AV
AVAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp "' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

LETICIA DE QUEIROZ MOZANER

Derivados Anfifilicos de quitosana: efeito da estrutura do polimero na

atividade contra Candida spp.

Sao0 José do Rio Preto
2020



LETICIA DE QUEIROZ MOZANER

Derivados Anfifilicos de quitosana: efeito da estrutura do polimero na

atividade contra Candida spp.

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica, junto ao
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica, do Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Cadmpus de S&o José do Rio Preto.
Financiadora: CAPES

Orientador: Profé. Dr2, Vera Aparecida de Oliveira
Tiera

Sao José do Rio Preto
2020



Mozaner, Leticia de Queiroz

M939d Derivados anfifilicos de quitosana : - eferto da estrutura do polimero
na atividade contra Candida spp. / Leticia de Queiroz Mozaner. -- S3o
Jozé do Rio Preto, 2020

75 p. - 1l., tabs., fotos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas. Sdo José do Rio
Preto

Orientadora: Vera Aparecida de Oliveira Tiera

1. Quimica organica. 2. Agentes anti-infecciosos. 3. Quitosana. 4.
Candida spp.. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, S3o José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).




LETICIA DE QUEIROZ MOZANER

Derivados Anfifilicos de quitosana: efeito da estrutura do polimero na

atividade contra Candida spp.

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica, junto ao
Programa de P6s-Graduacdo em Quimica, do Instituto
de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de S&o José do Rio Preto.
Financiadora: CAPES

Comissao Examinadora

Profé. Dr2, Vera Aparecida de Oliveira Tiera
UNESP — Campus de Sdo José do Rio Preto
Orientador

Prof. Dr. Tiago Casella
FAMERP — Campus de Sao José do Rio Preto

Profé. Dr2, Patricia Simone Leite Vilamaior
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
11 de fevereiro de 2020



AGRADECIMENTOS

Agradeco, antes de todos, a Deus, por me dar sabedoria e tudo o que foi necessario para
chegar até aqui, mesmo diante das dificuldades enfrentadas, tudo que consegui foi gracas a Ele.

Aos meus pais, Moénica e Alex, por sempre estarem a disposi¢do para me ajudar, seja
emocionalmente ou financeiramente, obrigada por todo o carinho e amor, e se cheguei até aqui
foi porque vocés me impulsionaram sempre. Agradeco também a minha avé Jandira, que
sempre faz de tudo para que ndo me falte nada.

Ao meu namorado Henrique, que esteve comigo e tornou mais alegre e suave essa fase

da minha vida, por todo amor e apoio todos os dias.

A minha orientadora, Prof.. Dr2. Vera Aparecida de Oliveira Tiera que ndo mede
esforcos para ajudar, de maneira pessoal ou profissional, obrigada por todos 0s ensinamentos e
amparo para a realizacdo dessa pesquisa.

Ao Prof. Dr. Marcio Tiera, pela ajuda e disposi¢do sempre que possivel.

A Proft. Dr2. Margarette Gottardo de Almeida pela parceria e auxilio nos ensaios
microbioldgicos, aos alunos e funcionarios do laboratério de microbiologia da FAMERP, que
sempre estavam a disposicdo para ajudar e ensinar, especialmente aos meus amigos Thiago,
Maicon, Thaiza, Natalia, Veridianna e Bianca que fizeram os meus dias de analises mais felizes
e faceis.

Ao departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais e todos os docentes, pela
assisténcia para a realizacdo desse trabalho.

Aos meus colegas de trabalho do Laboratério de Biomateriais e Nanotecnologia, do
IBILCE, que sempre estdo a disposicdo para ajudar e auxiliar, em especial a Grazi, Aninha e
André, que sempre me deram toda atencdo quando tinha duvidas.

Ao Laboratdrio Multiusuério do Instituto de Fisica da USP, em Sao Carlos (IFSC/USP),
por nos ceder a utilizacdo do microscopio confocal a laser para realizagao das analises.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.

Por fim, agradeco a todos que estiveram presente em minha vida durante a realizagéo
deste trabalho, que ndo foram citados diretamente, porém ndo menos importantes, pois se eu
ndo desisti foi gragas a pessoas maravilhosas que estdo presentes na minha vida, me auxiliando

de todas as maneiras.



“Mas 0s que esperam no Senhor renovardo as suas forgas e subirdo com asas como aguias;
correrdo e ndo se cansarao; caminharéo e nao se fatigardo.”

Isaias 40:31



RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifungica de diferentes derivados
anfifilicos de quitosana contra cepas de Candida sp., um fungo responsavel por infeccdes que
impactam o sistema de salde, pois além de atingir milhares de pessoas tem se tornado cada vez
mais resistente aos tratamentos usuais. Considerando a importancia desse fungo e o potencial
para uso topico dos derivados de quitosana, no presente trabalho buscou-se avaliar a atividade
antifangica de diferentes séries de polimeros. Os polimeros previamente sintetizados foram
divididos em duas séries: 1) derivados contendo porcao hidrofobica e hidrofilica constante
(40% N,N- dietilaminaetila (DEAE) e 20% dodecil (DOD)) com diferentes massas moleculares,
e 2) derivados com porcéo hidrofébica e massa molecular constante (4% DOD e 137 kDa) com
diferentes porcentagens de grupos quaternarios (pentiltrimetilaménio). A série composta de
diferentes contedos de grupos carregados negativamente (carboxietil) e grupo hidrofébico
(octil/dodecil) foi sintetizada e caracterizada por Ressonadncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN HY). Para as 3 diferentes séries de derivados foram analisados os graus de
ionizacao e foi observado que no pH de 6,4 (pH préximo ao sanguineo) os polimeros das séries
1 e 2 apresentaram valores proximos a 70% e os da série 3 proximos a 80%. As citotoxicidades
dos polimeros foram determinadas em concentragdes crescentes e ndo apresentaram toxicidade,
exceto os da série 1- 25 kDa e 60 kDa que apresentaram moderada inibicdo de células viaveis
nas maiores concentragdes (1 e 0,75 mg mL™?). Foi avaliada a Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM), nas mesmas concentracdes estudadas no ensaio de citotoxicidade contra: Candida
albicans (C. albicans), Candida glabrata (C. glabrata), Candida krusei (C.krusei) e Candida
parapsilosis (C. parapsilosis), cepas ATCCs e de isolados clinicos de diferentes pacientes. Os
resultados mostraram que os polimeros das séries 1 e 2 inibiram em até 90% o crescimento da
maioria das cepas, exceto as de Candida albicans e os polimeros da série 3 ndo apresentaram
inibicdo para as cepas estudadas. A partir dos valores de CIM para os polimeros das séries 1 e
2, foram realizados estudos para determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Os
derivados das séries 1 e 2, que apresentaram menores valores de CFM, foram estudados para
determinacdo do time kill com todas as cepas. A inibicdo total foi atingida no periodo méximo
de 5 horas para todas as cepas e derivados testados. A microscopia confocal pemitiu verificar

alteracdo na morfologia da célula, possivelmente devido ao rompimento da parede celular.

Palavras-chave: Concentracdo Inibitoria Minima, quitosana, Candida spp, acao fungicida



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antifungal activity of different amphiphilic derivatives
of chitosan against Candida sp., a yeast responsible for infections that impact the public health
because reaches thousands of people and has become increasingly resistant to the treatments.
Considering the importance of this fungus and the potential for topical use of chitosan
derivatives, the present study aimed to evaluate the antifungal activity of a groups of previously
synthesized polymers and synthesize new group. The polymers previously synthesized were
divided into two groups: derivatives with constants concentrations hydrophobic and hydrofilic
(40% diethylamineethyl (DEAE) and 20% dodecyl (DOD)) with different molecular weights,
and derivatives with constant hydrophobic moiety and molecular weight (4% DOD and 137
kDa) with different percentages of positive charge (pentyltrimethylammonium group). The
serie of amphiphilic derivatives containing different contents of negatively charged groups
(carboxyethyl) and hydrophobic group (octyl / dodecyl) were synthesized and characterized by
Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (NMR HY). For the three series were analized the
degree of ionization and it was observed that at pH 6.4 (approximate blood pH) the derivatives
of series 1 and 2 presented values close to 70% and those of series 3 near 80%. The cytotoxicity
of the polymers was assessed in different concentrations and showed no toxicity, except those
in the serie 1- 25 kDa and 60 kDa that showed moderate inhibition of viable cells at the highest
concentrations (1 and 0.75 mg mL -1). Subsequently, the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was evaluate, at the same concentrations studied in the cytotoxicity assay, against
Candida albicans (C. albicans), Candida glabrata (C. glabrata), Candida krusei (C.krusei) e
Candida parapsilosis (C. parapsilosis), ATCCs strains and clinical isolates. The polymers of
series 1 and 2 showed 90% of inhibition against most strains, except Candida albicans, that
showed no significant inhibition by any polymer. The derivatives of serie 3 showed no
significant inhibition of any strain. From the values obtained from MICs, the Minimum
Fungicidal Concentration (MFC) was determined. For the derivatives of series 1 and 2 that
presented lower values of MFC, the time kill with all the strains was analyzed, and total
inhibition was reached in a maximum of five hours for all strains and derivatives tested.
Confocal microscopy allowed to verify the effect of antifungal on the morphology of the strains,
possibly due to cell disruption and fragments.

Keywords: Minimum Inhibition Concentration, chitosan, Candida spp., fungicidal effect
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1. INTRODUCAO

As infeccOes causadas por fungos tém crescido cada vez mais nas Ultimas
décadas, ndo somente em ambiente hospitalar, mas também em individuos com o sistema
imune comprometido ou submetidos ao transplante de Orgdos ou a equipamentos
invasivos como cateteres, articulacBes artificiais e valvulas, atingindo, desta forma,
milhGes de pessoas em todo o mundo (MARTINS et al., 2015).

Normalmente, as infeccBes causadas por fungos sdo as principais causas de
doengas hematogénicas, sendo os casos mais frequentes os fungos do género Candida,
que estdo presentes em qualquer pessoa saudavel. Entretanto, diversos fatores os tornam
patogénicos, tais como: mudancas fisiologicas  caracteristicas da infancia
(prematuridade), envelhecimento ou doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas e imunodepressdo, entre outras (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

Vaérias espécies de Candida sdo consideradas de grande importancia na medicina, como
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
stellatoidea, Candida krusei e Candida kyfer. Esse fungo é considerado o principal agente das
infeccbes mucocutaneas, entre outras mais complicadas, como septicemia, endocardite,
meningite e peritonite, sendo também responsaveis por infeccGes de pele e mucosas em
pacientes saudaveis, como por exemplo, em mulheres que desenvolvem candidiase
vaginal. A mortalidade geral de fungemias por Candida spp é da ordem de 40 a 60%,
tornando esta complicacdo infecciosa um grande desafio para a medicina (COLOMBO,
GUIMARAES, 2003; MARTINS et al., 2015).

Um grande problema relacionado as infeccGes fungicas € a selecdo crescente de cepas
resistentes aos antifingicos convencionais, tornando os tratamentos longos e dispendiosos
(SARDI et. al, 2013)

A busca por novos antifungicos, de origem natural, tem conferido a quitosana um
grande potencial de aplicacdo na medicina, biotecnologia, e como agentes bactericidas
(SEO et al., 2008) e fungicidas (RABEA et al., 2003).

O grande potencial de aplicacdo se deve principalmente a sua origem natural e
elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, tendo sido aprovada
pela FDA para aplicacdo tdpica, particularmente na cicatrizacdo de feridas (KUMAR,
VIMAL e KUMAR, 2016).



15

Um dos grandes problemas enfrentados ao trabalhar com a aplicacdo da quitosana como
antifungico € a sua baixa solubilidade no pH fisioldgico, aléem disso, apresenta potencial
fungicida menor que os fungicidas convencionais. Entretanto, a presenca de
grupos amina e hidroxila na estrutura do polimero torna a quitosana susceptivel
a reacbes de substituicdo nucleofilica, permitindo inimeras modificacdes quimicas em
sua estrutura, resultando em um aumento na sua atividade antimicrobiana e na solubilidade.
Dentre as possiveis modificagdes podemos citar as reacGes de acetilacdo, quaternizacao,
alquilacdo, carboxilacdo, acilacdo, sulfonacdo, amidacdo e a formacdo de complexos
polieletroliticos e de bases de Schiff com aldeidos e cetonas (KUMAR et al., 2004;
LARANJEIRA, DE FAVERE, 2009.).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa (GABRIEL et al., 2015; DIAS et al.,
2018) mostraram que derivados de quitosana substituidos com grupos hidrofébicos e
hidrofilicos inibiram totalmente o crescimento das colénias de Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus in vitro, e apresentaram solubilidade em ampla faixa de pH. A atividade antifngica
dos derivados esta diretamente relacionada a concentracdo dos polimeros no meio, ao grau de
substituicdo dos grupos hidrofobicos e hidrofilicos, a forca ibnica do meio e a massa molecular
do polimero.

Entretanto, os resultados encontrados na literatura sdo muitas vezes
contraditérios. Por exemplo, Seyfarth et al. (2008) relataram que a atividade antifngica
contra espécies de Candida decresce com a diminuicdo da massa molecular, entretanto
Kulikov et al. (2014) reportaram recentemente que oligoquitosanas de 2-a-20 kDa inibem
eficientemente o crescimento de Candida albicans. Segundo Rabea et al. (2003), a
anfifilicidade da quitosana deve ser precisamente controlada para maximizar sua atividade. Os
resultados da literatura indicam, também, que seus derivados tem uma faixa 6tima de valor de
Mw e o balanco hidrofilico/hidrofébico das modificagfes na cadeia polimeérica podem explicar
a maior eficiéncia do polimero contra diferentes microrganismos com diferentes propriedades
de membranas, local de acéo dos derivados de quitosana (KUMAR et al., KONG et al. 2010).

Frente a esses resultados, o presente trabalho de pesquisa teve como objetivo investigar
a atividade antifingica de diferentes séries de derivados de quitosana contra espécies de

Candida que apresentam grande impacto na area da saude.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Candida spp.

Nos Ultimos anos, as infec¢bes causadas por fungos estdo se agravando, principalmente
devido a resisténcia adquirida por estes e a baixa diversidade de antifingicos, tornando-se um
grande desafio para a medicina (SARDI et. al, 2013).

Segundo 0 mesmo autor, os fungos do género Candida estdo presentes na microbiota
natural em humanos: na boca, trato gastrointestinal e na vagina. Em mulheres, entretanto,
algumas alteracBes bioldgicas que comprometam o sistema imune, podem torna-los
patogénicos, devido sua adaptabilidade a diferentes nichos do hospedeiro.

A C. albicans é a mais frequente em infec¢des invasivas, entretanto, a incidéncia de
infeccOes causadas por espécies ndo albicans tem crescido nos ultimos anos. A C. glabrata é a
segunda mais frequente depois da C. albicans. Essa mudancga de epidemiologia esta sendo
causada, provavelmente, devido a fatores como imunossupressdo grave ou doenca, exposicao a
antibioticos de amplo espectro e pacientes idosos. A C. parapsilosis é outra espécie que se
tornou um patégeno importante, surgindo em varias manifestacbes clinicas, tais como:
endoftalmite, endocardite, artrite séptica, peritonite e fungemia, geralmente associadas a
procedimentos invasivos ou dispositivos protéticos, presente em pacientes de todas as idades
na América Latina (SARDI et al., 2013).

Pires et al. (2011) realizaram analises em amostras de hemodidlise e, das cepas isoladas,
53% foram de C. parapsilosis e 47% corresponderam a C. orthopsilosis. De acordo com Sardi
et al. (2013), a candidemia causada por C. glabrata também tém sido reportada. Esta espécie é
intrinsicamente mais resistente aos antifungicos convencionais (azois), principalmente o
fluconazol, assim como a C. krusei, e as infecches causadas por essas espécies tém sido
relacionadas a profilaxias prévias ao uso deste antifungico e neutropenia. Enfim, a preocupacéo
quanto a alta incidéncia de infeccGes causadas por espécies ndo albicans e a crescente
resisténcia dessas aos antifungicos convencionais tém aumentado nos Ultimos anos pois existem
poucos antifungicos eficientes contra a Candida no mercado (KAUR, R. et al., 2016;
MIRANDA-CADENA, K. et al., 2018; SAKAGAMI, T. et al., 2019). Além disso, a maioria
ndo sdo especificos, pela dificuldade de desenvolvé-los ja que o fungo e o hospedeiro séo
eucaridticos, portanto, é uma tarefa ardua encontrar um antifangico que seja toxico apenas para
a Candida e n&o para o hospedeiro (TAYEL et al., 2010).
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2.1.1. Morfologia das principais cepas de Candida sp.

A espécie mais estudada e amplaemente conhecida, responsavel por grande parte das
infeccbes causadas é a C. albicans. E um fungo dimdrfico, existindo primariamente e
disseminando-se através de seu fendtipo blastéforo, também conhecido como blastoconidio.
Pode estar presente em diferentes morfologias, assim como outras espécies de Candida, tais
como levedura, pseudohifas ou hifas, as células alongadas, elipsoidais, que sdo ligadas umas as
outras, sdo chamadas de pseudohifas, enquanto as células que sdo consideradas verdadeiras
hifas sdo caracterizadas por uma morfologia celular cilindrica e sdo separadas por paredes
septais perpendiculares, tal morfologia é definida através de sinais ambientais (HANI et al.,
2015).

De acordo com Whibley, Gaffen (2015), as espécies de C. glabrata, C. parapsilosis e
C. krusei ndo formam hifas verdadeiras mas vém sendo reportado a formacédo de pseudohifas,
enguanto que a C. tropicalis e a C. dubliniensis formam hifas verdadeiras assim como a C.
albicans.

Embora as infeccBes causadas pelas diferentes espécies de Candida sejam similares, ha
maultiplas diferencas fenotipicas, incluindo tamanho celular, composicdo da parede, exigéncias
de crescimento e fatores de viruléncia. A parede celular da Candida é composta essencialmente
por quitina e -1,3-glucano na por¢do mais interna e mananas associadas a proteinas na por¢ao
externa, porém, essas proteinas variam com a espécie, além da quantidade de cada composto,
foi relatado que na C.glabrata ha cerca de 50% mais proteinas, maiores quantidades de mananas
e menores de glucanas total nas paredes que a C.albicans, contrariamente, as espécies de C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis contém mais quitina que as de C. glabrata e C. krusei
(WHIBLEY, GRIFFEN, 2015).

A morfogénese fangica envolve alteragdes na composicao da parede celular e, portanto,
os diferentes morfotipos exp6em fatores de reconhecimento diversos. Tais fatores séo bem
reconhecidos na C.albicans mas pouco estudados nas outras espécies de Candida. No entanto,
é plausivel que as diferentes morfologias das espécies ndo-albicans também impulsionem
respostas e por isso € uma via de pesquisa importante. As células epiteliais também respondem
diferentemente a leveduras e hifas de C. albicans. As células de levedura promovem uma
resposta celular epitelial tolerogénica, enquanto a resposta inflamatéria é estimulada pelo
reconhecimento de hifas invasivas. Enfim, a forma leveduriforme e a de hifas apresentam
respostas diferentes de reconhecimento (WHIBLEY, GRIFFEN, 2015).
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2.2. Patogenicidade da Candida

O principal mecanismo de patologia da Candida spp. é através da candidemia enddgena,
em que diversas espécies presentes na microbiota natural em vérios locais do organismo
aproveitam-se de fraguezas do hospedeiro e tornam-se patdgenos oportunistas. O segundo
principal mecanismo é exdgeno, geralmente atraves da contaminagdo de materiais de salde
como cateteres e solugbes intravenosas contaminados (SENEVIRATNE, JIN,
SAMARANAYAKE, 2008; TAYEL et al., 2010; SARDI et al., 2013).

A Candida é considerada um importante patdgeno por sua versatilidade e habilidade de
viver em diferentes locais anatdmicos. E consensual que estes microrganismos sdo ativos na
fisiopatologia do processo da doenca, atuando através de diversos mecanismos de agressao
denominados fatores de viruléncia. Os principais fatores de viruléncia s&o aqueles para
aderéncia nos tecidos e dispositivos médicos hospedeiros, biofilmes e secrecdo de enzimas
hidroliticas (fosfolipases, proteases e hemolisinas). Entretanto, embora muito foi estudado
sobre fatores patogénicos em fungos, principalmente de C. albicans, pouco se sabe sobre as
espécies ndo-albicans (SENEVIRATNE, JIN, SAMARANAY AKE, 2008; TAYEL etal., 2010;
SARDI et al., 2013).

O primeiro fator na colonizacdo fungica é a aderéncia nos tecidos humanos, que ocorre
através de uma cascata de sinalizagdes. O ataque inicial da Candida é mediado a partir de fatores
ndo especificios (forcas eletrostaticas e hidrofdébicas). Em seguida, é promovido por adesinas
especificas presentes nas células fangicas que interagem com proteinas do hospedeiro,
fibrogénio e fibronectina. A adesdo também ¢é realizada por essas proteinas da parede flngica
que se ligam a aminoéacidos e acucares das células hospedeiras ou promovem a aderéncia a
superficies abioticas. Além disso, a Candida é capaz de formar um biofilme para aderir melhor
ao hospedeiro. Esses biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas envoltas em uma
matriz de substancias poliméricas extracelulares e exibem caracteristicas fenotipicas que
diferem de suas contrapartes plancténicas ou flutuantes, possuindo alta resisténcia aos
antifangicos (SENEVIRATNE, JIN, SAMARANAYAKE, 2008; TAYEL et al., 2010; SARDI
etal., 2013).

A formacéo de biofilme é um dos fatores de viruléncia mais importantes da espécie. O
biofilme varia de acordo com cada espécie e depende de diversos fatores como a

hidrofobicidade da superficie celular, a presenca de adesinas especificas, a estabilidade
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arquitetonica e a matriz. Os biofilmes formados por C. albicans formam agregados distintos de
células de leveduras, com poucas células existindo na forma de hifas, formando um arcabouco
estrutural para a aderéncia de leveduras. Por outro lado, o biofilme de C. tropicalis é denso e
forma entrelagados com pseudo-hifas e elementos de hifas por toda a parte, enquanto que na C.
krusei os agregados e microcolonias no biofilme s&o bem menores, as células séo distribuidas
de forma mais homogénea na superficie do substrato. Na C. parapsilosis sdo compostos de
agregados escassos (Figura 1) (KUMARI et al., 2015).

Figura 1 - Morfologia dos biofilmes das espécies de C. albicans, C. tropicalis,C. krusei e C.

parapsilosis
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(a) C. albicans

De acordo com Seneviratne, Jin e Samaranayake (2008), foram estudados os fatores
que afetam o crescimento do biofilme, tais como: substrato, quantidade de oxigénio disponivel,
e a espécie. Dessa forma, é possivel determinar os fatores que impedem ou favorecem o
crescimento do biofilme, a fim de evita-los. Por exemplo, foram testados diversos materiais
como modelo (acrilico, discos de cateter de elastdbmero de silicone, filtros cilindricos de
celulose, polimetilmetacrilato, plastico e vidro) para o desenvolvimento dos biofilmes, ja que
as propriedades do substrato interferem na ades@o e posterior crescimento. De acordo com
Seneviratne, Jin e Samaranayake (2008 apud Hawser e Douglas, 1994), foram determinados
gue cateteres urinarios de latex, seguido por PVC e poliuretano, propiciaram o crescimento dos
biofilmes de Candida. Ja& aqueles que eram 100% silicone foi observado significativa
diminuig&o no crescimento.

As enzimas hidroliticas mais importantes na acdo da Candida sdo as proteases e
fosfolipases. Dez proteinases asparticas (Sap) (isoenzimas) sdo principais na atividade da C.
albicans. Elas possuem massa molecular entre 35 e 50 kDa e sdo codificadas de SAP1-10 genes.
Foi relatado que as SAP1-6 estdo relacionadas a adeséo, dano tecidual e mudancas nas respostas

imunologicas. Essas Sap proteinases também foram encontradas nas espécies de C. tropicalis,
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C. parapsilosis e C. guilliermondii. A producdo de hemolisina € outro fator importante na
viruléncia desse fungo. Essa proteina é responsavel pela quebra das células vermelhas do
sangue, que permite a captacao de ferro, um elemento essencial no processo infeccioso (SARDI
etal., 2013).

2.3. Doencas causadas por Candida

Na maioria das vezes, as infeccOes causadas por Candida spp. acontecem sem um
motivo aparente, sendo dificil de determinar a causa e também evita-la. Geralmente, ocorrem
nas seguintes situacdes: no uso de antibidticos, que inibem microrganismos benéficos do nosso
corpo, permitindo a maior replicacdo da Candida, e propiciando a candidiase; alteracdes que
prejudiguem o mecanismo de defesa do hospedeiro, tais como mudancas fisioldgicas
caracteristicas da infancia (prematuridade) e envelhecimento; doencas degenerativas ou
neoplasicas; imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas; procedimentos médicos invasivos, ou
o comprometimento de barreiras anatdmicas (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; TAYEL et
al., 2010).

As micoses causadas por esses fungos possuem um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, podem ser superficiais, como nas infec¢cdes cutaneas e mucosas, ou profundas, graves
e generalizadas, que € o caso da candidiase invasiva.

De acordo com Rasch et al. (2018), os casos de candidemia sdo responsaveis por cerca
de 60% da mortalidade causada por Candida, e tal caso pode ocorrer em pacientes com diversas
doencas. Em pacientes com necrose pancreatica, por exemplo, a frequéncia de infeccdes
causadas por esses fungos € alta. Portanto, o risco de candidemia é recorrente. No total de 136
pacientes, 54 desenvolveram infeccdes causadas por Candida e 7 dessas era candidemia. As
especies mais frequentes foram as de C. albicans e C. glabrata. No estudo realizado por
Lindberg et al. (2019), em que foi analisado o espectro de espécies em pacientes com
candidemia, pois o padrdo de suscetibilidade antifingica entre elas varia, também observou a
maior frequéncia da C. albicans, seguida da C. glabrata e C. parapsilosis.

De acordo com Otasevic et al. (2018), a Candida também esta muito presente em
infeccOes superficiais, que sdo uma das infec¢cbes mais recorrentes no mundo todo, com
prevaléncia de 22-25%. Portanto, possui elevada importancia para a saude publica de humanos
e animais. Nos ultimos anos tém aumentado o nimero dos fatores de risco dessas infec¢bes na
pele, cabelo e unha, desde diabetes a terapia biologica, embora tais doengas ndo apresentem

risco de vida e sdo consideradas por muitos como trivial, elas afetam a morbidade e qualidade
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de vida dos pacientes. As espécies ndo-albicans tornaram-se importantes agentes dessas
infeccBes. O espectro das espécies presentes depende muito da geologia, economia e ecologia
da regido em que foi diagnosticada. No estudo realizado por Otasevic et al. (2018), na regido
do sudeste da Sérvia, foi observado que as unhas foi o local mais comum para a infeccédo
causada por espécies de Candida ndo-albicans, sendo que a espécie que prevalece nesses
materiais provenientes de infecgdes de unha sdo a C. parapsilosis.

Segundo Sardi et al. (2013), a candidiase oral € uma das doengas mais comuns causadas
por Candida albicans. Ela € capaz de interagir cooperativamente com outros microrganismos
na cavidade oral, principalmente bactérias na placa dentaria, tornando-se patogénica e
provocando a candidiase. O caso pode se agravar se houver leveduras na cavidade subgengival,
sendo possivel causar uma candidemia. Outros fatores também podem favorecer a candidiase,
por exemplo, o uso de dentaduras.

InfeccBes por Candida spp também pode ocorrer em pessoas saudaveis, que apresentam
alteracbes locais de resposta, como é o caso do desenvolvimento de candidiase vaginal
(COLOMBO, GUIMARAES, 2003). Segundo Freitas et al. (2018), a candidiase vulvovaginal
¢ a segunda infeccdo vaginal mais comum, cerca de 50-75% das mulheres apresentam essa
infeccdo em alguma etapa de sua vida. No estudo realizado por Tulasidas et al. (2018), cepas
isoladas de mulheres diagnosticadas com candidiase vulvovaginal, na idade reprodutiva, foram
analisadas a fim de determinar as principais espécies, e foi observado que a C. albicans é a mais
frequente, seguida da C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei. Dessas espécies, a
de C. glabrata apresentou alta resisténcia ao fluconazol (100%).

As espécies de Candida, podem estar presentes em infeccBes superficiais como pele,
unha e mucosas, ou atingir a corrente sanguinea e afetar 6rgdos, denominada candidiase
invasiva, que esta geralmente relacionada a pacientes de cirurgias (abdominal, principalmente),
queimaduras, tratamentos de longo prazo, e & administracdo prévia de antibidticos e
imunossupressores. As espécies responsaveis por mais de 90% das infeccGes invasivas sédo C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (SARDI, J.C.O. et al., 2013;
TULASIDAS, S. et al., 2018).

2.4. Antifungicos convencionais e mecanismos de resisténcia

Embora a quantidade de antifingicos utilizados para tratamentos clinicos parecam ser

numerosos, poucos deles sdo eficazes para infecgbes causadas por Candida spp. Podemos
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destacar os azois, que agem através da inibicdo da biossintese de ergosterol, que é analogo ao
colesterol das membranas celulares em animais, portanto, age interrompendo a formacdo das
membranas fungicas e ndo apresenta reacdo cruzada com as células hospedeiras, uma vez que
a estrutura do colesterol e do ergosterol apresentam diferencas suficientes. Nessa classe estdo
inclusos os imidazois (miconazol, econazol, clotrimazol e cetoconazol) e triazois (fluconazol,
itraconazol ) e, 0 mais recente agente, voriconazol (derivado triazélico sintético de segunda
geracdo do fluconazol) e posaconazol (analogo hidroxilado do itraconazol). Muitos deles sdo
amplamente utilizados tanto para uso topico quanto para tratamento e profilaxia de infec¢bes
invasivas. Outra classe de antifungicos amplamente utilizada é a das equinocandinas
(caspofungina, micafungina e anidulafungina), elas séo lipopeptidicas e impedem a formacéo
da parede celular fungica através da inibicao da sintese de (1,3)-B-D-glucano. A concentracdo
que possui acdo fungicida desses compostos ira depender da espécie de Candida
(SPAMPINATO, LEONARDI, 2013).

Os polienos como a nistatina e a anfotericina B séo antifungicos que também interagem
com o ergosterol, impedindo a perfeita produ¢cdo da membrana celular fungica. Por fim, temos
os analogos de nucleosideos, por exemplo, a flucitosina, que é um analogo de pirimidinas,
impedindo a sintese de RNA/DNA (SPAMPINATO, LEONARDI, 2013).

De acordo com o mesmo autor, infelizmente, esses antifungicos estdo sendo
amplamente utilizados, aumentando a seletividade e a resisténcia. Os mecanismos utilizados
por esses fungos sdo diversos e dependem do farmaco, porém, de forma geral sdo: diminuicdo
da concentracao intracelular do antifingico, diminuicdo da afinidade/processividade alvo deste,
e reducdo do seu efeito. Foram reportados diversos casos de resisténcia aos azois em pacientes
com HIV infectados com candidiase faringea. Além disso, as espécies ndo-albicans, tais como

C. glabrata e C. Krusei, desenvolveram uma resisténcia intrinseca a esses compostos.

2.5. Quitosana

A quitosana é o nome dado a polimeros de quitina parcialmente ou completamente
desacetilados. A quitina é o segundo polimero mais abundante na natureza pois é encontrado
no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de fungos, em insetos, em anelideos, moluscos
e celenterados. A estrutura da quitina e da quitosana (Figura 2) é formada por unidades de 2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amina-2-deoxi-D-glicopiranose, respectivamente,

ligadas por ligac6es glicosidicas B (1—4). Logo, a diferenca entre a quitina e a quitosana sdo



23

0S grupos acetamida, na qual a quitosana possui em menor porcentagem (PEDRO, et al., 2013).
Esses polimeros apresentam caracteristicas Unicas e atrativas, tais como: biodegradabilidade,
baixa toxicidade e efeitos antimicrobianos e, por isso, vérias aplicacdes estdo sendo estudadas,
na agricultura, area médica e farmacéutica, alimentar, téxtil, tratamento de agua, cosméticos,
entre outras (KONG et al., 2010).

O homopolimero é uma base fraca, com pKa em torno de 6,2-7,0 e por isso € insoluvel
em pH neutro ou alcalino. Ja em pH é&cido é solivel uma vez que 0s grupos aminos estardo
carregados e a quitosana estard na sua forma catibnica, sendo a forma associada a suas
caracteristicas antimicrobianas, pois é capaz de realizar interacdes eletrostaticas com a parede
celular de fungos e bactérias. Entretanto, a solubilidade em agua, que possui pH neutro, é
importante para as suas aplicaces. Logo, se faz necessario modificacdes em sua estrutura,
geralmente realizadas no grupo amina do carbono C2 e nos grupos hidroxilas dos carbonos C3
e C6, para torna-la solivel em uma maior faixa de pH (LIM, HUDSON, 2004; DIAS, 2017
PEDRO et al., 2013).

Figura 2 - Representacdo esquematica das estruturas quimicas da quitina e da

quitosana.
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Fonte: elaborado pelo autor

2.6. Efeitos antimicrobianos da quitosana e seus derivados

A quitosana possui caracteristicas muito atrativas para diversas aplicagdes, entre elas, 0
potencial antimicrobiano, mas devido sua baixa solubilidade em agua no pH neutro, é
necessario realizar modificagdes na sua estrutura, sintetizando diversas varia¢des de quitosana,
denominadas derivados de quitosana. De acordo com Kong et al. (2010), a quitosana e seus

derivados apresentaram efeitos antimicrobianos contra um amplo espectro de bactérias Gram-
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positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, e sem apresentar toxicidade em
celulas de mamiferos.

Segundo o mesmo autor, o potencial antimicrobiano da quitosana e seus derivados,
dependem de alguns fatores, tais como: espécie e idade do microrganismo, caracteristicas da
quitosana (massa molecular, concentragdo, densidade de carga positiva, grupos
hidrofilicos/hidrofobicos, capacidade de quelacdo, entre outros), estado fisico e fatores
ambientais (pH,forca ibnica do meio, temperatura e tempo de reacao).

Diversos estudos (NO et al., 2002; DEVLIEGHERE et al., 2004; SABAA et al., 2018;
LIU et al., 2018) mostraram que as modificacdes estruturais na quitosana, como a insercdo de
grupos hidrofilicos e hidrofobicos, além de melhorar sua solubilidade em pH neutro, afetam a
sua atividade antimicrobiana. No trabalho realizado por Sabaa et al. (2018), foi demonstrado
pelo método de agar difusdo, na qual mediu-se o halo de inibicdo, que os derivados de quitosana
substituidos com bases de Schiff apresentam um maior potencial de inibi¢cdo quando comparado
com a quitosana pura, sem modificagdo na sua estrutura, contra bactérias Gram-positivas
(Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Escherichia coli) e
também contra fungos (Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Geotricum candidum).

No estudo realizado por No et al. (2002), em que derivados de quitosana com diferentes
pesos moleculares foram testados contra quatro bactérias Gram-negativas e sete bactérias
Gram-positivas, foi possivel observar que os de alta e média massa molecular apresentaram
baixa atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas. Entretanto, foi muito efetivo
contra bactérias Gram-positivas. Ja os de baixa massa molecular apresentaram efeitos opostos,
demonstrando que o peso molecular e 0 microrganismo em questdo afetam o potencial
antimicrobiano.

No trabalho de Gabriel, Tiera e Tiera (2015), na qual o efeito inibitério do crescimento
de Aspergillus flavus foi testado com derivados de quitosana de diferentes massas moleculares
(alta, média e baixa) e diferentes porcentagens de grupo hidrofilico (dietilaminoetil (DEAE)) e
grupo hidrofobico (Dodecil (DOD)), foi possivel verificar que os derivados sintetizados a partir
da quitosana de baixa massa molecular apresentaram indices de inibicdo maiores e que a
insercdo de grupos DEAE e DOD foi efetiva no aumento da atividade antiflngica, ja que o
derivado com massa molecular de 15 kDa e substituido com 43% DEAE e 39% DOD
apresentou inibicdo de 100% do crescimento micelial do fungo, na concentragdo de 1 g L.

Tal fato foi confirmado no trabalho de Dias (2017), na qual os derivados de quitosana

substituidos com 40% DEAE e 20% DOD e diferentes massas moleculares foram testados
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contra o Aspergillus flavus, e aqueles com menores massas (8 e 15 kDa) foram mais efetivos,
na concentragdo de 1 g Lt atingiu inibicdo de 100% e 51,55%, respectivamente.

No estudo de Kulivov et al. (2014), as oligoquitosanas de 2-20 kDa apresentaram
atividade inibitoria eficiente contra o crescimento de Candida albicans. Ja no trabalho de Liu
et al. (2018), quitosanas com massa molecular média (150 kDa) e substituidas com trés grupos
de amdnio quaternério apresentaram indice de inibi¢do de 91,94% contra o fungo Rhizoctonia
solani e 87,18% contra o fungo Phytophthora capsici, 0 que indica elevada atividade
antifangica de derivados com carga positiva e massa molécular média. Em Seyfarth et al.
(2008), derivados de cloridrato de quitosana de alta massa molecular apresentaram uma
concentracdo inibitéria minima (CIM) menor que os derivados de baixa massa molecular contra
o fungo Candida albicans, indicando uma atividade inibitéria mais efetiva dos derivados de
alta massa. Portanto, hd muitos efeitos que devem ser considerados ao analisar a atividade
antifungica dos derivados de quitosana, deve-se avaliar individualmente os pardmetros
estruturais de cada derivado e as caracteristicas fisiol6gicas do microrganismo em questéo.

Em Devlieghere et al. (2004) foi observado o efeito do pH na atividade antimicrobiana
da quitosana, pois ao realizar os ensaios de inibicdo com difentes microrganismos, em pH 4,0-
6,0 obteve-se diferentes resultados. Por exemplo, na concentracdo de 0.005% (w/v) de
quitosana, o crescimento da Candida lambica foi completamente inibido em pH 4,0, enquanto
qgue em pH 6,0 houve apenas uma pequena reducdo na taxa de crescimento.

2.7. Efeitos antimicrobianos dos derivados contra Candida

A atividade antimicrobiana da quitosana geralmente envolve dois tipos de interagdo com
0 microrganismo que depende da massa molecular, em diversos estudos realizados, se a
quitosana for de alta massa, provavelmente irdo se aderir na parede celular do microrganismo,
enquanto que as de baixa massa ir4 penetrar na célula, inibindo varias enzimas e desregulando
a sintese de proteinas (KULIKOV et al., 2014).

Em Perinelli et al. (2018) foi testado a eficacia de nanoparticulas de quitosana e
quitosana livre dispersas em hidrogeéis aquosos ou dispersos de 5,5% de hidroxipropilmetil
celulose (HPMC), em diferentes porcentagens (0,1%, 0,5%, 1%), contra oito diferentes cepas
de C. albicans, C. glabrata e C. lusitaneae, isoladas de pacientes com candidiase vaginal. Os
hidrogéis com 1% de quitosana livre apresentaram elevada atividade contra todas as cepas de

Candida, mostrando no teste de disco difusdo inibi¢do de 12 + 0,78 mm a 13 £ 0,27 mm,
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enquanto a solucdo 1% de nanoparticulas de quitosana ndo apresentaram inibi¢do contra as
cepas de C. albicans, mas apresentaram atividade semelhante ao hidrogel com quitosana livre
contra as cepas ndo-albicans testadas. As nanoparticulas dispersas no hidrogel de HPMC
apresentaram inibicao contra todas as cepas, porém as nanoparticulas preparadas na proporc¢ao
12:1 (maior tamanho) apresentaram atividade relativamente maior que aquelas com relagéo 6:1
(menor tamanho).

Contudo, no trabalho de Aksungur et al. (2004), em que foi testado o gel da quitosana
com diferentes massas moleculares (alta e baixa), para aplicacdo com nistidina, in vivo e in
vitro, no tratamento de candidiase oral, foi observado que o gel da quitosana de baixa massa
molecular com a nistidina, promoveu uma melhor aplicacdo do medicamento, pois melhora a
adesdo na cavidade bucal e aumenta o tempo para a concentracdo do farmaco decair, permitindo
uma acdo mais prolongada, além de possuir acao contra Candida, potencializando os efeitos.

No estudo realizado por Anush et al. (2018), uma série de derivados de quitosana foi
sintetizada a partir da reagdo da quitosana com diferentes pirazol-4-carbaldeidos substituidos
em meio &cido, a fim de analisar a CIM desses derivados obtidos ( 5-Cloro-3-metil-I-fenil-1H-
pirazol-4-carbaldeido; 1-fenil-3-metil-5-0-cresiloxi-1H-pirazol-4-carbaldeido; 1- fenil-3-metil-
5 (-2-cloro-fenil) -1H-pirazol-4-carbaldeido; 1-fenil- 3-metil-5(-p-nitro fenil)-1H-pirazol-4-
carbaldeido e 3-metil-I-fenil-5-(piperidina) -IH-pirazol-4-carbaldeido) e da quitosana
comercial, para fins comparativos, contra a C. albicans. Foi observado que os derivados
apresentaram atividade antifungica similar ou melhor em concentragdes bem menores que a da
quitosana comercial (100 pg mL™?). Tal fato pode ser atribuido a densidade de cargas positivas
na cadeia do polimero, massa molecular e hidrofobicidade, pois, de acordo com o autor, 0s
principais mecanismos responsaveis pela atividade antimicrobiana séo: a interagdo eletrostatica
entre as cargas positivas da cadeia polimérica e cargas negativas na superficie celular do fungo,
ligacdo da quitosana com o DNA microbiano impedindo a sintese de mRNA e proteinas,
quelacdo de metais essenciais para o crescimento fungico pela quitosana. Os derivados com
maior massa e contetdo hidrofébico apresentaram melhores atividades contra a C. albicans
(ANUSH et al., 2018).

Grisin et al. (2017), foi realizada a sintese de derivados de quitosana a partir da reagdo
com &cido oleico a fim de obter derivados hidrofobicamente modificados contendo grupos
acido desoxicolico e avaliar sua atividade contra a C.glabrata. Os hidrogeis formados com
microparticulas de oleoilquitosana foram misturados com anfotericina B e observou-se uma
reducdo de 1,5 vezes na concentragdo capaz de inibir totalmente o fungo. O mecanismo

proposto pelo autor para a potencializacdo do efeito da anfotericina quando misturada com
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microparticulas de quitosana é a interacao eletrostatica com a membrana a partir da superficie
plana das microparticulas, o que causaria a ruptura desta e facilitaria a acdo da anfotericina B.
No trabalho de Ludwig et al. (2018) foram desenvolvidas nanoparticulas de poli
lactoglicolideo (PLGA) revestidas com quitosana contendo anfotericina B a fim de diminuir a
toxicidade desse farmaco e viabilizar a via oral como libera¢do. Essas nanoparticulas de PLGA
revestidas de quitosana contendo anfotericina foram testadas contra isolados clinicos de
candidiase vulvovaginal (C. albicans e C. glabrata), infeccGes da corrente sanguinea ( C.
albicans e C. tropicalis), e do trato urinario (C. albicans e C. glabrata, C. guilhnermondii) e foi
observada a diminuicdo da toxicidade, evidenciando que o polimero de quitosana é

biocompativel, ndo téxico, mucoadesivo e auxilia nas intera¢cdes com a parede celular do fungo.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar a atividade antifingica de
diferentes derivados anfifilicos de quitosana contra cepas de Candida sp., um fungo que afeta

milhGes de pessoas no Brasil.

3.1. Objetivos especificos

i) Sintetizar e caracterizar uma série de derivados zwiteridnicos com diferentes densidades de

cargas e contetdos hidrofébicos (série I11).

ii) Avaliar a atividade antifungica de trés séries de derivados de quitosana contra cepas padrdo
e isolados clinicos de diferentes espécies de Candida.

1ii) Analisar em microscopia confocal a laser o efeito do derivado de quitosana com maior acéo

antifingica sobre a morfologia e a parede celular de Candida spp.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Derivados anfifilicos

Foram utilizados derivados anfifilicos de quitosana mostrados na figura 3. Os polimeros
das séries 1 e 2, foram sintetizados e caracterizados por técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN !H) e Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e estavam
disponiveis no laboratorio de Biomateriais e Nanotecnologia do IBILCE-UNESP. Os polimeros

da série 3 foram sintetizados e caracterizados na execuc¢éo deste trabalho.

Figura 3 - Estrutura dos derivados anfifilicos de quitosana. Série I: DEAE. Serie II: Pentil

trimetil amonio. Serie I11; N-carboxietil
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Fonte: elaborado pelo autor

4.2. Sintese e caracterizagdo dos derivados da série 3

4.2.1. Sintese dos derivados anfifilicos de carboxietil quitosana

Os derivados de carboxietilquitosana foram preparados segundo metodologia descrita
por SASHIWA et al. (2003).
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Primeiramente, foi realizada a insercdo dos grupos hidrofilicos aniénicos (carboxietil) a
partir da quitosana desacetilada (QD). Para tal reagdo a QD foi solubilizada em agua deionizada
a 50°C, sob agitacdo, e adicionou-se o acido acrilico, a reacdo ocorreu por 48 horas. Apds
decorrido esse tempo, adicionou-se NaOH a mistura para ajustar o pH no valor de 10-12 a fim
de converter o &cido carboxilico no sal de sédio. Posteriormente, a mistura foi dialisada contra
agua deionizada por dois dias, utilizando-se membranas de diélise, para remover o0 excesso de

sal formado. Por fim, o derivado foi recuperado por liofilizacao.

4.2.2. Sintese de N-carboxietil-octil/dodecil-quitosana

A reacdo para alquilacdo dos derivados hidrofilicos consistiu em duas etapas,
primeiramente, a reacdo dos grupos amino de quitosana com dodecil aldeido ou octil aldeido
para formacdo da base de Schiff, sequida da reducdo utilizando-se borohidreto de sédio,
adaptando-se o método descrito por Gabriel (2013). Para a reacdo solubilizou-se os derivados
de carboxietil em &gua deionizada e ajustou-se o pH para 7,6, em seguida, adicionou-se octil
aldeido ou dodecil aldeido, sob agitacdo. Decorrido 1 hora da reacédo, adicionou-se borohidreto
de sddio na proporcdo 3:1 e manteve-se sob agitacdo por 24 horas. O produto foi purificado por
dialise contra agua deionizada por 3 dias, trocando-se a agua 3 vezes ao dia, e foi recuperado
por liofilizacdo. O procedimento foi repetido para todos os derivados obtidos, modificando-se

apenas as quantidades de octil aldeido ou dodecil aldeido na reacéo.

4.2.3. Caracterizacdo dos derivados anfifilicos por RMN H?

As amostras analisadas por RMN H! foram preparadas pela solubilizacdo de
aproximadamente 10 mg do polimero, previamente seco em estufa a vacuo por 4 horas, em 650
pL de oxido de deutério e 20 L de cloreto de deutério, a solugdo permaneceu em agitacdo por
4 horas. Apos isso, foram transferidas para tubos especificos para RMN. Os espectros foram

obtidos a temperatura de 70°C sem supressdo de agua.

4.3. Grau de ionizagado dos derivados anfifilicos em funcéo do pH

O grau de ionizacéo (GI) foi obtido por titulacdo potenciométrica, o que permite avaliar
a densidade de cargas em funcdo do pH do meio. Para tal, pesou-se 40 mg do polimero,

previamente seco em estufa a vacuo, e adicionou-se 10 mL de HCI 0,0998 mol/L padronizado,
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permaneceu sob agitacdo por 14 a 20 horas para solubilizagdo completa. Em seguida, titulou-
se com NaOH 0,0995 mol/L padronizado, sendo o pH constantemente monitorado a cada adigéo
de 100 pL ou 50 pL, dependendo da variacdo do pH, a fim de obter uma curva sigmoide,
finalizando-se quando o pH aproxima-se de 12, a fim de obter a curva potenciométrica. O Gl
pode ser determinado a partir da primeira derivada do grafico obtido da titulacdo
potenciometrica, utilizando-se os picos indicativos de inicio e término do processo de

desprotonacao.

4.4. Ensaios de citotoxicidade dos polimeros

4.4.1. Preparacdo das solucdes estogque dos derivados

Pesou-se 5 mg dos polimeros para preparo das solucdes estoque (2,5 mg mL™),
adicionou-se 200 pL de HCI 0,1 mol L™ e manteve sob agitagdo, em agitador magnético, por
24 horas. Apds esse periodo adicionou-se 2 mL 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 a concentragdo da solugédo estoque. As
diluicBes para as concentragdes desejadas (1; 0,75; 0,5; 0,25 e 0,1 mg mL™*) foram realizadas

na placa de microdiluicdo utilizando o meio como solvente.

4.4.2. Procedimento dos ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade dos polimeros foram realizados a partir do método
calorimétrico com MTS para analisar a viabilidade das células, utilizando-se o protocolo do
fabricante, com a cultura de células de fibroblastos de camundongo NIH/3T3, que é uma célula
gue 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 e diluiu-se a
quantidade necessaria para possuir 10.000 cel/poco, foram cultivadas por 24 horas em 200
pL/poco de DMEM (Sigma Aldrich) suplementado, nas seguintes condigdes: 37°C, 95% Oy,
5% CO». Durante o segundo dia, 0 meio DMEM (Sigma Aldrich) suplementado foi retirado e
adicionou-se as solucdes de polimero em diferentes volumes a fim de obter as concentracfes
finais desejadas, e permaneceu nas mesmas condigcdes anteriores por 24 horas. Por fim, no
terceiro dia, retirou-se as solugdes de polimero da placa e adicionou-se 120 pL/pogo de PMS
(100 uL DMEM + 20 uL MTS) 25.10°mol L. A manipulagéo foi feita no escuro. Em seguida,
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incubou-se por 3 horas nas mesmas condic¢Bes anteriores. Apos 3 horas foi realizada a leitura
da absorbancia em 490 nm. A viabilidade celular foi calculada ajustando-se as células sem

tratamento (controle) como 100%. O teste foi realizado em triplicata para analise de dados.

4.5. Ensaios microbioldgicos

4.5.1. Cepas de Candida sp

Os ensaios microbiologicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia (LMIC)
da Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto (FAMERP). Foram utilizadas cepas de
Candida sp. disponibilizadas pelo Laboratério de Microbiologia: a) C. albicans ATCC 90028
e quatro isolados clinicos de C. albicans de diferentes pacientes (CAl, CA2, CA3, CA4); b) C.
glabrata ATCC 2001,e trés isolados clinicos de C. glabrata de diferentes pacientes (CG1, CG2
, CG3); ¢) C. krusei ATCC 10147 e quatro isolados clinicos (CK1, CK2, CK3, CK4); e d) C.
parapsilosis ATCC 22019 e também quatro isolados clinicos (CP1, CP2, CP3, CP4). O uso
dessas linhagens foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) para fins de pesquisa académica — protocolo
A45AT7AG.

4.5.2. Concentragdo inibitoria minima (CIM)

4.5.2.1. Preparo das solu¢des estoque dos derivados

Preparou-se as solugcbes estoque de cada polimero na concentracdo de 2 mg/mL em
solucdo aquosa 10% de &cido acético. Posteriormente, permaneceu sob agitacdo em agitador
magnético por 24 horas. Em seguida, realizou-se as diluicdes (1 mg/mL; 0,75 mg/mL; 0,5
mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1 mg/mL) com o meio de cultura liquido utilizado para o teste (RPMI-
1640).

Figura 4 — Esquema para preparo da solucdo estoque

5 mg de polimero S - 2 mL agua
0,2 mL HAc 0.1 mol L Agitagdo por 24h destilada esteéril

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.5.2.2. Preparagdo dos in6culos

Primeiramente, realizou-se o repique, com alcas estéreis, da levedura desejada para uma
placa de &gar Sabouraud-dextrose e incubou-se por 24 horas a 35°C. Em seguida, uma al¢ada
dessa cultura foi suspensa em 5 mL de salina estéril. Em seguida, ajustou-se a turbidez,
adicionando-se levedura ou salina estéril até obter a transmitancia equivalente de uma solucgéo-
padrdo da escala de McFarland 0,5, em comprimento de onda 530 nm, de acordo com a
metodologia CLSI M27-S4E, 2012. Esse procedimento fornece uma suspensdo-padrdo de
levedura contendo 1.10° a 5.10° células/mL.

4.5.2.3. Preparo das placas de microdiluicédo

Os testes da atividade antifungica foram realizados pela técnica de microdiluicdo em
caldo, de acordo com o documento (modificado) M27-A4.

As placas de microdiluicdo foram preparadas em diferentes concentragdes de cada
polimero (1 mg/mL; 0,75 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1 mg/mL). Para cada cepa do
microorganismo foi utilizada 2 placas (layouts), descritas nas Figuras 5 e 6. Para a diluicdo dos
derivados de quitosana foi utilizado o meio de cultura liqguido RPMI-1640 tamponado com
acido morfopropileno sulfénico (MOPS) e suplementado com glicose 2%, ajustando-se o pH
em 7,0 com é&cido cloridrico. Foi adicionado 100 pL do in6culo padronizado em cada poco
contendo o RPMI e os derivados em diferentes concentrac6es, da coluna 2 a 11, na qual a coluna
1 foi utilizada como controle de crescimento até a linha E no layout 1, e até a linha D no layout
2,nalinhaFe Gdolayout 1, ealinha E e F do layout 2 foram realizados o controle do solvente,
nas quais foram adicionadas apenas o &cido acético na porcentagem utilizada para solubilizacéo
dos polimeros a fim de analisar se a atividade antifingica ndo era causada por este. Portanto,
na coluna 1 ndo foram adicionados os derivados de quitosana, exceto nas linhas H (coluna 1 a
9) e G (coluna 1 a 8) que foram utilizadas para controle de esterilidade dos polimeros e do

RPMI, nos layouts 1 e 2, respectivamente.
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Figura 5 - Layout 1 da placa de microdiluigéo
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 6 — Layout 2 da placa de microdiluigdo
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Fonte: elaborado pelo autor

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida, realizou-se a leitura em
leitor de placas, por densidade 6tica, no comprimento de 530 nm. A menor concentragdo capaz
de produzir inibicdo do crescimento do fungo em relacdo ao pogo controle-positivo foi
identificada como a CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) do polimero para esta amostra.

Todas as dilui¢des dos diferentes polimeros e grupos de controle foram testadas em duplicata.
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4.5.3. Teste da atividade antiflngica

Para a realizacdo do teste na qual foi analisado se o polimero, em questdo, € um
antifungico fungicida ou fungistadtico na CIM, apds a realizacdo e leitura das placas
mencionadas no item 4.5.2., decorridas as 24 horas, o contetdo foi transferido de cada pogo em
uma placa grande de Agar Sabouraud, de acordo com 0 mesmo layout 1 e 2, conforme mostrado
na Figura 7. A transferéncia do contetudo dos pocos da placa de microdilui¢do para a placa de
Agar Sabouraud foi realizado utilizando-se de palitos esterilizados em autoclave, onde
homogeneizou-se bem o conteldo do po¢o com o palito e perfurou-se o agar na area

correspondente ao po¢o na placa.

Figura 7 - Placa de Agar Sabouraud grande com o mapa para perfuracio semelhante a placa

de microdiluicéo

Fonte: foto tirada pelo autor

4.5.4. Determinacgéo da curva de morte vs tempo (time kill)

Foi realizado o ensaio de time-Kkill a fim de obter o tempo de morte do microrganismo a
partir do contato com o antifingico. Foi utilizada a metodologia modificada de Toledo et al.
(2016).

O preparo das solugdes dos derivados foi realizado de acordo com o descrito no item
4.5.2.1, entretanto, calculou-se a massa de polimero para que a concentracdo final (em 10 mL
de solucdo) seja igual a CIM de cada derivado com as diferentes cepas, mostradas no item 4.5.2.
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4.5.4.1. Preparagdo do in6culo

No dia anterior o0 microrganismo a ser testado foi incubado a 37°C em 5 mL de Caldo
Sabouraud-dextrose, para crescimento por 24 horas. A preparacdo da suspensdo de indculo a
ser utilizada para o teste foi realizada a partir da adi¢do de 50 pL de in6culo padronizado (0,5
da escala de McFarland, em comprimento de onda de 530 nm) em 4,95 mL de Caldo Sabouraud-

dextrose.

4.5.4.2. Procedimento para o preparo da curva de morte

Foram preparados 9,5 mL de Caldo Sabouraud Dextrose em tubos falcon de 10 mL (um
tubo para cada polimero + um tubo para controle de crescimento), posteriormente, adicionou-
se 500 pL da suspensdo de inoculo, preparada no item 4.5.4.1, em cada tubo falcon,
homogeneizou-se e descartou-se 1 mL da solugdo (caldo + indculo) a fim de adicionar 1 mL da
solugdo de polimero em cada tubo e o volume final ser 10 mL. O tempo comecou a ser contado
a partir da adicdo do polimero.

Retirou-se aliquotas de 400 pL a cada uma hora (1,2,3,4,5,6,7,8 horas), centrifugou-se
a fim de decantar as células e lava-las, com o intuito de ndo ocorrer mais acdo do polimero no
microrganismo apds o tempo, portanto, retirou-se 300 pL do sobrenadante ap6s a centrifugacdo
e adicionou-se 300 pL de Caldo Sabouraud-dextrose limpo. Homogeneizou-se e retirou-se 100
uL transferindo-se para placa de Agar-Sabouraud e distribuindo com alca de Drigalski, por fim,
as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. O procedimento esta esquematizado na Figura
8.

Ao decorrer as 24 horas de cada tempo, contou-se as Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) das placas de cada polimero e do controle de crescimento (auséncia de polimero), para

realizacdo do grafico UFC/mL vs tempo.
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Figura 8 — Esquema do procedimento de time-kill
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Fonte: elaborado pelo autor

4.6. Analises microscopicas

4.6.1. Marcacdo dos derivados com rodamina

Primeiramente, os derivados das séries 1 e 2 foram marcados com rodamina para analise
da estrutura na microscopia confocal a laser. Para tal, 200 mg de cada derivado foi pesado e
solubilizado por 24 horas em 25 mL de agua deionizada e 25 pL de &cido acético 0,1 mol .
Em seguida, o pH foi ajustado para 6,2 com solucdo de NaOH e foi mantida em agitacéo sob
atmosfera de N, e entdo dissolveu-se 12 mg de isotiocianato de rodamina B em 6 mL de
metanol e adicionou-se lentamente a solucdo de quitosana sob agitacdo. A reacdo foi mantida
sob agitacdo em atmosfera de N2 por 18 horas, em temperatura ambiente.

Apbs 18 horas, a mistura reacional foi dialisada contra solugéo de NaOH 0,05 mol L™
em membrana Spectrapore de 14 kDa por 24 horas, e contra agua deionizada por 5 dias.
Posteriormente, o derivado marcado com rodamina foi recuperado por liofilizacdo. Todo o
procedimento foi realizado na auséncia de luz (MA, et al., 2008).
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4.6.2. Microscopia confocal a laser

O preparo das laminas a serem examinadas por microscopia confocal a laser foi
realizado a partir de adaptacdo do método descrito por Sharma et al. (2018). Primeiramente, foi
padronizado o in6culo (0,5 da escala de McFarland, em comprimento de onda de 530 nm) e
adicionou-se 100 pL do inéculo padronizado em cada tubo eppendorf: a) 200 pL de caldo
Sabouraud estéril, sem adicdo de polimero (controle) e b) 200 puL da solucdo de polimero
diluido em caldo Sabouraud na CIM, e em seguida, deixou na estufa a 37°C por 12 horas.

Ap0s 12 horas, foi transferido 20 uL de cada suspensdo, preparada anteriormente, para
as laminas e espalhou-se com as laminulas, selando com esmalte. O controle foi marcado com
DAPI, conforme DAPI Protocol for Fluorescence Imaging (TERMOFISHER
SCIENTIFIC Inc., 2016). A Figura 9 ilustra tal procedimento. As microscopias foram
realizadas no Laboratério Multiusuario do Instituto de Fisica da USP, em S&o Carlos
(IFSC/USP).

Figura 9 — Procedimento para preparo de laminas da microscopia confocal a laser
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100 7 \mn uL
20 pl 20 uL
12 horas 2 372C

| } | }
— —-
Caldo Sabourzud  Solugdo dz pelimere na CIM

Fonte: elaborado pelo autor

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Derivados anfifilicos previamente sintetizados e caracterizados (Série | e 1)
Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa mostraram que

derivados anfifilicos de quitosana modificados com dietiletilamino (DEAE) e

pentiltrimetilamonio exibem excelente potencial como biofungicida contra os fungos
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Aspergillus flavus (GABRIEL at. al., 2015, DIAS et. al, 2018, TAKAKI at.al.2014). Frente a
estes resultados, no presente trabalho foram utilizadas diferentes séries destes polimeros com a
finalidade de aplicacdo contra Candida spp., um fungo de grande interesse na area médica. Na
tabela 1, sdo listadas as propriedades e estruturas dos polimeros utilizados para a série | (DEAE)

e para a série Il (pentiltrimetilamonio).

Tabela 1 — Estrutura quimica e caracterizacdo das quitosanas modificadas.

Polimero GD! (%) GSop? (%) GSpeae® (%) Mw* (kDa)
SERIE |
40DEAE20DOD25KDA 97 20 40 25
A0DEAE20DODG0KDA 97 20 40 60
40DEAE20DOD116KDA 97 20 40 116
40DEAE20DOD136KDA 97 20 40 136
SERIE II
GD! (%) GSoo? (%) GSpe® (%) Mw* (kDa)
QD4DD5PE 91,3 4,0 48 137
QD4DD13PE 97.3 4,0 12,7 137
QD4DD57PE 97.3 4,0 46,3 137
oo o <2\ o-{- <O
\ HW \ho! mo—: d& ,T,: O\jl .
R Hac TS0

1Grau de desacetilagdo. *Grau de substituicdo com grupos dodecila. 3Grau de substituicdo com grupos
pentiltrimetilamonio ou DEAE. “Massa molecular estimada por cromatografia de permeacdo em gel.

5.2. Sintese dos derivados de quitosana da série 111

Na primeira etapa da reacdo, a inser¢do dos grupos carboxietil & quitosana desacetilada,
foi realizada utilizando-se a reacdo de adicdo de Michael entre o &cido acrilico e o nitrogénio
do grupo amina da quitosana, conforme descrito na Figura 10. Método adaptado de Sashiwa et
al (2003).
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Figura 10 - Mecanismo de reacdo para formacao de carboxietil quitosana

Fonte: Elaborado pelo autor

Posteriormente, realizou-se a alquilacdo dos derivados hidrofilicos utilizando-se octil
aldeido ou dodecil aldeido. A reacdo ocorre por meio do ataque nucleofilico do nitrogénio do
grupo amina da quitosana ao grupo carbonila do aldeido formando uma imina, que é reduzida,
resultando em uma ligacdo covalente simples do grupo octil ou dodecil a quitosana, tal
mecanismo esta representado na Figura 11, de acordo com Dias (2017).
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Figura 11- Mecanismo de reacdo de insercdo de grupos octil ou dodecil na cadeia do

polimero.

Fonte: DIAS, 2017

*Foi considerado uma unidade monomérica para exemplificar como ocorre a reacao.

As reacOes foram realizadas da mesma maneira, repetidas vezes, com diferentes
quantidades de acido acrilico e octil aldeido ou dodecil aldeido, para a obtencdo de diversos
derivados anfifilicos substituidos com diferentes porcentagens de grupos hidrofilicos e
hidrofobicos.

5.3. Caracterizacdo dos derivados da série 3 por RMN 'H

Primeiramente, o grau de desacetilacdo da quitosana utilizada para a sintese dos
derivados foi determinado por RMN H?, a partir da area de integracdo dos picos dos hidrogénios
anoméricos (A an) e da area de integracdo dos picos dos hidrogénios do grupo acetamida,(A
ac), como descrito na equacédo 1. O pico dos hidrogénios anoméricos aparecem entre 5,0 e 5,4
ppm, e os hidrogénios do grupo acetamida ocorrem na regido de 2,5 ppm, como pode ser
observado na Figura 12 (GABRIEL, et al., 2013).
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GD = ( 1-— A% )*100 (Equacéo 1)

3Aan

Figura 12 - Espectro de RMN *H da quitosana utilizada para a sintese da carboxietil quitosana
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Fonte: elaborado pelo autor

A partir do espectro de RMN H! e da equacdo 1, foi possivel calcular o valor do grau de

desacetilagdo da quitosana usada para as sinteses; obteve-se 90% de grupos desacetilados.
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Figura 13 - Espectros de RMN H!: a) derivado da série 3-1; b) derivado da série 3-2; c)
derivado da série 3-3; d) derivado da série 3-4; e) derivado da série 3-5; f) derivado da série 3-
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Os graus de substituicdo dos grupos carboxietil e dodecil ou octil foram obtidos a partir
dos espectros de RMN H* (Figura 13). O sinal referente ao grupo carboxietil pode ser visto na
regido de 3,4 ppm, que corresponde aos hidrogénios dos grupos etila. Portanto, é possivel
calcular o grau de substituicdo de carboxietil (GS carboxi) a partir da area do pico dos
hidrogénios etilicos e da area dos hidrogénios anoméricos (equacao 2). Ja o pico referente ao
dodecil ou octil ocorre na regido de 1,3 ppm, que é devido a ressonancia dos hidrogénios dos
grupos metila. Da mesma maneira, calcula-se o grau de substituicdo de dodecil ou octil (GS

dod/oct) a partir das areas dos picos dos hidrogénios metilicos e anoméricos (equagéo 3).

Aetila
4 Aan

GScarboxi = ( )*100 (Equacéo 2)

A metila

GSpobroct = (m )*100 (Equacéo 3)

Os valores calculados a partir dos espectros para cada derivado da série 3 estdo
apresentados na tabela 2. Obteve-se uma quantidade variavel de grupos hidrofébicos e de 40-
60% de grupos hidrofilicos, o que nos permite avaliar as propriedades anfifilicas e densidade

de cargas dos polimeros e relacionar com sua atividade.

Tabela 2 - Graus de substituicdo dos derivados anfifilicos da série 3

Polimero GD! (%) | GSoct (%) | Ganor (96) Gsij/i)mxa Mw* (kDa)
1-CARBOX360CT2,3 90 23 - 36 35
2-CARBOX470CT2,3 90 2.3 - 47 35
3-CARBOX470CT14 90 14 - 47 35
4-CARBOX470CT7 90 7 - 47 35
5-CARBOX55D0OD32 90 - 32 55 35
6-CARBOX62DOD22 90 - 22 62 35

N-carboxiatil-N-dodecil gquitosana

'Grau de desacetilacdo. *Grau de substituicdo com grupos octila ou dodecila. Grau de substituicio com
grupos carboxetl. “Massa molecular estimada por cromatografia de permeacéo em gel.
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5.4. Grau de ionizac¢do dos derivados anfifilicos em funcéo do pH

Os graus de ionizacdo dos derivados anfifilicos foram obtidos a partir de titulacéo
potenciométrica, na qual foram realizadas monitorando-se o pH para determinar o inicio e o
fim da desprotonagdo dos grupos ionizaveis, como descrito no item 4.3. O grau de ionizagao
foi obtido a partir da equacdo 4, sendo que Vi é o volume inicial (primeiro pico da derivada)
onde se inicia a desprotonacdo dos grupos amina, Vr corresponde ao volume final (segundo
pico da derivada) na qual todos os grupos amina estdo desprotonados, Vx sé@o 0s volumes
intermediéarios entre os dois picos (OLIVEIRA, F.P.P. etal., 2013).

Vx-Vi

% grau de ionizagdo = [ 1 — (Vf_w

) ] *100 (equagéo 4)

De acordo com Oliveira et al. (2013), para a quitosana sem grupos substituintes o grau
de ionizacdo é 100% em pH 4,0-5,0 e proximo de zero em pH 7,0. Ao inserir grupos
substituintes também ionizaveis, as curvas sigmoides sdo gradualmente deslocadas para faixas
de pH maiores com o0 aumento do grau de substituicdo, dessa maneira, tem-se grupos carregados
em uma faixa mais ampla de pH.

Segundo Sahariah e Méasson (2017), a presenca de carga catidnica na cadeia da quitosana
é essencial para a atividade antimicrobiana. Foi realizado um estudo da atividade da quitosana
contra S.aureus em pH 7,2 e o MIC foi de 8192 pg/mL, enquanto que em pH 5,5 foi de 64
pg/mL. Tal fato ocorre pois nesse pH os grupos amina estdo protonados, e em pH 7,2 o grau de
ionizacdo da quitosana ja é praticamente zero, logo 0s grupos amina estdo desprotonados e sem
carga. Portanto, esse aumento da atividade devido a presenca de grupos catiénicos se deve a
interacdo com grupos anidnicos presentes na parede microbiana (SAHARIAH, MASSON,
2017).

As Figuras 14, 15 e 16 mostram os graus de ionizacdo, calculados a partir da equacéo 4,
dos derivados da série 1, que possuem 40% de grupos DEAE e diferentes valores de massa
molecular; os da série 2, que apresentam contetdos crescentes do grupo PENTIL na cadeia
polimérica e os da série 3 com quantidades variadas do grupo carboxietil. Todos os derivados
foram modificados com diferentes conteudos de grupos dodecil ou octil.
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Figura 14 - Graus de ionizacdo dos derivados da série 1
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Fonte: elaborado pelo autor

Observa-se que o derivado de quitosana substituido com 40%DEAE e 20%DOD
aumentou a faixa de pH para a total desprotonacdo da quitosana. Em pH acima de 6,5, a
quitosana comercial (comprada sem modificacbes na estrutura) se encontra com grau de
ionizacdo proximo a 0%, enquanto a quitosana de 25 kDa substituida com 40%DEAE e
20%DOD tem grau de ionizacdo de aproximadamente 70% nesse pH. Tal fato também é
observado por Oliveira et al. (2013), na qual a quitosana comercial, com 15% DEAE e
100%DEAE obtinham grau de ionizacdo de 0; 0,3 e 0,7, respectivamente, no pH de 7,4.

No presente trabalho, os polimeros substituidos com DEAE e DOD mostraram que a
curva sigmoide do grau de ionizagdo se estendeu para pH maiores com o decréscimo da massa
molecular, uma vez que o derivado com massa molecular de 136 kDa apresentou 0% de
ionizacdo em pH 7,8, enquanto o derivado com 25 kDa apresentou com 20% de grupos

ionizaveis no mesmo valor de pH, como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 15 - Graus de ionizacéo dos derivados da série 2
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Fonte: elaborado pelo autor

Para os derivados da série 2 podemos observar nitidamente que o aumento do grau de
substituicdo por grupos PENTIL aumentou significativamente a porcentagem de grupos
ioniz&veis no pH de 7,4. Nesse pH, os derivados substituidos com 5% e 13% de grupos PENTIL
obteve-se 8% e 14% de grupos ionizaveis, respectivamente, enquanto o derivado substituido
com 46% de grupos PENTIL observou-se aproximadamente 50% de grupos ionizaveis. Tal fato
estd de acordo com o observado em Oliveira et al. (2013), em que com o0 aumento do grau de
substituicdo, o grau de ionizagdo aumenta proporcionalmente devido a presenca de mais grupos

ionizaveis na cadeia polimérica, observado na Figura 15.

Figura 16 - Graus de ionizacdo dos derivados da série 3
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Para os derivados da série 3, a porcentagem de substituicdo de grupos carboxietil ndo se
observa uma grande variacdo, aproximadamente 40-60%, provavelmente esse grupo néo
interfere no aumento da quantidade de grupos ionizaveis em pH 7,4, uma vez que o pKa do
grupo carboxila € de aproximadamente 4. Logo, em 7,4 os grupos carboxilas ja estardo
totalmente desprotonados.

Portanto, a curva sigmoide se estende para valores de pH mais altos devido a presenca
dos grupos amina decorrentes da alta desacetilacdo da quitosana e que sdo desprotonados em
pH maiores. Observa-se também que com o aumento da porc¢éo hidrofobica (OCTIL ou DOD),
na cadeia de quitosana, a quantidade de grupos ionizaveis aumentou no pH de 7,4, até a
substituicdo de 22%. Entretanto, no derivado substituido com 32% de DOD o grau de ionizagao

diminuiu, possivelmente devido a agregacao do polimero por interac@es hidrofébicas entre si.

5.5. Ensaios de citotoxicidade dos polimeros

Segundo HUANG, KHOR e LIM (2004) e MOSMANN (1983), o estudo da
citotoxicidade utilizando MTS é um método colorimétrico quantitativo baseado na quebra do
sal de tetrazolio (MTS) por células biologicamente ativas. As células vivas sdo capazes de
reduzir o MTS para formar um complexo colorido. Acredita-se que essa reducdo seja realizada
por enzimas desidrogenases NADH dependentes. O composto formado pode ser determinado
guantitativamente na absorbancia de 490-500 nm (MTS ASSAY KIT (CELL
PROLIFERATION) (COLORIMETRIC) (AB197010).

Figura 17- Reacdo ocorrida no método de MTS em que o sal de tetrazélio € quebrado para a

formacdo de formazan
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Fonte: elaborado pelo autor



50

A coloracdo do composto resultante da redugédo do MTS foi quantificada fazendo a
leitura de absorbancia em 490 nm. As células, na auséncia de polimero, foram consideradas

como 100% viaveis, e entdo, a viabilidade das demais foram calculadas a partir equacéo 5:

2= AL iy

Onde A medida se refere a absorbéancia da célula selecionada, tratada com o polimero,
e A controle representa a média das absorbancias das células sem adic¢éo do polimero.

A partir dos valores de viabilidade obtidos pela equacdo 5 foram plotados os graficos
das porcentagens, no qual cada barra representa uma concentracdo, em ordem decrescente: 1
mg mL*?, 0,75 mg mL?, 0,5 mg mL?, 0,25 mg mL™? e 0,1 mg mL™, para cada derivado
anfifilico, como mostra a Figura 18.

Os resultados mostraram que os derivados de quitosana da série 1 — 25 kDa e 60 kDa
apresentaram toxicidade para células de fibroblastos NIH3/3T3 nas concentragdes de 1 e 0,75
mg mL™, pois resultou em aproximadamente 50% de células viaveis. Entretanto, na
concentragdo de 0,5 mg mL™* ambos ndo foram tdxicos, obtendo-se mais de 70% e 80% de
viabilidade das células para o derivado de 25 kDa e 60 kDa, respectivamente. Os demais
derivados da série 1 e todos os derivados das séries 2 e 3 foram atoxicos, atingindo 80% ou
mais de células vidveis em todas as concentra¢fes, demonstrando grande potencial para
aplicacdo como biofungicida contra Candida spp. Para comparacéo foi utilizado o fluconazol,
gue € um dos antifangicos mais utilizados para o tratamento de candidiases. (SARDI et al.,
2016).

Figura 18 - Citotoxicidade dos derivados a) série 1 b) série 2 c) série 3. Dados representam
média £ desvio padréo (n = 3).
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Fonte: elaborado pelo autor

Assis et al. (2012), foi analisado a citotoxicidade de oligoquitosanas em cultura de
fibroblastos (3T3), pelo método colorimétrico com MTT, e de acordo com os autores ndo foi
observado efeito significativo na proliferacdo das células, com 80% de viabilidade.

No trabalho de Felice et al. (2015), o qual foi testada a citotoxicidade de derivados
quaternérios de quitosana em cultura de células de fibroblastos, nas concentracdes de 5-100
pg/mL, verificou-se que na concentracao igual ou inferior a 10 pg/mL os derivados com massa
molecular de 590 kDa ndo apresentaram toxicidade, e para os derivados com massa molecular
de 32 kDa sua toxicidade foi baixa mesmo em 50 e 100 pug/mL. No presente trabalho, os
polimeros quaternarios (série 2) com massa molecular de 137 kDa nédo apresentaram toxicidade
mesmo na concentragdo 1 mg mL™, superior & concentragio do trabalho mencionado.

Em Anitha et al. (2009), foram realizados os testes de citotoxicidade com
nanoparticulas, de 40-80 nm, de carboximetil quitosana e ndo foi observada toxicidade nas
concentragdes de 0,4, 0,8 e 1 mg mL* em células de cancer de mama (MCF-7).
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Portanto, de maneira geral, os derivados de quitosana ndo apresentam efeitos toxicos, o

que os torna vidveis para testes adicionais e aplicacéo.

5.6. Ensaios microbiologicos
5.6.1. CIM

A determinacdo das CIM pelo método de microdilui¢do, descrito no item 4.5.2., foi
escolhido por ser um método preciso, quantitativo e mais sensivel que o método de disco
difusdo, que € um método qualitativo, além de ser amplamente utilizado para determinacdo dos
indices de inibicdo de farmacos convencionais e ser mais pratica e econémica, j& que a
quantidade de material utilizado € bem menor e pode-se testar a atividade de vérios antifungicos
em uma sé placa (LEITE, 2016).

As porcentagens de inibicdo foram calculadas em relacdo ao controle de crescimento,

de acordo com a seguinte equagéo:

100+A
AC

% inibicdo = 100 — ( ) (equacéo 6)

Sendo que A representa a absorbancia do pogo selecionado e AC representa a média das
absorbéancias dos pocos correspondentes ao controle de crescimento.

Os valores obtidos de absorbancia do solvente, utilizado para solubilizacdo, foram
semelhantes aos valores do controle de crescimento Portanto, a inibicao obtida refere-se a acédo
dos derivados anfifilicos.

Conforme descrito no item 4.5.1., as atividades antifungicas dos polimeros das séries
1,2 e 3 foram testadas contras cepas ATCC e isolados clinicos de C. albicans, C. glabrata, C.
krusei e C. parapsilosis.

De maneira geral, todos os polimeros das series 1 e 2 apresentaram excelentes indices
de inibicdo contra as cepas clinicas e ATCC de C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis,
principalmente para as cepas C. krusei (Figura 19).

Os polimeros da série 3 (anidnicos) nao apresentaram atividade antifungica significativa
a nenhuma cepa, um fato semelhante foi reportado no trabalho de Seyfarth et al. (2007), na qual

testou-se a atividade antifingica de derivados de carboximetil-quitosana contra cepas de C.
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albicans, C. glabrata e C. krusei e esses derivados ndo apresentaram inibicao significativa para
nenhuma cepa, 0 autor justifica o ocorrido a partir da importancia da densidade de cargas
catidnicas na cadeia polimérica, na qual acredita-se ser um dos principais mecanismos de
interacdo com cargas anionicas da parede celular dos fungos (esfingolipideos, por exemplo),
ocasionando a morte. Portanto, os derivados que ndo apresentam carater policatiénico devido a
carboximetilagdo dos grupos amino livres, acabam perdendo a eficacia.

Os polimeros apresentaram baixos ou nenhum indices de inibi¢ao contra todas as cepas
testadas de C. albicans, observado na Figura 20. Embora em alguns trabalhos (TAYEL et al.,
2010; KULIKQV et al. 2014; GONDIM et al., 2018) os derivados e nanoparticulas de
quitosana apresentaram acdo antifingica contra C. albicans, fungo que apresenta maiores
fatores de viruléncia, como a formacéo de hifas e biofilmes, dessa forma, ela pode estar presente
na forma de levedura ou hifas; além disso, dependera da cepa a ser testada, principalmente as
clinicas, pois podem ter sido expostas a mais fatores externos, ocorrendo a selecdo de cepas
mais resistentes. Ganan et al. (2019), onde foram testadas oligoquitosanas contra diversas cepas
de leveduras, ndo foi observada inibi¢do para C.albicans na concentragdo de 5 mg mL?.

Referindo-se as outras espécies, obteve-se inibi¢do igual ou maior a 90% na CIM com
todos os polimeros das séries 1 e 2, exceto para as cepas CP2, CP3 e CP4 e as cepas CG2 e
CG3 que obtiveram inibicdo menor com os polimeros da série 1. Entretanto, os valores de CIM
considerados inibiram pelo menos 50% de cada cepa, valor referéncia de acordo com a CLSI
M27-S4E, 2012. Os menores valores de concentracdes para inibi¢cdo foram os do polimero da
série 2 — 5%PENTIL contra a C. parapsilosis ATCC, C. krusei ATCC, CK1, CK3 (0,25 mg
mL?) e o da série 1 — 25 kDa contra a CK1, e do polimero da série 1 — 60 kDa contra a C.
krusei ATCC (0,1 mg mL™). Todos os polimeros da série 1, exceto o de 25 kDa e 0s da série 2,
exceto o com 46% PENTIL apresentaram inibicdo igual ou maior que 90% para todas as cepas
de C.krusei , 0 que torna esses polimeros promissores pois a C. krusei apresenta resisténcia
intrinseca contra azois, dificultando o tratamento. Os resultados podem ser observados na
Tabela 3 (SEYFARTH et al., 2007; DE TOLEDO et al., 2016).

O polimero da série 2- 5% PENTIL foi o que demonstrou elevada atividade para quase
todas as cepas estudadas, apenas ndo inibiu significativamente a CG2 e a CG3, as demais

apresentaram inibicao igual ou maior 90% ao polimero.
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Figura 19 — Placas de microdiluicdo dos polimeros das séries | e Il contra a) C. krusei ATCC,

b) CK1 c) CK2 d) CK3 e) CK4
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Figura 20 — Placas de microdiluicao dos polimeros das séries | e Il contraa) C. albicans ATCC,

b) CA1 c) CA2 d) CA3 ) CA4

@ %9, "v‘v
‘v L "u L ) W!J!/!/

=N e e e NN N NN

'

Fonte:

1 0,75 0,5 0,250,1 1 075 0,5 0,25 0,1 (mg/mL)

3 . [ e ? YRR TR

W
CONTROLE DE A
CRESCIMENTO A
B
C
D
—
CONTROLE DO E
SOLVENTE
F
G
CONTROLE DE l l
ESTERILIDADE - . -

Elaborado pelo autor

§1-25
$1-60
51-116
51-136

$2-5

$2-13

$2-46



Tabela 3 - Valores de CIM para os polimeros das séries 1 e 2

Cepa

C. glabrata ATCC

CG1

CG2

CG3

C. krusei ATCC
CK1

CK2

CK3

CK4

C. parapsilosis ATCC
CP1

CP2

CP3

CP4

Série 1
25kDa
0,5
0,75

0,5
0,25

Série 1
60kDa
0,75

0,75

0,1
0,5

0,5

Série 1
116kDa
0,5

0,5

0,25
0,5
1
0,5
0,75

0,75

CIM (mg mL™?)

Série 1 Série 2 Série 2 13%pentil

136kDa 5%pentil
0,75 0,75 0,75
0,75 0,75 0,75
1 - -
0,5 0,25 0,5
0,5 0,25 0,5
1 0,75 0,75
0,5 0,25 0,5
1 0,75 1
0,5 0,25 0,25
1 0,75 1
- 0,75 1
- 1 1
1 0,75 0,75

56

Série 2 46%pentil
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Garcia et al. (2018), foi analisado o efeito da massa molecular da quitosana na
atividade antifangica em diversas cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, e
determinou-se valores de CIM na faixa de 4-512 pg mL™ para a quitosana de baixa massa
molecular e entre 16-512 pug mL™ com a de alta massa molecular, sendo que para a C.
parapsilosis a de alta massa molecular apresentou maior atividade, fato também observado
no presente trabalho. De acordo com os autores, os valores irdo depender muito da cepa, pois
dependera da composicdo e densidade de cargas negativas da parede celular de cada uma
delas, sendo que um dos principais mecanismos de acdo da quitosana contra Candida spp. é
a partir da interacdo eletrostatica das cargas positivas da cadeia polimérica com compostos
negativos da parede celular (GARCIA, L.G.S. et al., 2018).

Ganan et al. (2019), testou-se oligoquitosanas contra 52 cepas de Candida spp
avaliando-se os valores de CIM, e foi observado que os valores encontrados estdo entre 9,8
e 5000 pug mL, que se encontra dentro das concentracdes determinadas no presente trabalho.

Alburquenque et al. (2010) também analisaram a atividade antifingica de quitosanas
com baixa massa molecular contra diversas cepas de C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis,
C. albicans, C. tropicalis e C. lusitanie, e determinou-se valores de CIM entre 4,8 e 2500 mg
L, na qual 68,6% possui valor de 4,8 mg L. Porém, esses valores foram obtidos no pH 4,0,
enquanto que no trabalho aqui apresentado o pH foi de 6,4, proximo ao pH fisioldgico, uma
vez que o0s objetivos sao terapéuticos. Foi constatado, no trabalho dos autores, que a atividade
aumenta com o decréscimo do pH, provavelmente, por conta da maior quantidade de grupos
amina desprotonados. Entretanto, busca-se aproximar ao pH fisioldgico pois a finalidade é
utilizar os derivados para uso terapéutico.

De acordo com Miranda-Cadena et al. (2018), que testaram cepas de C. glabrata e C.
parapsilosis isoladas de pacientes com infeccdo bucal, seis das quatorze cepas isoladas de C.
glabrata apresentaram resisténcia contra fluconazol. Além disso, algumas cepas de C.
glabrata e C. parapsilosis resistentes a miconazol também tém sido reportadas, o que ressalta

a importancia dos resultados encontrados neste trabalho para estas cepas.
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5.6.2. Teste da atividade antifungica (fungicida ou fungistatica)

A realizacdo desse teste teve o intuito de avaliar se ha crescimento de colénias em
placa de Agar Sabouraud com os valores de CIM encontrados dos polimeros das séries 1 e 2
contra todas as cepas avaliadas (Tabela 3). E possivel afirmar se o polimero é fungicida ou
fungistatico pois ao transferir o conteido da placa de microdiluicio para a placa de Agar
Sabouraud com o palito ndo ha mais a acéo fungistatica do polimero nesta, ja que nao esta
mais presente em solucdo, por isso se a acao nessa concentracdo for apenas fungistatica a
coldnia da levedura tornard a crescer, enquanto se a agdo for fungicida ndo havera
crescimento de col6nias. Dessa forma, é possivel determinar a concentragdo fungicida
minima (CFM), que pode ser igual ou maior a CIM.

Decorridas as 24 horas de incubacdo foi possivel observar nas placas de Agar
Sabouraud se houve crescimento de colonias no local onde perfurou-se, segundo 0 mesmo
layout 1 e 2 da placa de microdiluicdo (Figura 21). Foi observado, para todas as cepas,
resultados muito similares aos encontrados na CIM, evidenciando que os derivados possuem
acao fungicida na CIM ou muito proxima. O teste foi realizado também para os polimeros da
série 3, mas de acordo com o descrito no item anterior, eles ndo apresentaram acdo
antifungica significativa para nenhuma cepa, por isso houve crescimento de col6nias em
todos 0s casos.

Pode-se observar, assim como ocorreu no item 5.6.1., que dos polimeros da série 1
todos apresentaram acdo fungicida igual ou proxima a CIM, exceto o de 25 kDa. Dos
polimeros da série 2, aquele com maior porcentagem de PENTIL (46%) foi o que apresentou
menor eficiéncia, apresentando valores maiores de CFM ou sem acdo, e o polimero com 5%
PENTIL foi o que apresentou maior eficiéncia.

As cepas de C. parapsilosis foram as que apresentaram maior resisténcia, na qual
apenas o0 polimero da série 2 — 5% PENTIL apresentou agédo fungicida para as cepas de
C.parapsilosis ATCC, CP1, CP2, CP3 e CP4. Para a CP1 todos os polimeros da série 1,
exceto de 25 kDa e os da série 2, exceto o com 46% PENTIL, apresentaram acdo fungicida,

porém em concentra¢des mais elevadas. Os valores de CFM estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de CFM para os polimeros das séries 1 e 2



Cepa

C. glabrata ATCC
CG1

CG2

CG3

C. krusei ATCC
CK1

CK2

CK3
CK4

C. parapsilosis ATCC
CP1
CP2
CP3
CP4

CFM (mg mL™?)

Série
25kDa
0,75

0,75

0,5

0,25

1 Série
60kDa
0,75

0,75

0,1

0,5

0,75

Série
116kDa
0,5

0,5

0,25

0,5

0,5
0,5

0,75

Série
136kDa
0,75

0,75
1

0,75

1 Série
5%pentil
0,75

0,75

0,25
0,25
0,75

0,75

0,25
0,75
0,75

0,5

2

Serie 2 13%pentil

0,75

0,75

0,5
0,5
0,75

0,5
0,75

0,25

59

Série 2 46%pentil



60

De acordo com Ganan et al. (2019), a maioria dos antifungicos amplamente utilizados
para o tratamento da Candida spp. séo azois, e essa classe de antifungicos séo fungistaticos, ou
seja, inibe 0 novo crescimento das células inibindo a producéo de proteinas, replicacdo do DNA,
e outros aspectos do metabolismo celular mas ndo mata definitivamente a célula, como no caso
dos fungicidas. Por isso, sdo preferidos os fungicidas, principalmente para o tratamento topico;
porém, a quantidade de farmacos fungicidas ¢é escassa, ressaltando a importancia de se descobrir

novos agentes fungicidas, como os derivados das séries 1 e 2 apresentados neste trabalho.

Figura 21 - CFM dos polimeros das séries 1 e 2 contra cepas de a) C. krusei ATCC b) CK1 ¢)
CK2 d) CK3 e) CK4

: A DELES 208
OOVTROLE DE -
- T I R R . . RLEm
¥ B I omziam
~ | omem
= ml IAERE]
» c X
W
0 i
3
COTREEN0
SOUBTE ¢
6

-
-
-~
-

-
-
L]

e

°

.

DR
LARETYY |

LTI
Staggie

* . we
LETIY

.
L

»
*
L]

Fonte: Elaborado pelo autor




61

5.6.3. Ensaio de time-kill

A partir dos testes realizados anteriormente (5.6.1 e 5.6.2), pode-se confirmar os efeitos
fungicidas dos derivados das series 1 e 2 contra as cepas de C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis. Por isso, foram realizados, também, curvas de crescimento das cepas com e sem
(controle positivo) os derivados, a partir da primeira hora de contato até 8 horas, a fim de
analisar o tempo necessario para que ocorram efeitos na curva de crescimento do fungo. Foram
selecionados os derivados que apresentaram melhores resultados para todas as cepas, e o teste
foi realizado nos valores de CFM. As curvas de crescimento e imagens das placas estdo
mostradas na Figura 22.

Foi observado, para a cepa de C. glabrata ATCC, a inibicao do crescimento em relacéo
ao controle positivo, para todos os derivados selecionados, entretanto; ndo foi observada a
inibico total apo6s 8 horas de tratamento. Possivelmente a a¢do fungicida dos derivados contra
essa cepa ocorra apds esse tempo, pois determinou-se tal acdo nessa concentracdo (Tabela 4).
Contudo, para a cepa de CG1, em 2 horas a maioria dos polimeros ja havia inibido totalmente
o fungo. O derivado que demorou mais para agir foi o da série 1- 60 kDa, que inibiu totalmente
em 5 horas, e os derivados da série 2 inibiram totalmente em 1 hora, evidenciando uma acgéo
mais rapida dessa série a essa cepa (Figura 22 b). Conclui-se, portanto, que a cepa de CG1 foi
mais sensivel que a ATCC aos polimeros. Embora o usual seja os isolados clinicos serem mais
resistentes, ird depender dos fatores externos que esta foi exposta.

A C. krusei ATCC foi inibida totalmente com todos os derivados em 3 horas, no
maximo, sendo aqueles que apresentaram acao mais demorada foram os derivados da série 1-
60 kDa e o0 da série 2 — 5% pentil; os polimeros da série 1-116 kDa e o da série 2 — 13% pentil
inibiram totalmente em 1 hora (Figura 22 c). Todos os polimeros apresentaram inibicao total
para a cepa de CK1 em 1 hora, exceto o da serie 1 — 60 kDa, que teve acdo fungicida em 2 horas
(Figura 22 d). Todos os polimeros inibiram totalmente a CK2 em 1 hora (Figura 22 e), a CK3
foi inibida totalmente por todos os polimeros em 5 horas, sendo o da série 1- 136 kDa o que
apresentou agdo mais demorada. Os restantes inibiram em 3 horas (Figura 22 f), e para a CK4,
todos os polimeros inibiram em, no méximo, 3 horas, exceto o da série 1 — 136 kDa, que inibiu
em 4 horas (Figura 22 g).

A inibicéo total para a C. parapsilosis ATCC e a CP1 foi obtida com todos os derivados

apos 1 hora de contato (Figura 22 h,i).
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Conclui-se, portanto, que os derivados foram eficientes em inibir totalmente o
crescimento das cepas em um tempo curto, pois em 2 horas ou menos ocorreu a inibi¢do para a
maioria das cepas com todos 0s polimeros, como pode ser observado na Figura 22. O derivado
que apresentou acdo mais demorada foi o derivado da série 1 — 136 kDa para a CK3, porém,
até mesmo esse derivado apresentou um tempo satisfatorio de inibigdo total, ja que o intuito é
a utilizacéo para fins terapéuticos e ndo desinfectantes.

Figura 22 - Curvas de crescimento das cepas em contato com os derivados
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B) CG1
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F) CK3
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H) C. parapsilosis ATCC
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No trabalho de Gil-Alonso et al. (2016), foi realizado a analise da curva de crescimento
de duas cepas de C. parapsilosis ATCC ap6s o tratamento com caspofunginas, que sao
equinocandinas capazes de inibir o crescimento fangico através da inibicdo de uma enzima
responsavel pela sintese da parede celular, e vém sendo cada vez mais utilizada como
tratamento de primeira linha para candidiase invasiva. Entretanto, foi observado pelo autor que
na auséncia do antifingico, ja que este é retirado no método de time-kill, para ndo continuar
atuando, as cepas de C. parapsilosis continuaram a crescer, nao apresentando diferencas da
curva de crescimento com relacdo ao controle positivo, dessa forma, ndo foi evidenciado o
efeito fungicida do composto na CIM utilizada, que foi de 8 pg mL™.

No estudo realizado por Rossi et al. (2009), onde foi analisada a atividade fungicida de
geéis termicamente sensiveis a base de derivados de quitosana contra fungos e bactérias
responsaveis pela mucosite oral (entre elas, a Candida albicans), determinou-se que a mistura
do derivado de trimetilquitosana/glicerolfosfato com 0,15% de cloridrato de benzidamina foi
efetiva contra C. albicans no periodo de 6 horas, na concentragio de 500 pg mL™.

Ganan et al. (2019) analisaram o efeito fungicida de oligossacarideos de quitosana
contra varias cepas de Candida sp., e determinou-se, a partir da curva de crescimento, a inibicédo
total de C. guilliermondii no periodo de 8 horas, na concentragdo de 5000 pg mL™.

Em outro estudo, realizado por Gondim et al. (2018), em que se analisou nanoparticulas
de quitosana com didmetro de 30,2 nm contra biofilmes de Candida spp. presentes em
dentaduras, no qual as espécies que prevalecem sédo as de C. krusei, C. tropicalis e C. albicans,
observou-se, no ensaio de time-Kkill, que ha acdo fungicida das nanoparticulas a partir de 2 horas,
na CIM de 120,4 pug mL™.

Tais estudos mostram a importancia e necessidade de continuar a explorar os efeitos
antifngicos dos derivados de quitosana contra Candida spp., uma vez que ela vem se tornando
cada vez mais resistente aos farmacos amplamente utilizados, e o0s derivados de quitosana aqui
apresentados mostram acédo fungicida promissora, a depender de fatores como a estrutura do

polimero e da cepa testada.
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5.7. Analises microscopicas

5.7.1. Marcacao dos derivados com rodamina e determinacdo do grau de substituicdo

A determinacdo do grau de substituicdo de rodamina (Figura 23) na cadeia polimérica
foi realizada a partir da construcdo de uma curva de calibracdo da absorbancia (554 nm) com
solugbes de rodamina, nas seguintes concentragdes: 0,5.10°; 1.10°; 1,5.10°; 2.10°; 2,5.10°%;
3,0.10°. A partir do valor determinado do coeficiente de absortividade molar (6,8x10* M cm™)
e a equacdo da reta, foi possivel determinar as concentracBes de rodamina nas solucGes de
derivados. A partir da concentracéo, foi calculado o grau de substituicdo utilizando a equacgéo
7:

% = % x 100 (equacdo 7)

Onde “nr” é o nimero de mols de rodamina e “ng” é o nimero de mols de quitosana.
As porcentagens determinadas estdo descritas na tabela a seguir.

Tabela 5 - Porcentagens de substituicdo de rodamina nos polimeros

Polimero % de substituicdo
S1- 25 kDa 0,79

S1- 60 kDa 0,78

S1- 116 kDa 0,82

S1- 136 kDa 0,52

S2 - 5% PENTIL 11

S2 - 13% PENTL 1.2

S2 —46% PENTIL 11

Figura 23 — Estrutura da quitosana substituida com rodamina

"%/\ﬁ "

Fonte: DIAS, 2017



69

5.7.2. Microscopia Confocal a Laser

A microscopia confocal a laser foi utilizada para verificar alteracdes superficiais na
morfologia da Candida spp., causadas pelo efeito dos polimeros. Para a analise foram
escolhidos o derivado e a cepa que apresentaram melhor indice de inibi¢do, para que fosse
possivel a melhor visualizacdo do efeito em sua estrutura. Portanto, o derivado da série 2 com
5% pentil contra a CK1. As imagens do controle (cepa sem acdo do antifingico) e da cepa apds
a acdo pode ser verificada na Figura 24.

Pode-se perceber a partir da Figura 24 que o controle possui estrutura delineada e oval,
sendo possivel observar claramente a fluorescéncia do DAPI em toda a sua estrutura. Enquanto
a cepa apos a acdo do derivado ndo encontra-se mais com tal estrutura delineada e oval, mas ao
invés disso, observa-se a fluorescéncia de varios “fragmentos”, possivelmente por conta do

rompimento da célula e espalhamento do polimero marcado com a rodamina.

Figura 24 — Imagens da microscopia da CK1 a) controle b) CK1 apéds acao do derivado da

série 2 com 5% pentil

a) b)

Fonte: Elaborado pelo autor

No trabalho realizado por Sharma et al (2018), em que foi testado a atividade antifungica
de extratos metandlicos de sementes da planta conhecida como Pebnia do Himalaia (espécie)
contra C. glabrata, a morfologia das células de Candida foram analisadas por microscopia
confocal e microscopia eletrénica ap6s o efeito desses extratos na CIM. Foi observada alteracao
na morfologia das células e rompimento da membrana plasmatica, o que, provavelmente,
ocorreu no presente trabalho. Em seu estudo, foi utilizado um corante chamado iodeto de
propidio, que é um corante de ligacdo ao DNA fluorescente carregado positivamente, e entdo,
na presenca de moléculas ativas na membrana, ele penetra através da permeabilidade da
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membrana comprometida e fluoresce na microscopia confocal. Além disso, foi possivel
observar na microscopia eletrénica de transmissao, que as células sem o tratamento possuiam
superficie limpa e lisa, enquanto que as tratadas com o extrato possuiam superficies onduladas,
e 0 aumento da rugosidade das células € indicio de dano na parede celular (SHARMA, A. et al.,
2018).

Portanto, possivelmente a alteracdo da morfologia das células da CK1 também esta

relacionada ao comprometimento da sua membrana e parede celular.

CONCLUSAO

Foi possivel a partir das caracterizagdes por RMN H? verificar que as reacdes realizadas
para a sintese dos derivados da série 3, com porcentagens variadas de grupos hidrofilicos
anidnicos (carboxietil) e porcentagens crescentes de grupos hidrofébicos (octil ou dodecil)
foram eficientes.

A analise do grau de ionizacdo em funcdo do pH mostrou que a quantidade de grupos
ionizaveis aumentou no pH 6,4, em relacdo a quitosana comercial, pois é o pH que se aproxima
da média do pKa desta, sendo que os derivados das séries 1 e 2 apresentaram valores proximos
a 70%, e os derivados da série 3 proximos a 80%.

Os polimeros da série 1, com excecao do derivado de 25 kDa, e 0s polimeros da série 2,
com excecdo o de 46% pentil, apresentaram inibicdo de 90% para todas as cepas de C. krusei
analisadas, e para as cepas de C.glabrata e C.parapsilosis ATCC, CG1 e CP1. Os derivados da
série 3 ndo apresentaram inibicdo significativa para nenhuma cepa analisada.

A maioria dos polimeros apresentarou a¢do fungicida na CIM ou muito préxima, exceto
as cepas de C. parapsilosis que foram as mais resistentes, obtendo valores de CFM maiores,
enguanto as de C. krusei foram as mais sensiveis, com menores valores.

Os polimeros mostraram ter acdo fungicida com no maximo cinco horas de contato.

A partir da microscopia confocal, foi possivel observar alteracdo na morfologia das
cepas apos acdo com o derivado, sugerindo a inibigcdo do fungo por rompimento das células.

Por fim, conclui-se que os polimeros da série 1-116 kDa, 136 kDa e os polimeros da
série 2- 5%, 13% pentil foram os mais eficientes, sendo atoxicos e com elevada inibigcdo
antifngica para todas as cepas, e dentre eles, o derivado com 5% pentil inibiu maior quantidade

de cepas, evidenciando a importancia do equilibrio carga/hidrofobicidade.
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