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RESUMEN

El presente estudio se propuso evaluar €l efecto de Quitosan de
Alto Peso Molecular ( QAPM ) y Alginato de sodio ( Al-Na)
sobre laadherenciafungica. Seaislo eidentificé C albicansde
saliva no estimulada provenientes de individuos sanos, ambos
sexos. Se determind la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM)) paracadauno delos biopolimeros. Losvaoresde CIM
fueron de 0.25g % (P/V ) para QAPM y de 0.10 g % (P/V )
paraAl- Na.

Se evalud lahidrofobicidad delaslevadurasfrenteal xileno en
presenciade QAPM .

Se observaron diferencias estadisticamente significativa
(p<0.05) entre el control (sin QAPM ) y las diferentes concen-
traciones de QAPM en las suspensionesfungicas. Al comparar
con el control QAPM y Al-Na disminuyeron la adherencia de
las levaduras a las Células Epiteliales Bucales (CEB )
(p=0.00001), siendo mas efectivo Al-Na (p=0.0001).

QAPM despegd y agreg6 C abicans incluyendo a hongo y
CEB en lamalla. Al-Nainhibio, agregd y atrap6 alalevadura
enlaredy excluy6 a CEB. Ambos biopolimeros son efectivos,
aungue Al-Na demostro ser un fuerte inhibidor de la adheren-
cia. En consecuencia, estos biopolimeros solos o combinados
podran ser usados en el tratamiento de la candidosis oral.
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INTRODUCCION

Lacandidosisoral esunainfeccion muy comin en las personas
de edad portadoras de protesisdental. C albicansesel microor-
ganismo més abundante que coloniza los poros del acrilico y
reinfecta la cavidad oral. Altos recuentos de hongos en saliva
es comun encontrar en lamayoriade los portadores de prétesis
(78 a 100 %) en relacion con individuos dentados (30 al 60 %)
(1-3). La prevalencia de esta patologia es mayor en pacientes
con compromiso inmunol égi co, trastornos hematol dgicos, HIV,
transplantados, diabéticos y aquellos que sufren xerostomia
provocada por terapia antibiética prolongada o drogas
citotdxicas (4,5).

Laadhesién del hongo alas superficiesduraso epitelialesdela
cavidad oral incluye activos movimientos de quimiotaxis,
interaccidn entre laenergialibre de superficie, potencial zetay
la hidrofobicidad. Es importante destacar €l rol de los compo-
nentes salivales en las interacciones estereoquimicas entre la
superficie del microorganismo y el huésped. Dichas
interacciones que tienen lugar en el biofilm fortalecen el
sinergismo de los microorganismos que lo constituyen. Cuan-
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do agentes exdgenos (drogas, antisépticos, etc.) modifican la
adhesion inicial seinterrumpe lacolonizacion microbianay la
subsiguiente invasion alostejidos del huésped (6,7).

Los perfiles de adherencia dependen de las caracteristicas es-
tructural es del microorganismo, del polimorfismo delosrecep-
tores (glicoproteinas, proteinas) caracteristico de las diferentes
localizaciones de la cavidad bucal (8).

Estudios realizados por nuestro equipo de investigacion reve-
laron que los sujetos que padecen de candidosis oral muestran
deficiencias en determinados componentes salival esrel aciona-
dos con el sistemalocal de defensa (9). Estos valores se recu-
peran a finalizar el tratamiento de |los pacientes tratados con
ketoconazol y nistatina (10). Se ha demostrado que tanto
nistatina como ketoconazol, desarrollan resistencia. En trata-
mientos prolongados es comun la presencia de efectos colate-
rales (nauseas, vomitos, toxicidad, etc.), no siempre tolerados
por el paciente .La accién de limpieza del flujo salival y dela
muscul aturaoral modifican las concentraciones necesarias para
conseguir el efecto terapéutico deseado y en consecuencia re-
ducen la eficacia de |os agentes administrados (11).
Resultados in vitro realizados por nosotros han demostrado la
efectividad de QAPM y AINaen el proceso de atrapamiento y
adsorcion de cepas autdctonas de St mutansy C abicans sobre
perlas de hidroxiapatita (12).

El objetivo de este estudio pretende modificar la adhesidn del
hongo acélulas epiteliales bucalesy abases acrilicas mediante
€l uso dedichos polimeros. En base alos resultados hallados se
prevee continuar con el desarrollo de unaformulacion de estos
polimeros, biocompatibles, bacteriostéticos e inocuos para el
huésped, destinado al control potencial de infecciones orales.

MATERIAL Y METODOS

- Microorganismos: Se aisl6 C albicans de pacientes asistidos
en la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de
Cordaba. El aislamiento fue realizado en un medio selectivo de
agar Sabouraud con cloranfenicol a 1 % (Biokar Diagnostica,
France) y se incubaron por 48 - 72hs a 37 °C (13,14). Las
cepas fueron identificadas por: prueba del tubo germinativo,
caracteristicas morfol égicas sobre agar harinademaizy por un
kit: APl 20AUX (Api 20 CAUX , bioMéieux, France) comer-
cialmente disponible.

- Biopolimeros: Seutiliz6 QAPM purificado a 1%, deacetilado
al 85% (Sigma), peso molecular aproximado de300kD y vis-
cosidad de 280 cpsdisuelto en &cido acético 0,1 N pH 5,9. Tam-
bién se utilizo Al-Na de ataviscosidad 2g % (P/V) (Aldrich).
Se prepararon diluciones a 1 %. Las soluciones fueron mante-
nidas en constante movimiento en un agitador a40 °C hastala
solubilizacién compl eta.

El cambio conformaciona del QAPM vy del Al-Na se realizé
mediante el agregado de buffer fosfato 0,4 M pH 7 y CaCl, 1M
respectivamente, a momento de larealizacion de cadaensayo.
- Preparacion dela suspension delevaduras: Lacepasaisladas
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fueron suspendidas en caldo Sabouraud (5x 10 ¢ cel/mL) y se
incubo durante 16 hsa 37 °C. Las células fueron transferidas a
PBSpH 7,4 estéril y lavadas dos veces. Las levaduras fueron
resuspendidas a una concentracién de 1x 106 —1x107 cel/mL
a 520 nm. Las muestras se dejaron reposar a temperatura am-
biente por 5 minutos. L os biopolimeros fueron agregados alas
concentraciones anteriormente mencionadas, por encimay por
debajo de la concentracion inhibitoria minima. Se uso como
control muestras sin polimero. Finalmente las muestras fueron
agitadas a 3000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue re-
movido y e sedimento fue resuspendido en PBS. Se tomaron
alicuotas del sobrenadante y del sedimento resuspendido y se
colorearon por tincion de Gram para evaluar los cambios
morfol 6gicos a través de microscopia ptica (15).

- Determinacion dela Concentracion Inhibitoria Minima delos
biopolimeros (CIM): Se siguieron los criterios descriptos por
Tars et a (16) con modificaciones. Se usaron concentraciones
de QAPM que oscilaron entre 0.10 a1g % (P/V) y de Al-Na
del 0.05 a 2g % (P/V), acanzando un volumen final de 1 ml.
Se prepararon dos series de las diluciones de cada uno de los
polimeros en caldo Sabouraud dextrosa (Biokar Diagnostica,
France). Luego seadicion6 1 ml dePBSpH 7aQAPM Yy 1mL
de CaCl, aAl-Na. Seinocul 6 con 5x 10° UFC/mL de Calbicans
y seincubd por 24 hsa 37°C.

LaCIM fue visual y espectrof otométricamente definida como
la concentracién de |os biopolimeros que resulto en la mayor
inhibicién del crecimiento fungico.

- Ensayo de Hidrofobicidad: El grado de hidrofobicidad serea-
liz6 seglin la técnica descripta por Tarzi et a (17). C albicans
fue crecida en PBS pH 7 durante toda la noche (1 - 5x 10 &
UFC/mL) en presencia o ausencia de los biopolimeros, para
ello se utilizd QAPM a concentraciones de: 0.05, 0.10, 0.20,
0.25 g % (P/V) y Al-Na a concentraciones de:  0.025, 0.05,
0.10, 0.20 g % (P/V). Se uso un control sin polimero.
Posteriormente se midi6 la DO a 520 nm. Se tomd 1 mL de
cada concentracion de las muestras, selesadiciond igual canti-
dad de xileno y seincubaron a 37 ° C por 10 minutos. Se agita-
ron por vortex durante 1 minuto y se mantuvieron atemperatu-
ra ambiente por 20 minutos. La fase acuosa inferior fue luego
removida y se midié la DO de la suspension por
espectrofotometriaa 520 nm.

L os resultados se expresaron como €l porcentaje delaDO ini-
cial, donde cada valor representa € promedio més la desvia-
cion estandar de repetidos ensayos.

- Agregacion de C albicans a los biopolimeros:

Quitosan alto peso molecular : Paraevaluar lainteraccion en-
tre QAPM y C albicans setomd una suspension de dichas célu-
las (106 UFC/mL) en buffer fosfato y se dejé reposar 5 minutos
atemperatura ambiente. Luego se agregé QAPM 0.25 g % (P/
V) y se gjustd el pH a7 mediante el agregado de fosfato de
sodio o hidréxido de sodio.

Lasmuestras se agitaron suavementey se centrifugaron a3000
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X g por 5 minutos. Se extrajo el sobrenadantey el sedimento se
lavé dos veces con una solucion de fosfato de sodio 125 mM
pH 7y selo resuspendio con un volumen igual de dicha solu-
cion. Se tomaron alicuotas del sobrenadante y del sedimento
resuspendido y se colorearon con tincién de Gram para la
determinacion de los cambios morfoldgicos por microscopia
Optica.

Alginato de sodio: Se prepard una suspension delevaduras (10
8 UFC/mL) alaque seleagregd Al-Na0.10 gr % (P/V) , luego
se adicioné CaCl, 1M parainducir el cambio conformacional.
Se gjusté € pH a7 y se lo mantuvo a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A partir de aqui se siguié un procedimien-
to similar a descripto con QAPM para la evaluacién por
microscopia optica.

Preparacién de Celulas Epiteliales Bucales (CEB): Para los
ensayos de adherencia de células epiteliales bucales (CEB ) se
utilizd el método de Kimuray Pearsall (18). Seextrajeron célu-
las, durante lamafiana, de seisindividuos sanos, tresde sexo
masculino y tres de sexo femenino, por raspado de mucosa del
carrillo derecho e izquierdo con isopos de algodén estérilesy
sesuspendié en 10 mL de PBS estéril. Lasuspension decélulas
fuelavadatresveces con PBSy se centrifug6 a 3500 x g por 10
minutos. Las células epitelial eslavadas fueron resuspendidas a
una concentracién de 1-2 x10° cél/mL (Cémara de Neubauer,
HB, Alemania) y se usaron inmediatamente para los ensayos
de adherencia.

- Ensayo de adherencia de C albicans a CEB:

Preparacién de la suspension de levaduras: la suspension de
levaduras fue preparada como se describe previamente (15). El
ensayo de adherenciafue realizado segin latécnicade Kimura
y Pearsall (18) con modificaciones. Previo al ensayo de
aherencia0.5 mL de CEB fueron tratadas con salivainactivada
(30 minutos a56 °C) y centrifugadas a 3000 xg por 5 minutos.
Setomaron 0,5 mL de CEB pretratadasy fueron mezcladas con
igual volumen de QAPM 0,25 g % (P/V) 6 deAl-Na 0,10 g%
(PIV) . Posteriormente serealizd el cambio conformacional.
Lasuspension CEB/biopolimeros/levaduras fue mezclada sua-
vemente e incubada con agitacion suave a 37 °C durante 1
hora. Unaalicuotadelamuestrafue transferidaaun portaobjeto,
secada con aire, fijada con metanol y teflida con cristal violeta.
El nimero de levaduras adheridas por células fue cuantificado
por microscopia Optica a 400 x. Se determiné el némero de
levaduras adheridas a cincuenta CEB. Cadaensayo fuerealiza-
do por triplicado en tres momentos diferentes.

- Andlisis estadistico: Los ensayos de hidrofobicidad para
QAPM vy las pruebas de adherencia de C albicans a CEB entre
control y problemastratados con QAPM y Al-Nafueron proce-
sados estadisticamente por €l test t de Student’s para muestras
apareadasy no apareadasy por lapruebadel Chi Cuadrado. Se
consider6 un nivel de significacién de p< 0.05.

RESULTADOS

- Agregacion de C albicans a los biopolimeros: QAPM agregd
y atrapo un 70 % de las células fungicas, detectandose hongos
en el sobrenadante, mientras que con Al-Na el atrapamiento
observado fue cercano a 100 %. En ambos casos se observa-
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Fig. 1. Andlisis morfol 6gico por microscopia ptica de |a agregacion de célu-

las de C albicans por QAPM (Quitosan de Alto Peso Molecular) y Al Na

(Alginato de sodio). In vitro.

A .Micrografiade células de C al bicans suplementadacon QAPM 0.25g % (P/
V) A'. Micrografiadel sobrenadante de A.

B. Micrografia de células de C albicans suplementada con AINa 0.10 g % (P/
V) B’. Micrografiadel sobrenadante de B.

Morphologic analysis by optic microscopy of the in vitro aggregation of C.

abicanscell by HMWCh (High Molecular Weight Chitosan) and Na Al (Sodium

Alginate)

A. Micrograph of C abicans cells supplemented with 0.25 % (W/V) Micrograph
the supernatant of A.

B. Micrograph of C albicans cells supplemented with 0.10% (W/V) Na Al. B’
Micrograph the supernatant of B.

Fig. 2. Hidrofobicidad de C. Albicans frente a diferentes concentraciones
de QAPM
Differences between control and differents concentrations of HMWCh were
statistically significant (p <0.05).

Control: suspension of C albicans without HMWCh.

Concentracion de QAPMg %: Concentration of HMWCh

Densidad 6ptica: Optical density
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Fig . 3. CEB control cubiertas con salivay C albicans adherida (A,x20).
QAPM (0.25 g%) despegd, agregdy atrap6 tanto C albicansy CEB cubiertas
consaiva(B). Lapresenciade célulasfungicas en el sobrenadante fue minima
(P-0.05) Fig 3B, x 40) .

Al comparar € comportamiento de QAPM y Al Na, AlNa resulté ser més
efectivo (P=000001)

AlINa(0.10 g %) despegd, agregd y atrap6 a C albicans, pero no incluyé CEB
enlamalla(Fig 3 C.). Lapresenciade levaduras en el sobrenadante fue mini-
ma (P- 0.05),Fig 3 C’, 40x,).

Lainhibicién delaadherenciafingicarevel 6 diferencias estadisticamente sig-
nificativas para QAPM y AINa a comparar con los controles (P=0.00001).

Control BEC coated with saliva and adhered C albicans (A, x 20).

HMWCh (0.25 g%) dettached, aggregated and entrapped both C albicansand
BEC coated with saliva (B). The presence of fungal cells in the supernatant
was minimal (P-0.05, Fig 3B’, x 40) .

When HMWCh and NaAl were compared, NaAl proved to be more effective
(P=000001)

NaAl (0.10 g %) dettached, aggregated and entrapped C. albicans, but did not
include BEC in the mesh (Fig 3 C.). The presence of yeast in the supernatant
was minimal (P-0.05),Fig 3 C',x 40).

Fungal adherence inhibition revealed statistically significant differences for
HMWCh and NaAl when compared to controls (P=0.00001).

ron diferencias estadisticamente significativas con relacion a
control (p<0,05) (Fig 1A ,A").

- Concentracion Inhibitoria Minima: Se observ formacion de
malla, atrapamiento flngico y turbidez en los sobrenadantes
de los polimeros bajo estudio. El valor de CIM para QAPM
fuede 0.25 g % (P/V), mientras que paraAl-Nafuede 0.10 g
% (P/V), concentraciones que mostraron €l menor desarrollo
microbiano.

Como consecuencia del crecimiento minimo de coloniasen el
sobrenadante, se demostré la capacidad fungistética de los
biopolimeros. Al comparar con el control, lamayor reduccion
del crecimiento fue del 85,7 % para QAPM y de 90,8 % para
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Al-Na. Las diferencias con e control furon estadisticamente
significativas ( P< 0,05).

- Hidrofobicidad: El andlisis de lahidrofobicidad de las super-
ficiesfungicas crecidasen un medio suplementado con QAPM
revel 6 un aumento de las densidades épticas (DO ) en relacion
al control (cepas crecidas sin QAPM ) a concentraciones cre-
cientesdel biopolimero para C abicans. Losresultadosrevel a-
ron unareduccion significativaen laafinidad por el xileno para
QAPM ( P<0,05) (Fig 2). Con Al-Na no se evidenciaron
diferencias en las DO en relacion al control.

- Ensayo deadherencia de C albicansa célulasepitelialesbucales
( CEB): A concentraciones Optimas (CIM) ambos polimeros
pueden interactuar con C abicans, interfiriendo con el proceso
de adhesién a CEB. La eficacia fue demostrada por el escaso
nimero de levaduras observadas en el sobrenadante luego de
haber realizado los cambios conformacionales de los
bioplimeros.

Al comparar |os resultados hallados entre el control y la sus-
pensi6n de levaduras/biopol imeros/CEB, QAPM mostré capa-
cidad para agregar y atrapar tanto C albicans como CEB que-
dando escasacéulasen el sobrenadante (Fig 3A, 3B,3B’) (PE
0,05). Al-Namostré resultados similares, sin embargo este Ul -
timo no incluye CEB dentro delamallay lapresenciade leva-
duras en el sobrenadante fue minima ( Fig 3C, 3C") (P<0,05).
La inhibicion en la adherencia fangica revel6 diferencias
estadisticamente significativas para QAPM y Al- Na
(P=0,00001 ) en comparacion con el control. Cuando QAPM y
AL-Na fueron comparados, Al-Na resulté més efectivo
(P=0,00001 ). Los presentes resultados muestran diferencias
estadigticamente significativas para ambos polimeros ( P< 0,05),
pero no se detectan diferencias estadisticamente significativas
en la capacidad parainhibir la adhesién cuando se comparan
entreellos.

DISCUSION

C albicans coloniza e infectalas superficies mucosas en mayor
proporcion que otras Candida spp, tanto in vivo como in vitro.
El fendbmeno de adherencia constituye un proceso clave nece-
sario para la colonizacion de las levaduras en las superficies
mucosas. No todas las Candida spp poseen capacidad para ad-
herir e infectar dichas superficies mucosas. C abicans, hongo
de alta prevalenciaen el ambiente bucal, redine gran habilidad
paraadherir y consecuentemente producir candidosisoral (19).
Ademas de los receptores epecificos, en el proceso de
bioadhesién participan fuerzas no especificas entre las que
merecen mencionar: van der Waal’s, electrostéticas de doble
capa, interacciones dependientes del solvente, puente de hidré-
geno, hidrofébicas, estéricasy uniones coval entes (20,21) Tan-
to en las superficies de C albicans, de CEB como en los
polimeros bajo estudio intervienen algunas de estas fuerzas.
Los resultados hallados en la presente invetigacion muestran



Med Oral 2003;8:188-96

gue el crecimiento flngico a concentraciones equivaentesala
CIM es minimo, lo que reforzaria hallazgos realizados por no-
sotros que evidenciaron capacidad antifangicatanto paraQAPM
como para Al-Na (12). Las concentraciones de 0.25g % para
QAPM y de 0.10g % paraAl-Na capaces de inhibir el mayor
desarrollo de C albicans determiné la concentracion Gptima
necesaria para evaluar lainteraccion de estos polimeros frente
alas CEB. Lahabilidad de estos polimeros parainhibir €l cre-
cimiento microbiano fuereconocidapor Muzzardlli et a (22,23),
guienes sostienen que estas macromol écul as combinan favora-
blemente las propiedades fisico-quimicas y funcionales. Estu-
dios realizados por los mismos autores (24) con quitosanos
modificados demostraron un 100 % de inhibicion del creci-
miento para Streptococcus spp y Candida spp con el 0 % de
actividad bactericida para Streptococcus sppy 100 % para
Candida spp. Nuestros resultados revelan que a concentracio-
nes eguivalentes ala CIM, QAPM y Al-Na interacttian con C
albicansinhibiendo laadhesion del hongo alas CEB por dife-
rentes mecanismos asociados con la estructura quimica de los
polimeros.

Al analizar lahidrofobicidad através del fendmeno de compe-
tencia entre QAPM y Al-Na frente al complejo xileno-C
albicans, s6lo QAPM por su carcter hidrof dbico evidencié ma-
yor capacidad de desplazamiento del solvente organico. QAPM
por su origen policationico modificariala hidrofobicidad de la
pared celular de C abicans originando poliel ectrolitos comple-
jos, donde preval ecerian fuerzas electrostaticas asociadas con
el potencial zeta. Por su parte, Al-Nainteractuariacon lapared
del hongo que produciria modificaciones desorbiendo y atra-
pando un mayor nimero de C albicans, debido probablemente
alaatraccion de fuerzas similares, proceso favorecido ademas
por las propiedades mecanicas del gel y laliberacion de iones
calcio a medio (24,25).

Es conocido que lainvasion de C abicans alas CEB esta sus-
tentada por lahidrobobicidad, propiedad que incrementalaad-
hesién y su resistencia a la accion de los macréfagos (26). Si
bien investigaciones realizadas por autores demostraron que a
37°C C albicans estipicamente hidrofilica, y es capaz de trans-
formarse espontaneamente en hidrofébica. Mientras que las
moléculas hidro-filicas interactian mediante receptores tipo
adhesinas donde abundan macrdfagos, la mayor capacidad de
adherir de moléculas hidrofébicas estaria en relacion con un
aumento de laenergialibre delasuperficie, que depende delas
interfases entre liquido-microorgani smosy solido-liquido cuan-
do son reempl azadas por microorgani smos-solido, si el cambio
de energia es negativo lareaccién transcurre espontaneamente.
Si bien enlaetapainicial lasmoléculas hidrofdbicas no requie-
ren de receptores especificos, la complega estructura de la pa-
red celular constituida principal mente por glucanosy quitinay
especialmente por manoproteinas con funciones enzimaticasy
deligando-receptor posibilitarialaunion alascélulasepitelilaes
de la mucosa. Ademas las modificaciones en la glicosilacion
de las proteinas de superficie expresa estructuras proteicas
hidrofdbicas. Si los diferentes patrones de adherencia se repli-
can en el comple o ecosistemabucal refuerzan la hipétesis que
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las céulas fungicas hidrofdbicas son més virulentas que las
hidrofilicas (27).

Por otra parte es necesario considerar laincidencia de la peli-
culasalival sobrelas CEB. Pocas investigaciones han compro-
bado fehacientemente dicha incidencia in vivo, debido a las
diferentes técnicas usadas y a la composicion quimica de las
salivamixta, no obstante Busscher (28) sugiere que las protei-
nas de bajo peso molecular reducen la adhesién de las levadu-
ras, en tanto las mucinas salivales desempefian un rol impor-
tante en laadhesion y depuracién de C albicans intraoral.
Nuestros resultados sugeririan que tanto QAPM como Al.Na
poseen capacidad para inhibir la adherencia de C abicans a
CEB, pero las diferencias observadas entre los polimeros per-
mitirian asociarlas con las carécteristicas fisico-quimicasy la
viscosidad del compuesto bajo estudio. QAPM por su carécter
hidrofdbicoy laposible transformacion hidrofilicaque genera-
ria en la superficie de C albicans, permitiria romper la union
adhesina-receptor producida entre C abicansy CEB, atrapan-
do mediante la expresién de nuevas fuerzas de atraccién tanto
a C abicans como a CEB . Al-Na por su caracter hidrofilico
agrega y atrapa a C albicans pero no evidenciaria capacidad
para interactuar con las CEB. Tal como propone Senel et a
(29) en relacion a uso de geles bioadhesivos como portadores
de drogas que reducirian la frecuencia de admnistracion de la
mismas, pensamos que QAPM y Al-Na podrian ser utilizados
por laindustria farmace(tica para dar repuesta a dearrollo de
un agente terapeltico.
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Effect of Chitosan and So-
dium Alginate on the adhe-
rence of Autochthonous C.
Albicans to Buccal Epithelial
cells (in Vitro)

BaremBaum S, VIrGa C, BoanicH A, Cornelo L, CALAMARI S,
PonTON J, DoRRONSORO S. EFFECT OF CHITOSAN AND SODIUM
ALGINATE ON THE ADHERENCE OF AUTOCHTHONOUS C. ALBICANS TO
BuccaL EPITHELIAL cELLS (IN VITRO). MED OrAL 2003;8: 188-
96.

SUMMARY

Theaim of the present study wasto evaluate the effect of Heavy
Molecular Weight Chitosan (HMWCh) and Sodium Alginate
(NaAl) on fungal adherence. C abicans was identified and
isolated from non-stimulated saliva extracted from male and
female healthy adults. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined for each of the biopolymers. MIC values
were0.25 % (W/V) for HMWCh and 0.10 % (W/V) for NaAl.
Fungal cell hydrophobicity was evaluated against xylenein the
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presence of HMWCh. Statistically significant differences
between the control (without HMWCh) and the different
HMWCh concentrations in fungal suspension were observed
(P< 0.05). The fact that HMWCh and NaAl impaired fungal
adherenceto buccal epithelial cells (BEC) as compared to con-
trol revealed that polymersinhibit Candida albicans adherence
to BEC (HMWCh and NaAl: P= 0.00001), NaAl being more
effective than HMWCh (P = 0.00001). HMWCh dettached and
aggregated C. abicans, including thefungi and BEC inthe mesh.
NaAl inhibited adherence, aggregated and entrapped the fungi
in the mesh, excluding BEC. We may conclude that both
biopolymersare effective. However, NaAl isastronger inhibitor
of adherence. Thus, in combination or a one, these biopolymers
could be used in the treatment of oral candidosis.

Keywords: Chitosan, sodiumalginate, C albicans, adherence,
epithelial buccal cells.

INTRODUCTION

Oral candidosis is a common infection in elderly people who
wear dentures. C albicansisthe most abundant microorganism
that colonizes the acrylic denture pores, re-infecting the oral
cavity. High fungal countsin salivaare afrequent (78 to 100%)
finding in people who wear dentures as compared to dentate
individuals (30-60%) (1-3). The prevalence of thisinfectionis
higher in immunodeficient individuals, i.e. patients with
hematological disorders, HIV, transplanted, or diabetic patients,
or those who suffer from xerostomy induced by prolonged
antibiotic therapy or cytotoxic drugs (4,5).

Fungal adherence to hard surfaces or oral epithelium involves
active chemotaxis, interaction between free surface energy, zeta
potential and hydrophobic components. The role of salivary
componentsin the steric interaction forces between the surface
of the microorganism and the host issignificant. Thisinteraction
on the biofilm enhances the synergy between microorganisms.
When exogenous agents (drugs, antiseptic agents, etc.) modify
initial adhesion, they interrupt microbial invasion and the
subsequent invasion of the host tissue (6,7).

Adherence profiles depend on the structural characteristics of
the microorganism and on the polymorphism of the receptors
(glycoproteins, proteins) which is characteristic of the different
sitesin the oral cavity (8).

Studies carried out by our team reveal ed that subjects suffering
from oral candidosis show deficiencies in certain salivary
components related to the local defense system (9). These
deficienciesrespond to treatment with ketoconazol e and nystatin
(20). It has been demonstrated that nystatin and ketoconazole
induce resistance. Prolonged treatments frequently cause side
effects (nausea, vomiting, toxicity, etc.), that may not be
tolerated by the patient. The cleansing effect of the salivary
flow and of the oral muscles modifiestheinitial concentrations
of the administered drug. Thus, the concentration values that
are necessary to achieve atherapeutic effect cannot be reached
and the agent loses effectiveness (11).

In vitro studies performed at our laboratory have shown the
effectiveness of Heavy Molecular Weight Chitosan (HMWCh)
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and Sodium Alginate (NaAl) in the entrapping and adsorption
of autochthonous strains of S. mutans and C. abicans on small
hydroxyapatite beads (12). The aim of the present study wasto
impair adhesion to epithelial cells and acrylic surfaces using
HMWCh and NaAl.

On the basis of these results we wish to continue developing
these polymers, that are biocompatible, bacteriostatic and
harmless for the host, to potentially control oral infections.

MATERIALS AND METHODS

- Microorganisms: C albicans strainswereisolated from patients
who attended the Oral Health Care Unit of the School of
Dentistry of the National University of Cérdoba. |solation was
performed in selective Sabouraud agar with chloramphenicol
1% (Biokar Diagnostics, France) and incubated for 48to 72 hs
at 37° C (13, 14). The strains were identified by the germ-tube
test, evaluation of morphological characteristics on cornmeal
agar and the commercially available API 20AUX (API System,
bioMérieux, France) identification kit.

- Biopolymers: We employed Heavy Molecular Weight Chitosan
(HMWCh) 1 % purified, diacetylated at 85% (Sigma),
approximate molecular weight 300 kD and 280 cps viscosity
dissolved in acetic acid 0.1N to reach apH 5.9.

We also employed Sodium Alginate (NaAl) high viscosity at 2
% (W/V) (Aldrich). We prepared dilutionsat 1g %. The solutions
were submitted to constant shaking at 40° C until solubilization
had been completed .

Changes in the conformation of HMWCh and-NaAl were
induced by adding PBS0.4 M, pH 7 and CaCl,, | M respectively,
at the time of each assay.

- Preparation of the yeast suspension: The isolated strain was
suspended in Sabouraud broth (5x10° cell/mL) and incubated
for 16 h at 37° C. The cellswere transferred in sterile PBS, pH
7.4, and washed twice. The yeasts were resuspended to a
concentration of 10°-107 cells/mL at 520 nm. The sampleswere
allowedto stand at room temperaturefor 5min. The biopolymers
werethen added at the above-mentioned concentrations, above
and below the minimum inhibitory concentration. Control
sampleswereleft untreated. Finally, sampleswere gently shaken
at 3000 x g for 5 minutes. The supernatant was removed and
the sediment was washed twice with PBS. Aliquots of the
supernatant and sediment resuspended in PBSweretaken. Gram
stained sampleswere used to assess morphological changes by
light microscopy (15).

- Evaluation of Biopolymer s Minimum Inhibitory Concentration
(MIC): Evaluation was based on the criteriaof Tars et al. (16)
with modifications. Concentrations of HMWCh ranging from
0.10-1 % (W/V) and concentrations of NaAl in the 0.05-2 %
(W/V) range, reaching afinal volume of 1 mL were evaluated.
Serial two-fold dilutions of each of the biopolymers were
prepared in Sabouraud dextrose broth (Biokar Diagnostics). We
then added 1.0 mL of PBSpH 7 for HMWChand 1.0 mL Cl,Ca
pH 7 for NaAl, inocul ated both preparations with 5x10° CFU/
mL of C.albicansand incubated the mixturesat 37°C for 24 hs.
MIC was visualy and spectrophotometrically defined as the
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concentration of biopolymers that resulted in the greatest
inhibition of fungal growth.

- Hydrophobicity assay: The hydrophobicity level was
determined following the technique of Tarsi et a. (17). C
albicans was grown overnight in PBS, pH 7 (1-5x 10° CFU/
mL) either in the presence or in absence of the biopolymers.
HWMCh was used at concentrations of 0.05, 0.10, 0.20, 0.25
% (W/V) and NaAl was used at concentrations of 0.025, 0.05,
0.10, 0.20 % (W/V). The fungal suspension without
biopolymerswas used as control. Optical density (OD) wasthen
measured at 520nm. Samples of 1mL were placed intest tubes,
and equal amounts of p-xylene were added. Following 10 min
of pre-incubation at 37°C, the tubes were vortexed for 1 min
and allowed to stand at room temperature for 20 min. Thelower
aqueous phase was then removed, and the OD _,, of the
suspension was measured by spectrophotometry. The results
are expressed as the percentage of the initial OD . The data

520.

represent the mean plus the standard deviation of the repeated
assay.

- Aggregation of C albicans to biopolymers:

High Molecular Weight Chitosan: To measure the interaction
between HMWCh and C a bicans, culture suspensions of strains
of C albicans (10° UFC/mL) in a Sodium Phosphate solution
were alowed to stand at room temperature for 5 minutes. We
then added HMWCh 0.25 % (W/V) and. the pH was then
adjusted to 7.0 by adding a solution of sodium phosphate or
sodium hydroxide (csp). The samples were then submitted to
gentle shaking and centrifuged at 3000 xg for 5 minutes. The
supernatant was removed and the preci pitate was washed twice
with a solution containing sodium phosphate 125 mM, pH 7.0,
and resuspended using similar volumes of the same solution.
Similar samples of the supernatant and the resuspended
precipitate were stained with Gram stains and employed to
assess the morphologica changes by light microscopy.
Sodium Alginate: Culture suspensions of fungal strains (10°
UFC/mL) were prepared. Sodium Alginate 0.10g % (W/V) was
added. CaCl, 1M was added to induce the conformational change
in the biopolymer. The pH was adjusted to 7. The preparation
was then allowed to stand at room temperature for 15 minutes.
Samples of the supernatant and the precipitate were taken and
processed as previously described for light microscopy
evaluation.

- Preparation of Buccal Epithelial Cells (BEC): The method of
Kimura and Pearsall (18) was used to prepare the buccal
epithelial cellsfor the adherence assay. Cells were collected in
the morning from six healthy adults, (three males and three
females) by gentle rubbing of the right and left buccal mucosa
with sterile cotton swabs, and dispersed in 10mL of sterile PBS.
The pooled cell suspension was washed threetimesin PBS by
centrifugation at 3.500 xg for 10 min. The washed epithelial
cellshad no yeast attached before the adherence assay. Thecells
were resuspended to a concentration of 1-2x10° cells/mL
(Neubauer’'s haemocytometer Chamber; HB, Germany) and
were used immediately for the adherence assay.

-Adherence assay of C albicans to Buccal Epithelial Cells
(BEC):
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Preparation of the yeast suspension: The yeast suspension was
prepared as previously described (15) The adherence assay was
performed in keeping with the technique of Kimuraand Pearsall
(18) with modifications. Before the adherence test, 0.5 mL of
the buccal epithelial cell were treated with inactivated saliva
(30 min at 56 ° C) and centrifuged at 3.000 x g for 5 min. For
the assay, 0.5 mL of the pretreated buccal epithelial cellswere
mixed with either 0.5 mL of the MWHCh 0.25g % or NaAl
0.10g %. The conformational change was then induced. The
yeast/ biopolymers epithelia cell suspension was mixed gently
in tubes and incubated with gentle shaking at 37°C for 1h. A
sample of the mixturewastransferred to aglassslide, air-dried,
fixed with methanol and stained with crystal violet. The number
of adhering yeast cells was quantified by light microscopy at x
400 magnification. Fifty buccal epithelia cells were observed
for each adhering yeast cell. Each assay wasperformed on three
separate days with triplicate determinations each time.

- Satistical Analysis: The results of the hydrophobicity assays
for HMWCh and adherence tests of C albicansto BEC for con-
trol and HMWCh and NaAl treated samples were submitted to
statistical analysiswith Student’st test for paired and non paired
samples and the Chi Squaretest. The significance level was set
at P<0.05.

RESULTS

- Aggregation of C albicans to biopolymers: HMWCh
aggregated and entrapped about 70% of thefungal cells, whereas
with NaAl entrapping was close to 100%. In both cases, the
data proved statistically significant (Figure 1 A, A',P<0.05).

- Minimal Inhibitory Concentration: Theformation of apolymer
mesh, fungal entrapping by the polymers under study and
turbidity of the supernatants were observed. MIC values were
0.25% (W/V) for HWMChand 0.10 % (W/V) for NaAl. Fungal
growth was minimum at these concentrations.

The minima colony growth in the supernatant demonstrates
the fungistatic property of the biopolymers. As compared to
control, the greatest inhibition valuesresulted in 85.7% growth
reduction for HMWCh and 90.8% for NaAl. The differences
with control were statistically significant (P<0.05).

- Hydrophobicity: The hydrophobicity analysis of the fungal
surfaces cultured in a medium supplemented with HWMCh
reved ed anincreasein the OD ascompared with control (strains
developed without HMWCh) at increasing polymer
concentrations . The results revealed a significant reduction in
affinity for xylenefor HWMCh (P£0.05) (Fig. 2). No differences
in OD were detected with NaAl as compared to controls.

- Adherence assay of C albicans to Buccal Epithelial Cells
(BEC): At optimum concentrations (MIC) both polymers can
interact with C. albicans, interfering with the process of adhesion
to BEC. Efficacy was demonstrated by the scarce number of
fungal cells observed in the supernatant after the changes in
conformation of the polymers.

Comparing control with the yeast/biopolymers/epithelial cell
suspension, HMWCh was seen to aggregate and entrap both C
albicansand BEC, leaving afew cellsin the supernatant (Fig. 3
A, 3B and3B’, P<0.05). NaAl showed similar results. However,
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it did not include BEC in the mesh, and the presence of yeast in
the supernatant was minimal (Fig 3C and 3C’, P<0.05).
Fungal adherence inhibition revealed statisticaly significant
differences for HMWCh and NaAl (P = 0.00001) when
compared to controls. When HMWCh and NaAl were
compared, NaAl proved more effective (P= 0.00001).

The present results show statistically significant differencesfor
both polymers (P<0.05). However, no statistically significant
differences were detected between the polymers in terms of
capacity to inhibit adhesion.

DISCUSSION

C albicans colonizes and infects the mucuous surfaces in a
greater proportion than other Candida spp, both in vivo and in
vitro. Adherenceiscentral to yeast colonization of the mucuous
surface. Not all Candida spp can adhere and infect mucuous
surfaces. C. albicans, afunguswith high prevalencein the oral
environment has a great adherence capacity and can therefore
cause oral candidosis (19).

Apart from the specific receptors, non specific forces participate
in the bioadhesion process, i.e. van der Waal’s forces,
electrostatic double layer forces, interactions dependent on the
solvent, hydrogen binding, hydrophobic, steric and covalent
bonds (20, 21). Some of these forces are involved in the
interaction between C. abicans, BEC and the surface of the
polymers under study.

The results of the present study show that fungal growth at
concentrations eguivalent to MIC isminimal, afact that would
reinforce findings by our lab, that evidenced the antifungal
property of both HMWCh and NaAl (12). The concentrations
of 0.25% for HMWCh and 0.10 % for NaAl that inhibit C.
albicans growth determined the optimum concentration at which
to evaluate the interaction of these polymers with BEC. The
capacity of these polymers to inhibit microbial growth was
proved by Muzzarelli et al. (22, 23), who reported that these
macromol ecules effectively combine physicochemical and
functional properties. Studies carried out by the same authors
(24) with modified chitosans showed a100% growth inhibition
for Streptococcus spp and Candida spp, 0% antibacterial effect
for Streptococcus spp and 100% antifungal activity for Candida
spp. Our resultsreveal that at concentrations equivalenttoMIC,
HMWCh and NaAl interact with C. abicans, inhibiting fungal
adherence to BEC via different mechanisms associated to the
chemical structure of the polymers.

When analyzing hydrophobicity as a factor in the competitive
association between HMWCh and NaAl and xylene with C.
albicans, only HMWCh, dueto its hydrophaobic nature, showed
an improved capacity to dislodge the organic solvent. Because
of its policationic origin, HWMCh may change the
hydrophobicity of C. abicans™ cell wall, producing complex
polyelectrolites, where electrostatic forces associated with the
zeta potential may show a stronger prevalence. NaAl, in turn,
apparently interacts with the fungal wall. This may produce
modificationsallowing for dettaching and entrapping of ahigher
amount of C. albicans, probably dueto the attraction of similar
forces. This process is favored by the mechanic properties of
the gel and the release of calcium ions into the environment
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(24,25).

Itisawell known fact that C. albicansinvasion of BEC depends
on hydrophobicity, a property that increases the adhesion and
resi stance to macrophage action (26). Research by other authors
demonstrated that at 37°C C. abicansistypically hydrophilic,
and can spontaneoudly become hydrophobic. While hydrophilic
moleculesinteract by adhesin receptorswhere macrophagesare
abundant, the adherence property of hydrophobic molecules
would be related to an increase in superficial free energy. This
effect depends on the participating interphases, i.e. if the change
in energy is negative, the reaction occurs spontaneously.
Although at the intial stage the hydrophobic molecules do not
need specific receptors, the complex structure of the cell wall -
mostly glucanes and chitin and particularly manoproteins with
enzymatic and ligand-receptor activity- may allow adherence
to the mucosal epithelial cell. Furthermore, changes in
glycosylation of surface proteins express ahydrophobic protein
structure. If the various adherence patterns effectively apply to
the complex oral environment, this would reinforce the
hypothesisthat hydrophobic fungal cellsare morereactivethan
hydrophilic cells (27).

Moreover, saliva pellicle action on BEC should also be
considered. Few studies have demonstrated this effect in vivo,
because of the different techniques employed and the varied
chemical composition of whole saliva. However, Busscher (28)
suggests that low molecular weight proteins reduce yeast
adhesion, whereas salivary mucins have an important role in
intraoral C. albicans adhesion and clearance.

Our results suggest that although both HMWCh and NaAl can
inhibit C. abicans adherence to BEC, NaAl shows a better
adherence inhibition property. This difference may be due to
the physico-chemical characteristics and viscosity of the
polymers under studly.

The hydrophobic nature of HMWCh and the change to a
hydrophilic structure it may undergo on the surface of C.
albicans could break the adhesin-receptor bond between C.
albicans and BEC. Thus, HMWCh would dlicit entrapping via
attraction forces of both C. abicans and BEC. Because of its
hydrophilic nature, NaAl aggregates and entraps C. abicans,
but does not seem to interact with BEC.

As Senel et al. (29) proposed, the use of bioadhesive gels as
drug carriers may reduce administration frequency. In our view
HMW(Ch and NaAl could be used, in combination or alone, by
pharmacological companiesto devel op atherapeutic agent for
the treatment of oral candidosis.
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