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Synthesis, Toxicity and Activity of Carboxymethyl Chitosan on Biofilm Formation by
Candida sp.

Abstract: Increasing incidence of infections caused by Candida sp. and its resistance to antifungals justify the
research of novel compounds with antimicrobial activity. Carboxymethylchitosan is a derivative of chitosan with
properties such as biocompatibility, biodegradability and solubility in a wide range of pH and for these reasons is
interested in medical and pharmaceutical areas. In this study, carboxymethylchitosan was obtained by
carboxymethylation of chitosan and then purified and characterized by analysis of solubility degree, solubility at
different pH ranges and infrared spectroscopy. The toxicity of the compound was determined by brine shrimp
lethality assay, and its activity was subsequently evaluated in biofilm formation by Candida yeasts. The results
showed an initial weight gain, after purification, a loss of the total weight of the polymer, the degree of substitution
was influenced by the reaction conditions and the reaction time, the compound was soluble in a wide pH range
including groups acid-neutral-base. It was found that the carboxymethylchitosan was non-toxic against Artemia
salina in the evaluated concentrations and showed no significant inhibitory activity against biofilm formation by
Candida sp. The lack of toxicity increases the prospect of further applications of the compound, for example, as a
carrier and a complexing agent with proven antifungal compounds.

Keywords: Carboxymethylchitosan; toxicity; biofilm; Candida sp.

Resumo

O aumento da incidéncia de infec¢des provocadas por Candida sp. e da resisténcia aos antifungicos reforcam a
necessidade de investigacdo de compostos inovadores com atividade antimicrobiana. A carboximetilquitosana é um
derivado da quitosana que possui propriedades tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade e solubilidade em
um amplo espectro de pH e por estes motivos tem despertado interesse nas dreas médicas e farmacéuticas. Neste
estudo, a carboximetilquitosana foi obtida por carboximetilagdo da quitosana e depois purificada e caracterizada
através de andlise de grau de solubilidade, solubilidade em diferentes faixas de pH e espectroscopia de
infravermelho. A toxicidade do composto foi determinada pelo ensaio de letalidade de Artemia salina,
posteriormente foi avaliada a sua atividade na formagdo de biofilme por leveduras do género Candida. Os
resultados demonstraram um ganho de massa inicial, e apds a purificagdo, uma perda de massa total do
biopolimero, o grau de substitui¢do foi influenciado pelas condigdes reacionais e pelo tempo de reagdo, o composto
foi hidrossolivel numa ampla faixa de pH compreendendo faixas de acido-neutro-base. Constatou-se que a
carboximetilquitosana foi atdxica contra Artemia salina nas concentragGes avaliadas e ndo apresentou atividade
inibitdria significativa contra a formagao de biofilme por Candida sp. A auséncia de toxicidade reforga a perspectiva
de novas aplicagdes do composto, como por exemplo, como carreador e agente complexante de compostos com
comprovada agdo antifiingica.
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1. Introdugao

Relatos de infec¢des humanas associadas
a patogenos fungicos apresentaram um
significativo aumento nos ultimos anos. A
partir da década de 1980, constatou-se a
emergéncia de infecgGes fungicas
nosocomiais causadas principalmente por
leveduras do género Candida, representando
um sério problema de saude."?

As leveduras do género Candida sdo
consideradas os terceiros agentes etioldgicos
comumente observados em casos de sepses
em centros de terapias intensivas. O
aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos, principalmente
portadores do virus HIV e a o aumento da
resisténcia aos antifungicos disponiveis sdo
0os principais responsdveis pela elevada
prevaléncia desta infecgdo.*® A capacidade
de colonizagdo a distintos substratos
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formando biofilmes confere maior resisténcia
aos antimicrobianos.” ™

Os agentes terapéuticos indicados para
tratamento de invasdo na corrente
sanguinea, como anfotericina B, nistatinas e
derivados azélicos, possuem efeitos toxicos,
especialmente quando do seu uso

prolongado, e devido a estes eventos
colaterais a busca por novos modelos
terapéuticos torna-se fundamental.*?

Além disso, as infecgcbes fungicas

frequentemente apresentam recidivas e sao
de dificil controle, fato que justifica a
necessidade de desenvolvimento de novas
terapias antifungicas. Os antifungicos
disponiveis podem ser inibitérios do
crescimento ou mesmo causar a morte de
leveduras em fase de crescimento, mas sao
incapazes de atuar com a mesma eficacia
contra os mesmos micro-organismos quando
crescem associados a biofilmes, que sao
considerados como um importante fator de
viruléncia.”®*™®

A carboximetilquitosana é um derivado da
quitosana com uma ampla gama de
propriedades, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atoxicidade,
mucoadesividade, solubilidade em uma
ampla de faixa de pH e em 4gua e capacidade
de atuar na modulag3o celular.”?!

No presente estudo objetivou-se sintetizar
a carboximetilquitosana por carboximetilagdo
da quitosana, purifica-la e caracteriza-la
através de analise de grau de solubilidade,
solubilidade em diferentes faixas de pH e
espectroscopia de infravermelho e analisar
sua toxicidade e atividade na formagdo de
biofilme em Candida sp.

2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e
carboximetilquitosana

purificacdo da

A sintese da carboximetilquitosana seguiu
a metodologia utilizada por Abreu®> com

Vo

modificacdes. Foram suspensas 9 g de
guitosana (Galena, lote 1108001902) com
tamanho médio de graos de 150 um em 195
mL de isopropanol e mantida sob agitacdo
por 20 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados lentamente 61,2
g de solucdo aquosa de hidréxido de sddio
40% (m/V) e 43,2 g de solugdo de acido
monocloroacético em isopropanol (1:1 m/m),
deixando ocorrer a reagdo 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 4cido acético
glacial. O residuo sdélido foi filtrado
novamente e lavado varias vezes com etanol
80%, etanol absoluto, e metanol absoluto,
sendo em seguida seco a temperatura
ambiente (= 25°C - 1 atm).

Para a purificacdo foram adicionados 1,5 g
de carboximetilquitosana em 750 mL de 4gua
destilada, sendo a suspensdo mantida sob
agitacdo por cerca de 24 horas e filtrada sob
pressdao positiva através de membranas de
dimensdes de poros de 5 um 1,2 um e 0,8
pum. Foram adicionadas 750 mL de NaCl 0,2
mol.L™ a solugdo resultante; permanecendo
sob agitacdo durante cerca de 30 minutos.
Em seguida, foi adicionado etanol 95%, em
proporgdes de 100 mL e com forte agitagao
até sua total precipitacio, sendo o
precipitado filtrado e lavado com solu¢des de
etanol a 75%, 80% e 90% (v/v) e etanol
absoluto e seco a temperatura ambiente.

2.2. Caracterizagao de
carboximetilquitosana

Os derivados secos de
carboximetilquitosana foram caracterizados
quanto ao grau de substituicao por titulacao
potenciométrica, solubilidade em diferentes
faixas de pH e por espectroscopia na regiao
do infravermelho.

Para determinacdo do grau de
substituicdo (GS), 0,25 g da
carboximetilquitosana foi suspensa em 250
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mL de agua deionizada ficando sob agitacdo
por 18 horas, em seguida adicionou-se 0,21
mL de HCl concentrado. Em seguida uma
aliquota de 100 mL de solugao foi titulada em
titulador automatico, modelo 877 Titrinoplus
com solugdo aquosa padronizada de NaOH
0,1 mol.L". Esta andlise foi realizada em
duplicata e O grau de substituicdo (GS) foi
calculado de acordo com Abreu.?

A determinacdo da solubilidade da
carboximetilquitosana em diferentes faixas
de pH foi baseada na turbidez de suas
solucdes em d4gua. As amostras foram
dissolvidas em dgua deionizada e o pH das
solugdes (Cp = 1,5 g.L") foi ajustado com
solugdes aquosas de HCl e NaOH 0,5%. A
transmitancia das solugdes foi registrada em
espectrometro UV~ (QUIMIS, modelo:
0798U2V5), utilizando-se uma cela de
qguartzo de 1 cm. A analise foi realizada
considerando o aumento da absorcdo
associada diretamente a turbidez das
solugdes, pois o aumento ou mesmo a
diminuicdo do pH das amostras decorre a
insolubilidade e as solugdes passam a possuir
suspensoes.

Nas andlises de espectroscopia no
infravermelho, as amostras foram
previamente secas em estufa a vacuo a 60 °C
por 12 h e pulverizadas com KBr grau
espectroscopico na proporgio de 1/100
(m/m). As misturas resultantes foram
prensadas em formato de pastilhas e secas
em estufa a vacuo a 60 °C por 24 h. A andlise
de todas as amostras foi realizada em
espectrofotometro de infravermelho Perkin-
Elmer modelo Spectrum Frontier FT-IR/NIR
(Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT), na regido
espectral entre 4000 a 400 cm"l, com
resolucdo de 4 cm™.

2.3. Ensaio de letalidade com Artemia
salina

A metodologia foi adaptada de Molina &
Said.”® Neste ensaio foi empregado o meio de
agua marinha sintética preparado com a
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dissolucdo em agua destilada de sal marinho
(40 g.L") suplementado com extrato de
leveduras (6 mg.L") e esterilizado em
autoclave. O pH foi ajustado a 8,5 com
solucdo de Na,CO; 0,1 mol.L?. Oitenta
miligramas dos cistos foram incubadas por 36
horas em 1 L do meio com iluminagdao
natural, com temperatura ambiente e
oxigenacdo constantes. Apds a eclosdo, os
nauplios foram atraidos por fonte de luz,
pipetados e transferidos para uma placa de
Petri com 5 mL de meio fresco de agua
marinha sintética.

O bioensaio foi realizado em microplaca
de poliestireno estéril de 96 pocos na qual
foram adicionados diferentes concentracgoes
(50 mg.mL™; 25 mg.mL?, 12,5 mg.mL"?, 6,25
mg.mL* e 3,125 mg.mL™) de
carboximetilquitosana. Os nduplios foram
distribuidos na placa, padronizando um total
de 10%1 de individuos em cada po¢o. Foram
incluidos nos ensaios controles negativos, de
viabilidade e de letalidade utilizando K,Cr,05.
Os resultados permitiram o calculo da DLsg
pelo método grafico para dose resposta -
Préobito, no programa Statplus 2009
professional (AnalystSoft). Todos os ensaios
realizados foram feitos em triplicata e de
maneira independente.?

2.4 Ensaio de formagao de biofilme

Doze leveduras do género Candida
provenientes do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal de Goids: C. albicans
ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019,
isolados clinicos de C. albicans - Ca05, Cal9,
Ca26, Ca33, Ca34, Ca35; isolados clinicos de
C. parapsilosis - Cp38, Cp120 e C. tropicalis -
Ct154 e Ct155, foram incubadas em 3agar
Sabouraud dextrose a 35°C por 48h,
posteriormente trés colbnias tipicas foram
transferidas para o caldo Sabouraud dextrose
e incubadas a 35°C por 24h. Em seguida, 500
uL? do caldo crescido foram transferidos
para 4,5 mL™ de caldo RPMI 1640 e aliquotas
de 200 pL? foram colocadas em pogos de
placas de microtitulacao de poliestireno, que
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foram incubadas a 35 °C por 24h.’

As placas foram posteriormente tratadas
segundo metodologia descrita por Naves et
al”. As densidades dpticas obtidas foram
utilizadas para a determinagdo do indice de
Formacdo de Biofilme (FB) por meio da
féormula FB = DOj,- DO, na qual a DO,=
Densidade Odptica a 492 nm das leveduras
aderidas; DO.= Densidade éptica a 492 nm do
controle ndo inoculado.

Para a quantificacdo do biofilme formado
realizou-se analises descritivas, incluindo
valor da média e da variabilidade (desvio
padrdo e quartis) e os resultados obtidos
foram classificados semiquantitativamente.

2.5. Avaliacgdo da atividade da
carboximetilquitosana na formagao de
biofilme

A formacdo de biofilme em pocos pré-
tratados com carboximetilquitosana foi
avaliada por meio metodologia proposta por
Naves et al. (2010).% Sucintamente, 200 pL*
da solugdo de carboximetilquitosana em agua
destilada estéril com concentracdo de 50
mg.mL" foram colocados em pogos das
microplacas durante 1h e 24h a 35 °C, em

Vo

secados por 20 minutos a 35°C e foram
realizados os ensaios de formacdo de
biofilme conforme previamente descrito.

Todos os ensaios foram feitos em
triplicata, incluidos controles de esterilidade
e de crescimento das leveduras na auséncia
da carboximetilquitosana. Os resultados
foram analisados semiquantitativamente a
fim de avaliar a significAncia em amostras
diferentes em um dado momento e das
mesmas amostras em tempos diferentes o
teste T de Student pareado e nao pareado,
com p < 0,05.

3. Resultados e discussao

A sintese da carboximetilquitosana foi
realizada em duas etapas: a alcalinizacdo e a
eterificacdo. Na etapa de alcaliniza¢do, a
quitosana foi tratada com solugdo de
hidréxido de sdodio na presengca de
isopropanol que atua simultaneamente como
agente intumescedor e diluente facilitando a
penetracdo do NaOH, que age como agente
desprotonante (base) na estrutura da
quitosana. Na segunda etapa, acido
monocloroacético foi adicionado ao meio
reacional promovendo a eterifica¢gdo do alcali

seguida os pogos foram  lavados de quitosana (Figura 1).”
assepticamente com caldo RPMI 1640,
“OH
(i)
1 (0]

n

@) e (ii)
-~

Figura 1. Mecanismo da reac¢do de carboximetilagcdo da quitosana: (i) alcalinizagao e (ii)
eterificacdo (R=H ou CH,COONa)
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Durante a reagdo de carboximetilacdo

ocorre a formacdo de glicolato de sédio pela

reacdo entre o acido monocloroacético e o
hidréxido de sédio (Eq. 1). O glicolato é

CICH,COO'Na* + Na'OH - HOCH,COO'Na* + NaCl

O grau de substituicdo médio (%GS) da
carboximetilaquitosana foi de 1,73 + 0,07. Na
Figura 2 é mostrada a curva de titulagdo
potenciométrica. O grau de substituicdo é um
nivel médio de grupamentos CH,COO™ que

Ribeiro, C. L. et al.

eliminado na etapa de purificagdo através da
lavagem com misturas etanol/agua dos
derivados carboximetilados.

(Eq. 1)

substituiram o H presente nos grupamentos
OH; principalmente nas posicoes C-6 e C-3
dos monémeros da cadeia polimérica de 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose.

T ¥ T

10 15 20

Valume de NaOH {mL)

Figura 2. Curva de titulacdo potenciométrica da carboximetilquitosana com NaOH

O teste de solubilidade em diferentes
faixas de pH da carboximetilquitosana
demonstrou que o biopolimero foi solivel em
faixas de pH variando de 1,40 a 2,40 e 3,90 a
12,30 O composto foi insolivel apenas na
faixa entre 2,4 a 3,9, o que reforga a boa
solubilidade do biopolimero sintetizado,
inclusive em pH fisiolégico (Figura 3).

carboximetilados de
considerados os mais
particularmente pela sua

Os compostos
quitosana sdo
interessantes,

capacidade de dissolugdo em agua e em uma
ampla faixa de pH. Alguns trabalhos
demonstram que a carboximetilquitosana é
insoltvel em faixa de pH &cido®’, outros que a
carboximetilquitosana é soluvel em pH acido
e neutro e insolivel em pH basico.”® As
diferengas encontradas nos diversos estudos
poderiam ser explicadas pela origem das
quitosanas utilizadas, bem como pelos
diferentes processos de carboximetilagao.
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1,40 2,40 3,90
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12,30

Figura 3. Faixas de solubilidade (HH) e insolubilidade (L] ) da carboximetilquitosana em
diferentes faixas de pH

A analise comparativa dos espectros de

infravermelho da quitosana e
carboximetilquitosana permite avaliar as
modificagbes  quimicas  ocorridas  nos

monomeros do biopolimero apds o processo

de carboximetilacdo da quitosana
(Figura 4).

Os espectros de quitosana e
carboximetilquitosana permitem a

identificacdo de que na amostra de quitosana
existem bandas em cerca de 3428 cm?,
caracteristica de estiramento axial de O-H e
N-H, em 2921 cm? pico tipico de
estiramento de C-H; em 1659 cm"l, pico
caracteristico da banda de deformacdo axial

de C=0 (banda de amida I); em 1603 cm™,

caracteristico da deformacao angular de N-H;
em 1377, caracteristico de deformacao
angular simétrica de CH; em 1320,
caracteristico de deformagdao angular
assimétrica de amida Il e em 1051,
deformagdo angular de C-0.%

No composto carboximetilado foram
identificados picos bastante intensos em
1603 cm™ e 1419 cm™, caracteristicos das
deformacgdes axiais simétricas e assimétricas
de COO, respectivamente, além de um
aumento na intensidade do pico em 1320,
correspondente ao estiramento C-O-C, todos
comprovando a ocorréncia da
carboximetilacdo da quitosana.’®*

-

]

&S

Transmitincia (%

. 1

Lilalnln) A500 ADDD 2

SO

SUETSE i S 4 (S U S
Foon 15 '

MNimers de Onda (cm )

Figura 4. Espectros de infravermelho quitosana e carboximetilquitosana

A carboximetilquitosana ndao apresentou
toxicidade nas concentragGes testadas (DLsg
>50 mg.mL™ ). A méaxima concentracdo foi

limitada pelo aumento consideravel de
viscosidade e inchamento do composto nos
testes.
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O teste de letalidade de Artemia salina
possui boa correlagdo quando comparado a
outros testes de validacdo da toxicidade e
bioatividade, por isso vem sendo
amplamente utilizado na triagem da
atividade bioldgica de vdrios compostos
naturais e sintéticos,®% cujo aumento da
mortalidade é proporcional ao aumento da
concentragdo do composto avaliado; através
dessa proporcionalidade de dose efeito
determina-se a DLs, [36].

Candida albicans quando comparadas

com as demais espécies avaliadas no
presente estudo — C. tropicalis e C.
parapsilosis - apresentaram maior

capacidade de formacdo. Outros autores
verificaram este fendmeno, assim como uma
maior taxa de crescimento e complexidade
dos biofilmes, como também consideravel

2,500

2,000

1,500

CP120 Ca26 Ca19 ATCC

10231

Ca34

mAdesdo inicial 1h B Formacéo de biofilme 24h
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produgdo de enzimas hidroliticas e atividade
hemolitica.***"*

As maiores formadoras de biofilme foram
C. albicans - ATCC 12031, Ca34 e Ca35,
enquanto as que apresentaram menores
capacidades de formacdo de biofilme foram
cepas tanto de C. albicans quanto de
Candidas ndo albicans - Cal9, Ca26, Ct155 e
CpATCC 22019. (Figura 5)

Constatou-se que nos pogos pré-tratados
com a carboximetilquitosana houve aumento
da densidade dptica que indica a formacao
de biofilme, notadamente para as leveduras
Cal9, CpATCC 220119, Cp120 e Ct155 nas
placas que foram pré-tratadas durante 24
horas. Identificou-se um aumento na
capacidade de formacdo de biofilme na
presenca de carboximetilquitosana em cepas
que apresentaram baixa capacidade nos
pocos controle.

Ll
il iiliirl il ii ir‘ mi ;iT‘ iiliﬁ ii

Cp 22019

Ct154 Cp38 Ct155 Cao05 Ca33 Ca35

Pré-tratamento CMQ 1h ® Pré-tratamento CMQ 24h

Figura 5. Formacao de biofilme por Candida albicans (Ca), Candida parapsilosis (Cp) e Candida
tropicalis (Ct)

A atividade da carboximetilquitosana
pode ser explicada pela formacdo de uma
pelicula na superficie dos pocos, pois o
biopolimero possui propriedades
hidrofdbicas e pode ter condicionado a

superficie do poliestireno, deixando-a mais
mais susceptivel a formag3o de biofilme.***

Os dados obtidos confrontam os
apresentados por Tan et al. (2011)* que
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propuseram a utilizacao de
carboximetilquitosana como agente
antibiofilme contra estirpes bacterianas

Gram-positivas e Gram-negativas, pois neste
estudo ndo foi observado o mesmo
fendbmeno de inibicdo de formagdo do
biofilme fungico.

4, Conclusao

A formacgao biofilme é considerada um
importante fator de viruléncia de Candida.
Estas leveduras podem crescer como
biofilmes nas superficies da maioria dos
dispositivos médicos, e portanto sdo
responsaveis por uma consideravel
morbidade e mortalidade em ambientes
hospitalares. Crescendo em biofilmes, estes
micro-organismos expressam elevada
resisténcia aos agentes antimicrobianos que
pode ser até mil vezes maior do que as
células planctonicas. *?

Neste trabalho mostrou-se que a
carboximetilquitosana  foi  atdxica nas
concentracdes avaliadas e que induziu de
maneira significativa a formacdo de biofilmes
por Candida sp. A auséncia de toxicidade do
composto reforga a perspectiva de novas
aplicagbes principalmente nas dreas médicas
e biomédicas, atuando como carreador de

compostos com comprovada eficiéncia
terapéutica ou antimicrobiana.
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