletivamente a glutationa
redutase do tripanossoma com ICso de 0,09 mM (BERLINCK, 2008).
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Figura 12 — Agente tripanomicida.

Diamidines dicationicas lineares podem ligar-se fortemente ao DNA e
possuem significativa atividade antiprotozoario. Um exemplo desse tipo de
molécula com atividade antimicrobiana consideravel € a substancia patenteada
como CGP40215A (27) (figura 13). Uma série de guanidinas triaril e guanidinas
N- substituidas foram sintetizados e avaliados como agentes antiprotozoarios
(ARAFA,2008).

NH,
HN N )\ N NH
= \N H/ N
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(27)
Figura 13 — Agentes antiprotozoario CGP40215A.

Alguns dos antidepressivos recentemente desenvolvidos que mostraram
efetiva atividade antidepressiva por bloqueio dos receptores noradrenérgicos (a.-
AR), foram os dois novos derivados antagonistas (a2-AR) 28 e 29 (figura 14, pag
12), obtidos a partir do mianserin e mirtazapina (figura 14, pag 12). Foram
sintetizados uma série derivados bis-guanidinas e bis-2-aminoimidazolina com
grupos fenil e difenil substituidos (30, figura 14, pag 12) contendo diferentes
heteroatomos na posicao para em relagéo a esses grupos. (RODRIGUEZ, 2008).
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Figura 14 — Estrutura dos antidepressivos ap-noradrenocerptores, sua conhecida alta

afinidade a,-AR, antagonistas a,-AR 28 e 29 e a bis guanidina 30.

Alguns derivados de uréia tem exibido atividades como anti-hipertensivo ou
antiarritmicos. Arilaminoguanidinas, como o hidrocloridrato de (-(2,6-diclorofenil)-
etilaminoguanidina (31, figura 15) e o hidrocloridrato de y-
fenilpropilaminoguanidina (32, figura 15) foram relatados como promissores
agentes anti-hipertensivos (BREAM, 1970).
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Figura 15 — Estrutura dos anti-hipertensivos hidrocloridrato de 3-(2,6-diclorofenil)-

etilaminoguanidina (31) e o hidrocloridrato de y-fenilpropilaminoguanidina (32).

O hidrazinotiadiazol (33, figura 16, pag. 13) € um potente vasodilatador, com
0 objetivo de manter essa atividade vasodilatadora mas minimizar os efeitos
toxicos, foi inserido o grupo guanidina em sua estrutura. Compostos contendo
grupos guanidina tem sido frequentemente usados para produzir efeito anti-
hipertensivo, em outras séries de compostos, por diferentes modos de acao
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incluindo bloqueio adrenérgico, vasodilatacdo, agonista a.-adrenoreceptor, entre
outros mecanismos de acado. As tiadiazolilguanidinas, como o 2-aril-5-guanidino-

1,3,4-tiadiazol (34, figura 16), sdo mais potentes como vasodilatador que o
hidrazinotiadiazol (TURNER, 1987).

CHy N—N N—N
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S NHNH; S N
HZN)k NH,
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Figura 16 — Estrutura dos agentes vasodilatadores e anti-hipertensivos.

Tem sido relatado que piperazinoguanidines e aminoguanidinas sao
promissores antiarritmicos. Entre os agentes antiarritmico e anti-hipertensivo

derivados de guanidina pode ser citado o pinacidil (35, figura 17) (CHALINA,
1998).
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Figura 17 — Estrutura dos Pinacidil, um antiarritmico.

2.1.4 - REACOES COM GUANIDINAS

As guanidinas, como outras aminas, podem sofrer alquilacdo, acilacdo e
condensacao, esta ultima de grande importancia em sintese organica, uma vez

que permite a formacdo de compostos heterociclicos como pirimidinas e
imidazois (XAVIER, 1997).
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A sintese de guanidinas substituidas € comumente realizada por duas rotas: a
reacdo de uma amina substituida com uma amidina substituida e/ou protegida ou
nao, ou pela reagdo de uma guanidina, uréia ou tiouréia, em geral substituidas,
com um halogeneto de alquila, um alcool ou um derivado carbonilico. A primeira
via € a mais comumente empregada e de aplicacbes mais gerais. Por outro lado,
a alquilagdo ou condensagdo de um derivado de guanidina, uréia ou tiouréia é
muitas vezes utilizado na sintese de produtos naturais biologicamente ativos
(SANTOS, 2007).

A sintese de guanidinas usualmente envolve a reagcdo entre aminas (36,
figura 18) e porgcbes de amidinas eletrofilicas (37, figura 18), ocorrendo a
formacédo de uma alquil guanidina (38, figura 18), como mostra 0 mecanismo da
reagao na figura 18 (PORCHEDDU,2004).
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Figura 18 — Mecanismo das rea¢des de guanidilacao.

A guanidina (2), bem como seus sais, podem ser alquiladas por diferentes
agentes alquilantes, tais como dimetilsulfato (39) a altas temperaturas e em meio
alcalino, para formar guanidinas di e trisubstituidas (40 e 41, figura 19) (XAVIER,
1997).

150-160°C
2 HN=C(NH,), . H,SO, + (CH3),S0, ———= HN=C(NHCHj3)2 + H3CN=C(NHCHj3),
(2 (39) (40) (41)
Figura 19 — Obtencao de alquilguanidinas a partir da alquilagdo de um sal de guanidina com

dimetilsulfato.

Derivados de guanidinas, como a aminoguanidina (42), podem ser acilados
por &cidos organicos como acido acético ou acido férmico formando
acilguanidinas (43) (figura 20, pag. 15) (XAVIER, 1997).
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H,O

Figura 20 — Obtengéo de derivados acilados de aminoguanidinas.

As guanidinas também podem sofrer reagbes de condensacdo com
compostos bifuncionais como dicetonas ou acetoésteres (44), levando a
formag&o de compostos heterociclicos (45) (figura 21) (XAVIER, 1997).

R
O O NH
)k ROH
N >_NH2 + 2H50
R R2 + H2N NH2 ReﬂUXO 1 / 2
R;
(44) (2) R> (45)

R= Alquil, Ry= H, Alquil, Ry= Alquil, OCH; OC,Hs

Figura 21 — Obtengao de compostos do tipo 2-aminoheterociclicos.

Em 1992 estudos realizados por Bernatowicz e colaboradores, mostraram
que os reagentes guanilantes como a cianamida (46, figura 22), o hidrogénio
sulfato de o-metilisouréia (47, figura 22) e o nitrato de 3,5-dimetilpirazol 1-
carboxamidina (48, figura 22) ndo possuem reatividade suficiente para a pratica e

generalizada utilizacdo da sintese de peptideos em fase sélida
(BERNATOWICZ,1992).

[ On
/
NH,* )N\
H.N—=N HzN)kOCHS H NH, . HNO4
(46) (47) (48)

Figura 22 — Reagentes guanilantes pouco eficientes na conversdo de aminas em
guanidinas.

Na busca de um reagente mais adequados para a conversao de aminas em
guanidinas, foi desenvolvido e caracterizado, o hidrocloridrato de 1H-pirazol-1-

carboxamidina (49) (figura 23, pag. 16) que mostrou-se um atrativo reagente para
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a guanidilacdo de aminas e aplicacdo em sintese de peptideos

(BERNATOWICZ,1992).
E\\N
/
N

HN/ NH,. HCI

(49)
Figura 23 — Reagente guanilante hidrocloridrato de 1H-pirazol-1-carboxamidina.

Outros reagentes guanilantes comumente usados em reagdes de
guanidilacdo sao os derivados de pirazol — 1 — carboxamidina (50, figura 24), S-
alquiltioureias como o sal de S—Metilisotiourénio (51, figura 24) e derivados de
tiouréia protegidos (52, figura 24) usados com sais de mercurio ou reagente de
Mukayama (PORCHEDDU, 2004). Também sao utilizados derivados de N-
triflilguanidinas e tiouréias di-boc ativadas com cloreto de mercurio Il (HgCl,) ou
reagente de Mukayama (GHOSH, 2001).

NHy* X

S
Hg Hg
HoN
i 'f3\ HN > SCH, H\N)kqu
N
(50) (51) (52)

Figura 24 — Reagentes guanilantes mais usados.

A sintese direta de guanidinas também pode ser feita com o0s reagentes
guanidinilantes di-(imidazol-1-il)-metanimina (53, figura 25) e di-(imidazol-1-il)-

cianometanimina (54, figura 25) (WU,2002).

CN

NH N

N A

Figura 25 — Reagentes guanilantes di-(imidazol-1-il)metanimina e di-(imidazol-1-il)-

cianometanimina.
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Diferentes reagentes ja foram propostos e usados para sintetizar guanidinas
protegidas e desprotegidas. No entanto, novos métodos de sintese para este
importante grupo funcional, continuam a surgir, manifestando a necessidade de
alternativas de reagentes mais potentes que podem ser eficientemente aplicados
até mesmo para a quimica em suporte sélido (MORODER, 2001).

2.2- QUITOSANA

A quitosana € um heteropolissacarideo constituido por residuos de N-acetil-D-
glucosamina (55, figura 26) e D-glucosamina (56, figura 26) ou 2-amino-2-deoxi-
D glicose, unidos entre si por ligacdes B (1— 4) (KUMAR, 2000).

%%

(55) O/ o (56)

Figura 26 - Estrutura dos monémeros N-acetil-D-glicosamina (55) e D-glicosamina (56).

A quitosana (57, figura 27) € um polimero derivado da quitina. A quitina (58,
figura 27) é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da
celulose (59, figura 27). A quitina € encontrada principalmente no exoesqueleto
de insetos e nas carapacas de crustaceos, também pode ser encontrado na
parede celular de algumas espécies de fungos (KUBOTA, 2000). As estruturas
da celulose, quitina e quitosana diferem apenas no grupo diretamente ligado ao
carbono anomérico. A celulose possui um grupo hidroxila (-OH) na posicao C-2,
que pode ser substituido por um grupo acetamida (-NCOCHS3;) formando a quitina
ou por um grupamento amino (- NH2 ) na forma de qur[osana

OH

HCOCH, | NHCOCH;

_n L _ L In
" n .
Celulose Quitina Quitosana

(59) (58) (57)

Figura 27 - Estrutura da celulose, quitina e quitosana.
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A quitina e a quitosana sao copolimeros constituidos por unidades N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina em proporcdes variaveis, sendo que o primeiro tipo
dessas unidades predomina no caso de quitina, enquanto quitosana é composta
predominantemente, por unidades D-glicosamina (KUBOTA, 2000).

A maior fonte de obtencdo da quitosana é através da desacetilagdo com
alcalis da quitina, podendo estar naturalmente presente em alguns fungos, como
aqueles pertencentes aos géneros Mucor e Zygomicetes. Caracteristicas como
massa molar, grau de acetilacdo e distribuicdo deste grupo ao longo da cadeia
polimérica podem influenciar na biodegradabilidade do mesmo, principalmente na
acessibilidade enzimatica, influenciando a hidrélise do polissacarideo (COSTA
SILVA, 2006).

Comercialmente, quitina e quitosana sao obtidas a partir de conchas de
moluscos (sobretudo caranguejos, camardes, lagostas) e de residuos oriundos
da industria de processamento de mariscos, a um custo relativamente baixo. As
cascas secas de crustaceos possuem 15-20% de quitina, 25-40% de proteina e
40-55% de carbonato de célcio, além de pigmentos e lipideos em pequena
quantidade. A partir dessa matéria-prima, refugo abundante e relativamente
barato da industria de alimentos marinhos, é produzida a a-quitina. Os gladios de
lulas, moluscos que também sao processados industrialmente, contém 35-40%
de B-quitina, 60-65% de proteinas e uma quantidade minima de sais inorganicos,
constituindo-se em uma fonte potencialmente importante para a producao
industrial de quitina em futuro proximo (CAMPANA-FILHO, 2007).

2.2.1 - OBTENCAO DA QUITOSANA

Basicamente, o processo de obtencédo da quitosana a partir da quitina consite
na deproteinagdo do material bruto (casca) com solucao diluida de hidréxido de
sédio (NaOH) e da descalcificacdo com uma solucado de éacido cloridrico (HCI)
diluida (KRAJEWSKA, 2004). As solucdes aquosas de diferentes acidos, como
HCI, HNO;, H.SO;, HCOOH, H3;CCOOH, podem ser empregadas na
desmineralizacéo, etapa na qual sdo eliminados os sais minerais, principalmente
carbonato e fosfato de calcio. O tratamento pode ser executado em diferentes
condi¢bes — a temperatura e o tempo do tratamento podem variar entre 0 e 100
°C e de 30 min até 48 h, respectivamente — mas as condi¢des vigorosas devem
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ser evitadas, pois provocam severa despolimerizacdo e a conseqlente
degradacao das propriedades ligadas ao carater macromolecular da quitina. O
tratamento com solugcbées de EDTA é muito mais brando, mas também muito
menos eficiente que o tratamento com acido diluido. O tratamento com solugdes
diluidas de HCI por tempos curtos e a temperatura ambiente assegura a
completa remogédo dos sais minerais sem promover a degradagdo das cadeias,
mas a otimizacdo do processo deve levar em conta a determinacao prévia do
teor de minerais da matéria-prima (CAMPANA-FILHO, 2007).

Para resultar em quitosana (57, figura 28), a quitina (58, figura 28)
obtida é submetida a N-desacetilagdo por tratamento com uma solugdo de
hidréxido de soédio (NaOH) 40-45%, seguido de procedimentos purificagao
(KRAJEWSKA, 2004). As proteinas podem ser eliminadas por tratamento com
solugbes aquosas de diferentes bases, como NaOH, Na,COjz;, NaHCO3;, KOH,
KoCO3, Ca(OH),, mas o emprego de NaOH (1-10%) e de temperaturas
relativamente elevadas (65-100 °C) é a pratica mais comum. Entretanto, as
condicOes reacionais devem ser brandas para evitar, ou minimizar, a ocorréncia
de hidrélise dos grupos acetamida presentes na quitina e também sua
despolimerizacdo. Os tratamentos enzimaticos - pepsina, tripsina, alcalases e
outras proteases naoquinoliticas podem ser empregadas - sdo mais brandos e
menos eficientes que o tratamento quimico e, embora ainda ndo sejam
empregados em larga escala, propiciam o aproveitamento potencial do

hidrolisado proteico pela industria alimenticia (CAMPANA-FILHO, 2007).

OH ] R
NHCOCH; OH NH,

o HO Desacetilacdo HO
9) o) (@] Alcalina Q o) 0
HO 0 HO O

NHCOCHS; ou Enzimatica NH,

OH OH
Quitina Quitosana
(58) (57)

Figura 28 - Estrutura de quitina e quitosana.

A remocgao dos pigmentos, quando presentes, pode ser realizada por

extracdo com solventes, sendo que etanol e acetona sdo 0os mais empregados,
ou por branqueamento, com KMnQO4, NaOCI ou H,O,. O aproveitamento de

astaxantina, pigmento mais abundante nos exoesqueletos de crustaceos, na
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industria alimenticia é possivel se a extracdo por solvente for adotada
(CAMPANA-FILHO, 2007). Assim, a producdo e a utilizacdo da quitosana
constitui um meios economicamente atraente de eliminagdo dos residuos de
carapacas de crustaceos (KRAJEWSKA, 2004).

Embora a hidrélise alcalina dos grupos acetamido presentes na quitina, que
levam a obtencéo da quitosana, seja uma reacgao relativamente simples, esta ndo
ocorre de maneira homogénea e completa ao longo de todas as cadeias, pois a
quitina € um polimero semicristalino e a acessibilidade aos sitios reativos
contidos nos dominios cristalinos é limitada. Além disso, € comum a ocorréncia
concomitante de despolimerizacdo e de outras reagdes colaterais. Como
consequéncia desses fatos a desacetilacdo de quitina, como é geralmente
executada nos laboratérios de pesquisa e em escala industrial, leva a producao
de copolimeros de composicdo e massa molar variaveis em funcao das
condicbes e da extensdao da reacdo. Dessa forma, a reprodutibilidade de
caracteristicas e de propriedades nem sempre se verifica, mesmo quando
condi¢gdes reacionais semelhantes sdo empregadas na desacetilacdo de quitina
visando a preparagéo de quitosana (CAMPANA-FILHO, 2007). Geralmente, em
condicoes heterogéneas, a reatividade deste polissacarideo tende a aumentar
com o decréscimo do grau de cristalinidade e a reagdo pode se processar mais
rapidamente em regides amorfas que em regides cristalinas. Além disto, os
produtos obtidos em condi¢cdes heterogéneas podem ter dificil controle do grau
de substituicdo, bem como da solubilidade e de outras propriedades
(SHIGEMASA, 1999).

A cinética da desacetilacao heterogénea alcalina da quitina tem sido estudada
por diversos autores, sendo relatada como uma pseudo reacdo primeira ordem.
A quitosana pode ser quimicamente despolimerizada por diferentes mecanismos
(hidrolise acida, oxidacao-reducéo e despolimerizacao por acido nitroso). Assim
como outros polissacarideos, € suscetivel a uma grande variedade de
mecanismos de degradacao, incluindo despolimerizacdo oxidativa-redutora de
radicais livres e &acidos e hidrélise alcalinas catalisada por enzimas. A
degradacdo desses polissacarideos ocorre pela clivagem das ligacdes
glicosidicas. O controle da despolimerizacdo da quitosana é importante, a fim de
ajustar propriedades como viscosidade, solubilidade e atividade biol6gica
(GALED, 2005).
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De fato, a completa desacetilacdo da quitina raramente é realizada, pois sao
necessarias muitas reacdes consecutivas, que também favorecem a sua
progressiva despolimerizacdo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de
copolimeros que contém ao menos 50-60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose. O grau médio de acetilagdo (GA) ou o grau de desacetilacdo
definem a porcentagem de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose
presentes, em média, nas cadeias do polimero. Nao ha limites bem definidos em
termos dos conteldos de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose para a distincdo de quitina e quitosana mas, em
funcdo de suas composicdes distintas os polimeros exibem propriedades bem
diferentes. Do ponto de vista pratico é a solubilidade que permite a distincdo mais
simples e rapida, pois quitosanas sao soluveis em solugdes aquosas diluidas de
varios acidos — as solucdes de acido acético e cloridrico sdo as mais comumente
empregadas - mas quitina ndo € solluvel nesses meios, sendo dissolvida apenas
em poucos sistemas solventes (CAMPANA-FILHO, 2007).

2.2.2 - PROPRIEDADES FiSICAS E QUIMICAS DA QUITOSANA

Os dois parametros mais importantes que determinam as propriedades
estruturais da quitina e quitosana sao o grau de acetilagdo ou desacetilacédo, que
interfere na identidade do biopolimero como quitina ou quitosana e o peso
molecular que determina a viscosidade e a velocidade de degradacdo do
polimero. Estes parametros tem influéncia direta nas atividades antibacterianas,
antitumoral e imuno-adjuvante, bem nas propriedades mecanicas da quitosana,
este valor também determina o limite de solubilidade do polimero, reatividade
quimica, biodegradabilidade e consequentemente em suas aplicacoes.

Muitos métodos tem sido utilizados para determinar o grau de acetilagao
incluindo espectroscopia de infravermelho, cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), dicroismo circular, espectroscopia de ultravioleta,
cromatografia gasosa, analise térmica e espectroscopia de ressonéancia
magnética nuclear. Cada método tem suas proprias vantagens e limitacées no
que se refere as preocupacoes tais como a exigéncia de solubilidade da amostra,
custo e disponibilidade de instrumentacgao e eficiéncia da técnica (KHOR,2001).
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A proteina residual, umidade, cinzas, lipideos, teor de metais pesados, teor
de impureza e cor sao outras propriedades mais freqlentemente relatados.
Deve-se ter em mente que, assim como outros polimeros, as propriedades da
quitina e da quitosana sdo uma média da contribuicdo da proporcao entre as
subunidades N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina na amostra de polimero. A
heterogeneidade proveniente das fontes variadas, no entanto, pode complicar o
somatério dessas contribuicdes. O objetivo de ter os métodos de caracterizacao
adequadamente definidos para a quitina e para a quitosana consiste em poder
relatar de forma confiavel, o comportamento do biopolimero, relacionando a
massa e suas propriedades. Isso € necessario para definir as expectativas
adequadas e coerentes para as propriedades destes biopolimeros (KHOR,
2001).

Sua solubilidade depende de varios parametros, tais como grau de acetilacao
(GA), massa molar, concentracéo do acido e do biopolimero e da forga i6nica. O
valor do pH muda significativamente o grau de protonagdo da quitosana,
podendo ser maior ou menor dependendo do tipo e concentracao de cada acido.
Logo, o grau de protonacao depende do pK, do acido utilizado para solubilizar a
quitosana (RINAUDO, 1999). Dependendo da fonte e preparacédo procedimento,
0 seu peso molecular pode variar entre 300 a mais de 1000 kD com um grau de
desacetilagao de 30% para 95% (CHO, 2008).

A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos
protonados (-NH3") positivamente da cadeia polimérica. Esta importante
propriedade do polimero quitosana, a capacidade de se protonar em solugdes
acidas, é devido a presenca de aminas na molécula que se ligam a prétons como
mostrado na equacgao : Quitosana - NH; + H3O" — Quitosana - NH3;" + H20.

O valor de pKa de quitosana é de aproximadamente 6,3. A quitosana se
solubiliza quando mais que 50% dos grupos amino estejam protonados, desta
maneira a solubilidade de quitosana diminui agudamente quando o pH aumenta
acima de 6,0 a 6,5 .Quanto maior a repulsao eletrostatica entre as cadeias, maior
a solvatacdo. A protonacdo dos grupos amino da quitosana ocorre
completamente em pH aproximadamente 3, permitindo a solubilidade da cadeia
polimérica, formando solucdes viscosas. O aumento na solubilidade da quitosana
pode facilitar a ocorréncia das reagdes devido a uma maior interagdo do polimero
com os reagentes em meio aquoso, ampliando a possibilidade de reagcdes com
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consequente formacdo de novos produtos como polimeros mistos (RINALDO,
1999).

Os grupos amino fazem da quitosana um polieletrélito catibnico (pKa = 6,5),
um dos poucos encontrados na natureza. Esta basicidade confere a quitosana
propriedades singulares: a quitosana é soluvel em meio acido aquoso a pH < 6,5
e quando dissolvido possui uma carga positiva sobre os grupos amino (-NHz"),
ele adere a superficies carregadas negativamente, agrega-se a compostos
polianidnicos, e forma quelatos com ions metalicos. Tanto a solubilizada em
solugcbes acidas como agregada com polidnions, a quitosana apresenta
excelentes propriedades formadoras de gel (KRAJEWSKA, 2004). Devido a sua
natureza policatibnica, quando a quitosana entra em contato com solugdes
acidas é possivel a sua moldabilidade nas mais diversas formas como
membranas, esferas, gel, microesferas, etc, modificacées estruturais podem
alterar as diversas formas de interacdo quimica e resisténcia mecéanica
(TORRES, 2005).

Embora a quitosana seja soluvel em pH acido, foi relatado por Muzzarelli e
colaboradores em 2003, a dissolucdo da quitosana em solugbes com valores
elevados de pH, em torno de pH 9.6. O polissacarideo é tratado com solucao
saturada de NH4HCO3; durante 5 dias a 20 °C, obtendo-se o produto na forma de
N-glicosilcarbonatos, a uma razao de 1,5 a 1 molar/ de -NH, e -NHCOO'NH,*
para uma determinada quantidade do polissacarideo utilizada. Esta solubilidade
€ alcancada devido a formacdo do ion carbonato apds adicdo do NH4HCOs3,
como mostra a reagao na figura 29 (MUZZARELLI, 2003).

NH4HCO3 ‘

CH-CH-OH "% CH-CH-NHCOp-NHg+
‘ 5 dias, 20°C ‘ + H20
NH2 NHCO2NHg4*

Unidade glucosamina terminal Unidade glucosamina terminal

na forma de carbonato de aménio

Figura 29 — Solubilizagao da quitosana em meio basico.

Xie e colaboradores em 2001 conseguiram inserir o acido maléico em
hidroxipropilquitosana e  carboximetilquitosana e  produzir  derivados
hidrossoluveis. Esses derivados da quitosana (GA = 3% e MM = 880.000 Da) séao

dotados de propriedades antioxidantes (XIE, 2001).
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Muzzarelli e colaboradores demonstraram que a N-carboximetilagdo poderia
ser obtida por primeira reacdo do grupo amino na quitosana (57) com &acido
glioxilico para formar a aldimina intermediaria (60). Conseqlente sua reducao
resulta na N-carboximetil quitosana (61), que é facilmente solivel em agua para

toda a faixa de pH (figura 30).

CHZOH GHe0H CHLOH
0 0O 0
O, OH © 0O,
OH HCOCOOH NaBH, OH
— —
n
N
NH, n I ’I‘H
HC
~N HgC
. COCH ~COONa
Quitosana

N - Carboximetilquitosana
(57) (60) (61)
Figura 30 — Reacéo de N-carboximetilagdo da quitosana.

Em trabalhos posteriores, foi demonstrado que o excesso de acido glioxilico
resultaria em uma dupla carboximetilagdo no atomo de nitrogénio. A
determinacao da estrutura e sua solubilidade mostrou que houve aformacéo de
quitosanas N-mono e N, N-di-carboximetiladas. Polimeros mistos de N, O-
Carboximetil-quitosanas (62, figura 31) também podem ser obtido pela reacdo da
quitosana suspensa em solugdo de NaOH a 42% com monocloroacetato,
seguida da reacao com acido glioxilico e borohidreto de sodio, sucessivamente, a

reacao é representada na figura 31 (KHOR, 2001).

CH,OH
O ; CH,OCH,COONa
OH O] Acido Monocloraacético o)
@)
NaOH OH
NH, n
-
Quitosana HoC
COONa
O, N - Dicarboximetilguitosana
(57) (62)

Figura 31 — Reacéo de N, O-carboximetilagao da quitosana.

Sashiwa e Shigemasa em 1999 prepararam diversos derivados de quitosana
hidrossollveis. Estes incluem derivados do tipo N-alquil e N-acil-quitosana, como

N-Acilsuccinilquitosana (63, figura 32, pag. 25) e N-acilmaleilquitosana (64, figura
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32, pag. 25). Os derivados obtidos ndo sdo soluveis em toda a faixa de pH, cada
um possui uma solubilidade particular. A N-acilsuccinilquitosana apresentou
solubilidade em dois intervalos de pH distintos, sendo a primeira numa faixa de
pH entre 1,0-3,5 e a segunda na faixa de pH entre 7,0-13. A solubilidade em
condicbes 4acidas € explicada pela protonacdo do grupo amino livre,
caracteristico na quitosana in natura, que passa de NH, a NHs", enquanto que
em meio alcalino, a hidrossolubilidade se deve a formacao do carboxilato, a partir
do grupo carboxilico introduzido (SASHIWA, 1999).

OH OH
(6] (0]
HO. O H O
NH NH
i )\/ i
ONa ONa
OM O/ /ﬁ(
(0] (0]
(63) (64)

Figura 32 — Derivados hidrosoluveis da quitosana: N-acilmaleilquitosana e N-

acilsuccinilguitosana.

Muitos dos estudos realizados com a quitosana levem em consideracao a sua
capacidade de interagir com uma variada gama de substancias, tais como
proteinas, lipideos, pesticidas, corantes, ions metalicos e radioisétopos. O fato da
quitosana ser um polieletrélito linear com alta densidade de carga positiva e com
a capacidade de aderir a superficies carregadas negativamente resulta que o
polimero é um excelente agente floculante, liga-se as superficies celulares, forma
géis com polidnions e tem a capacidade de formar filmes e menbranas
(DELEZUK, 2009).

A quitosana possui propriedades adsorventes empregada em processos de
recuperacao e/ou de purificacdo de bioprodutos de alto valor agregado, como as
proteinas. Todas essas propriedades fazem com que a quitosana ofereca um
potencial extraordinario e um amplo espectro de aplicacdes (TORRES, 2005).

2.2.3 - PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA QUITOSANA E SEUS DERIVADOS

Dentre as propriedades biolégicas da quitosana, podemos destacar a
biocompatibilidade, a biodegradabilidade formando produtos inofensivos, nao
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toxicidade, ser fisiologicamente inerte, possuir notavel afinidade por proteinas,
hemostatico, fungistatico, atividade antitumoral e antimutagénica, efeito imuno
estimulante, além de apresentar propriedades anticolesterémicas (KIM, 2008)

A quitosana tem sido amplamente utilizada na industria, principalmente como
um floculante na clarificacdo de aguas residuais, como um agente quelante de
metais prejudiciais para a desintoxicagcdo de residuos perigosos, para a
clarificacdo de bebidas, como sucos de frutas e cervejas, e para fins agricolas,
tais como fungicidas. Além disso, a quitosana € usada na industria de
cosmeéticos, na industria odontoldgica, em produtos para cuidado de cabelo, para
aplicagdes oftalmicas, como para revestimentos de lentes de contato ou para o
material da lente de contato em si. Tem sido amplamente utilizado como
biomaterial devido a suas atividades imunoestimuladoras, propriedades
anticoagulantes, acao antibacteriana e antifungica, e também como promotor da
cicatrizacdo de feridas no campo da cirurgia (DUMITRIU, 2001).

Esses polimeros provocam a inibigdo do crescimento de microrganismos,
como E. coli, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium, S. epidermidis, P.
aeruginosa, S. pyogenes, K. pneumoniae, S. aureus, S. faecalis, Shigella
dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus,
Coliforms, Vibrio3, Agrobacterium tumefaciens, Corynebacterium michiganence,
Erwinia sp., Micrococcus Iuteus, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas
campestris, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Drechslera sorokiniana,
Micronectriella nivalis, Procularia oryzae, Rhizoctonia solani, Tricophyton
equinum e Candida. Alguns pesquisadores explicam a atividade antimicrobiana
da quitosana por seus grupos aminicos que, uma vez em contato com os fluidos
fisioldgicos, provavelmente sao protonados e se ligam a grupos aniénicos desses
microrganismos, resultando na aglutinacao das células microbianas e inibicao do
crescimento. Estudos mais recentes, entretanto, revelam que o mecanismo da
atividade antimicrobiana da quitosana estd intimamente relacionado as
propriedades fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana do
microrganismo (COSTA SILVA, 2006).

A introducdo de asparagina no oligossacarideo quitosana aumentando
significativamente a atividade antibactericida, isso provavelmente indica que
quanto maior o nimero de grupos amino, maior sera a atividade antimicrobiana
(JEON & KIM, 2001).
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A maioria dos antibiéticos comuns interferem no metabolismo da bactéria.
Entretanto, um grande nimero de espécies de bactérias apresentam resisténcia
a esses antibidticos e causam sérios problemas de saude. Uma promissora
possibilidade para converter essa dificuldade é desenvolver um composto para
inibir a acdo bacteriana baseado nas interacées fisicas. Tem sido provado que
agentes quimicos com grupos positivamente carregados, como aménio
quaternario ou fosfénio podem matar a bactéria sob contato. Polications sdao uma
alternativa para desinfetantes comuns ndo téxicos ou aditivos empregados para
uso humano (GUAN, 2007).

2.2.4 — APLICAGCOES PARA QUITOSANA E SEUS DERIVADOS

Alguns fatores limitam suas aplicacées como solubilidade, alto peso molecular
e consequentemente alta viscosidade. Por outro lado, a despolimerizagdo da
quitosana leva a formacao de produtos de baixo peso molecular e quitoligomeros
que ultrapassam estas limitacées podendo portanto encontrar aplicacbes mais
amplas e, em campos diversificados. E relatado que quitosanas de baixo peso
molecular, com peso molecular variando entre 5 e 10 kDa apresentaram uma
forte acado Dbactericida, fungicida, hipolipidemica, bem como efeitos
hipocolesterolemicos. Podem ser utilizadas na preservacao do leite e na higiene
bucal. De acordo com Kondo et al., quitosanas com 20-kDa impedem a
progressdo de diabetes mellitus e exibpem maior afinidade para
lipopolissacarideos que quitosanas com 140-kDa (THARANATHAN, 2004).

Recentemente Artursson e colaboradores, Schipper e colaboradores
relataram que as propriedades estruturais das quitosanas, como o grau de
acetilacdo e peso molecular, sdo muito importante para a sua valorizacao
absorcao de hidrofilica drogas,. Eles descobriram que um baixo grau de
acetilacdo e / ou um alto peso molecular parece ser necessario para quitosanas
para aumentar a permeabilidade epitelial. Ingestdao de quitosana efetivamente
reduz o colesterol sérico. Oligossacarideos de comprimento inferior a cadeia
cinco residuos sao ineficazes. Quitosana administrada por via oral liga-se a
absorcao de gordura no intestino, bloqueando-a, e tem sido eficaz para reduzir o
colesterol do sangue em animais e humanos. Como resultado, foi proposto que a
suplementacao dietética com a quitosana pode inibir a formacdo de placa



28

artereosclerética. Os animais foram alimentados durante 20 semanas com uma
dieta contendo quitosana a 5% ou em uma dieta controle. Os niveis de colesterol
no sangue foram significativamente menores nos animais alimentados com
quitosana ao longo do estudo, e apds 20 semanas os niveis de controle foram de
64%. Este estudo mostra uma correlacao direta entre a reducédo do colesterol
sérico com a quitosana e inibicdo da arterogénese, e sugere que o0 agente
poderia ser usado para inibir o desenvolvimento de aterosclerose em individuos
com hipercolesterolemia (DUMITRIU, 2001).

Os efeitos da quitosana foram investigados em pacientes com insuficiéncia
renal submetidos a hemodidlise a longo prazo estavel tratamento. Os pacientes
foram testados ap6s um periodo de tratamento de controle de uma semana.
Metade dos pacientes foram alimentados com comprimidos de quitosana (45 mg
de quitosana por comprimido) trés vezes por dia. A ingestdo da quitosana
efetivamente reduziu os niveis de colesterol sérico total (de 10,14- 4,40 para
5,82-2,19 mM) e aumentou os niveis séricos de hemoglobina (de 58,2 -12,1 para
68-9,0 g L7). Redugées significativas na uréia e creatinina nos niveis séricos
foram observadas ap6s 4 semanas de ingestdo de quitosana. Durante o periodo
de tratamento, sintomas clinicamente problematicos ndo foram observados.
Estes dados sugerem que a quitosana pode ser ineficiente para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia renal, embora o0 mecanismo do efeito deve ser mais
investigado (DUMITRIU, 2001).

Experimentalmente, a quitosana mostrou que pode reduzir a taxa de infeccéao
de osteomielite induzida por Staphylococcus aureus em coelhos. A natureza
catibnica da quitosana devido ao grupo amino interagem com anions sobre a
parede celular bacteriana, essa interacdo leva a fuga de constituintes
intracelulares do microorganismo. A ligacdo da quitosana com o DNA e a inibi¢ao
da sintese do RNA ocorre através da penetracao da quitosana para dentro do
nucleo do microorganismo, interferindo assim com a sintese do RNA e proteinas.
Devido a esta propriedade antibacteriana, a quitosana tem sido misturada com
outros polimeros (THARANATHAN, 2004).

As quitosanas sao altamente utilizadas no tratamento de aguas, atuando na
remocao dos ions metalicos e como agente floculante eliminando substancias
tais como proteinas e lipidios. A industria papeleira utiliza a quitosana para o
tratamento da superficie do papel com a finalidade de aumentar a sua resisténcia
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sem afetar o brilho. Devido a sua propriedade de formar filmes, a quitosana é
utilizada na formulacdo de cremes e locdes que tem por finalidade a hidratagdo
da pele, e a industria textii vé a quitosana como uma grande aliada no
desenvolvimento de novos tecidos mais resistentes e biodegradaveis (DELEZUK,
2009).

A tabela 1 apresenta as diversas aplicacées da quitina, quitosana e derivados

em varias areas.

Tabela 1 — Areas de emprego de quitina e quitosana (KUMAR, 2000)
Area de atuacio Aplicacao
Conservacao de alimentos
Purificacdo da agua
Alimentos e Nutricdo Suplemento alimentar
Hipocolesterémico
Antioxidante
Pré-biotico
Hidrocolbide
Biosensores
Ciéncia de materiais Cosmeéticos
Embalagens de filmes
Acabamentos téxtil

Hemostasia
Controle da liberacao de drogas
Ciéncia médica: Higiene oral
Farmacos e medicamentos Anticoagulante
Antitumoral

Cicatrizante
Lentes de contato

Microbiologia Membranas poliméricas
Antibactericida
Fungicida
Modificador de resposta bioldgica
Imunologia Terapia genética

Andaimes poliméricos
(para cultura celular)
Potenciador imunolégico
Diversos Agricultura (enriquecimento de solo)
Produtos de degradacao
Alimentacdo animal
Agente floculante
Nanoparticulas poliméricas

A estrutura porosa caracteristica da quitosana (figura 33, pag. 30) a torna

promissora para o desenvolvimento e otimizagdo de uma grande variedade de
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tecidos andaimes que auxiliam na regeneracao dos tecidos. A estrutura de poros-
interconectada € muito importante, de modo que numerosas células podem ser
semeadas, migrar para o seu interior, aumentar o nimero de celulas que requerem
uma quantidade suficiente de nutrientes (KIM, 2008).

.
Yy

Ii 1

V

Figura 33 — Estrutura porosa da quitosana.

2.2.5 - REACOES COM QUITOSANA

Os grupos amino livres na quitosana oferecem grande potencial para
formacao de novos derivados. Uma série de reacdes quimicas como acetilacao,
alquilagao, eterificagdo, copolimerizagcao e outras mudancas funcionais tém sido
empregadas para modificar a estrutura destes polimeros (ZHAQO, 2008).

Um grande numero de modificagdes quimicas através de rotas homogénea e
heterogénea pode ser realizado no anel glicopiranosideo da quitina e quitosana,
conferindo aplicabilidades aos novos biopolimeros. Na rota homogénea é
imprescindivel solubilizar a quitina e a quitosana com solug¢des de cloreto de litio
em N,N’-dimetilacetamida e acido acético 1,70 mol dm™, respectivamente, o que
a rota heterogénea néo requer (LIMA, 2006).

A modificagdo quimica da quitosana com anidridos organicos conduz a
acetilacdo do grupo amino, ligado ao carbono 2 do anel glicopiranosideo, em um
processo denominado de N-acetilacdo. Porém, quando ocorre uma reacao de
regiosseletividade, com ataque no substituinte ligado ao carbono 6, a reacéao é
chamada de O-acilagao, podendo ser empregado, neste caso, como material de
partida tanto a quitina como a quitosana (LIMA, 2006).

Uma das reacdes com quitosana mais demonstradas tem sido a conversao do

grupo amino de um grupo acetil por N-acilacdo da quitosana (57) com anidrido

acético em acido acético diluido misturado em metanol para formar a quitina
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regenerada (65) (figura 34). As N-acil-quitosanas séo, no entanto, gelatinosas e
insoltveis na maioria dos solventes (KHOR, 2001). As modificagdes quimicas da
quitosana podem ocorrer de forma concomitante através dos carbonos 2 e 6,
enquanto que em etapas a reacao é direcionada primeiramente ao carbono 2,
seguido do carbono 6, cujas modificacbes sdo denominadas de N-acetilacao
(LIMA, 2006).

B CH,OH ] B _
o CH,OH
o Anidrido 4cido 0
OH MeOH/Acido acético ag. OH O,
,—>
ou Acido cloridrico/
NH n Cloroférmio
L 2 i NH n
. . C
Quitosana R= cadeia carbbnica O/ \R

Acil-quitosana
(57) (65)
Figura 34 — N-acilagéo da quitosana: regeneracao da quitina.

Do ponto de vista operacional existe certa facilidade no uso da rota
homogénea em realizar rea¢des do tipo N,O-acetilagdes de forma simultdnea nas
posicdes 3 e 6 para a quitina e 2, 3 e 6 para a quitosana. Algumas possibilidades
de obtengcdo de novos materiais a partir das rotas descritas podem ser melhores
visualizadas na figura 35 (pag. 32). Em se tratando de reatividade, os grupos
pendentes ligados aos carbonos do anel obedecem a ordem decrescente C2 >
C6 > C3, referentes ao grupo amino (-NH,) da quitosana, ao grupo hidroxil
primario de carater mais instavel e ao grupo hidroxi (-OH) secundario,
respectivamente. Nesse Uultimo centro reativo € requerido um agente

desprotonante para torna-lo pré-disponivel a reagcao subsequente (LIMA, 2006).
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Figura 35 - Tipos de modificagées quimicas nos polissacarideos quitina e quitosana, sendo R um

radical organico ou inorganico.

Reacbdes de modificacdo quimica da quitosana, como desacetilacdo, N-
acetilacao, acilacao, O-acetilagao, O- e N-ftalagdo, O-carboximetilacdo, oxidacao,
entre outras, tém sido estudadas, de forma a preparar produtos com
caracteristicas especificas para determinadas aplicacdes. De acordo com varias
estratégias quimicas, um grande numero de pesquisas tem sido realizado,
principalmente na drea farmacéutica, visando o desenvolvimento de diversas
formulacdes (LIMA, 2006).

Khor e colaboradores sintetisaram ema série de alquilquitosanas empregando
aminacgao redutiva. A quitosana (57) foi dissolvida em acido acético e tratada com
aldeido, formando imina (66). Posterior reacéo de reducao da fungcédo imina com
NaBH, leva a formacao de alquilquitosanas (67). Esta abordagem direta também
tem sido muito bem sucedida em produzir uma ampla gama de derivados de
quitosana a partir do respectivo anidrido carboxilico para dar as correspondente
quitosanas N-alquil e benzoil substituidas (figura 36, pag. 33) (KHOR, 2001).
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Figura 36 — Reacgéo de formacado de N-alquil-quitosanas.

7

Portanto, é evidente que, enquanto a quitosana prontamente participa de
reacdes homogéneas, a utilidade dos derivativos depende de suas propriedades
resultantes especialmente no que diz respeito a solubilidade. Varios exemplos das
reacdes da quitosana incluem a reagao de dispersao da quitosana com butirolactona
em dimetilsulféxido para produzir N-hidroxiacil-quitosana que mostrou ser insoluvel,
mas poderia inchar em solventes polares. Quitosanas N-benzil sulfonadas também
tém sido preparadas com o grupo aldeido utilizando a funcionalidade de amina da
quitosana na reacao. (KHOR, 2001).

Kurita e colaboradores desenvolveram reagdes com N-fitaloilagdo como um
precursor conveniente para produzir os derivados fitaloil-quitosana (68) e tritil-fitaloil-
quitosana (69) pela reacdo da quitosana com cloreto fitaloil. A o-tritilacdo seguida
pela o-acetilacao e detritilagcdo com acido dicloroacético (figura 37).

(0]
CH,OH
; 0 © CH,OH CH,OTr
o} O o}
OH 0 Of  Triti-cl 0
OH riti OH
—_— T
n DMF n Piridina n
NH,
N (o)
Quitosana O 0 o
(57) (68) (69)
Fitaloil-Quitosana Tritil-Fitaloil-Quitosana

Figura 37 - N-fitaloilacdo da quitosanas.
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A Sulfatacédo e ramificacdo da cadeia de também tem sido demonstradas em
uma série de reacdes desenvolvidas. Estes derivados N-fitaloilquitosanas tem se
mostrado ser mais reativo em relacao a quitosana de partida. Os intermediarios tritil-
quitosanas também tem sido utilizados para desenvolver quitosanas sulfatadas que
tém sido investigados por por apresentar boa atividades anti-HIV, como mostra a
reacao na figura 38 (KHOR, 2001).

CGH0H GHOH
o) 2 o
0 Tritil-Cl
OH OH @) CHCI,COOH
n FPiridina SOs-Piridina 80°C
HaN : n
NH»
Quitosana 0SOuNa
3
Tritil-Quitosana .
Sulfato de 3-O, 2-N-Quitosana
(57) (70) (71)

Figura 38 - N,O-Sulfatagcdo da quitosanas.

Nos ultimos anos, alguns autores tém demonstrado a aplicacdo de quitina,
quitosana ou seus derivados como catalisadores em reagdes organicas. Em
2006, Xu e colaboradores sintetizaram um complexo quitosana-imina paladaciclo
(73), pela formacdo de uma base de Schiff entre quitosana e salicilaldeido,
formando a imina intermediaria (72) seguido pela reacdo com Li,PdCly; em
metanol (figura 39). O complexo foi utilizado como um eficiente catalisador
reciclavel em reacoes do tipo Heck (XU, 2006).

k) CHZ0H CH,OH
O. o o o !
ol |
OH Salicilaldeido OH LioPdCl,/NaOAc OH
n n MeOH n Cl
NH» N N\ /
Quitosana | Pd\
(57) (72) (73) 5
HO HO

Figura 39 - Sintese do complexo quitosana-imina paladaciclo.



35

2.3 - NEOMICINA

A neomicina (74) (figura 40), € um antibidtico aminoglicosideo derivado do
Streptomycetes fradiae, foi descoberta por Waksman e L.echevalier em 1949.
Resistente a acao de acidos (até pH-2) e a fervura em agua, apresenta um largo
espectro de acdo contra bactérias os Gram-positivas e Gram-negativas,
principalmente em Proteus vulgaris (www.rborl.org.br/conteudo/acervo, acesso em
10/04/2010).

HO///, NH, HO// QHZ
¥ Z, z OH
‘\\\\\ I"//
HO 0] \\\O
W © © ° : ””/
HoNlne OH z OH

NH, / OH N

’// NH2
7
NH,
(74)

Figura 40 — Molécula de neomicina.

Aminoglicosideos sdo uma classe de substancias constituidas por dois ou
mais aminoacgucares unidos por ligacao glicosidica a hexose ou aminociclitol, que
habitualmente esta em posicao central. Os aminoglicosideos tém peso molecular
que varia de 445 a 600 daltons, sao altamente solUveis em agua, estaveis em pH
6 a 8 e possuem estrutura polar catiénica, o que impede a sua absorcao oral e
dificulta sua penetracdo no espago intracelular ou através da barreira
hematoencefélica. Sua atividade antimicrobiana ocorre principalmente em meio
aerdébio e em pH alcalino, pois necessita de oxigénio para transporte ativo nas
células microbianas e € mais ativo em meio alcalino do que &cido (OLIVEIRA,
2006).

A neomicina é um antibi6ético aminoglicosidio de amplo espectro. Em geral, os
microorganismos sensiveis sao inibidos por concentragées de 5 a 10 ug/mL ou
menos. As espécies Gram-negativas altamente sensiveis incluem Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Klebisiella pneumoniae e Proteus vulgaris. Os
microorganismos Gram-positivos que sao inibidos incluem Staphylococcus
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aureus e Enterococcus faecalis e M.tuberculosis. Cepas de Pseud. Aeruginosa.
Mostraram-se resistentes a neomicina (GOODMAN E GILMAN, 1987).

Todos o0s aminoglicosideos agem pelo mesmo mecanismo da acao,
exercendo seu efeito bactericida ao se ligarem ao ribossomo bacteriano. Desta
forma, é necessario que penetrem no interior da célula bacteriana para que
possam agir. Isto ocorre por meio da interacdo do aminoglicosideo com a
superficie celular, o seu transporte por meio da membrana e, finalmente, o
acoplamento com o ribossomo (OLIVEIRA, 2006).

Dentre as drogas nefrotoxicas precursoras da insuficiéncia renal aguda
temos os aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina, neomicina, amicacina,
netilmicina), com elevada incidéncia, atingindo aproximadamente 20% dos
pacientes submetidos a essa terapéutica, podendo chegar a niveis alarmantes de
50% em terapias instituidas por mais de duas semanas (OLIVEIRA, 2001).

Os aminoglicosideos podem causar deficiéncia auditiva, podendo ser tanto
cocleotoxicos como  vestibulotdéxicos. A  estreptomicina, o0 primeiro
aminoglicosideo usado clinicamente, foi reconhecido muito cedo como sendo um
agente vestibulotoxico. Devido a estes efeitos adversos, um analogo clinico foi
desenvolvido, a dihidroestreptomicina. Infelizmente, este antibidético mostrou-se
significativamente cocleotoxico e pouco depois foi retirado do uso clinico. Mais
tarde, a neomicina foi desenvolvido, no entanto, este aminoglicosideo também
provou ser cocleotoxico (MATZ, 2004).

Recentemente Tor e colaboradores sintetisaram guanidinoglicosideos a partir
da transformacao de grupos aminoacido de varios aminoglicosideos disponiveis
(75) comercialmente em grupos guanidina (76) (figura 41, pag. 37). Os
aminoglicosideos incorporados a fungao guanidina apresentaram atividade anti-
HIV-1 superior do que os seus homodlogos ndo modificados (HUI,2002). O
método proposto tem como desvantagem o fato de envolver diversas etapas para

introduzir o grupo guanidina nos aminoglicosideos.
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Figura 41— Aminoglicosideos guanilados.
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3 - OBJETIVOS

3.1- OBJETIVOS GERAIS

Modificar a estrutura dos compostos poliidroxilados de interesse: quitosana,
quitosana com sal de ambdnio quaternario, cloridrato de glicosamina,
neomicina, e glicina, visando aplicagcdo de reacdes classicas da sintese
organica como substituicao nucleofilica, desacetilacdo e guanidilacao.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar reagdes de guanidilacdo em moléculas contendo grupos e amino (-
NH,) como: quitosana, quitosana com sal de aménio quaternario, cloridrato de
glicosamina, neomicina, e glicina.

Testar a eficiéncia do reagente guanilante monocloridrato de 1-H-1,2,4 triazol-
carboxamidina frente a compostos polihidroxilados.

Caracterizar os materiais de partida e os derivados guanilados por
espectroscopia na regido do infravermelho e por ressondncia magnética

nuclear °C e 'H.

3.3 - JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A proposta do presente trabalho é realizar modificagdes estruturais em
compostos poliidroxilados que apresentam grupos amino reativos (-NHy)
como a quitosana, seus derivados contendo sal de aménio quaternario e
neomicina. Estas substancias serdo modificados pela introducéo de grupos

guanidinicos no lugar dos grupos amino livres.

A justificativa de introduzir grupos guanidinicos nos compostos poliidroxilados
se deve ao fato do agrupamento guanidina estar presente em muitos
compostos biologicamente ativos, onde desempenha um papel principal na
bioquimica de reconhecimento e catalise. A introdug¢éo do grupo guanidina na
quitosana provavelmente aumentara a solubilidade, incrementando sua

atividade biolégica.
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4 - SECAO EXPERIMENTAL

4.1 — MATERIAIS E METODOS

4.1.1 - PROCEDIMENTO GERAL

A agitacdo do meio reacional foi efetuada através de barra magnética
recoberta com teflon.

A remogédo dos solventes foi realizada em evaporador rotativo Fisatom,
submetendo-se o material resultante a um sistema acoplado a bomba de alto vacuo
para remocao do solvente residual.

4.1.2 - REAGENTES E SOLVENTES

A maioria dos reagentes e solventes de grau P. A. foi utilizada sem prévia
purificacao.

O material de partida utilizado no trabalho foi a quitosana de baixo peso
molecular da Sigma-Aldrich.

O reagente guanidinilante utilizado foi o monocloridrato de 1-H-1,2,4-Triazol-
1-carboxamidina da Fluka, com grau de pureza de 98%.

Os solventes utilizados para solubilizar as amostras submetidas a técnica de
ressonancia magnética nuclear foi uma solu¢ao a 2% de D,O/DCI, preparada a partir
do éxido de deutério da Cambridge Isotope Laboratéries e Cloreto de deutério, 35%
da Sigma-Aldrich.

4.1.3 - DADOS FiSICOS

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em Espectémetro da
SHIMADZU utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), os valores para as
absorcoes foram referidos em numero de onda, utilizando como unidade o
centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectdmetro JEOL Eclipse+ de 9,4T e com radio freqiéncia de 400 MHz para o
RMN de 'H e 100 MHz '®C. As amostras foram solubilizadas em D,O e solugdo a 2%
de D,O/DCI. Os deslocamentos quimicos (&) foram apresentados em parte por
milhdo (ppm).
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4.2- OBTENCAO DOS MATERIAIS DE PARTIDA

4.2.1 - ISOLAMENTO E PURIFICAGAO DA QUITINA

A casca do camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) foi obtida junto a
processadores destes crustaceos na regido de Campos dos Goytacazes. As
cascas foram lavadas em agua corrente, e secas ao sol durante uma semana.
Em seguida, foram moidas e peneiradas. A fracdo em p6 foi utilizada no
processo de extragdo que envolveu um tratamento com acido cloridrico, para
desmineralizagdo, um tratamento com hidroxido de sédio, para promover a
desproteinizacdo, seguido do tratamento com perdoxido de hidrogénio para
remocéao de pigmentos (CANELLA; GARCIA, 2001).

» Desmineralizacdo — A casca do camarao foi tratada com solugdo de acido
cloridrico (HCI) 1,5 mol/L, em um bécker, sob agitacdo por 2 horas a
temperatura ambiente. A relacao sélido-liquido utilizada foi de 1:15 (m/v); A
casca desmineralizada obtida foi filtrada a vacuo em funil de placa sinterizada
e lavada com agua destilada em abundancia.

= Desproteinacdo — As cascas desmineralizadas foram transferidas para um
baldo de fundo redondo e adicionado solu¢ao de hidréxido de sédio (NaOH)
4% a uma relacdo solido-liquido 1:10 (m/v). O sistema foi mantido sob
agitacao e refluxo a 80°C em atmosfera inerte por 2 horas. A quitina obtida foi
filtrada a vacuo em funil de placa sinterizada e lavada com agua destilada.

» Despigmentacdo - A quitina obtida foi despigmentada com solucao de
peréxido de hidrogénio (H-O,) 0.5-3% até total suspensdo da mesma, a

temperatura ambiente, sob agitacao durante 24 horas.

4.2.2- OBTENGAO DO CLORIDRATO DE GLICOSAMINA

Efetuou-se a hidrélise acida de 9,8 g de quitina (58) por tratamento com 50
mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado (12 mol/L) (figura 42, pag. 41). A reacao
foi mantida sob refluxo em banho de 6leo a temperatura de 100 °C, durante 1
hora. Apoés o refluxo adicionou-se uma pequena quantidade de agua destilada e
carvao ativo. A reagcdo permaneceu em agitacdo por mais 1 hora a temperatura
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de 60 °C. Efetuou-se a filtracédo, e o filtrado foi concentrado. Os cristais obtidos
foram lavados com alcool absoluto 94 %.

O produto obtido (77) foi caracterizado por espectroscopia na regidao do

infravermelho e por ressonancia magnética nuclear *C e 'H .

OH

OH "
o 2 HCl conc. |, | Q
e AV
" NH °
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O:<

NH, HCI

CH
’ Quitina (58) Cloridrato de glicosamina (77)

Figura 42 — Obtencao do cloridrato de glicosamina.

4.2.3 - OBTENCAO DA QUITOSANA

Em um baldo de fundo redondo adaptado a um condensador de refluxo,
tratou-se 10 g de quitina (58) com 1,07 g de borohidreto de sddio (NaBH,4) e 80
mL de solucédo de hidroxido de sodio (NaOH) a 50%, o sistema foi mantido sob
agitagdo constante, durante 1 hora a temperatura ambiente (figura 43). Durante
as 4 horas seguintes, a reacao foi aquecida em banho de 6leo a temperatura de
120 °C, em atmosfera de argbénio. Ao final deste tempo, o produto obtido foi
resfriado, lavado com agua destilada e filtrado a vacuo. O soélido foi seco em
estufa a 100 °C por 24 horas. O rendimento da reacao foi de 86% e a massa de
quitosana obtida foi de 8,6 g.

O produto obtido (57) foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho e

por ressonancia magnética nuclear *C e 'H .

OH OH
N, NaOH 50% o e
(0] H
0 . wo — |7 m
H o NH
NH o n 2 oH n
O::<<

CH .
’ Quitina Quitosana

(57)
Figura 43 — Reacao de desacetilagdo da quitina.
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4.2.4 — OBTENCAO DO CLORETO DE N-[(2-HIDROXI-3-TRIMETILAMONIO)
PROPIL] QUITOSANA

1,0 g de quitosana (57), previamente desacetilada, foi dispersada em 10 mL
de agua destilada a 85°C e adicionado 1,8 mL de cloreto de (2,3-epoxipropil)
trimetil aménio (GTMAC) (78) em 3 partes de 0,6 mL num intervalo de 2 em 2
horas; apds esse tempo, o sistema foi mantido sob refluxo por 10 horas (figura
44). Foi adicionado 33 mL de acetona sob a solucdo amarelada sob agitagao e
mantida na geladeira por uma noite. O produto em forma de gel foi decantado e
recolhido por filtragdo a vacuo. O gel obtido foi dissolvido em 50 mL de metanol e
precipitado com solugdo com a adi¢do de 50 mL de solugédo de acetona/etanol na
proporcao 4:1. Posteriormente o sal de quitosana foi filtrado, seco e purificado
por lavagem com etanol a quente usando um extrator Soxhlet por 24 horas. Por
fim o produto foi seco a 70 °C durante uma noite.

O produto obtido (79) foi caracterizado por espectroscopia na regido do

infravermelho e por ressonancia magnética nuclear '*C e 'H.

o CHs CI Ol
CH,CHCH,y—N*—CHj3
AN 0 \7 | AN Q
@) o © CHs O O
HO —_— (78) HO
NH, NH
Quitosana on
(57) (79) CH;  Salde Quitosana
N+/ hidrossollvel
/ N\
HoC  CHs

Figura 44 - Formacgéo da quitosana contendo sal de amonio quaternario.

4.3 - REACOES DE GUANIDILAGAO

4.3.1- GUANIDILAGCAO DA GLICINA

Em um balédo de fundo redondo foram misturados 75 mg de glicina (80) (1 mmol)
com 147.,5 mg de cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina (81) (1 mmol) e 1
mL de solugdo aquosa de carbonato de sddio 1Tmol/L (Na>.COs) (figura 45, pag.
43). A solucao foi agitada durante 3 horas a temperatura ambiente, sendo

formado um precipitado branco na solug¢do. O sélido obtido foi filtrado a vacuo e
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lavado com pequenas por¢cdes de solugdo de MeOH/H,O (1: 1) e seco. Foram
obtidos 74,4 mg de produto, com rendimento de 99%.

O produto obtido (82) foi caracterizado por espectroscopia na no

infravermelho e por ressonancia magnética nuclear *C e 'H .

0 NH
N
HZN\)k YA\ o N)LNH
OH /N N 2
N
(80) )\ (81) 0 (82)
HN NH, . HCI

Figura 45 - Reacao de guanidilagdo da glicina com com cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-

carboxamidina.

4.3.2 - GUANIDILACAO DO CLORIDRATO DE GLICOSAMINA COM
CLORIDRATO DE 1-H-1,2,4-TRIAZOL-CARBOXAMIDINA

Uma mistura contendo 0,20 g de cloridrato de glicosamina (77) (1,0 mmol),
cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina (81) (0,15 g, 1,0 mmol) e 1,0 mL de
solucdo de carbonato de sédio 1,0 MolL™ (NaCOs) foi agitada durante 24 horas
em temperatura ambiente (figura 46). O sélido obtido (83) foi filtrado a vacuo e
lavado com pequenas porcoes de solucdo de MeOH/H,O (1: 1) e seco em
dessecador.

O procedimento foi repetido refluxando a solugdo a 85°C. O sdélido branco
obtido foi novamente filtrado, sendo recolhida uma massa de produto 0,18 g. O
produto da reagao foi caracterizado por espectroscopia na no infravermelho e por

ressonancia magnética nuclear '*C e 'H.

HCI.HN
OH NH
0
H OH + Na-CO HO
H N/ A
NH,, HC| \ /

2
—N
(77) (81) )\
NH,

Figura 46 — Guanidilagéo do cloridrato de glucosamina com cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-

carboxamidina.
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4.3.3 - GUANIDILAGCAO DA QUITOSANA COM CLORIDRATO DE 1-H-1,2,4-
TRIAZOL-CARBOXAMIDINA

Misturou-se a quitosana (57) (1,0 mmol) o cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-
carboxamidina (81) (1,0 mmol) e 1,0 mL de solucao de carbonato de sddio (Na-COs3)
1,0 MolL™. A solucéo foi agitada durante 24 horas em temperatura ambiente (figura
47). Completado o tempo da reacao, o sélido obtido foi filtrado a vacuo lavando com

pequenas por¢des de solucao de MeOH/H,O (1: 1) e seco a temperatura ambiente.
O procedimento foi repetido refluxando a solucao a 85°C.

O produto obtido (84) foi caracterizado por espectroscopia na regido do

infravermelho e por ressonancia magnética nuclear °C e 'H .

HN NH,
_ o - \ ~ o -
HO e 4 \N NayCO i
a
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HO 0 /j\ HO 0
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2 OH HN”" “NHz HCI N OH
L gn L gn
(57) (81) HN NH, (84)

Figura 47 - Reagao de guanidilagado da quitosana com cloridrato de 1-H-1,2,4-trirazol-carboxamidina.

4.3.4 — GUANIDILACAO DO CLORETO DE N-[(2-HIDROXI-3-TRIMETILAMONIO)
PROPIL] QUITOSANA COM CLORIDRATO DE 1-H-1,2,4-TRIAZOL-
CARBOXAMIDINA

= Metodologia 1

Foram dispersadas em 10 mL de solucdo de carbonato de sédio (Na>COs;)
1,0 molL™, 500 mg de cloreto de N-[(2-hidroxi-3-trimetilaménio) propil] quitosana
(79), obtida no item 4.2.4 (pag. 42) e 1 g (0,0134 mol) de cloridrato de 1-H-1,2,4-
triazol-carboxamidina (81) em um baldo de fundo redondo adaptado a um
condensador de refluxo (figura 48, pag. 45). O sistema foi mantido sob refluxo a
85 °C por 24 horas. Foi adicionado 33 mL de acetona na solucdo amarelada sob
agitacao. A mistura foi mantida na geladeira por uma noite. O produto obtido na
forma de gel foi decantado e recolhido por filtracdo a vacuo sendo dissolvido em
50 mL de metanol. A produto foi precipitado da solugdo com a adicdo de 50 mL
de solucdo de acetona/etanol na proporcao 4:1. Posteriormente o sal de
quitosana obtido (85) foi filtrado, seco e purificado por lavagem com etanol a
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guente usando um extrator Soxhlet por 24 horas. Por fim o produto foi seco a 70
°C em estufa durante uma noite. Posteriormente o produto obtido foi
caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho e por ressonancia

magnética nuclear *C e 'H .

= Metodologia 2

500 mg de quitosana (57) previamente desacetilada foi dispersada em 10 mL
de solucdo de carbonato de sédio (NaxCOs) 1,0 MolL™, juntamente com 1 g
(0,0134 mol) de cloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina (81) e 0,3 mL
(0,0022 mol) de Cloreto de (2,3-epoxipropil) timetilaménio (GTMAC) (78) em um
baldo de fundo redondo adaptado a um condensador de refluxo (figura 48). O
sistema foi mantido sob refluxo a 85 °C por 24 horas. Foi adicionado 33 mL de
acetona sob agitacdo e mantida na geladeira por uma noite. O polimero branco
(85) obtido nao foi soluvel em metanol e portanto foi filtrado, seco a temperatura
ambiente e purificado por lavagem com etanol a quente usando um extrator
Soxhlet por 24 horas. Por fim o produto foi seco a 70 °C durante uma noite.
Posteriormente o produto obtido foi caracterizado por espectroscopia na regiao

do infravermelho e por ressonancia magnética nuclear *C e 'H .
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Figura 48 — Reacao de guanidilagdo do sal de quitosana.

4.3.5 - GUANIDILACAO DA NEOMICINA

Em um becker contendo 500 mg de sulfato de neomicina (74) foi adicionado
240 mg de hidréxido de soédio (NaOH) solubilizados em 10 mL de solucéo
etanol/agua na proporcado 1:1, levando a formacado de 265 mg de neomicina na
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forma de base livre. A neomicina foi recolhida por filtracdo simples e transferida para
um baldo de fundo redondo onde foi solubilizada em 2,5 mL de solu¢do aquosa de
carbonato de sédio (Na.CO3) 1 mol/L seguida da adicao 383 mg de cloridrato de 1-
H-1,2,4-triazol-carboxamidina (81) (figura 49). A solucdo foi mantida sob agitagao
constante a temperatura ambiente por 24 horas. O produto obtido (86) foi filtrado a
vacuo, lavado com etanol e seco a temperatura ambiente e posteriormente
caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho e por ressonéancia

magnética nuclear *C e 'H .
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Figura 49 - Reagéo de guanidilagdo da neomicina.
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5 -RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 - OBTENGAO DOS MATERIAIS DE PARTIDA

O método escolhido para remover os minerais, proteinas e pigmentos se
encontram firmemente associados com a matriz polimérica de quitina na casca
do camarao foi baseado na métodologia descrita por Leite e colaboradores para

obter a quitina e o cloridrato de glicosamina.

5.1.1 — ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA QUITINA

A quitina foi obtida da casca do camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri)
através da desmineralizagdo com solucdo aquosa de &cido cloridrico 1,5 mol.L™
e desproteinagdo com solugédo aquosa de hidroxido de sodio (NaOH) 4% (m/v),
apresentando-se na forma de flocos com coloragéao branco rosado. O rendimento
da reacéao foi de 86%.

A quitina extraida foi caracterizada por espectroscopia na regido do
infravermelho, apresentando bandas na regido de 3483 cm™ caracteristica da
ligacdo O-H, 3267 cm™ de ligacdo N-H, 2960 cm™ e 2879 cm™ da ligagdo C-H,
1654 cm™' caracteristico da ligagdo C-N da amida, 1560 cm™ da ligacdo C-N do
grupo -NHa, 1315 cm™ (Amida I11), 1157 cm™ da tencéo assimétrica do da ligagao
C-O-C, 1074 cm” e 1027 cm” das vibracdes caracteristica de estrutura

pirandsica (figura 50, pag. 48).
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Figura 50 — Espectro de infravermelho da quitina.

Devido a insolubilidade da quitina em solventes organicos e em agua, o

espectro de RMN *C e 'H nao foi realizado.

5.1.2 - OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DO CLORIDRATO DE GLICOSAMINA

O cloridrato de glicosamina foi obtido pela hidrélise acida da quitina e
purificada por recristalizacdo com agua e metanol a quente, sendo obtidos cristais

brancos. O rendimento da reacgao foi de 65%.

A clivagem da ligacdo glicosidica pode ocorrer por dois mecanismos
principais SNy, relacionada a substituicdo nucleofilica direta por molécula de agua no
carbono anomérico C; da piranose, ou pelo mecanismo SN;, sendo o0 primeiro

mecanismo menos comum.

Pelo mecanismo SN; a hidrélise acida da quitina (58) inicia-se com a
protonagédo do oxigénio glicosidico com posterior quebra da ligacdo C—0O. Ocorre a
geracdo de um carbocation (87) no estado de transicdo, que nesta etapa €
estabilizado pela deslocalizacdo do par de elétrons existente sobre o oxigénio do
anel glicosidico, adjacente a C; formando o ion oxocarbénio (88). O estado de
transicdo necessario para hidrélise da ligacdo glicosidica € caracterizado pela
orientacdo pseudo-axial da ligacdo C-O a ser quebrada e conformacgéo distorcida
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“skew”. Com o ataque nucleofilico da agua sobre C; ocorre a formagdo da
glicosamina (77), como uma mistura de anOGmeros, encerrando a etapa de

despolimerizagéo (figura 51).

O\ S
OH Y OH \
NH NH
H o~ o} H o
NH; NH @\
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HO.
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OH HO (88)
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NH,

Figura 51 — Mecanismo SN, para a obten¢éo da glicosamina a partir da quitina.

A conversao da por¢ao amida da quitina em amina se da sob as condi¢des de
aquecimento e meio aquoso acido. A reacao de hidrélise acida ocorre pela adicao
nucleofilica de agua a amida protonada, seguida pelo desprendimento da amina,
formando o cloridrato de glicosamina (figura 52, pag. 50).
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Figura 52 — Hidrolise da porgdo amida da quitina em meio &cido.

O espectro de infravermelho do produto da hidrélise da quitina obtido,
apresenta forte e larga absorcdo na regido de 3300 e 3294 cm™ resultante da
superposicdo das bandas de deformacéo axial de O-H e NH3*, uma banda fraca de
deformagéo angular assimétrica de NHsz* em 1616 cm™ e uma banda relativamente
forte de deformagdo angular simétrica de NHz* em 1535 cm™ que comparados a
dados da literatura assemelham-se a bandas caracteristicas do cloridrato de

glicosamina (figura 53, pag. 51).
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Figura 53 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho do cloridrato de glicosamina.

O cloridrato de glicosamina obtido foi submetido a anélise de RMN de 'H e
130.

O espectro de RMN 'H do cloridrato de glicosamina (figura 54, pag. 52)
apresentou sinais entre 2,9 ppm e 3,2 ppm correspondem ao hidrogénio ligado
ao carbono C, do anel de glicosamina, os sinais sobrepostos entre 3,3 ppm a 4,0
ppm estédo relacionados aos hidrogénios ligados aos carbonos Cs, C4, Cs € Cg da
glicopiranose. Os sinais duplos em 4,88 ppm (J = 8) e 5,37 ppm (J = 4)
pertencem ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico C4, dos anébmeros B e q,
respectivamente.

A maior intensidade do sinal em 5,37 ppm indica uma maior quantidade de
moléculas de glicosamina na forma a que na forma B, embora a sobreposi¢do do
sinal da agua possa interferir na visualizacao dos sinais e atrapalhar a integracao
dos sinais para melhores resultados. O maior nimero de moléculas na forma a
se deve a maior estabilidade dessa forma anomérica, onde a hidroxila ligada ao
carbono anomérico fica na conformagdo axial, o que possibilita a sua
estabilizacao por ligacbes de hidrogénio. Além disso as repulsdes entre o0s
dipolos do heteroatomo e da hidroxila ligada ao carbono anomérico sao
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minimizadas na posicao axial. Outro fator € o efeito de hiperconjugacao do orbital
p do oxigénio que também contribui para estabilizacao da forma anomérica a.
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Fig. 54 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H do cloridrato de glicosamina (D,0).

O espectro de RMN '3C (figura 55, pag. 53) apresentou sinais duplicados
devido a presenca das formas a e B da glicosamina. Os sinais em 92,7 ppm e
89,1 ppm sao atribuidos aos carbonos anoméricos B e a, respectivamente. O
deslocamento quimico relativo ao carbono C,, ligado ao grupo NHa, ocorrem em
56,7 (anémero B) e em 54,2 ppm (anémero a) Os dois sinais em 60 ppm
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correspondem ao metileno do carbono Cg, ligado ao grupo CH>OH e os demais

sinais correspondem aos carbonos da piranose.
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Figura 55 - Espectro de ressonancia magnética nuclear-ATP *C do cloridrato de glicosamina (D-O).

5.1.3 - OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

Neste trabalho foram utilizadas a quitosana comercial e a quitosana natural
obtida pela desacetilacao da quitina em meio alcalino.
A quitosana natural foi obtida na forma de flocos de coloragdo branco

amarelado, com rendimento de 86%.
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A diferenca estrutural entre a quitina e a quitosana esta na quantidade de
grupos amino (-NHy) presentes na estrutura desses polimeros. Os grupos
acetanido (-NHCOCH;) presentes em maior proporcao na quitina podem ser
convertidos em grupos amino através de hidrélise em meio aquoso acido ou meio
aquoso basico. Como as ligagdes glicosidicas dos polimeros também sao
suscetiveis a hidrélise acida, que levaria a formacdo do monémero do polimero,
foi realizada a hidrolise da amida em meio alcalino, utilizando solucdo aquosa de
hidréxido de sodio a 50% (m/v). A hidrélise basica ocorre pela adicao nucleofilica
da hidroxila (OH") para o grupo carbonila da amida, seguida pela desprotonacao
do grupo hidroxila (-OH) e eliminagcédo do grupo amino (—NH>) (figura 56).
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Figura 56 — Hidrdélise basica da amida: conversao de quitina em quitosana.

A quitosana foi caracterizada por espectroscopia na regido do infravermelho e
por RMN *C e 'H.

No espectro de infravermelho da quitosana natural (figura 57, pag. 55),
extraida da casca do camarao, pode ser destacada, além das bandas intensas
entre 3452 a 3111 das ligacbes O-H e N-H. Vale a pena ressaltar a banda
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intensa em 1654 cm™ presentes no espectro da quitina estdo reduzidas no
espectro da quitosana, confirmando a hidrélise da fungdo amida.

G2 €l Go—
€L'G6LL—

ol

=
189968~ _

SLHHE—
80'Yc6c—

%l ransmittanoce
86" 1 G2E—

8 &
8G°CSve—
g

Leevi/

390 HBMO 3400 300 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 &0 60
Waverunter (om)

Figura 57 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho da quitosana natural.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos sobre a caracterizacdo da
quitosana por ressonancia magnética nuclear '*C e 'H, entre outras técnicas. A
discussao sobre os espectros de RMN *C e RMN 'H foi baseada principalmente
nos dados relatados nos trabalhos de Hudson (2004), Mao (2004) e Yoksan
(2009).

O espectro de RMN 'H (figura 58, pag. 56) mostra sinais com pouca
resolucdo, os sinais sdo largos, entretanto é possivel observar os sinais dos
hidrogénios anoméricos a oy 5,2 ppm e outros sinais multiplos relativos a

quitosana.
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Através da integracédo dos sinais do hidrogénio ligado a metila em 2,33 ppm
ligadas aos grupos actamida que nao sofreram hidrélise (ICH;) e da integracao
dos sinais dos outros hidrogénios da molécula (IH.-Hs) no espectro de RMN 'H da

quitosana natural, podemos calcular o grau de acetilacao (GA) pela férmula:

[GA = (Ichy/3)/ (1H-He/6)]

O grau de acetilacao calculado foi de 48 % para a quitosana natural.
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Figura 58 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H da quitosana natural (D,O/DCI 2%).
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No espectro de RMN '3C da quitosana natural (figura 59), além dos sinais nas
regides caracteristicas da quitosana, podemos observar que os sinais em 178 ppm
do carbono da carbonila e 21 ppm de grupos metil, que correspondem aos grupos
acetil (COCHj3) ligados ao carbono C2.
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O espectro de RMN 'H da quitosana comercial (figura 60) indica um sinal

de baixa intensidade em 2,1 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao carbono

da metila do grupo acetil, indicando a presenca de uma menor quantidade de grupos

acetil na quitosana. O sinal em 4,9 ppm pertence ao hidrogénio ligado ao carbono

anomérico, em 3,2 ppm o hidrogénio ligado ao carbono C2 que contém um grupo

amino ligado. Os demais sinais pertencem ao anel da piranose.

comercial foi calculado o grau de acetilagdo de 7 % para a quitosana comercial.

Através da integracdo dos sinais no espectro de RMN 'H da quitosana
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Figura 60 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H da quitosana comercial (D,O/DCI 2%).
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O espectro de RMN *C da quitosana comercial (figura 61) indica um sinal de
baixa intensidade em 175 ppm e 22 ppm correspondem, respectivamente, ao
carbono de grupos acetil (COCHj3) e a metila presente no grupo, confirmando
um alto grau de desacetilagdo na molécula de quitosana. Em 98 ppm o carbono
anomérico C1, em 56 o carbono C2 ligado ao grupo NH. e em 61 ppm o carbono
C6 do grupo CH,OH. Os sinais em 70 ppm, 75 ppm e 77 ppm correspondem,

respectivamente, aos carbonos C3, C5 e C4 da piranose.

T Thousnds

OH
NH,

Ce
\0/04\\05/0 HO_C3\C{/C1\O/

Ho_\Cs/?\\c 1/0\0{7‘55\ o/

NH Cs\
OH
o
— - n
CH,
Quitosana

A Ao

Le 2@ A0 40 580 &0 T8 B0 S0 4@ 1Le 128 1320 140 150 a0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-0 -20
1 1

—4.0
1

5.0
1

— &l
1

T T T T T T T T
MOD 230 IO 2100 200 IWO I§E0 1700 e

T T
00 1300

—r T T e
ru‘ TU.U r 1200 1o l% W 0 }x&' Kﬂjl\ 0 doo mﬂ' [ 1]
g 3 5 % 3 iF fHgss g4 55
§F A g 2 5 25% RENeE Asdn e
5 73 g 58 Rddes dadd a2 d

X ¢ parts per Million : 13C

Figura 61 - Espectro de ressonancia magnética nuclear '°C da quitosana comercial (D,O/DCl 2%).




60

Comparando os espectros de RMN '°C e 'H da quitosana comercial e natural
observamos que a quitosana comercial apresentou 0 menor grau de acetilacao,
fator que melhora a solubilidade e reatividade da quitosana. Por essa razao,
quitosana comercial foi novamente desacetilada para garantir a maxima
quantidade possivel de grupos amino (-NH>) reativos na quitosana.

A quitosana comercial desacetilada foi caracterizada por espectroscopia de
infravermelno e RMN de 'H para confrmar o aumento do grau de
desacetilagao.

O espectro de infravermelho da quitosana comercial desacetilada obtida
(figura 62) apresenta pequena absorcdo em 3645 cm™ caracteristica de grupos
hidroxila (O-H) livre, ou seja, que ndo participam de ligagdes de hidrogénio,
intensa absor¢do em 3409 cm™ devido a ligagcdo de hidrogénio intramolecular
entre os grupos —OH e —CH,OH, observa-se também a sobreposicao de bandas
entre 2900 a 3000 cm™ relativas ao estiramento da ligacdo N-H e em 1569 cm™ o
modo vibracional da ligacao N-H confirmando a presenca do grupo amino (NHy)
na estrutura do composto. A auséncia de intenso sinal acima de 1650
caracteristica da ligagcdo C=0 da amida confirma a desacetilacdo da molécula.
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O espectro de RMN 'H da quitosana comercial desacetilada obtido (figura
63) mostra uma diminuicdo da intensidade do sinal em 2,0 ppm, que corresponde
a metila do grupo acetil, indicando um menor grau de acetilacao para a quitosana
apos a desacetilacdo. Porém o grau de acetilacdo nao foi calculado pela baixa
resolucdo na regiao entre 5 ppm a 6 ppm, dificultando a integracao dos sinais
relativos aos hidrogénios que apresentam deslocamentos quimicos nessa regiao.
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A quitosana escolhida para realizar as proximas etapas de sintese foi a
quitosana comercial desacetilada, pois esta apresentou um maior grau de
desacetilagao.

As modificagdes estruturais na quitosana podem ser dificultadas pela
presenga de estruturas cristalinas no polissacarideo, com fortes interagbes entre
hidrogénios intra e intermoleculares. Geralmente, em condi¢des heterogéneas, a
reatividade deste polissacarideo tende a aumentar com o decréscimo do grau de
cristalinidade e a reacdo pode se processar mais rapidamente em regides
amorfas que em regides cristalinas. Além disto, os produtos obtidos em
condi¢cbes heterogéneas podem ter dificil controle do grau de substituicdo, bem
como da solubilidade e de outras propriedades.

Quitosanas com alto grau de acetilacdo apresentam menor afinidade por
solventes polares proticos como agua e solugcado de acido acético diluido pois
presenga de grupos acetil hidrofébicos na macromolécula diminui as atracdes
entre as cadeias poliméricas via ligacao de hidrogénio ja um aumento dos grupos
hidrofilicos como —OH e —NH. livres no polimero aumentam a solubilidade do
mesmo nesse tipo de solvente. Quando a distribuigdo dos grupos acetil se da de
maneira aleatéria diminuem as atracbes entre as cadeias poliméricas via ligacao
de hidrogénio, facilitando a solubilizacdo do polimero, independente do pH do
meio, para quitosanas com um grau de acetilagdo de até 50%. Mas se
adistribuicdo dos grupos acetii na cadeia polimérica ocorrer de forma
sequenciada, em bloco, as interagdes hidrofébicas entre os grupos acetil
juntamente com interacdes de hidrogénio entre os grupos —OH e —NH, podem
intensificar as atracdes entre as cadeias poliméricas, dificultando a solubilizacédo
do polimero.

5.1.4 - OBTENCAO DO CLORETO DE N-[(2-HIDROXI-3-TRIMETILAMONIO)
PROPIL] QUITOSANA

A quitosana se dissolve na agua somente em condi¢cdes acidas pela
protonacdo dos grupos amino, desta forma, sua atividade antimicrobiana fica
limitada a condicdes acidas. Portanto, a introducao do sal de amdnio quaternario
na cadeia da quitosana é um dos melhores métodos para aumentar a atividade
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antimicrobiana, bem como a solubilidade em agua de quitosana em uma escala
de pH maior.

A introdugao do grupo trimetil aménio na quitosana foi baseada no trabalho de
Hudson e colaboladores em 2004 que sintetizou o sal de quitosana hidrossoluvel,
o Cloreto de N-[(2-Hidroxi-3-Trimetilaménio) Propil] Quitosana pela reacao da
quitosana desacetilada a 97% (57) com o cloreto de (2,3-epoxipropil) trimetil
aménio (78). A reagdo ocorre via mecanismo SNp, os grupos aminos (-NHy)
presentes na quitosana atuam como nucleéfilos e atacam o carbono do epdxido
ocorrendo abetura do anel (figura 64). O produto (79) foi obtido na forma de um
sélido marrom claro.

O
O
e

CH

(57) (78) (79)
Figura 64 - Mecanismo da reagao de formagao do cloreto de N-[(2-hidroxi-3-trimetilaménio)

propil] quitosana.

O grupo trimetilaménio contribui para a solubilizagcdo do polimero por
apresentar interacdes idnicas que sado responsaveis pela ruptura das regides
cristalinas na quitosana, isso pode ser explicado pela formacédo de um complexo
entre a porgcdo (CH3)sN*ClI" com o solvente, no caso a agua, originando um
macrocation e os ions cloreto por sua vez, passam a formar interacdes
semelhante as ligacdes de hidrogénio com os &tomos de hidrogénio das
hidroxilas do polissacarideo, promovendo a reducdo das interacdes entre as
moléculas de quitosana e a consequente solubilizacdo do polimero. A presenca
dos blocos de unidades de glicosamina ndo acetilados possibilitam ainda
interacdes intermoleculares significativamente fortes, formando zonas de juncéo

por ligacoes de hidrogénio.
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Dentre as bandas de absor¢édo apresentadas no espectro de infravermelho do
sal de quitosana hidrossoluvel (figura 65), podemos destacar a absor¢cdo em
1481 cm™ do estiramento da ligagdo C-H do grupo trimetil aménio. A auséncia da
banda em 1569 cm™ do modo vibracional da ligagdo N-H da amina primaria
confirmando sua substituicdo por pela amina secundaria, além da diminui¢do da
intensidade da banda de absorcdo em 3302 cm™ referente a ligagdo O-H, que

aparecia sobreposta a ligacdo N-H com maior intensidade.
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Figura 65 — Espectro de absorgao na regido do infravermelho do sal de quitosana hidrossoluvel.
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O espectro de RMN 'H do sal de quitosana hidrossoltvel (figura 66)
apresenta intenso sinal em 3,17 ppm indicado a presenca das metilas do grupo
trimetil aménio presente no sal de aménio quaternario introduzido na molécula de

quitosana.
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Figura 66 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H do N-[(2-hidroxi-3-trimetilaménio)-propil]

quitosana (D,0).

A analise do espectro de RMN *C (figura 67, pag. 66) confirma a introdugéo
do sal de aménio quaternario na quitosana pela presenca do intenso sinal em 54,9
ppm, além dos outros sinais de carbono caracteristicos da quitosana. Além disso,
nao foi observado sinal na regidao de 170 ppm, caracteristica de grupos acetil na
quitosana, confirmando a desacetilacdo da quitosana comercial, que ja apresentava
alto grau de desacetilacado, usada como material de partida .
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5.2 - REACOES DE GUANIDILACAO

No presente trabalho foi testada a acdo do monocloridrato de 1-H-1,2,4
triazol-carboxamidina (81) (figura 68) em reacdes de guanidilagdo com os
compostos poliidroxilados contendo grupos amino livres, visando aumentar a
solubilidade e caracteristicas quimicas da quitosana, sal de aménio quaternario de

quitosana e neomicina.

Figura 68 - Reagente guanilante monocloridrato de1-H-1,2,4 triazol-carboxamidina.

A metodologia usada para converter aminas primarias para 0Ss
correspondentes derivados guanidinilados, foi baseada no trabalho de Bernatowicz e
colaboradores, que utilizou 2 mols da amina primaria (R-NH,) para cada 2 mol do
reagente guanilante, o monocloridrato de 1H-pirazol-1-carboxamidina (81)
solubilizados em solucdo aquosa de carbonato de sédio (Na,COs) 1 mol/L, mantidos
sob agitacdo a temperatura ambiente durante 3 horas, levando a formacdo do
derivado de guanidina (88) e pirazol (89), com bons rendimentos (figura 69).

/N

N N NH-R . [\\
)\ R-NH, s N

HN NH,.HCI

HN NH,.HCI
(49) (89) (90)

Figura 69 — Reagéao do hidrocloridrato de 1H-pirazol-1-carboxamidina com amina primaria.

5.2.1 — GUANIDILACAO DA GLICINA

Afim de testar a eficiéncia do reagente guanilante, o monocloridrato de 1-H-
1,2,4 triazol-carboxamidina (81) e da metodologia adotada para guanidinilar
amina primdrias soluveis em agua, foi realizado um teste preliminar, utilizando a

glicina (80), um aminoacido, como a amina primaria e o monocloridrato de 1H-
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pirazol-1-carboxamidina (81) como reagente guanilante formando o acido 2-

guanidino etandico (82) e triazol (90) (figura 70).

H-N
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o) \ / o)
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Figura 70 — Reagéao de guanidilagéo da glicina.

(90)

A formacéo do acido 2-guanidino etandico, foi confirmada pelo espectro de

RMN 'H (figura 71) ou apenas um sinal em 3,8 ppm referente ao hidrogénio

ligado ao grupo CH, da molécula de glicina.
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Figura 71 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'Hda glicina guanilada (D,0).
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O espectros de RMN '3C (figura 72) apresentou 3 sinais de carbono em 43
ppm correspondente ao carbono a a carbonila, em 172 ppm para o carbono

carbonilico e em 157 ppm, regido caracteristica para o carbono do grupo guanidina.

— 43 05
42 .98

=
1
| I v |
= =]
[

_ HH H
:th‘v"ﬂ \,-""N i

HH

[}
Lol ]
1

=
[ ]
1

[}
g
1

=
=2
1

_ _
= [,
[T T
17219

FRlormalized Intensity

[}
[ ]
1

17236

—
[
1
—1587.58

M0 w0 W0 180 160 140 120 100 ol il 4 20 0
Chemical Shift (opm)

Figura 72 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 3C da glicina guanilada (D,0).
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5.2.2 - GUANIDILACAO DO CLOIDRATO DE GLICOSAMINA COM
MONOCLORIDRATO DE 1-H-1,2,4-TRIAZOL-CARBOXAMIDINA

Diversas tentativas de reagir o monocloridrato de glicosamina (77) com o
monocloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-carboxamidina (81) foram infrutiferas.
Provavelmente a glicosamina em meio béasico sofre auto polimerizagao,
indisponibilizando o grupamento amino para a reacado com o reagente guanilante.

A reagao foi testadas a temperatura ambiente e sob refluxo a 85°C.

5.2 .3 — GUANIDILACAO DA QUITOSANA
A guanidilacdo da quitosana (57) com o monocloridrato de 1-H-1,2,4-triazol-
carboxamidina (81), nas condicbes empregadas, nao ocorreu. Como o
procedimento foi realizado em meio basico, o aumento do pH pode ter reduzido a
solubilidade da mesma, dificultando a reacéo.

5.2.4 - GUANIDILACAO DO CLORETO DE N-[(2-HIDROXI-3-TRIMETILAMONIO)
PROPIL] QUITOSANA

Nas duas metodologias realizadas, ocorreu a formacéo do polimero misto de

quitosana contendo grupos trimetil aménio e grupos guanidinicos (91) (figura 73).

O polimero formado possui aspecto de borracha, coloracdo branca, apresenta

solubilidade em agua, mas é insoluvel em metanol.

Figura 73 — Reagao de guanidilagao do N-[(2-hidroxi-3-trimetilamoénio)-propil] quitosana.

O espectro de RMN 'H do polimero de quitosana contendo sal de aménio

quaternario e guanidina (figura 74, pag.71) indica que os sinais da metila do
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grupo trimetil aménio foram mantidos em 3,43 ppm, além dos sinais

caracteristicos da quitosana ja descritos anteriormente.
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Figura 74 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H do N-[(2-hidroxi-3-trimetilaménio)-

propil] quitosana guanilado (D20).

0 espectro de RMN '3C do polimero de quitosana contendo sal de aménio
quaternario e guanidina (figura 75, pag. 72) apresenta um sinal em 158 ppm,

tipico de deslocamento quimico do carbono da por¢do guanidina, como descrito
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na literatura, indicando a presenca do grupo guanidina na molécula, além dos
sinais caracteristicos e do intenso sinal em 56 ppm referentes as metilas do sal

de amdnio quaternario.
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Figura 75 - Espectro de ressonancia magnética nuclear '°C do N-[(2-hidroxi-3-trimetilaménio)-propil]

quitosana guanilado (D,0).



73

Os dados aqui apresentados indicam a obtencdo da quitosana com funcdes
mistas, guanidina e sal de aménio quaternario, que para o nosso conhecimento esta
sendo descrito pela primeira vez na literatura.

Os dados de anadlise elementar (CHN), listados na tabela 2 indicam um
aumento na porcentagem de nitrogénio de 7,08 quando comparamos a quitosana
comercial, o sal de quitosana hidrossoluvel e o sal de quitosana guanilado que
apresenta uma porcentagem de nitrogénio de 8,37, isto se deve ao maior de
atomos de nitrogénio em sua estrutura pela introdu¢ao do grupo guanidinico na
molécula.

Os calculos das férmulas minimas que possibilitam melhor entendimento dos
dados da tabela ndo foram feitos pois n&o foi possivel chegar a uma férmula

minima com numeros inteiros para os polimeros estudados.

Tabela 2 — Dados da andlise elementar (CHN) para a quitosana e derivados

Amostras % deC %deH %deN
Quitosana Comercial 38,82 7,57 7,08
N-[(2-hidroxi-3-trimetilam&nio)-propil] quitosana 38,32 7,37 7,09
N-[(2-hidroxi-3-trimetilambnio)-propil] quitosana 29,99 7,28 8,37
guanilado

5.2.5 — GUANIDILACAO DA NEOMICINA

Comparando o espectro de RMN '*C do sulfato de neomicina (figura 76, pag.
74) com o espectro de RMN *C da neomicina apés a reagdo de guanidilagdo
(figura 77, pag. 75) observamos a introdugdo de grupos guanidinicos na molécula
pela presenca de seis sinais em 157,4; 157,7; 157,9; 164,30; 164,6 € 163 ppm no
espectro, que ndo ocorrem no espectro do sulfato de neomicina antes da reacao.
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Figura 77 - Espectro de ressonancia magnética nuclear '3C da neomicina guanilada (D20).

Observando o espectro de RMN 'H da neomicina (figura 78, pag. 76)

destacam-se, entre outros, os sinais em 6,00; 541 e 5,27 ppm referentes

respectivamente aos hidrogénios anoméricos H-1’, H-1” e H-1"”. No espectro do

produto formado pela reacdo de guanidilacdo (figura 79, pag. 77) os sinais dos

hidrogénios anoméricos apresentaram no RMN "H como sinais multiplos entre 5,4

e 5,0 ppm, mostrando que a presenca dos grupos guanidinicos vizinhos a estes

hidrogénios causaram efeito de blindagem, diminuindo os deslocamentos quimicos
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comparado a neomicina com o sinal H-1" em 6,0 ppm praticamente desapareceu,
deslocando-se para a regido de 5 ppm. Outros sinais de RMN 'H que merecem
atencao sao os referentes aos hidrogénios metilénicos H-3, enquanto na neomicina
a absorcéao era de 1,87 ppm para o H-3 axial e 2,37 ppm para o H-3 equatorial, no
produto obtido esses deslocamentos quimicos foram de 1,35 ppm para o H-3 axial
e 2,02 ppm para o H-3 equatorial. Novamente o efeito do grupo vizinho é

observado.
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Figura 78 - Espectro de ressonancia magnética nuclear 'H da neomicina (D20O).
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6 - CONCLUSAO

= No presente trabalho foi extraida a quitina da casca de camardo-sete-barbas,
através do qual foram obtidos os materiais de partida quitosana e cloridrato
de glicosamina;

® A reacdo de guanidilacdo do cloridrato de glicosamina e da quitosana nas
condi¢cbes testadas utilizando o reagente guanilante monocloridrato de 1-H-
1,2,4-triazol carboxamidina nao ocorreu.

= O sal de aménio quaternario da quitosana foi obtido com sucesso.

= O polimero misto contendo grupos guanidinicos e grupos trimetil aménio foi

sintetizado;
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