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RESUMO

Atualmente o numero de casos de micoses sistémicas e oportunistas tem sido
frequentemente relatado e o uso de antifungicos classicos tem demonstrado possuirem
espectros de acao reduzidos e efeitos toxicos sobre as células humanas. Com intuito de
investigar novos agentes antimicrobianos sem efeito toxico o presente estudo avaliou e
caracterizou a acdo de quitosana com diferentes pesos moleculares e graus de
desacetilacdo contra células plancténicas de fungos leveduriformes (n=18), dimaérficos (n=6)
e filamentosos (n=6), dos géneros Candida, Sporothrix brasiliensis e dermatofitos,
respectivamente. Investigou-se ainda a sensibilidade dos biofiimes de Candida spp.
e Sporothirx brasiliensis na fase de adesao e sobre biofilmes maduros frente a quitosana de
alto, médio e baixo peso molecular. Tanto a fase de adesdo quanto a fase madura dos
biofilmes formados foram avaliados quanto a biomassa e atividade metabdlica. As massas
moleculares médias das quitosanas de alto, médio e baixo peso molecular foram
determinadas por viscosimetria e os valores obtidos foram de 75kDa, 140kDa e 247kDa,
respectivamente. Os graus meédios de desacetilacdo das amostras de alto, médio e baixo
peso molecular foram determinados por titulacdo potenciométrica e os valores encontrados
foram de 79,03%, 84,18% e 81,8%, respectivamente. O efeito de todas a quitosanas foram
mais eficazes frente a Candida parapsilosis, seguida por C. tropicalis e C. albicans com
valores de CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) entre 4-256 pg/mL, 16-512 pg/mL 256-512
png/mL, respectivamente. Os resultados apontaram que a quitosana de alto peso molecular
(247kDa) foi mais eficaz para inibicdo do crescimento das espécies de Candida, enquanto
que para Sporothrix brasiliensis quanto menor o peso molecular maior foi a atividade
antifingica. Nao foi possivel determinar a Concentracao Inibitéria Minima para as cepas dos
fungos filamentosos no intervalo testado. No que se referem aos biofilmes, as amostras
foram capazes de reduzir a atividade metabolica e a biomassa dos biofilmes maduros de
Candida spp. em 85,81% e 90%, e para o Sporothrix brasiliensis em até 81,88% e 79,56%,
respectivamente. Através da microscopia confocal e microscopia eletronica de varredura
observou-se para a quitosana de baixo peso molecular uma reducéo visual_no numero de
células viadveis e danos &s células fungicas de Candida tropicalis. Os resultados obtidos
indicam que a quitosana em estudo, € um composto com propriedades em potencial para

controle de biofilme de diferentes espécies fungicas.

Palavras-chave: Quitosana. Peso Molecular. Grau de desacetilacdo. Planctdnico. Biofilm.



ABSTRACT

Currently the number of cases of systemic and opportunistic mycoses has been
frequently reported and the use of classical antifungals has been shown to have
reduced action spectrum and toxic effects on human cells. The present study
evaluated and characterized chitosan action with different molecular weights and
deacetylation degrees against planktonic cells of yeast (n = 18), dimorphic (n = 6)
and filamentous (n = 6) fungi, of the genera Candida spp., Sporothrix brasiliensise
dermatophytes, respectively. The investigation followed the biofilms sensitivity of
Candida spp. and Sporothirx brasiliensis in the adhesion and mature phases on
biofilms against high, medium and low molecular weight chitosan. The adhesion and
mature phases of biofilms formed were evaluated for biomass and metabolic activity.
The average molecular weights of the high, medium and low molecular weight
chitosan were determined by viscosimetry and the values obtained were 75kDa,
140kDa and 247kDa, respectively. The degrees of deacetylation of the high, medium
and low molecular weight samples were determined by potentiometric titration and
the values found were 79.03%, 84.18% and 81.8%, respectively. The effect of all
chitosans were more effective against Candida parapsilosis, followed by Candida
tropicalis and Candida albicans with MIC (minimum inhibitory concentration) values
of 4-256 ug / mL, 16-512 pug / mL 256-512 pg / mL, respectively. The results
indicated that high molecular weight chitosan (247 kDa) was more effective in
inhibiting the growth of Candida species, whereas for Sporothrix brasiliensis the
lower the molecular weight the greater the antifungal activity. It was not possible to
determine the Minimum Inhibitory Concentration for the filamentous fungal strains in
the range tested. The biofilm samples were able to reduce the metabolic activity and
biomass of the mature biofiims of Candida spp. in 85,81% and 90%, and for
Sporothrix brasiliensis in up to 81,88% and 79,56%, respectively. The data from
confocal microscopy and scanning electron microscopy for low molecular weight
chitosan showed a visual reduction in the number of viable cells and damage to the
fungal cells of Candida tropicalis. The results indicate that the chitosan under study is
a compound with potential properties for different antifungal applications (topical or

medical devices).

Keywords: Chitosan. Molecular Weight. Deacetylation Degree. Planktonic. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

A procura por novos agentes com atividade antifingica se faz necessario
tendo em vista que efeitos colaterais podem ser observados durante o uso de
antifingicos classicos, como por exemplo, a nefrotoxicidade causada pela
anfotericina B, antifdngico amplamente utilizado no tratamento de micoses
sistémicas (WADE et al., 2013). Além disso, o numero de doencas causadas por
fungos ndo sensiveis aos antifungicos tem se tornado um problema global
(MONTRAVERS; JABBOUR, 2006). Dessa forma, a pesquisa por compostos
naturais ndo toxicos que possuam atividade antimicrobiana contra patégenos
humanos invasivos ou ndo invasivos torna-se necessaria, pois podem reduzir a
guantidade administrada dos antibidticos classicos e, por conseguinte 0s seus
efeitos colaterais.

A quitosana tem boas perspectivas quanto a sua utilizagdo, por ser um
composto ndo toxico (AAM et al., 2010), biodegradavel, além de possuir diversas
atividades bioldgicas ja relatadas como antitumorais (QIN, 2002), antioxidativa (LIN
et al., 2004); imunoestimulatéria (MEI et al., 2013) e atividade antimicrobiana
relatada contra diversas classes de microrganismos, como bactérias, fungos e algas
(YOUNES et al., 2014). Pode ainda atuar em sinergismo e melhorar a atividade
antimicrobiana de produtos farmacéuticos (MU et al., 2014). Alguns estudos
sugerem que a forma de atuacdo da quitosana esta relacionada ao seu grau de
desacetilagdo, peso molecular, pH da solucdo e tipo de microrganismo envolvido
(YOUNES et al., 2014).

A quitosana é um polimero natural, composto por unidades de (B(1-4) D-
glicosamina e N-acetil-D-glicosamina, obtida a partir da desacetilacdo parcial da
quitina, segundo polimero mais abundante da natureza depois da celulose,
encontrado naturalmente na carapaca de muitos crustaceos. Quando o grau medio
de desacetilacdo torna-se maior que 50% o produto torna-se insolivel em agua
devido a protonacdo dos grupos NH, e torna-se solivel em condigBes acidas
(RINAUDO, 2006). Quando em meio acido os grupos NH; séo protonados conferindo
uma carga positiva a estrutura da quitosana. Acredita-se que a atividade
antimicrobiana da quitosana esta relacionada a atracdo eletrostatica entre os

policdtions, grupos amino protonados, e as paredes celulares carregadas
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negativamente, sendo este o mecanismo de acdo mais aceito para a atuagao da
quitosana como antimicrobiano (KONG et al., 2010).

Younes et al., (2014), ao estudar a atividade de quitosanas com diferentes
massas molares, contra quatro bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus —
ATCC 25923, Micrococcus luteus — ATCC 4698, Bacillus Cereus ATCC
11778 e Enterococcus faecalis — ATCC 29212), e quatro bactérias gram-negativas
(Escherichia coli — ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa — ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae — ATCC 13883 e Salmonella typhi) verificaram que a
atividade antimicrobiana da quitosana estd diretamente relacionada com suas
caracteristicas, assim como ao microrganismo estudado. Foi também demonstrado
recentemente que o0 peso molecular da quitosana influencia em sua atividade
(KULIKQV et al., 2012). Este fato deve-se as diferengas nos mecanismos de agao
atribuidos a cada tipo de quitosana. Entre as hipdteses aceitas acredita-se que
quitosanas de alto peso molecular interagem com a membrana, enfraquecendo-a, e
causando perturbacdes na célula e fuga do material intracelular. Diferentemente,
quitosanas de baixo peso molecular podem penetrar nas células vivas e causar a
inibicdo de vérias enzimas, interromper a sintese de proteinas, assim como
interromper a sintese de RNA, (KONG et al., 2010; KIM; RAJAPAKSE, 2005).

Além disso, relacionar a atividade antimicrobiana da quitosana contra
biofilmes também €& necessaria, pois 0s microrganismos em biofilmes crescem em
comunidades multicelulares e produzem uma matriz extracelular que protege contra
fatores externos, como mudanca de pH, osmolaridade, desidratacdo, assim como
agentes quimicos (MITTELMAN, 1998), e estes conferem resisténcia em centenas
ou milhares de vezes a agentes antifiungicos quando comparado as células
plancténicas (TARASZKIEWICZ et al., 2013). Atualmente, acredita-se que a maior
parte das infeccbes microbianas no hospedeiro seja causada por patdogenos
organizados em biofilmes. No hospedeiro, o biofilme tem demonstrado um papel
critico no desenvolvimento de infec¢des, sendo considerado um importante fator de
viruléncia (PHILLIPS et al., 2012).

A literatura jA descreve alguns estudos que demonstram a atividade
antimicrobiana da quitosana contra a formacéo de biofilmes de diferentes espécies
microbianas. Silva-Dias et al., (2014) mostraram a ac&do in vivo e in vitro da
quitosana de baixo peso molecular contra biofilmes de Candida spp, embora nesse

estudo os autores nao investigaram a influencia das propriedades peso molecular e
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grau de desacetilacdo. Estudos também relatam que a quitosana em combinacao
com a amicacina podem inibir e perturbar biofilmes de Listeria monocytogenes (MU
et al., 2014). Adicionalmente, estudos de Martinez et al., (2010) mostraram que a
quitosana é capaz de remover a maior parte do polissacarideo capsular de espécies
de Cryptococcus neoformans.

Embora a atividade antifingica da quitosana ja tenha sido demonstrada
para uma série de microrganismos, estudos a respeito da atividade antimicrobiana
da quitosana contra cepas do género Sporothrix sdo pouco relatadas. Além disso,
nao se sabe a influéncia do peso molecular da quitosana sobre os biofilmes de
espécies fangicas. Dessa forma, o presente estudo objetiva caracterizar trés
diferentes tipos de quitosanas e testa-las frente a células planctdnicas de Candida
spp, Sporothrix brasiliensis e dermatoéfitos e biofilmes de Candida spp, Sporothrix

brasiliensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Quitosana

A quitina (Figura 1) é um polissacarideo linear, semelhante a celulose
(Figura 1), composta por unidades N-acetil-D-glicosamina (STANLEY, 2013)
comumente encontrado na natureza, descoberta pela primeira vez em cogumelos no
ano de 1811 pelo professor francés Henri Braconnot que a denominou fungina. Em
1823, Odier isolou um residuo insoltvel de insetos e 0 nomeou de quitina, nome
derivado da palavra grega “chiton”, que significa carapaga ou caixa protetora. Em
1859, Roughet descobriu que a quitina poderia ser transformada em sua forma
solivel em agua apdés manipulacdo quimica. Depois disso, em 1870, esta quitina
modificada foi denominada quitosana. A quitina pode ser obtida de varias fontes,
mas encontra-se principalmente no exoesqueleto de artropodes e moluscos. No
entanto, varios microrganismos também produzem quitina incluindo a parede celular
de bolores e leveduras (SHARP, 2013; JOTHI; NACHIYAR, 2013). Sendo esta o

polimero mais abundante na terra depois da celulose. (WANG et al., 2013)

Figura 1- Comparacao entre a estruturas quimica da celulose , quitina

totalmente acetilada e quitosana totalmente desacetilada.
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Fonte: RAMIREZ et al., 2010
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Os residuos dos crustdceos como as cabecas, caudas e conchas sdo
considerados ndo comestiveis (ISLAM; KHAN; TANAKA, 2004), e representam cerca
de metade do peso total do marisco. Ou seja, uma grande quantidade de biomassa
residual € desprezada e tem impacto negativo sobre o ambiente. Por esse motivo,
os residuos dos crustaceos séo escolhidos como fonte para o isolamento da quitina
(RAMIREZ et al., 2010), a partir da qual pode ser obtida a quitosana .

A quitosana (Figura 1) pode ser obtida por desacetilacdo da quitina
através de método alcalino ou enziméatico. Em ambos, o objetivo € remover os
grupos acetil, no entanto, o processo de desacetilacdo nunca é completo
(ABDULKARIM et al., 2013). No processo alcalino as matérias-primas obtidas apés
desmineralizacédo, desproteinizacdo e descoloracdo da quitina sdo misturadas com
NaOH a 40%. As quitosanas com diferentes graus de desacetilacdo sédo geradas
dependendo da temperatura de reacdo, do tempo e da concentragcdo da solugao
alcalina (TENG, 2011; YUAN et al., 2011). Os tratamentos alcalinos hidrolisam os
grupos acetil e transformam as unidades de N-acetil-D-glucosamina em unidades D-
glucosamina com grupos de NH; livres (JUNG, ZHAO, 2011). O tratamento alcalino
pode causar poluicdo ambiental, requer energia significativa e produz quitosana de
baixa qualidade. Portanto, os métodos enzimaticos poderiam substitui-lo para
superar essas limitacbes (TENG, 2011; RAVAL; RAVAL; MOERSCHBACHER,
2013).

No processo de desacetilacdo enzimatica, os grupos acetil da quitina sao
hidrolisados pela quitina-desacetilase. Esta enzima foi encontrada pela primeira vez
em Mucor rouxii em 1794 (TENG, 2011). No entanto, ha também alguns problemas
de produgéo da enzima durante o processo fermentativo.

Apbs o processo de desacetilacdo a quitosana terd um maior numero de
unidades N-acetil-D-glicosamina do que D-glicosamina (KUBOTA et al., 2000).
Portanto, quando a porcentagem de N-acetil-D-glicosamina for superior &
porcentagem de D-glicosamina o biopolimero é chamado de quitina, quando o
contrario ocorre, o biopolimero é denominado quitosana (RAMIREZ et al.., 2010 ;
KHOR; LIM, 2003).

De acordo com o grau meédio de desacetilacdo, parametro utilizado para
determinar o conteddo médio de N-acetil-D-glicosamina, podem-se obter quitosana
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas como: solubilidade, pKa e viscosidade
(SINGLA et al., 2011). A medida que o grau de desacetilacgdo aumenta a



22

possibilidade de degradacédo da quitosana também aumenta (LE DUNG et al., 1994).
Quitosanas comerciais podem possuir valores de grau de desacetilacao variando de
70-95% e massa molar variando de 10*-10° g.mol™. Esses dois parametros estdo
intimamente relacionados com as propriedades deste polissacarideo (DOMARD,
1987; MIMA et al., 1983) por esse motivo, € indispensavel a determinacéo destes.

A quitosana € considerada um polimero policatibnico, n&o toxico,
biodegradavel e biocompativel. Em virtude disso, tem despertado o interesse dos
cientistas e tecnodlogos para o uso em diversas aplicacdes: alimentos (CUI; KONG;
ZHANG, 2012; PARK; KIM, 2010), industria farmacéutica (DASH et al., 2011), no
desenvolvimento de cosméticos, especialmente na é&rea biomédica (DIBAN;
STAMATIALIS, 2014; SUDHA et al., 2013). A Tabela 1 reporta algumas aplicacdes
da quitosana em diferentes segmentos. No entanto, uma das limitacdes do seu uso
deve-se a sua insolubilidade em solucdo aquosa, sendo soluvel em acidos diluidos
como o 4cido acético, 4cido formico, acido lactico, acido succinico, sendo o pH ideal
entre 6,0 e 6,5.



Tabela 1 - Potenciais aplicacdes da quitosana
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Campos

Exemplo de aplicagdo

Referencias

Farmacéutico

Biomateriais

Alimentos

Imobilizagdo de enzimas

Vectores ndo-virais para entrega de genes

Encapsulamento e protecdo de constituintes genéticos e ativos
Liberacdo gradual de medicamentos

Melhorar a chegada dos acidos nucleicos as metas terapéuticas

Fabricacdo de andaimes para regeneracao de tecidos

Barreira de curativo a base de quitina para infecgdes microbianas
Desenvolvimento de pontos cirurgicos

fabricacdo de lentes de contato

Barreira protetora contra a deterioracdo dos alimentos

Aditivos conservantes para alimentos contra a formacao de biofilmes
Compostos estabilizadores e espessantes

Prebiodticos (fibras dietéticas) ingredientes

Suporte de imobilizagdo enzimética em materiais a base de quitina e
quitosana (vinho, agucar e dguas residuais)

Fabricacgéo de biossensores para medi¢des de contaminates
ambientais e controle de orgaos artificiais

Dash et al., 2011
Riva et al., 2011

Sinha et al., 2004
Lee et al., 2001

Yang, 2011
Jayakumar et al., 2010
Pillai et al., 2009
Wysokowski., 2015

Khoushab & Yamabhai, 2010

Aranaz et al., 2009

Harish Prashanth & Tharanathan, 2007
Arvanitoyannis, 2008

Krajewska, 2004
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2.2 Atividade antimicrobiana da quitosana “in vitro” e “in vivo”

Diversos estudos tém sido realizados a fim de verificar a atividade
antimicrobiana da quitosana contra o crescimento de diferentes classes de
microrganismos como bactérias, bolores e leveduras. A atividade da quitosana
contra bactérias tem se mostrado ser mais eficiente quando comparada com a agéo
antifingica.. A atividade da quitosana pode ser influenciada por diversos fatores,
como grau de desacetilacdo, Peso molecular, concentracédo do polissacarideo, pH, e
microrganismo envolvido.

Younes et al. (2014) estudaram a acdo de 15 diferentes tipos de
quitosana com diferentes graus de acetilacdo (DA) e pesos moleculares (MW) contra
0 crescimento de quatro espécies de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Micrococcus luteus), quatro
espécies de Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Salmonella typhi) e trés espécies fungicas (Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum e Alternaria solani). Os autores mostraram que quanto maior o
valor do grau de desacetilacdo e do pH maior sera a atividade da quitosana, o que
corrobora para a hipétese das interacBes eletrotasticas que existe entre a bactéria
carregada negativamente e as cargas positivas da quitosana devido a protonagao
dos grupamentos —NH,, Com relacédo aos estudos com fungos, as propriedades da
quitosana nao foi o fator que mais influenciou na atividade da quitosana, mas sim o
tipo de fungo estudado.

Para avaliar a atividade “in vivo” da quitosana, Mei et al. (2015)
inocularam em suinos suspensao de Trichophyton rubrum e trataram a pele dos
animais com diferentes concentracdes de quitosana. Quitosana a 5% (m/v) foi capaz
de promover crescimento normal dos pelos e auséncia de sinais de infeccao foi
observada, resultado que se comparou ao grupo tratado com fluconazol a 0,1%.

Diferentes espécies de Candida tiveram seu crescimento inibido por
concentracdes de oligoquitosanas, com diferentes pesos moleculares, que variaram
de 16-2048ug/mL. As amostras com peso molecular de 0,73 e 2,09 KDa foram
capazes de inibir as estruturas de hifas em 35-55% com apenas %2 da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM). Foi demostrado, pela primeira vez, que as concentracdes
sub-inibitérias das oligoquitosanas foram suficientes para causar graves alteracdes

da parede celular e da estrutura celular interna. Com base nos resultados
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encontrados nesse estudo, 0 autor sugere a utilizacdo da quitosana como uma
possivel alternativa em composicfes farmacéuticas (KULIKOV et al., 2014).

Tomando como base a aplicacdo da quitosana para aumentar a vida de
prateleira de frutas, De Oliveira et al (2014) avaliou a eficicia da quitosana contra o
crescimento de Botrytis cinérea e Penicillium expansum em meios laboratoriais e
quando aplicado como revestimento sobre uvas de mesa. A quitosana inibiu o
crescimento micelial, a germinacdo de esporos e causou alteracbes morfoldgicas
nos esporos das estirpes de fungos testados. Os revestimentos de quitosana
retardou o crescimento de fungos em uvas que foram infectadas artificialmente,
assim como uvas com revestimento de quitosana tiveram perda de peso entre 5% e
8% enguanto que uvas nao revestidas apresentaram perdas de peso de 10 a 15%.

Ademais, a quitosana tem seu efeito comprovado contra espécies de
fungos dermatofitos. Estes fungos séo responsaveis pelas doengcas chamadas de
dermatofitoses, considerada um importante problema de saude (GHANNOUM et al.,
2003). Os fungos que causam tais doencas sao classificados em trés géneros:
Trichophyton, Microsporum e Epydermophyton. O aumento das infec¢gées causadas
por fungos vém sendo amplamente divulgada na literatura nos ultimos anos, sendo
as dermatomicoses as principais infeccfes responsaveis por esse aumento. Cerca
de 10-15% da populagédo humana tem possibilidade de ser infectada no decorrer de
sua vida (SIDRIM et al., 2004, pg.136).

Sajomsang et al.,, (2012) estudaram a propriedade antifingica dos
derivados quaternizados de quitosana contra o crescimento de Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Microsporum gypseum. Todos o0s derivados
quaternizados de quitosana apresentaram menores valores de CIM contra T. rubrum
do que M. gypseum e T. mentragrophytes. Os valores de CIM encontrados foram na
faixa de 125-1000 pg/ml para todos os fungos.

Apesar das vantagens da quitosana, a fraca solubilidade, baixa area
superficial e porosidade da quitosana sao os principais fatores limitantes da sua
utilizacdo. A sua solubilidade é limitada a um pH superior a 6,5, em que a quitosana
comega a perder a sua natureza cationica. Este problema €& provavelmente o
principal fator limitante da utilizacdo da quitosana, uma vez que muitos ensaios
enzimaticos sdo realizados a pH neutro. Portanto, véarias estratégias tém sido
empregadas para melhorar a sua atividade antifangica como, por exemplo,
modificacdes estruturais a fim de torna-las hidrossoltveis (BADAWY et al., 2011; LI
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et al., 2015; QIN et al., 2006). Chatterjee, Chatterjee e Guha (2014) com o objetivo
de obter quitosana solavel em agua, apoés a dissolugcdo com acido acético o produto
foi hidrolisado e rotaevaporado. Em seguida, foi adicionada uma mistura acetona-
agua e apos obtencéo da quitosana solluvel em agua, a acéo fungistatica antifingica
contra M. phaseolina foi testada. Seus resultados mostraram que quitosana soluvel
em agua é capaz de inibir o crescimento do fungo, assim como aumentar a atividade
de enzimas relacionadas & defesa de mudas de plantas. Sendo assim, vemos que a
modificacdo da quitosana para torna-la hidrosoltvel é uma alternativa interessante
para ampliar o uso da quitosana.

Outra alternativa utilizada para melhorar a atividade antifingica da
quitosana é a utilizacdo de nanoparticulas de quitosana. O interesse da utilizacdo de
nanoparticulas de quitosana € devido a sua biodegradabilidade, alta capacidade de
permeabilidade, ndo toxica para humanos, baixo custo e atividade antifingica de
largo espectro (SHUKLA et al., 2013). Em compara¢do com outras formas fisicas da
quitosana, as nanoparticulas de quitosana apresentam atividade biolégica versatil
devido as alteracBes em suas caracteristicas fisico quimicas como o tamanho, a
area superficial, natureza catibnica, os grupos funcionais ativos e eficiéncia de
encapsulagdo sozinho ou através de misturas com outros componentes (SAHARAN
et al., 2013).

No estudo de Saharan et al. (2013), estes autores avaliaram a atividade
antifangica in vitro de nanoparticulas de quitosana, quitosana-saponina e Cu-
quitosana. As propriedades antifingicas de nanoparticulas foram testadas contra o
crescimento de fungos fitopatogénicos: Alternaria alternata, Macrophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani. As concentragfes variaram de 0,001% a 0,1% m/v.
Entre as varias formulacbes de nanoparticulas a de Cu-quitosana apresentou o
melhor resultado, na concentracdo de 0,1% e mostrou 89,5%; 63,0%; 60,1% de
inibicdo de Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani,
respectivamente. Com base nos resultados encontrados, o autor sugere a avaliagao
da eficacia de nanoparticulas de quitosana e Cu-quitosana contra outros fungos
fitopatogénicos em modelos “in vitro” e “in vivo”, além de sugerirem o
desenvolvimento de um fungicida a base de nanoparticulas de quitosana para a
protecdo de culturas no futuro.

Torabi et al. (2016) apresentaram um método de preparacdo filmes

acrilico/quitosana com propriedades antibacterianas e nao-toxicas, através de um
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processo “amigo do ambiente” contendo resina acrilica a base de agua e quitosana.
A atividade antibacteriana de filmes foi estudada da presenca de S.aureus e E.coli.
As peliculas que tinham 40% em peso de quitosana apresentaram a maior atividade
antibacteriana contra as bactérias citadas acima. O estudo também demonstrou que
os filmes ndo apresentam toxicidade. Peliculas formuladas com quitosana e nano
particulas de resina apresentam uma nova geragdo de revestimento antibacteriano e
ndo téxicos com propriedades de formacdo de filme adequado (TORABI et al.,
2016).

2.2.2 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades densas de células bacterianas que crescem
sobre uma superficie e ficam aderidas a ela devido a polimeros auto secretados
(COSTERTON et al., 1995). Corrosao e incrustacdes biologicas de equipamentos
industriais assim como infec¢cdes crénicas em ambientes clinicos podem ser
provocadas pela formacao de biofilmes (PARSEK; SINGH, 2003).

Os antibiéticos, detergentes ou biocidas parecem ser mais eficazes contra
as células plancténicas do que contra biofilmes de bactérias (TARASZKIEWICZ et
al., 2013). Testes de susceptibilidade com modelos “in vitro” demostraram que
bactérias formadoras de biofilmes sobrevivem ap6s o tratamento com antibiéticos
em centenas ou mil vezes a concentracao inibitéria minima de células planctdnicas
(CERI et al., 1999).

Segundo Ceri et al., (1999) os biofiimes de bactérias podem funcionar
como um nicho para o retorno de infec¢gbes durante paradas de quimioterapias com
antibiéticos. A formacédo de biofilme € importante na patogénese de infeccdes
associadas aos polimeros (ANTOCI et al., 2008) .

Varios estudos apresentam a atividade anti-biofilme da quitosana e sua
capacidade de causar danos aos biofilmes formados por bactérias tais como Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e
levedura como Cryptococcus neoformans. (MARTINEZ et al., 2010; ORGAZ et al.,
2011).

Em seus estudos, Mu et al. (2015) avaliaram os efeitos sinérgicos e
aditivos da quitosana com amicacina, clindamicina, vancomicina e eritromicina

contra biofilmes de L. monocytogenes. Os dados de destaque mostraram que a



28

combinacdo de quitosana e amicacina pode ser util para o tratamento de biofilmes
de L. monocytogenes e ajuda a evitar a propagacao da resisténcia aos antibioticos
através da melhoria da eficacia do antibiotico.

Peng et al. (2011) demonstraram que derivados de quitosana inibem o
gene de transcricao icaA, responsavel pela formacéo de biofilme por Staphylococcus
aureus sobre uma superficie de titanio.

O efeito de um derivado de quitosana (carboximetilquitosana) sobre
biofimes de espécies mistas de fungos e bactérias foi avaliado por Tan et al.,
(2016). Os resultados da sua pesquisa mostraram que na concentracdo de
2,5mg/mL houve reducdo de 72,87% nos biofilmes de espécies mistas. De igual
modo, a atividade metabdlica de biofilmes de espécies misturadas foi reduzida em
70% ap0Os o tratamento com 2,5mg/mL de carboximetilquitosana.

A fim de comparar o efeito da quitosana sobre células planctbnicas e
sobre biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Machul et al. (2015) utilizaram
quitosana e microparticulas de quitosana em diferentes concentracdes. As maiores
concentracfes de quitosana e das submicroparticulas foram as mais eficazes contra
a forma planctdnica e contra os biofilmes. No entanto, foi visto que quitosana
apresentou uma proeminéncia na acao bactericida quando comparado as

submicroparticulas de quitosana.

2.2.3 Mecanismos de acdo e fatores comumente associados a atividade

antimicrobiana da quitosana

Ainda ndo se conhece, de forma clara, o mecanismo de acédo da
quitosana, no entanto, varios mecanismos tém sido propostos (Figura 2), sendo o
mais aceito a interacao entre as moléculas de quitosana positivamente carregadas e
os residuos na superficie da célula microbiana carregados negativamente
(SEVERINO et al ., 2015; LI; YANG; YANG., 2015). Li et al. (2015) demostraram
que o mecanismo de acdo do derivado de quitosana foi devido &s interacdes de
grupos NH3" catiénicos com as membranas celulares carregadas negativamente,
gue consequentemente afetou a permeabilidade da membrana. A micrografia
eletrénica de transmissdo mostrou que na auséncia do derivado de quitosana as

células de Escherichia coli tinham superficie compacta, sem liberacdo de
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componentes intracelulares e auséncia de rupturas notdveis nas superficies
celulares.

Quitosana também inibe o crescimento microbiano pela quelacdo de
nutrientes e metais essenciais (LI et al., 2010; YUAN et al., 2016). Devido a sua
capacidade quelante, a quitosana tem sido amplamente utilizada na industria
(KURITA, 1998) para a remocdo ou recuperacdo de ions metdlicos. J& foi
investigada sua alta capacidade quelante para varios ions metalicos incluindo Nix+,
Zny+, Coo+, Fey+, Mgy+ e Cu,+. lons metélicos que se combinam com as moléculas
da parede celular do microrganismo sdo fundamentais para a estabilidade da parede
celular. Logo, a quelacdo desses ions, efetuada pela quitosana, tém sido proposto
como um possivel mecanismo de acéo.

Ademais, quitosana pode formar uma membrana polimérica na superficie
da célula e impedir que os nutrientes penetrem-na (HELANDER et al., 2001; LI et al.,
2010). Ou, ainda, pode funcionar como uma barreira de oxigénio que pode interferir
no crescimento de bactérias aerdbias (YUAN et al., 2016). Além dos mecanismos ja
propostos na literatura, existem varios fatores que podem influenciar na atividade da
quitosana como a espécie microbiana, densidade de carga positiva, peso molecular,
pH e quantidade de quitosana.

Figura 2 - Representagdo esquematica dos mecanismos antimicrobianos da

guitosana e de seus derivados
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Fonte: adaptado de HOSSEINNEJAD e JAFARI ., 2016).
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2.2.3.1 Espécies microbianas

Os diferentes géneros de microrganismos respondem de forma diferente a
acdo da quitosana. A acdo antifungica da quitosana esta relacionada com a
supresséo da esporulacdo e germinacdo de esporos (HERNANDEZ-LAUZARDO et
al.,, 2008). Mecanismos pouco mais complexos estdo associados a acéo
antibacteriana do polimero, uma vez que bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
possuem diferentes caracteristicas celulares.

Estudos demonstram que bactérias Gram-negativas sao mais sensiveis
do que bactérias Gram-positivas (CHUNG et al.,, 2004; NO et al., 2002). Em
contrapartida, outros autores relatam a maior eficiéncia da quitosana em bactérias
gram-positivas, sugerindo a membrana externa presente nas bactérias Gram-
negativas como uma possivel barreira a acdo da quitosana (ZHONG et al., 2008).

Wang et al. (2004) demonstra ainda ndo haver diferenca significativa entre
as atividades antibacterianas contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
No geral, com base nas evidéncias disponiveis bactérias sdo mais sensiveis a acao
da quitosana do que os fungos, sendo a atividade antifiingica mais elevada quanto
menor o valor de pH (ROLLER; COVILL, 1999). Sugere-se ainda que a idade das
células é fator determinante para a eficiéncia antimicrobina, pois a negatividade

eletrbnica na superficie das células pode variar com as fases de crescimento.

2.2.3.2 Densidade de carga positiva

Pesquisas relatam que a agéo antimicrobiana da quitosana se deve a sua
natureza policatibnica. A maior densidade de carga positiva leva a uma forte
interacao eletrostatica. A carga positiva esta relacionada com o grau de substituicao
(DS) ou grau de desacetilacdo (DD). Microesferas de quitosana com elevado DD
(97,5%) conferiram maior atividade antimicrobiana do que aquelas que
apresentavam DD moderado (83,7%) contra Staphylococcus aureus (KONG et al.,
2010).

Takahashi et al. (2008) reportaram que amostras de quitosana com maior
grau de desacetilacdo, ou seja, com maior numero de cargas positivas inibiram o
crescimento de S. aureus sugerindo que a acdo antibacteriana do composto

aumenta com o aumento do DD.
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No que diz respeito aos derivados de quitosana, a atividade depende do
grau de substituicdo dos grupos adicionados. Pesquisas revelaram que a atividade
antibacteriana de derivados de quitosana sollveis em &gua contra Escherichia coli e
S. aureus foi afetada pelos dissacarideos (YANG et al., 2005). Os autores deste
mesmo estudo sugeriram que 0s grupos adicionados mudaram o pKa da molécula
de quitosana, que produziram uma maior protonacdo das diferentes moléculas
derivadas de quitosana, favorecendo maior quantidade de cations.

A combinacdo de quitosana com metais também pode levar ao aumento
na densidade de cargas positivas e melhorar a eficiéncia antimicrobiana. Chen et al.
(2005) formularam em seu estudo um complexo de quitosana com prata. Como
resultado foi observado que além de melhorar a estabilidade da Ag+, a adicdo do
metal reforcou a atividade antibacteriana em 20 vezes quando comparado a
quitosana sem adicdo da Ag+. De igual modo, Wang et al., (2004) comprovaram que
a acao da quitosana quando combinada com Zn apresentava amplo espectro de
atividade antimicrobinas efetiva, aumentando de 2 a 8 vezes a capacidade da

guitosana como agente antimicrobiano.

2.2.3.3 Peso molecular

Inmeras investigacdes sugerem que a variacdo no peso molecular da
quitosana leva a dois mecanismos de acao diferentes. O mecanismo de acao ligado
a quitosana de alto peso molecular, o qual propde a deposicdo de quitosana sobre a
parede celular, uma vez que esta ndo pode passar pela membrana, levando ao
enfraguecimento da membrana, ruptura da célula e vazamento celular. Por outro
lado, quitosana de baixo peso molecular penetra na célula microbiana e causa a
inibicdo de varias enzimas e interrupcéo da sintese de proteinas (KONG et al., 2010;
RABEA et al., 2003).

Em seus estudos Ye et al. (2008); relataram que peliculas revestidas com
quitosana de baixo peso molecular foram mais eficientes contra Listeria
monocytoneges em bifes de presunto do que as peliculas revestidas com quitosana
de médio peso molecular, pois apds 72h de acdo dos filmes incorporados com
quitosana a diferenca nas contagens entre as duas quitosana foi de 1,8 logio
UFC/mL.
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Li et al. (2010) estudaram a atividade de inibicdo da quitosana com PM de
3, 50, e 1000 kDa e grau de desacetilacdo de 95% contra E.coli. Em seus resultados
foram visto que os valores de CIM para quitosana com 3, 50 e 1000 kDa foi de
0,05%, 0,1%, e 0,2% m/v, respectivamente.

A atividade antimicrobiana de seis quitosanas (PM=1671, 1106, 746, 470,
224, and 28 kDa) e seis oligbmeros de quitosanas (PM=22, 10, 7, 4, 2 e 1 kDa)
contra sete bactérias gram-positivas (Listeria monocytogenes Scott A, Bacillus
megaterium KCTC 3007, B. cereus ATCC 21366, Staphylococcus aureus ATCC
29737, Lactobacillus plantarum ATCC 8014, L. brevis IFO 13109 e L. bulgaricus IFO
3533) e quatro bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC 11775,
Pseudomonas fluorescens ATCC 21541, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 foram examinadas por No et al. (2002). Os
seus achados mostraram que as CIMs da quitosana com 470kDa foram menores
para bactérias gram-negativas e maiores para a quitosana de 1106kDa. Com
excessdo de Lactobacillus sp., as bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis a
qguitosana com menor peso molecular. Em contraste com as bactérias Gram-
negativas, quitosana com 1106kDa foi mais eficaz na inibicdo do crescimento de L.

plantarum, L. brevis, L. bulgaricus.

2.2.3.4 pH

A atividade antimicrobiana da quitosana € dependente do pH, pois a
quitosana é soluvel unicamente em meio acido e a molécula se torna policationica
quando o pH esta abaixo de 6, favorecendo a interacdo com substancias carregadas
negativamente como proteinas, polissacarideos anidnicos, acidos graxos, acidos
biliares e fosfolipideos (KNORR, 1984; ROLLER; COVILL, 1999). Os grupos amino
da quitosana se ionizam a pH abaixo de 6, por isso a atividade antimicrobiana é
mais elevada a pH baixo (DEVLIEGHERE, VERMEULEN, DEBEVERE, 2004).
Estudos mostram que a reducdo do pH da quitosana ocorre um aumento na
adsorcdo da quitosana em células bacterianas. Ainda nesse estudo os autores
sugerem que o aumento foi provavelmente devido ao aumento da carga positiva da
quitosana (YOUNES et al., 2014). No entanto, é importante ressaltar que a pH maior

que 6 a quitosana em solugcdo pode precipitar devido a desprotonacdo dos
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grupamentos amino e consequentemente perder sua acao antimicrobiana (GUZEY;
MCCLEMENTS 2006).

Um estudo realizado por Kulikov et al. (2014) demonstraram que a
atividade antimicrobiana da quitosana esta relacionada a sua natureza policatidnica
e depende do grau de protonacdo dos grupos amino da quitosana, estando
relacionado com o grau de polimerizacgdo e os valores de pH do meio.
Adicionalmente, Roller e Covill (1999) relataram que as propriedades inibitérias da
quitosana contra Mucor racemosus sdo maiores a pH 4,5 do que a pH 52 e
atribuiram este fato & maior solubilidade da quitosana em pH reduzido. Em outro
estudo realizado a respeito da influéncia do pH da quitosana no crescimento de
Candida lambica, foi demonstrado que a atividade antimicrobiana da quitosana foi
significativamente melhor nos menores valores de pH testados (DEVLIEGHERE et
al., 2004). Fernandez-Saiz et al. (2009), investigaram em sua pesquisa a atividade
antimicrobiana de filmes de acetato de quitosana contra o crescimento de
Staphylococcus aureus em pH 6,2 e 7,4. No menor valor de pH as contagens
bacterianas foram menores, o que indica um efeito biocida mais pronunciado. Esta
descoberta esta associada ao pKa do polimero estudado que é de 6,4, ou seja, bem
proximo do pH em que se foi encontrada a melhor atividade da quitosana, o que
significa dizer que neste pH a quantidade de grupos amino carregados
positivamente encontra-se em torno de 75%, enquanto que a pH 7,4 esta quantidade
decresce até aproximadamente 10%. Ainda neste estudo, através do teste de
ninidrina, foi observado que quando pelicula de acetato de quitosana era imersa em
meio nutriente de pH 6,2 havia maiores quantidades de cadeia de quitosana que

migravam para o meio, indicando a maior solubilidade da quitosana em menor pH.

2.2.3.5 Quantidade de quitosana

A diferenca na quantidade de quitosana, a que a célula microbiana é
exposta, também influencia na sua atividade antimicrobiana. Quando em menores
guantidades, a quitosana ira se ligar & superficie da célula negativamente carregada,
com posterior perturbacdo da membrana celular, favorecendo a fuga dos
componentes intracelulares e, por fim, a morte celular. Ao passo que, em

concentracbes mais elevadas a quitosana pode se depositar sobre a superficie da
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célula impedindo a fuga dos componentes do interior da célula e troca de
componentes com o meio (LIM; HUDSON, 2004).

Um estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver um filme de
polietileno incorporado com diferentes concentracées de quitosana, 1%, 3% e 5% e
determinar a influéncia desses filmes sobre a vida util de bifes frescos de tilapia.
Como resultado, os autores encontraram reducao 79,20% de Escherichia coli apos
96 h de exposicdo em filmes de LPDE sem adicdo de quitosana. Reducdo de
84,83%, com relacdo a quantidade inicial de E.coli, foi encontrado para filme LPDE
incorporado com quitosana 1%. Houve reducdo de 100% de E.coli em filmes de
LPDE com 3 e 5% de quitosana (REESHA et al., 2015).

Liu et al. (2006) trabalharam com quitosanas que possuiam diferentes
pesos moleculares 5,5x10%-15,5x10* Da e foram utilizadas em varias concentracées
(20, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm). O objetivo foi avaliar os efeitos do peso molecular
e da concentracdo de quitosana contra E.coli. Em seus resultados foram mostrados
gue todas as quitosanas tiveram melhores atividades em concentracfes superiores
a 200ppm. Enquanto que na concentracdo de 20 ppm o crescimento foi observado.
Os autores sugeriram como mecanismo de acao a floculacdo das bactérias e, como
consequéncia, a morte. Em menores concentra¢des este fendmeno nao ocorre e as
bactérias continuam se reproduzindo.

El-tahlawy et al. (2005) avaliaram, através do teste disco-difusé@o o efeito
inibitério de tecidos de algodao tratados com diferentes concentracfes de quitosana
contra Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. O resultado dos seus estudos
mostraram que a zona de inibicdo aumentou & medida & medida que a concentragédo
de quitosana aumentou de 0,0 para 0,5%. No entanto, a eficicia do tratamento com
0,75% foi semelhante a atividade encontrada com 0,5%. Quando a concentracao foi
aumentada para 1% houve reducdo na atividade antimicrobiana, pois a zona de
inibicdo diminuiu.

Diversos sao os fatores que influenciam a atividade da quitosana como
agente antimicrobiano sobre células planctonicas, incluindo grau de desacetilacéo,
peso molecular, microrganismo envolvido, quantidade de quitosana. Dada a
influéncia dos diversos fatores sobre as formas livres dos microrganismos, é de
grande interesse analisar atividade antifingica da quitosana comerciais contra

biofilmes de espécies fungicas cujos estudos na literatura sdo escassos e verificar
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se as caracteristicas da quitosana e do meio ira influenciar em tal atividade, de modo
gue biofilmes séo alvos importantes de atuacao para diminuicdo do estabelecimento,

resisténcia antimicrobiana e recorréncia destas infec¢des fungicas.

2.3 Microrganismos

2.3.1 Sporothrix schenckii

2.3.1.1 Biologia do fungo

As espécies pertencentes ao complexo Sporothrix schenkii séo
dimérficas, ou seja, apresentam-se na forma filamentosa quando cultivados a
temperatura de 25°C e, quando expostos a 37°C — 39-5°C apresentam-se na fase
leveduriforme (BARROS et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013a; SASAKI et al.,
2014). Microscopicamente, na fase filamentosa € possivel observar hifas hialinas,
septadas medindo de 1 a 2 um de largura com pequenos conidios medindo entre 2,0
a 6,0 um, piriformes de paredes finas, hialinos, dispostos em cachos que lembram
“flores de margarida” (Figura 3C) nas pontas dos conidi6éforos. Macroscopicamente,
as colonias filamentosas séo lisas, enrugadas, brancas e cremosas (Figura 3A), mas
apos alguns dias podem se tornar castanhas ou negras (Figura 3B). No entanto,
algumas coldnias sao capazes de formar colénias escuras logo no inicio do periodo
de incubacdo. Para conseguir a reversao para a forma de levedura é necessério
cultivar micélios ou conidios em meios de cultura ricos como agar de infusdo de
coracdo cerebral e incubar a 35-37 °C. As colbnias de leveduras apresentam
coloragdo entre branca e creme, superficie irregular, imida e aparéncia cremosa. Se
observadas ao microscopio as células leveduriformes podem ser ovais ou esféricas,
com 2,0 a 6,0 um de diametro, ou em formato de charuto, geralmente com
brotamentos ligados a uma célula central (MARQUES-EVANGELISTA et al., 2010).

2.3.1.2 Composicdo quimica da parede celular
Tanto na forma de levedura como na forma micelial S. schenkii tem uma

parede celular que cerca a membrana plasmatica. No entanto, diferencas na

espessura da parede celular, assim como variagdes nas invagina¢cdes da membrana
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plasmética, podem ser observadas entre as formas morfologicas do fungo. Estudos
demonstraram que na forma de levedura existem poucas invaginagdes e estdo sao
alongadas, jA& a membrana plasmatica das hifas apresentam-se lisas e sem
invaginagdes (SVOBODA; TRUJILLO-GONZALEZ , 1990).

No que se refere a composicdo quimica da parede celular foi isolado a
partir da levedura S. schenckii os polissacarideos D-manose (50%) e L-ramnose
(33%), pequenas quantidades de Galactose (1%) e cerca de 16% de péptidos
(LLOYD, BITOON 1971). Estudos comparativos entre as paredes celulares de S.
schenckii micelial e de levedura mostraram diferenca nos componentes glicosidicos.
A composicdo da parede celular da fase micelial incluiu grandes quantidades de
lipidos e proteinas e uma menor concentracdo de manose (REISS, 1986). A
Composicdo da parede celular em células conidiais de S. schenckii também sé&o
afetados pelo tempo de cultura, com uma diminuicdo na ramnoseMolar e um

aumento na propor¢ao molar de manose (FERNANDES et al., 1999).

Figura 3 — Sporothrix brasiliensis em sua fase filamentosa. A. Macromorfologia
das cepas e ndo-melanizadas (brancas). B. Macromorfologia das cepas e
melanizadas (escuras) C. Hifas e conidios em forma de “flor de margarida”

(destacados por setas). D. Conidios de Sporothrix brasiliensis em microscopia

eletrénica de varredura — Magnitude 10999X.
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2.3.2 Candida spp.

2.3.2.1 Biologia do fungo

Os fungos mais frequentemente isolados de infec¢des fungicas humanas
sao pertencentes ao género Candida. O género Candida compreende mais de 150
espécies, mas apenas uma minoria esta associada a candidiase humana. Entre
todas as espécies de Candida que sao isoladas de seres humanos, as espécies de
Candida albicans representam cerca de 80% dos isolados de todas as formas de
candidiase humana (CALDERONE, 2002; SAMARANAYAKE et al., 2002), embora,
ultimamente, os casos de infec¢cdes causadas por espécies ndo albicans tenha
aumentado de forma significativa, sendo Candida parapsilosis e Candida tropicalis,
as mais frequentemente isoladas de candidiase apdés C. albicans.

Candida compreende um grupo diverso de organismos fangicos que
podem crescer em forma de levedura. Em meio Agar Dextrose Sabouraud (SDA),
meio rotineiramente utilizado, as coldnias séo de cor creme a amarelo. A textura da
colénia pode ser lisa, cintilante, seca ou enrugada a depender da espécie. Em
condi¢gbes Gtimas de crescimento a levedura cresce na fase logaritima com células
em crescimento (blastoconideos) que séo esféricas a ovais e tém aproximadamente
2-5 x 3-7 um de tamanho (LARONE, 2002). Adicionalmente, algumas espécies de
Candida albicans podem produzir hifas verdadeiras, ou mais frequentemente,
pseudo-hifas e sdo consideradas verdadeiramente polimérficas. Em contraste,
Candida parapsilosis ndo produz hifas verdadeiras, mas pode produzir pseudo-hifas
gue sao grandes e curvas, chamadas de “células gigantes” (LARONE, 2002; TROFA
et al. 2008). Com relacdo a Candida tropicalis, no agar milho mais tween 80 a 25 °C
apos 72h de incubacgéo produz pseudo-hifas e hifas verdadeiras.

E importante destacar que células de Candida parapsilosis (2.5-4 ym) s&o
menores que blastoconideos de C. albicans (4-6 ym) e C. tropicalis (4-8 ym). Além
disso, C. parapsilosis, quando cultivada em SDA, produz col6nias brancas,
cremosas, brilhantes e lisas / enrugadas. No mesmo meio, C. tropicalis forma
coloénias que sao de cor creme com uma borda ligeiramente micelial (Calderone,
2002). Em meio CHROMagar®Candida (CHROMagar®, Paris, Franga), um meio de
agar diferencial utilizado para a identificacdo de espécies de Candida, as col6nias de
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C. albicans, se apresentam azul-esverdeadas, enquanto as colonias de C.

parapsilosis sdo brancas e C. tropicalis azul escuro como visto na Figura 4.

Figura 4 - Espécies de levedura do género Candida em meio chromagar
Candida. (A) Candida albicans; (B) Candida tropicalis; (C) Candida

parapsilosis.

2.3.1.2 Composigéo quimica da parede celular de leveduras

A composigao quimica da parede celular de levedura foi estudada pela
primeira vez por Salkowski (1894), que observou material polissacridico. Alguns
anos depois Zechmeister & Toth, 1936) isolaram um componente glucano da parede
celular pela agdo de pepsina e amilase em uma suspenséo de levedura autolisada.
Estas investigagfes quimicas e enzimaticas indicaram que varios polissacarideos
podem estar presentes na parede celular e foi sugerido que, além do glucano, um
manano (HAWORTH; HIRST; ISHERWOOD, 1937) e possivelmente um "glicogénio"
(LING; NANJI; PANTON, 1925) podem fazer parte da estrutura. De uma forma geral,
a parede celular mostra uma composicdo quimica aproximada de glucano 29%,
manana 31%, proteina 13%, lipido (principalmente gordura neutra) 8-5% e cinza 3%.

Estudos na literatura mostram que a parede celular de Candida albicans
encontra-se externamente a membrana plasmatica, sendo esta responsavel por
manter a forma (levedura ou hifa) de cresimento do fungo. Adicionalmente é
responsavel por mediar a interacdo do microrganismo com o meio ambiente e atuar
como barreira de permeabilidade, protegendo a célula contra lesdes fisicas e
osmaticas. Cerca de 80-90% da parede celular de Candida albicans é constituida de

carboidratos (polimeros de manose associados a proteinas para formar
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glicoproteinas, polimeros ramificados de glicose e quitina). Proteinas e lipideos
também fazem parte dos constituintes da parede celular de C. Albicans, embora em
menor quantidade. Os componentes estruturais da parede sédo [B-glucanos e
proteinas, que formam uma rede rigida microfibrilar, onde as proteinas e
glicoproteinas se ligam (CALDERONE, BRAUN 1991; CASSONE, 1989;
SHEPHERD, POULTER, SULLIVAN 1985).

2.3.3 Dermatofitos

2.3.3.1 Biologia dos fungos

O verdadeito fundador da dermatomicologia foi David Gruby, o que o fez
ser consagrado dessa forma foram suas descobertas entre os anos 1841 a 1844,
suas comunicacfes com a Academia Francesa de Ciéncia e suas publicagbes
durante este periodo (GRUBY, 1841). Por volta de 1890 Raimond Sabouraud, um
dos mais conhecidos e influentes dos primeiros micologos médicos, iniciou suas
pesquisas com dermatéfitos (SABOURAUD, 1910). Sabouraud colaborou com
esudos a respeito da taxonomia, morfologia, métodos de cultivar os dermatéfitos e a
terapia das dermatofitoses. Com base nos aspectos clinicos da doenca, as
observacdes culturais e microscopicas levaram-no a classificar os dermatéfitos em
quatro generos Achorion, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (ODDS
1991). Em 1934 o modelo taxonomico de Saboraud foi modificado por Chester
Emmons que estabeleceu a Classificagdo atual dos dermatdfitos dividindo-os em
tres generos baseado na morfologia de esporos e érgdos acessorios, sendo eles
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (EMMONS, 1934).

As espécies do género Epidermophyton possuem macroconideos
amplamente clavados com paredes tipicamente lisas, finas a moderadamente
espessas e de um a nove septos, 20 a 60 por 4 a 13 um de tamanho. Eles séo
geralmente abundantes e suportados individualmente ou em cachos. Microconidios
estdo ausentes. Este género tem apenas duas espécies conhecidas até a data, e
apenas E. floccosum € patogénico. Os macroconidios da espécie Trichophyton
tonsurans, quando presente, tem paredes lisas, geralmente finas e um a 12 septos,
sao suportados individualmente ou em grupos, e pode ser alongado e em forma de

lapis, clavados, fusiforme, ou cilindrico. Eles variam em tamanho de 8 a 86 por 4 a
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14 pm. Geralmente sdo observados mais microconideos do que macroconidios, e
estes podem ser globosos, piriformes ou clavados, e séo produzidos individualmente
ao longo dos lados das hifas ou em forma de cachos de uva. Macroconidios de
Microsporum gypseum sao caracterizados pela presenca de paredes &speras e
rugosas. Originalmente, os macroconidios foram descritos em forma fusiforme, mas
algumas espécies podem apresentar macroconideos na forma de ovo como
Microsporum nanum (FUENTES, 1956). Os macroconidios podem ter paredes finas,
moderadamente grossas a espessas e de 1 a 15 septos e variam em tamanho de 6
a 160 por 6 a 25 mm. Os microconidios sao sesseis ou clavados e geralmente
encontram-se sozinhos ao longo das hifas. (AJELLO, 1968; AJELLO, 1977,
MATSUMOTO; AJELLO, 1987).

2.3.2.2 Composicao quimica da parede celular de dermatofitos

As paredes celulares de Trichophyton mentagrophytes, Microsporum
canis, Mycrosporum gypseum e Epidermophyton floccosum sdo compostas
principalmente de um polissacarideo contendo glicose, além de possuir quitina e
proteina em sua estrutura (SHAH, KNIGHT 1968). Outros acucares que podem estar
presentes na parede celular de espécies dermatofiticas sdo: glucomanana, manose
e galactose (GUARRO et al., 1993). Os principais componentes da parrede celular

dos dermatéfitos sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Principais componentes da parede celular de dermatoéfitos

Expresso como % de parede celular seca

Constituintes Trichophyton ~ Microsporum Microsporum Epidermophyton
mentagrophytes canis gypseum floccosum

Glicose 45.9 37,5 36,6 45,8
Manose 7.8 11,4 10,3 6,7
N-acetil

hexosamina 28.1 26,6 31,2 29,7
hexosamina 0,6 1 0,8 0,3
proteina 7,1 6,8 8.0 7,4
cinza 4,7 8,2 7,6 5,9
lipidio 31 4.0 3,6 3,3

nitrogenio 3,9 3,4 3,9 3,5
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Acido nucleico
total 0,35 0,38 0,32 0,31

Carboidratos totais 55,5 48,3 459 56,6

2.4 Métodos para deteccdo de compostos com atividade antimicrobiana in

vitro.

O método de diluicdo é realizado pela técnica de diluicdo em caldo, para
medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um
determinado isolado bacteriano (ALVES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008).

No método de diluicdo em caldo, quantidade conhecida da amostra &
dissolvida homogeneamente em meio liquido, onde se inocula 0 microorganismo.
Esta técnica é também denominada de macrodiluicdo quando realizada em tubos de
ensaio ou de microdiluicdo quando utilizam-se placas de 80 ou 96 cavidades
utilizando pequenos volumes de caldo (ALVES et al., 2008). Por meio desta técnica
€ possivel determinar quantitativamente a menor concentracdo do agente
antimicrobiano ou menor concentracao inibitéria (CIM), a qual é capaz de inibir o
crescimento do microorganismo. E possivel detectar a presenca de crescimento
bacteriano ou fangico pela presenca de turbidez ou utilizando-se alguns sais
indicadores de crescimento microbiano, como o sal de tetrazélio e resarzurina ou,
ainda, medindo-se a densidade 6ptica em espectrofotdmetro, obtendo-se assim uma
maior precisdo (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010; SCORZONI et al., 2007). A
CIM é um ensaio muito utilizado em laboratorios de analises clinicas para confirmar
a resisténcia de um microorganismo e também monitorar a atividade de um novo
agente antimicrobiano (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010). Considerando que
neste método a turbidez € um indicador do crescimento microbiano, suas
desvantagens séo a dificuldade na deteccdo de contaminacdo no caso de teste de
materiais clinicos (OSTROSKY et al., 2008) e a coloracéo, por exemplo, do extrato
vegetal que esta sendo avaliado e que pode influenciar na detecgéo dos resultados.
O subcultivo dos tubos em placas contendo meio de cultura com agar € uma
alternativa para esse problema, sendo possivel a obtencdo da Concentracao
Bactericida Minima (CBM) (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar quitosanas comerciais com baixo, médio e alto peso
molecular , bem como avaliar o efeito inibidor de todas as amostras frente a células

planctdnicas e biofilmes de diferentes espécies de fungicas.

3.2 Especificos

a) Caracterizar as amostras de quitosana com relacdo ao peso molecular e grau
de desacetilacéo;

b) Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima de todas as amostras frente as
células plancténicas de Candida spp, Sporothrix brasiliensis, e dermatéfitos,
assim como verificar a influéncia desses parametros na atividade inibitéria.

c) Avaliar a funcdo das quitosanas na atividade metabdlica e biomassa durante
0 processo de adesao dos biofiimes de Candida spp e Sporothrix brasiliensis.

d) Avaliar a funcdo das quitosanas na atividade metabdlica e biomassa das
quitosanas sobre biofilmes maduros de Candida spp e Sporothrix brasiliensis.

e) Avaliar os danos causados pelas quitosanas nos biofilmes fungicos através

de microscopia confocal e microscopia eletrénica de varredura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

Este estudo foi desenvolvido no Centro Especializado em Micologia
Médica (CEEM), pertencente ao Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC) . A andlise do grau
de desacetilacdo foi realizada no Nucleo de Pesquisa em Lubrificantes (NPL)
pertencente ao Departamento de Engenharia Quimica (UFC) e a analise do peso
molecular foi feita no Laborat6rio de Biopolimeros pertencente ao Departamento de
Quimica (UFC), sob a supervisdo da Dra. Arcelina Pacheco Cunha. A analise
topografica dos biofilmes por meio de Microscopia Eletrébnica de Varredura foi

realizada na Central Analitica da UFC.

4.2 Microrganismos

O presente estudo incluiu um total de 30 cepas (Tabela 3), divididos em
fungos leveduriformes (Candida albicans (n=6), Candida tropicalis (n=6) e Candida
parapsilosis (n=6)), filamentosos (Trichophyton rubrum (n=2), Trichophyton
tonsurans (n=2), Microscporum gypseum (n=2)) e dimorficos (Sporothrix brasiliensis
(n=6)) todos pertencentes a colecéo de cultura fungica do Centro Especializado em
Micologia Médica (CEEM, Universidade Federal do Ceard). Os procedimentos foram
realizados em cabine de seguranca biologica classe Il em um Laboratério de

Biossegurancga classe |I.

4.3 Agentes antimicrobianos

Para o preparo das solu¢des estoque utilizou-se - quitosana de alto
pesopolecular_(Q.A.P), Cod:448877, quitosana de médio pesomolecular (Q.M.P),
Cod:448877 e quitosana baixo peso polecular (Q.B.P), Cod: 448869 (Sigma-
Aldrich), dissolvidas em acido acético 1% (v/v) e mantidas sob agitacdo constante
em agitador de hélice mecanico AM-20 durante 24 h e depois transferidas para
recipiente estéril. Subsequentemente todas as soluc¢des foram diluidas em RPMI
1640 (Sigma, St. Louis) tamponado com 0,165 M de tampdo MOPS (acido



morfolinopropanosulfonico - Sigma, St. Louis)
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e armazenado a 20°C até sua

utilizacdo. As concentracdes testadas de todas as quitosanas variaram de 2 - 512

ng. mL™.

Tabela 3 — Identificacdo e origem de isolamento das cepas

Cepas

Espécie fungica

ATCC 10231

CEMM-06-2-061
CEMM 06-2-062
CEMM 06-2- 063
CEMM 06-2-064
CEMM 06-2-065
CEMM-01-1-165
CEMM 01-1-193
CEMM 05-1- 054
CEMM 01-1-168
CEMM 01-1-166
ATCC 22019

CEMM-06-2-070
CEMM 06-2-071
CEMM 06-2- 072
CEMM 06-2-073
CEMM 06-2-075
CEMM 06-2-077

CEMM 05-3-050
CEMM 05-3-053
CEMM 05-3-054
CEMM 05-3-055
CEMM 05-3-056
CEMM 05-3-057

CEMM 05-6-110
CEMM 06-6-113
CEMMO05-6-120
CEMMO05-6-122
CEMMO05-6-133
CEMMO02-6-062

Leveduras

Dimorficos

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis

Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis

Filamentosos

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Microscporum gypseum
Microscporum gypseum
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4.4 Desenho experimental

Este trabalho foi organizado em duas etapas distintas. A primeira etapa
consistiu na caracterizacdo da quitosana com relacdo a sua massa molar e grau de
desacetilagdo. a segunda etapa constituiu da andlise do efeito das quitosana sobre a
morfologia e fisiologia das células e biofilmes produzidos por fungos leveduriformes,
dimoérficos e filamentosos. As andlises das duas etapas experimentais foram

conduzidas conforme o desenho experimental apresentado na figura 6.
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Figura 5 - Organograma de estruturagdo experimental deste estudo
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4.5 Caracterizagcdo quimica da quitosana

4.5.1 Determinacdo da Massa molecular por Viscosimetria

A viscosidade intrinseca foi determinada por meio da utilizacdo da

equacao de Marck-Houwink-Sakurada (Equacéol).
[n]=KmM, (1)

A medida da viscosidade foi realizada utilizando-se viscosimetro Cannon
fenske em banho de agua a 25°C. Inicialmente foi medido o tempo de escoamento,
da solucdo tamp&o de acido acético e acetato de sédio (0,3 mol L-1/0,2 mol.L™ e pH
4,5) e posteriormente mediu-se o0 tempo de escoamento das solu¢gbes de quitosana
no mesmo tamp&o, em concentragdes decrescentes.

Por meio da equacao 2:

_ (2)

Tlsp = t

Onde, t é o tempo médio de escoamento da solucéo e to é o tempo médio
de escoamento do solvente puro, a viscosidade especifica do polimero pode ser
calculada. As viscosidades intrinsecas dos polimeros foram calculadas por meio da
extrapolagdo para a concentragéo zero da curva do grafico 7s,/ concentracdo versus
concentracdo possibilitando a determinacao da M, Os valores da M, das amostras
de quitosana foram obtidas através da equacdo 1 , utilizando as constantes Kp, =
0,0074 e a= 0,76, constantes para quitosanas com grau proximo de desacetilacédo de
80% (KIM e CHUN, 1999).

4.5.2 Analise do Grau de desacetilacéo

Adicionou-se, a uma determinada massa de quitosana, uma quantidade
conhecida de solucdo de &cido cloridrico 0,15 mol L™?, deixando-a por 24h para
protonagcdo dos grupamentos amino disponiveis. A solugdo resultante foi titulada
com solugdo de hidroxido de sodio 0,1M. A cada volume conhecido de NaOH
adicionado o potencial em Milivolts foi medido, obtendo-se uma curva tipica de

titulacdo potenciométrica. A partir da derivada primeira da curva de titulacdo foi
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possivel observar os dois pontos de inflexdo. Dessa forma, através das inflexdes da
curva foi possivel determinar a porcentagem de grupamentos aminos da quitosana
(BEPPU, 1999).
O numero de grupamentos aminos foi determinado através da equacao 3:
%NH; = Maon *(V2-V1)*161 100 )

m;

onde Mnaon € @ molaridade da solucdo de NaOH (mols/L), V1 e V, séao
respectivamente os volumes de NaOH empregados para neutralizar o excesso de
HCIl e a amostra de quitosana protonada, 161 € a massa molecular da unidade
monomérica de quitosana e m, a massa da amostra no estado seco tomada para

titulacao ().

4.6 Testes de sensibilidade

4.6.1 Forma planctdnica

Para a preparacdo dos indculos fangicos, as cepas de Sporothrix
brasiliensis foram cultivadas em agar infusdo de cérebro e coracéo (BHI) e incubou-
se durante 5 a 6 dias & 28-30°C. As cepas de dermatofitos e Candida spp. foram
cultivadas em agar batata, com excessdao do Trichophyton rubrum, o qual foi
cultivado em &gar aveia. Subsequentemente os cultivos de dermatéfitos foram
incubados durante 5 a 7 dias e de Candida spp durante 1 a 2 dias, ambos a
temperatura de 28-30°C. Em seguida, aos cultivos de Sporothrix brasiliensis assim
como aos de dermatofitos, foram adicionados 1mL de solugéo salina estéril 0,9%. As
coloénias foram suavemente raspadas com auxilio de swabs estéreis, e entdo o
conteudo foi tranferido para tubos estéreis nos quais foram ajustados a turbidez:
Sporothrix brasiliensis (2McFarland) e Dermatéfitos (0,5 McFarland). Ap6s 5 minutos
o volume foi tranferido para outro tubo e diluices 1:10 e 1:5 foram realizadas em
RPMI 1640 (Sigma, St. Louis) tamponado com 0,165 M de tampao MOPS (acido
morfolinopropanosulfénico - Sigma, St. Louis) para Sporothrix brasiliensis e
dermatéfitos, nessa ordem, para obter uma concentracéo final de 1-5 x 10° UFC.mL"
e 1-5 x 103 UFC.mL™ , respectivamente. Para o preparo do inéculo de Candida spp
, uma col6nia foi tranferida para um tubo estéril contendo 1 mL de salina e a turbidez

foi ajustada segundo escala 0,5 de Mc Farland. Posteriormente foram realizadas
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diluicbes 1:50 e 1:20 em meio RPMI tamponado com MOPS para obter uma
concentracdo final de 1,5 x 10 UFC.mL™ .

As Concentragfes Inibitérias Minimas (CIMs) foram determinadas pelo
método de microdiluicdo em caldo como descrito no protocolo M-38A2 para as
cepas de Sporothrix brasiliensis e dermatofitos e M-27A3 para as cepas de Candida
spp. padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,2008).
Todos os testes foram realizados em duplicata para cada estirpe. Aliquotas de 100
uL RPMI foram adicionados & todos os pocos das placas .Em seguida, foram
adiconados 100 pL das quitosanas aos primeiros po¢os a partir dos quais foram
feitas diluicBes até a coluna 10. Os 100pl restantes vao para a coluna 12(controle de
esterilidade). A coluna 11 € o controle de crescimento e, portanto, ndo recebera
compostos antifungicos. Entdo 100 ul do inoculo serdo adicionados em todos os
pocos, com excecdo da coluna 12 (controle de esterilidade da solucdo de quitosana
e do meio de cultura utilizados). Os resultados foram obtidos através de leitura visual
depois de 2, 3 e 4 dias de incubacdo a 35°C para Candida spp, Sporothrix
brasiliensis e dermatdfitos, nessa ordem. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do composto capaz de inibir 100% do crescimento quando comparado
com o poco do controle de crescimento sem quitosana (BRILHANTE et al., 2015).

Candida parapsilosis ATCC 22019 foi incluida como controle de qualidade.
4.6.2 Biofilme
4.6.2.1 Adeséo

Para a avaliacdo da acéo da quitosana nas diferentes fases da formacao
do biofilme foram utilizadas apenas cepas de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis,
pois ndo foi observado CIM para os dermatéfitos nas concentracdes testadas . Os
testes foram realizados segundo protocolo descrito por Brilhante et al. (2015) com
algumas modificacdes. Inicialmente, foram adicionados 100 pL da suspenséo
fungica preparada em solucdo salina fisiolégica na concentracdo de 1 x 10°
células.mL™ para o teste com Candida spp e para as cepas de Sporothrix
brasiliensis na concentracdo de 2,4 a 5,5 x 10° células.mL™. Em seguida, 100 pL da
solugdo de quitosana preparada em RPMI tamponada com MOPS em diferentes

concentracbes (CIM, 4x CIM, 8x CIM) foram adicionados aos pocos e as placas
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foram incubadas por 90 min para as cepas de Candida spp. e 24h para as cepas de
Sporothrix brasiliensis para adesdo do biofilme. Apos este periodo a atividade
metabdlica do biofilme foi avaliada através do ensaio metabdlico (2-metoxi-4- nitro-5-
sulfofenil)-5- [(fenilamino)carbonil]-2H- hidroxido de tetrazdlio (XTT) conforme item
4.5.2.3 e a biomassa foi quantificada através do ensaio de cristal violeta conforme
item 4.5.2.4.

4.6.2.2 Biofilme formado

A avaliagdo da atividade da quitosana sobre o biofiime formado foi
conduzida de forma semelhante a metodologia descrita anteriormente (BRILHANTE
et al ., 2015). A Figura 7 mostra as etapas para avaliacao da atividade antifiungica na
adesdo e sobre biofilme formado. Em resumo, ap6s o periodo inicial de adesao
foram adicionados aos pocos 200 pL de meio RPMI 1620 (Sigma) e as placas foram
incubadas a 35°C por um periodo de 48h para Candida spp e 5 dias para Sporothrix
brasiliensis, tempo suficiente para permitir a maturacdo do biofilme. Apds a
incubacéo o sobrenadante foi removido e os pocos foram lavados duas vezes com
PBS. Em seguida, 200 pL das solucdes de quitosana nas concentracdes ja citadas
foram adicionados aos pocos. As placas foram incubadas novamente por igual
periodo e temperatura para as cepas de Candida spp e por 72h para as cepas de
Sporothrix brasiliensis. Em seguida, os poc¢os foram lavados com PBS e 0s ensaios
de XTT conduzidos conforme item 4.5.2.3 e a biomassa foi quantificada através do
ensaio de cristal violeta conforme item 4.5.2.4. Os controles positivos foram
realizados através de adicdo do meio RPMI nos biofilmes maduros. Nao existe cepa
referéncia para testes com biofilme. No entanto, utilizamos como controle do teste
uma cepa de Candida tropicalis cuja sensibilidade “in vitro” do biofilme contra varios

antifangicos ja havia sido anteriormente testada (BRILHANTE et al., 2016).
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Figura 6 - llustragcao das etapas dos ensaios de sensibilidade na fase de

adesdo dos biofilmes e sobre biofilmes maduros.
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4.6.2.3 Ensaio XTT

Os pocos foram lavados duas vezes com Phosphate Buffer Solution
(PBS). Em seguida, foram adicionados 50 pL XTT preparado em solucdo salina
tamponada PBS (1 mg/mL) e 4 pL de solucdo de menadiona (ImM em acetona;
Sigma) e as placas foram incubadas a 35°C durante 5h, no escuro. Em seguida, o
conteudo de cada poco foi transferido para outra placa 96 pocos, que foi
imediatamente submetida a leitura em espectrofotébmetro utilizando comprimento de
onda 492nm (STEPANOVIC et al, 2000). Todos os testes foram realizados em
duplicata e os pocos contendo apenas meio RPMI foram incluidos como controle

negativo de todos os testes.

4.6.2.4 Quantificacdo da biomassa

A capacidade de formacdo de biofilmes foi avaliada pela técnica de
coloracdo por cristal violeta. Apds a lavagem das cavidades com PBS , 100uL de
metanol foram inseridos aos pocos para fixacdo. Apos a remocdo do metanol
(Dinamica, Brasil) as placas permaneceram & temperatura ambiente para secar. Em
seguida, aos pocos foram adicionados 200 uL de cristal violeta a 0,1% e incubou-se
durante 20 min. Subsequentemente, o cristal violeta foi retirado e os pocos foram
entdo lavados com &gua para retirar o corante que aderiu ao material organico.
Acido acético foi adicionado as cavidades para retirar o corante aderido & biomassa
e foi entdo transferido para outra placa para leitura em espectrofotdmetro a 590nm
(PEETERS et al., 2008). Todos os testes foram realizados em duplicata e 0os pocos
contento apenas meio de cultivo foram incluidos como controle negativo em todas as

experiéncias.

4.7 Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)

Para avaliar o efeito da quitosana em biofilmes maduros usando CLSM,
os biofilmes foram preparados conforme descrito no item 4.5.2.2. Apés a incubacao
os biofilmes foram lavados com PBS e o corante fluorescente Live / Dead (Invitrogen
TM151) foi adicionado aos pogos para cobrir a superficie das laminas de Thermanox

™ com biofilmes. Em seguida, as laminas foram avaliadas sob um microscopio



53

confocal Nikon (C2), a 488 nm para a detecgédo da SYTO 9 corante fluorescente, que
identifica células vivas, e a 561 nm para a deteccao do iodeto de propidio, o que
identifica células mortas ( DI BONAVENTURA et al., 2006). Para as analises de
imagem, cinco pontos equidistantes dos coverlips foram submetidos a captura

empilhados-Z das imagens, por analise de imagem de trés dimensbdes

4.8 microscopia eletrénica de varredura ( MEV)

Para a realizacdo da analise da morfologia celular do biofilme exposto &
diferentes concentracbes de quitosana foi selecionada uma cepa de Candida
tropicalis exposta as concentragfes de CIM, 4x CIM e 8x CIM de Quitosana de baixo
peso molecular. Para tal, foi utilizado microscopia eletrénica de varredura, de acordo
com Di Bonaventura et al., (2006). Os biofilmes foram formados conforme descrito
no item 4.5.2.2, diretamente sobre laminas ImmunoSlides® (EasyPath, Brasil)
esterilizadas recobertas com Poli-L-Lisina. Ap6s o periodo de incubacéo, os
sobrenadantes foram coletados e os biofilmes foram imersos em uma solucao de
glutaraldeido a 2,5% em tampéo cacodilato de sodio 0,15M (pH 7,4) a 4°C overnight.
Para avaliar a presenca de matriz associada aos biofilmes, a lamina de vidro
recoberta com Poli-L-lisina foi fixada com 2,5% de glutaraldeido em tampéao
cacodilato com o corante cationico azul de alcian (0,1%) e incubado overnight a 4°C.
Os biofilmes foram lavados por duas vezes com tampdo cacodilato 0,15M e
desidratados com lavagens seriadas em etanol em concentracdes ascendentes
(50%, 70%, 80%, 95% e 100%, com incubacéo de 10 min, por duas vezes cada.
Apoés as lavagens, as laminas foram secas em estufa por 10 min e recobertas com
hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 min, e apds a retirada
do hexametildisilazano, foram secas em dessecador por 24 h. As laminas foram
cobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e observadas em Microscopio
Eletronico FEI Inspect S50, em alto vacuo a 15kV. As imagens foram processadas

em software Photoscape, v3.6.5 (MooiiTech, Korea).

4.9 Andlise estatistica

Para verificar a sensibilidade antifungica de quitosanas com diferentes

pesos moleculares, foi utilizado como variavel de analise o numero de dilui¢cdes.
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Para os dados de absorbancia, nas compara¢cées onde os valores de controle se
mantiveram constantes frente as concentracdes investigadas (CIM, CIM x4 e CIM
x8), foram utilizados os valores absolutos de Densidade Optica -‘DO”. Nas
comparacdes onde os valores de controle apresentaram diferencas entre os
cenarios analisados, foi utilizada como variavel de analise a taxa de redugcdo da
absorbancia observada (controle versus concentracdo testada). Todos os dados
foram inicialmente analisados quanto a sua simetria e dispersao. Nas comparacoes
entre dados que apresentaram distribuicdo normal e variancias semelhantes, foi
utilizado como teste a ANOVA, seguido do pés teste de Tukey para a comparagao
entre pares. Nas comparagbes onde os dados apresentaram assimetria e/ou
variancias elevadas foram utilizados os testes ndo paramétricos de Friedman
(comparacéo dos resultados em uma mesma espécie) e Kruskal-Wallis (comparacao
dos resultados entre espécies), em ambos os casos seguido do teste post hoc de
Dunn para a comparacdo entre pares. Em todas as situacbes, o nivel de

significancia maximo, adotado para conclusdes afirmativas, foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da quitosana

5.1.1 Grau de desacetilagdo da quitosana

A atividade antimicrobiana da quitosana ja foi demonstrada para varios
fungos. No entanto, a Concentracdo Inibitéria Minima depende principalmente da
Concentracao, Peso molecular, grau de desacetilacdo, modificacdo quimica, grau de
substituicao, tipos de fungos e pH (RABEA et al ., 2009 ; FEI LIU et al ., 2001). Por
essa razdo no presente estudo foram determinados o grau de desacetilacdo e o
peso molecular das amostras.

Nas Figuras 8,9 e 10 é possivel observar as curvas de titulagbes
potenciométricas para as quitosanas de Baixo, Médio e Alto Peso molecular, nessa
ordem, assim como suas derivadas primeiras, obtida para todas as amostras
comerciais de quitosana (Quitosana de alto pesomolecular, Cod:448877 , Quitosana
de médio pesomolecular, Cod:448877 e Quitosana Baixo Peso molecular, Cod:
448869 - Sigma-Aldrich). Através das inflexdes dessas curvas, é possivel
determinar os volumes V; e V,, que correspondem ao volume necessario para
neutralizar o excesso de HC| e a quantidade de grupos aminos protonados,
respectivamente. Através da equacdo 3, pode-se determinar a quantidade de
grupamentos amino presentes na amostras e os resultados estdo apresentados na
Tabela 4.

Pode-se observar que a Quitosana de alto pesomolecular apresentou um
grau de desacetilacdo médio de 79,03%, sendo o menor valor entre as quitosana
analisadas. Quitosanas de Médio e Baixo Peso Molecular apresentaram valores do
grau de desacetilacdo médio de 84,18% e 81,8%, respectivamente. A quitosana de
médio pesoMolecular foi a que apresentou maior grau de desacetilacédo entre as trés
amostras estudadas.

Alguns autores consideram que a partir de 60% de desacetilagdo o
produto pode ser considerado quitosana (AIBA, 1992), mas outros autores sO
costumam aceitar como sendo quitosana, materiais obtidos a partir da quitina com
grau de desacetilagdo superior a 75% ( KUMAR, 2000). Os valores do grau de

desacetilacdo obtidos neste estudo encontram-se dentro da faixa relatada na



literatura para quitosana, assim como dentro da faixa oferecida pela Sigma-Aldrich

(75-85%).

Tabela 4 - Determinacéo do grau de desacetilagédo da quitosana

T
Concentragdo Concentracdo AV(V2- % Molar de Média %
. Massa de o Molar de
Quitosanas . de HCI de HCI V1)  desacetilacio o
quitosana(@) oL (molll) (M) da quitosana Desacetilacao
9 da Quitosana
Quitosana de alto 0,2064 0,05 0,15 10 78,0% 290
pesomolecular 0,2002 0,05 0,15 10 80,0% ’
Quitosana de médio 0,2015 0,05 0,15 7 83,9% 842
peso molecular 0,2001 0,05 0,15 7 84,5% ’
Quitosana de baixo 0,5025 0,05 0,15 17 81,7% 818
peso molecular 0,5012 0,05 0,15 17 81,9% ’

Figura 7 - Curva de titulagcdo potenciométrica para quitosana de baixo peso

molecular (A); Derivada Primeira da curva de titulacdo potenciométrica para
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Figura 8 - Curva de titulacdo potenciométrica para quitosana de Médio peso
molecular (A); Derivada Primeira da curvade titulacdo potenciométrica para

guitosana de Médio peso molecular (B).
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Figura 9 - Curva de titulacdo potenciométrica para quitosana de alto peso
molecular (A); Derivada Primeira da curva de titulacdo potenciométrica para

guitosana de Alto peso molecular (B).
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5.1.2 Determinagdo da massa molar por viscosimetria:
Na tabela 5 sdo apresentados os valores da viscosidade intrinseca e os

valores encontrados da massa molar média viscosimétrica (My) para as amostras de

quitosana.

Tabela 5 - Valores das massas molares médias viscosimétricas de quitosana

comerciais
Amostra K A Mv(g/mol)
Quitosana de baixo peso 0,074 0,76 75.554,8
Quitosana de Médio Peso 0,074 0,76 140.469,4
Quitosana de Alto Peso 0,074 0,76 247.795,2

Todas as amostras foram solUveis na solucédo tampédo de acido acético e
acetato de sodio, sendo possivel a determinacdo da viscosidade intrinseca e sua
correspondente massa molar viscosimétrica. As figuras 11, 12 e 13 ilustram o peffil
da viscosidade especifica reduzida em funcédo da concentracdo da solucdo para as
amostras de Alto, Médio e Baixo Peso Molecular.

A técnica utilizada nesse estudo para determinacdo do peso molecular foi
a viscosimetria, embora a literatura reporte outras técnicas para determinacdo do
peso molecular da quitosana, a viscosimetria € uma das técnicas mais utilizadas
para determinacdo deste parametro. Os resultados aqui encontrados, que sdo de
75774,77(g/mol), 140469,4(g/mol) e 247795,2 (g/mol) estdo de acordo com Canela e
Garcia (2001), que dizem que a massa molar da quitosana varia em uma faixa de
10%a 10° g.mol .



Figura 10 - Curva de viscosidade especifica reduzida da quitosana comercial
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Figura 11 - Curva de viscosidade especifica reduzida da quitosana comercial
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Figura 12 - Curva de viscosidade especifica reduzida da quitosana comercial
de Baixo Peso Molecular
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5.2 Teste de sensibilidade

Nos testes de sensibilidade € necessario adicionar uma coluna para
esterilidade do meio de cultura e das solucbes de quitosana, que € chamado de
controle negativo, uma vez que nao deve haver crescimento nos pocos dessa
coluna. Adicionalmente uma coluna deve ser preenchida apenas com meio de
cultura e inoculo, este € o controle positivo do teste, que € necessario para
assegurar que a cepa esta viavel e descartar a possibilidade de uma falsa leitura de
inibicdo. Ainda deve ser incluida no teste uma cepa controle preconizada pelo CLSI,
a qual ja existe uma padronizacdo de sensibilidade a antifungicos tradicionais,
assegurando a eficacia do teste. Em todos os testes de sensibilidade, os controles
negativos ndo apresentaram turvagcdo, assegurando a esterilidade do meio de
cultura e das solucbes de quitosana utilizadas. No controle positivo, foi observada
turvacao, indicando o crescimento do microrganismo e atestando a viabilidade das
amostras. Na cepa controle de Candida parapsilosis ATCC 22019 o itraconazol
apresentou uma CIM de 0,5 pg/mL e anfotericina B apresentou uma CIM de 0,03
pHg/mL valores que encontram-se dentro da faixa preconizada pelo CLSI para a

referida cepa controle.
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5.2.1 Forma planctonica

5.2.1.1 Candida spp.

Como visto na tabela 6, todas as amostras de quitosana testadas inibiram
0 crescimento de todas as espécies de leveduras (Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis) no intervalo testado. No entanto, os valores da
Concentracao Inibitéria Minima foram dependentes da espécie. As quitosanas de
Alto, Médio e Baixo peso Molecular foram menos eficazes contra as espécies de
Candida albicans, uma vez que maiores concentracbes das amostras (256 - 512
pg/mL) foram necesséarias para conseguir a completa inibicdo do fungo quando
comparada com Candida parapsilosis e Candida tropicalis que apresentaram valores
de inibic&o entre 4-256 pg/mL e 16 — 512 pg/mL.

As diferencas nos valores de sensibilidade podem estar relacionadas &
diferenca de cargas positivas existente entre as espécies, pois como ja sugerido por
outros autores, o mecanismo antifungico da quitosana esta principalmente
relacionado a interacdo entre as moléculas de quitosana carregadas positivamente e
os residuos na superficie da célula microbiana carregados negativamente
(SEVERINO et al ., 2015; LI ; YANG; YANG., 2015). Palmeira-de-Oliveira et al.,
(2011) demonstraram que Candida albicans possui menor numero de cargas
negativas na superficie celular do que Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida guilliermondii. Os niveis de cargas indicam que amostras de quitosana
interagem menos com Candida albicans devido a quantidade reduzida de cargas
negativas na superficie celular. Consequentemente, espera-se um efeito inibitério
menor em Candida albicans do que em outras espécies de Candida. Resultados
similares foram obtidos de Alburquenque et al., (2010) que mostraram que o CIM de
Q.B.P.M foi maior para as espécies de Candida albicans quando comparada com as
outras espécies estudadas. Kulikov et al., (2014) também verificaram a relacéo entre
0 peso molecular de quitosanas e oligoquitosanas com diferentes pesos moleculares
(2,09kDa, 5,98kDa, 8,39kDa, 9,69kDa, 15,06kDa, 19,99kDa, 70kDa e 600kDa) e a
atividade antifangica contra diferentes espécies de Candida. Seus resultados
também mostraram que os maiores valores de CIM foram referentes a Candida

albicans.
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Assim como reportado na literatura, diversos sdo os fatores que podem
influenciar a atividade da quitosana contra o microrganismo, sendo o peso molecular
um parametro importante. De acordo com os nossos dados em 100% das espécies
de Candida parapsilosis e 67% de Candida tropicalis (fazendo uma relacdo para
todas as amostras) testadas neste estudo, nota-se que & medida que o peso
molecular aumenta, ocorre um aumento na atividade anti-Candida. Dessa forma,
guanto maior o peso molecular da quitosana, menor € a quantidade de quitosana
necessaria para inibir o completo crescimento do fungo. Candida parapsilosis USP
15 foi a Unica cepa que apresentou valores de CIM semelhantes para as trés
amostras de quitosana testadas, ou seja, ndo apresentou dependéncia com 0 peso
molecular.

Os resultados aqui encontrados podem estar baseados em mecanismos
especificos. Sao principalmente aceitos dois mecanismos de acao, sendo o primeiro
deles referente a interacdo da quitosana com os componentes fosfolipidicos
negativamente carregados da membrana dos fungos, que causa permeabilidade da
membrana, com consequente fuga de contetdos celulares e esta principalmente
relacionado com quitosanas de alto peso molecular. O segundo mecanismo envolve
a penetracdo da quitosana na parede celular, interacdo com o DNA e inibicdo de
proteinas e enzimas essenciais e associa-se principalmente a Quitosana de baixo
peso Molecular. Podemos inferir que os dois mecanismos aconteceram, uma vez
gue todas as amostras foram capazes de inibir visualmente o crescimento do fungo,
embora algumas necessitando de maiores concentracbes que outras. No entanto,
estudos que comprovem danos na membrana como a quantificacdo de ergosterol na
célula microbiana, o estresse osmatico, e liberacdo de acidos nucleicos e proteinas
tornam-se necessarios para confirmar tais suposigoes.

A mesma relacdo entre o peso molecular e a atividade da quitosana foi
encontrada por muitos autores. Seyfarth et al.,, (2008) demostraram que
oligossacarideo de quitosana e N-acetil-D-glicosamina nas concentracbes de 1%,
0,5%, 0,25%, 0,1%, 0,05%, 0,025%; 0,01; 0,005; e 0,0025 ndo foram capazes de
impedir a formacédo de colbnias de C. krusei e C.glabrata, enquanto quitosana de
alto peso molecular na concentracdo de 0,5% foi capaz de inibir completamente o
crescimento de C.krusei e C. glabrata . Os resultados obtidos por QIN et al., (2006)
mostraram que quitosanas com médio peso molecular (78kDa e 48kDa) na

concentracdo de 1000ug/mL apresentaram maior efeito inibitdrio do que oligdbmeros
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de peso molecular de 1,4kDa, na mesma concentragdo, contra 0 crescimento de
espécies Candida spp.

Chang et al., (2015) mostraram que em valores de pH igual a 5 a relagao
do peso molecular com a atividade antimicrobiana foi a mesma encontrada neste
estudo, ou seja, as quitosanas com maiores pesos moleculares (300, 156 e 72,1
kDa) reduziram o numero de contagem de colbnias em placa em comparagcdo com
as quitosana de menores pesos (29.2, 7.7, e 3.3 kDa). Fatores como pH e
temperatura de reacdo devem ser considerados em estudos posteriores a fim de

elucidar questdes que nao estéo esclarecidas na literatura.

5.2.1.2 Dermatofitos

Para a execucdo do presente trabalho foram escolhidos fungos de
diferentes géneros, uma vez que se sabe que a atividade antifingica pode ser
dependente do microrganismo. Para representar a classe dos fungos filamentosos,
foram escolhidos os dermatdfitos, fungos que causam micoses cutaneas, uma das
infec¢des fungicas mais comuns. Apesar dos fungos ndo serem as principais fontes
de surtos em seres humanos, nas Ultimas décadas, a incidéncia de infeccdes
fungicas sistémicas aumentou significativamente, principalmente devido ao rapido
crescimento no numero de pacientes com sistemas imunolégicos comprometidos
(MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008). Os principais agentes etiolégicos em
infeccbes fungicas sdo dermatéfitos dos géneros Trichophyton, Microsporum, e
Epidermophyton (FLORES et al., 2013). Para avaliar acao in vitro anti-dermatofitica
das quitosanas, os géneros escolhidos foram Trichophyton e Microsporum De
acordo com os resultados vistos na tabela 6 ndo foi possivel encontrar valores de
CIM no intervalo de concentracdes testadas que foi de 2-512 pg/mL. Dessa forma,
os provaveis valores de CIM de quitosana de Alto, Médio e Baixo Peso Molecular
encontram-se acima desta concentragdo. Como ndo foi possivel determinar a
Concentracéo Inibitéria Minima, n&o foi possivel estabelecer uma relagcédo entre as
caracteristicas da quitosana e sua atividade anti-dermatofitica As diferencas nas
estruturas dos fungos, a quantidade de cargas negativas presentes na superficie
celular, ou ainda mecanismos de adaptacdo e defesa do fungo, ou a inducao de
compostos de defesa (COTA-ARRIOLA et al.,, 2011) podem ter sido a causa das

diferencas entre os valores de CIM encontrados para Candida e dermatofitos.
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Em um estudo realizado por Sajomsang et al., (2012) utilizando quitosana
quartenizada para T.rubrum observou-se valores de CIM entre 125-500 pg/mL.
Esses valores estdo dentro da faixa utilizado em nosso estudo e que nao
apresentaram atividade antifingica. Estes resultados podem ser devido as
modificacdes realizadas na estrutura da quitosana, pois, 0 mecanismo mais
aceitavel é baseado na interacdo eletrostatica. Logo, como derivados quaternizados
de quitosana possuem maior carga positiva, serdo agentes antimicrobianos mais
eficazes (MOHAMED et al., 2013). Modificagbes na estrutura da quitosana como
quaternarios de quitosana, podem reduzir a Concentracdo Inibitoria Minima
encontrada nesse estudo para as cepas de dermatofitos, sendo um parametro a ser
investigado em estudos futuros.

Estudos correlacionando a atividade antifungica da quitosana e o peso
molecular contra outras espécies de fungos filamentosos sdo amplamente
divulgados na literatura. A dependéncia da atividade antimicrobiana da quitosana
com o peso molecular foi descrita para diversos fungos incluindo Aspergillus
fumigatus (ATCC 6145), Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum (ATCC16909),
Fusarium solani (KCTC 6326), Penicillium verrucosum var. verrucosum (KCTC
6265), Botrytis cinerea (KACC 40573) e nesse estudo observou-se que a atividade
da quitosana foi maior quanto maior o seu peso molecular (PARK et al ., 2008).
Younes et al. (2014) investigaram o efeito de 15 amostras de quitosana com pesos
moleculares que variaram de 42kDa e 135kDa e ndo encontraram correlacéo entre a
atividade antifingica e o peso molecular da quitosana para Aspergillus niger. Ja para
o0 Fusarium oxysporum foi observado que quanto menor o peso molecular da
amostra, maior a atividade antimicrobiana

A dificuldade em determinar uma relagdo direta entre a atividade
antifingica e o peso molecular para quitosana pode estar associada a outros
parametros que devem ser considerados, tais como seu grau de desacetilacéo,
concentracédo, polidispersidade (Pl) e métodos de preparagcdo (ZHENG; ZHU, 2003;
HERNANDEZ-LAUZARDO, 2008). Além disso, deve-se considerar também a
presenca de subprodutos e variacdo na estrutura quimica de grupos terminais de
cadeias de polissacarideos e distribuicdo de grupos acetil ao longo das cadeias de
da quitosana, devido as diferencas nos métodos utilizados para hidrélise da

guitosana.
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Desse modo, pode-se inferir que uma das principais razdes para acreditar
que a heterogeneidade molecular é a principal razdo para uma ambiguidade nos
dados experimentais sobre a correlacdo entre as atividades biocidas e as
caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes tipos de quitosana, devendo-se sempre
caracterizar e correlacionar a atividade biolégica com o peso molecular, grau de
desacetilacéo e polidispersidade (KULIKOV et al ., 2012).

5.2.1.3 Sporothrix brasiliensis

Para complementar o estudo, cepas de fungos dimoérficos foram também
utilizadas para avaliar a atividade da quitosana contra fungos, foram utilizadas seis
cepas de Sporothrix brasiliensis, um dos fungos capazes de causar infeccao
oportunista chamada de Esporotricose, cuja imucompeténcia € determinante na
patogénese (GUTIERREZ-GALLARDO et al.,, 2015). Até agora nido foram
encontrados estudos a respeito da atividade antifungica da quitosana contra
Sporothrix brasiliensis. Todas as cepas testadas foram inibidas por todas as
amostras de quitosana, no intervalo testado, com CIM dependentes do peso
molecular das quitosanas. Diferentemente do que foi observado para as espécies de
Candida parapsilosis e Candida tropicalis , a atividade antifingica aumentou com o
decréscimo do peso molecular. Para quitosana de alto peso molecular as
concentracfes encontradas estavam entre a faixa de 32-128 pg/mL. O intervalo de
concentracdo encontrado para quitosana de médio peso foi de 16-64 pg/mL. Como
descrito anteriormente, valores de concentragbes menores foram encontrados para
guitosana de baixo peso molecular, sendo, entre todas as cepas testadas, a maior
concentragcédo encontrada no valor de 32 pg/mL. O itraconazol foi classificado como
farmaco de primeira escolha para o tratamento das formas cutaneas e linfocutaneas
da esporotricose em pacientes imunocomprometidos, que apresentam formas
clinicas mais extensa e com acometimento sistémico (LOPES BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006, KAUFFMAN, 2007%, SILVA et al.,, 2012), mas a
resisténcia do Sporothrix brasiliensis ao itraconazol ja é relatada e valores de MICs
para outros antibidticos como 5FC e CAS sao semelhantes aos encontrados para
quitosana de meédio e baixo peso molecular aqui testadas (RODRIGUES et al.,
2014). Sugere-se, portanto, que os polimeros aqui estudados podem ser utilizados
para estudos adicionais contra Sporothrix brasiliensis.



Sporothrix brasiliensis.

Tabela 6 - Concentracao Inibitéria Minima de trés tipos de quitosana contra cepas de Candida spp, dermatofitos e

Sensibilidade antifungica de quitosanas com diferentes pesos moleculares

Quitosanas

Cepas N*° de cepas AltoPeso Molecular Médio Peso Molecular Baixo Peso molecular
MIC (ng/mL) MIC (ng/mL) MIC (ug/mL)
Leveduras
Candida albicans
ATCC 10231 512 512 512
1 256 512 512
2 512 512 512
3 512 512 512
4 512 512 512
7 512 512 512
Candida parapsilosis
CEMM-01-1-165 4 4 4
CEMM 01-1-193 128 32 16
CEMM 05-1-054 256 256 512
CEMM 01-1-168 256 256 512
CEMM 01-1-166 64 64 128
ATCC 22019 8 16 16
Candida tropicalis
HUO03 32 64 256
HTO2 16 64 256
HLO2 512 512 512
HCoO1 256 256 512
Huo04 256 256 512
HUO09 512 512 512
Filamentoso
Trichophyton rubrum
CEMM 05-6-110 >512 >512 >512
CEMM 06-6-113 >512 >512 >512
Trichophyton tonsurans
CEMMO05-6-120 >512 >512 >512
CEMMO05-6-122 >512 >512 >512
Microsporum gypseum
CEMMO05-6-133 >512 >512 >512
CEMMO02-6-062 >512 >512 >512
Dimorficos
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-050 32 16 16
CEMM 05-3-053 32 16 16
CEMM 05-3-054 128 64 32
CEMM 05-3-055 128 64 32
CEMM 05-3-056 128 64 32
CEMM 05-3-057 128 64 32

66
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5.2.2 Biofilme

Relacionar a atividade antimicrobiana da quitosana contra biofilmes torna-
se necessaria, uma vez que infeccbes cronicas podem ser provocadas por essas
comunidades de microrganismos (PARSEK; SINGH, 2003), conferindo resisténcia
em centenas ou milhares de vezes a agentes antifingicos quando comparado as
células plancténicas (TARASZKIEWICZ et al., 2013). O processo de formacéo do
biofilme tem inicio quando as células planctbnicas aderem a uma superficie biotica
ou abidtica e em seguida comecam a produzir conexdes intercelulares e matriz
polimérica e multiplicam-se dentro da matriz de exopolissacarideos (DE LA
FUENTE-NUNEZ et al., 2013). Desse modo, ao reduzir o processo de adesdo a
quitosana ird minimizar a formacao de biofilme. A literatura ndo descreve de forma
especifica a relacdo entre as caracteristicas dos diferentes tipos de quitosana com a
sua atividade contra a formacao de biofilme, sendo esse um ponto bastante inovador
desse estudo.

No presente estudo foram avaliados o efeito da quitosana tanto na
atividade metabdlica quanto da biomassa dos biofiimes na fase de adesado e
formados de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis. Nas tabelas 6 e 7 encontram-se
os valores da densidade Gtica, que se relaciona com a atividade metabdlica, de
biofilmes de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis que n&do foram expostos as
quitosanas (controle) e biofilmes que foram expostos a diferentes concentracdes
(CIM, 4x CIM, 8x CIM) para as quitosanas de diferentes pesos moleculares para a
fase de adeséo e biofilme formado, respectivamente. As Tabelas 8 e 9 relacionam a
biomassa dos biofilmes de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis, nas mesmas
condigbes citadas anteriormente, para a fase de adesdao e biofiime formado,
respectivamente.

A partir da Tabela 8 observa-se a reducéo da atividade metabdlica para a
fase de adesdo dos biofiimes de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis. Pode-se
observar que a quitosana teve atividade significativa contra a adesao dos biofilmes
comparada ao controle e que nédo houve diferenca estatistica entre as quitosana de
diferentes pesos moleculares. Pode-se observar que as quitosanas de alto, médio e
baixo peso molecular reduziram em até 80,33%, 76,08% e 75,12%, a atividade
metabdlica na fase de adesédo dos biofilmes do género Candida e 61,20%, 53,87% e

52,15%, para o Sporothrix brasiliensis, respectivamente. Esses valores percentuais
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foram obtidos através de uma relacdo entre a densidade 6tica do controle
(considerado 100%) e a densidade oOtica dos biofilmes expostos as maiores
concentracdes de quitosana (8x CIM).

A Tabela 9 mostra a atividade da quitosana sobre a atividade metabdlica
dos biofilmes formados (fase madura) podendo-se observar que a quitosana além de
ter acdo contra a adesao também teve acdo sobre o biofilme formado, para todos os
tipos de quitosana e todos os microorganimos testados e sem diferenca significativa
entre os tipos de quitosana. Os biofilmes formados de Candida spp. e Sporothrix
brasiliensis tiveram sua atividade metabdlica reduzida por acdo das amostras
testadas em 83,90%, 85,81% e 82,15% e 77,82%, 90% e 58,64%, para as
quitosana de alto, médio e baixo, respectivamente para Candida spp. e Sporothrix
brasiliensis.

Um outro parametro importante a ser mensurado para determinar a acao
antifiingica contra biofilmes é a biomassa formada (mensurado através da interacédo
do corante cristal violeta com a matéria organica). A Tabela 10 apresenta o0s
resultados da biomassa formada na fase de adesao para Candida spp. e Sporothrix
brasiliensis. Esses resultados demonstram que a quitosana além de reduzir a
atividade metabdlica sdo capazes de destruir a matriz exopolimérica, independente
do tipo de quitosana. Para alguns microorganismos obsevou-se que na CIM nao
houve diferenca significativa com o controle. O mesmo pode ser observado na
Tabela 11 para os biofilmes maduros (estagio final de maturacdo do biofilme) para
os diferentes microrganismos e tipos de quitosana.

Pela Tabela 10 observa-se que todas as amostras testadas foram
capazes de promover a desagregacéo extensiva da biomassa nos biofilmes na fase
de adeséo de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis em 85,36%, 84,10% e 83,01 e
62,23%, 66,66% e 59,67% para as quitosanas de alto, médio e baixo pelo molecular,
respectivamente Candida spp. e Sporothrix brasiliensis. A Tabela 11 indica os
resultados do biofilme maduro mostrando uma redugdo de 77,03%, 81,88% e
75,21% e 72,16%, 74,45% e 79,56% para Candida spp. e Sporothrix brasiliensis
com a quitosanas de alto, médio a baixo peso molecular.

A parede celular € uma importante estrutura no processo de adeséo dos
fungos a superficies solidas, como dispositivos médicos, por isso estudos tem
utilizado a parede celular como alvo para o desenvolvimento de estratégias para o
combate de infecgbes associadas a biofilme (BACHMANN et al., 2002). A quitosana
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pode ser um forte candidato para o tratamento de dispositivos médicos com agentes
antifingicos antes de serem implantados em pacientes devido as propriedades anti-
aderentes e antifingicas contra os biofilmes fungicos (BACHMANN et al., 2002;
TRAMPUZ; ZIMMERLI, 2005). O mecanismo relacionado ao tratamento de
superficies sélidas com quitosana como uma medida profilatica a formacdo de
biofiilme deve-se ao fato desta ser capaz de romper membranas carregadas
negativamente como a dos fungos e estes ficam impedidos de se estabelecerem na
superficie, ou ainda ao fato da quitosana ser capaz de interferir na liberacdo local de
polissacrarideo capsular por células ligadas a superficie de sélidas impedindo a
producdo da matriz de polissacarideo (MARTINEZ et al., 2010).

E importante notar que os biofilmes de todas as espécies aqui estudadas
foram significativamente menos sensiveis que as células plancténicas a quitosana,
sendo necessdria uma concentracdo maior de quitosana para alcancar reducdes
antifangicas significativas, comprovando uma maior resisténcia dos biofilmes a
terapias antifungicas ja relatadas em outros estudos (CHANDRA et al.,, 2001;
DIBONAVENTURA et al., 2006; SUN et al., 2012; ITURRIETAGONZALEZ et al.,
2014; LIAO et al., 2014; BAILLIE; DOUGLAS, 2000; MURKHERJEE; CHANDRA,
2004; RAMAGE et al., 2012). Esse fato pode ser explicado devido a auséncia da
matriz exopolimerica protetora, facilitando o acesso da quitosana & parede celular
fungica, tornando as células planctbnicas mais susceptiveis a penetracao e ruptura
das células internas do que quando estas encontram-se em associacfes envoltas
pela matriz polissacaridica (biofilmes).

A eficacia da quitosana contra biofiimes de Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, e Candida tropicalis foi previamente relatada por
Silva-dias et al.,, (2014). Seu trabalho mostrou que quitosana de baixo peso
molecular (50kDa) na concentracdo de 1 x 10* mg/L, foi capaz de reduzir a
biomassa do biofiime e a atividade metabdlica de todas as espécies de Candida
testadas em até 90%. A reducdo encontrada na atividade metabdlica dos biofilmes
foi dose-dependente. Esta mesma relagé@o entre a atividade metabdlica e a dose de
quitosana foi encontrada neste estudo, conforme demonstrado nas Tabelas 5 e 6.
Reducgdes de biofilme de Candida albicans em 90,06% foram descritos por Cobrado
et al.,, (2012). A literatura reporta ainda que a quitosana com peso molecular de
3kDa, 13kDa e 180kDa na concentracdo de 200ug/mL quando combinados com

amicacina nas concentracdes de 1, 5, 10, e 25 yg/mL matam mais células vivas dos
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biofilmes de Listeria monocytones ja estabelecidos do que amicacina isolada (MU et
al., 2014), demonstrando que quitosana pode ser utilizada em combinacdo com
outros antibidticos.

Diante do exposto, percebemos que todas as quitosanas estudadas
nesse trabalho se apresentam como um composto promissor para 0 gerenciamento
de infec¢Bes fangicas e um forte candidato para aplicacdo como Biomateriais, tais

como dispositivos médicos comocateter
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Tabela 8 - Atividade metabdlica dos biofilmes na fase de adeséo de Candida spp e Sporothrix brasiliensis apés exposic¢ao
as quitosana (492nm)(p<0,05).

N° de Q.APM Q.M.P.M Q.B.P
Espécies Controle**
cepas MIC 4xCIM 8xMIC MIC 4xMIC 8xMIC MIC 4xMIC 8xMIC
Candida albicans 6 0,56 0,244 0,182* 0,112* 0,266 0,157* 0,13* 0,372 0,234* 0,156*
Candida parapsilosis 6 0,436 0,188 0,103* 0,085* 0,173 0,099+ 0,099+ 0,246 0,085* 0,110*
Candida tropicalis 6 0,367 0,153 0,084* 0,071* 0,12 0,109 0,097+ 0,112 0,087 0,073*
Sporothrix brasiliensis 6 0,232 0,166* 0,116* 0,09* 0,141 0,127* 0,107* 0,218 0,17 0,111*

* Reducéo significativa em relagéo ao controle

** Crescimento do biofilme sem antifingico



Tabela 9 - Atividade metabdlica dos biofilmes formados de Candida spp e Sporothrix brasiliensis ap6s exposi¢céo as
quitosana (492nm)(p<0,05).

N° de Q.AP.M Q.M.P.M Q.B.P
Espécies Controle**
cepas MIC 4AxXMIC 8XxMIC MIC 4xMIC 8xMIC MIC 4xXMIC 8xMIC
Candida albicans 6 1,757 1,394 0,599* 0,31* 1,069* 0,316* 0,251* 1,255* 0,755* 0,379*
Candida parapsilosis 6 1,519 0,666 0,346 0,183* 0,805 0,254* 0,147* 0,844 0,418* 0,197*
Candida tropicalis 6 1,707 0,727* 0,529* 0,309* 0,567* 0,393* 0,309* 0,921* 0,512* 0,313*
Sporothrix brasiliensis 6 0,981 0,822* 0,481* 0,408* 0,589 0,457 0,172* 1,624 1,072* 0,761*

* Reducéo significativa em relagdo ao controle

** Crescimento do biofilme sem antifingico



Tabela 10- Biomassa dos biofilmes na fase de adesao de Candida spp e Sporothrix spp. apds exposi¢cao as quitosanas
(590 nm) (p<0,05)

N° de Q.AP.M Q.M.P.M Q.B.P
Espécies Controle**
cepas MIC AXMIC 8XxMIC MIC 4xMIC 8xMIC MIC 4xXMIC 8xMIC
Candida albicans 6 0,709 0,451* 0,269* 0,198* 0,557 0,417* 0,206* 0,518* 0,364* 0,168*
Candida parapsilosis 6 1,95 0,57 0,277* 0,184* 0,608 0,356* 0,204* 0,56 0,272* 0,174*
Candida tropicalis 6 0,915 0,671 0,23* 0,141* 0,851 0,437* 0,158* 0,821* 0,433* 0,265*
Sporothrix brasiliensis 6 0,429 0,239 0,187* 0,162* 0,262 0,205* 0,143* 0,325 0,231 0,173*

* Reducéo significativa em relagdo ao controle

** Crescimento do biofilme sem antifingico
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Tabela 11 - Biomassa dos biofilmes formados de Candida spp e Sporothrix spp. ap6s exposi¢cado as quitosanas (590 nm)

(p<0,05)
Espécies N® de Controle** ] QM.P-M QIH?
cepas MIC 4XMIC 8xMIC  MIC 4xMI1C 8xMIC MIC 4XMIC 8xMIC
Candida albicans 6 2,458 1,607* 1,068* 0,568*  1,659* 0,799* 0,6* 1,645 1,178* 0,826*
Candida parapsilosis 6 2,985 1,64* 0,802* 0,733* 1,743 0,704* 0,538* 1,81* 0,82* 0,738*
Candida tropicalis 6 3,831 1,71 1,105* 0,829* 0,836 0,631 0,542* 2,08 0,997* 0,735*
Sporothrix brasiliensis 6 1,703 1,022* 0,835* 0,474*  1,168* 0,861* 0,435* 1,408 0,746* 0,348*

* Reducdo significativa em relacdo ao controle

** Crescimento do biofilme sem antifiingico
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5.3 Morfologia e estrutura dos biofilmes

Os ensaios de Micorscopia confocal e MEV foram realizados com uma
espécie de Candida tropicalis. Atraves da analise de microscopia confocal foi
realizado a quantificacdo da biomassa e a medicdo da espessura dos biofilmes,
representados pela Figura 14 e 15, respectivamente. Na figura 14 podemos
observar que biofilmes maduros de Candida tropicalis tratados com CIM, 4x CIM E
8x CIM apresentaram reducdo na biomassa de 5%, 38% e 62% respectivamente.
Teve diferenca significativa com relacdo ao controle (p < 0,05) apenas os
tratamentos com 4x MIC e 8x MIC. Esses resultados corroboram com os resultados
encontrados no ensaio realizado com cristal violeta, onde também foi observado que
a quitosana € capaz de destruir a matriz exopolimerica. Observa-se na Figura 15 a
espessura dos biofilmes (um) de Candida tropicalis do controle e dos tratamentos
com CIM, 4x CIM, 8x CIM. A espessura dos biofilmes aumentaram em ate 69%. Foi
feito uma relacdo entre a espessura do biofilme controle, considerado 100%, e a
espessura do biofilme tratado com 8x CIM.

As imagens mostraram (Figura 16) que os biofilmes sem adicdo da
quitosana (controle Figura 16A) sao compostos de densas massas de células
viaveis, representadas pela cor verde e que a medida que a concentracdo de
quitosana aumenta, € possivel observar um maior nimero de células mortas,
representadas pela cor vermelha.

Ao estudar o efeito inibitorio da quitosana em combinagdo com
antibioticos contra biofilmes de Listeria monocytoneges MU et al., 2014 mostrou,
através de microscopia de fluorescencia que a arquitetura dos biofilmes quando
expostos ‘s combinagdo de quitosana com amicacina apresentou menos agregados
de células quando comparado com o biofilme exposto apenas ao antibiotico.

A microscopia eletronica de varredura (Figura 16 — E-H) mostra que
biofiimes tratados com quitosana exibem células de levedura enrugadas e
colapsadas, distinguindo da superficie regular e lisa observada nas leveduras do
biofilme controle. As observacdes de MEV forneceram evidéncia morfolégica da
potente atividade permeabilizante da quitosana de baixo peso molecular.

Quitosana de baixo peso molecular ttm uma afinidade para os lipidos da
membrana plasmatica e as suas especificidades para as membranas microbianas

tém sido, em muitos casos, relacionadas com as cargas positivas da quitosana, o
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que favorece a interaccdo com o0 componente anidnico exposto da membrana
plasmatica microbiana.

Park et al ., (2008) mostrou através Microscopia eletronica que quitosana
de baixo peso molecular é capaz de causar mudancas morfologicas na estrutura de
células de Candida albicans e Fusarium oxysporum. SILVA-DIAS et al., 2014
observou através do MEV que biofilmes pré formados de Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Candida albicans e Candida tropicalis quando expostos a
concentracdo de 1x10* mg/L de quitosana de baixo peso molecular levou a uma
reducdo da biomassa, bem como alteracdes morfoldgicas e células colapsadas.
Singha et al., (2008) descobriram que as concentracfes crescentes de quitosana
induzem ramificacbes excessivas, vacuolacdo e uma reducdo no diametro das hifas
de Sphaeropsis sapinea e Trichoderma harzianum, sugerindo que a membrana

plasmética pode ser o alvo primario da acgéo.

Figura 13 - Espessura de biofilmes de Candida tropicalis expostos a diferentes
concentragfes de quitosana de Baixo Peso Molecular. Os asteriscos
representam diferencas estatisticas em comparacao ao controle de cada cepa
(p<0,05). Resultados expressos por média = desvio padréo.
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Figura 14 - Biomassa de biofilmes de Candida tropicalis expostos a diferentes

concentragdes de quitosana de Baixo Peso Molecular. Os asteriscos

representam diferencas estatisticas em comparacao ao controle de cada cepa

(p<0,05). Resultados expressos por média £ desvio.

Mean thickness (um)

40 A

30 A

Control MIC

4x MIC

8x MIC



78

Figura 15 - Biofilmes de Candida tropicalis incubadas a diferentes concentra¢cdes de quitosana de baixo peso molecular
(QBPM). Microscopia confocal de varredura a laser (figuras A-D). A cor verde corresponde a células viaveis. A cor vermelha

corresponde a células inviaveis. Microscopia eletronica de varredura (figuras E-H). As setas vermelhas indicam a destruicao

do biofilme. As setas amarelas indicam células colapsadas.Magnification: 400x (figuras A-D), 2000x (figura E), 1500x (figura
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Vale ressaltar que estudos “in vivo” encontrados na literatura mostram
que as concentragfes aqui utilizadas ndo sdo toxicas. Em um estudo realizado
durante 65 dias néo foi observado efeito adverso sobre o peso corporal quando se
injetaram oligossacarideos de quitosana na concentracdo de 7,1-8,6 mg/kg ao longo
de 5 dias. Nenhum sintoma fisiolégico anormal foi observado nos coelhos durante a
administracéo intravenosa de quitosana de baixo peso molecular e oligassarideos de
quitosana (HIRANO et al ., 1991). Em testes de toxicidade aguda n&o foram
observados efeitos toxicos significativos em ratos, irritacdo ocular em coelhos, ou
irritacédo cutanea em cobaias (RAO; SHARMA., 1997). Gades e Stern (2003) em um
estudo sobre quelacdo de gordura observaram que 4,5 g/ dia de quitosana em
humanos nao foram toxicos. A exposicdo da mucosa nasal de ratos a solucdes de
quitosana a 0,5% durante 1h ndo causaram alteracfes significativas na morfologia
das células mucosas comparado ao controle (ILLUM; FARRAJ; DAVIS, 1994). A
maioria dos estudos a respeito dos efeitos toxicos da quitosana relata pouca ou
nenhuma toxicidade e isso justifica a sua escolha como material seguro na

administracdo de drogas.
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6 CONCLUSAO

Independente do peso molecular ou grau de desacetilacdo as quitosanas
mostraram um efeito antifungico mais forte contra as espécies de Candida
parapsilosis do que Candida tropicalis e Candida albicans. A atividade antifungica da
quitosana contra as espécies de Candida aumentam com o aumento do peso
molecular ja& para Sporothrix brasiliensis a atividade antifungica da quitosana
aumenta com a diminuicdo do peso molecular. Em relacdo aos biofilmes, a massa
molar das quitosanas nao influenciou a atividade antifungica. Nossos dados
sugerem que quitosana se apresenta como um cOmMpOSt0 promissor para uso em
dispositivos médicos como cateter. Os resultados ‘in vitro” realizados, também
sugerem que estudos a respeito da atividade antifungica contra Sporothrix

brasiliensis sdo promissores.
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