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RESUMO

A O-Carboximetilquitosana é um derivado da quitosana, soltvel em um largo espectro de pH,
e que possui um crescente interesse devido a sua utilizacdo como veiculo para farmacos
insollveis e a modulacdo celular em decorréncia de sua biocompatibilidade, dentre outras
propriedades. Estas propriedades possibilitam perspectivas futuras na utilizacdo deste
composto, principalmente nas areas medicas, biomédicas e farmacéuticas. Por outro lado, o
aumento da incidéncia de infecgdes por Candida albicans e por outras espécies de Candida,
em parte devido a caracteristicas inerentes as préprias leveduras tais como a resisténcia aos
antifungicos e a formacéo de biofilme, reforcam a necessidade de investigacdo de compostos
gue promovam a diminuicdo ou mesmo a inibicdo da capacidade de formacdo de biofilme.
Identificou-se que durante a sintese de O-Carboximetilquitosana ocorreu um aumento da
massa do composto e que durante a purificacdo ocorreu uma diminuicdo significativa da
massa total purificada. O grau de substituicdo foi de 1,73 £ 0,07; o grau de solubilidade de
86,54 + 3,99, como também uma solubilidade em ampla faixa de pH — sendo insoltvel apenas
em uma faixa de 2,40 — 3,90. A O-Carboximetilquitosana ndo apresentou citotoxicidade nas
concentracdes avaliadas no presente estudo — [ Jwsx= 50 mg/mL™. Identificou-se que no meio
de cultura RPMI 1640 ocorreu a maior capacidade de formacao de biofilme tanto de Candida
albicans quanto de outras espécies de Candida, que todas as amostras testadas formaram
biofilme em niveis varidveis e que as maiores formadoras foram as leveduras Candida
albicans 34, Candida albicans 05 e Candida parapsilosis 38. A O-Carboximetilquitosana ndo
inibiu a formacdo de biofilme das leveduras estudadas e aumentou a formacéo de biofilme em
Candida albicans 12031 e Candida albicans 05 nas placas tratadas por um tempo de 24h.

Palavras- chave:

O-Carboximetilquitosana, Candida albicans, leveduras, biofilme.
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ABSTRACT

O-Carboxymethyl chitosan is a derivative of chitosan, soluble in a wide range of pH and
which has an increasing interest due to its use as a vehicle for insoluble drugs and modulating
cell due to their biocompatibility, among other properties. These properties enable future
perspectives on the use of this compound, especially in the medical, biomedical and
pharmaceutical industries. On the other hand, increased the incidence of infections by
Candida albicans and other Candida species, due in part to inherent characteristics of the
yeasts themselves such as resistance to fungal and biofilm formation, underscore the need for
investigation of compounds that promote decrease or inhibition of biofilm formation capacity.
It was found that during the synthesis of O-Carboxymethyl chitosan there was an increase in
mass of the compound, and that during the purification there was a significant decrease in the
total weight purified. The degree of substitution was 1.73 £ 0.07, the solubility of 86.54 +
3.99, but also a solubility in a wide pH range — only being insoluble in a range from 2.40 to
3.90. The O-Carboxymethyl chitosan showed no cytotoxicity at concentrations evaluated in
this study — [ Jmsx = 50 mg / mL™. 1t was found that the RPMI 1640 culture is the greatest
ability to form biofilm of Candida albicans and in other Candida species, which all samples
tested biofilms formed in varying degrees and that higher forming the yeast Candida albicans
34, Candida albicans 05 and Candida parapsilosis 38. O-Carboxymethyl chitosan not inhibit
biofilm formation of yeasts studied and increased biofilm formation in Candida
albicans12031 and Candida albicans 05 plates treated for 24 hours.

Key-word:

O-Carboxymethyl chitosan, Candida albicans, yeast, biofilm.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de inovadoras ferramentas terapéuticas com atividades
farmacoldgicas complementares ao arsenal disponivel de antimicrobianos convencionais esta
se tornando cada vez mais relevante. Dentre as novas abordagens encontra-se a investigagéo
da acdo antimicrobiana e inibitoria da expressdo de fatores de viruléncia, como a evolugdo dos
fenotipos e a resisténcia a substancias classicas (BROWN; PALMER; WHITELEY, 2008;
CEGELSKI et al., 2008; SIMOES; BENNETT; ROSA, 2009).

Na decada de 40 do século XX descobriu-se 0s primeiros agentes antimicrobianos
eficazes, nessa época os indices de mortalidade por doencgas infecciosas apresentavam niveis
criticos (CAIERAO et al., 2004). Ja no inicio da década de 80 do século XX identificou-se
uma emergéncia das infeccdes fungicas hospitalares e as leveduras do género Candida eram
0s principais agentes desse cenario que provocou sérios problemas de saude e epidemiologia
(VARO et al., 2007; VIDIGAL; SVIDZINSKI, 2009). Em estudo realizado na América
Latina no ano de 2006, identificou uma substancial morbi-mortalidade de candidemia no
Brasil e tais dados apresentam diferencas geograficas nas taxas de incidéncia, ressaltando
assim a necessidade de um monitoramento das tendéncias (COLOMBO et al., 2006).

As infecgdes provocadas por micro-organismos associados a biofilmes possuem
maior resisténcia antimicrobiana e remocdo de superficies bioticas e abioticas, pressupondo a
busca por terapias para tal finalidade que sejam mais eficazes e duradouras (KATRAGKOU
et al., 2008). A colonizacdo por leveduras do género Candida e a subsequente capacidade de
atuar como agente infeccioso é proporcionada por uma combinacdo de interacOes
inespecificas e especificas, permitindo assim que as células leveduriformes consigam uma
adesdo mais eficiente a diversas superficies (HENNING; PERRONE, 2001; GALLARDO-
MORENO et al., 2002; REIS et al., 2011). Candida sp. € considerada como a terceira causa
mais comumente identificada em sepses tardias em centro de terapias intensivas e esse género
faz parte da microbiota autdctone da boca de cerca de 30 a 70% do total de individuos higidos
(TEIXEIRA; MEZZARI, 2005; GONDIM et al., 2009).

As infeccbes provocadas por Candida envolvem um amplo espectro de doencas
superficiais e invasivas acometendo principalmente individuos que estdo expostos a uma
diversidade consideravel de fatores de risco, como a imunodepressao (COLOMBO,;
GUIMARAES, 2003). E hé alguns anos atras Candida albicans caracterizava como a espécie

de maior interesse clinico, no entanto, vém se evidenciando em carater emergencial um
16



aumento acentuado de candidemias provocadas por outras espécies de Candida e nestas 0s
biofilmes, caracterizam-se como o principal fator de viruléncia (TAMURA et al., 2007). No
entanto, ainda se conhece pouco sobre os biofilmes fungicos, principalmente na génese de
infeccdes e resisténcia a antimicrobianos (KUHN et al., 2002; COSTA; CANDIDO, 2009).

Os estudos do controle da expressdo de fatores de resisténcia dos micro-
organismos, como a formacdo de biofilmes, objetivam desenvolver substancias com
capacidade de inibicdo da formacdo de biofilme atuando em estagios primarios inespecificos
gue ocorrem entre 0s micro-organismos e a superficie de contato, ou mesmo uma agdo no
biofilme ja formado, agindo nas diferentes fases de desenvolvimento do biofilme e na
diferenciacdo das células microbianas imobilizadas.

Assim a procura por novas substancias com tais caracteristicas constitui-se numa
area de interesse para diversos campos do conhecimento, principalmente para a farmacia, a
medicina e a biomedicina.

A O-carboximetilquitosana é um biopolimero obtido através da reacdo de
carboximetilacdo da quitosana. Suas propriedades como  biocompatibilidade,
mucoadesividade, capacidade de perturbacdo da membrana celular, modulacdo celular e
solubilidade em uma ampla faixa de pH, reforcam o crescente interesse nesta substancia
(ZHU et al., 2005; LAMAS, 2006; ZHU; ZHAO; FANG, 2006; GUO et al.,2006; YIN et al.;
2007). Essa amplitude de solubilidade impulsiona a utilizacdo desse biopolimero,
principalmente na &rea farmacéutica, dando a oportunidade de possiveis e interessantes

utilizacBes na microbiologia, como as avaliadas no presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a atividade da O-carboximetilquitosana contra a formacéo de biofilme de

Candida albicans e outras espécies de Candida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e caracterizar a O-carboximetilquitosana.

e Avaliar a toxicidade da O-carboximetilquitosana pelo método de
letalidade de Artemia salina.

e Verificar a capacidade de formacdo de biofilme de Candida albicans e
outras espécies do género Candida.

e Descrever a atividade da O-carboximetilquitosana na formacdo de

biofilmes de Candida albicans e outras espécies de Candida.
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3 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

3.1 QUITINA E QUITOSANA

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, sua prevaléncia
é superada apenas pela celulose (SANTOS; CIRILO; NUNES, 2011), este carboidrato foi
isolado pela primeira vez no ano de 1811 através de estudos realizados com fungos; logo em
1823 identificou a presenca de tal polimero nas carapacas de insetos e deduziu-se sua
presenca nos demais animais invertebrados (VELASQUEZ; 2003). A quitina esta associada a
proteinas, materiais inorganicos, pigmentos e lipidios, por isso para isola-la utilizam-se alguns
métodos que compreendem a desproteinizacdo, a desmineralizacdo e a despigmentacédo
(ANTONINO, 2007; CAMPANA-FILHO et al.; 2007). Tal biopolimero € constituido por
uma sequéncia de mondmeros de 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-
D-glicopiranose, estando unidos por ligagdes glicosidicas B no sentido 1->4 — ocorrendo 0
predominio da porcao 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose-; sendo insoltvel em agua, acido
diluido e alcalis e apresentando caracteristicas de sélido cristalino (MOURA et al., 2006;
CAMPANA-FILHO et al.; 2007; RAMIREZ et al., 2011) (Figura 1). A quitina possui cadeia
linear e trés estruturas polimorficas diferentes: a, B e ¥ que se diferenciam basicamente devido
suas disposicdes nas lamelas que formam o polimero (ANTONINO, 2007; CAMPANA-
FILHO et al., 2007).

NHCOCH
HOH,C HO °
= 0
o
HO
NHCOCH, HOHC

— = n

Figura 1: Estrutura primaria da quitina, onde n é o grau de polimerizag&o.

E através do processo de desacetilacdo parcial em meio alcalino a quitina
transforma-se em quitosana; um polimero constituido basicamente por uma sequéncia de co-

polimeros de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, em uma quantidade variando de 50-60% do
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total da biomassa do polimero (VELASQUEZ, 2003; CAMPANA-FILHO et al., 2007; YU et
al., 2010) (Figura 2).

A quitosana também pode ser encontrada na natureza, em espécies de fungos do
género Mucor como também em demais Zygomicetes (ROBERTS, 1992; SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006; AZEVEDO et al., 2007). Esta substancia foi descoberta a cerca de 150
anos (MUZZARELLI, 1998; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). No entanto, suas
propriedades s6 vém sendo empregadas e utilizadas pela industria e em aplicacdes
tecnoldgicas e biotecnoldgicas a cerca de 70 anos (AZEVEDO et al., 2007). Cada vez mais a
quitosana esté se destacando em diversas areas como medicina e biomedicina devido ao fato
de ser preparada a partir de matérias-primas renovaveis e relativamente baratas, como rejeitos
da industria pesqueira; e também por suas propriedades tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e interacdo com diferentes tipos de substancias (ABREU; CAMPANA.-
FILHO, 2005), fato que permite sua aplicacdo em biotecnologia, farmacia, inddstria de
alimentos, cosmeéticos, medicina, biomedicina, odontologia, agricultura e no tratamento de
4gua (HERNANDEZ, 2004; CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007; GOMES et
al., 2010; MARTINEZ et al., 2010; YU et al., 2010).

l NH,
HOH,C HO

™o 0 0

HO
NH, HOH,C

- n

Figura 2: Estrutura quimica da quitosana, onde n é o grau de polimerizag&o.

A quitosana possui bioatividade e dentre elas inclui-se a agdo antimicrobiana,
efeitos coagulante, analgésico, hipocolesterolémico, hipolipidémico, quelante, atuando
efetivamente na aceleracdo da cicatrizagdo e no funcionamento celular, com atividades
antioxidantes e inibitorias da apoptose e reducdo da massa corporal (MOURYA,
INAMDAR;TIWARI, 2010; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006; SEVERINO;
VASCONCELLOS; FIGUEIREDO, 2007); porventura tais propriedades assim como sua
solubilidade esta relacionada ao grau médio de cargas do polimero e sua consequente

distribuicdo ao longo das cadeias poliméricas (SIGNINI; CAMPANA-FILHO,2001).
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Sua capacidade de agdo antimicrobiana em micro-organismos como, por exemplo,
Listeria ivanovii (SEVERINO et al., 2007; HEQUET et al., 2011), Cryptococcus neoformans
(MARTINEZ et al., 2010), Pseudomonas fluorescens e Escherichia coli (TANG et al.,
2010), torna a quitosana mais evidente principalmente pela medicina e farmacia (SEVERINO
et al., 2007). Tal acdo antimicrobiana pode ser explicada devido a presenca de grupos
aminicos que por sua vez quando em contato com os fluidos fisioldgicos, sdo protonados,
ligando-se a grupos aniénicos presentes nos micro-organismos e desencadeando a aglutinacédo
das células microbianas e consequentemente inibindo o crescimento e formacdo de col6nias.
No entanto, tal propriedade pode estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas do
polimero e caracteristicas especificas da membrana de certos micro-organismos (SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

N&o obstante, a quitosana possui alguns fatores que limitam sua utilizacdo em
algumas aplicacBes como, por exemplo, o fato de possuir solubilidade em meio &cido e
insolubilidade em meio neutro ou alcalino, devido aos grupos amino se apresentarem como
acidos fracos (pK, = 6,5-7,0); portanto faz-se necessario realizar modificacGes quimicas na
estrutura quimica da quitosana, através de processos de carboxilacdo, por exemplo, a fim de
produzir derivados que possuam um espectro mais amplo de utilizacbes e com propriedades
ampliadas. Tais processos podem introduzir novos grupos funcionais nas sequéncias
monoméricas, basicamente nas repetidas unidades dos grupos hidroxila e amino
(CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007). E dentre os derivados de quitosana
soltveis em ampla faixa de pH, encontra-se a N-succinilquitosana, a N-carboximetilquitosana,
a N-carboxibutilquitosana e a O-carboximetilquitosana, por exemplo (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

3.2 CARBOXIMETILQUITOSANA

A carboximetilquitosana é um derivado de quitosana que é considerado 0 mais
interessante, devido a sua capacidade de dissolucdo em &gua e em uma ampla faixa de pH,
tais propriedades sdo exemplos da introducdo de novas e importantes propriedades aos
polimeros através da reacdo de carboximetilacdo da quitosana (CHEN et al., 2002; CHEN;
DU; ZENG, 2003; CHEN; PARK, 2003; ZHAO et al., 2003; GUO et al.; 2006); conferindo
por exemplo, capacidade de adsorcdo e /ou seletividade a Cd (Il) (LEITE et al.; 2005) e
otimizacdo da acdo antifungica (GUO et al., 2006). Ndo obstante, amplia-se também sua

utilizacdo em diferentes ramos como nas areas medicas e farmacéuticas, devido suas
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propriedades de acdo em meios neutros. Tais caracteristicas sdo encontradas em derivados
carboxilados, mas também em sais de amonio quartenario e em derivados N-alquilados e N-
acilados (ROBERTS, 1992).

A carboximetilacdo de quitosana leva a producao de derivados O-, N- ou N,O-
substituidos, sendo que a dissubstituicdo nos grupos amino também podem ocorrer, gerando
derivados N,N-substituidos (RINAUDO; MILAS; DUNG, 1993; DUNG; MILAS;
DESBRIERES, 1994; MUZZARELLI, 1998; ZHAO.; WANG, Z.; WANG,N.S., 2002),
sendo estes 0s Unicos derivados da quitosana que apresentam tanto grupos — COOH quanto

grupos —-NH, (CHEN; PARK, 2003) (Figura 3).

. e

T B
s N oo

Base do Schiff N-Carboximetilquitosana
N N-Carboximetilquitosana

£LoCH
o—

Quitosanz, Acido, 14 0
OH oH |————— ™o 0., X X
CICH;CO0H / 0-30=C 4o 0-Carboximetiiquitosana
! . [N NH,
HO HO .
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H20-AcOH

Figura 3: Carboxilacdo e carboxilacdo da quitosana em meios e reagentes diferentes, com seus
respectivos produtos (Adaptado: MOURYA et al., 2010).

A carboximetilquitosana apresenta estabilidade térmica, a cerca de 250°C
aproximadamente, fato que permite sua termoesterelizacdo sem alterar suas propriedades
fisico-quimicas (DAROZ et al., 2008); além de um ponto isoelétrico igual a 4 (RAMOS et al.,
2005). Também € um polimero polieletrolito que possui uma equivaléncia de cerca de 3% e
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4% para grupos aminicos e carboxilicos, além de um pK, igual a 3,2 e uma rotacdo 6ptica
especifica igual a 0,735 (MONAGAS, 2000; RAMOS et al., 2005).

A escolha adequada das condicdes e dos reagentes a serem empregados nas
derivatizacdes permite a obtencdo de derivados N-, O-, ou N-O-substituidos (CAMPANA-
FILHO; DESBRIERES, 2000; KURITA, 2000; CHEN et al., 2002), pois a carboximetilagio
da quitosana pode ocorrer em dois sitios reativos: quando o sitio reativo for o agrupamento
aminico obtém-se a N-carboximetilquitosana e quando o sitio reativo for o agrupamento
hidroxila obter-se-a a O-carboximetilquitosana (CERRUTTI, 2010) (Figura 4).

As caracteristicas mais frequentemente avaliadas nos produtos resultantes das
diferentes reacdes de carboximetilagdo sdo o grau médio de acetilacdo, o grau médio de
substituicdo, a massa molar, a cristalinidade, a solubilidade, o teor de cinzas, o grau de
umidade, cujas importancias relativas serdo dependentes de qual uso terd a amostra
considerada (NETO et al., 2008), como a observancia da massa molar assim como da
variacdo da viscosidade, por serem fatores que interferem na atividade biol6gica dos

polimeros e nas caracteristicas inerentes aos polieletrolitos (MONAGAS, 2000).

3.3 O-CARBOXIMETILQUITOSANA

A O-carboximetilacdo da quitosana, é geralmente obtida por reacdo do polimero
com acido monocloroacético em suspensao de isopropanol / solugdo aquosa de hidréxido de
sodio a temperatura ambiente (ABREU, 2002; ABREU; CAMPANA-FILHO, 2005),
proporcionando principalmente uma substituicdo dos agrupamentos O-hidroxil por grupos
carboximetil, através da formacdo de ligacdo de éter nas cadeias monoméricas (CAl et al.,
2001), sendo o meio reacional fortemente alcalino, para a ativacdo das hidroxilas (CERRUTI,
2010) (Figura 4).

HOOH,COCH,C

HO ™~
NH,

Figura 4: Estrutura quimica monomérica da O-Carboximetilquitosana.
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Tal reagdo produz principalmente a O-Carboximetilquitosana, um biopolimero
anfifilico utilizado na pertubagcdo da membrana plasmética (ZHU; FANG et al., 2005), como
sistema de entrega de drogas, principalmente drogas antibioticas (ZHU; CHAN-PARK et al.,
2005; ZHU et al., 2007) e como um biomaterial que medeia os processos morfoldgicos das
células (ZHU; ZHAO; FANG, 2006). Dentre suas propriedades a que mais chama a atencéo
das areas biomédicas é a biocompatibilidade (ZHU; CHAN-PARK et al., 2005; ZHU; ZHAO;
FANG, 2006); ndo apresenta toxicidade e acdo antimicrobiana sobre a membrana bacteriana
ou inibicdo da parede fangica (MARTINS, 2010).

3.4 TESTE DE CITOTOXICIDADE COM Artemia salina LEACH.

Artemia salina € um microcrustaceo do Filo Artrépoda, da Classe Crustacea, da
Subclasse Braquiopoda, da Ordem Anostraca e da Familia Artemiidae, que vive em agua
salgada e serve como alimento vivo para peixes (SORGELOOS et al., 1986; NASCIMENTO
et al., 2008). Seu ciclo de vida compreende os estagios de cisto, nauplios, metanauplios, pré-
adultos e adultos, onde os nauplios sdo fotossensiveis - estes possuem cerca de 450 um de
comprimento quando sdo recém-eclodidos (IGARASHI, 2008). Tal microcrustaceo €
extensamente utilizado em experimentos em varias pesquisas em biologia celular, ecologia,
toxicologia, fisiologia e genética (CORREA; PENAFORT, 2011).

O ensaio de letalidade com Artemia salina L. é considerado uma ferramenta util
para a avaliacdo preliminar da toxicidade de compostos naturais; e quando se busca uma
validacdo farmacologica tanto de compostos naturais quanto de moléculas modificadas, os
bioensaios preliminares, assim como o citado, sdo os primeiros testes a serem realizados
diante da procura por novos farmacos (PARRA et al.,2001; CARBALLO et al.,2002;
RAHMAM et al., 2005). Sua ampla utilizagdo deve-se primariamente ao fato de ser um teste
simples, rapido e de baixo custo (PISUTTHANAN et al., 2004; KRISHNARAJU et al., 2005;
LUNA et al., 2005), por isso esta se tornando um ensaio rotineiramente utilizado nos
laboratdrios de bioensaios, ha cerca de 25 anos (LUNA et al., 2005; MOLINA-SALINA;
SAID-FERNANDEZ, 2006).

O teste de letalidade com Artemia salina L. foi primeiramente proposto em 1956,
por Michael, Thompson e Abramovitz e aprimorado em 1981 por Vanhaeche e colaboradores

(LHULLIER et al., 2006). No entanto, seu reconhecimento como teste preliminar para
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validacdo toxicologica veio com Meyer em 1982, quando avaliou a toxicidade de extratos
brutos de plantas da familia Euphorbiaceae (PISUTTHANAN et al., 2004).

A partir dos trabalhos pioneiros, inimeras modificaces vém sendo propostas
nesta técnica, no sentido de aprimora-la ou adequa-la as condi¢des laboratoriais disponiveis.
Dentre as modificagcGes mais frequentes, encontra-se a utilizagcdo de ensaios em microplacas -
microdiluicdo- em vez de tubos -macrodilui¢cdo (SOLLIS et al., 1993).

Esta técnica tem sido utilizada diante de sua boa correlacdo de toxicidade diante
de distintas atividades biologicas, tais como: antifingica, antiviral, antimicrobiana,
parasiticida, antitumoral e tripanossomicida (PISUTTHANAN et al., 2004; KRISHNARAJU
et al., 2005) além da avaliacdo da citotoxicidade de uma gama bastante diversa de compostos
naturais, como os extratos de Eugenia umbelliflora BERG. (MACHADO, 2005), Syzygium
aromaticum (RABELO, 2010) tribu Pipereae (SANCHEZ et al., 2011), Familia Meliaceae
(PISUTTHANAN et al., 2004), em macroalgas bénticas (LHULLIER et al., 2006), em
compostos sintéticos, como por exemplo a 1,3,5-triazinas (CAVALCANTE et al., 2000).

3.5 Candida sp.

As leveduras do género Candida sdo micro-organismos oportunistas comensais,
presentes na microbiota saprobia da cavidade bucal, tratos gastrointestinal e urogenital de
seres humanos sem, contudo, ocasionar processos patoldgicos quando se mantém em relaces
homeostasticas (SUZUKI, 2009; MATOS et al., 2009). Este género abrange cerca de 200
espécies, que estdo distribuidas taxonomicamente no Reino Fungi, Divisdo Eumycota,
Subdivisdo Deuteromycotina ou Ascomycotina, Classe Blastomycetes e Familia
Cryptococcaceae (MALUCHE; SANTOS, 2008; RIBEIRO, 2008).

Sdo0 micro-organismos eucaridticos desprovidos de pigmentos fotossintetizantes,
com parede celular constituida basicamente por quitina; nutrindo-se através de fontes de
carbono que séo absorvidas do ambiente onde se encontram (AGUIAR, 2007). E dentre os
isolados de Candida sp. encontra-se a espécie Candida albicans com uma prevaléncia de 60%
a 90%, Candida tropicalis em cerca de 7%, e demais espécies como C. krusei, C.
guillermondii, C. glabrata e C. parapsilosis sdo evidenciadas com uma frequéncia menor em
comparacdo a C. albicans e C. tropicalis (LACAZ, 1980; HENNING; PERRONE, 2001,
URIZAR, 2002; MARTINS et al.; 2002; RIBEIRO, 2002; SCHERMA et al., 2004).

Dentre as espécies que fazem parte do género Candida, somente 10% sao

reconhecidas como agentes etiologicos de infec¢cdes humanas (VALLE; RENDE; OKURA,
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2010) e tal prevaléncia vem se evidenciando em prontuérios epidemioldgicos no decorrer do
século XX (OLIVEIRA et al., 2001). E dentre essa margem Candida albicans configura-se
como um dos relevantes patogenos fungicos causadores de infecges nosocomiais (SUZUKI,
2009; MATOS et al., 2009) e de isolados de infec¢bes bucais (MARSH; MARTIN,2005).

3.5.1 Candida albicans

Candida albicans € uma levedura comensal encontrada na mucosa bucal, trato
gastrointestinal, trato urogenital e na pele de seres humanos, desde 0 seu nascimento
(MARTINS et al., 2002; GONDIM et al.,2009; SUZUKI,2009; VALLE; RENDE; OKURA,
2010). Esta amplamente distribuida na natureza ocupando diversos hébitats (ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007), no entanto, € a espécie de maior relevancia em funcédo
de sua incidéncia em hospedeiros higidos e imunocomprometidos. A imunodepressdo
ocasionada pela ruptura de fatores patologicos, fisiologicos, imunologicos e mecanicos,
provoca um aumento na multiplicacdo e na invasdo destes micro-organismos nos tecidos,
provocando assim infeccbes denominadas de candidiases (MARTINS et al., 2002;
SUZUKI,2009; VALLE; RENDE; OKURA, 2010).

Portanto, a relacdo de equilibrio entre Candida e hospedeiro sem ocasionar sinais
de doencas em condicdes fisiologicas organicas € propiciada pela manutencéo da integridade
das barreiras teciduais, relacdo harménica da microbiota saprébia e funcionamento adequado
do sistema imunolégico humano, havendo em contrapartida por parte do fungo leveduriforme,
permanéncia equilibrada na capacidade de aderéncia e na producdo de enzimas e toxinas
(CALDERONE; FONZIWA, 2001; VIEIRA et al., 2005).

Este fungo possui morfologia colonial imida, cremosa e de odor especifico, de
aspecto liso ou rugoso, com coloracdo branco-amarelada quando em meio de cultura agar
Sabouraud dextrose, com formacéo de tubo germinativo, assimilacdo de carbono e capacidade
fermentativa; quando tais leveduras sdo analisadas isoladamente, apresentam formato
esférico, ovoide ou alongado, medindo cerca de 3um a 5um de diametro, e Gram-positivas
quando expostas a coloracdo de Gram. Apesar, seu crescimento € favorecido por uma
temperatura entre 20°C a 38°C e um pH compreendido em uma faixa de 2,5 a 7,5
(BARBIERI, 2005; ANDRADE, 2006; RIBEIRO, 2008). Suas células possuem parede
celular composta por cerca de 80 a 90% de carboidratos, com polissacarideos de glicose com

ramificagoes e ligagdes B- 1,4 e B- 1,3, moléculas de N-acetil-D-glicosamina com liga¢des f3-
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1,4, polimeros de manose ligados covalentemente as manoproteinas, cerca de 6 a 25% de
proteinas e certa quantidade de lipideos (CHAFFIN, 1998).

Candida albicans expressa alguns fatores de viruléncia que proporcionam uma
eficiéncia no desenvolvimento de infecgdes localizadas em mucosas onde tais fungos estao
aderidos ou infecgdes sistémicas dependendo do estagio e da natureza de resposta quanto ao
processo infeccioso no hospedeiro. E perante a tais caracteristicas que proporcionam uma
maior viruléncia, incluem a capacidade de aderéncia, o polimorfismo, a variabilidade
fenotipica, a producdo de enzimas extracelulares e toxinas (RIBEIRO, 2008) que sdo
determinados por diversos genes que possuem influencia direta na determinacdo da
patogenicidade (KULETA; KOZIK; KOZIK, 2009). Sendo um dos mais importantes fatores
de viruléncia desta espécie a habilidade em formar biofilmes (HENRIQUES; AZEREDO,;
OLIVEIRA, 2005).

E além do mecanismo de formac&o de biofilmes que Candida albicans apresenta,
este fungo também secreta proteinases e fosfolipases (LIMA et al., 2004; SANTANA et al.,
2010) capazes de degradar, destruir ou transformar constituintes que fazem parte da
membrana celular do hospedeiro, induzindo assim a disfuncdo e / ou destruicdo fisica no
6rgdo ou superficie; apresentando dismorfismo com variacdo da parede do antigeno e
switching, por exemplo (SANTANA et al., 2010).

Perante a probleméatica que se depara frente as casuisticas provocadas por
Candida albicans, identifica-se que a incidéncia de candidemias aumenta em portadores de
cancer, em individuos que sdo submetidos a transplante de o6rgdos ou procedimentos
cirdrgicos bastantes invasivos, criangas prematuras, pacientes sob terapia intensiva com
faléncia de 6rgdos (COLOMBO; GUIMARAES, 2003) e imunocomprometidos (GONDIM et
al., 2009).

3.5.2 Outras espécies de Candida

As outras espécies de Candida surgem no cenéario clinico como patégenos que
ndo apenas possuem capacidade colonizadora como também sdo responsaveis por graves
infeccdes. O género Candida apresentada, ha cerca de quase 30 anos ganha acentuada atencédo
pela particular capacidade de provocar infecgdes, principalmente em individuos
imunocomprometidos, sendo estas espécies de Candida responsaveis por cerca de 63% do
total de episodios de candidemia (COLOMBO et al., 1999; VIDIGAL,; SVIDZINSKI, 2009).
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E dentre este grupo Candida tropicalis e Candida parapsilosis sdo consideradas os patdgenos
que vem exigindo maior estudo e atencdo (MEDRANO et al., 2006).

Candida tropicalis é o segundo agente mais comumente isolado de amostras
obtidas nos hospitais brasileiros ficando atras apenas de Candida albicans, esta intimamente
relacionada com casos de candidemia nosocomial e candiddria, no entanto, pode ser
encontrada ocasionalmente como micro-organismo comensal, com pouca capacidade de
tigmotropismo — quando comparada a capacidade apresentada por Candida albicans
(NIKAWA et al., 1997; BARCHIESI et al., 2000; BIZERRA et al., 2008). Possui capacidade
patogénica em infeccBes invasivas e superficiais, estando associada a elevada incidéncia de
morbi-mortalidade (DORNELAS-RIBEIRO et al., 2012; MAGRI, 2012). E uma levedura
diploide, que esta intimamente relacionada com a alta capacidade de formacdo de biofilmes
em cateteres urinarios, e tem sido relatada como a espécie do género Candida que possui uma
capacidade maior em provocar infeccdes da corrente sanguinea e do trato gastrointestinal em
individuos hospitalizados (DESNOS-OLIVIER et al., 2008; NEGRI et al., 2010; NEGRI et
al., 2012). O principal componente de sua matriz extracelular é a hexosamina -cerca de 27%-;
essa estrutura que confere significativa resisténcia as drogas no biofilme formado
(AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006). Os biofilmes de Candida tropicalis apresentam atividade
hemolitica total (NEGRI et al., 2010).

Candida parapsilosis € uma levedura com capacidade patogénica, que provoca
sérias infeccbes no ser humano, principalmente em recém-nascidos, criancas e
imunodeprimidos sob terapia intensiva, estando associada principalmente as infeccdes
nosocomiais (JUNIOR, 1987; LEVY et al.,1998; GACSER et al., 2007). Esta espécie é
consitituida por trés sub-espécies genomicamente recém designadas que sdo praticamente
morfologicamente indistinguiveis, que sdo: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida
orthoparapsilosis e Candida metapsilosis (ASBECK et al.; 2008). Diante dessa diferenca
genbmica identifica-se que poucos estudos fazem distingdo entre esses diferentes micro-
organismos, fato tal que essa diferenca pode suscitar atencdo maior diante da susceptibilidade
guanto as escolhas terapéuticas (BERNARDIS, 1999; ASBECK et al.; 2008; TROFA et al.,
2008). A incidéncia de doencas invasivas provocadas por Candida parapsilosis possui
variacdo geografica e esta intimamente relacionada com o estado clinico de cada paciente
tendo essas caracteristicas relacdo sobre a susceptibilidade a agentes antifungicos como
fluconazol e voriconazol (SARVIKIVI et al., 2005; MEDRANO et al., 2006; PFALLER et
al., 2008). Possui acentuada morbi-mortalidade, cerca de 0,4 mortes por 100.000 habitantes e
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sua transmissdo é horizontal dada também por colonizacdo prévia de dispositivos invasivos,
de nutricio parenteral, solucdes diversas e cateteres (JUNIOR, 1987; LASKER et al., 2006;
TROFA et al., 2008).

3.6 BIOFILMES

O potencial de viruléncia ou patogenicidade de um determinado micro-organismo
como Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis, em conjunto inclui a
capacidade de aderir, infectar e causar doenca. Estes fatores séo determinados geneticamente,
mas sao expressos pelos micro-organismos quando submetidos a certas condi¢cdes especificas
(TAMURA et al., 2007). A aderéncia das células do hospedeiro a uma superficie constitui o
primeiro passo para uma colonizacdo primaria e posteriormente a formacdo de biofilmes
(NOUMI et al., 2010); e a hidrofobicidade da superficie celular mesmo sendo uma
caracteristica variavel esta diretamente relacionada com a aderéncia e formacéo do biofilme
(BLANCO et al., 2010).

Figura 5: Etapas de formagao de biofilme microbiano (Adaptado: CAPELLETTI, 2006).

O processo de desenvolvimento dessas comunidades ocorre em trés fases distintas
com um periodo compreendido em torno de 24 - 48 horas. Na fase inicial as células
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plancténicas na forma de levedura aderem a superficie de um substrato em especifico, nesse
processo de adesdo estdo incluidos algumas interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e producdo
de adesinas; na fase secundéaria as células aderidas proliferam formando microcolonias e
comecam a produzir matriz extracelular e por uGltimo quando as células comecam a se
confluirem, a rede que outrora se formou comeca a ser constituida de uma transicéo de células
diferenciadas em leveduras, pseudohifas, hifas imersas em uma matriz extracelular polimérica
com um crescimento tridimensional (SUZUKI, 2009).

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifungicos estdo relacionados
com limitagOes difusionais da passagem do agente antimicrobiano pela matriz extracelular,
com alteracBes fenotipicas das células no biofilme e ainda com o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por alteracdo do genoétipo das células. Outro mecanismo proposto
pela resisténcia do biofilme aos agentes antimicrobianos é que as células associadas ao
biofilme crescem significativamente mais devagar do que as células planctbnicas e, como
consequéncia captam 0s agentes antimicrobianos mais lentamente (DONLAN;
COSTERTON, 2002; CARDOSO, 2004).

Os fatores de viruléncia quando associados — aderéncia, polimorfismo,
variabilidade fenotipica, producdo de enzimas extracelulares e toxinas (RIBEIRO, 2008) -
permitem uma eficaz colonizac¢do ou infeccdo do hospedeiro, superando particularmente as
defesas imunolégicas dos hospedeiros susceptiveis (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE,
2003).

Estas comunidades microbianas assumem uma importancia particular perante a
clinica, devido ao fato de estarem intimamente associadas a persisténcia dos micro-
organismos nos processos infecciosos (DONLAN; COSTERTON, 2002), apresentando
alteracOes fenotipicas e genotipicas, com um crescimento e uma captagdo significativamente
mais lentos dos agentes antimicrobianos (DONLAN; COSTERTON, 2002; CARDOSO,
2004; ROSSI et al., 2011). A adesdo dos micro-organismos e uma porventura formacao do
biofilme sobre dispositivos médicos representam um grave problema na area médica, sendo
responsavel nas Ultimas décadas por cerca de 65% dos casos relacionados a infecgdes
microbianas (KULETA; KOZIK; KOZIK, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DA O-CARBOXIMETILQUITOSANA

A preparacdo da O-Carboximetilquitosana seguiu a metodologia utilizada por
Abreu (2002) com modificagdes. A quitosana utilizada no presente trabalho foi adquirida
comercialmente (Oasis-Galena — LOTE: 1108001902) possuindo grau de pureza
farmacéutico. O grau médio de acetilacdo da quitosana (%GA) é 17,6 = 1,3. Em um
erlenmeyer com capacidade de 500mL™, foram suspensos 9g de quitosana na forma neutra
com tamanho médio de gréos de 150pm em 195 mL™ de isopropanol. A suspensdo foi
deixada a temperatura ambiente sob agitacdo magnética por 20 minutos.

Em seguida, foram adicionados lentamente 61,29 de solucdo aquosa de hidréxido
de sodio 40% (m/V). Apds a adicdo de solucdo de NaOH, foram adicionados 43,29 de solucéo
de &cido monocloroacético em isopropanol (1:1 m/m), deixando ocorrer a reacdo por 24h sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente (= 25°C). Apds a reacdo, o residuo foi filtrado e
suspenso em 450 mL™ de metanol 80%, sendo em seguida neutralizado com &cido acético
glacial. O residuo solido foi filtrado novamente e lavado varias vezes com etanol 80%, etanol
absoluto, e metanol absoluto, sendo em seguida seco a temperatura ambiente (= 25°C)
(Figura 6).

4.2 PURIFICACAO DA O-CARBOXIMETILQUITOSANA

A purificacdo da O-CMQT foi realizada segundo Abreu (2002): Em um béquer de
2L foram adicionados 1,59 de O-CMQT em 750 mL™ de agua destilada, sendo a suspensdo
mantida sob agitacdo por cerca de 24 horas e, em seguida, a solucédo resultante foi filtrada sob
pressdo positiva através de membranas de dimensdes de poros de 5um 1,2 pm e 0,8 pm. A
solugdo resultante foram adicionadas 750 mL™ de NaCl 0,2 mol/L; permanecendo sob
agitacdo durante cerca de 30 minutos. Em seguida, foi adicionado etanol 95%, em propor¢oes
de 100 mL™ e com forte agitacdo até que ocorresse a precipitacdo. Ap6s a precipitacéo, a
solucdo ficou em repouso até a decantacdo do precipitado e foram entdo adicionados mais 20
mL™ de etanol para assegurar-se que toda a O-CMQT fosse precipitado. O precipitado foi
filtrado e entdo lavado com solucdes de etanol a 75%, 80% e 90% (v/v), etanol absoluto e

seco a temperatura ambiente (= 25°C — 1 atm).
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Figura 6: Preparacéo de O- Carboximetilquitosana.

4.3 CARACTERIZACAO DE O-CARBOXIMETILQUITOSANA

Os derivados secos de O-CMQT foram analisados segundo caracteristicas de Grau
de Substituicdo, Grau de solubilidade e por espectro na regido do infravermelho para verificar

as bandas caracteristicas da carboximetilquitosana.

4.3.1 GRAU DE SUBSTITUICAO

A determinacéo do grau de substituicdo ( GS ) da O-CMQT, foi realizada segundo
Abreu, 2002 através de andlises potenciométricas: Cerca de 0,25 g de O-CMQT foi dissolvida
em 250 mL™" de 4gua deionizada e deixado sob agitacdo por 18 horas, adicionando-se em
seguida 0,21 mL™ de HCI concentrado. O pH final da solucéo foi de cerca de 2,20- 2,40. Foi
retirada entdo uma aliquota de 100 mL™ de solugdo de O-CMQT e titulada com solugo
aquosa padronizada de NaOH 0,1 Mol/L™. Todas as titulagdes foram realizadas utilizando o

titulador automatico Schott Titronic Universal com precisdo de 0,05 mL™.
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O grau médio de substitui¢do foi calculado utilizando a equagéo 1:

~c My ([Base]) x [v,-v4])

S=

m—(80 [Base] x [v,—v4])
em que:

GS = Grau de Substituicéo
M = Massa molar média da unidade repetitiva de quitosana (193,0 g/Mol™)
[Base] = Concentrago da base (Mol/L™)
v,= Volume de base empregado para atingir o primeiro ponto de viragem (L™)
v, = Volume de base empregado para atingir o segundo ponto de viragem (L™)
m = Massa de O-CMQT contida na aliquota de 100 mL™.
Na equacdo v corresponde ao volume de solugdo de NaOH necessario para
neutralizar o excesso de HCI presente na solucdo e a diferenca v, — v, representa o volume

da solucdo de NaOH gasto para neutralizar os grupos carboximetilicos das cadeias de
O-CMQT.

4.3.2- GRAU DE SOLUBILIDADE

As amostras de O-carboximetilquitosana foram suspensas em agua na proporcao
de 100mg de amostra para 100mL™ de 4gua. Todas as suspensdes foram mantidas sob
agitacdo constante por 24 horas a temperatura ambiente. As amostras insoltveis foram

separadas do sobrenadante e pesadas, permitindo a determinacdo da porcentagem de material

soltvel por diferenca de massa. O grau de solubilidade foi calculado utilizando a equacdo:
Miss = == x 100
Mi

em que:
Mi«,= Porcentagem de massa inicial
Ms: Massa soltvel

M;: Massa insoltvel

4.3.3- SOLUBILIDADE DA O-CMQT EM DIFERENTES FAIXAS DE pH

A solubilidade da O-CMQT foi realizada segundo Abreu (2002):
A determinacdo da solubilidade da O-CMQT em diferentes faixas de pH foi
baseada na turbidez de suas solugcdes em agua. As amostras foram dissolvidas em agua

deionizada e o pH das solugdes (Cp = 1,59 / L™) foram ajustados com solucdes aquosas de
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HCI e NaOH 05%. A transmitdncia das solucdes foi registrada em um
espectrometrofotometro UV-vis (QUIMIS, modelo: 0798U2V5) utilizando-se uma cela de
quartzo de 1 cm. A solubilidade em agua das amostras em diferentes pH foi estimada por
medidas de transmitancia da solucdo. A analise foi realizada considerando o aumento da
absorcdo associada diretamente a turbidez das solucdes, pois 0 aumento ou mesmo a
diminuicdo do pH das amostras decorre a insolubilidade e as solugdes passam a possuir

suspensoes.

4.3.4- ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O espectro na regido do infravermelho de O-CMQT foi realizado por meio de
pastilhas de KBr em espectrofotdmetro FTIR, no Laboratério Instrumental da Universidade
Estadual de Goias - UEG, unidade UnUCET. As pastilhas foram preparadas usando

aproximadamente 1mg de O-CMQT, previamente seca e cerca de 100 mg * de KBr.

4.4 ENSAIO DE LETALIDADE COM Artemia salina LEACH.

A 4gua salina foi preparada com a dissolucdo de sal marinho em agua destilada
(40 g/L'™") e 100 mg de ovos de Artemia salina foram incubados por um periodo de 48 h &
aproximadamente 36°C. O pH deve ser ajustado a 8,5 utilizando 1M de Na,CO3 O controle
negativo é realizado através de K,Cr,O; em 100ppm. Apoés este periodo de incubagdo os
metanauplios foram atraidos por uma fonte de luz utilizando uma lampada de 20W, a fim de
atrair as larvas por fototaxia positiva. As larvas foram coletadas utilizando uma pipeta de
Pasteur e agrupadas em um artemilheiro- este é utilizado a fim de se selecionar as larvas de
Artemia salina dos cistos, sobrenadantes e cistos ndo eclodidos. Uma amostra foi colocada em
uma placa de Petri com agua salina, ap6s com uma micropipeta coleta um volume total igual a
50pL, em tal volume deve-se existir cerca de aproximadamente 10 larvas. Estas larvas sdo
transferidas para uma placa microtiter de Elisa, que possui previamente as concentracdes a
serem testadas, e incubou-se tal placa por um periodo de 24 h (Figura 7). Apds este periodo,
com o auxilio de um estereoscopio fez-se a contagem do numero total de larvas vivas e
mortas por poco através da mobilidade apresentada por cada larva em seu respectivo pogo.
Posteriormente as larvas moveis — vivas- foram inativadas utilizando cerca de 100pL de
metanol em cada poco e incubando por cerca de 15 minutos, apds este periodo fez-se a
contagem do numero total de larvas. Os valores foram analisados através do PROBIT que

calcula a DLsgg,

34



Cistos de Artemia salina
LEACH.

48 h/36°C

Incubacéo

v

Pesca da Artemia salina

pH 8,5

Fototaxia +

lluminagdo: 20 W

Eclosdo

A

Selec¢do das Larvas de Artemia salina

—_—
NN

NNANNAN

Agua salina + Larvas

AN

«— PROBIT

Determinagéo da DL

Aprox. 10 larvas | S0 HL

Teste in Vitro (25°C / 24 h)

BB PN INININININ
LB kN HNBN A INANANANA,

Figura 7: Esquema do ensaio de Letalidade de Artemia salina LEACH.

35



4.5 ENSAIO PARA A FORMACAO DE BIOFILME

Os ensaios para a formacdo de biofilmes sofreram adaptagBes em suas técnicas
com base em técnicas previamente descritas. Assim, as amostras foram inoculadas em agar
Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 37 °C por 48 horas, logo transferiu-se trés
coldnias tipicas para caldo Sabouraud dextrose (CSD) e incubou-se durante 24 horas a 37 °C,
depois aliquotas de 500 uL do caldo crescido foram transferidas para 4,5 mL™ de diferentes
meios- RPMI 1640, CSD e saliva artificial. Logo transferiu 200 pL para placas microtiter de
poliestireno ndo tratadas que foram posteriormente incubadas a 48 horas a 37 °C (JAIN et al.,
2007). As placas foram posteriormente tratadas segundo metodologia descrita por Naves et al.
(2008), com a determinacdo do crescimento total (CT) pela medida da densidade 6ptica a 630
nm, seguida da remocédo do caldo crescido com as formas plancténicas e lavagem dos pocos
com solucdo fisioldgica e secagem a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente as
amostras foram coradas com 200 pL de cristal violeta a 1% por 5 minutos, o corante sera
desprezado e as placas lavadas quatro vezes com 300 pL de dgua destilada. As placas foram
secadas a 37 °C por 20 minutos, posteriormente foram adicionados 200 pL de etanol absoluto
em cada poco e incubou-se a placa durante 5 minutos. Apds esse periodo as densidades
Opticas foram lidas a 490 nm dos pogos com as leveduras aderidas (LA) e pocos controle (PC)
(Figura 8).

As densidades Opticas obtidas permitiram o célculo do indice de Formacao
Especifica de Biofilme (FEB) por meio da formula FEB = (LA — PC) / CT, LA = leveduras
aderidas, PC = pogo controle e CT = crescimento total. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata em experimentos independentes. Controles positivos e negativos serdo incluidos.

Diluicéo do

Inéculo
37°C ‘ 1/10
_> >
48 h 24 h/ 37°C L Saliva artificial, CSD ou RPMI 1640

Leveduras ASD

y

Figura 8: Esquema dos ensaios para a formacdo de biofilme nos meios de cultura saliva artificial,
caldo Sabouraud dextrose (CSD) e RPMI 1640.
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4.6 AVAI_NIAC,AO DA ATIVIDADE DA O-CARBOXIMETILQUITOSANA NA
FORMACAO DE BIOFILMES DE Candida albicans E OUTRAS ESPECIES DE
Candida

O impacto da O-CMQT foi avaliado por meio do pré-tratamento dos pocos com
intervalos de exposicdo dos mesmos ao composto durante 1h e 24h a 35°C em condigdes
assépticas seguindo a metodologia descrita por Naves et al., (2010).

Suscintamente, a partir de uma solucdo padrdo de O-CMQT com &gua destilada
estéril com uma concentracio de 50mg/mL™, fez-se aliquotas de 200pL da solucdo em cada
poco das microplacas, que em seguida foram incubadas por 1 hora e 24 horas a 35°C. Apds
esse periodo, os pocos foram lavados com RPMI 1640 e secados por 20 minutos a 35°C.
Foram incluidos controles de crescimento com RPMI 1640 mais as cepas, controles negativos
com RPMI 1640 mais O-CMQT nos intervalos testados e controles de esterilidade com
somente o caldo RPMI 1640.

Apbs o pré-tratamento com a O-CMQT realizou-se o teste de formacdo de
biofilme conforme descrito no item 4.5. Para a andlise dos dados utilizou-se os testes T
pareado e ndo pareado com um intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DA O- CMQT

O processo de obtencdo da O-CMQT utilizado no presente estudo apresentou-se
eficaz por demonstrar facilidade nos procedimentos envolvendo a sintese, além do rendimento
do biopolimero ao final, que gerou em torno de 188,18%.

De fato, a carboximetilacdo resulta em ganho de massa e a razdo molar entre o
biopolimero base - quitosana - e 0 &cido monocloroacético € mais importante do que o tempo
em que a reagdo ocorre (SILVA, 2011). O ganho de massa atraves da carboximetilagdo da
quitosana se da pela substituicdo do hidrogénio presente na hidroxila pelo grupamento
CH,COO". Em questdo, o hidroxido de sddio é utilizado para provocar um meio que seja
reacional, ou seja, atua ativando os grupos hidroxila, para se obter indices maximos de
substituicdes nos agrupamentos O-hidroxila.

Quanto a purificacdo da O-CMQT, obteve-se um rendimento médio de 73,76%, e
rendimento real de 140,23%. E a purificacdo é um procedimento importante principalmente
guando se busca uma formulacdo de produtos para utilizacdo farmacéutica (SIGNINI;
CAMPANA-FILHO, 1998). Ja a perda de massa, contraria, por exemplo, a sintese, deve-se
em suma a presenca de quitosana que ndo reagiu e a fragmentos de O-CMQT que
apresentaram um grau de substituicdo muito baixo, ndo se solubilizando em agua (SILVA,
2011). Alguns trabalhos utilizando a O-CMQT néo fazem a purificacdo das amostras, como
Martins (2010), enquanto outros, como Cerrutti (2010), utilizam método diferente ao
realizado no presente estudo para obtencdo da O-CMQT purificada. O método utilizado para a
purificacdo da O-CMQT consegue retirar os fragmentos de quitosana que estdo presentes na
amostra e que nao sofreram influéncia do meio reacional, além de alguns contaminantes
insolUveis; separando-os através da precipitacdo de possiveis contaminantes soluveis

presentes na amostra sintetizada.

5.2 GRAU DE SUBSTITUICAO

O grau de substituicdo médio (%GS) da O-CMQT foi de 1,73 = 0,07. O grau de
substituicdo é um nivel médio de grupamentos CH,COO™ que substituiram o H presente nos
grupamentos OH; principalmente nas posi¢des C-6 e C-3 dos mondmeros da cadeia
polimérica de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (RINAUDO; DUNG; MILAS, 1992,

VELASQUEZ, 2003, CAMPANA-FILHO, 2007) (Gréfico 1).
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Gréfico 1: Curva de titulacdo potenciométrica da O-CMQT.

Os graus de substituicdo poderiam ser maiores segundo Silva (2011), com um
aumento das concentracdes de NaOH — em vez de 40% para 50% - entretanto, quanto maior a
razdo molar maior o favorecimento de maiores graus de substituicdo na cadeia polimérica de
O-CMQT,; fato confirmado por Chen, Du e Zeng (2003). O grau de substituicdo possui
acentuada influéncia, por exemplo, no realce da acdo antimicrobiana; quanto maior o grau de
substituicdo maior amplitude da acdo antimicrobiana da O-CMQT (SUN et al., 2006;
ANITHA et al., 2009).

Outro fator para se obter um alto grau de substituicdo é o tempo em que ocorre a
reagdo; no presente estudo utilizou-se um tempo de 24 horas, que para Abreu e Campana-
Filho (2005), é excessivo, pois, um tempo maior que 10 horas de reacdo, provoca uma
diminuicdo de acido monocloroacético na solugédo, diminuindo assim as condigdes favoraveis
de um meio reacional que favoreca um produto final com alto grau de substituicdo. E
consegue-se recuperar grande parte da massa de carboximetilados- como a O-CMQT- quando
se aumenta a quantidade de acido monocloroacético na reacdo de carboximetilagdo (LAMAS,
2008).
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5.3 GRAU DE SOLUBILIDADE

Todas as amostras sintetizadas para o presente estudo foram sollveis em &gua,
apresentando valor médio de grau de solubilidade da O-CMQT foi de 86,54 + 3,99, que atesta
que a reacdo de carboximetilacéo foi bem sucedida (ABREU, 2009).

A carboximetilagdo ¢ um mecanismo que confere aos carboximetilados maior
solubilidade em &gua e em um amplo espectro de pH — neutro e alcalino-; essa capacidade é
proporcionada devido ao emprego na reacdo de acido monocloroacético. Indices de
solubilidade estdo proporcionalmente relacionados com o0s graus de substituicdo dos
agrupamentos hidroxilas primarios que estdo livres na molécula de quitosana (CHEN; PARK,
2003; ZHU et al.,2005; ABREU; CAMPANA-FILHO, 2009; MELLO, 2009; GUJARATHI
et al., 2012). Essa capacidade prdpria da O-CMQT de ser soltvel em faixas de pH insollveis
para quitosana- a solubilidade da quitosana esta compreendida em meios de moderada acidez
a forte- , faz com que se prefira a utilizacdo dessa substancia para diversas aplicacdes,
principalmente nas areas farmacéuticas e biomédicas (ABREU,2006; SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

5.4 SOLUBILIDADE DA O-CMQT EM DIFERENTES FAIXAS DE pH

A solubilidade da O-CMQT em uma ampla faixa de pH é um fator extremamente
importante para a determinacao da sua utilizacdo, principalmente na area farmacéutica.

A solubilidade/insolubilidade apresentada pela O-CMQT foi avaliada segundo a
formacdo de suspensdes - material insoluvel — nas amostras. Essas suspensdes de material
insoltvel difratam a luz, espalhando a radiagdo luminosa emitida pelo espectrometro UV, ndo
permitindo assim que a radiagdo atinja o detector. Assim, o aumento dos valores da
absorbancia sdo diretamente proporcionais ao aumento da insolubilidade de uma certa
amostra.

A O-CMQT sintetizada foi soluvel em uma ampla faixa de pH, sendo insolavel
em uma faixa de 2,40 a 3,90; no entanto, em uma faixa compreendida entre 1,40 — 2,40 e 3,90
— 12,30 a O-CMQT foi soltvel (Figura 9). Os dados obtidos provaram que a O-CMQT foi
soldvel em uma ampla faixa de pH- acido/neutro/basico, comprovando o éxito da reacédo de

carboximetilacdo (Gréafico 2).
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Gréfico 2: Solubilidade de O-CMQT em diferentes faixas de pH.

Os dados obtidos confrontam o apresentado por Mello (2009), que afirma que a
solubilidade de O-CMQT é restrita apenas a meios alcalinos, sendo insoltveis em meios com
pH &cidos,como também os dados apresentados por Silva (2011), que afirma que a O-CMQT
¢ soluvel em um pH < 3. Com essa capacidade de ser soluvel em pH acido, a O-CMQT
apresenta a capacidade de perturbar as biomembranas acidas, em sistemas basicos e neutros —

como solugdes fisioldgicas (ZHU et al., 2005).

1,40 2,40 3,90 12,30

Figura 9: Faixas de solubilidade (Il ) e insolubilidade (] ) da O-CMQT em diferentes faixas de
pH.

5.5 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O espectro de infravermelho da quitosana apresenta uma banda caracteristica
de estiramento axial do grupo -OH na regido de 3433 cm™, sobreposta & banda de estiramento
N-H e uma banda caracteristica de estiramento C-H em 2880 cm™. O espectro de

infravermelho apresenta ainda uma banda forte correspondente a deformacdo angular
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simétrica no plano de NH; na regido perto de 1600 cm™; banda de deformagéo axial de C-N
de amina por volta de 1370 cm™; bandas deformacéo axial de C-O de grupo éter na regio de
1163 cm™ e 1051 cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas na regido entre 660 a 528 cm™.
Estas bandas foram muito semelhantes as apresentadas anteriormente na literatura (BARROS
et al., 2006; GE ; LUO, 2005; MARTINS, 2008; SANTOS et al., 2003) (Gréfico 3).

Apo0s a reacdo de carboximetilacdo, foram observadas algumas mudancas no espectro
de infravermelho, em relacdo a quitosana. O espectro de infravermelho da O-
carboximetilquitosana apresentou bandas na regido de 1610 cm™ e 1420 cm™, atribuidas as
deformac0es axiais simétricas e assimétricas de grupos COOH. O espectro apresenta ainda
uma banda caracteristica de estiramento axial de grupo -OH na regido de 3428 cm™,
sobreposta a banda de estiramento N-H; uma banda caracteristica de estiramento C-H em
2893 cm™; bandas de deformacdo axial de C-N de amida por volta de 1328 cm™; deformacéo
axial de C-O de grupo éter na regido de 1040 cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas na
regido entre 710 a 578 cm™. Estas bandas foram muito semelhantes &s apresentadas
anteriormente na literatura (CHEN, PARK, 2003; MOURYA et al., 2010; ANITHA et al.,
2009) (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Espectro de infravermelho da quitosana e O-carboximetilquitosana.

5.6 ESTUDO DA TOXICIDADE DE O-CMQT PELO TESTE DE LETALIDADE DE
Artemia salina LEACH.

Os testes de letalidade de Artemia salina LEACH. em microdiluicdo mostraram

baixa toxicidade da O-CMQT contra o microcrustaceo.
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No bioensaio realizado ndo foi observada DLsp nas concentragdes testadas o que
indica que o composto possui baixa toxicidade, pois sua dose letal é superior a maior
concentracdo avaliada (50 mg/ mL™). O fator limitante desta concentracéo foi o fato de que a
O-CMQT apresenta um aumento de viscosidade, como também a capacidade de inchamento
dificultando assim o teste com concentragdes superiores a méxima testada (YIN et al., 2007).

Considerando a literatura, o ensaio para a determinagdo de citotoxicidade ou
letalidade de A. salina LEACH. em microplacas apresenta resultados comparaveis ao método
tradicional e possui uma excelente correlacdo com ensaios de toxicidade as células “killer”,
constituindo-se numa técnica conveniente para deteccdo de citotoxicidade de produtos
naturais durante o fracionamento e isolamento destes produtos. O ensaio de letalidade seguiu
os procedimentos adotados por Molina; Salvador (2004).

Em estudo realizado com a O-CMQT (MARTINS, 2010), no qual se analisou
tanto a toxicidade de O-CMQT quanto de seus derivados anfifilicos, identificou-se que
mesmo a 1000 pg/mL'n&o houve niveis significativos de citotoxicidade no mesmo tipo de
ensaio. Esses dados confirmam os apresentados por Rosa (2008) em que a O-CMQT néo
apresentam atividade citotoxica.

Meyer (1982) em seus estudos com extratos brutos de plantas da familia
Euphorbiaceae, preconizou que 0os compostos - ndo determinando sua origem - pelo teste de
Artemia salina sdo considerados citotdxicos quando apresentam uma DLsq igual ou superior a
250 mg/mL™ (Figura 10). Adicionalmente, de acordo com Lhullier et al. (2006) compostos

bioativos sdo quase sempre toxicos em altas concentragoes.

A

Figura 10: A- Placa Microtiter em que se realizou o teste de letalidade de Artemia salina LEACH. em
microdiluicdo. B- Espécime de Artemia salina LEACH., metanauplio, visualizada em microscopio
estereoscopio binocular éptico — Bel Photonics; 10x = 160x.

O teste de letalidade de Artemia salina possui boa correlacdo com outros testes

mais complexos na determinacdo de varias atividades, tais como: antiflngicas, antivirais,
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antimicrobianas, parasiticidas, antitumorais e tripanossomicidas, além de ser um teste de

baixo custo e de facil interpretagdo. Vem sendo amplamente empregado na triagem da
atividade bioldgica de varios compostos (PISUTTHANAN et al., 2004; LUNA et al., 2005;

KRISHNARAJU et al., 2005) com possiveis potenciais de bioatividade.

5.7 FORMACAO DE BIOFILME

5.7.1 DENSIDADES OPTICAS — CRISTAL VIOLETA

As densidades Opticas apresentadas a seguir sdo referentes ao ensaio de formacéo
de biofilme em RPMI 1640, saliva artificial e caldo Sabouraud dextrose, com suas
respectivas médias e desvios padrao.

DOGSO nm
Leveduras RPMI 1640 CSD SA
Med (DP) Med (DP) Med (DP)

Ca 12031 0,593 + 0,049 1,133 £ 0,060 0,662 + 0,063
Ca05 0,589 + 0,041 1,028 £ 0,061 0,663 + 0,136
Cal9 0,775 + 0,150 0,518 + 0,091 0,459 + 0,106
Ca 26 0,648 + 0,059 0,305 + 0,197 0,245 + 0,151
Ca 33 0,710 + 0,182 0,248 + 0,111 0,267 + 0,177
Ca34 0,617 £0,012 1,185 + 0,052 0,813 £ 0,149
Ca35 0,731 + 0,053 0,732 + 0,403 1,007 £ 0,368
Cp 22019" 0,744 £ 0,017 0,958 + 0,062 0,754 + 0,103
Cp 120 0,699 + 0,017 1,196 + 0,014 0,731 + 0,057
Cp 38 0,838 + 0,050 0,754 + 0,197 0,692 + 0,096
Ct 154 0,339 + 0,000 0,290 + 0,000 0,284 + 0,013
Ct 155 1,068 + 0,022 0,240 + 0,156 0,446 + 0,543
PC 0,043 + 0,001 0,063 + 0,024 0,101 + 0,061

Tabela 1: Médias e desvios padrdo das densidades Opticas (DOsgz nm) de Candida albicans (Ca),
Candida tropicalis (Ct), Candida parapsilosis (Cp) e dos Pocos Controle (PC) néo inoculados. “Cepas

ATCC 12031 e 22019.

DO492 nm
Leveduras RPMI 1640 CSD SA
Med (DP) Med (DP) Med (DP)
Ca 12031 1,023 £ 0,291 0,122 + 0,037 0,153 + 0,013
Ca05 2,001 + 0,057 0,106 + 0,011 0,222 + 0,123
Cal9 0,366 + 0,077 0,177 + 0,027 0,163 + 0,055
Ca 26 0,437 + 0,168 0,145 + 0,062 0,111 + 0,012
Ca 33 0,595 + 0,199 0,146 + 0,019 0,134 + 0,040
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Ca 34 2,290 + 0,685 0,097 £ 0,021 0,315+ 0,270
Ca35 0,769 + 0,026 0,216 + 0,057 0,305 + 0,091
Cp 22019" 0,522 + 0,106 0,443 + 0,150 0,281 + 0,010
Cp 120 0,542 + 0,228 0,120 + 0,030 0,258 + 0,111
Cp 38 2,012 + 1,007 0,772 0,548 0,737 + 0,149
Ct 154 0,927 + 0,631 0,167 + 0,000 0,121 + 0,018
Ct 155 0,440 £ 0,143 0,102 + 0,002 0,218 + 0,213
PC 0,119 + 0,006 0,075 + 0,009 0,111 + 0,017

Tabela 2: Médias e desvios padrdo das densidades Opticas (DO, nm) de Candida albicans (Ca),
Candida tropicalis (Ct), Candida parapsilosis (Cp) e dos Pocos Controle (PC) ndo inoculados. "Cepas
ATCC 12031 e 220109.

A formacédo de biofilme foi mais intensa no meio RPMI 1640, o que pode ser
constatado pelas maiores densidades Gpticas detectadas para todas as leveduras.

Identificou-se que em 50% das leveduras houve um maior crescimento total no
meio RPMI 1640, seguido pelo caldo Sabouraud dextrose com 41,7% das amostras. No
entanto, quando se avaliou a formacé&o de biofilme, identificou-se que em 100% das leveduras
esta forma de crescimento foi maior no RPMI 1640 do que nos outros meios de cultura
verificados pelas maiores densidades Opticas detectadas.

Outro critério analisado, o desvio padrdo dos testes, foi maior em saliva artificial
—58,3% - fato esse corroborado pela formacdo de grumos durante o crescimento plancténico
das leveduras, principalmente de Candida parapsilosis e Candida tropicalis, dificultando o
procedimento de pipetagem de quantidades homogéneas dos indculos por pogo.

A utilizacdo de cristal de violeta é uma alternativa metodologica eficiente, devido
ao fato desse corante apresentar afinidade por células, superficies com cargas negativas e
constituidas por matriz extracelular polissacaridica (LI et al., 2003; RAMAGE et al., 2005).

5.8 CATEGORIAS DE FORMAGCAO DE BIOFILME

A formacdo de biofilme foi avaliada de acordo com os critérios empregados por
Naves (2009), distribuindo os valores obtidos em quartis para classificar de forma semi-
quantitativa as leveduras em quatro categorias de formacéo de biofilme: Forte (F), Moderado
(M), Escasso (E) e Nado Formador (N). Foram consideradas trés formulas indicativas de

formagéo de biofilme.

Férmula FB,; = DO, - DO, Forte (F) Moderado (M) Escasso (E) N&o Formador (N)
RPMI 1640 >0,563 0,563>M >0,384 0,383 >E >0,248 <0,247
CSD >0,071 0,071 >M > 0,043 0,042 > E > 0,023 <0,022
SA >0,109 0,109 >M > 0,038 0,037>E > 0,001 <0,000
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Férmula FB,= DO,/ DO, Forte (F) Moderado (M) Escasso (E) N&o Formador (N)
RPMI 1640 >5,731 5,731 >M >4,216 4,215>E>3,077 <3,076
CSD >1,940 1,940 >M > 1,554 1,553 >E>1,294 <1,293
SA >1,982 1,982 >M > 1,336 1,335>E >1,001 < 1,000
Formula
FEB = (DO\,-DO,) / DOct Forte (F) Moderado (M) Escasso (E) N&o Formador (N)
RPMI 1640 > 0,805 0,805>M=>0,411 0,410 >E>0,302 <0,301
CSD >0,197 0,197 >M > 0,040 0,039 >E >0,029 <0,028
SA >0,190 0,190>M>0,117 0,116 >E >-0,400 <-0,399

Tabela 3: Classificagcdo semi-quantitativa capacidade de formacao de biofilme em quatro categorias
utilizando trés formulas. FB; e FB,: Formacdo de Biofilme. FEB: Formacdo Especifica de Biofilme.
DOy, DOyg2 nm das leveduras aderidas. DO.: DOgg, nm d0S pogos com 0 meio de cultura ndo inoculado.
DOcrt: DOg30nm do crescimento das leveduras no meio de cultura.

A capacidade de formacdo de biofilme das leveduras estd apresentada na tabela 4.

FB1=DO,s-DOc FB>=DO/DO¢ FEB=(DOa-DO.)/DOct

RPMI CSD AS RPMI CsSD AS RPMI CSD SA

1640 1640 1640
Cal9 0247N 0102F 0052M 3076N  2360F 1468M 0,383E 0,229F 0,181 M
Ca26 0318E 0070M 0000N 3672E  1933M 1,000N 1943F 0,292F -0,029 N
Cp120 0423M 0045M 0147F 4555M  1600M 2324F 0500M 0,040M 0,132M
Ca34 2171F 0022N 0204F 19244F 1293N 2,838F 3647F 0,028N 0,364F
Ca35 0650F 0141F 0194F 6462F  2880F 2,748F 0,383E 0,188M 0,189 M
Cal2031” 0904F 0047M 0042M 8597F  1627M 1,378M 2510F 0,037E 0,068E
Cp22019° 0403M 0368F 0170F 4387M  59007F 2532F 0426M 0454F 0,202F
Ct154 0808F 0092F 0010E 7790F  2227F 1090E 1110F 0205F -0,399N
Ct155 0321E 0027E 0107M 3697E  1360E 1964M 0301N 0,104M 0,333F
Cp38 1893F O0697F O0626F 16908F 10,293F 6640F 2506F 0949F 0913F
Ca33 0476 M 0071F 0023E 5000M  1947F 1207E 0419M 0,349F 0,281F
Ca05 1882F O0031E O0111F 16815F 1413E 2000F 2545F 0037E 0,1191F

Tabela 4: Comparacédo da capacidade de formacéao de biofilme calculada com trés formulas distintas —
tabela 3 -, nos meios RPMI 1640, Saliva Artificial (SA) e Caldo Sabouraud Dextrose (CSD). FB; e
FB,: Formacdo de Biofilme. FEB: Formacdo Especifica de Biofilme. DO);: DOyg; nmy das leveduras
aderidas. DO.: DOgg; nm dos pocos com o0 meio de cultura ndo inoculado. DOct: DOgsg nm dO
crescimento das leveduras no meio de cultura.* ATCC 12031 e 22019.

Quanto a capacidade de formacdo de biofilme pelas leveduras, independente da
formula utilizada, quatro (33,33%) cepas foram classificadas com o mesmo padrdo nos
diferentes meios analisados. Ao considerar cada formula separadamente, em cada meio de

cultura, o mesmo fenémeno foi observado.
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As categorias de formacdo de biofilme foram coincidentes para todas as cepas em
todos os meios de cultura quando consideradas as férmulas FB; e FB,, Oito (66,66%) cepas
foram categorizadas de forma distinta pela FEB em relacdo as outras formulas, entre as quais
4 cepas (Cp 120, Ca 35, Ca 12031 e Ct 154) foram classificadas em categorias inferiores as
detectadas pelas outras formulas, enquanto que 4 cepas (Ca 19, Ca 26, Ca 33 e Ct 155) foram
classificadas pela FEB em categorias de maior formacdo de biofilme, com uma excecdo para
Ct 155 em meio RPMI 1640.

A correlacdo dos valores obtidos por cada formula permite inferir que tanto a FB;
quanto a FB; sdo as mais indicadas para analise dos dados de formacdo de biofilme neste
estudo, pois consideram as variaveis relativas ao crescimento séssil das leveduras e dos
pocos-controle ndo inoculados. O indice FEB pode sofrer interferéncias das leituras do
crescimento total, pois esta foi baseada somente na DOgzonm € pode ser influenciada por
fatores inespecificos como a precipitacdo de constituintes do meio de cultura, por exemplo.
Assim, optou-se pela FB; para a andlise dos dados da capacidade de formacdo de biofilme
pelas amostras de Candida albicans e outras espécies do género Candida.

O RPMI 1640 foi o meio de cultura escolhido devido ao fato de ser o mais
utilizado em testes de formacdo de biofilme, nos ensaios antifingicos e por favorecer o
crescimento sessil das leveduras por interagcBes hidrofobicas (BLANCO et al., 2010)
(Gréfico 4) considerando que a hidrofobicidade é uma condicdo favoravel a formacdo de
biofilme, enquanto que no CSD o crescimento das leveduras é influenciado por interacdes
hidrofilicas (GOCKE; CERIKCIOGLU; YAGCI, 2007).

Nos graficos a seguir (4, 5 e 6) sdo apresentados os indices de formacdo de
biofilme nos meios RPMI 1640, caldo Sabouraud dextrose e saliva artificial.
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Gréfico 4: Formacdo especifica de biofilme de Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct) e
Candida parapsilosis (Cp), no meio RPMI 1640.
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Caldo Sabouraud Dextrose
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Gréfico 5: Grafico de formacdo especifica de biofilme de leveduras de Candida albicans (Ca),
Candida tropicalis (Ct) e Candida parapsilosis (Cp), no meio caldo Sabouraud dextrose.
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Gréfico 6: Formacdo especifica de biofilme de Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct) e
Candida parapsilosis (Cp), no meio saliva artificial .

Detectou-se que no meio RPMI 1640 ocorreu maior formacdo de biofilme por
leveduras de Candida sp. e que nesse meio as maiores formadoras de biofilmes foram:
Cal2031, Cp38, Ca34 e a Ca05.

Os biofilmes sdo um nicho que conferem certa “prote¢ao” aos micro-0rganismos,
conferindo-os resisténcia aos tratamentos antimicrobianos e criando condi¢des para fonte de
infeccBes permanentes e resistentes. Estas estruturas sdo formadas em superficies bidticas e
abioticas com producdo de matriz de exopolissacarideos (CHANDRA et al.; 2001; LEWIS;
2001; COSTA; CANDIDO, 2009).

As espécies de Candida sp. possuem acentuada frequéncia de colonizagdo e
capacidade de provocar infec¢do no hospedeiro humano (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Candida albicans possui maior capacidade de formacao de biofilme que Candida parapsilosis
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e Candida tropicalis e produz qualitativamente um biofilme mais complexo; mesmo Candida
parapsilosis sendo uma boa formadora de biofilme (KUHN et al., 2002; COLOMBO;
GUIMARAES, 2003); além disso Candida albicans possui maior capacidade de crescimento,
producdo de enzimas hidroliticas e atividade hemolitica (RORIG; COLACITE; ABEGG,
2009).

59 AVAI:IAC;AO DA ATIVIDADE DA O-CARBOXIMETILQUITOSANA NA
FORMACAO DE BIOFILMES DE Candida albicans E OUTRAS ESPECIES DE
Candida

Na avaliacdo da atividade da O-CMQT na formacdo de biofilme das cepas de
Candida albicans e outras espécies do género Candida, identificou-se que ndo houve inibicao
de forma significativa na formacdo de biofilme nas placas pré-tratadas em comparagdo com as
placas ndo tratadas.

Contrariamente, foi observado aumento da formacdo de biofilme em duas cepas
(Ca 12031 e Ca 05) com o tratamento de 24h em relacdo aos controles ndo tratados
(Tabela 5).

TRATAMENTOS COM O-CMQT

lhora 24 horas

Med DP Med DP
Ca 12031 1,376 0,386 1,246 % 0,845
Ca 05 1,291 0,490 1,182 % 0,239
Cal9 0,643 0,159 1,220% 0,124
Ca 26 0,778 0,558 1,104 0,340
Ca 33 1,227 0,296 1,412 0,293
Ca 34 1,297 0,087 1,277 0,611
Ca35 1,042 0,386 1,336 0,459
Cp 22019" 0,108 0,045 0,864 ° 0,127
Cp 120 0,143 0,055 1,788°% 0,597
Cp 38 1,179 0,273 1,212 0,450
Ct 154 1,034 0,382 1,169 0,294
Ct 155 0,194 0,086 0,723°% 0,231
Pcn 0,071 0,007 0,103 0,006
Pct 0,143 0,006 0,299 0,103
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Tabela 5: indice de Formagio de Biofilme por Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct),
Candida parapsilosis (Cp) em pocos pré-tratados com O-CMQT em 1h e 24h. " Cepas ATCC 12031e
22019. Pcn: Pocos controle negativo. PC,: Pogos controle tratamentos de 1h e 24h com O-CMQT,
respectivamente.

£ = Diferenca significativa entre os tratamentos e os controles néo tratados (p < 0,05).

$ = Diferenca significativa entre os tratamentos de 1h e 24h (p < 0,05).

Ao comparar o efeito de ambos os tratamentos com a O-CMQT foi detectado um
aumento significativo de formacdo de biofilme em quatro cepas apds o tratamento com 24h
em relacdo ao tratamento de 1h, a saber, Ca 19, Cp 22019, Cp 120 e Ct 155 (Gréfico 7).
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Gréfico 7: Formacdo de Biofilme de Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct) e Candida
parapsilosis (Cp), em placas pré-tratadas com O-CMQT em um intervalo de tempo de 1h e 24h.

A O-CMQT induziu a formacdo de biofilme em apenas duas das leveduras
testadas, apds o tratamento de 24h. Tan et al. (2011), propuseram que a O-CMQT serve como
agente antibiofilme, impedindo a aderéncia e inibindo a formacdo de biofilme por bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, ainda que néo tenha sido observada esta atividade contra as
leveduras testadas.

A auséncia da atividade inibitéria da O-CMQT na formagéo de biofilme pelas
leveduras estudadas pode ter relacdo com a formacgdo de pelicula hidrofobica sobre a
superficie dos pocos, pois a hidrofobicidade do composto pode estar correlacionada com uma
maior capacidade de formacéo de biofilmes microbianos (BLANCO et al., 2010).

Segundo Anitha et al. (2009), por meio de uma anéalise de potencial zeta, a O-
CMQT possui superficie com cargas negativas, podendo essa caracteristica ter relagdo com o
aumento da formagcé&o de biofilme pelos fungos.
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6 CONCLUSOES
e Obteve-se na sintese da O-CMQT ganho de massa e na purificacdo perda de
massa.

e O grau de substituicdo da O-CMQT é influenciado pelas condi¢cdes do meio
reacional e o tempo da reacéo.

e Todas as amostras da O-CMQT sintetizadas foram solGveis em agua.
¢ Identificou-se solubilidade da O-CMQT em faixas de pH é&cido-neutro-basico.

e A O-CMQT ndo apresentou citotoxicidade demonstrada pelo Teste de Letalidade
de Artemia salina LEACH. nas concentracdes avaliadas.

e Por meio da correlagdo dos valores obtidos pelas formulas, definiu-se que a FB;
foi a mais indicada para analise da formacédo de biofilme neste estudo.

e O meio de cultura que propiciou a maior formacéo de biofilme foi 0 RPMI 1640.

e Em RPMI 1640, todas as amostras de Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida parapsilosis formaram biofilme em niveis variaveis.

e As leveduras Candida albicans 34, Candida albicans 05 e Candida parapsilosis
38 foram as maiores formadoras de biofilme.

e A 0-CMQT nao inibiu significativamente a formacdo de biofilme das leveduras
estudadas, entretanto observou-se aumento na formacao de biofilme pelas cepas
Ca 12031 e Ca 05 nas placas tratadas com O-CMQT em 24h.
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Resumo: A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, atrds somente da
celulose. Em laboratérios pode ser obtida através dos processos de desproteinizacdo, de
desmineralizacdo e de despigmentacdo de varios materiais bioldgicos oriundos de animais
invertebrados e alguns fungos. Devido as diversas propriedades biologicas descritas,
notadamente a baixa toxicidade, a quitina e seus derivados vém sendo cada vez mais
utilizados em distintos ramos, principalmente na medicina e biomedicina. A quitosana é um
dos derivados da quitina, obtidos através do processo de desacetilacdo parcial em meio
alcalino, e por mais de 70 anos vem ganhando importancia biotecnoldgica em éreas diversas
qgue compreendem deste a agricultura até a medicina; sua ampla utilizacdo deve-se
basicamente a seu amplo espectro de propriedades que compreendem sua biocompatibilidade
e a biodegradabilidade. No entanto, suas aplica¢fes esbarram na insolubilidade da quitosana
em meio neutro e alcalino, objetivando-se contornar esta caracteristica, propds-se
modificacdes quimicas a fim de ampliar ainda mais suas aplicacdes. Assim a carboximetilacao
da quitosana é um dos processos mais importantes, a partir da qual a quitosana torna-se
solivel em pH neutro e alcalino, fato que faz da carboximetilquitosana um composto cada vez
mais pesquisado nas areas médica e farmacéutica.

Palavras-chave: Quitina, Quitosana, Carboximetilquitosana.

[z o, . . . .
‘A quitina, a quitosana e seus derivados exibem um potencial
ilimitado de aplicacoes para seu uso em grande escala”.

AZEVEDO et al.,2007 (Quitina e Quitosana: Aplica¢gdes como Biomateriais)
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QUITINA E QUITOSANA

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, atras somente
da celulose. Foi isolada pela primeira vez no ano de 1811 através de estudos realizados com
fungos, em 1823 identificou a presenca deste polimero nas carapagas de insetos e logo
deduziu-se sua presenca nos demais animais invertebrados como cnidarios, anelideos,
moluscos e demais artropodes, além disso, foi descrita a ocorréncia de quitina em fungos -
basidiomicetos, ascomicetos, zigomicetos e deuteromicetos - e algas (CAMPANA-FILHO et
al., 2007; ROBERTS, 1992; SANTOS et al., 2011; VELASQUEZ, 2003).

A quitina esta associada a proteinas, materiais inorganicos, pigmentos e lipidios,
no entanto, encontrou-se quitina pura em algas diatomaceas Thalassiosira fluviatilis e
Cyclotella cryptica. Por estar associada a diversos componentes celulares ¢ necessario isola-
la utilizando-se alguns métodos que compreendem a desproteinizagdo, a desmineralizagdo e a
despigmentagdo (ANTONINO, 2007; CAMPANA-FILHO et al., 2007; SIGNINI, 2002).
Para a desproteinizacdo utiliza-se diferentes tipos de solventes e enzimas, na desmineralizacéo
o tratamento é realizado a partir de variados acidos em concentracdes diferentes e na
despigmentacdo utiliza-se basicamente etanol ou acetona (SIGNINI, 2002).

A quitina é um polimero constituido por uma sequéncia de mondmeros de 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidos por ligagoes
glicosidicas p no sentido 14 — com predominio da porcdo 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose-, e apresenta caracteristica de solido cristalino, conforme pode ser verificado na
Figura 1 (CAMPANA-FILHO et al., 2007; MOURA et al., 2006; RAMIREZ et al., 2011).

De uma forma geral este polimero é insoltvel em agua, solventes orgénicos, acido
diluido e alcalis, e solivel em &cidos minerais concentrados que provocam uma gradativa
degradacdo do polimero (CAMPANA-FILHO et al.; 2007; MATHUR; NARANG, 1990;
MOURA et al., 2006; RAMIREZ et al., 2011). A quitina possui cadeia linear e trés estruturas
polimérficas diferentes: a, B e y que se diferenciam basicamente devido suas disposi¢des nas
lamelas que formam o polimero, sendo as estruturas o e B as mais comuns (ANTONINO,

2007; CAMPANA-FILHO et al., 2007; ROBERTS, 1992).
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Figura 1: Estrutura priméria da quitina, onde n é o grau de polimerizagao.

A quitina apresenta um alto potencial de utilizagdo na &rea da satde devido sua
baixa toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e mucoadesividade, e por estes
motivos esta sendo cada vez mais empregada também na industria farmacéutica e na industria
de alimentos, entretanto, para tais aplicacdes faz-se importante garantir a pureza do polimero
(AZEVEDO et al., 2007; CAMPANA-FILHO et al., 2007; MATSUI, 2007).

A obtencdo da quitosana pode ocorrer de maneira homogénea ou heterogénea. No
primeiro caso, utiliza-se solucdo aquosa alcalina, enquanto que no segundo utiliza-se
dimetilacetamida-cloreto de litio (SIGNINI, 2002). Através do processo de desacetilacdo
parcial em meio alcalino a quitina transforma-se em quitosana; um polimero constituido
basicamente por uma sequéncia linear de co-polimeros de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose,
em uma quantidade variando de 50-60% do total da biomassa do polimero (Figura 2), com
uma massa molar variando de 10.000 até a ordem de milhdes de Daltons (CAMPANA-
FILHO et al., 2007; VELASQUEZ, 2003; YU et al., 2010; HERNANDEZ, 2004).

No entanto, a quitosana também pode ser encontrada na natureza, em espeécies de
fungos do género Mucor e Zygomicetes (ROBERTS, 1992; AZEVEDO et al., 2007; SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

NH
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™o O 0

HO
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Figura 2: Estrutura quimica da quitosana, onde n € o grau de polimerizagio.



Apesar da quitosana ter sido descoberta a mais de 150 anos, suas propriedades e
aplicacdes biotecnoldgicas sé vém sendo estudadas a cerca de 70 anos (AZEVEDO et al.,
2007; MUZZARELLLI, 1998; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

Devido ao fato de ser preparada a partir de matérias-primas renovaveis
relativamente baratas, como rejeitos da industria pesqueira e apresentar diferentes
possibilidades de manipulacdo, desde géis até suportes celulares e carreadores de fatores de
crescimento, a quitosana desperta interesse na comunidade cientifica de diversas areas
(ABREU; CAMPANA-FILHO, 2005; SPIN-NETO et al., 2008).

Propriedades tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade e interacdo com
diferentes tipos de substancias torna sua aplicacdo biotecnologica ampla, principalmente nas
areas de farmicia, industria de alimentos, de cosméticos, odontologia, agricultura e no
tratamento de agua (ABREU; CAMPANA-FILHO, 2005; CAMPANA-FILHO; SIGNINI;
CARDOSO, 2007; GOMES et al., 2010; HERNANDEZ, 2004; MARTINEZ et al., 2010; YU
etal., 2010).

A quitosana ¢ um polimero policatidnico, trombogénico, com afinidade por
determinadas enzimas, que possui ampla capacidade de bioatividade diversas tais como: acao
antimicrobiana, efeitos coagulante, analgésico, hipocolesterolémico, hipolipidémico, quelante,
atua efetivamente na aceleracédo da cicatrizagdo e no funcionamento celular, com atividades
antioxidantes e inibitorias da apoptose e reducdo da massa corporal (AZEVEDO, 2007;
MOURYA et al., 2010; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006; SEVERINO et al., 2007).

Tais propriedades, assim como sua solubilidade e atividades bioldgicas citadas
anteriormente, possuem relacdo com o grau medio de cargas do polimero e sua consequente
distribuicdo ao longo das cadeias poliméricas (SIGNINI; CAMPANA-FILHO, 2001).

Sua destacada acdo antimicrobiana pode ser explicada devido & presenca de
grupos aminicos que, por sua vez, quando em contato com os fluidos fisiologicos, s@o
protonados, ligando-se a grupos aniénicos presentes nos micro-organismos e desencadeando a
aglutinacdo das células microbianas e consequentemente inibindo o crescimento. Tal
atividade pode, ainda, estar relacionada as propriedades fisico-quimicas do polimero e a
caracteristicas especificas da membrana de certos micro-organismos (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006; SEVERINO et al., 2007).

N&o obstante, a quitosana possui alguns fatores que limitam sua utilizacdo em
diversas aplicagfes, como, por exemplo, o fato de possuir solubilidade em meio acido e

insolubilidade em meio neutro ou alcalino, devido aos grupos amino se apresentarem como



acidos fracos (pK, = 6,5-7,00 (CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007). A
solubilidade da quitosana depende principalmente do grau médio de cargas que os polimeros
possuem, além da distribuicdo das mesmas ao longo da cadeia polimérica; e tais
comportamentos inerentes a solubilidade da quitosana devem-se a preservacdo parcial dos
dominios com interacBes associativas dos polimeros de partida (SIGNINI; CAMPANA-
FILHO, 2001).

Devido a este fato, ha a necessidade de se realizar modificacbes quimicas na
estrutura da quitosana para produzir derivados que possuam um espectro mais amplo de
utilizagbes. Um dos processos que pode ser empregado € a carboxilacdo; neste processo
podem ser introduzidos novos grupos funcionais nas sequéncias monomeéricas, basicamente
nas repetidas unidades dos grupos hidroxila e amino, com o objetivo de ampliar as
propriedades inerentes ao polimero, tais como a biocompatibilidade e estabilidade quimica,
por exemplo (CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007; NGAH et al., 2002).

Dentre os diversos derivados de quitosana, encontram-se por exemplo a N-
succinilquitosana, a N-carboximetilquitosana, a N-carboxibutilquitosana e a O-
carboximetilquitosana, sendo os compostos carboximetilados os mais importantes (GUO et
al.,2006; SILVA et al., 2006).

CARBOXIMETILQUITOSANA

A carboximetilquitosana € o derivado de quitosana considerado mais interessante,
devido a sua capacidade de dissolugdo em agua e em uma ampla faixa de pH. Tal propriedade
deve-se a modificacdo sofrida por este polimero, na reacdo de carboximetilacdo, conferindo
por exemplo, capacidade de adsorcdo e/ou seletividade e otimizacdo da agdo antifingica
(CHEN et al., 2002; CHEN; DU; ZENG, 2003; CHEN; PARK, 2003; GUO et al., 2006;
LEITE et al.; 2005; ZHAO et al., 2003).

Devido as propriedades de acdo em meios neutros, 0 seu espectro de utilizacdo pode
ser ampliado em diferentes ramos das areas médicas e farmacéuticas. Ainda sim, tais
caracteristicas sdo encontradas ndo s6 em derivados carboxilados, mas também em sais de
amonio quartenario e em derivados N-alquilados e N-acilados (ROBERTS, 1992).

A carboximetilacdo da quitosana leva a producdo de derivados O-, N- ou N,O-
substituidos, sendo que a dissubstituicdo nos grupos amino também pode ocorrer, gerando
derivados N,N-substituidos, sendo estes os Unicos derivados da quitosana que apresentam
tanto, grupos —COOH, quanto grupos —NH, (CHEN; PARK, 2003; DUNG; MILAS;



MUZZARELLI, 1998; RINAUDO; MILAS; DUNG, 1993; ZHAO.; WANG, Z.; WANG,
N.S., 2002).

A O-carboximetilacdo da quitosana, por exemplo, € geralmente produzida por reacao
do biopolimero com acido monocloroacético em suspensdo com isopropanol e solucao aquosa
de hidroxido de sodio a temperatura ambiente; a N- carboximetilacdo é geralmente realizada
com &cido glioxilico, com reducdo posterior do cianoboroidreto de sodio; a N,O-
carboximetilacdo ja apresenta como um subproduto dos processo de N-carboximetilacdo e O-
carboximetilacdo, enquanto a N,N-dicarboximetilacdo é obtida na presenca de um excesso de
acido glioxilico (ABREU, 2002; ABREU, CAMPANA-FILHO, 2005; ROBERTS, 1992).

A carboximetilquitosana apresenta estabilidade térmica, a aproximadamente 250°C,
fato que permite sua esterilizacdo por calor himido sem, contudo alterar suas propriedades
fisico-quimicas, além de um ponto isoelétrico igual a 4. Também é um polimero polieletrélito
que possui uma equivaléncia de cerca de 3% e 4% para grupos aminicos e carboxilicos, além
de um pKjigual a 3,2 e uma rotagdo Optica especifica igual a 0,735 (DAROZ et al., 2008;
MONAGAS, 2000; RAMOS et al.,2005).

A escolha adequada das condicgdes e dos reagentes a serem empregados nas derivacoes
permite a obtencdo de N-, O-, ou N-O-substituidos, pois a carboximetilacdo da quitosana pode
ocorrer em dois sitios reativos: quando o sitio reativo for o agrupamento aminico obtém-se a
N-carboximetilquitosana, quando o sitio reativo for o agrupamento hidroxila obter-se-a a O-
carboximetilquitosana (CAMPANA-FILHO; DESBRIERES, 2000; CERRUTTI, 2010;
CHEN et al., 2002; KURITA, 2000).

As caracteristicas mais frequentemente avaliadas nos produtos resultantes das
diferentes reacdes de carboximetilacdo sdo o grau médio de acetilacdo, o grau médio de
substituicdo, a massa molar, a cristalinidade, a solubilidade, o teor de cinzas, o grau de
umidade, cujas importancias relativas serdo dependentes de qual uso terd a amostra
considerada, como a observancia da massa molar assim como da variagéo da viscosidade, por
serem fatores que interferem na atividade bioldgica dos polimeros e nas caracteristicas
inerentes aos polieletrolitos (MONAGAS, 2000; NETO et al., 2008).

A carboximetilquitosana, entdo, apresenta propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
tais como baixa toxicidade, biocompatibilidade e boa correlacdo na formacéo de peliculas,
fibras e hidrogéis, apresentando bons resultados no tratamento de lesdes da mucosa oral e
dermatoldgicas, como agente desintegrante e na formagdo de complexos lipoprotéicos de
baixa densidade e estabilizagdo de emulsdes (CHEN et al.; 2005; MONAGAS, 1998;
MONAGAS et al., 1998; MUZZARELLI, 1998).



CONSIDERACOES FINAIS

A quitina e seus derivados como a quitosana e carboximetilquitosana, cada vez mais
chamam a atencdo da comunidade cientifica devido ao fato da amplitude de suas propriedades
e utilizagdes, sdo compostos de baixo custo, por fazerem parte da biomassa pesqueira que €
rejeitada. Suas propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao toxico,
particularmente sdo caracteristicas que fazem com que tal composto apresente uma gama mais
diversa de aplicacdes em diferentes areas; além a producgdo destes compostos nao necessita de

produtos e procedimentos muito onerosos.

Abstract: Chitin is the second most abundant polysaccharide in nature, second only to
cellulose. In laboratories can be obtained through the processes of deproteinization,
demineralization and depigmentation of various biological materials derived from
invertebrates and some fungi. Due to the diverse biological properties described, notably low
toxicity, chitin and its derivatives are being increasingly used in different branches, mainly in
medicine and biomedicine. Chitosan is derived from chitin one obtained through the process
of partial deacetylation in alkaline medium, and for more than 70 years biotechnology has
been gaining importance in several areas that comprise this agriculture to medicine, its
widespread use is due primarily to its broad spectrum of properties that comprise its
biocompatibility and biodegradability. However, their applications bump in insolubility of
chitosan in neutral and alkaline, aiming to circumvent this characteristic, it was proposed
chemical modifications in order to further expand its applications. Thus the
carboxymethylation of chitosan is one of the most important processes, from which the
chitosan becomes soluble in neutral and alkaline pH, a fact that makes Carboxymethyl
chitosan a compound increasingly researched in the medical and pharmaceutical industry.

Key words: Chitin, Chitosan, Carboxymethyl chitosan.
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Introducao

O teste de letalidade de Artemia salina LEACH. foi proposto em 1956 por Michael,
Thompson e Abramovitz para avaliar a toxicidade de compostos naturais (LHULLIER et al., 2006).
Desde entdo este ensaio € amplamente utilizado por varios pesquisadores na triagem da atividade
bioldgica de varios compostos. Sua ampla utilizacdo se deve ao fato de possuir boa correlacdo com
outros testes mais complexos na determinacdo de atividades antiflngicas, antivirais,
antimicrobianas, parasiticidas, antitumorais e tripanossomicidas, além de apresentar baixo custo e
ser de facil interpretacdo (LUNA et al., 2005; PISUTTHANAN et al., 2004; KRISHNARAJU et
al., 2005).

Em 1981 Vanhaeche e colaboradores (LHULLIER et al., 2006) aprimoraram a técnica e em
1982, Meyer e colaboradores empregaram esta metodologia a fim de validar a toxicidade de
extratos brutos de algumas espécies de plantas da familia Euphorbiaceae. A partir de entdo a técnica
de letalidade obteve reconhecimento como um teste preliminar para a validagdo toxicoldgica de
compostos naturais (PISUTTHANAN et al., 2004).

Objetivos

Rastrear as modificac@es sofridas pela técnica de letalidade de Artemia salina leach proposta
por Meyer em 1982 na literatura especializada ao longo do tempo para propor a sua otimizacdo as
condi¢Oes disponiveis no Laboratorio de Bioensaios da UEG.
Metodologia

Realizou-se um levantamento dos artigos da literatura especializada, no periodo de 1982 até
2012, disponivel na base de dados do Google Académico utilizando como descritor o termo: “Brine
Shrimp Bioassay”, entre os meses de fevereiro a abril de 2012.

Os artigos foram acessados e analisados quanto a possiveis variagdes da técnica empregada,
tendo por base 0 ensaio proposto por Meyer, 1982.

Resultados e discussao
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Um total de 222 artigos foram descarregados a partir de uma lista com 731 referéncias na
pagina do Google Académico, destes 181 (81,5%) foram analisados. Os 41 (18,5%) trabalhos
restantes ndo foram estudados, pois estavam indisponiveis ou corrompidos no momento da busca.

No levantamento realizado constatou-se a inexisténcia de trabalhos com o termo descritor
antes de 1982. No quadro 1 pode-se constatar a distribuicdo dos trabalhos no periodo analisado.

Décadas N° de publicacdes
1982-1992 14
1992-2002 51
2002-2012 111
2012-S/D 05

Total 181

Quadro 1. Distribuicdo das publicacGes com a técnica de letalidade de Artemia salina no periodo
analisado

Outra importante observacdo foi a constatacdo que em 24 (13,3%) dos artigos o termo
pesquisado foi empregado em seus titulos, ressaltando a relevancia da técnica nos estudos
realizados. Além disso, detectou-se que o bioensaio é utilizado de maneira complementar a outras
técnicas, objetivando a obtencdo de resultados ainda mais abrangentes e confiaveis em relacdo a
citotoxidade dos compostos avaliados.

Em 174 (96,1%) dos trabalhos havia citacdo direta de Meyer, dentre os quais 98 (54,1%)
referiam exclusivamente a estes autores, demonstrando que o estudo pioneiro para otimizar a
técnica é uma importante referéncia para os pesquisadores que empregam este bioensaio.

As modificagdes mais frequentemente encontradas na técnica ao longo do periodo estudado
estdo listadas a sequir:

* Divergéncias na técnica de captura das larvas de Artemia salina,

* Intervalo do tempo de ecloséo das larvas — 24, 36 e 48 h,

* Intermiténcia de iluminagéo,

* Temperatura,

* Contagem e selecdo de espécimes,

* Utilizacdo de artemilheiros e

*Particularmente ensaios empregando técnicas de macrodiluigdo e microdiluicéo.

O tempo de ecloséo pode determinar a utilizacdo de larvas em diferentes estagios, pois em
um prazo de 24 h serdo desenvolvidas larvas em estagio de nauplio e em 48 h de metanauplio, o que
poderia implicar em distintos graus de sensibilidade aos compostos analisados.

A captura das larvas por pipeta de Pasteur foi citada em apenas 17 (9,3%) trabalhos sendo
normatizada a fim de se uniformizar a quantidade de larvas que serdo adicionadas aos testes de
citotoxidade, no entanto, nenhum trabalho explicou em detalhes tal procedimento.
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Enquanto a macrodiluicdo foi utilizada em 148 (81,8%) dos trabalhos, a técnica de
microdiluigdo proposta por McLaughlin, 1991 foi empregada em 35 (19,3%) sendo que tal
abordagem amplifica o numero de triagens realizadas, conferindo assim uma agilidade maior aos
testes realizados.

Detectamos que em 80 (44,2%) artigos havia alguma inferéncia implicita ou mesmo
justificada das adaptacdes da técnica a partir de Meyer, ou ainda, faziam referéncia a outros autores
que propuseram otimizacgdes da técnica pioneira.

Consideracoes finais

O teste de letalidade de Artemia salina LEACH. € uma metodologia amplamente utilizada
para a triagem de atividade bioldgica ou citotoxicidade de diversos compostos. Mesmo com as
inimeras adaptacdes que a técnica sofreu ao longo do tempo, Meyer e colaboradores sdo os autores
mais citados.
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