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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



19

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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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Candida spp.

As espécies do género Candida estdo presentes naturalmente na microbiota humana,
podendo se alojar na boca, garganta, intestino e vagina, porém, a partir do final do século XX,
observou-se que foram capazes, em certas condi¢bes favoraveis, se disseminar por todo o
hospedeiro causando diferentes tipos de doencas.

Nas ultimas décadas, houve um aumento consideravel de infecgbes causadas por
Candida spp., principalmente nas unidades de terapia intensiva (UTI) dos hospitais. Esse
acréscimo nos casos esta relacionado diretamente a alguns fatores de risco envolvendo os
pacientes, como: 0 baixo peso, nascimento prematuro, doencgas congénitas, deficiéncia
imunoldgica, uso de cateteres vasculares, longa estadia nas dependéncias hospitalares, entre
outros. (Colombo & Guimardes, 2003; Garcia-Rubio, de Oliveira, Rivera, & Trevijano-
Contador, 2020; Kewaunee & Allen, 2007; Ruano et al., 2016; Singh, Téth, & Gécser, 2020;
Sobel, 2007; Storti et al., 2012; Cowen, Sanglard, Howard, Rogers, & Perlin, 2015)

A Candida pertence a classe Ascomycetes e a familia Saccharomycetaceae, € um
fungo que inclui uma gama extremamente heterogénea de organismos que podem crescer
como leveduriforme (Figura 2). Em condigbes padrbes e com o0s nutrientes ideais, as
leveduras crescem de forma exponencial como células em brotamento que podem alterar da
forma esférica a oval, porém, espécies como a Candida albicans e Candida dubliniesis podem
produzir um tipo de crescimento filamentoso tanto como hifas ou como pseudohifas (mais
comuns), demonstrados na Figura 2. (SUDBERY, 2011)

A diferenca entre hifas e pseudohifas esta estritamente relacionada a sua formacéo,
as hifas sdo formadas por meio de células de leveduras ou por ramos de hifas existentes, ja
pseudohifas sdo formadas a partir de células de leveduras ou hifas por brotamento, mas o
novo crescimento conserva-se ligado a célula-mée. Também nédo ha paredes cruzadas internas
(septos) relacionadas a pseudohifas.

Sendo assim, pode-se afirmar que as espécies Candida albicans e Candida
dubliniesis sdo polimorficas tendo em vista suas possibilidades de formar hifas e pseudohifas.
Por outro lado, C. glabrata ndo é uma espécie polimorfica, seu crescimento se da como
blastoconidios (levedura) e a C. parapsilosis por sua vez ndo produz hifas, mas pode gerar
pseudohifas que sdo grandes e curvadas, também conhecidas como “células gigantes”.
(SILVA et al., 2012)
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Figura 2: Principais morfologias das espécies de Candida
Leveduras Hifas

Imm —

Fonte: Adaptado de Sudbery, 2011

Entre as espécies de fungos que ja foram isoladas de humanos, a Candida albicans é
a mais frequente nos casos de infec¢fes invasivas e também em pacientes saudaveis. Esse é o
fungo patdgeno oportunista mais importante e mais amplamente estudado. (GARCIA-RUBIO
etal., 2020; SILVA et al., 2012; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013)

Contudo, a partir do inicio do século XXI houve um aumento significativo de
infeccBes por espécies de Candida nédo-albicans (CNA) que pode estar relacionado com a
melhora no diagnostico, por meio de novas tecnologias de analises para diferenciar as
espécies de Candida. Além disso, essa prevaléncia de espécies de CNA pode estar relacionada
a resisténcia de alguns antifingicos convencionais, possivelmente por serem utilizados em
infeccOes por esse fungo mesmo quando hé espécies mistas presentes no hospedeiro. (SILVA
etal., 2012)

2.2 Epidemiologias e patogenicidade das espécies de Candida.
2.2.1 Epidemiologia

A epidemiologia é o estudo cientifico de doencas e como elas sdo encontradas,
disseminadas e controladas em grupos de pessoas.

Muitas das espécies de Candida, como mencionado anteriormente, sdo comensais e
formam colénias na pele e na mucosa. Pessoas extremamente doentes ou
imunocomprometidas (pacientes cujos mecanismos normais de defesa contra infec¢do estdo

comprometidos) tem uma maior propensdo a desenvolver candidiase superficial e outras
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infeccOes potencialmente fatais. Essas pessoas costumam ser receptores de transplante e de
implante, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e individuos com céncer.
(SARDI et al., 2013; SINGH; TOTH; GACSER, 2020)

Os pacientes diagnosticados com AIDS sdo os que mais sofrem com as infecgdes
causadas por Candida. Como consequéncia, eles lidam com a desnutricdo e com a baixa
absorcdo de medicamentos devido ao desenvolvimento da candidiase orofaringea (infeccéo
mais comum entre os pacientes portadores do virus).

O fungo com o maior indice de infeccBes fungicas é C. albicans (Figura 3) essa
espécie impacta na saude e na economia culminando em desafios na &rea da salde publica
mundial devido a suas altas taxas de mortalidade e pelo acréscimo consideravel nos custos
financeiros de atendimento aos pacientes e suas longas estadias hospitalares. (RUANO et al.,
2016; SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012; SINGH; TOTH; GACSER, 2020)

Figura 3: Taxas relativas de infec¢fes por espécies de Candida

C. albicans 82%
C. glabrata 14%
C. krusei 3%

C. kefyr 1%
Outras 0,15%

Fonte: Adaptado de Ruano et al., 2016

Por mais que a C. albicans seja a espécie com maior prevaléncia nas infeccoes
fangicas invasivas, o nimero de infecgdes por Candida ndo-albicans vem crescendo. Em
estudos nos Estados Unidos, mais de 2000 pacientes foram constatados com uma prevaléncia
das infecgcOes por espécies ndo-albicans. Uma analise realizada em paises na Europa apontou
que em 50% dos casos de candidemia (infeccdo da corrente sanguinea ocasionada por
leveduras do género Candida) eram causados por C. albicans e as demais eram por ndo-
albicans, sendo 14% para C. glabrata e C. parapsilosis, 7% C. tropicalis e 2% para C. krusei.
(SARDI et al., 2013)
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Na América Latina também foram observadas mudancas na epidemiologia do fungo.
No Chile, por exemplo, um aumento das espécies de CNA, como C. parapsilosis (mais
frequente), C. tropicalis e C. glabrata foi contatado. De acordo com a Rede Brasileira de
Estudos de Candidemia, 40,9% dos casos sdo referentes a C. albicans seguida por 20,9% de
C. tropicalis, C. parapsilosis (20,5%) e C. glabrata (4,9%) dos casos no Brasil. Essa
distribuicdo é consistente com estudos realizados na Argentina e também no Chile. (NUCCI
etal., 2010; SARDI et al., 2013; SINGH; TOTH; GACSER, 2020)

2.2.2 Patogenicidade

A Patogenicidade refere-se a habilidade de um organismo causar doencas, dessa
forma, o fungo do género Candida pode causar infecdes que sdo comumente classificadas
como candidiase ou candidose, essas infec¢bes tem uma gama variada de possibilidades de se
manifestarem no hospedeiro, portanto, podem ser classificadas como superficiais que inclui as
infeccOes cutaneas e nas mucosas. As infeccOes profundas e generalizadas sdo conhecidas
como candidiase invasiva e costumam ser mais severas com o hospedeiro, dificultando ainda
mais o tratamento. (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; MAKANJUOLA; BONGOMIN;
FAYEMIWO, 2018; SARDI et al., 2013; SOBEL, 2007)

Hé& dois mecanismos de transmissdo da candidemia, enddgeno (principal) e exdgeno.
A candidemia enddgena se estabelece quando as espécies de Candida presentes na microbiota
em qualquer sitio anatdmico se aproveitam do hospedeiro débil para se tornar um patégeno
oportunista. Ja a candidemia exdgena ocorre por um intermediario, na maioria das vezes por
meio dos profissionais de salde que estdo em contato com 0s pacientes, além de, como ja
mencionado, via materiais hospitalares, cateteres contaminados e solucBes intravenosas.
(SARDI et al., 2013)

Por isso Candida spp. € considerada o principal patdgeno, pois apresenta uma
versatilidade e habilidade de sobreviver em diversos sitios anatdmicos, a sua patogenicidade €
maior devido a alguns fatores de viruléncia, um dois mais importantes é a facilidade da
aderéncia ao tecido do hospedeiro e a equipamentos médicos, formacdo de biofilmes e
secrecdo de enzimas (hidroliticas proteases, fosfolipases e hemolisinas).

Essa aderéncia a superficies do hospedeiro é o principal fator que permite a
colonizagdo dos fungos nos tecidos humanos, porém a ligacdo inicial entre as células das
espécies de Candida e os tecidos é intermediada por fatores como hidrofobicidade e forcas
eletrostaticas entre os envolvidos, além de serem promovidos também por adesinas
(complexos proteicos que reconhecem e se ligam a receptores também proteicos na superficie
da célula do hospedeiro). (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; SARDI et al., 2013)
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Outro desafio ao abordar as infec¢bes fangicas por Candida, é a formacgdo de
biofilmes, pois esse processo aumenta ainda mais a resisténcia a antifingicos convencionais
dificultando ainda mais o tratamento das infeccfes sistémicas.

Os biofilmes formados por C. albicans, por exemplo (Figura 4), iniciam com a
adesdo de células de levedura em uma superficie do hospedeiro, em seguida forma-se uma
pequena coldnia. Na fase intermediéaria, as células fungicas se arranjam e comegcam a produzir
e secretar substancias poliméricas extracelulares, que por sua vez ddo origem a uma estrutura
tridimensional que na sua forma madura nada mais é que o préprio biofilme. Uma vez que
houve a formacdo do biofilme, ha entdo, a possibilidade da sua propagacdo em diversos
outros nichos dando origem a formacdo de mais biofilmes. (CAVALHEIRO; TEIXEIRA,
2018)

Figura 4: Esquema dos trés estagios de formacéo de biofilme da C. albicans

TTTT — €

Fase inicial Fase intermediaria Fase madura e dispersao

7 Célula \Hifa % Proteina A Carboidrato Matriz extracelular Célula filha

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020 e adaptado de CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018

2.3 Antifungicos convencionais e mecanismos de resisténcia

Em meados da segunda guerra mundial, os poucos agentes farmacolégicos presentes
no tratamento das infec¢bes fungicas incluiam &cidos fracos, corantes fendlicos e o acido
undecilénico, a maior descoberta no tratamento daquela época. Até o inicio dos anos 60 a
griseofulvina foi o antibidtico antifingico oralmente eficaz utilizado. Posteriormente, o
antifangico sintético, tolnaftato e os antibidticos de polienos, foram 0s primeiros compostos
utilizados no tratamento das infecdes por Candida spp. (SMITH, 1990). Neste cenario
acreditava-se que eles seriam diversificados e numerosos, porém, infelizmente hoje em dia
existem apenas algumas poucas classes de compostos quimicos (

Tabela 1) que se tornaram antiflngicos vigentes no tratamento das infec¢cbes comuns
e sisttmicas pela Candida spp. (COWEN et al., 2015; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).
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Tabela 1: Classes e mecanismos de a¢do dos principais antiflngicos convencionais.

Classes de
antifingicos

Polienos

Az0is

Alilaminas

Flucitosina

Equinocandinas

Ex. de medicamentos

Anfotericina B, Natamicna
e Nistatina.

Fluconazol, VVoriconazol e
Posaconazol.

Amorolfina, Butenafina e
Naftifina.

5-fluorocitosina

Anidulafungina,
Caspofungina e
Micafungina.

Mecanismo de agao

Ligam-se ao ergosterol na membrana
plasmética, formando grandes poros que
por usa vez interrompem as fungdes
celulares.

Inibicdo da biossintese de ergosterol
(Figurab).

Inibicdo da biossintese de ergosterol.

Inibicdo do metabolismo da pirimidina e
sintese de DNA.

Agentes ativos na parede celular que
inibem a biossintese de [B-1,3-Dglucan,
um importante componente estrutural da
parede celular fungicas.

Fonte: COWEN et al., 2015

Na terapia antifungica convencional, os compostos quimicos sdo administrados de

maneiras distintas dependendo do tipo de infec¢do podendo atingir o ergosterol (Figura 5). As

infeccOes superficiais podem ser tratadas com antifingicos de uso topico de maneira eficiente,

por outro lado, as infec¢Ges sistémicas sdo tratadas com medicamentos administrados via oral
ou intravenosa. (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013)
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Figura 5: Exemplo de um mecanismo de acdo de um antifingico convencional (Mecanismo de agdo dos Azdis).
(A) Funcionamento pleno da sintese do ergosterol (componente essencial para o0 bom funcionamento da célula
do fungo). (B) Sintese de um esterol toxico pela intervengdo dos compostos azélicos. O alvo especifico dos azois
¢ a enzima Lanesterol 14a-desmetilase (Ergl1) da familia do citocromo P450. O azol se liga ao Ferro (I11) na
regido heme de interacdo, impedindo o substrato enzimatico natural de lanesterol, modificando a via
biossintética produzindo um esterol toxico para a membrana celular do fungo.

A) Ergosterol B) Esterol toxico
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Fonte: Adaptado de Cowen et al., 2015

Porém, o uso exacerbado dessas classes de antifungicos, justamente por ndo haver
uma grande variedade disponivel, como mencionado anteriormente, contribuiu ao
desenvolvimento da resisténcia das classes. (COWEN et al., 2015; SPAMPINATO;
LEONARDI, 2013)

A resisténcia flngica esta relacionada diretamente a falta de resposta positiva de um
paciente frente ao tratamento terapéutico com drogas antifngicas administradas em doses
padrdes. O desenvolvimento dessa resisténcia é altamente complexo e depende de diversos
fatores relacionados diretamente ao hospedeiro e aos microrganismos. (COWEN et al., 2015)

Por mais que a farmacocinética de diversos antiflngicos ja tenha sido estudada, ndo
se sabe ao certo os mecanismos de penetracdo dos farmacos em todas as regides infectadas,
dessa forma, os fungos podem ser expostos a doses abaixo do necessario para eliminar a
infeccdo. Esse cendrio é capaz de produzir células persistentes durante a terapia, formando
reservatorios de células que podem culminar em novas infecgoes.

Todos esses fatores contribuem para uma maior adaptacdo dos microrganismos, cujas
cepas selecionadas se proliferam e geram falhas aos tratamentos dos antifungicos

convencionais.
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As cepas exibem duas formas de resisténcia microbiana, a resisténcia primaria que
sdo aquelas cepas inerentemente menos suscetiveis aos agentes antifungicos e a resisténcia
secundaria, cuja resisténcia € adquirida frente a exposicdo aos farmacos. (COWEN et al.,
2015)

Os mecanismos moleculares envolvidos sdo complexos e exibem uma vasta gama de
fatores e reagdes em varios niveis de cepas resistentes.

Um mecanismo comum de resisténcia das espécies de Candida frente aos compostos
azolicos € a substituicdo do aminoacido alvo da droga, impedindo a sua interacdo. Mais de
140 substituicbes de aminoécidos ja foram registradas em cepas resistentes, tendo efeitos
adicionais em muitos dos casos. (COWEN et al., 2015)

A superexpressdo da enzima Ergll (alvo dos azois) € um mecanismo de resisténcia
presente na C. albicans que consiste no aumento exacerbado dessa enzima, 0 que requer ainda
mais do antifingico, reduzindo a suscetibilidade. Esse mecanismo vem sendo reportado
também em cepas isoladas de C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.

H& também outro mecanismo comum nas células fungicas que consiste na ativacéo
de bombas de efluxo (saida de uma determinada substancia para o exterior de uma célula) na
membrana celular, o que permite o reconhecimento de diversos compostos quimicos nocivos
a célula, promovendo a resisténcia a diversas drogas. (COWEN et al., 2015)

A habilidade de formacdo de biofilmes é uma das principais caracteristicas de
resisténcia microbiana, eles protegem os fungos de fatores externos, como defesa do sistema
imunoldgico do hospedeiro e medicamentos antifingicos. (CAVALHEIRO; TEIXEIRA,
2018)

Os biofilmes da Candida spp. sdo intrinsicamente resistentes aos azois, porém seus
mecanismos dependem de varios fatores que envolvem o efluxo dos compostos quimicos e
sequestro de drogas dentro da estrutura da matriz do biofilme, este sendo o maior
determinante de multirresisténcia. (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; COWEN et al., 2015;
TAFF et al., 2013)

Além dos mecanismos de resisténcia ja citados, existem também regulacdo de
elementos cis-ativos, elementos trans-ativos, anormalidades cromossémicas, defeitos
mitocondriais, entre outros. (COWEN et al., 2015)

2.4 Quitosana
A quitosana é um copolimero catiénico de origem natural derivado da quitina,
isolado pela primeira vez em 1811. E o segundo polissacarideo mais profuso na natureza,

constituinte da parede celular de fungos, carapaca de insetos e exoesqueleto de crustaceos.
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Apresenta uma excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade mucoadesiva,
propriedades antifingicas, analgésicas e antitumorais, além de baixa citotoxicidade para
humanos. (AMIDI et al., 2010; DE OLIVEIRA PEDRO et al., 2013; HUANG et al., 2005;
JAYAKUMAR et al., 2012; YANEVA et al., 2020)

A quitina bem como a quitosana (Figura 6) sdo formadas por meio de unidades 2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amina-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligacoes
glicosidicas B(1—4) em fragdes mutdveis, na qual a quitina ¢ composta em sua maioria por
grupos acetamida ao passo que na quitosana prevalecem os grupos amina (YANEVA et al.,
2020)

Figura 6: Esquema de desacetilacdo de quitina com NaOH para a formag&o da quitosana (elaborado pelo autor,
2020). O grau de desacetilacdo relativo a quitosana pode ser controlado durante o processo da hidrdlise alcalina

aplicado & quitina, por meio de uma combinacéo de altas temperaturas e longo tem

po de reacdo.
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Fonte: Adaptado de YANEVA et al., 2020

Na literatura, os valores mais baixos encontrados para o grau de desacetilagéo (GD)
da quitosana estdo por volta de 40-60%, porém a maioria das quitosanas comerciais tem um
GD de 70 a 90%. O processo de preparacdo de quitosana com um GD mais elevado (GD >
95%) é comumente utilizado para aplicacGes bioldgicas especificas.

Por apresentar uma vasta abundéancia de grupos amina (-NH,, carbono C2) e
hidroxila (-OH, carbonos C3 e C6) em seus mondmeros, este polimero proporciona a
possibilidade de incorporagdo de outros compostos em sua cadeia polimérica. Baseado na
presenca desses grupos reativos (NH, e OH), nos Gltimos anos, tem-se estudado diversos
de

suas caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, forma, carga, densidade, solubilidade) e

derivados quitosana que permitem melhorar

consequentemente suas atividades bioldgicas (biocompatibilidade, atividade antifingica e
antibacteriana, antioxidante e a biodegradabilidade). (YANEVA et al., 2020)(JUNIOR, 2016)
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Devido a presenca desses grupos aminos primarios, a quitosana pode ser carregada
positivamente (Figura 7), a magnitude dessa densidade de carga, por outro lado, depende de
fatores como pH, GD e a forca ibnica do meio. Em meios acidos, os grupos —NH; ficam
parcialmente protonados, 0 que gera repulsdo entre as cadeias positivas do polimero,
propiciando a interagdo intermolecular com moléculas de agua (aumento da solubilidade),
solvatacdo de macromoléculas, além do aumento da atividade antimicrobiana pela maior

interacdo com a parede celular dos fungos. (YANEVA et al., 2020)

Figura 7: Protonagédo dos grupos amina da quitosana em meio &cido e a interagdo destes com a agua
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Resultados recentes de pesquisas nas areas da biomedicina e farmécia sobre drug
delivery, gene delivery, encapsulamento de células, engenharia de tecidos, cicatrizagdo de
feridas, embalagem de alimento antibacterianos, entre outros, baseiam-se nos derivados de
quitosana. Essas modificacdes realizadas sdo determinantes no desempenho do polimero, por
isso, elas sdo extremamente especificas e dependem diretamente da aplicacdo desses
derivados. (YANEVA et al., 2020)

Nesse contexto, a acao frente as espécies microbianas, como fungos e bactérias, se da
por caracteristicas individuais e por fatores intrinsecos dos derivados de quitosana, como
densidade de cargas positivas, balanco hidrofilico/hidrofébico, capacidade de quelagéo,
solubilidade em &gua e alguns fatores fisico-quimicos tais como a forga idnica, pH,

temperatura do meio e a massa molecular (KONG et al., 2010).

2.5 Efeitos antimicrobianos da quitosana e seus derivados

Encontra-se na literatura um vasto leque de exemplos dos efeitos antifingicos da
quitosana e seus derivados. A forma com que esses polimeros atuam depende de diversos
fatores, dentre eles se destaca o tipo do microrganismo. (GANAN et al., 2019; VERLEE;
MINCKE; STEVENS, 2017)
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A atividade antifungica da quitosana pode ser compreendida por diversos
mecanismos. Estudos demonstram que as cargas positivas na cadeia polimérica afetam a
membrana celular do fungo por meio de interacGes eletrostaticas com as cargas negativas dos
fosfolipidios presentes na membrana. A massa molecular (Mw) do polissacarideo também
interfere em sua atividade antimicrobiana, dependendo do seu valor, a quitosana pode se
inserir na célula apds ter ocasionado a perturbacdo na membrana. Uma vez na dentro da
célula, ela pode interferir na sintese de DNA e/ou RNA e proteinas. (MATICA; OSTAFE,
2017)

A composicdo da parede celular dos fungos desempenha um papel importante nas
caracteristicas antifingicas da quitosana e quando de fato ocorre a interacdo quitosana-
membrana ela interfere no crescimento do fungo. Resultados obtidos de microscopia apontam
que oligoquitosanas (quitosana com tamanho de 2 a 10 mondmeros) podem se difundir dentro
das hifas, interagindo com as enzimas responsaveis pelo crescimento dos fungos. A
deterioracdo das células fangicas depende também da concentracdo dos derivados de
quitosana (quanto maior a concentracdo, a atividade antifungica também aumenta), GD e do
pH (quanto maior o pH, menor € a eficacia dos polimeros). (JUNIOR, 2016; MATICA,
OSTAFE, 2017). Estudos mostraram que o aumento do grau de desacetilagdo (GD),
combinado com a diminuicdo da massa molecular contribui para uma melhor atividade
antifangica. Esse efeito foi observado com vaérias espécies de fungos como: C. albicans,
Fusarium oxyporum, Aspergilus parasiticus, A. fumigatus e A. flavus. Os estudos indicam que
0 mecanismo de acdo da quitosana (Figura 8) estd diretamente relacionado com a interacdo
eletrostatica das cargas positivas do polimero com as cargas negativas dos fosfolipidios da
membrana celular, pois, o aumento de GD, esta intrinsicamente relacionado com o aumento
dos grupos -NH livres na cadeia polimérica, o que permite uma maior interacdo com a regido
polar dos fosfolipidios. (GANAN et al., 2019; JUNIOR, 2016; MATICA; OSTAFE, 2017;
VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017)
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Figura 8: Possivel mecanismo da acdo antifungica da quitosana. Interacéo eletrostatica entre os grupos NH3+ da
quitosana com a regido polar negativa dos fosfolipidios da membrana celular de uma espécie de Candida
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

A quitosana também apresenta a possibilidade de formar filmes, essa propriedade
pode atuar como uma barreira, até o colapso do crescimento do patogeno. Além disso, a
quitosana pode agir como um composto quelante, o que proporciona uma interacdo seletiva
com tragcos de metais presentes no meio inibindo a producdo de toxinas e o crescimento
microbiano. (GARCIA et al., 2018; JUNIOR, 2016; VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017)

2.6 A Vanilina e a sua possivel aplicacdo como agente antifungico
2.6.1 Vanilina

A vanilina ou 4-hidrdxi-3-metoxibenzaldeido (Figura 9) € um aldeido fenolico e seu
uso como flavorizante para alimentos e fragrancias € datado de centenas de anos, € um dos
principais flavorizantes do mundo e o componente majoritario presente na baunilha, por isso é
conhecido popularmente como aroma da baunilha. Embora seu uso ja tenha sido amplamente
explorado no ramo alimenticio e de aromatizantes, as investigacdes para avaliar outras

possiveis aplicacdes da vanilina, como um possivel composto bioativo, por exemplo, ainda é
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limitado. Entretanto, mais recentemente (Figura 10), alguns estudos buscam avaliar e explorar
as atividades biologicas que poderiam ser aplicadas para multiplos fins terapéuticos, inclusive
na acdo inibitéria de microrganismos indesejaveis (ARYA et al., 2021; CHENIA, 2015;
GARCIA-RIOS et al., 2018; NGARMSAK et al., 2016; ORHAN-YANIKAN et al., 2019;
PACHECO; DAMASIO, 2010; YADAV; SAINI; YADAYV, 2018) .

Figura 9: Estruturas moleculares 2D e 3D da Vanilina
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Dentre as potenciais bioatividades da vanilina, destacam-se a neuroprotecédo
(mecanismos e estratégias usados para proteger os neurdnios contra danos decorrentes de
enfermidades que afetam o Sistema Nervoso Central), anticarcinogénica, atividade

antioxidante e atividade antimicrobiana. (ARYA et al., 2021)
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Figura 10: Numero de artigos publicados sobre bioatividades da vanilina
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Tipicamente existem trés formas de se obter a vanilina, assim como a quitosana,
pode ser extraida de forma natural, nesse caso por meio da vagem da orquidea Vanilla
planifélia, outra fonte de obtencdo € por meio da biotecnologia, porém, a mais comum € a
quimica/sintética por meio de sintese em escala industrial (ARYA et al., 2021; PACHECO;
DAMASIO, 2010; PACHECO; MORGADO; JUNIOR, 2013).

Analisando a estrutura da vanilina, podem-se observar trés diferentes grupos
presentes no anel aromatico, no C1 encontra-se o aldeido, no carbono C3 o éter e logo apds,
em C4 tem-se a hidroxila. Esses grupos conferem caracteristicas importantes para sua
utilizacdo como um composto bioativo, como apontam os estudos recentes. O projeto visa a
atuacdo conjunta da vanilina com a quitosana no desenvolvimento de novos materiais com

potencial atividade antiflngica e antioxidante.

2.6.2 Efeitos antimicrobianos da vanilina

Patdgenos flangicos sdo bem conhecidos por afetar os alimentos, a saide humana e
tambem a agricultura. Além das qualidades flavorizantes da vanilina, tem-se estudado hoje a
caracteristica antimicrobiana e a utilizacdo dela como conservante alimentar natural. Muitos
produtos quimicos naturais, incluindo os compostos fenélicos derivados das plantas, exibem
propriedades com um grande potencial antifungico, aplicado na industria alimenticia.
(YADAV; SAINI; YADAV, 2018)

A utilizagdo desses compostos no desenvolvimento de novos antiflngicos mostra-se
promissor no combate aos mecanismos de resisténcia dos farmacos convencionais.
(KARUPPAYIL, 2012)
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Em um estudo realizado por Romero-Cortes e colaboradores, verificou-se que a
vanilina na concentracdo de 0,25 mg mL™ conseguiu impedir o crescimento de cepas do
fungo Alternaria alternata, o que sugere um comportamento fungistatico da vanilina. Ela foi
capaz de aumentar o periodo de laténcia do ciclo de vida do fungo de 50 horas inicias para
112 horas, além de ser observado também que a vanilina inibiu o crescimento micelial em até
37,5% (ROMERO-CORTES et al., 2019).

Em estudos realizados por Saibabu e colaboradores, buscou-se explorar a atividade
antifngica e os mecanismos de a¢éo da vanilina frente a cepas resistentes de C. albicans.

O mecanismo mais comum de resisténcia da C. albicans, é a bomba de efluxo. Os
responsaveis pela acdo sdo as proteinas Candida CaCdrlp, CaCdr2p e CaMdrlp que se
encontram dentro dos Transportadores ABC (uma superfamilia de sistemas de transporte).
Ensaios com Rodamina 6G (um corante altamente fluorescente da familia da rodamina, é
frequentemente usado como um corante tracante em &gua para determinar a taxa e diregdo de
fluxo e correntes) foram efetuados para analisar o efeito da vanilina na inibicdo da bomba de
efluxo das proteinas.

Observou-se que a vanilina impediu em até 42% o efluxo da Rodamina 6G. Além
desse ensaio, outros dois foram realizados a fim de comprovar a eficicia deste composto.
(SAIBABU et al., 2020)

Em outro estudo realizado, a atividade antifungica efetiva da vanilina foi testada
frente a C. albicans a partir do ensaio da concentracdo inibitéria minima (CIM). O teste
mostrou que o crescimento do fungo foi prejudicado na presenca da vanilina, e que essa
alteracdo no desenvolvimento era dependente direto da sua concentracdo (CIM de 8mM).
Além do CIM, o efeito fungicida também foi observado, porém numa concentracdo maior, a
partir de 16mM.

Nesse estudo realizado foi possivel aferir a alteracdo na adesdo do fungo em altas
concentragdes (8-16mM)  reduzindo 30% da aderéncia das cepas as superficies.
(KARUPPAYIL, 2012)

Além dos testes frente a cepas de fungos, a vanilina também foi explorada como um
potencial agente antibacteriano. Nesse caso ela foi capaz de afetar o crescimento de bactérias
deteriorantes como Pantoea agglomerans, Aeromonas enteropelogenes, Micrococcus lylae e
Sphingobacterium spiritovorun avaliando o teste da concentracdo inibitéria minima (MIC)

com uma variagao na concentragdo de 10 a 13,3 mM (ARYA et al., 2021).
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2.7 Radicais livres

Os radicais livres ganharam relevancia na area da satde devido a sua interacdo em
mecanismos fisioldgicos e a relagdo com o desenvolvimento de diversas doencas. As espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo as duas grandes
classes dos radicais livres e ambas tem origem tanto em fontes endégenas quanto exdgenas
(Tabela 2). Diversas classes de moléculas bioldgicas importantes no corpo humano podem
ser afetadas por esses compostos, tais como acidos nucleicos, lipidios e proteinas, alterando as
reacOes de oxirreducdo naturais do sistema, resultando num estresse oxidativo no organismo
(ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY, 2015)

Flgura 11: Formacéo do radical superoxido a partir da molécula de OX|gen|o
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A primeira vez que se especulou a existéncia de um radical livre organico no corpo
humano, foi em 1900 pelo professor de quimica da universidade de Michigan, Moses
Gomberg cuja molécula analisada era o radical trifenilmetil (Ph3C"). Desde entdo, diversos
estudos foram realizados e documentados sobre o papel dos radicais livres nas mais variadas
condicdes fisiopatoldgicas. (ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY, 2015)

Tabela 2: Exemplos de fontes enddgenas e exdgenas de radicais livres

Fontes end6genas Fontes exdgenas
Mitocondria Poluicdo do ar e da agua
Peroxissomos Bebida alcoolica

Fumagca do cigarro
Reticulo endoplasmatico Pesticidas

Solventes industriais
Elaborado pelo autor, 2020

Os radicais livres pertencem a uma classe comum de compostos presentes no
metabolismo celular. Eles podem ser definidos como um &tomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia (Figura 11), os radicais livres

existem de forma independente, porém, a existéncia de elétrons desemparelhados dessas
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espécies as torna extremamente instaveis, com um curto periodo de existéncia e uma alta
reatividade. (ABHERI DAS SARMA, 2010; ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY,
2015)

Para que ela possa se estabilizar novamente ocorre a abstracdo de um elétron de outra
espécie, essa que por sua vez se torna um radical livre em si, iniciando uma reagdo em cadeia
de formacGes de variadas espécies de radicais livres, o que fatalmente culmina em danos nas
células saudaveis do organismo. (ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY, 2015)

Entretanto, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) (Tabela 3)
podem ser benéficas e estdo envolvidas em diversas fungfes fisiologicas, porém, em altas
concentracdes elas geram o estresse oxidativo e nitrosativo. Esses estresses sdo causados
guando além das altas concentracGes das espécies reativas, hd também um déficit de
antioxidantes naturais presentes no organismo. A consequéncia das alteracdes geradas pelo
estresse oxidativo e nitrosativo no corpo humano é o desenvolvimento de doencas, tais como:
artrite reumatoide, diabetes, doengas neurodegenerativa, catarata, cancer, doengas
cardiovasculares e respiratorias além do auxiliar no processo de envelhecimento. (ALUGOJU
PHANIENDRA; PERIYASAMY, 2015; LIEN Al PHAM-HUY, HUA HE, 2008)

Tabela 3: Lista de algumas ERO e ERN produzidas durante o metabolismo

Radical Livre Simbolo quimico Meia vida
Espécies reativas de oxigénio
Radicais
Superéxido 0," 10°s
Hidroxila OH’ 10%%s
Radical Alcoxila RO’ 10°s
Né&o radicais
Perdxido de hidrogénio H,0, Estavel
Oxigénio singleto 0, 10°s
Ozbnio O3 Minutos
Espécies reativas de nitrogénio
Radicais
Oxido nitrico NO' Minutos*
Dioxido de nitrogénio NO," S
Né&o radicais
Peroxinitrito ONOO 1035
Acido nitrico HNO; Segundos
Cloreto de Nitrila NO.CI Segundos

* A meia vida de alguns compostos depende do meio que ele se encontra, no caso do NO°, em uma solugao
saturada de ar, pode levar minutos.
Fonte: Modificado de ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY, 2015
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Dentre as doengas citadas, ressalta-se o cancer, uma das maiores causas de morte em
humanos nos dias atuais. Os radicais livres causam diferentes mudangas no DNA, tais como
Hiper e hipo-metilacdo de DNA, rearranjos cromossémicos, modificacdes de base, quebra de
fita e delecdes, tornando-os mutagénicos. As celulas cancerigenas detém uma maior
quantidade de espécies reativas de oxigénio quando comparado as células saudaveis, essa
maior concentragdo por sua vez acarreta em disfungdes mitocondriais devido a maior taxa
metabolica (ABHERI DAS SARMA, 2010; ALUGOJU PHANIENDRA; PERIYASAMY,
2015; LIEN Al PHAM-HUY, HUA HE, 2008)

O nivel de estresse oxidativo dessas células é extremamente alto por ativar os
oncogenes (genes relacionados com o aparecimento e crescimento de tumores, malignos ou
benignos) e a perda de supressores de tumor (genes normais que retardam a divisao celular,
reparam erros do DNA ou indicam quando as células devem morrer).

2.8 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias cuja sua funcdo principal é a neutralizacdo dos
radicais livres ou de seus mecanismos de a¢do. O corpo humano é capaz de se proteger dos
radicais livres com antioxidantes naturais presentes nas células, tais como as enzimas
superoxido dismutase, glutationa peroxidase, sistemas tamponantes, entre outros. (ADWAS et
al., 2019; DEVASAGAYAM et al., 2004)

As vitaminas “E” e “C” (tocoferol e acido ascorbico, respectivamente) sao moléculas
naturais exogenas que estdo presentes em alimentos e atuam também como espécies
antioxidantes e que protegem o organismo dos radicais livres por meio de mecanismos
especificos. A vitamina “E”, por exemplo, atua como um antioxidante que inibe as reagcdes em
cadeia de formacéo de radicais livres na membrana celular do corpo humano.

Existe, de um modo geral, trés niveis diferentes de acdo no combate aos radicais
livres, a prevencdo, a interceptacdo e reparacdo (Tabela 4). (ADWAS et al., 2019;
DEVASAGAYAM et al., 2004)

Tabela 4: Modos de acéo dos antioxidantes e seus mecanismos
Exemplo de

S Mecanismos
antioxidante

Niveis de acao

Impedimento da formagao de

Prevencao Superoxido dismutase ERO
Interceptacdo Vitamina E Remocéo dos radicais
« . . Reconstituicdo de membranas
Reparacéo Glutationa peroxidase

afetadas
Fonte: ADWAS et al., 2019; DEVASAGAYAM et al., 2004
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Diversos estudos na literatura apontam para uma relacdo inversa entre a concentragéo
de antioxidantes presentes no corpo humano e a ocorréncia de alguns tipos de doencas ja
citadas no item 2.7. Estudos de caso e epidemiologicos demonstram que uma dieta que
engloba alimentos ricos em antioxidantes como vitamina E, C além de compostos naturais
presente em plantas (carotenoides, curcumina, flavonoides, a prdpria vanilina, entre outros),
trabalham concomitantemente com os antioxidantes endégenos no combate dos radicais
livres. (DEVASAGAYAM et al., 2004; HOSSEINI; SAEDISOMEOLIA; ALLMAN-
FARINELLI, 2017; MOREIRA; BOAS; FERREIRA, 2014; YOUNG; WOODSIDE, 2001)

2.8.1 Mecanismos de a¢do dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

As enzimas antioxidantes que se encontram nas células do corpo humano estdo
separadas em trés principais classes, sdo elas a enzima catalase, superéxido dismutase e a
glutationa peroxidase (enzimas cruciais para a homeostase dentro das células). (ADWAS et
al., 2019)

No caso da enzima superoxido dismutase mencionada na Tabela 4, seu mecanismo
de acdo esta relacionado com o impedimento da formacdo dos radicais livres convertendo-0s
em H,0, (peroxido de hidrogénio) e O, por meio de uma catalise do anion superéxido. A
molécula de oxigénio é removida por meio da catalise de uma reacdo de dismutacdo também
por essa enzima, na auséncia dela, essa eliminacdo se torna muito lenta. (ADWAS et al.,
2019)

Outro exemplo ja conhecido na literatura é a atividade catalitica das enzimas
glutationa-S-transferase e da glutationa peroxidase na reducdo dos hidroperoxidos organicos
em seus respectivos alcoois. (ADWAS et al., 2019)

Na perspectiva dos antioxidantes ndo enzimaticos, o tocoferol (Vitamina E) atua
como um protetor da oxidagdo da membrana celular removendo os radicais intermediarios e
reagindo com os radicais lipidicos (Figura 12). (ADWAS et al., 2019)
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Figura 12: Mecanismo de agéo da vitamina E (a-tocoferol) com um lipidio 41idroperdxidos (LOO®)
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Fonte: Adaptado de YAMAUCHI, 1997

2.9 Vanilina e Derivados de quitosana como antioxidantes
2.9.1 Derivados de quitosana

Nas Ultimas décadas alguns estudos foram realizados com o intuito de analisar a
atividade antioxidante de uma série de derivados de quitosana. Os mecanismos de agdo
dependem dos compostos enxertados e do tipo do radical livre, além disso, a atividade
antioxidante tende a melhorar com a variagdo da Mw, ou seja, com o tamanho das cadeias
poliméricas dos derivados, do grau de desacetilacdo e também do grupo enxertado no
polissacarideo. (FENG et al., 2008; LI et al., 2018; SANTOSH KUMAR; PRIYADARSINI;
SAINIS, 2002; SUN et al., 2008)

Na realizacdo de um estudo com oligossacarideos de N-carboximetil quitosana,
sugeriu-se que o mecanismo de acao esta baseado na reacdo dos anions superéxidos com 0s
atomos de hidrogénio reativos da quitosana, dando origem a um substrato de uma
macromolécula radical mais estavel.

Nessa mesma pesquisa foi relatado que a atividade antioxidante dos oligossacarideos
comparada com a quitosana comum s&o superiores devido a menor interacdo das ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares dos polimeros. (SUN et al., 2008)

Nesse mesmo contexto, Feng e colaboradores (2008) avaliaram a melhora da
atividade antioxidante da quitosana utilizando irradiagdo como uma forma alternativa de
diminuir a Mw do polimero. Além da melhora prevista nos resultados, o estudo propés que a

atividade de eliminagdo dos radicais de hidroxila podem ser atribuidos a habilidade quelante
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da quitosana ao cation metalico Fe** devido a presenca dos grupos amino que podem formar
complexos de quitosana-Fe®* por meio do par de elétrons livre presente nesse grupo. (FENG
et al., 2008)

2.9.2 Vanilina

A vanilina por ser um flavorizante amplamente utilizado na indudstria de alimentos
estd presente comumente na dieta da populacdo. Alem dos efeitos ja explorados na area da
salde (antimutagénico, antimicrobiano, conservante natural, etc.) esse composto fendlico
também foi alvo de estudos com sua potencial aplicacdo como antioxidante. (SANTOSH
KUMAR; PRIYADARSINI; SAINIS, 2002; TAl et al., 2011)

Este aldeido fendlico tem sido relatado como um potencial eliminador de ERO frente
a radicais livres como ABTS e previne a hemdlise oxidativa (hemdlise é a alteracdo,
dissolugdo ou destruicdo dos globulos vermelhos do sangue) operando por meio da auto-
dimerizacdo (ARYA et al., 2021).

No inicio dessa década, uma pesquisa avaliou sistematicamente a atividade
antioxidante da vanilina usando diversos ensaios com diferentes radicais livres. Em um dos
ensaios indicou uma maior atividade em relacdo ao &cido ascérbico e ao Trolox (antioxidantes
de referéncia) frente ao radical ABTS™, porém ao ser testada com outros radicais como o
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), nenhum efeito foi constatado.

No trabalho de Tai e colaboradores, foi proposta a interacdo da vanilina com 0s
radicais por meio de um mecanismo de autodimerizacdo, esse que contribui para uma alta
estequiometria de reacdo com o radical ABTS™ potencializando o seu efeito. (TAI et al.,
2011)

Santosh et al (2002) comparou a atividade antioxidante da vanilina e da orto-
vanilina. A orto-vanilina mostrou melhor atividade, porém ambas foram capazes de eliminar
os radicais livres com eficiéncia em concentragfes milimolares.

No estudo de Santosh e colaboradores o fator principal da atividade dos compostos
fendlicos estava relacionado com o potencial de reducdo ou da energia necesséria para a
conversdo das especies estudadas nas suas formas oxidadas, pois, ambas apresentam um
grupo fendlico na sua estrutura como demonstrado na Figura 13. A melhor atividade atrelada
a especie orto esta vinculada com ligagdes de hidrogénio intramoleculares (n) nessa espécie, 0
que resulta numa ligagdo mais alongada do grupo —OH, facilitando seu rompimento e
diminuindo seu potencial de reducdo. (SANTOSH KUMAR; PRIYADARSINI; SAINIS,
2002)
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Figura 13: Comparagdo da vanilina e orto-vanilina com a interagdo intramolecular do aldeido com o grupo
hidroxila dessa espécie.
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Vanilina orto-Vanilina

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente projeto tem como objetivo geral a sintese, caracterizacdo e estudo da
atividade antifangica de diferentes derivados anfifilicos de quitosana modificados com
vanilina contra a Candida spp., buscando-se identificar as melhores composi¢cdes e 0s

parametros estruturais que afetam a atividade fungicida destes.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Sintetizar e caracterizar uma série de derivados de quitosana de baixa massa
molecular modificados com diferentes contetdos de vanilina.

3.2.2 Estudar a atividade antifingica para derivados com diferentes conteldos de
vanilina com quitosanas de baixa e alta massa molecular contra Candida spp. in vitro.

3.2.3 Avaliar a toxicidade dos polimeros, e correlacionar as atividades e toxicidades aos
parametros estruturais..

3.2.5 Estudar a atividade antioxidante desses derivados correlacionando-a com 0s

parametros estruturais.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos derivados anfifilicos

4.1.1 Desacetilacdo da quitosana comercial

45

As modificacOes estruturais foram realizadas nos grupos amino da quitosana,

portanto, para garantir maior disponibilidade de grupos reativos livres, a primeira etapa das

sinteses foi a desacetilagdo da quitosana comercial (Figura 14). Este procedimento foi

realizado utilizando-se metodologias previamente descritas na literatura (DE OLIVEIRA

PEDRO et al., 2013; DE OLIVEIRA TIERA; WINNIK; TIERA, 2010).

Figura 14: Esquema de desacetilagdo da quitosana em meio basico, atmosfera de N, e altas temperaturas.

Solugédo de Quitosana

t
NaOH \

Manta aquecedora

Fonte: Elaborado pelo autor. 2021

4.1.2 Degradacdo polimérica

y ——3% Termometro

—— Fluxo de N;

A segunda etapa refere-se a degradacdo da quitosana por oxidacdo em meio acido

utilizando-se nitrito de sédio, tendo como objetivo comparar as atividades antifingicas e
antioxidantes dos polimeros de baixa e alta massa molecular. (HUANG; KHOR; LIM, 2004).

Uma massa de 10 g de quitosana de partida foi solubilizada em 720 mL de uma solucdo de

acido acético 2% v/v. Apos 24 horas, a quitosana completamente soltvel foi mantida sob

agitacdo constante em atmosfera de nitrogénio por 1 hora em baixas temperaturas (9 °C). Em

seguida, 30 mL de uma solucdo de 382,0 mg de nitrito de sddio foram adicionados ao meio. A
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solugéo foi mantida sob agitagdo constante a baixas temperaturas por 24 horas (HUANG;
KHOR; LIM, 2004).

A quitosana degradada foi separada do meio reacional por centrifugacdo a 3.500
RPM por 10 minutos, apds precipitacdo com solucdo concentrada de hidréxido de sodio.
Posteriormente o precipitado foi purificado por dialise em membrana semipermeavel (3 kDa)
por 4 dias. Em seguida o produto foi congelado e liofilizado com o liofilizador L101 marca
Liotop (HUANG; KHOR; LIM, 2004).

4.1.3 Sintese dos derivados de quitosana enxertados com vanilina

A vanilina foi enxertada na quitosana por meio dos procedimentos descritos a seguir
e que estdo resumidos na Figura 15. 1g de quitosana foi solubilizada sob agitacdo constante
por 24 horas em 50 mL de uma solucdo de HAc 2% v/v. Apos a completa solubilizacdo o pH
da solugéo de quitosana foi ajustado para pH 5,1 ou 6 (dependendo do grau de substituicéo
(GS) desejado). A mudanga no pH teve como objetivo variar o grau de ionizacao, controlando
assim a porcentagem de grupos amino livres no polimero. Portanto, o controle do pH limitou
a reacdo de substituicdo, uma vez que em pH 5,1 até 20% dos grupos aminos permanecem
ndo protonados enquanto que em pH 6 até 50% (valores esses de substituicdo considerados
adequados para as etapas futuras de aplicacdo e comparacao de resultados).

Em seguida solubilizou-se 943 mg de vanilina em 10 mL de etanol anidro obtendo-se
uma razdo 1:1 (mol: mol, vanilina:quitosana). A solucdo de vanilina foi vertida gota a gota, e
apos a completa adicdo a solucéo foi aquecida até 55 °C e mantida sob agitacdo por 12 horas.

Posteriormente 623 mg de boroidreto de sédio (NaBH,), quantidade 3 vezes maior
gue o numero de mols de unidades glicosidicas (3:1), foi adicionada em por¢des a mistura
reacional. Ap6s a adicdo de NaBH, a solucdo foi mantida sob constante agitacdo a
temperatura ambiente por 24 horas.

Os derivados sintetizados foram purificados por dialise em membrana
semipermeavel por quatro dias e o produto obtido foi congelado e liofilizado com o

liofilizador L101 marca Liotop para posteriores aplicagcoes.
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Figura 15: Esquematizagdo do processo de sintese dos derivados de quitosana enxertados com vanilina.
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v I A

Derivado de quitosana Liofilizador Amostra congelada Dialise

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021



As etapas da preparagdo dos derivados sdo ilustradas no fluxograma da Figura 16.

Figura 16: Esquema da sintese dos derivados anfifilicos de quitosana enxertados com vanilina.
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4.2 Caracterizacdo dos polimeros
4.2.1 Determinacéo do grau de desacetilacdo da quitosana.

O grau de desacetilacdo da quitosana, foi determinado por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H") na Central de Analises Quimicas
Instrumentais - 1QSC — USP, utilizando-se a equagéo 1.

As solucbes foram preparadas pela solubilizagéo de 5mg de quitosana em 700 pL de
D,0O (agua deuterada) e 20 uL de DCI (cloreto de deutério), as quais foram mantidas sob

agitacéo por 24h, ap6s esse periodo a solucdo foi transferida para um tubo de RMN-H™.

Inag
3
Iy
1
Equacdo 1: Célculo da porcentagem de grupos n-Acetilglicosamina presentes no polimero, onde lynac refere-se
a integral do pico dos grupos n-acetilglicosamina e Iy a integral dos picos dos carbonos anoméricos da quitosana.

%NAG =

%X 100 (equacgao 1)

4.2.2 Degradacdo polimérica

As massas moleculares, ponderal média (Mw), numérica média (Mn) e o indice de
polidispersividade (quociente entre Mw e Mn) foram determinados por Cromatografia de
Permeacdo em Gel em um cromatografo Shimadzu (LC-20), com detec¢do por indice de
refracdo modelo RID-10% no Laboratorio de Fotoquimica do Instituto de Quimica de Sé&o
Carlos — USP.

4.2.3 Grau de ionizagdo dos derivados em funcéo do pH

A densidade de cargas em funcdo do pH foi obtido por meio da titulacdo
potenciométrica, para o calculo do grau de ionizacdo (GI). Inicialmente pesou-se 40 mg do
polimero, previamente seco em estufa & vacuo, e adicionou-se 10 mL de HCI 0,1 mol L%, a
solugdo permaneceu sob agitacdo por 24 horas até a solubilizacdo completa. Em seguida, a
mistura foi titulada com NaOH também 0,1 mol L™. O pH foi monitorado constantemente a
cada adicdo de NaOH na solucdo, que variou entre 50 e 100 pL dependendo da mudanca de
pH a fim de obter uma funcdo sigmoide. O Gl foi estimado a partir da primeira derivada do
gréafico obtido da titulacdo potenciométrica, utilizando-se os picos indicativos de inicio e
término do processo de desprotonacgéo dos grupos amina dos derivados anfifilicos.

4.2.4 Determinagéo do grau de substituicéo da vanilina nos grupos amino livres
Os enxertos de vanilina efetuados nos polimeros também foram determinados por

meio da espectroscopia de RMN-H? utilizando-se a mesma metodologia descrita no 4.2.1,
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porém utilizando a equacdo 2 que compara a integral correspondente aos hidrogénios
aromaticos da vanilina com os hidrogénios anoméricos da quitosana.
IHV

% Vanilina = Ii X 100 (equagao 2)
Iy

1

Equacdo 2: Calculo do GS de vanilina, onde Iy refere-se as integrais dos picos dos hidrogénios da vanilina e Iy
as integrais dos picos dos hidrogénios anoméricos da cadeia polimérica.

4.3 Ensaios de citotoxicidade dos derivados de quitosana
4.3.1 Preparacéo das solucdes estoque dos derivados

Pesou-se 5 mg dos polimeros para preparar solucdes estoque de 2,5 mg.mL™,
adicionou-se 200 pL de HAc 0,1 mol L™ e manteve-se sob agitacdo constante por 24 horas.
Apbs a solubilizacdo completa do polimero adicionou-se o volume necessario de meio
Dulnecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM - Sigma Aldrich) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS — Sigma Aldrich) e 1% de penicilina (PS — Sigma Aldrich) para obter
2 mL no volume final na concentragdo da solugéo estoque.

As diluicdes para as concentracdes desejadas (0,1; 0,2; 0,5; 0,75; 0,1 e 1,5 mg.mL™)

foram realizadas na placa de microdilui¢do utilizando-se do meio como solvente.

4.3.2 Procedimento dos ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade dos polimeros foram realizados a partir do método
colorimétrico com MTS para analisar a viabilidade celular, utilizando-se o protocolo do
fabricante, com a cultura de células de fibroblastos de camundongo NIH/3T3, uma célula que
ndo indica riscos (nivel 1) e atende as necessidades do ensaio.

O ensaio é realizado em 3 dias: no primeiro dia realizou-se a contagem das células na
camara de Neubauer com o intuito de obter 10.000 cel/poco, diluindo até a quantidade
necessaria para tal, foram cultivadas por 24 horas em 200 pL/pogo de DMEM (Sigma
Aldrich) suplementado, nas seguintes condi¢des: 37 °C, 95% O,, 5% CO,. Durante o segundo
dia, o meio DMEM suplementado foi retirado e adicionaram-se as solugdes dos derivados de
quitosana, solubilizados em é&cido acético 2% v/v, em diferentes volumes para obter as
concentracgdes finais desejadas, mantendo nas mesmas condic¢des anteriores por 24 horas. Por
fim, no terceiro dia, removeram-se as solug¢des de polimero da placa e 120 pulL/pogo de PMS
(100 pL DMEM + 20 pL MTS) 25.10-6 mol L™ foram adicionados. O procedimento foi
realizado na auséncia de luz.

Em seguida, incubou-se por 3 horas nas mesmas condicdes anteriores. Apds esse

periodo foi realizada a leitura da absorbancia em 490 nm no leitor de placas Biotek Elx 808.
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A viabilidade celular foi calculada ajustando-se as células sem tratamento (controle) como
100%. O teste foi realizado em triplicata para analise de dados.

4.4 Ensaios microbioldgicos
4.4.1 Cepas de Candida spp.

As cepas de Candida spp. foram disponibilizadas pelo Laborat6rio de Microbiologia
(LMIC) da FAMERP, em Sdo José do Rio Preto. Utilizaram-se as seguintes cepas para 0S
ensaios microbioldgicos: C. albicans ATCC 90028, C. albicans 7051, Candida tropicalis
7008 e Candida tropicalis 7015.

4.4.2 Determinacédo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)

As solucdes estoque dos polimeros foram preparadas na concentracéo de 2 g L™ em
4cido acético 10% (Figura 17), e posteriormente realizou-se as diluigdes (1 g L™; 0,75 g L™;
05gL"0259gL% 0,1gL" com o meio de cultura liquido utilizado para o teste (RPMI-
1640).

Figura 17: Esquema da preparacdo estoque dos polimeros

77
g
D
4mg de polimero m

4 0.1 025 05 0,75 1
RPMI-1640
2 mL HAc 0,1 mol.L"! Agitacdo (24 h) Diluigdes (mg/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Para preparacao dos indculos foi realizado o repique, com alcas estéreis, da levedura
desejada para uma placa de agar Sabouraud-dextrose e incubou-se por 24 horas a 35 °C, de
acordo com a metodologia CLSI M27-S4E, 2012. Esse procedimento forneceu uma
suspensdo-padréo de levedura contendo 1.10° a 5.10° células/mL. As placas de microdiluicéo
foram preparadas com diferentes concentracdes de derivados de quitosana para realizar o
teste. Para a diluicdo dos polimeros foi utilizado o meio de cultura liguido RPMI-1640
tamponado com acido morfopropileno sulfénico (MOPS) e suplementado com glicose 2%
com base no European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST,;
2012).
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4.4.3 Preparo das placas de microdiluigdo

Os testes da atividade antifingica foram realizados pela técnica de microdiluicdo em
caldo, de acordo com o documento (modificado) M27-A4. As placas de microdiluicdo foram
preparadas em diferentes concentracdes de cada polimero (1; 0,75; 0,5; 0,25 e 0,1 g L™).
Utilizou-se uma placa (layout) para cada cepa de microrganismo (Figuras 18, 19 e 20). Para a
diluicdo dos derivados de quitosana foi utilizado o 4cido acético 0,1 mol L™ (10% v/v) e
também o meio de cultura liqguido RPMI-1640 tamponado a pH 7,0 £ 0,1 com &cido

morfopropileno sulfénico (MOPS) e suplementado com glicose 2%, com o pH

Foi adicionado 100 pL do inéculo padronizado em cada pogo contendo o RPMI ¢ os
derivados em diferentes concentracdes da coluna 2 a 11, a coluna 1 foi utilizada como
controle de crescimento até a linha D no layout da placa 1 e a coluna 12 foi utilizada também
até a linha D, porém como controle de esterilidade dos polimeros e do RPMI. A placa 1 foi
utilizada para os testes de CIM com cepas de Candida albicans ATCC e isolados clinicos.

Figura 18: Layout da placa 1 de microdilui¢cdo. CIM de da quitosana comercial desacetilada (ChCD), um
derivado de quitosana desacetilada degradada com 46% de vanilina como base de Schiff (ChDDBS46), Vanilina
pura e um derivado de quitosana comercial desacetilada com 18% de vanilina (ChCDV18) frente cepas ATCC e

de isolados clinicos de Candida Albicans .
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A Figura 19 contempla o layout da placa 2 cujos polimeros testados diferem daqueles
da placa 1, porém as cepas utilizadas foram as mesmas.
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Figura 19: Layout da placa 2 de microdiluicdo. CIM de um derivado de quitosana desacetilada com 52% de
vanilina (ChDV52) e um derivado desacetilado degradado com 46% de vanilina (ChDDV46) frente a cepas
clinicas e isoladas de Candida Albicans.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Na placa 3 tem-se também um layout diferente daqueles utilizados nas placas
anteriores, nessa placa, testou-se a atividade dos mesmos derivados da placa 2, porém contra

cepas clinicas e isoladas de Candida tropicalis.

Figura 20: Layout da placa 3 de microdiluicdo. CIM dos mesmo derivados da placa 2 frente a cepas clinicas e
isoladas de Candida Tropicalis .
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
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As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C e em seguida, realizou-se a leitura
em leitor de placas, por densidade dtica, no comprimento de 530 nm. A menor concentragéo
capaz de produzir inibicdo do crescimento do fungo em relacdo ao poco controle-positivo foi
identificada como a CIM (Concentracdo Inibitoria Minima) do polimero especifico para esta
amostra. Todas as diluicdes dos diferentes polimeros e grupos de controle foram testadas em
duplicata.

4.4.4 Teste da atividade antifungica

O teste em questdo permite aferir se os derivados utilizados sdo potenciais
antifangicos fungicidas ou fungistaticos na CIM. Apds 24 horas decorridas do ensaio do item
4.4.3 o contetido de cada poco foi transferido para uma placa grande de Agar Sabouraud,
seguindo o mesmo layout das placas 1, 2 e 3 (Figura 21). A transferéncia do contetdo dos
pocos da placa de microdiluicdo para a placa de Agar Sabouraud foi realizado utilizando-se de
palitos esterilizados em autoclave, os pocos foram completamente homogeneizados e

perfurou-se o agar na area correspondente ao pogo na placa.

Figura 21: Placa de Agar Sabouraud grande com o mapa do layout das placas de microdiluicdo utilizadas como
gabarito da perfuracéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

4.5 Testes da atividade antioxidante dos derivados anfifilicos frente ao radical cation
ABTS™.

A formacdo do radical foi realizada por meio da reacdo entre as solucGes
previamente preparadas com agua deionizada de 2 mL de 7,4 mM do ABTS (4cido 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) com uma solugdo 2 mL de 2,6 mM de persulfato de
potassio (K2S,0g). A mistura foi mantida na auséncia de luz por 16 horas e a temperatura

ambiente. Em seguida efetuou-se a diluicdo de uma aliquota do radical com uma solugédo de
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acido acético 2% v/v. A técnica utilizada para analise dos resultados obtidos foi a
espectrofotometria na regido Uv-Vis. Todos os resultados foram obtidos pelo
Espectrofotdmetro Uv-Vis marca Biochrom Libra, em cubeta de quartzo. A absorbancia foi
ajustada em 0,7 no comprimento de onda de 734 nm com 1,25 mL da solucdo do radical
diluido e 0,75 mL do tampé&o na cubeta. (PU et al., 2019)

Uma solucédo estoque dos polimeros foi preparada a partir de 8,4 mg dos derivados
em 2,1 mL de uma solucéo de &cido acético 2% v/v e deixado sob agitacdo constante por 24
horas para a total solubilizacéo.

Transferiram-se diferentes aliquotas da solugdo estoque, para obter os diferentes
valores de concentracdes desejadas (Tabela 5) para a cubeta ja contendo 1,25 mL do radical
diluido. O volume foi ajustado em 2 mL com a quantidade necessaria da solucdo de acido
(meio reacional), posteriormente efetuou-se a leitura no espectrofotdmetro nos tempos pré-

estabelecidos, também descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Preparo dos polimeros nas concentragdes desejadas e tempo de andlise

Concentracoes Aliquota do polimero  Aliquota de &cido Tempos (t) (min)

@L™h (uL) (uL)
0,1 50 700 0;5; 10
0,2 100 650 0;5; 10
0,5 250 500 0;5;10
0; 5: 10; 15; 20;

0,75 375 375 25: 30

1 500 250 0;5; 10

1,5 750 - 0;5;10

Elaborado pelo autor, 2020

Todo o processo esta esquematizado na Figura 22, a fim de facilitar a visualizagao

dos procedimentos descritos anteriormente.
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Figura 22: Esquema da preparacéo das solucoes e analise da atividade antioxidante dos derivados de quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

A eficiéncia da atividade antioxidante dos polimeros frente aos radicais livres foi
calculada seguindo a equacao 3.
Ay — Ay —

0

remocio do ABTS*" (%) = 2 %100 (equacgio 3)

Equacao 3: Calculo da habilidade dos polimeros de remogao dos radicais livres
Na qual A se refere & absorbancia do controle (ABTS™ e a solugdo tamp&o), A; € a

absorbancia da amostra (ABTS™ e o polimero testado) e A, é a absorbancia do branco (HAc
2% vIv). (PU et al., 2019)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos derivados anfifilicos
5.1.1 Reacdo de desacetilacdo da quitosana comercial
A reacdo de desacetilacdo da quitosana é obtida pela hidrélise bésica do grupo

amida, cujo mecanismo de substituicdo nucleofilico é demonstrado na Figura 23.

Figura 23: Mecanismo de reagdo do processo de desacetilacdo da quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
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Essa reacdo tem como finalidade o aumento dos grupos amino livres na estrutura do
polimero, os quais sd0 mais reativos e passiveis de modificagdes. O mecanismo da reacdo
ocorre por meio da adi¢do nucleofilica de ions hidroxido no grupo carbonila, da porcdo N-
acetilglicosamina, seguida da transferéncia de protons da 4gua do meio reacional para a forma
anidnica do intermediario tetraédrico. Posteriormente ocorre a protonacdo do nitrogénio do
grupo amino do intermedidrio e consequentemente tem-se a dissociacdo da sua forma
protonada, o que resulta na clivagem da ligacéo entre o carbono e o nitrogénio, dando origem
por fim na estrutura da quitosana com maior contedtdo de mondmeros contendo o grupo

amino livre e acetato de s6dio no meio reacional.
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5.1.2 Degradacéo polimerica
A Tabela 6 abaixo refere-se aos valores de Mw, Mn e polidispersividade das

amostras de quitosana .

Tabela 6: Valores de Mw, Mn e polidispersdo dos polimeros de quitosana

Polimero Mw Mn Polidispersdo
Quitosana Desacetilada
(ChD) 357,7 kDa 77,3 kDa 4,6
Quitosana Desacetilada
Degradada (ChDD) 13,2 kDa 5,2 kDa 2,5
Quitosana Comercial 15.5 kDa 5,7 kDa 27

Degradada (ChCD)

Elaborado pelo autor, 2020

Por meio da técnica de GPC (cromatografia de permeacdo em gel) foi possivel
avaliar a extensdo da degradacdo por oxidacdo com NaNO,. O teor de NaNO, permitiu
reduzir em mais de 20 vezes a massa molecular da quitosana de partida. Especificamente, 0s
valores de Mw da ChDD é 27 vezes menor do que a ChD e a ChCD ¢é cerca de 23 vezes
menor do que o Mw da ChD, o que denota que o teor pode ser ajustado para a obtencéo de
massas molares variadas. Ao comparar os valores entre as amostras degradadas (ChDD e
ChCD) ¢é possivel notar uma pequena diferenca, isso esta relacionado possivelmente com o

processo de desacetilacdo que tende a diminuir ligeiramente as cadeias poliméricas.

5.2 Caracterizacdo dos polimeros
5.2.1 Determinacgéo do grau de desacetilacdo da quitosana

Com o intuito de avaliar quantitativamente o grau de desacetilacdo da quitosana,
utilizou-se a espectroscopia de RMN-H' tendo como objetivo determinar a porcentagem de
grupos amino livres. Na Figura 24 ¢ apresentado o espectro da quitosana desacetilada.
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Figura 24: Espectro de RMN-H' em D,0/DCl a 70 °C da quitosana desacetilada (ChD).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Os picos em aproximadamente 52 e 4,9 ppm correspondem aos hidrogénios
anoméricos (unidades desacetilada e acetilada, respectivamente) e o sinal em 2,4 ppm refere-
se aos hidrogénios dos grupo N-acetilglicosamina (NAG). O maior pico do espectro, que se
encontra no 4,7 ppm, refere-se a agua (presente em todas as amostras). Além das areas das
integrais dos picos relacionados ao célculo da porcentagem de NAG, ha um singleto no 3,5
ppm que é atribuido ao H2 dos grupos da glucosamina e NAG e também multipletos de 4,1 a
4,25 ppm que correspondem aos protons H2,H3, H4, H5 e H6 dos anéis do polimero. O
deslocamento (mais a esquerda) dos sinais dos hidrogénios anomericos comparados aos dos
demais hidrogénios, justifica-se pela “desblindagem” desses por estarem entre dois atomos de
oxigénios adjacentes.

Dentre todos os prétons do polimero, os trés hidrogénios do grupo metila da N-
acetilglicosamina ndo possuem nenhum oxigénio adjacente (ou qualquer outro atomo que seja
mais eletronegativo), portanto, o fato deles estarem mais a direita, ou seja, em um campo mais
alto esta de acordo com uma maior “blindagem” desses protons.

A partir das areas das integrais mostradas na figura 22 e da equacao 1, a porcentagem
de unidades NAG é de 2,7%, portanto o grau de desacetilacdo (GD) da quitosana foi estimado

em 97,3%. Como resultado, o aumento de grupos amino livres proporciona um aumento da
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solubilidade do polimero em solventes polares e uma elevacdo na quantidade de grupos

reativos para a realizacdo de enxertos no polimero.

5.2.2 Determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana comercial

A partir do espectro de RMN-H' da quitosana comercial pode-se determinar, assim
como no item 5.2.1, o seu grau de desacetilagdo com o intuito de avaliar a eficiéncia da
reacao.

No espectro da quitosana comercial (Figura 25) nota-se que o sinal dos hidrogénios
do NAG (2,4 ppm) é mais pronunciado do que no espectro do derivado desacetilado presente
na Figura 24. Além disso, os picos referentes aos hidrogénios dos carbonos anoméricos da

porcdo acetilada também é maior que aquele exibido no espectro da quitosana desacetilada.

Figura 25: Espectro de RMN-H* da quitosana comercial (ChC) em D,0/DCl a 70 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A partir das areas das integrais dos picos desejados e utilizando-se da equacédo 1 foi
possivel determinar que o grau de acetilacdo foi de aproximadamente 17,7% (GD de 82,3%),
um valor 6,5 vezes maior que aquele presente na quitosana desacetilada. Pode-se comprovar,
por meio dos espectros e dos calculos efetuados, a eficacia no processo de desacetilacéo

proposto para a quitosana comercial de partida.
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A Tabela 7 apresenta os valores de GD das amostras analisadas

Tabela 7: Porcentagem de grupos aminos livres das quitosanas analisadas
Grau de desacetilacao

Polimero (GD)
Quitosana Comercial (ChC) 82,3%
Quitosana Desacetilada (ChD) 97,3%

5.2.3 Grau de ionizacéo

Os graus de ionizagdo (GIl) dos polimeros foram obtidos a partir de titulacdo
potenciométrica, monitorando-se a variagdo do valor de pH, o que permite determinar o inicio
e o fim da desprotonacdo dos grupos ionizaveis, como descrito no item 4.2.3. Os graus de
ionizacdo foram obtidos por meio da equacdo 4 e apresentados na Figura 26. (DE PAULA
PANSANI OLIVEIRA et al., 2013)

Ve—Vi
%G.I1=11-
Vf -V
Equacéo 4: Calculo do grau de ionizagdo dos derivados anfifilicos, no qual V; é o volume inicial (primeiro pico

da derivada) onde se inicia a desprotonacdo dos grupos amina, Vs corresponde ao volume final (segundo pico da
derivada) (grupos amina estdo desprotonados) e V, séo os volumes intermediarios entre os dois picos.

%X 100 (equacao 4)

Figura 26: Grafico do Gl dos derivados de quitosana enxertados com vanilina e as quitosanas de partida.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020
O grau de ionizacdo € um importante parametro dos polimeros, pois, por meio dele, é

possivel avaliar o grau de protonagdo dos grupos amina (-NH,) frente a variacdes de pH. A
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protonacdo, ou desprotonacao desses grupos em diferentes valores de pH permite avaliar, por
exemplo, a melhor condicdo do meio reacional na sintese de derivados de quitosana com a
vanilina.

Sabe-se também que as cargas positivas oriundas dos grupos NH3" apresentam um
papel importante na atividade antimicrobiana de derivados de quitosana, como ja mencionado
no item 2.5, logo, conhecer o equilibrio NH,/NHs" com a variagdo do pH torna possivel
avaliar qual a melhor faixa de trabalho, promovendo uma melhora na atividade
antimicrobiana dos derivados sintetizados. Além disso, o GI fornece o comportamento da
solubilidade dos polimeros, visto que esse pardmetro da quitosana estd intimamente ligado
com a interagdo dos grupos NH3z" com a agua, como apresentado na figura 7.

De acordo com De Paula Pansani Oliveira et al., 2013, para a quitosana sem grupos
substituintes o grau de ionizacdo € 100% em pH 4,0-5,0 e préximo de zero em pH 7,0. Ao
inserir grupos substituintes também ionizdveis, as curvas sigmoides sdo gradualmente
deslocadas para faixas de pH maiores com o aumento do grau de substituicdo, dessa maneira,
tem-se grupos carregados em uma faixa mais ampla de pH.

A Figura 26 demonstra uma pequena variacao do grau de ionizacdo dos derivados de
vanilina-quitosana (ChCDV18, ChDDV46 e ChDV52) comparados aos de partida, o
comportamento das curvas sdo muito proximos, porém a tendéncia é de diminuir ligeiramente
0 Gl dos polimeros. Esse comportamento pode estar relacionado com o fato da vanilina ser
um grupo mais hidrofébico, o que em principio pode alterar o pKa dos grupos amina, ou seja,
o fato da insercdo de vanilina diminuir ligeiramente o grau de ionizacdo, pode estar

relacionado a mudancas na conformacao das cadeias poliméricas.

5.2.4 Determinacdo do grau de substituicdo da vanilina nos grupos amino

A insercdo da molécula de vanilina foi realizada seguindo os procedimentos descritos
no item 4.1.3 por meio da reacdo dos grupos amino da cadeia do polimero com o aldeido da
vanilina, resultando na formacdo da base de Schiff (BS). Em seguida, a BS formada foi
reduzida utilizando-se boroidreto de sodio, a Figura 27 demonstra os mecanismos das reacoes
envolvidas na sintese dos derivados (DESBRIERES; MARTINEZ; RINAUDO, 1996).
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Figura 27: Mecanismo de reagdo da quitosana com a vanilina e a reducdo da base de Schiff com NaBH,.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Para confirmar quantitativamente a eficiéncia das reacdes com vanilina, 0 RMN-H*
respectivo dos polimeros sintetizados € apresentado nas Figuras 28, 29 e 30. Destaca-se no
espectro da Figura 28 principalmente o dupleto de 7,25 a 7,4 ppm que se refere aos
hidrogénios do anel aromatico da vanilina, e os trés picos de 4,9 a 5.3 ppm que corresponde

aos hidrogénios anoméricos dos mondmeros acetilados e desacetilados.
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Figura 28: Espectro de RMN-H" com os valores das integrais dos picos de interesse da ChCDV18 (quitosana
comercial degradada enxertada com vanilina, e pH ajustado em pH 5,1)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Nota-se também que ha& nesse espectro da Figura 28 um novo sinal do carbono
anomérico em 5,3 ppm. Esse novo pico trata-se dos hidrogénios anoméricos das unidades
agora substituidas com a vanilina. Dessa forma, o calculo do GS deve considerar a area das
integrais dos trés sinais e a area das integrais referentes aos hidrogénios do anel da vanilina.
Para o célculo da porcentagem relativa de vanilina presente nos derivados utilizou-se a
equacdo 2 e obteve-se uma porcentagem de 18% de substituicdo no polissacarideo, um valor
relativamente baixo, porém esperado, visto que o pH 5,1 do meio reacional dessa sintese
mantém protonado a maioria dos grupos amino (-NH;), como visto no grau de ionizagdo no
item 5.1 ou seja, 0 mecanismo presente na figura 28 ocorre em cerca de 20% dos grupos da
quitosana.

Baseando-se nos dados obtidos do grau de ionizagdo, mudou-se o pH do meio
reacional a fim de obter outros derivados com maior grau de substituicdo, porém, além de ter
como objetivo avaliar nos testes microbiologicos e antioxidantes a variagdo do GS, a massa
molecular e o grau de desacetilacdo também foram alvos do estudo. Os espectros de RMN-H*

das amostras contendo essas modificagOes estdo presentes na Figura 29 e na Figura 30.
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Figura 29: Espectro de RMN-H' com os valores das integrais dos picos de interesse da ChDDV46 (quitosana
desacetilada degradada enxertada com vanilina, e pH 6,5).

OH

OH

i L LJ g H (TiAG)

T ' . . v ' T - - , . . T - ' N T . T . I - r . T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

138 —
100

5.5
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Os célculos das areas das integrais foram efetuados por meio da equacéo 2 e notou-se
um aumentou significativo do GS (46%) confirmando a eficacia no aumento do pH do meio
reacional da sintese. Outro derivado anfifilico foi sintetizado seguindo 0s mesmos
procedimentos do derivado ChDDV46, com uma quitosana também desacetilada, porém de
alta massa molecular (ChD) para comparar o efeito da degradacdo polimérica nos derivados.

A Figura 30 a seguir exibe o espectro de RMN-H* do derivado em quest#o.
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Figura 30: Espectro de RMN-H' da quitosana desacetilada de alta Mw (ChDV52).
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Assim como no polimero anterior, os procedimentos e os calculos descritos no item

4.2.3 foram realizados e foi obtido um valor de 52% de substituicdo de vanilina nesse

derivado, um valor relativamente préximo ao encontrado no polimero ChDDV46. Pode-se

também confirmar que a alteracdo do pH é um fator importante para controlar o grau de

substituicdo no polimero. Vale ressaltar que a grande diferenca entre o polimero com 52% de

substituicdo e o ChDDV46 é a massa molecular. Esse fato permite avaliar também a

influencia desse aspecto estrutural dos polimeros nos testes das atividades antifungica e

antioxidante.

A Tabela 8 foi elaborada com o intuito de contemplar todos os polimeros

sintetizados com suas respectivas massas moleculares (Mw), graus de desacetilagdo (GD) e

grau de substituicdo (GS) de vanilina.
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Tabela 8: Massa molecular ponderal média (Mw), grau de substituicdo (GS) e grau de desacetilacdo dos

derivados
Polimero Mw (kDa) GS (%) GD (%)
ChCDV18 15,5 18 82,3
ChDDV46 13,2 46 97,3
ChDV52 357,7 52 97,3
~ _OH 7 [ _OH 7 [ _OH N
H H H
0] 0 »z
O N O N @) /]
OH NH, OH NH OH - NH
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CH,
L B CHj
- - H ~ _H
CH,
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

5.3 Ensaios de citotoxicidade dos derivados de quitosana

O estudo da citotoxicidade utilizando MTS é um método colorimétrico quantitativo
baseado na quebra do sal de tetrazdlio (MTS) por células biologicamente ativas. As células
vivas sdo capazes de reduzir o MTS para formar um complexo colorido. Essa reducéo
possivelmente ocorre por meio das enzimas desidrogenases NADH dependentes. O composto
formado pode ser determinado quantitativamente na absorbancia de 490-500 nm (MTS

ASSAY KIT (CELL PROLIFERATION) (COLORIMETRIC) (AB197010) (HUANG,;
KHOR; LIM, 2004).
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Figura 31: Formagdo de Formazan resultante da redugdo do MTS por meio da redutase mitocondrial do método
colorimétrico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A nova coloragéo obtida pela reacdo exemplificada na Figura 31 foi quantificada por
meio da leitura de absorbancia em 490 nm das placas de microdiluicdo. As células na
auséncia de polimero (grupo controle) foram consideradas como 100% viaveis, e entdo, a

viabilidade celular das demais (na presenca dos polimeros) foi calculada a partir da equacgéo 5.

0/_Apogo x 100 50 5
0 X A controle equagao

Equacéo 5: Calculo em porcentagem da viabilidade celular das células de fibroblastos NIH3/3T3 na presenca dos
polimeros em diferentes concentragdes, na qual “A pogo” refere-se & absorbancia de um polimero em uma
concentragdo especifica e “x A controle” é a média dos pogos com as células controle.

Com os resultados obtidos foi possivel construir o grafico da viabilidade celular de
derivados de quitosana em diferentes concentracGes, a fim de criar um perfil da toxicidade de
cada polimero testado.
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Figura 32: Gréfico da viabilidade celular de cada polimero em diferentes concentragdes para células de
fibroblastos NIH3/3T3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

A Figura 32 permite constatar que os derivados testados ndo apresentam toxicidade
importante contra as células de fibroblastos NIH3/3T3 em nenhuma das concentracdes
estudadas, todos os derivados em todas as concentracdes apresentaram viabilidade celular
acima de 80%, com excecdo da ChDD 0,2 g L™ e ChCDV18 na sua maior concentracéo que
apresentaram viabilidade de 73 e 75% respectivamente. Realizou-se também o teste com o
controle acido (&cido acético utilizado para solubilizar as amostras) nas mesmas
concentragOes estudadas dos polimeros, em todos o0s casos a viabilidade celular ficou acima
de 95%, exceto na de 1,5 g L™ que ficou em 84%. Portanto, parte da citotoxicidade pode ser
atribuida ao acido acético.

Esses resultados possibilitam induzir que todos os polimeros detém potencial de
aplicacdo nos testes microbiologicos frente aos fungos do género Candida. Em estudos ja
realizados que testaram a citotoxicidade de derivados de quitosana, esses tiveram resultados
promissores, nos quais os polimeros apresentaram baixa toxicidade, o que propicia maior
seguranga ao se realizar os testes microbiologicos com os polimeros sintetizados. (ANITHA
etal., 2009; DE ASSIS et al., 2012; FELICE et al., 2015)
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5.4 Ensaios microbioldgicos

5.4.1 Determinacgdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A determinacédo das CIM pelo método de microdiluicdo, descrito no item 4.4.2., foi o
utilizado por ser um método preciso, quantitativo e mais sensivel que o método de disco
difusdo (método qualitativo). O método de microdiluicdo é amplamente utilizado para
determinacdo dos indices de inibicdo de farmacos convencionais por ser uma técnica mais
pratica e econémica, visto que a quantidade de material utilizado é baixa e a atividade de
varios antifungicos pode ser testada em uma sé placa (LEITE, 2016).

As porcentagens de inibi¢do foram calculadas em relag&o ao controle de crescimento,

de acordo com a equacdo 6:

100 X A ( 30 6)
——— (equacao
AC quacg
Equacéo 6: Calculo das porcentagens de inibicdo, sendo que A representa a absorbancia do poco selecionado e
AC as médias das absorbancias dos pogos do controle de crescimento.

% inibicao = 100 —

A fim de confirmar a eficacia dos polimeros, realizou-se a absorbancia do solvente
das soluces e os resultados foram semelhantes aos valores do grupo controle de crescimento,
ou seja, a inibicdo correspondente de cada cepa refere-se a atividade antifungica dos
derivados de quitosana.

As figuras a seguir (Figuras 33-35) sdo referentes aos ensaios de CIM realizados com
diferentes cepas ATTC (American Type Culture Collection, um centro de recursos bioldgicos
de aquisicdo, autenticacdo, producdo, preservacdo, desenvolvimento e distribuicdo de
microrganismos padrdo de referéncia, linhagens celulares e outros materiais para pesquisa

médica e bioldgica) e isolados clinicos dos fungos do género Candida.
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Figura 33: Placa de microdiluicdo do polimero de partida, de dois derivados de vanilina e da vanilina pura.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Os polimeros testados com a cepa de C. albicans ATCC de modo geral apresentaram
bons resultados. O polimero ChCD inibiu cerca de 85% nas duas maiores concentragcdes e 0
derivado ainda na forma de base de Schiff (ChDDBSV46) inibiu cerca de 73% também nas
duas maiores concentracdes. Além desses polimeros, a vanilina também apresentou inibicdo
de aproximadamente 54% em sua maior concentracdo testada, j& o derivado ChCDV18 ndo
apresentou atividade inibitéria em nenhuma das concentracdes estudadas.

O comportamento foi semelhante para a cepa de isolado clinico de C. albicans (CA
7051), o polimero de quitosana sem grupo substituinte (ChCD) nas duas maiores
concentracdes obteve um grau de inibicdo de cerca de 88%, um valor ligeiramente maior
quando comparado com a outra cepa. Ja o derivado substituido com base de Schiff apresentou
resultado positivo apenas na concentracdo de 1 g L™, 72% de inibicao e nas demais n4o houve
alteracdo no crescimento do fungo. A vanilina assim como no caso anterior também inibiu
cerca de 55% do crescimento da cepa na concentracdo de 1 g L™ e o derivado ChCDV18 ndo

inibiu o crescimento em nenhuma concentragéo testada.
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Figura 34: Placa de microdiluigdo dos derivados ChDDV46 e ChDV52 frente as cepas de Candida albicans.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Nesse segundo ensaio (Figura 34) foi testada a inibi¢do por dois polimeros, um deles,
0 ChDDV46 (Mw ~ 15 kDa) , é o mesmo polimero das placas anteriores (ChDDBSV46),
porém com a base de Schiff reduzida e o ChDV52 (Mw ~ 357 kDa) que possui alta massa
molecular. Portanto, ambos os polimeros nessa bateria de testes apresentam o mesmo grau de
desacetilacdo e valores de substituicdo relativamente préximos. O objetivo foi testar a

influéncia das massas moleculares na inibicao das cepas de C. albicans.
Os resultados obtidos por meio da equagdo 6 mostraram como melhor resultado o

polimero ChDDV46 na concentracdo de 1 g L™ inibindo 38% a cepa CA 7051. Nota-se que,
em comparacdo com o polimero ChDDBSV46, seu derivado ChDDV46 néo foi tdo eficiente,
indicando que a base de Schiff também apresenta atividade de inibicdo dos fungos mais

pronunciaveis que a sua forma reduzida.
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Figura 35: Placa de microdilui¢do dos derivados ChDDV46 e ChDV52 frente as cepas de isolados clinicos de
Candida tropicalis.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Para a CT 7015 o derivado ChDDV46 apresentou inibicdo de cerca de 70% nas suas
duas maiores concentragdes. Por outro lado o derivado ChDV52 (com maior valor de massa
molecular) ndo demonstrou resultados promissores nessa cepa. Destaca-se na cepa CT 7008
também o derivado ChDDV46 que apresentou sua melhor atividade na concentracdo de 0,25
g L™ Nessa cepa assim como na anterior, o derivado de alta massa molecular ndo inibiu

significativamente em nenhuma das concentragdes.
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Tabela 9: Valores de CIM das cepas estudadas para os derivados de quitosana e vanilina

Cepa CIM (g L™

ChCD ChDDBSV46 ChCDV18 Vanilina ChDDV46 ChDV52

Candida albicans

albic(::.ans 0,75 0,75 i i i i
ATCC
CA 7051 0,75 1 - 1 - -
Candida tropicalis
CT 7015 * * * 3 0,75 ]
CT 7008 * * * * 0,25 -

* A CIM desses derivados ndo foram testadas com essas cepas

Elaborado pelo autor, 2020

Um estudo recente testou oligoquitosanas contra 52 cepas de Candida spp.
avaliando-se os valores de CIM, e as concentragdes ficaram entre 9,8 ¢ 5000 ug mL™, valores
dentro das concentragdes determinadas no presente trabalho. (GANAN et al., 2019)

Silvia e colaboradores mostraram que a quitosana com baixa massa molecular (50
kDa), em uma concentracdo de 1.10* mg L™ foi capaz de reduzir biofilme, biomassa e a
atividade metabdlica para espécies de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis
investigadas em valores até 90%. Esse estudo corrobora com os resultados obtidos
principalmente para as cepas de isolados clinicos de C. tropicalis do presente projeto, visto
que para essas cepas o0 derivado de baixa massa molecular apresentou resultados superiores
comparado com o polimero de alta massa. (SILVA-DIAS et al., 2014)

Marin e colaboradores em um estudo realizado com filmes derivados de Vanilina-
quitosana reportaram que seus polimeros tiveram uma boa atividade de inibicdo de
crescimento da cepa de C. albicans. Nesse estudo também foi mencionado uma boa atividade
antifungica de solucdes de quitosana de baixa massa molecular (32 — 38 kDa) (MARIN et al.,
2013).

A capacidade antibacteriana de derivados de base de Schiff de quitosana também ja

foram relatados na literatura, as amostras eliminaram 98.8% das células vegetativas de B.
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cereus o gque culmina com os resultados obtidos do derivado ChDDBSV46 frente as espécies
testadas de C. albicans. (G. E. KHACHATRYAN, 2018)

Sabe-se que as cepas da C. albicans sdo as mais resistentes dentro do género
Candida, portanto, era esperado que os derivados apresentassem uma menor eficiéncia na
atividade antimicrobiana frente a essa espécie, em contra partida esperava-se melhores
resultados com as espécies ndo-albicans, visto que a resisténcia antifingica dessas é menos
persistente. (MILAN et al., 1998; REX et al., 1995; SINGH; TOTH; GACSER, 2020;
WILHEIM et al., 2009)

5.4.2 Teste da atividade antiflngica

O teste da atividade antifingica tem como objetivo avaliar se ocorre ou ndo o
crescimento de coldnias em placa de Agar Sabouraud com os mesmos valores de CIM
encontrados para os polimeros utilizados no item 5.4.1 (Tabela 9).

E possivel constatar por meio desse teste se os derivados sdo fungicidas ou
fungistaticos, pois ao transferir o contetido da placa de microdiluicio para a placa de Agar
Sabouraud ndo ha mais a acdo fungistatica dos polimeros nas cepas, ja que ndo estd mais
presente na solucdo. Ou seja, se a acdo nessa concentracao for apenas fungistatica a colonia da
levedura tornara a se desenvolver, enquanto se a acdo for fungicida ndo havera crescimento de
coldnias. Dessa forma, é possivel determinar a concentracdo fungicida minima (CFM), que
pode ser igual ou menor a CIM.

Apbs 24 horas de incubacgdo foi possivel observar nas placas de Agar Sabouraud
(Figuras 36-38) se houve crescimento de col6nias no local onde se perfurou, segundo 0s
mesmos layouts das placas de microdiluicdo.

Observaram-se, para todas as cepas, resultados muito similares aos encontrados na
CIM, evidenciando que aqueles derivados que possuem acdo fungistatica, demonstraram a
mesma CFM ou muito proxima. Vale salientar que para os polimeros que ndo possuem CIM

também ndo apresentaram acgéo fungicida para nenhuma cepa.
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Figura 36: CFM do polimero de partida, de dois derivados de vanilina e da vanilina pura.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Para essa primeira bateria de testes, os valores de CFM encontrados para ChCD
foram iguais ou muito préximos aos valores de CIM e ChDDBS46 mostrou CFM de 1 g L™,
um valor maior que a CIM encontrada para o mesmo derivado frente a cepa de CA ATCC, os
demais ndo apresentaram CIM e por isso ndo seria possivel que esses impedissem o
desenvolvimento dos fungos nas placas de Agar Sabouraud.

Os resultados obtidos na cepa de isolado clinico da C. albicans (CA 7051)
demonstraram que o derivado ChDDBS46 que apresentou CIM de 1 g L™, n&o impediu o
crescimento do fungo na mesma concentra¢do. O polimero de partida ChCD comprovou sua
acao fungicida no mesmo valor de CIM e a vanilina pura que inibiu o crescimento da cepa em
sua maior concentracao, assim como o derivado ChDDBS46 e os demais derivados também

ndo apresentaram CFM.
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Figura 37: Placa de microdiluigdo dos derivados ChDDV46 e ChDV52 frente as cepas de Candida albicans.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Na segunda bateria de testes com os mesmo fungos, porém com os outros dois
derivados de quitosana, ndo houve variacdo dos resultados esperados. Para ambos o0s
polimeros que ndo apresentaram CIM, a concentracdo fungicida minima nédo foi possivel ser

determinada.
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Figura 38: Placa de microdilui¢do dos derivados ChDDV46 e ChDV52 frente as cepas de isolados clinicos de
Candida tropicalis.
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Nesse Gltimo ensaio realizado (Figura 38) com as cepas de isolados clinicos de C.
tropicalis, os dois derivados apresentaram resultados de CFM semelhantes aqueles
observados na CIM. Como o derivado ChDV52 ndo demonstrou inibigdo na cepa CT 7015, é
invidvel que haja CFM para esse polimero contra esse fungo, ja 0 ChDDV46, por outro lado,
apresentou atividade fungicida na mesma concentracéo da CIM (0,75 g L™).

Para a ultima cepa de C. tropicalis (CT 7008) o derivado ChDDV46 apresentou
CFM de 0,5 g L™, uma concentrac&o acima de sua CIM.
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Todos os resultados estdo resumidos na Tabela 10 a seguir.

Tabela 10: Valores de CFM das cepas estudadas para os derivados de quitosana e vanilina

Cepa CFM (gL™

ChCD ChDDBSV46 ChCDV18 Vanilina ChDDV46 ChDV52

Candida albicans

C.
albicans 0,75 1 - - - -
ATCC

CA 7051 0,75 - - - - -
Candida tropicalis
CT 7015 * * & * 0,75 -

CT 7008 * * * * 0,5 0,75

Elaborado pelo autor, 2020

Dentre os principais antifingicos disponiveis atualmente para o tratamento da
Candida spp., os azlis sdo os mais utilizados, porém, essa classe de antifingicos sédo
fungistaticos, impedindo a producdo de proteinas, replicacio do DNA, modificacdes
estruturais na parede celular, entre outros mecanismos. Portanto, ao considerar um tratamento
topico, é preferivel que o antifungico aplicado seja fungicida, infelizmente ndo ha muitos
farmacos com essa caracteristica, 0 que destaca ainda mais a importancia de se desenvolver
novos agentes fungicidas, como os derivados ChCD, ChDDBS46, ChDDV46 e ChDV52
presentes neste projeto de pesquisa. (GANAN et al., 2019; MILAN et al., 1998)

5.5 Testes da atividade antioxidante dos derivados anfifilicos frente ao radical cation
ABTS™.

A atividade de eliminacdo de radicais livres € de suma importancia, pois afetam
negativamente o sistema bioldgico humano. Existem duas principais classes de radicais livres,
0s enddgenos e 0s exodgenos. O ABTS, um radical exdgeno, origina-se de polui¢es quimicas,
fumaca de tabaco, residuos de pesticidas, etc. desencadeando rapidamente reagdes dos

radicais livres prejudiciais ao organismo. (PU et al., 2019)
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Com o intuito de calcular a capacidade antioxidante total dos derivados frente ao
radical cation de ABTS, seguiu-se o procedimento descrito no item 4.5 e a equagdo 3. Os

valores de absorbancia obtidos estdo apresentados na Figura 39.

Figura 39: Atividade de eliminac&o do radical livre ABTS™ pelos polimeros de partida, os derivados anfifilicos
de quitosana e a vanilina. O acido L-ascdrbico foi utilizado como antioxidante referéncia, nas diferentes
concentracdes em 10 minutos de acdo de cada composto frente ao radical.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A partir dos resultados obtidos da atividade antioxidante dos compostos, em 10
minutos de agdo, foi possivel verificar o aumento significativo (acima de 40%) da eficacia dos
derivados substituidos quando confrontados aos polimeros de partida. Ao se comparar as
amostras ChCD (quitosana comercial degradada) e ChDD (quitosana desacetilada degradada)
nota-se que o polimero com maior porcentagem de grupos NAG obteve um resultado
ligeiramente superior, indicando que possivelmente a parte hidrofébica do polimero possa
estar envolvida no mecanismo da interagdo com o radical.

Comparando-se a atividade dos polimeros de partida e da vanilina pura, nota-se uma
diferenca significativa na eficacia da eliminagio do ABTS™. Portanto, o aumento abrupto da
acdo dos derivados substituidos com vanilina (ChCDV18, ChDDV46 e ChDV52) se deve

muito possivelmente ao mecanismo de acdo da sua por¢do na cadeia polimérica.
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O comportamento da atividade antioxidante com a variagéo da concentragédo se deu
de forma crescente na média das amostras analisadas (Figura 40) como esperado, visto que
guanto maior a concentracdo do composto, mais sitios ativos estdo disponiveis para capturar
os radicais livres em solucdo. Porém, com excec¢do do derivado ChDDV46 e dos de partida,
os demais ja apresentaram o6timos resultados da agdo antioxidante mesmo nas menores

concentracgdes testadas.

Figura 40: Perfil da atividade antioxidante (em 10 minutos de acdo) dos compostos testados nas diferentes
concentragoes.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Numa perspectiva geral, as atividades dos derivados mostraram-se proximas as do
antioxidante de referéncia, indicando resultados promissores, 0 que torna esses polimeros
candidatos promissores a agentes antioxidantes. A Figura 41 demonstra a possiblidade de
visualizagdo da atividade antioxidante ao se comparar a tonalidade inicial do radical e a sua
diminuicdo visivel quase que por completo da coloragdo ap6s o periodo de 10 minutos de

exposicéo, utilizando um dos derivados de quitosana e a vanilina.
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Figura 41: Cubetas contendo a solucéo do radical cation de ABTS antes e depois da atividade antioxidante de
um dos derivados de quitosana e da vanilina, ambos na mesma concentragéo (1 g L™).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

Além dos testes realizados e os resultados apresentados com 10 minutos de acdo dos
compostos, o perfil da atividade antioxidante também foi analisado em 30 minutos (com
intervalos de 5 minutos) na concentracdo intermediaria (0,75 g L™), com o intuito de avaliar

se um tempo de contato maior era necessario. Os resultados estdo presentes na Figura 42.

Figura 42: Decaimento da absorbancia do radical ABTS™ por tempo da atividade antioxidante dos polimeros na
concentracdo de 0,75 g L™ por 30 minutos.
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Os valores da absorbancia de Aq (controle) foram omitidos para uma maior clareza
no gréfico assim como os do Ac. L- ascorbico, pois este ja possui uma atividade de 100% na
primeira concentracéo e tempo de medida (to).

Ao se analisar o decaimento da absorbancia com o tempo, é possivel notar que,
naqueles compostos cuja atividade de eliminagdo do radical foi mais efetiva (derivados de
Vanilina-quitosana e a vanilina pura) o valor tende a se estabilizar a partir dos 10 minutos de
interacdo do radical com o antioxidante. Nas duas amostras de quitosanas de partida, nota-se
que a variacdo ap6s os 10 minutos também é menor. A Tabela 11 elucida as porcentagens de

variacao tjo-ts3p de cada composto.

Tabela 11: Variacdo da absorbancia de ty e t3 das amostras analisadas

Amostra  Variacao da absorbancia (%) de tyg e t3

ChCD 7,51
ChDD 11,28
Vanilina 2,29
ChCDV18 0,71
ChDDV46 2,75
ChDV52 0,86

Elaborado pelo autor, 2020

Os valores expostos comprovam a baixa variagdo das amostras, principalmente
quando se trata dos derivados de Vanilina-quitosana, cujo maior varia¢do ndo supera os 3% de
absorbancia de t;o a tsp, comprovando que o tempo estimado de 10 minutos é suficiente para
avaliacdo da atividade antioxidante. Pu et al. (2019) constatou que a atividade de eliminagao
do radical cation ABTS aumentou com o0 aumento da concentra¢do da quitosana, assim como
0 grau de desacetilacdo e a massa molecular também séo fatores que influenciaram na agéo
frente ao radical. Nesse mesmo estudo foi sugerido que os mecanismos de acdo da quitosana
dependem dos grupos amino livres (-NH>) e dos hidrogénios provenientes dos grupos amino
protonados (-NHs"). (PU et al., 2019)

No presente projeto pode-se constatar que a a¢do dos derivados deve principalmente

aos mecanismos de acdo da porcdo enxertada com vanilina dos polimeros, uma vez que essa
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espécie apresentou resultados superiores na remocdo dos radicais, comparado com as
quitosanas de partida.

Santosh e colaboradores vincularam como principal fator da atividade antioxidante
da vanilina o potencial de reducdo, ou seja, a baixa energia necessaria para conversao da
vanilina para sua forma oxidada. Também foi relatado que outros fatores que podem
influenciar a atividade de eliminagdo dos radicais sdo as ligacbes de hidrogénio
intermoleculares (do grupo fendlico da vanilina) com o meio reacional, e o impedimento
estérico da hidroxila (-OH) por conta dos grupos adjacentes. (SANTOSH KUMAR,;
PRIYADARSINI; SAINIS, 2002)
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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.
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