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RESUMO

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo a sintese, caracterizacdo e avaliacdo da
atividade antifungica de derivados anfifilicos de quitosana modificados com diferentes
contetidos de vanilina contra espécies do género Candida, uma classe de fungos responsaveis
por infeccbes que impactam o sistema de salde e recentemente a sua resisténcia por
antifangicos comerciais tem dificultado o seu tratamento. Muitos antimicrobianos, como o0s
antifangicos, pertencem a mesma classe de farmacos, fazendo com que a resisténcia a um
antifungico especifico acarrete na ineficicia de toda uma classe relacionada. Esses fatos
culminam na diminuigdo da eficicia de tratamentos comuns e uma série de problemas na area
da saude, como o aumento da mortalidade, diminuicdo da protecdo a pacientes em
procedimentos cirdrgicos e o aumento dos custos com os enfermos. Os polimeros também
foram testados para avaliar a atividade antioxidante contra o radical cation de ABTS. Os
radicais livres sdo compostos quimicos derivados de diversas espécies. Essas espécies causam
oxidagdes removendo elétrons de compostos quimicos presentes no organismo, tornando-os
extremamente reativos. Apesar do combate desses radicais livres ocorrerem de forma natural
com antioxidantes enddgenos, pode haver um desequilibrio entre as espécies, 0 que causaria
um aumento dos radicais livres, podendo atingir macromoléculas celulares causando diversos
problemas ao organismo. A sintese dos derivados anfifilicos de quitosana de baixa e alta
massa molecular (Mw) foi realizada com diferentes por¢des de vanilina. Identificaram-se 0s
parametros estruturais mais importantes para maximizar a atividade fungicida e antioxidante
dos derivados. A degradacdo polimérica foi realizada por meio da reacdo com nitrito de sodio
e confirmada por GPC. O grau de substituicdo (GS) e o grau de desacetilacdo (GD) foram
analisados por meio da espectroscopia de RMN-H'. A citotoxicidade dos polimeros foi
avaliada seguindo o método colorimétrico (MTS) com células de fibroblastos NIH3/3T3,
cujos resultados apresentaram uma baixa toxicidade para essas células, com a viabilidade
celular acima de 70% para todos os polimeros analisados. Os efeitos antimicrobianos foram
estudados por determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e ensaio
fungistatico/fungicida. A atividade antioxidante foi analisada por meio da absorbancia do
radical ABTS em contato com os derivados. A desacetilagdo dos polimeros foi de 97% de
grupos amino livres nos monémeros e a degradagdo polimérica diminuiu em até 27 vezes as
cadeias do polimero ChDD e 23 vezes para 0 ChCD (polimero desacetilado e acetilado,

respectivamente). Destaca-se 0s resultados obtidos dos polimeros ChCD e ChDDBSV46 que



apresentaram atividade antifingica para a cepa de C. albicans ATCC e os derivados de
vanilina-quitosana, ChDDV46 e ChDV52 que demonstraram atividade frente as cepas de
isolados clinicos de Candida tropicalis (CT 7008 e CT 7015). Por fim, a atividade de
eliminacdo do radical cation de ABTS apresentou resultados acima de 80% em quase todas as
concentracdes, com excecdo dos polimeros de partida que na maior concentracéo (1,5 g L™)
ndo ultrapassaram os 50%. A vanilina demonstrou ser um O6timo antioxidante, sendo o
sinergismo dos mecanismos de acdo desse fenol aromatico com os polissacarideos o fator

principal da atividade antioxidante dos derivados.

Palavras-chave: Quitosana. Vanilina. Candida spp. Derivados anfifilicos. Atividade

antimicrobiana. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

The present research project aimed to synthesize, characterize and evaluate the antifungal
activity of amphiphilic derivatives of chitosan modified with different amounts of vanillin
against species of the genus Candida, a class of fungi caused by infections that impact the
health system and recently its resistance by commercial antifungals making their treatment
more difficult. Many antimicrobials, such as antifungals, belong to the same class of drugs,
which means that resistance to a specific antifungal generates resistance to all related classes.
These facts culminate in the decrease in the effectiveness of common treatments and a series
of problems in the health area, such as increased mortality, decreased protection for patients
in surgical procedures and increased costs for the sick. The polymers were also tested to
evaluate a scavenging activity against the cation radical of ABTS. Free radicals are chemical
compounds derived from different species. These species cause oxidation by removing
electrons from chemical species present in the body, making them extremely reactive.
Although the fight against these free radicals occurs naturally with endogenous antioxidants,
there may be an imbalance between species, which would cause an increase in free radicals,
which could reach cellular macromolecules causing several problems to human health. The
synthesis of amphiphilic derivatives of chitosan with low and high molecular weight (Mw)
was performed with different portions of vanillin. The most important parameters were
identified to maximize the fungicidal and scavenging activity of the derivatives. The
polymeric degradation was carried out through the reaction with sodium nitrite and confirmed
by GPC. The degree of substitution (DS) and the degree of deacetylation (DD) were evaluated
by RMN-H' spectroscopy. The cytotoxicity of the polymers was evaluated following the
colorimetric method (MTS) with NIH3/3T3 fibroblast cells, results obtained with low toxicity
for these cells, with cell viability above 70% for all the polymers. The antimicrobial effects
were studied by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
fungistatic/fungicide assay. The antioxidant activity was analyzed by the absorbance of the
radical in contact with the derivatives. The deacetylation of the polymers reached 97% of the
free amino groups in the monomers and the polymeric degradation decreased by up to 27
times the chains of the ChDD polymer and 23 times for the ChCD (deacetylated and
acetylated polymer, respectively). The results obtained from the ChCD and ChDDBSV46
polymers, which demonstrated antifungal activity for the strain of C. albicans ATCC and the

vanillin-chitosan derivatives (ChDDV46 and ChDV52) which demonstrated activity against



strains of Candida tropicalis (CT 7008 and CT 7015). Finally, the capacity of eliminating the
cation radical of ABTS presented results above 80% in almost all concentrations, except the
starting polymers which in the highest concentration (1.5 g L™) did not exceed 50%. Vanillin
is a great antioxidant and the synergism of this phenol aromatic mechanisms with
polysaccharides being the main factor of the derivates antioxidant activity.

Keywords: Chitosan. Vanillin. Candida spp,. Amphiphilic derivatives. Antimicrobial
activity. Antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salude (OMS), a resisténcia
antimicrobiana ¢é a habilidade de um microrganismo (como bactérias e virus) de ndo sofrer
efeitos potenciais dos agentes antimicrobianos (tais como antibidticos e antifingicos). Esse
fato culmina na diminuicdo da eficacia de tratamentos comuns e na persisténcia das infeccGes
(WHO, 2014). Além do aumento na mortalidade, as médias de permanéncia, diminuicdo da
protecdo a pacientes em procedimentos médicos e aumento dos custos com os enfermos.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015)

Muitos antimicrobianos, como os antifungicos, pertencem a mesma classe de
farmacos (contém um principio ativo similar e possuem a mesma fun¢éo), fazendo com que a
resisténcia a um antifungico especifico acarrete na resisténcia de toda uma classe relacionada.
(MARTINEZ, [s.d.]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015)

A candidiase, por exemplo, causada pelo fungo Candida albicans foi considerada a
infecgdo oportunista mais comum em pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), (MILAN et al., 1998) e também € a quarta causa mais comum de infec¢bes sistémicas
adquiridas em hospitais, chegando a uma taxa bruta de até 50% (MAYER; WILSON; HUBE,
2013). A C. albicans tem demonstrado resisténcia a alguns antifungicos, especialmente a
Anfotericina B e aos compostos triazolicos, como o fluconazol, que sdo os mais
administrados. (SANGLARD; ODDS, 2002). Este fungo, diferente das bactérias, ¢
constituido de células eucariontes assim como nos mamiferos, 0 que 0s tornam mais
semelhantes as células humanas, porém, é possivel identificar as diferencas. As células de
mamiferos apresentam uma membrana celular, enquanto que as flngicas além dessa possuem
uma parede celular externa, essa que por sua vez se torna um alvo l6gico de acdo para uma
classe de drogas antifungicas. (LEMKE et al., 2012; MAFFEI, 2002; SUDBERY, 2011)

As membranas acima citadas sdo constituidas de esterdis, um componente da
membrana celular que é indispensavel para seu bom funcionamento. A diferenca mais
amplamente explorada, no entanto, é que sdo compostas por diferentes esterdis, sendo a dos
mamiferos o colesterol e a dos fungos o ergosterol. (LEMKE et al., 2012; MAFFEI, 2002).

Dentro deste contexto, os fungicidas baseados em produtos naturais (BONILLA;
SOBRAL, 2016) e 6leos essenciais (NOGUEIRA et al., 2010) s&o op¢bes muito interessantes
para a producdo de biofungicidas. A busca por compostos ndo toxicos para a utilizacdo como
inibidores de crescimento de fungos tem recentemente impulsionado a pesquisa neste campo
(NOGUEIRA et al., 2010). Neste cenario, a quitosana tem sido considerada um agente

antimicrobiano, cuja atividade é principalmente atribuida a interacdo eletrostatica de suas
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cadeias policatibnicas com a parede celular e as membranas dos microrganismos.
(SAHARIAH; MASSON, 2017)

Diversos trabalhos tém abordado a influéncia da massa molecular (Mw) da quitosana
nas propriedades antifingicas (HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008; SEYFARTH et al.,
2008). Entretanto, os resultados encontrados na literatura sdo muitas vezes contraditorios.
Seyfarth (2008) e colaboradores constataram que a atividade antimicrobiana do polimero
contra espécies de Candida spp. diminuiu com o decréscimo da massa molecular, no entanto,
KULIKOV e colaboradores (2014) encontraram que oligoquitosanas de Mw entre 2-20 kDa
inibiram com maior eficiéncia o crescimento da Candida albicans. Portanto, a melhor
atividade antimicrobiana é resultado da interacdo da cadeia anfifilica com os fosfolipidios da
membrana celular (HUANG; KHOR; LIM, 2004). Sendo assim a analise somente da massa
molecular ndo é o suficiente, portanto a presenca de cargas positivas e a natureza anfipatica da
cadeia polimérica também sdo importantes para potencializar a atividade antiflngica destes
polimeros.

Nesse sentido, estudos realizados pelo grupo de Biomateriais e Nanotecnologia do
Ibilce-UNESP , tem demonstrado o efeito da atividade fungicida de derivados de quitosana
com diferentes contetdos de grupos hidrofobicos contra os fungos do genero Aspergillus. Os
resultados desses trabalhos mostraram que os grupos hidrofébicos ligados a cadeia de
guitosana aumentam a atividade antimicrobiana, mas sdo dependentes da massa molecular do
polimero (GABRIEL; TIERA; TIERA, 2015) confirmando que o balanco
hidrofilico/hidrofébico € extremamente importante para obter uma maior atividade
antifangica (SAJOMSANG et al., 2012).

Utilizando-se derivados quaternarios de quitosana modificados com grupos dodecil
(DE OLIVEIRA PEDRO et al., 2013; TAKAKI, M.; DIAS, A. M.; DOS SANTOS
GABRIEL, J. S.; DE OLIVEIRA PEDRO, RAFAEL ; SOUZA, R. H. F. V.; TIERA, M. J.;
DE OLIVEIRA TIERA, 2014; VIEGAS DE SOUZA et al., 2013) demonstraram inibic&o
crescente com o contetdo lipofilico e com a concentracdo de polimero contra os fungos do
género Aspergillus. Observou-se que na concentracdo de 0,5 g L™, todos os derivados
anfifilicos com graus de substituicdo de 7,0 a 29% de grupos dodecil, inibiram completamente
0 crescimento dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. A concentragéo
inibitéria minima foi diminuida em até 16 vezes aquela apresentada para quitosana nao
modificada, confirmando a importancia do contetdo hidrofébico na atividade antimicrobiana.

Em outro estudo, utilizando derivados obtidos pela reacdo de quitosanas de diferentes
massas moleculares com cloreto de 2-cloro-n,N-dietiletilamina (DEAE) foi observado também

inibicdo crescente com o0 aumento da concentragdo do polimero contra os fungos do género
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Aspergillus. Os resultados permitiram concluir que a presenca de grupamentos hidrofébicos
na estrutura da quitosana também aumentou a capacidade de inibigdo do crescimento de A.
flavus mostrando, em alguns casos, a inibicdo de 100% do crescimento do fungo (GABRIEL;
TIERA; TIERA, 2015). Em trabalho recente, o mecanismo de inibicdo foi estudado, sendo
concluido que a perturbacdo da parede tem um papel importante na inibi¢cdo do crescimento
dos fungos Aspergillus flavus (Figura 1) (DIAS et al.,, 2018). As estruturas das hifas
apresentam uma parede regular com seus componentes distribuidos de maneira uniforme ao
redor da membrana (Figura 1A), que na presenca de quitosana contendo 40% de grupos
DEAE (figura 1 C, D) mostraram-se desestruturadas e agregadas. As observacdes indicaram
que além dos pigmentos dos conidios interagirem com a quitosana anfifilica via interaces
hidrofobicas, podem também interagir eletrostaticamente, e desta forma, contribuir para a
desestruturacdo de uma barreira de defesa que tem funcdo de proporcionar aos fungos maior
resisténcia em meio ambientes hostis. A consequéncia da desestruturacdo desta organizacéo
celular é a vulnerabilizacdo da célula, visto a importancia desta, para protecdo contra
desidratacdo (principalmente nos conidios), adesdo e sustentacdo celular e protecdo contra o
ataque de patdgenos (DIAS et al., 2018).

Figura 1: Imagens obtidas de Microscopias Eletrénicas de Transmissdo das hifas do fungo A. flavus. A, B e C,

D s&o hifas crescidas na auséncia e na presenca do polimero (Q 40% DEAE), respectivamente.

Fonte: Adaptado de DIAS et al., 2018
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Todos esses resultados evidenciaram que os derivados de quitosana tem uma faixa
6tima de valor de Mw e o balango hidrofilico/hidrofobico das modificagdes na cadeia
polimérica podem explicar a maior eficiéncia do polimero contra diferentes microrganismos
que apresentam paredes celulares e membranas com propriedades variadas. (GABRIEL et
al.,2015; DIAS et al.,2018; A. KULIKOV et al., 2014)

Nesse sentido, baseado em resultados promissores da acéo desses polimeros sobre 0s
fungos do género Aspergillus foi proposto o desenvolvimento de um novo biofungicida com
potencial aplicacdo contra espécies do género Candida, uma vez que a resisténcia
antimicrobiana desses fungos prejudica todas as &reas da salde, envolvendo muitos setores e
causando impacto consideravel no conjunto da sociedade. (DOMINGUEZ et al., 1998;
MULLER; KARA-JOSE; DE CASTRO, 2013; WALSH, 2011; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). Portanto, no presente trabalho foi proposto o estudo de derivados
anfifilicos de quitosana modificados com vanilina, a qual em estudos recentes tem sido
explorada para inibicdo de microrganismos indesejaveis. (ANTONIOLLI et al., 2006; CAVA-
RODA et al., 2012; CHENIA, 2015; GARCIA-RIOS et al., 2018; MOHAMED; SHARABY,
2007; NGARMSAK et al., 2016; ORHAN-YANIKAN et al., 2019; YADAV; SAINI;
YADAYV, 2018)

A atividade dos derivados anfifilicos foi testada, buscando-se identificar as melhores
composicdes e 0s parametros estruturais que afetam a sua atividade fungicida.

A quitosana pode ser aplicada em diversas areas, como na industria de alimentos, no
tratamento de aguas residuais, nos cosméticos e, além de um potencial antifingico, na éarea
farmacéutica também atua como cicatrizante de feridas e 0ssos, no controle do colesterol,
lentes de contato e como agente antioxidante, entre outros. (FENG et al., 2008; HUANG;
MENDIS; KIM, 2005; KORMA et al., 2018; PARK; JE; KIM, 2004; SUN et al., 2008)

De maneira analoga, a vanilina também vem sendo estudada como um agente
antioxidante. (SANTOSH KUMAR; PRIYADARSINI; SAINIS, 2002; TAI et al., 2011),
desta forma, o projeto visa também testar a atividade antioxidante dos derivados de vanilina-
quitosana frente a radicais livres.

Os radicais livres sdo compostos quimicos derivados de diversas espéecies e que
apresentam elétrons desemparelhados. Isso faz com que as oxidagdes removam elétrons de
espécies quimicas presentes no organismo, tornando-as extremamente reativas. Apesar do
combate desses radicais livres ocorrerem de forma natural com antioxidantes enddgenos, pode
haver um desequilibrio entre as espécies, culminando num aumento dos radicais livres, que

atinge as macromoléculas celulares que pode gerar diversos problemas ao organismo.
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Alguns dos danos causados por essas espécies ocorrem nas proteinas, acidos
nucleicos e lipidios promovendo alteracGes dessas moléculas, que resulta no surgimento de
algumas doencas, tais como diabetes, doencas cardiacas, aterosclerose, doencas hepaticas e
cancer. (ADWAS et al., 2019; DEVASAGAYAM et al., 2004)

Neste sentido foi proposto no presente trabalno uma ampliagdo da aplicagéo desses
derivados visando como alvo a Candida albicans, onde foi possivel avaliar um possivel
sinergismo das propriedades antimicrobiana e antioxidante dos derivados anfifilicos de

quitosana enxertados com vanilina.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que as etapas de sintese e caracterizacdo, foram
concluidas com sucesso, e permitiram a obtencdo de derivados com diferentes graus de
substituicdo e massas moleculares.

A atividade antiflngica dos polimeros sintetizados foi analisada por meio dos ensaios
de CIM e CFM. Destaca-se principalmente os resultados obtidos para os polimeros ChCD e
ChDDBSV46 que apresentaram atividade fungicida nas concentragdes 0,75 e 1 g L7,
respectivamente, para a cepa de C. albicans ATCC, e os derivados de vanilina-quitosana, o
ChDDV46 que eliminou os fungos das duas cepas de isolados clinicos de C. tropicalis (7008
e 7015) e 0 ChDV52 que demonstrou atividade antifingica para o CT 7008 na segunda maior
concentracdo testada. Os demais ndo apresentaram CIM em nenhuma das concentracdes.

A citotoxicidade dos polimeros foi avaliada seguindo método colorimétrico com
MTS com de fibroblastos NIH3/3T3, cujos resultados apresentaram uma baixa toxicidade
para essas células, com a viabilidade celular acima de 70% para todos os polimeros
analisados. O que indica que os derivados ndo apresentam toxicidade significativa.

Por fim, a atividade de eliminacdo do radical cation de ABTS foi analisada com os
mesmo derivados e todos apresentaram atividade acima de 80% em quase todas as
concentragdes. As quitosanas de partida, por outro lado, ndo apresentaram bons resultados,
tendo como a melhor atividade representada na ChCD (1,5 g L™) que eliminou cerca de 50%
dos radicais presentes na solucdo. Por outro lado, a vanilina demonstrou ser um Otimo
antioxidante sendo o sinergismo dos mecanismos de acdo desse fenol aromético com o0s
polissacarideos o fator principal da atividade antioxidante dos derivados.

Os resultados mostram que o0s derivados sintetizados sdo potenciais agentes
fungistaticos e fungicidas, e outras variagdes estruturais podem ser ainda exploradas, para
maximizar as atividades. Os derivados demonstraram potencial contra as espécies nao-
albicans e todos os derivados de vanilina-quitosana sé@o bons agentes antioxidantes. Essas
duas caracteristicas combinadas em um s6 composto o torno um possivel principio ativo em
um futuro tratamento de doencas tdpicas causadas por diferentes espécies de fungos do
género Candida e na prevengdo dos problemas de saude relacionados ao desequilibro dos

radicais livres no organismo.



86

REFERENCIAS

ABHERI DAS SARMA, A. R. M. AND 1A. K. G. Free Radicals and Their Role in Different
Clinical Conditions : An Overview. International Journal of Pharma Sciences and
Research, v. 1, n. 3, p. 185-192, 2010.

ADWAS, A. et al. Oxidative stress and antioxidant mechanisms in human body Toxicological
effects of Propoxur View project Anti-dyslipidemic and Antiatherogenic Effects of Some
Natural Products View project. Article in Journal of Biotechnology, v. 6, n. 1-2019, p. 43—
47, 20109.

ALUGOJU PHANIENDRA, D. B. J.; PERIYASAMY, L. Free Radicals: Properties, Sources,
Targets, and Their Implication in Various Diseases. Indian Journal of Clinical
Biochemistry, v. 30, n. 1, p. 11-26, 2015.

AMIDI, M. et al. Chitosan-based delivery systems for protein therapeutics and antigens.
Advanced Drug Delivery Reviews, v. 62, n. 1, p. 59-82, 2010.

ANITHA, A. et al. Synthesis, characterization, cytotoxicity and antibacterial studies of
chitosan, O-carboxymethyl and N,O-carboxymethyl chitosan nanoparticles. Carbohydrate
Polymers, v. 78, n. 4, p. 672-677, 2009.

ANTONIOLLI, L. R. et al. Avaliacdo da vanilina como agente antimicrobiano em abacaxi
“Pérola” minimamente processado. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 24, n. 3, p. 473—
477, 2006.

ARYA, S. S. et al. Vanillin: a review on the therapeutic prospects of a popular flavouring
molecule. Advances in Traditional Medicine, p. 17, 2021.

BONILLA, J.; SOBRAL, P. J. A. Investigation of the physicochemical, antimicrobial and
antioxidant properties of gelatin-chitosan edible film mixed with plant ethanolic extracts.
Food Bioscience, v. 16, p. 17-25, 2016.

CAVA-RODA, R. M. et al. Antimicrobial Activity of Vanillin and Mixtures with Cinnamon
and Clove Essential Oils in Controlling Listeria monocytogenes and Escherichia coli
0157:H7 in Milk. Food and Bioprocess Technology, v. 5, n. 6, p. 2120-2131, 2012.

CAVALHEIRO, M.; TEIXEIRA, M. C. Candida Biofilms: Threats, challenges, and
promising strategies. Frontiers in Medicine, v. 5, n. FEB, p. 1-15, 2018.

CHENIA, H. Y. Antimicrobial activity of cinnamaldehyde, vanillin and kigelia africana fruit
extracts against fish-associated chryseobacterium and myroides spp. Isolates. African
Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines, v. 12, n. 3, p. 55-67,
2015.

COLOMBO, A. L.; GUIMARAES, T. Epidemiology of hematogenous infections due to
Candida spp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, n. 5, p. 599—
607, 2003.

COWEN, L. E. et al. Mechanisms of antifungal drug resistance. Cold Spring Harbor
Perspectives in Medicine, v. 5, n. 7, p. 1-22, 2015.



87

DE ASSIS, C. F. et al. Chitooligosaccharides antagonize the cytotoxic effect of glucosamine.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 28, n. 3, p. 1097-1105, 2012.

DE OLIVEIRA PEDRO, R. et al. Synthesis, characterization and antifungal activity of
quaternary derivatives of chitosan on Aspergillus flavus. Microbiological Research, v. 168,
n. 1, p. 50-55, 2013.

DE OLIVEIRA TIERA, V. A.; WINNIK, F. M.; TIERA, M. J. Interaction of amphiphilic
derivatives of chitosan with DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). Journal
of Thermal Analysis and Calorimetry, v. 100, n. 1, p. 309-313, 2010.

DE PAULA PANSANI OLIVEIRA, F. et al. Synthesis and evaluation of diethylethylamine-
chitosan for gene delivery: Composition effects on the in vitro transfection efficiency.
Nanotechnology, v. 24, n. 5, 2013.

DESBRIERES, J.; MARTINEZ, C.; RINAUDO, M. Hydrophobic derivatives of chitosan:
Characterization and rheological behaviour. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 19, n. 1, p. 21-28, 1996.

DEVASAGAYAM, T. P. A. et al. Free radicals and antioxidants in human health: Current
status and future prospects. Journal of Association of Physicians of India, v. 52, n. OCT, p.
794-804, 2004.

DIAS, A. M. et al. Insights on the antifungal activity of amphiphilic derivatives of
diethylaminoethyl chitosan against Aspergillus flavus. Carbohydrate Polymers, v. 196, n.
May, p. 433-444, 2018.

DOMINGUEZ, J. M. et al. Sordarins: A new class of antifungals with selective inhibition of
the protein synthesis elongation cycle in yeasts. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
v.42,n.9, p. 2274-2278, 1998.

FELICE, F. et al. Effect of different chitosan derivatives on in vitro scratch wound assay: A
comparative study. International Journal of Biological Macromolecules, v. 76, p. 236-241,
2015.

FENG, T. et al. Enhancement of antioxidant activity of chitosan by irradiation.
Carbohydrate Polymers, v. 73, n. 1, p. 126-132, 2008.

G. E. KHACHATRYAN, N. I. M. AND V. B. G. Antibacterial Properties of New Chitosan-
Based Schiff Bases. International Journal of Advanced Research, v. 6, n. 7, p. 1187-1192,
2018.

GABRIEL, J. D. S,; TIERA, M. J.; TIERA, V. A. D. O. Synthesis, Characterization, and
Antifungal Activities of Amphiphilic Derivatives of Diethylaminoethyl Chitosan against
Aspergillus flavus. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 63, n. 24, p. 5725—
5731, 2015.

GANAN, M. et al. Antifungal activity of well-defined chito-oligosaccharide preparations
against medically relevant yeasts. PLoS ONE, v. 14, n. 1, p. 1-14, 2019.

GARCIA-RIOS, E. et al. Improved antimicrobial activity of immobilised essential oil
components against representative spoilage wine microorganisms. Food Control, v. 94, n.
July, p. 177-186, 2018.



88

GARCIA-RUBIO, R. et al. The Fungal Cell Wall: Candida, Cryptococcus, and Aspergillus
Species. Frontiers in Microbiology, v. 10, n. January, p. 1-13, 2020.

GARCIA, L. G. S. et al. Effect of the molecular weight of chitosan on its antifungal activity
against Candida spp. in planktonic cells and biofilm. Carbohydrate Polymers, v. 195, n.
April, p. 662-669, 2018.

HERNANDEZ-LAUZARDO, A. N. et al. Antifungal effects of chitosan with different
molecular weights on in vitro development of Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill.
Carbohydrate Polymers, v. 73, n. 4, p. 541-547, 2008.

HOSSEINI, B.; SAEDISOMEOLIA, A.; ALLMAN-FARINELLI, M. Association Between
Antioxidant Intake/Status and Obesity: a Systematic Review of Observational Studies.
Biological Trace Element Research, v. 175, n. 2, p. 287-297, 2017.

HUANG, M. et al. Transfection efficiency of chitosan vectors: Effect of polymer molecular
weight and degree of deacetylation. Journal of Controlled Release, v. 106, n. 3, p. 391-406,
2005.

HUANG, M.; KHOR, E.; LIM, L. Y. Uptake and Cytotoxicity of Chitosan Molecules and
Nanoparticles: Effects of Molecular Weight and Degree of Deacetylation. Pharmaceutical
Research, v. 21, n. 2, p. 344-353, 2004.

HUANG, R.; MENDIS, E.; KIM, S. K. Factors affecting the free radical scavenging behavior
of chitosan sulfate. International Journal of Biological Macromolecules, v. 36, n. 1-2, p.
120-127, 2005.

JAYAKUMAR, R. et al. Novel Chitin and Chitosan Materials in Wound Dressing.
Biomedical Engineering, Trends in Materials Science, 2012.

JUNIOR, E. N. D. O. Fungal Growth Control by Chitosan and Derivatives. Intech Open, v. i,
p. 13, 2016.

KARUPPAYIL, J. S. R. R. B. S. S. M. Inhibition of Candida albicans growth and
morphogenesis reveals potential antifungal activity of vanillin. Nanded: 2012

KEWAUNEE, D. E.; ALLEN, G. ORAL Candida spp. COLONIZATION IN HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUSINFECTED INDIVIDUALS. J. Venom. Anim. Toxins
incl. Trop. Dis., 2007.

KONG, M. et al. Antimicrobial properties of chitosan and mode of action: A state of the art
review. International Journal of Food Microbiology, v. 144, n. 1, p. 51-63, 2010.

KORMA, S. A. et al. Production, Classification, Properties and Application of Chitosan.
International Journal of Research in Agricultural Sciences, v. 3, n. 3, p. 2348-3997, 2018.

KULIKOV, S. N. et al. Antifungal activity of oligochitosans (short chain chitosans) against
some Candida species and clinical isolates of Candida albicans: Molecular weight-activity
relationship. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 74, p. 169-178, 2014.

LEITE, R. DE F. Concentracdo inibitoria minima de extratos brutos produzidos por
actinobactérias para agentes causadores de mastite bovina. [s.l.] Universidade de Séo
Paulo, 2016.



89

LEMKE, T. L. et al. Foye’s principles of medicinal chemistry: Seventh edition. [s.]: s.n.].

LI, Q. et al. Novel water soluble chitosan derivatives with 1,2,3-Triazolium and their free
radical-scavenging activity. Marine Drugs, v. 16, n. 4, p. 1-13, 2018.

LIEN Al PHAM-HUY, HUA HE, C. P.-H. Free Radicals, Antioxidants in Disease and
Health. International journal of Biomedical science, v. 4, n. 2, p. 89-96, 2008.

MAFFEI, C. M. L. Agentes Antifungicos. Quimioterapia antifangica, p. 5-8, 2002.

MAKANJUOLA, O.; BONGOMIN, F.; FAYEMIWO, S. A. An update on the roles of non-
albicans candida species in vulvovaginitis. Journal of Fungi, v. 4, n. 4, 2018.

MARIN, L. et al. Antifungal vanillin-imino-chitosan biodynameric films. Journal of
Materials Chemistry B, v. 1, n. 27, p. 3353-3358, 2013.

MARTINEZ, R. An update on the use of antifungal agents. Jornal brasileiro de

pneumologia : publicacao oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisilogia, V.
32,n.5, p. 449-60, [s.d.].

MATICA, A.; OSTAFE, V. Antifungal Properties of Chitosans. West University of
Timisoara, v. 26, n. 1, p. 55-63, 2017.

MAYER, F. L.; WILSON, D.; HUBE, B. Candida albicans pathogenicity mechanisms.
Virulence, v. 4, n. 2, p. 119-128, 2013.

MILAN, E. P. et al. Azole resistance among oral Candida species isolates from AIDS patients
under ketoconazole exposure. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 32, n. 3,
p. 211-216, 1998.

MOHAMED, G. G.; SHARABY, C. M. Metal complexes of Schiff base derived from
sulphametrole and o-vanilin. Synthesis, spectral, thermal characterization and biological
activity. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 66,
n. 4-5, p. 949-958, 2007.

MOREIRA, P. L.; BOAS, P. J. F. V.; FERREIRA, A. L. A. Association between oxidative
stress and nutritional status in the elderly. Revista da Associacao Medica Brasileira, v. 60,
n. 1, p. 75-83, 2014.

MULLER, G. G.; KARA-JOSE, N.; DE CASTRO, R. S. Antifungals in eye infections: Drugs
and routes of administration. Revista Brasileira de Oftalmologia, v. 72, n. 2, p. 132-141,
2013.

NGARMSAK, M. et al. Antimicrobial Activity of Vanillin against Spoilage Microorganisms
in Stored Fresh-Cut Mangoes. Journal of Food Protection, v. 69, n. 7, p. 1724-1727, 2016.

NOGUEIRA, J. H. C. et al. Ageratum conyzoides essential oil as aflatoxin suppressor of
Aspergillus flavus. International Journal of Food Microbiology, v. 137, n. 1, p. 55-60,
2010.

NUCCI, M. et al. Epidemiology of opportunistic fungal infections in latin America. Clinical
Infectious Diseases, v. 51, n. 5, p. 561-570, 2010.



90

ORHAN-YANIKAN, E. et al. Essential oils compounds as antimicrobial and antibiofilm
agents against strains present in the meat industry. Food Control, v. 101, n. February, p. 29—
38, 2019.

PACHECO, S.; DAMASIO, F. Vanilina: Origem, Propriedades e Produc&o. [s.l: s.n.].

PACHECO, S. M. V.; MORGADQO, A. F.; JUNIOR, A. F. Biossintese de vanilina pelo fungo
Pycnoporus sanguineus MIP 95001. Biotemas, v. 26, n. 3, p. 1-9, 2013.

PARK, P.J.; JE, J. Y.; KIM, S. K. Free radical scavenging activities of differently
deacetylated chitosans using an ESR spectrometer. Carbohydrate Polymers, v. 55, n. 1, p.
17-22, 2004.

PU, S. et al. An in vitro comparison of the antioxidant activities of chitosan and green
synthesized gold nanoparticles. Carbohydrate Polymers, v. 211, n. September 2018, p. 161
172, 20109.

REX, J. H. et al. Detection of amphotericin B-resistant Candida isolates in a broth-based
system. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 39, n. 4, p. 906-909, 1995.

ROMERO-CORTES, T. et al. Antifungal activity of vanilla juice and vanillin against
Alternaria alternata. CYTA - Journal of Food, v. 17, n. 1, p. 375-383, 2019.

RUANO, P. et al. Emerging Pathogens of the Candida Species. Intech, n. tourism, p. 13,
2016.

SAHARIAH, P.: MASSON, M. Antimicrobial Chitosan and Chitosan Derivatives: A Review
of the Structure-Activity Relationship. Biomacromolecules, v. 18, n. 11, p. 3846-3868, 2017.

SAIBABU, V. et al. Vanillin confers antifungal drug synergism in Candida albicans by
impeding CaCdr2p driven efflux. Journal de Mycologie Medicale, v. 30, n. 1, p. 100921,
2020.

SAJOMSANG, W. et al. Antifungal property of quaternized chitosan and its derivatives.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 50, n. 1, p. 263-269, 2012.

SANGLARD, D.; ODDS, F. C. Resistance of Candida species to antifungal agents: Molecular
mechanisms and clinical consequences. Lancet Infectious Diseases, v. 2, n. 2, p. 73-85,
2002.

SANTOSH KUMAR, S.; PRIYADARSINI, K. I.; SAINIS, K. B. Free radical scavenging
activity of vanillin and o-vanillin using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical. Redox
Report, v. 7, n. 1, p. 3540, 2002.

SARDI, J. C. O. et al. Candida species: Current epidemiology, pathogenicity, biofilm
formation, natural antifungal products and new therapeutic options. Journal of Medical
Microbiology, v. 62, n. PARTY, p. 10-24, 2013.

SEYFARTH, F. et al. Antifungal effect of high- and low-molecular-weight chitosan
hydrochloride, carboxymethyl chitosan, chitosan oligosaccharide and N-acetyl-d-glucosamine
against Candida albicans, Candida krusei and Candida glabrata. International Journal of
Pharmaceutics, v. 353, n. 1-2, p. 139-148, 2008.



91

SILVA-DIAS, A. et al. Anti-biofilm activity of low-molecular weight chitosan hydrogel
against Candida species. Medical Microbiology and Immunology, v. 203, n. 1, p. 25-33,
2014,

SILVA, S. et al. Candida glabrata, Candida parapsilosis and Candida tropicalis: Biology,
epidemiology, pathogenicity and antifungal resistance. FEMS Microbiology Reviews, v. 36,
n. 2, p. 288-305, 2012.

SINGH, D. K.; TOTH, R.; GACSER, A. Mechanisms of Pathogenic Candida Species to
Evade the Host Complement Attack. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v.
10, n. March, p. 1-9, 2020.

SMITH, E. B. History of antifungals. Journal of the American Academy of Dermatology,
v.23,n.4,p. 776-778, 1990.

SOBEL, J. D. Vulvovaginal candidosis. Lancet, v. 369, n. 9577, p. 1961-1971, 2007.

SPAMPINATO, C.; LEONARDI, D. Candida infections, causes, targets, and resistance
mechanisms: Traditional and alternative antifungal agents. BioMed Research International,
v. 2013, 2013.

STORT]I, L. R. et al. Candida spp. isolated from inpatients, the environment, and health
practitioners in the pediatric unit at the Universitary Hospital of the Jundiai Medical College,
state of Sdo Paulo, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 45, n.
2, p. 225-231, 2012.

SUDBERY, P. E. Growth of Candida albicans hyphae. Nature Reviews Microbiology, v. 9,
n. 10, p. 737-748, 2011.

SUN, T. et al. Antioxidant activity of N-carboxymethyl chitosan oligosaccharides.
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 18, n. 21, p. 5774-5776, 2008.

TAFF, H. T. et al. Mechanisms of Candida biofilm drug resistance. Future Microbiology, v.
8, n. 10, p. 1325-1337, 2013.

TAI, A. et al. Evaluation of antioxidant activity of vanillin by using multiple antioxidant
assays. Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects, v. 1810, n. 2, p. 170-177, 2011.

TAKAKI, M. ; DIAS, A. M. ; DOS SANTOS GABRIEL, J. S. ; DE OLIVEIRA PEDRO,
RAFAEL ; SOUZA, R. H. F. V. ; TIERA, M. J. ; DE OLIVEIRA TIERA, V. A.
SYNTHESIS , CHARACTERIZATION AND STUDY OF AMPHIPHILIC
QUATERNARY DERIVATIVES OF CHITOSAN : IN VITRO STUDY AGAINST
Aspergillus flavus. ADVANCES IN CHITIN SCIENCE VOLUME X1V PROCEEDINGS.
Anais...2014

VERLEE, A.; MINCKE, S.; STEVENS, C. V. Recent developments in antibacterial and
antifungal chitosan and its derivatives. Carbohydrate Polymers, v. 164, p. 268-283, 2017.

VIEGAS DE SOUZA, R. H. F. et al. Hydrophobic effect of amphiphilic derivatives of
chitosan on the antifungal activity against Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus.
Molecules (Basel, Switzerland), v. 18, n. 4, p. 44374450, 15 abr. 2013.



92

WALSH, T. J. Invasive Fungal Infections: Problems and Challenges for Developing New
Antifungal Compounds. Emerging Targets in Antibacterial and Antifungal
Chemotherapy, v. 032, p. 349-373, 2011.

WHO. WHO Antimicrobial resistanceThe Canadian Veterinary Journal, 2014.

WILHEIM, A. B. et al. The resistance to fluconazole in patients with esophageal candidiasis.
Arquivos de Gastroenterologia, v. 46, n. 1, p. 32-37, 2009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global action plan on antimicrobial resistance. WHO
Press, p. 1-28, 2015.

YADAYV, R.; SAINI, D.; YADAYV, D. Synthesis and evaluation of vanillin derivatives as
antimicrobial agents. Turkish Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 15, n. 1, p. 57-62,
2018.

YAMAUCHI, R. Vitamin E: Mechanism of Its Antioxidant Activity. Food Science and
Technology International, Tokyo, v. 3, n. 4, p. 301-309, 1997.

YANEVA, Z. et al. The 21st century revival of chitosan in service to bio-organic chemistry.
Biotechnology and Biotechnological Equipment, v. 34, n. 1, p. 221-237, 2020.

YOUNG, I. S.; WOODSIDE, J. V. Antioxidants in health and disease. Journal of clinical
pathology, v. 54, n. 3, p. 176-186, mar. 2001.





