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RESUMO

A quitosana € um polimero derivado da quitina, de baixo custo,
renovavel e biodegradavel, sendo de grande importancia
econbémica e ambiental. Embora nos ultimos anos, este composto
tenha sido descrito como um potente antimicrobiano, sua acéao
antifungica permanece pouco explorada. Este trabalho objetivou
avaliar a acao antifungica das quitosanas de baixo, médio e alto
peso molecular sobre diferentes espécies de Candida. As
principais cepas do género Candida (ATCC) foram investigadas:
Candida sp ATCC 34147, C. albicans sorotipo A ATCC 36801 e
C. albicans sorotipo B ATCC 36802, C. glabrata ATCC 2001, C.
Krusei ATCC 34135 e Candida tropicalis ATCC 28707. Elas foram
obtidas por solicitacdo a Fundacdo Oswaldo Cruz, através da
Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) em meio s6lido e em meio
liquido. O composto foi testado em diferentes pesos frente as
concentracdes puras, 20mg/mL, e nas diluicdes referentes as
concentracdées de 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1,75 mg/mL e 0,875mg/mL.
Observou-se que todas as cepas testadas foram sensiveis a pelo
menos um tipo de quitosana, demonstrando assim o carater
fungistatico do composto estudado. Diante dos resultados, foi
selecionada a quitosana com maior agao antifungica, bem como
a cepa de maior sensibilidade, para avaliacdo minuciosa em
diversos tempos de crescimento da espécie, cujo resultado de
CIM até as 24 horas foi de 0,875 mg/mL, o menor valor testado
no estudo, e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) foi 1,75
mg/mL, enquanto que no crescimento de 144 horas a CIM foi de
5mg/mL e a CFM de 20mg/mL. Tais resultados demonstraram um
alto poder de acao fungicida da quitosana frente a um fungo
patégeno, sendo inclusive de maior eficacia quando comparado

ao fluconazol.

Palavras chave: Quitosana, antimicrobiano, levedura.



ABSTRACT

Chitosan is a low-cost, renewable and biodegradable polymer
derived from chitin that has great economic and environmental
importance. Although in recent years, this compound has been
described as a potent antimicrobial agent, its antifungal action
remains little explored. This study aimed at evaluating the
antifungal effect of low, medium and high molecular weight
chitosan on Candidas. The main strains of Candida (ATCC) were
investigated in this work: Candida sp ATCC 34147, C. albicans
sorotipo A ATCC 36801 e C. albicans sorotipo B ATCC 36802, C.
glabrata ATCC 2001, C. Krusei ATCC 34135 e Candida tropicalis
ATCC 28707. They were obtained upon request at the Oswaldo
Cruz Foundation, by means of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) in solid and liquid media. The compound was
tested at different concentration weights forward to pure
(20mg/ml), and dilutions relating to concentrations of 10 mg/ml, 5
mg/ml, 1.75 mg/mL, 0.875 mg/ml. It was observed that all the
strains were susceptible to at least one type of chitosan,
demonstrating the fungiostatic property of the studied compound.
Given those results, the chitosan with higher antifungal action, as
well as the most sensitive strain, was selected to thorough
evaluation in different species growth times in which MIC results
until 24 hours were 0.875 mg/ml, the lowest value tested in the
study, and the Minimum Fungicidal Concentration (MFC) was 1.75
mg/mL, while in the 144 hours growth the MIC was 5mg/ml and
MFC was 20mg/mL. Those results showed chiotsan as a high
power fungicide against a pathogenic fungus, being additionally
more efficient when compared to fluconazole.

Keywords: Chitosan, antimicrobial, yeast.
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1 INTRODUCAO

A quitosana é um polimero formado por uma cadeia longa de
monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas, sendo um derivado da quitina,
e um dos mais abundantes polissacarideos encontrados na natureza, cuja formula
estrutural da quitina é semelhante a da celulose com a qual compartilha a fungéo
estrutural em matérias vivas (OLIVEIRA, 2004; SILVA, 2005; ZARGAR et al, 2015).

Algumas propriedades peculiares tornam a quitosana um biomaterial de alta
aplicabilidade nas mais diferentes areas. As principais caracteristicas sdo a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, atoxicidade, possibilidade
de ser quimicamente modificada, agdo homeostatica, imunoadjuvante, cicatricial,
bacteriostatica e antimicrobiana, além da capacidade de ser processada em
diferentes formas (solucdes, esponjas, filmes, membranas, gel, pasta, tabletes,
microesferas, fibras, entre outros) (SILVA, 2005; PAVINATTO, 2009; PENA et al,
2013; SOLIMAN et al, 2015).

A atividade antimicrobiana da quitosana contra uma variedade de bactérias
e fungos se deve, principalmente, a sua natureza policatibnica, mas, embora varios
mecanismos tenham sido propostos, 0 modo exato de acédo ainda é incerto. Porém
parece existir um consenso de que a acao antimicrobiana é produto da interacao
entre a superficie da cadeia do biopolimero e a parede celular microbiana (LIM;
HUDSON, 2004; FOSTER; BUTT, 2011). Como agente biocida, a quitosana age
contra um amplo espectro de organismos-alvo, de forma geral, os bolores e
leveduras sao o0s mais sensiveis, seguidos por bactérias Gram-negativas e,
finalmente, bactérias Gram-positivas. Ainda, ha estudos que apontam para uma
possivel acao biostatica, na qual os microrganismos estariam impedidos de crescer
devido a uma acao quelante propiciada pela quitosana sobre a superficie celular
(TAYEL et al, 2010; KILLAY et al, 2015).
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Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota
normal na boca, no trato gastrointestinal, trato geniturinario e na regiao retal em
individuos sadios. Todavia, quando ha uma ruptura da homeostase na microbiota
ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do
género Candida tendem a manifestacées agressivas, tornando-se patogénicas
(BARBEDO et al., 2009).

Apesar do aumento no numero de antifungicos comercialmente disponiveis
nos ultimos anos, estes ainda se encontram em desvantagem, quando comparados
as drogas antibacterianas. Além disso, a resisténcia aos antifungicos tem
representado um grande desafio para a clinica (BATISTA; BIRMAN; CURY, 1999;
CHAMI et al., 2005).

Diante desta problematica, varios pesquisadores tém intensificado seus
estudos no campo da medicina alternativa, e principalmente no uso da quitosana,
gue constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustaceos e parede
celular de fungos. Depois da celulose, € 0 composto organico mais importante da
natureza. E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econémica e ambiental. Por possuir tais propriedades e ser
abundante e atdxico, a quitosana tem sido proposta como um material organico
potencialmente interessante para usos diversos. Portanto, objetivou-se, estudar a
acdo antifungica da quitosana sobre os principais tipos de Candida relacionadas

com as infeccdes que atingem as diversas partes no organismo humano.

2 OBJETIVOS

e Avaliar a atividade antifungica in vitro da quitosana de baixo, médio e alto
peso molar sobre cepas do género Candida.
e Determinar a atividade antifungica nos diferentes tempos de crescimento

da espécie de Candida que se demonstrar mais susceptivel a acdo da quitosana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do Estudo
Tratou-se de um estudo do tipo experimental.
3.2 Espécies fungicas

Foram utilizadas na presente pesquisa cepas fungicas padronizadas de
Candida sp (ATCC 34147), C. albicans sorotipo A (ATCC 36801) e C. albicans
sorotipo B (ATCC 36802), C. glabrata (ATCC 2001), C. Krusei (ATCC 34135) e
Candida tropicalis (ATCC 28707), obtidas mediante solicitacdo ao departamento de
microbiologia (Laborat6rio de Materiais de Referéncia) da Fundagédo Oswaldo Cruz,
remetidas liofilizadas, e posteriormente reativadas no Laboratério de Microbiologia
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Campina
Grande/PB.

3.3 Curva de crescimento

De acordo com GAVA em 1984, realizando contagens microbianas
peridédicas e, ao se fazer um grafico, colocar o logaritmo do numero de micro-
organismos viaveis por mililitro na ordenada e a unidade de tempo na abscissa,
obteremos uma curva de crescimento. Além disso, esta curva € composta por
quatro fases distintas de crescimento: fase de arranque, fase exponencial, fase
estacionaria e fase de declinio. (KONEMAN et al. 2001 apud SANTIAGO, 2010).

A partir do momento no qual um microrganismo € inoculado em um meio de
cultura estéril, o crescimento nao se inicia de imediato. Esta fase, conhecida como
fase lag ou de arranque, ocorre pela necessidade das células de se adaptarem ao
novo meio, até que possam dar inicio ao seu desenvolvimento (BROCK; BROCK,
1978 apud SANTIAGO, L., 2010).

Ja na fase logaritmica ou de crescimento exponencial, o niumero de células
fungicas aumenta em progressdao geométrica na medida em que o tempo cresce
em progressdo aritmética. Na fase estacionaria ou de equilibrio, a contagem de

microrganismos viaveis permanece constante em seu valor maximo, ja que o
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numero de fungos neoformados é compensado pelo daquelas que comegcam a
morrer. Por ultimo, seqgue a fase de declinio ou morte dos fungos (BIER, 1977;
TORTORA et al., 2005 apud SANTIAGO, 2010).

Para determinagdo da curva de crescimento de cada espécie do género
Candida adquirida para o projeto, primeiramente foi feita a preparagcéo do inéculo
puro de cada espécie para posterior inicio de coleta de duas em duas horas com
plagueamento e quantificagéo celular estimada através da avaliacdo da densidade
optica (D.O.) em comprimento de onda de 530 nm e posterior contagem apds 24 e
48 horas de tais preparagbes. A partir das quatro horas de crescimento foram
realizadas diluicbes seriadas com plagueamento e D.O. de cada uma delas no
intuito de facilitar a contagem de células. A Ultima coleta foi realizada 144 horas

apds o inicio.
3.4 Obtencao da quitosana

A quitosana purificada de baixo (lote: MKBG3334V), meédio (lote:
MKBF1336V) e alto (lote: MKBF9232V) peso molar foi obtida da empresa Sigma-
Adrick.

3.5 Preparo do gel de quitosana

A quitosana foi diluida em acido acético 1% para obtencao de quitosana com
concentracéao inicial 20mg/mL (1g de quitosana diluida em 50mL de AC 1%). As
solug.des ficaram em agitacao por 12h e depois em repouso por mais 12h. Apos
esse periodo, foi feito o ajuste do pH, com Hidroxido de Sédio a 4%, no
equipamento Hanna Instruments HI 221 para obtencéo de pH 5,9 (a partir de pH 6
a quitosana precipita). O ajuste de pH foi feito sob agitacdo para melhor

homogeneizagao da base.

3.6 Determinacao da atividade antifungica da quitosana em diferentes tempos

de crescimento
3.6.1 Inéculo Microbiano

As cepas fungicas foram repicadas em Agar Sabouraud e incubadas em
estufas bacterioldgicas a 37°C, 24h antes da realizagdo do experimento, para fazer
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o pré-inéculo, obtendo suspensdes padronizadas em 107 células vidveis/mL em
caldo Sabouraud. Em seguida, foi feito o inéculo em Caldo Sabouraud, que serve
para analise de cada cepa em tempos de crescimento diferentes, comparando com

as concentragdes referidas em curva de crescimento padrao de cada espécie.

3.6.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) — Técnica de
Macrodiluicao

A Concentragdo Inibitéria Minima da quitosana em meio liquido foi
determinada através da técnica de diluicido em caldo Sabouraud. Inicialmente, foi
adicionado 4,5 mL da solucéo de quitosana possuindo diferentes concentracdes (0
a 10mg/mL) em 4,5 mL de caldo Sabouraud com concentracdo ajustada para 10
mL ao se inocular posteriormente 1 mL da suspensao fungica. Em seguida, o
sistema € incubado em estufa a 37 °C por 24-48 horas. Ao término do periodo de
incubacao, a menor concentracdo (mais alta diluicdo) de quitosana que néao
apresentar crescimento fungico visivel € considerada como a Concentracao

Inibitéria Minima (CIM) em meio liquido.

Para determinacao da CIM em meio sélido, realizou-se o teste de difusao em
agar, onde as placas de Petri (90x15mm), descartaveis, estéreis foram inoculadas
pela técnica de pour plate, nas quais se inoculou 100uL do inoculo fungico e em
seguida adicionou-se 25mL de Agar Sabouraud fundido e resfriado a 45°C. O

material foi homogeneizado girando-se a placa através de movimentos circulares.

Apos solidificacao do meio, foram feitos em cada placa 5 cavidades de 6 mm
cada, com auxilio de ponteiras descartaveis, estéreis. Nessas cavidades, foram
adicionados 50ul de quitosana em suas diferentes concentragdes, partindo de uma
solucao cuja concentracao era de 20mg/mL. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas e, apds este periodo os resultados foram notificados. Foi considerado
aqueles em que houve inibicdo de crescimento com halos de inibicao igual ou
superior a 8 mm (WONG-LEUG, 1988; SAKAR et al., 1988; NAQVI et al. 1991;
CATAO, 2007).

Os testes foram realizados em triplicata e o resultado final foi determinado
pela média aritmética dos halos de inibicdo. Considerou-se como CIM a menor

concentragcéo da quitosana capaz de inibir o crescimento da cepa, com formagao
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de halos, apds incubagdao a 37°C por 24 e 48 horas (FABRY, et al., 1998;
CONSENTINO, et al., 1999; ALVES, 2006; CATAQO, 2007).

3.6.3 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Fungicida Minima (CFM) para cada tempo de acao da quitosana em relagcdo ao
crescimento fungico — Técnica de Microdiluicao.

Para a segunda etapa foi escolhida a técnica da microdiluigdo (CLSI M27-
A2, 2008): foram utilizadas microplacas contendo 96 orificios com fundo em forma
de “U”, distribuidos em colunas enumeradas de 1 a 12 e linhas em letras de “A” a
“H”. As colunas 1 e 2 foram utilizadas para quitosana de baixo peso molecular. A
coluna 4 foi utilizada como controle negativo, tendo somente meio de cultura Caldo
Sabouraud. A coluna 5 continha o controle positivo, onde ha meio de cultura e
inoculo. No que se refere a coluna 6, conteve apenas metanol e meio de cultura.
Enquanto as colunas 11 e 12 foram utilizadas para testar fluconazol e metanol em
diferentes concentracoes.

Inicialmente, nas colunas 1 e 2 foram adicionados 45 pyL da solugao de
quitosana possuindo diferentes concentracdes (0 a 20mg/mL) e 45 uL de caldo
Sabouraud e posteriormente inoculado 10 pyL de cada suspensao, conforme o
tempo de crescimento avaliado. Na coluna 4, foi colocado 45 pL de Caldo
Sabouraud. Na coluna 5, 90 pL de Caldo Sabouraud e 10 pL de inoculo. Na coluna
6, 45 yL de metanol, 45 uLde Caldo Sabouraud e 10 pL de inoculo. Quanto as
colunas 10 e 11, foram preenchidas com 45 L da solucao de fluconazol, 45 pL de
Caldo Sabouraud e 10 pL de inoculo. Ao final, cada orificio onde foi testado uma
solugao anitmicrobiana possuia 100 pL. de volume total. Assim como realizado para
avaliar os halos de inibicdo descritos anteriormente, todos os testes foram

realizados em triplicata neste experimento em microplacas

Ap6s 24 horas do periodo de incubagao das microplacas, foi adicionado 30
uL de resazurina em cada orificio das colunas 1, 4, 5, 6 e 11. As colunas 2 e 12

foram utilizadas para determinagédo da CFM.
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A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) é um composto
indicador de éxido-redugéo de cor azul que, na presencga de células viaveis, €
oxidado a resofurina, substancia de coloragdo vermelha (PALOMINO et al., 2002).
Logo, a coloragao azul indica auséncia de crescimento fungico enquanto que as
variacdes de rosa e roxo sao indicativos da presenca de células viaveis para

crescimento. Apds 15 e 30 minutos foram feitas as andlises da mudanga de cor.

Diante da mudanca de cor para determinacdo da CIM, a primeira
concentracdo que houve crescimento visivel e duas imediatamente acima foram
testadas para encontrar a CFM. Dessa forma, foram colocados 10 pL das cavidades
da microplaca (sem resazurina) em placa de Petri, as quais foram posteriormente
incubadas a 37°C em estufa bacteriolégica por 24 horas. A placa onde estava
incubada a menor concentracao de quitosana e nao houve crescimento algum foi
considerada CFM.

4 RESULTADOS

4.1 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio sélido e
em meio liquido da Quitosana de Baixo Peso Molecular (QBPM)

No presente estudo, o gel de quitosana de baixo peso molecular apresentou
atividade antimicrobiana sobre todas as cepas fungicas analisadas, Candida sp, C.
albicans sorotipo A, C. albicans sorotipo B, C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata,
apresentando halos de inibicdo que variaram de 18 a 12 mm, 12 a 08 mm, 13 a 09
mm, 16 a 08 mm, 12 a 10 mm e 10,5 a 09 mm, respectivamente. A inibicdo do
crescimento apresentou-se homogénea de acordo com o grau de concentracdo da

quitosana em estudo (tabela 1 e fotografia 1).

Tabela 1. CIM em meio sélido da QBPM em diferentes concentragdes frente a cepas de Candida.

Concentragdes da QBPM (em mg/mL)
20 10 5,0 2,5 1,75

Candida sp 18 mm 14 mm 12 mm
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C. albicans sorotipo A 12 mm 10 mm 09 mm 08 mm -
C. albicans sorotipo B 13 mm 10 mm 09 mm - -
C. glabrata 10,5 mm 09 mm - - -

C. tropicalis 12 mm 11 mm 10 mm - -

C. krusei 16 mm 11,5 mm 10 mm 08 mm -

Fotografia 1. Representagao da acédo antimicrobiana da QBPM sobre o crescimento de Candida albicans sp,

incubado em estufa a 37°C por 24 horas.

No que diz respeito a CIM em meio liquido, notou-se que, analisando todas as
cepas em conjunto, até a concentragao de 1,75mg/mL nao foi apresentado turbidez
visual, excetuando a C. glabrata que se apresentou com turbidez quando a QBPM

estava em uma concentracdo de 2,5 mg/mL (tabela 2).

Tabela 2. CIM em meio liquido da QBPM em diferentes concentragdes frente a cepas de Candida.

Concentragdes da QBPM (em mg/mL)

20 10 5,0 2,5 1,75 0,875 | 0,4375 | 0,21875
Candida sp - - - - - + + +
C. albicans sorotipo A - - - - - + + +
C. albicans sorotipo B - - - - - + + +
C. glabrata - - - + + + + +
C. tropicalis - - - - + +
C. krusei - - - - - - + +

* (-) sem crescimento visivel **(+) crescimento visivel

4.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio soélido e
em meio liquido da Quitosana de Médio Peso Molecular (QMPM)

A CIM em meio sélido resultou com atividade da QMPM para as seguintes
cepas: C. albicans sp, C. albicans sorotipo A, C. albicans sorotipo B, C. kruseie C.
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glabrata, apresentando halos de inibicdo que variaram de 9,5 a 08 mm, 10 a 08

mm, 13 a 09 mm, 12 a 09 mm, 10,5 a 9,5 mm e 9,5 mm respectivamente (tabela 3)

Tabela 3. CIM em meio sélido da QMPM em diferentes concentragdes frente a cepas de Candida.

Concentragdes da QMPM (em mg/mL)

20 10 5,0 2,5 1,75
Candida albicans sp 10,5 mm 10 mm 09 mm - -
C. albicans sorotipo A 11,5 mm 9 mm 08 mm - -
C. albicans sorotipo B 13 mm 9,5 mm 8,5 mm - -
C. glabrata 9,5 mm - - - -
C. tropicalis - - - - -
C. krusei 11,5 mm 9,5 mm 8,5 mm - -

A avaliacao dos tubos contendo quitosana de médio peso molecular resultou
com CIM em meio liquido para a concentragdo de 05mg/mL como nao
apresentando turbidez visual. Neste caso, as cepas de C. albicans sp, C. albicans
sorotipo A, C. albicans sorotipo B e C. krusei mostraram-se mais sensiveis que a
C. glabrata e C. tropicalis (tabela 4).

Tabela 4. CIM em meio liquido da QMPM em diferentes concentragdes frente a cepas de Candida

Concentragdes da QMPM (em mg/mL)

20 10 5,0 2,5 1,75 0,875 0,4375 | 0,21875
Candida sp - - - - - n ; ;
C. albicans sorotipo A - - - - - ¥ T +
C. albicans sorotipo B - - - - - ¥ T +
C. glabrata - - - + + + + +
C. tropicalis - - - + + T T +
C. krusei - - - - - I N +

* (-) sem crescimento visivel **(+) crescimento visivel

4.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio soélido e
em meio liquido da Quitosana de Alto Peso Molecular (QAPM)

No caso do gel de Quitosana de Alto Peso Molecular, os resultados de CIM
em meio sélido se apresentaram com atividade antimicrobiana sobre as cepas:
Candida sp, C. albicans sorotipo A, C. albicans sorotipo B, C. krusei e C. glabrata,
em que os halos de inibicdo que variaram de 9,5 a 08 mm, 10 a 08 mm, 12 a 09
mm, 10,5 a 9,5 mm e 09 a 8,5 mm, respectivamente (tabela 5).

Tabela 5. CIM em meio liquido da QAPM em diferentes concentracgdes frente a cepas de Candida

Concentragdes da QAPM (em mg/mL)

20 10 5,0 2,5 1,75
Candida sp 9,5 mm 9,5 mm 8 mm - -
C. albicans sorotipo A 10 mm 8,5 mm 8 mm - -
C. albicans sorotipo B 12 mm 9 mm 9 mm - -
C. glabrata 9 mm 8,5 mm - - -




20

C. tropicalis -
C. krusei 10,5 mm 9,5 mm - - -

Em relacédo a CIM em meio liquido, o resultado se apresentou semelhante
ao da QMPM, onde néo foi visto crescimento nos tubos até a concentracao de 5
mg/ml de quitosana, como também demonstrou que C. glabrata e C. tropicalis

foram cepas menos sensiveis (tabela 6).

Tabela 6. CIM em meio liquido da QAPM em diferentes concentracoes frente a cepas de Candida.

Concentragdes da QAPM (em mg/mL)

20 10 5,0 2,5 1,75 0,875 | 0,4375 | 0,21875
Candida sp - - - - R n + +
C. albicans sorotipo A - - - - - ¥ " +
C. albicans sorotipo B - - - - - ¥ + -
C. glabrata - - - + + + + +
C. tropicalis - - - + + + + ;
C. krusei - - - - - + " +

* (-) sem crescimento visivel **(+) crescimento visivel

4.4 Determinacao das Concentragoes Inibitorias Minimas (CIM’s) de
quitosana de baixo peso molecular (QBPM) para cada tempo de crescimento
da espécie Candida sp

Diante dos resultados acima, notou-se que a quitosana mais eficaz em todas
as cepas testadas foi a de baixo peso molecular e que a cepa mais sensivel
corresponde a de Candida sp. Por esse motivo, optamos por aprofundar os dados
entre essa espécie e composto e testamos sua eficacia em diversos tempos da
curva de crescimento, comparando com resultados de um dos principais

antifngicos usados na atualidade: o fluconazol.

Nesta primeira andlise, observamos que a quitosana se mostrou mais eficaz
para inibir o crescimento da Candida sp. Até a quarta hora de crescimento, tanto a
quitosana quanto o fluconazol possuiram a mesma CIM de 0,875. A partir da sexta
hora de crescimento, a quitosana ja se mostrou mais eficaz, pois sua CIM foi de
0,875 até a 242 hora de crescimento, enquanto o fluconazol teve aumento gradativo
de sua concentragdo necessaria para inibir o crescimento do fungo em estudo,

como visto na seguinte tabela.
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Tabela 7. Concentragdo Inibitéria Minima da QBPM em comparagdo com a CIM do fluconazol na espécie
Candida sp inoculada em Sabouraud, ao longo de 144 horas de incubagéo a 37°C

Tempo (h) CIM (mg/mL) da Quitosana CIM (mg/mL) do Fluconazol
00 0,875 0,875
02 0,875 0,875
04 0,875 0,875
06 0,875 1,75
08 0,875 1,75
10 0,875 1,75
12 0,875 2,5
15 0,875 05
18 0,875 05
24 0,875 10
36 25 10
48 25 05
72 05 2,5
96 05 05
120 05 05
144 05 05

4.5 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM) de quitosana
para cada tempo de crescimento da espécie Candida sp

No que se refere a CFM de cada tempo analisado em curva de crescimento,
vimos que até o tempo 18 de crescimento, a concentragdo fungicida minima da
quitosana foi a menor concentragdo testada nos experimentos, ndo descartando
que ela ainda pode ser menor ao ser estudar concentragdes ainda menores,
enquanto a partir de 24 horas de crescimento, a concentracao necessaria para inibir
o crescimento de tal espécie de candida foi aumentando de forma gradativa, como

exposto na tabela 8.

Tabela 8. Concentracdo Fungicida Minima de quitosana na espécie Candida albicans inoculada em Sabouraud,
ao longo de 144 horas de incubagao a 37°C

Tempo (h) CFM (mg/mL)
24 1,75
36 2,5
48 2,5
72 10
96 10
120 10
144 20
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5 DISCUSSAO

O aumento da resisténcia a antifungicos alerta para a necessidade do
desenvolvimento de estratégias que evitem a sua disseminagédo entre os fungos,
como ja ocorreu com as bactérias, que se encontram disseminadas e fora de
controle (MENEZES et al, 2009). Além disso, a resisténcia de candida nao-albicans
isoladas a antifungicos disponiveis atualmente é um grande desafio para uma futura
estratégia terapéutica empirica e profilatica, ja que a chance de haver resisténcia
aos azolicos € maior com C. glabrata, C. krusei e outras espécies incomuns
(MICELI; DIAZ; LEE, 2011). Diante desse fato, a procura por meios alternativos se
faz presente, o qual pode ser encontrado in vitro nesse estudo com a agéo
fungiostatica eficaz da quitosana sobre espécies de candida albicans e nao-
albicans.

A quitosana tem sido investigada como um material antimicrobiano contra
uma grande quantidade de organismos como algas, bactérias, leveduras e fungos
em experimentos envolvendo interagdes in vivo e in vitro com a quitosana em
diferentes formas (solugdes, filmes e compostos). Geralmente, a quitosana é
considerada bactericida ou bacteriostatica. Pesquisas anteriores tiveram a
tendéncia de caracterizar a quitosana como mais bacteriostatica do que bactericida
(GOY et al, 2009).

A atividade da quitosana contra fungos é considerada fungiostatica, apesar
de existir alguns trabalhos recentes mostrando seu papel fungicida (GOY et al,
2009). De fato, como visto na presente pesquisa, a quitosana se apresentou com
carater fungiostatico, visto que houve formagao de halo de inibicdo para todas as
cepas estudadas.

De forma geral, pode-se dizer que a quitosana apresenta poder antifungico,
mas tal fato varia de acordo com o peso molecular deste composto, como descrito
por GUO em 2009, o qual afirmou que a diferenca de peso molecular parece ter
diferentes impactos na atividade de inibig¢ao.
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O peso molecular depende do grau de desacetilacao da quitina por hidrélise
basica com solucao de hidréxido de sodio. Durante as reagdes de desacetilacao, a
manipulacédo do grau de acetilacdo, de cargas ao longo da cadeia molecular e da
massa molecular do polimero, através da temperatura, condi¢gdes atmosféricas e
concentragoes utilizadas no processamento das reagoes, serao determinantes nas
propriedades fisico-quimicas (solubilidade, viscosidade, comportamento
eletrolitico, entre outros) apresentadas pela quitosana (PAVINATTO, 2010;
OLIVEIRA, 2004).

Sabe-se que quanto maior o grau de desacetilagdo, maior sua natureza
policatibnica. Diante disso, autores Lim e Hudson, em 2004 e Foster e Butt, em
2011 relataram que a natureza policatidnica da quitosana seja uma das razdes para
que tal composto apresente atividade antimicrobiana, agindo contra fungos e
bactérias principalmente. Em suma, quanto maior o grau de desacetilacdo, menor
pode ser seu peso molecular e maior a quantidade de cations livres para que haja
interagdo do composto com a parede celular do microorganismo, justificando, e
sendo demonstrado em nosso estudo que, quanto mais baixo o peso molecular da
quitosana, maior sua atividade antimicrobiana. Tal fato corrobora com o estudo
realizado por Goy em 2009 o qual relatou que varios estudos analisaram a
quitosana em diferentes graus de acetilagdo contra fungos (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum, Candida albicans) e em todos os
casos a atividade antimicrobiana aumentou com o a diminuicdo do grau de

acetilac&o, ou seja, menor peso da quitosana.

Nesta pesquisa, vimos primeiramente que os resultados diferem conforme
os trés tipos de quitosana em estudo (QBPM, QMPM, QAPM), opondo-se ao estudo
realizado por Coqueiro, em 2011, onde foi testado a quitosana de baixo e médio
peso molecular sobre o fungo fitopatdégeno Alternaria solani, o qual teve como
resultado que o peso molecular da quitosana nao influenciou a atividade antibiética
in vitro, discordancia esta que pode estar relacionada a caracteristica intrinsecas
deste fungo, tornando-o mais susceptivel a quitosana, seja qual for seu peso

molecular.

A quitosana de baixo peso molecular e seus derivados mostram uma melhor

atividade contra bactérias, leveduras e fungos no geral. Semelhante ao nosso
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estudo, houve a demonstracdo da eficacia da QBPM contra Candida krusei.
(TIKHONOV et al., 2006). Diante da hipdtese de que a quitosana entra na célula
fungica e seus nutrientes essenciais sao adsorvidos, inibindo ou diminuindo a
sintese de proteina e RNAm, acredita-se que essa seja a forma da atuacao da
quitosana de baixo peso molecular por ser menor e ter mais facil acesso na célula
(GUO et al, 2008).

Como visto nessa pesquisa, a quitosana de baixo peso molecular (QBPM)
apresentou-se com uma maior capacidade de inibir o crescimento de todas as
cepas de Candida em estudo, concordando com um estudo realizado por Ahmed
et al. (2010), onde foi comprovado que a quitosana mais bioativa para inibir Candida
albicans tinha o menor peso molecular e o0 maior grau de desacetilacdo e opondo-
se a um estudo realizado por Seyfarth et al. (2008), o qual afirmou que um menor
peso molecular estd associado com uma menor atividade antifingica nas espécies
Candida albicans, C. kruisei e C. glabrata. 1sso pode se dever a forma como a
solugao contendo quitosana foi preparada..

Um estudo averiguando componentes idnicos e metabdlicos da acédo da
quitosana de baixo peso molecular frente ao crescimento da Candida albicans
mostrou que um dos motivos para sua eficacia se deve a sua natureza policatidnica
e seu alto efluxo de potassio. No mesmo estudo foi postulado que quanto maior a
concentracao da espécie, mais dificil era a agao da quitosana. (PENA; SANCHEZ;
CALAHORRA, 2013)

Isso foi comprovado no presente estudo: quando testou-se a quitosana ao
longo da curva de crescimento deste fungo, notou-se que a menor concentracao
avaliada na metodologia utilizada nesse estudo ja era suficiente para se apresentar
como fungicida em menores tempos de crescimento da Candida, enquanto ao
longo do crescimento deste, as concentracdes inibitdérias ou fungicidas iriam
aumentando, ainda que em menores propor¢cées do que o antifungico controle

(fluconazol), demonstrando uma eficacia maior da quitosana in vitro.

Em relacdo a acao antifungica da quitosana de médio peso molecular
(QMPM), os resultados desse estudo evidenciaram que esta se mostrou eficiente
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em relacao a quase todas as cepas em estudo, excetuando a C. tropicalis (Tabela
3).

A quitosana de alto peso molecular (QAPM) nao se mostrou eficiente contra
C. tropicalis (Tabela 5 e Tabela 6). Além disso, se mostrou menos ativa do que as
quitosanas de menores pesos, opondo-se a um estudo realizado por Tapia et al.
(2009), em relacao a Candida glabrata pois este afirmou que quitosana de alto peso
molecular apresentava atividade antifungica consideravel sobre tal espécie.

Em relacdo a eficacia da quitosana em cada espécie, nesse estudo os
resultados condiz com a pesquisa realizada por Seyfarth et al. (2008), em que foi
comprovado que C. krusei e C. albicans foram mais sensiveis do que C. glabrata.
A resisténcia maior de C. glabrata ndo ocorre somente com a quitosana, pois
estudos revelam sua menor sensibilidade a azolicos devido a uma predisposicao
genética (REX, 1995; SANGUINETTI et al., 2005).

No que diz respeito a acao contra C. albicans, o resultado foi de que ha acao
fungiostatica, concordando com o estudo realizado por Azcurra et al., em 2006, o
qual relatou que com a quitosana de alto peso molecular diminuiu a hidrofobia e
adesao da parede celular do fungo a algumas células, e com isso poderia diminuir
a viruléncia dessa levedura em tecidos presentes no sistema bucal humano,

evitando entao seu crescimento.

A quitosana vem sendo testada in vivo, em ratos cujos sistemas
imunolégicos encontram-se suprimidos. Em uma pesquisa realizada por Solimam
(2015), a quitosana se mostrou com uma atividade contra Candida albicans
significativa. Neste mesmo estudo, tal composto foi combinado com anfotericina B
e a consequéncia foi de reducao dos efeitos toxicos deste. Tal efeito sinérgico pode
ser uma opcao para reduzir a concentracao de anfoterina B usada em humanos.
Os resultados obtidos nesse estudo, in vitro, corrobora com a hipotese descrita: a
quitosana ser um potente composto capaz de inibir espécies patégenas humanas.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo a atividade antimicrobiana da quitosana foi comprovada
sobre um fungo patégeno humano cujo género é responsavel pela maioria das
infeccdes fungicas documentadas. Concluiu-se que a quitosana tem carater
fungiostatico e que esse composto com menor peso molecular tem mais atividade
antimicrobiana frente a quitosana de médio e alto peso molecular sobre as cepas
estudadas. Além disso, foi visto que a quitosana de baixo peso molecular tem maior
acao na Candida albicans sp, em um fungo com alta prevaléncia de infeccédo em
humanos, bem como suas concentracbes necessarias para inibir este patégeno

apresentou-se menor do que a do fluconazol, sugerindo sua melhor eficacia.

Diante dos resultados, além de necessarios mais estudos sobre a acao
antimicrobiana, principalmente antifingica in vitro da quitosana, devem-se
aprofundar estudos para saber se tal biopolimero pode ser utilizado sem toxicidade
por humanos no intuito de que futuramente seja possivel o uso deste composto
como um farmaco para tratamento de micoses. Sendo demonstrado seu potencial
antifungico, ainda que nao se consiga demonstrar sua capacidade isolada de acéo,
estudos também poderiam ser realizados no intuito de unir drogas ja utilizadas para
tratamentos antifungicos com a quitosana, no sentido de reduzir sua posologia,
podendo entdo diminuir a incidéncia de microrganismos resistentes ao farmacos

atuais.
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