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RESUMO

Devido a necessidade de obtencao de novas moléculas com ag¢do antimicrobiana, o
presente trabalho visou investigar a capacidade antagdnica do extrato produzido pelo fungo
Trichosporon asahii. O extrato foi obtido pela fermentacdo do fungo em fermentador de
bancada 7L, a 28°C por 72 horas. O caldo fermentado foi centrifugado a 2500 rpm por 20
minutos, sendo o sobrenadante a fracdo denominada extrato bruto, que foi seco em estufa
(37°C) e ressuspendido em agua destilada, para testes de agdo antimicrobiana contra os micro-
organismos Candida albicans, Malassezia pachydermatis, Trichophyton mentagrophytes,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC 27853, Xanthomonas campestris pv
campestris. O teste de sensibilidade foi o de Concentragdao Bactericida e Fungicida Minima
(CBM e CFM), através da macrodilui¢do em tubos e plaqueamento. Numa segunda etapa, o
extrato bruto foi submetido a uma separagao liquido-liquido utilizando os solventes hexano e
diclorometano, obtendo-se fragdes aquosa e organica. Numa ultima etapa de purificagdo, o
extrato diclorometanico passou por uma cromatografia de troca-idnica, cromatografia em
silica gel e precipitagdo com sulfato de amoénio. Foram calculados alguns parametros de
fermentagdo do 7. asahii, através dos métodos de quantificagdo de agucares redutores, pH,
viabilidade e brotamento das leveduras e quantidade total de células. O teste de sensibilidade
do extrato bruto demonstrou apenas atividade antibacteriana (30000 pg/mL sobre P.
aeruginosa ATCC 9027, 33000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 27853 e 75000 ug/mL
sobre X. campestris). Observou-se uma diminui¢do da CBM para a fragdo diclorometanica
(17500 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 9027, 20000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC
27853 e 60000 pg/mL sobre X. campestris). Na pré-purificagdo, o método que demonstrou
maior eficacia para o proposito foi o de cromatografia de troca-i6nica (12000 pg/mL sobre P.
aeruginosa ATCC 9027, 15000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 27853 e 55000 pg/mL
sobre X. campestris), sendo esses valores referentes a primeira fragdo recolhida da passagem
do extrato diclorometanico pela resina catidnica Sepharose. Quanto aos parametros de
fermentagdo, a quantidade de agucares redutores diminui drasticamente até as 24 primeiras
horas de fermentacdo, em contraste ao aumento da densidade celular. O pH variou de 5,5 a
6,8 ao longo da fermentagao. O nivel de viabilidade celular e brotos vivos se mantiveram altos
ao longo do cultivo, respectivamente 72-98% e 64-95% e quantidade de células aumentou ao
longo da fermentacdo, apresentando uma fase log com 24 h de fermentagdo, com uma

velocidade especifica de crescimento (p) que variou de 0,05-0,08 h'. O rendimento celular



(Yx/s) foi de 0,29 g de biomassa/g de AR consumido. Apesar de alta, as CBMs indicam a

presenca de um composto com a¢ao antimicrobiana produzida pelo fungo 7. asahii.

Palavras-chave: Trichosporon asahii, extratos antimicrobianos, Concentracdo Bactericida

Minima, Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Nowadays there is a demand for new natural molecules that may contribute to the
control of pathogenic microorganisms. In this study it was aimed to investigate the
antimicrobial ability of the broth produced by the culture of the fungus Trichosporon asahii.
The extract was obtained by fermentation of T. asahii bench 7 L fermenter at 28° C for 72
hours. The fermented broth was centrifuged at 2500 rpm for 20 minutes, and the supernatant
fraction termed crude extract, which was dried in oven (37° C) and resuspended in distilled
water for testing antimicrobial activity against the microorganisms Candida albicans,
Malassezia pachydermatis, Trichophyton mentagrophytes, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 and ATCC 27853 and Xanthomonas campestris pv campestris. The method used for
quantification of antibiotic was the Minimum Bactericidal and Fungicidal Concentration
(MBC and MFC) by macrodilution tubes and plating. In a second stage, the crude extract was
subjected to liquid-liquid separation using dichloromethane and hexane solvents to yield
aqueous and organic fractions. A new purification step from the dichloromethanic fraction
passed through an ion exchange chromatography, silica gel chromatography and by
precipitation with ammonium sulfate. It was also calculated some fermentation parameters of
T. asahii by analytical methods for quantifying reducing sugars, pH, cell viability, budding
yeasts and total cells. The MBC test showed only antibacterial activity (33,000 ug/mL for P.
aeruginosa ATCC 27853, 30,000 ug/mL for P. aeruginosa ATCC 9027 and 75,000 ug/mL for
X. campestris). There was a decrease in the MBC for the dichloromethanic fraction (20,000
ug/mL for P. aeruginosa ATCC 27853, 17,500 ug/mL for P. aeruginosa ATCC 9027 and
60,000 ug/mL for X. campestris). In the pre-purification step, the ion exchange
chromatography was the more effective method. The lowest MBC was found for the first
fraction collected from the dichloromethane extract by passing in the Sepharose cation
exchange resin. The MBC for P. aeruginosa ATCC 9027 and ATCC 27853 were respectively
12,000 ug/mL and 15,000 ug/mL L, and 55,000 ug/mL for X. campestris). Regarding the
parameters of fermentation, the amount of reducing sugars decreases sharply until the first 24
hours of fermentation, in contrast to the increase in cell density. The pH ranged from 5.5 to
6.8 throughout the fermentation. The level of cell viability remained alive and shoots high
throughout the culture, respectively 72-98% and 64-95%, and cell number increased
throughout the fermentation, showing a log phase at 24 hours fermentation with a specific

speed growth (u) ranging from 0.05 to 0.08 h-". The cell yield (Yx/s) was 0.29 g biomass / g of



reducing sugars consumed. CBMs indicate the presence of a compound with antimicrobial

activity produced by the fungus T. asahii.

Keywords: Trichosporon asahii, antimicrobial extract, Minimum Bactericidal Concentration,

Pseudomonas aeruginosa.
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1. INTRODUCAO

Micro-organismos sdo seres vivos que incluem bactérias, fungos, protozoarios, algas e
virus. Apesar de muitos serem responsaveis pelo apodrecimento dos alimentos e por causar
doencgas e infecgdes em animais e plantas, a maioria fornece contribui¢des cruciais para
manutengdo no nosso ambiente e bem-estar dos seres vivos (TORTORA et al., 2005). Os
fungos sdo responsaveis pela decomposicdo de grande parte da matéria organica no planeta e
por contribuirem nos ciclos biogeoquimicos (FLORENT, 2000). O primeiro metabolito
fungico descoberto que atua inibindo o crescimento de outros micro-organismos foi a
Penicilina, sendo sua descoberta responsavel pela motivacdo da producdo industrial desse
antibiotico (KOROLKOVAS; BURKHALTER, 1988).

Algumas leveduras produzem compostos que inibem o crescimento de outras
leveduras, micro-organismos procariotos e eucariotos, sem afetar seu crescimento
(FUENTEFRIA, 2004; SENTER, 2010). O fenomeno ¢ conhecido como killer, e ¢ uma forma
de competicao que se assemelha a producao de bacteriocinas de bactérias (SENTER, 2010).

Toxinas killer, ou micocinas, sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem baixa
massa molecular, produzidos por leveduras (GOLUBEV, 2006). O feno6tipo micocinogénico
tem sido observado em diversos géneros de fungos dos filos Basidiomycota e Ascomycota,
dentre eles Candida, Pichia, Rhodotorula, Cryptococcus, Kluyveromyces, Saccharomyces,
Aureobasidium, Torulopsis, Zygossacharomyces, Trichosporon (WALKER et al., 1995;
GOLUBEYV et al., 2002; FUENTEFRIA, 2007; SENTER et al., 2011).

O micro-organismo Trichosporon asahii causa uma infeccdo em seres humanos que
pode ir desde o acometimento cutaneo superficial até quadros sépticos graves em individuos
com imunodepressao (WALLING et al., 1987). O fungo demonstrou produzir compostos com
acdo antimicrobiana contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa (DUTRA, 2009; GARGEL et
al., 2009; AZEVEDO et al., 2011).

O género Candida ¢ de fungos que pertencem taxonomicamente ao grupo dos
Ascomicetos (SIDRIM; ROCHA, 2004). Fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal e
regides mucocutaneas, podendo eventualmente se tonar um patdogeno oportunista, envolvendo
unhas, trato respiratorio ¢ pele, do trato digestivo e genital e de regides mucocutaneas
(RIPPON, 1988).

As leveduras do género Malassezia fazem parte da microbiota normal de mamiferos
(FRASER, 1961). Apresentada como colonizadora comum da orelha externa, pele, labios e

orificio anal de caes sadios, Malassezia pachydermatis tem sido isolada tanto de caes sadios,



quanto com dermatite pruriginosa ou otite externa (FRASER, 1965). Devido a esta alta
frequéncia de isolamento dessa espécie em cdes nao-sadios, a espécie torna-se um invasor
patogénico secundario (BOND et al., 1995).

Os fungos do género Trichophyton sao responsaveis pela demartofitose em animais
domésticos (CABANES, 2000). Essa doenca cutinea é contagiosa, apresentam capacidade de
invasdo de tecidos queratinizados de animais e humanos, podendo afetar pelos, unhas, penas,
cascos ¢ células queratinizadas da pele (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972;
PEREIRA; MEIRELES, 2001).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo Gram-negativo reto e pertence a
familia Pseudomonadaceae (TORTORA et al., 2005). Trata-se de umas das espécies mais
prevalentes em infec¢des hospitalares no mundo, e sua importancia reside no fato da
dificuldade terapéutica ao combate dessas infeccdes pela espécie possuir caracteristicas
naturais de resisténcia a diversos antibacterianos (ARRUDA, 1998; BRAGA et al., 2004). A
espécie comumente habita a microbiota normal do ser humano, podendo ser encontrada na
pele, garganta e fezes de individuos sadios, além de estar presente no solo, dgua, vegetais,
cateteres, at¢ mesmo desinfetantes, devido a sua minima necessidade nutricional (TORTORA
et al., 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; STROHL et al., 2004). E considerada um
modelo de patdégeno oportunista (causa infeccdes em individuos imunodeprimidos) de
processos cirrgicos, pos cateterizagdo urindria, pneumonias apds procedimentos de
entubacdo, queimaduras, que podem resultar em doengas bacterianas severas (SARTORI,
2005).

A podriddo negra, que ¢ a doenca de maior importancia em cruciferas, ¢ causada por
Xanthomonas campestris pv campestris, e ocorre em todo o mundo (WILLIAMS, 1980).
Apesar da doenga ter sido parcialmente controlada por cultivares resistentes, ainda apresenta
uma ameaga para a agricultura, e métodos mais eficientes precisam ser desenvolvidos
(ANDRADE et al., 2005).

Devido ao aumento da resisténcia dos micro-organismos aos compostos

antimicrobianos, € necessaria a busca por novas moléculas que possuem agao antagdnica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Antimicrobianos produzidos por fungos

Micro-organismos sdo seres vivos que incluem bactérias, fungos, protozoarios, algas e
virus. Apesar de muitos serem responsaveis pelo apodrecimento dos alimentos e por causar
algumas doencas e infec¢des em animais e plantas, a maioria fornece contribui¢des cruciais
para manutencao no nosso ambiente e bem-estar dos seres vivos (TORTORA et al., 2005).

Os fungos sdo seres eucaridticos, heterotroficos, responsaveis pela destruicdo de
grande parte da matéria orgdnica no planeta e por contribuirem nos ciclos bioldgicos
(FLORENT, 2000). Em 1928, Alexander Fleming observou a formagdo de uma zona de
inibicdo ao redor de uma coldonia de Penicillium notatum, que contaminou uma placa de
cultura de Staphylococcus aureus, sugerindo a produ¢do de uma substincia que inibiu o
crescimento bacteriano (FERNANDES et al., 2000). A substancia em questdo foi isolada em
1940 por Howard Florey e Ernst Chain, sendo entdo o primeiro metabolito fungico descoberto
que atua inibindo o crescimento de outros micro-organismos, sendo denominada Penicilina,
droga qual responsavel pelo inicio da “era dos antibioticos” (KOROLKOVAS;
BURKHALTER, 1988; FERNANDES et al., 2000). Iniciou-se a exploragao dos micro-
organismos como fonte de substincias biologicamente ativas, possibilitando o
desenvolvimento de novos antibidticos como cefalosporinas, tirocidina, gramicidina,
actinomicina, eritromicina, tetraciclinas e aminoglicosideos (DAX, 1997). De acordo com
Rossi e Andreazzi (2005) mais de 20 antibidticos foram descobertos ou sintetizados até a
década de 1980.

Segundo Brizuela et al. (1998), os basidiomicetos produzem uma grande variedade de
produtos como agentes antimicrobianos, citostaticos, aromas, enzimas reguladoras,
componentes estruturais com agdo antitumoral e imunologicamente ativos. Os géneros
Acremonium, Aspergillus e Penicillium sdo os mais importantes produtores desses antibioticos

(GUTIERREZ et al., 2000).
2.2. Toxinas Killer
Algumas leveduras produzem compostos que inibem o crescimento de outras

leveduras, micro-organismos procariotos e eucariotos, sem afetar seu crescimento

(FUENTEFRIA, 2004; SENTER, 2010). O fenomeno ¢é conhecido como killer, ¢ ¢ uma forma



de competicao que se assemelha a producao de bacteriocinas de bactérias (SENTER, 2010).
Somente Zygosaccharoyces bailii ¢ suscetivel a sua toxina, embora os fungos produtores da
toxina possam ser afetados por toxinas de outras leveduras, ¢ um micro-organismo pode
produzir mais que uma micocina diferente (SCHMITT; BREINIG, 2006).

Toxinas killer, ou micocinas, sdo proteinas, glicoproteinas ou glicolipidios que
possuem baixa massa molecular, produzidos por leveduras (GOLUBEV, 2006). Estas
substancias atuam como antimicrobianos sobre células sensiveis de outros micro-organismos,
através de um mecanismo que inclui receptores de parede com a membrana celular das células
sensiveis, embora os mecanismos farmacodinamicos de interacdo com procariotos € outros
eucariotos ndo estejam elucidados (GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006). Atualmente o
fenotipo killer foi relatado em mais de 100 espécies de vinte géneros distintos, além de varias
cepas da mesma espécie, como Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus laurentii, Rhodotorula mucilaginosa (GOLUBEV 2006).

O efeito killer de leveduras foi observado pela primeira vez em S. cerevisiae, por
Bevan e Makower (1963). Segundo os autores, determinadas linhagens da espécie foram
divididas em trés fenotipos: micocinogénicas (ou killer), sensiveis e neutras. Quando postas
sensiveis € micocinogénicas juntas, a populacdo de sensiveis diminuia. As neutras nao
secretavam toxinas nem eram afetados pelas micocinogénicas. Descobriu-se que o composto
produzido por essas leveduras tratava-se de uma glicoproteina. Apesar das glicoproteinas
terem sido descobertas em 1963 (BEVAN; MAKOWER, 1963), as toxinas killer
glicolipidicas tiveram seu efeito descrito somente trinta anos mais tarde, por Golubev (1992).

O fenotipo micocinogénico tem sido observado em diversos géneros de fungos dos
filos Basidiomycota e Ascomycota, dentre eles Candida, Cystofilobasidum, Pichia, Kloeckera,
Rhodotorula, Hanseniaspora, Metschnikoiwa, Cryptococcus, Kluyveromyces, Hansuela,
Saccharomyces, Ustilago, Williopsis, Aureobasidium, Torulopsis, Zygossacharomyces,
Trichosporon (WALKER et al., 1995; GOLUBEV et al.,, 2002; FUENTEFRIA, 2007;
SENTER et al., 2011).

As toxinas killer sdo produzidas por leveduras micocinogénicas, podendo conferir em
habitat natural uma vantagem na competicdo com outros micro-organismos ¢ facilitar o
acesso aos nutrientes do substrato, embora seu papel ndo seja bem elucidado (FREDLUND et
al., 2002). De acordo com Fuentefria (2007), sabe-se que a producao do efeito killer seja um
mecanismo de competi¢do, que pode causar a exclusao imediata de individuos sensiveis. As
leveduras com esse fenotipo podem ser isoladas de qualquer fonte, embora ocorra com mais

frequéncia em habitats com alta densidade populacional, o qual o processo de competigdo ¢é



mais intenso, tendo uma fun¢do de manutengdo da composi¢do da comunidade, excluindo
micro-organismos competidores (GOLUBEYV et al., 2002; FREDLUND et al., 2002).

A expressao dessas toxinas ¢ influenciada por diversas variaveis, como temperatura,
pH e composi¢cdo quimica do meio, e concentracao celular, sendo, segundo Buzzini et al.
(2007), o pH o fator mais importante, ao qual condi¢des acidas (entre 3 a 6) favorecem mais a
produgdo do antimicrobiano, com um valor 6timo de atividade em 4,5. A temperatura ideal
esta entre 22°C e 28°C (SCHMITT; BREINIG, 2002). A atividade da toxina decresce em
funcdo do tempo, assim como ocorre com bacteriocinas (toxinas procarioticas com aplicacao
e caracteristicas moleculares semelhantes), além de serem mais estaveis em meios solidos do
que em liquidos, ao qual a agitacdo pode causar sua inativagdo pela alteracdo das estruturas
secundarias proteicas ligadas a porcao glicosidica (GOLUBEYV, 2006).

As micocinas podem ser divididas em dois grupos: glicoproteinas e glicolipidios, os
quais possuem mecanismos de acdo diferentes (GOLUBEV, 2006). As glicoproteinas de
massa molecular de aproximadamente 1 kDa, também conhecidas por microcinas, sao
termoestaveis e resistentes a proteases, produzidas em sua maioria por leveduras do grupo
basidiomicetos (PUCHKOV et al., 2001). A maioria das micocinas conhecidas pertencem ao
grupo das proteinas ou glicoproteinas, com massa molecular de 10-30 kDa, e podem ser
codificadas por genes nucleares ou pela associagdo de componentes RNA fita dupla viral
(dsRNA) — transmitida durante divisdo celular, fusdo, ou esporogénese - ou DNA plasmidial
linear fita dupla (dsDNA) (GOLUBEV, 2006). O grupo da glicolipidicas possui a por¢ao
proteica ligada a uma por¢do lipidica, € ndo a um radical glicosidico (GOLUBEV et al.,
2001).

De modo geral, as micocinas possuem o mecanismo de acdo determinado por duas
fases: a primeira de liga¢ao ao receptor de membrana, e a segunda o efeito especifico no meio
celular apods transloca¢do da toxina (PUCHKOV et al., 2001; GOLUBEYV, 2006). Alguns
autores propuseram mecanismos dos efeitos especificos na célula, como, inibicdo da sintese
de DNA, aumento da proton-permeabilidade da membrana, com consequente rompimento e
perda de componentes intracelulares, inibi¢do da sintese de componentes da parede celular, e
bloqueio do ciclo celular (SANTOS et al.,, 2002; SANTOS; MARQUINA, 2004b;
GOLUBEYV, 2006).

As aplicacdes biotecnoldgicas da atividade killer vem sendo pesquisadas nos tltimos
anos. Leveduras com esse fendtipo tem sido estudadas como agentes de biocontrole,
antifingicos, como linhagens iniciadoras de fermentagcdes e marcadores epidemioldgicos

(FUENTEFRIA, 2007). Estudos de Santos e Marquina (2004a), testaram a toxina de Pichia
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membranifaciens CYC1106 como possivel agente de biocontrole de Botrytis cinerea, um
fungo patogeno de plantas herbaceas. Kluyveromyces phaffii DBVPG 6076 produz uma
micocina que tem sido testada como biopreservante na superficie de uvas frescas e sucos de
uva contra certas espécies de leveduras deterioradoras (CIANI; FATICHENTI, 2001). Lowes
et al. (2000) estudaram uma toxina produzida por Williopsis mrakii, possuidora de alta
estabilidade a pH e temperaturas extremos, possuindo um amplo espectro contra diferentes
espécies de leveduras, podendo ser aplicada como agente de biocontrole no processo de
fabricagdo de iogurtes, e demonstrou melhores resultados que os conservantes utilizados
usualmente no mercado. A micocina produzida Zygosaccharomyces bailii demonstrou melhor
atividade antimicrobiana em comparacdo aos antifingicos azolicos convencionais, com
necessidade de menores concentragdes para inibicao de fungos patogénicos e fitopatogénicos
(WEILER; SCHMITT, 2003). Izgu et al. (2006) estudaram uma toxina secretada por Pichia
anomala, possuindo um efeito inibitoério contra diversas espécies, inclusive Candida, e sua
caracterizagdo demonstrou uma glicoproteina de 47 kDa, estdvel em pH de 3 a 5, e

temperatura até 37°C.

2.3. O género Trichosporon

O género Trichosporon pertence ao Filo Basidiomycota do Reino Fungi, sub-divisao
Basidiomycotina, Ordem Trichosporonales (MIDDELHOVEN et al., 2004).

Este género foi reconhecido em 1890, caracterizando certos fungos causadores de
micoses superficiais em humanos (LACAZ et al., 1991). T. beigelii foi descrito originalmente
da observacao clinica de pacientes com nodulos em cabelos e pelos (7richos = pelos, e sporon
= esporos), ¢ desde a apari¢do de uma infec¢do sistémica causada pelo género em 1970,
aumentou o numero de relatos de doengas causadas por esses fungos (WATSON;
KALLICHURUM, 1970). O género foi simplificado, tendo duas espécies com relevancia
clinica, e considerados sindnimos: 7. beigelii (usado por clinicos) e 7. cutaneum (usado por
micologistas ambientais) (GUEHO et al., 1992).

A maioria dos Trichosporon isolados em humanos eram classificados como 7. beigelii
ou T. cutaneum, mas devido a controvérsia da nomenclatura, Guého et al. (1992) propuseram
a primeira revisao taxondomica do género, e baseando-se na sequéncia do RNAr, subunidade
268S, e reassociagoes de DNA reconheceram 19 taxons distintos para o género, sendo 13
predominantemente saprofiticos (7. aquatile, T. bassicae, T. cerebriforme, T. dulcitum, T.

faecale, T. gracile, T. jiroveci, T. laibachi, T. loubieri, T. moniliforme, T. montevideense, T.
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pullulans, T. sporotricoides) e 6 patdgenos de humanos. Sugita et al. (1999) reconheceram
seis espécies causadoras de infecgdes em humanos (7. asahii e T. mucoides envolvidos em
infec¢des profundas, 7. asteroides, T. ovoides e T. cutaneum causadores da piedra branca —
infeccdo cronica da cuticula do pelo - e outras infecgdes superficiais, e 7. inkin causador de
infec¢des superficiais e profundas). 7" beigelii foi descaracterizado, sendo que acredita-se que
a maioria dos casos atribuidos & espécie foram causados por 7. asahii (GUEHO et al., 1994).
Rodrigues-Tudela et al. (2005) associam ainda 7. jiirovecii a infeccdo em humanos. Ha
dificuldade em classificar as espécies do género por serem muito relacionados
filogeneticamente (SUGITA et al., 2001). Segundo Middelhoven et al. (2004) atualmente 37
espécies do género sdo descritas, mais a nova espécie 7. insectorum, descrita por Fuentefria et
al. (2008).

Os fungos desse género sao leveduriformes, caracterizados pela formacao de colonias
branco-amareladas, umidas ou secas, inicialmente de aspecto liso, € com o passar do tempo se
torna rugoso ou cerebriformes (Figura 1) (LACAZ et al., 1998). Produz urease, possui
pseudo-hifas e hifas hialinas de 2 a 4 x 6 a 9 um, com septo doliporo em suas hifas, nao
fermenta carboidrato, embora assimile glicose, sacarose, galactose, maltose, celobiose,
trealose e lactose, com presenca de blastoconideos e artroconideos e sendo sua fase sexuada

desconhecida (LACAZ et al., 1998).

Figura 1 - Colonia de Trichosporon asahii em meio para fungos CTT 2768 (Fonte:
Thais Shinya).

Essas leveduras estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
no solo, 4gua, ar, vegetais, aves e mamiferos, principalmente em zonas temperadas e tropicais
(WOOLLETT; HENDRICK, 1970). Em humanos, fazem parte da microbiota normal do
epitélio bucal, da pele, da regido perigenital e unhas (ELLNER et al., 1993).
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Estes micro-organismos estdo associados a um amplo espectro de infecgoes, desde
lesdes superficiais benignas, como a piedra branca, a infec¢des invasivas (SUGITA et al.,
1995). T inkin e T ovoides, causadores de infec¢des superficiais em pelos pubianos e cabelos,
respectivamente, 7. cutaneum e T asteroides responsaveis por infecgdes cutaneas e 7. asahii e
T. mucoides associados as infecgdes invasivas (SUGITA et al., 1995). A piedra branca,
causada por 7. asteroides, T. ovoides, T. cutaneum ¢ T. inkin, afeta igualmente ambos sexos, €
todos grupos etarios, embora a genital acometa mais o adulto jovem do sexo masculino
(ZAITZ et al., 1998).

Quadros graves com alta mortalidade estdo associados a pacientes neutropénicos com
cancer, em quimioterapia ou corticosteroides, portadores de neoplasia, transplantados, com
proteses valvulares, hemocromatose, ou com AIDS (NESS et al., 1989; SUGITA et al., 2001).
Dentre os principais fatores de risco de infecgdes invasivas podem ser citados neutropenia,
uso de corticosteroides, valvula cardiaca, queimadura, uso de cateteres intravenosos, quadros
encontrados em pacientes imunocomprometidos (MARTINEZ-LACASA et al., 1991,
WALSH et al., 1993).

Infecgdes superficiais (piedra branca) caracterizam-se por nodulos fungicos de cor
branca ao castanho-claro, mole, de diversas formas e tamanhos, no pelos pubianos, do couro
cabeludo, bigode e barba, sendo que o foliculo piloso ndo ¢ afetado, embora os pelos possam
se tornar quebradicos, dependendo do tempo de permanéncia do micro-organismo (GUEHO
et al., 1992; ZAITZ et al., 1998). Muitas vezes assintomaticas, ¢ composta por elementos do
fungo compactados facilmente destacados do pelo (GUEHO et al., 1992). Piedra branca ja foi
observada em outros mamiferos, como primatas e cavalos selvagens (KAPLAN, 1959).
Condigdes de higiene, habitos sexuais e fatores socio-economicos sdo determinantes para
prevaléncia da doenca segundo Ellner et al. (1993).

Ja infecgdes sistémicas, tricosporonoses, podem ser disseminada ou localizada, onde
as regides mais atingidas sdo valvulas cardiacas, feridas cirurgicas, peritonio e sistema
nervoso central (COX; PERFECT, 1999). No caso da disseminada, mais comum, ¢
caracterizada por um estado febril inespecifico, sendo que a infec¢do progride rapidamente,
resultando na faléncia multipla de 6rgaos (COX; PERFECT, 1999).

Segundo Lacaz et al. (2003), Trichosporon tem sido um patégeno emergente isolados
de infec¢des ditas nosocomiais, especialmente em paciente imunocomprometidos. O género €
de fungos considerados oportunistas, devido ao fato da maior parte de infecgdes estarem

ligadas a pacientes imunocomprometidos (PIWOZ et al., 2000). As infec¢des sao frequentes,
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fulminantes e espalhadas, com lesdes no figado, pulmdes, bago e trato gastrintestinal
(RIPPON, 1988).

A formagdo de hifas durante uma infeccdo ¢ associada a viruléncia do fungo
(COLLIER et al., 1999), além da producao de enzimas que contribuem no estabelecimento do
parasitismo no hospedeiro (GACSER et al.,, 2007) e de antigenos de parede, também
associados a viruléncia desses micro-organismos (LYMAN et al., 1995) .

Trichosporon asahii esta presente no meio ambiente (solo, dgua) e fazem parte da
flora normal do trato gastrintestinal e pele (WARNOCK, 1998). O fungo era antes conhecido
como Trichosporon beigelii, mas a classificacdo, antes feita por caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas e ecoldgicas, precisou ser redefinida com o auxilio de ferramentas da biologia
molecular e estudos filogenéticos (TAPIA, 2009). Por causa da descaracterizacdo do nome 7.
beigelii, acredita-se que a maioria dos casos de infec¢do atribuidos ao 7. beigelli ou T.
cutaneum foram causadas por T.asahii, e esta espécie corresponda a 90% das infecgdes em
pacientes imunodeficientes (FAGUNDES JUNIOR et al., 2008).

A espécie causa infec¢des em seres humanos, que pode ir desde o acometimento
cutaneo superficial até quadros sépticos graves em individuos com imunodepressdo
(WALLING et al., 1987). T. asahii ¢ um importante patogeno oportunista, capaz de causar
infeccdes sistémicas graves em pacientes imunossuprimidos, oncoldgicos, hematologicos, e
idosos infernados em UTI com insuficiéncia cardiaca grave (FAGUNDES JUNIOR et al.,
2008). Outros fatores de risco tém sido associados a infeccio (CHOWDHARY et al., 2004),
como, transplante de orgdos, uso de imunossupressores, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) (BARCHIESI et al., 1993), queimaduras extensas (HAJJEH; BLUMBERG,
1995), cirurgia cardiaca valvar, corticoterapia (MARTINEZ-LACASA et al., 1991) e uso de
cateter venosos (KONTOYIANNIS et al., 2004).

Acredita-se que a espécie seja a mais frequente relacionada a casos invasivos de
infeccdo, seguido por T. inkin ¢ T. mucoides (MADARIAGA et al., 2003). Dutra (2009),
Gargel et al. (2009) e Azevedo et al. (2011) demonstraram a producdo de algum composto
antimicrobiano por 7. asahii, o qual inibiu as bactérias Pseudomonas aeruginosa,

Lactobacillus fermentum e a levedura Saccharomyces cerevisiae.
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2.4. O género Candida

O género Candida pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Sub-filo Ascomycotina,
classe Ascomicetos, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae, com cerca de
200 espécies catalogadas (SIDRIM; ROCHA, 2004; COOPER, 2011).

A primeira levedura do género foi observada em 1839 por Langenbeck, em aftas
bucais de um paciente com tifo, e erroneamente considerou-se 0 micro-organismo como
agente etioldgico da doenca (SIDRIM; ROCHA, 2004). David Gruby, em 1842, classificou
esse organismo no género Sporotrichum, e definiu a candidiase oral, mas Berg, em 1846,
estabeleceu a relacao dessa levedura com a doenca (SIDRIM; ROCHA, 2004). Charles Robin,
no ano de 1853, denominou o micro-organismo Oidium albicans, nome mudado para Monilia
albicans por Zopt em 1890, e somente em 1923 Berkhout criou a espécie Candida albicans,
transferindo a levedura para o género Candida (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Os fungos deste género podem ser encontrados em diversos ambientes, como agua, ar,
folhas, solo, alimentos, pasta de dente, roupa, além do corpo humano e de outros animais. As
leveduras sdo pequenas, ovais, com parede fina, que se reproduzem por brotamento
(COOPER, 2011).

Esses micro-organismos fazem parte da microbiota normal do trato gastrintestinal e
regides mucocutidneas e pele, podendo eventualmente se tonar patdgenos oportunistas,
envolvendo unhas, do trato respiratorio, digestivo e genital, de regides mucocutaneas e da
pele (RIPPON, 1988; COOPER, 2011). As espécies do género t€ém emergido como agentes de
infeccdes oportunistas em individuos imuno-comprometidos, como em pacientes com
diabetes avangada, aidéticos, transplantados em terapia imunossupressora € com cancer
submetidos a quimioterapia (APERIS et al., 2006). Imunossupressao, uso excessivo de drogas
antibacterianas, que suprimem o crescimento de bactérias do trato geniturinario, neoplasias,
uso de corticosteroides e drogas citostaticas estimulam o crescimento exacerbado dessas
leveduras, resultando em uma grave infeccdo sistémica (RIPPON, 1988; TORTORA et al.,
2005). De acordo com Rex (1996) o cateter venoso central aparenta ser o fator de risco mais
comum para o desenvolvimento de infecgdes por Candida em individuos nao-neutropénicos
ou que ndo possuem imunodeficiéncia.

Embora acredite-se que a maior parte dos casos de infec¢do por Candida ocorra via
endogena, com o transporte do fungo através do trato digestivo (NUCCI; ANAISSIE, 2001),

essas infecgdes podem ocorrer via exodgena, pela via parenteral, contato das maos de
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profissionais da saude com pacientes e implante de proteses contaminadas (PFALLER, 1995;
TROFA et al., 2008).

As formas de candidiase de regides mucocutaneas sdo muito comuns, € raramente
fatais para individuos imuno-competentes. Ao invés disso, sdo uma preocupagdao em termos
estéticos, ¢ ocasional recaida da doenga (COOPER, 2011). Em contraste, a enfermidade em
hospedeiros imuno-comprometidos ou com fatores predisponentes (como pacientes com
queimaduras) € mais grave, ¢ a infecgdo sistémica pode envolver diversos 6rgdos e gerar uma
grande variedade de sintomas (COOPER, 2011).

Até 1963 eram conhecidas cinco espécies do género que causavam doencas em
humanos: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. stellatoidea, e esse
numero aumentou desde entdo para aproximadamente 20 espécies de Candida conhecidas
envolvidas em micoses superficiais e invasivas em humanos (DIGNANNI et al., 2003). As
infeccoes mais comuns sdo causadas por C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata
(KOMSHIAN et al., 1989).

C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. krusei, C. glabrata e
C. tropicalis sdo as espécies mais importantes de interesse clinico, embora haja um aumento
no numero de casos relacionados de espécies emergentes como C. rugosa, C. utilis, C.
famata, C. dubliniensis, C. norvegensis, C. kefyr, C. inconspicua, C. lipolytica, entre outras
(COLEMAN et al., 1998)

Como ocorre em diversos outros fungos patogé€nicos, os do género Candida
apresentam dimorfismo, e existem varias formas clinicas, sendo que o individuo pode
apresentar mais de uma delas (NEVILLE et al., 2004). O rompimento do equilibrio biolégico
entre microbiota e hospedeiro faz com que as espécies de Candida provoquem infecgoes,
causando quadros agudo, sub-agudos ou clinicos, profundos ou superficiais (MENEZES;
NEUFELD, 2006).

C. albicans estd presente na microbiota endogena, ¢ habita intestino, vagina e boca.
Entretanto, em determinadas condigdes como gravidez, diabetes, caréncias de vitaminas,
prematuridade, tratamento com uso prolongado de antibioticos, radioterapicos, corticoides,
quimioterapicos, individuos imunocomprometidos, uso de proteses cardiacas ou de dentes,
essa espécie pode se tornar oportunista, invadir tecidos, e causar infec¢des superficiais e
profundas (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Esta espécie nao ¢ facilmente isolada do meio
ambiente, e, de acordo com Cooper (2011), essa aparente auséncia deve-se a adaptacdo ao
ciclo de vida do parasita com a concomitante perda das propriedades que lhe permitem

sobreviver fora de um hospedeiro.
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Segundo Sullivan e Coleman (1998), apesar da diminuicdo de infecgdes acometidas
pela C. albicans, a espécie ainda ¢ reconhecida como a mais frequente e patogénica espécie
do género causadora de infecgdes em humanos imunocomprometidos ou imunocompetentes.

Em cultivo sob condi¢des e incubacao apropriadas, a espécie pode produzir hifas e
pseudo-hifas, sendo que in vivo ambas as condi¢des (levedura e filamentosa) podem estar
presentes (Figura 2) (SUDBERY et al., 2004; COOPER, 2011), sendo na espécie a forma
leveduriforme indcua, enquanto a filamentosa patogénica, envolvida com a invasdo do tecido
(NEVILLE et al., 2004). As hifas geram blastoconideos em forma de “cachos de uva”, que
podem gerar hifas ou crescer como levedura, e a capacidade de formar clamidosporos (células
que originam das hifas, que possuem parede espessa) pode ser uma estrutura para diagnostico
da espécie entre o género, embora C. dubliniensis também produza clamidosporos (COOPER,
2011). Outra caracteristica que, segundo Cooper (2011), serve como diagnodstico para C.

albicans ¢ a formacao do tubo germinativo que ocorre a 37°C.

Figura 2 - Leveduras (a esquerda), pseudo-hifas (centro) e hifas (a direita) de Candida

spp. (Fonte: www.ec.asg.org)

O desencadeamento da infeccdo causada por C. albicans ocorre pela aderéncia do
micro-organismo a superficie celular, formagdo do tubo germinativo com consequente
desenvolvimento da forma filamentosa, a produgdo de toxinas e enzimas extracelulares e
mudanga da variabilidade fenotipica (KWON-CHUNG et al., 1985; MATHEWS, 1994). A
producdo de fosfolipase por C. albicans atua na hidrdlise de fosfolipideos, que dao origem aos
lisofosfolipideos, prejudiciais as células epiteliais (PRICE et al., 1982).

As cepas de acasalamento de C. albicans sdao naturalmente diploides, gerando uma
célula-filha tetraploide. A perda de cromossomos durante o crescimento da célula-filha
tetraploide assexuada, a fim de reestabelecer um estado diploide, ¢ um fendmeno morfologico
geneticamente controlado conhecido como mudanga fenotipica (KWON-CHUNG et al., 1985;
MATHEWS, 1994; COOPER, 2011).
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A grande capacidade de adesdo da C. albicans e outras leveduras do género Candida
(MATHEWS, 1994; RAMAGE et al., 2005) pode levar também a formacgdo de biofilme,
considerado um importante fator de viruléncia destes micro-organismos, podendo estar
presente em todas espécies do género (REX, 1996). Os biofilmes conferem maior resisténcia
as drogas antimicrobianas e aos mecanismos de defesa do individuo em comparagdo a células
isoladas, favorecem a aderéncia no tecido, dificultando a fagocitose, se tornando um
importante fator de infec¢do para muitos individuos (DONLAN, 2001; VIDOTTO et al.,
2002).

A formacdo do biofilme se inicia com aderéncia do micro-organismo a um substrato
(tecido do hospedeiro ou dispositivo médico), formando uma camada basal de células, que se
reproduzem e produzem hifas (SOLL, 2008). Ha producdo de uma matriz extracelular de
substancias poliméricas, e finalmente, no estagio final do desenvolvimento do biofilme, ha
menor multiplicacdo da levedura e maior crescimento das hifas, e envolvimento do biofilme
pela matriz extracelular (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; SOLL, 2008). Embora ainda
ndo seja conhecido o motivo da estimulagdo da producdo da matriz extracelular durante a
formagdo do biofilme, ¢ sabido que alguns dos componentes dessa matriz sdo carboidratos,
fosforo, glicose e proteinas (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). Blankenship e Mitchell
(2006) ainda incluem um estagio de dispersao de células-filhas, as quais se desenvolvem
como cé¢lulas ndo aderentes, podendo ser liberadas do biofilme.

De acordo com Hube e Naglik (2001), C. albicans secreta proteinases e fosfolipases
capazes de degradar, transformar ou destruir os constituintes da membrana celular do
hospedeiro. As enzimas digerem proteinas do hospedeiro, provendo uma fonte de nitrogénio
para o micro-organismo e contribui para adesdo e invasdo dos tecidos. Estudos de Santana et

al. (2010) confirmaram uma alta atividade enzimatica de isolados de C. albicans.

2.5. O género Malassezia

O género Malassezia pertence a divisdo Deuteromycotina classe Blastomycetes, ordem
Cryptococcales e familia Cryptococcaceae (KREGER, 1984; SCHLOTTFELDT et al., 2002).
Sao 13 as espécies isoladas e descritas segundo Prado et al. (2007) e Guého et al. (2011): M.
caprae (CABANES et al., 2007), M. dermatis (SUGITA et al., 2002), M. equina (CABANES
et al., 2007), M. furfur (BAILLON, 1889), M. globosa (GUEHO et al., 1996), M. japonica
(SUGITA et al., 2003), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. obtusa (GUEHO et al., 1996), M.
pachydermatis (WEIDMAN, 1925), M. restricta (GUEHO et al., 1996), M. slooffiae
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(GUILLOT et al., 1996), M. sympodialis (SIMMONS; GUEHO, 1990) e M. yamatoensis
(SUGITA et al., 2004). Ha entretanto uma nova espécie recentemente reconhecida do género:
M. cuniculi (CABANES et al., 2011; GUEHO et al., 2011).

A classificacdo taxondmica desse fungo sempre foi muito confusa devido ao seu
dimorfismo, existindo nas duas formas, leveduriforme e filamentoso, dependendo das
condi¢des da cultura (PROHIC, 2012). No geral, a fase leveduriforme ¢ saproéfita, e a
filamentosa parasitica (SAADATZADEH et al., 2001), sendo que, originalmente, a fase
leveduriforme foi descrita como Pityrosporum, enquanto a filamentosa como Malassezia, e
somente unificadas no género Malassezia em 1986 (CANNON, 1986).

Malassezia furfur foi a primeira espécie do género a ser descrita, por Baillon em 1889,
e o nome foi em homenagem a Malassez, que estudou a levedura em 1874 (GUILLOT;
BOND, 1999). Durante muitas décadas o género Malassezia foi limitado as espécies M.
pachydermatis e M. furfur (NASCENTE, 2006). Em 1990, Simmons e Guého descreveram
uma nova espécie, M. sympodialis, gracas ao uso de novas técnicas moleculares (SIMMONS;
GUEHO, 1990). Desde entio, outras espécies outras espécies foram sendo descritas, nessa
ordem: M. slooffiae, M. globosa, M. obtusa ¢ M. restricta (GUEHO et al., 1996), M. dermatis
(SUGITA et al., 2002), M. japonica (SUGITA et al., 2003), M. yamatonensis (SUGITA et al.,
2004), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. equina ¢ M. caprae (CABANES et al., 2007), e
recentemente M. cuniculi (CABANES et al., 2011).

Ha divisao do género em dois grupos: lipodependentes e ndo lipodependentes, sendo o
segundo grupo formado somente pela M. pachydermatis (BARNETT et al., 1990; MARTINS
et al., 2004; NASCENTE, 2006). De acordo com Guého et al. (1996), essas leveduras (exceto
M. pachydermatis) utilizam lipideos como fonte de carbono, e necessitam da suplementagao
de 4cidos graxos de cadeia longa para seu desenvolvimento, sendo conhecidas como
lipofilicas-dependentes. As lipofilicas-ndo-dependentes sdo lipofilicas, mas ndo necessitam
dessa suplementagéo lipidica para seu crescimento normal (GUEHO et al., 1996; GUILLOT;
BOND, 1999; MACHADO et al., 2003). Segundo Guillot e Bond (1999), M. pachydermatis ¢é
a unica espécie ndo lipodependente associada a animais, enquanto as lipodependentes sdo
principalmente encontradas em humanos.

As leveduras do género possuem uma parede celular espessa, reprodugdo assexuada
por brotamento ou processo monopolar repetitivo, com formagao de blastoconideo, e células
ovoides, cilindricas ou globosas (GUEHO et al., 2011). A reprodugio sexuada ainda ndo é
conhecida, embora um estudo de Xu et al. (2007) identificaram um /ocus do fator de

acasalamento em M. globosa, o que sugere que esse tipo de reproducdo possa ocorrer. As
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leveduras desse género raramente sdo encontradas no meio ambiente, sendo parte da flora
comensal da pele, e seu principal habitat ¢ primeiramente a pele de muitos vertebrados de
sangue quente (MIDGLEY, 2000).

Por causa de sua dependéncia de lipideos para sobreviver sao encontradas em areas
sebaceas, como face e couro cabeludo (PROHIC, 2012). A colonizacdo por Malassezia
comeca no periodo neonatal, e aumenta apos a puberdade, por causa do aumento de lipideos
na superficie do corpo por causa da maior atividade de glandulas sebaceas neste periodo
(ASHBEE, 2006).

M. pachydermatis foi descrita pela primeira vez em 1925, sob o nome de
Pityrosporum pachydermatis, isolada de um rinoceronte indiano (Rhinoceros unicornis) com
eritrodermia (WEIDMAN, 1925). De acordo com Nascente (2006), a espécie M.
pachydermatis possui células de tamanho entre 1-3 X 2-4 um, isoladas ou em grupos, com
formato oval ou germinacao unipolar de base larga, formando uma célula “garrafa”. Hifas e
pseudohifas geralmente estdo ausentes. As colOnias sdo opacas, com coloracdo amarelo
creme, e a medida que envelhecem passam a cor marrom alaranjado (Figura 4) (GUILLOT et

al., 1996).

Figura 3 - Colonia de M. pachydermatis (Fonte: Faculty of Life Sciences - University
of Copenhagen — Denmark).

Apesar das leveduras do género Malassezia fazerem parte da microbiota normal de
mamiferos, Fraser (1961) concluiu que M. pachydermatis poderia causar irritagdo do epitélio
do meato acustico de caes, sendo assim um agente significante nas otites caninas. Apresentada
como colonizadora comum da orelha externa, pele, 1abios e orificio anal de cdes sadios
(BOND et al., 1995; KENNIS et al., 1996; NOBRE et al., 2001), M. pachydermatis tem sido
isolada tanto de caes sadios, quanto com dermatite pruriginosa ou otite externa, embora neste

ultimo caso apresente um nimero menor de células visualizadas na microscopia (FRASER,
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1965). Devido a esta alta frequéncia de isolamento dessa espécie em cdes ndo-sadios, a
espécie torna-se um invasor patogénico secundario (BOND et al., 1995), e em 1961 associada
a otite média e externa em cachorros (FRASER, 1961). Além de Fraser (1961), diversos
autores consideram a espécie como associado a otite externa em caes (BAXTER, 1975;
GENTILINI et al., 1991; NOBRE et al., 2001).

M. pachydermatis estd associada a dermatite e otite em animais de sangue quente, em
especial caes e gatos (ABOU-GABAL et al., 1979; GUILLOT; BOND, 1999), e pode causar
dermatite em rinocerontes (WEIDMANN, 1925). Apesar de a espécie estar mais adaptada aos
animais, ela pode ser encontrada em humanos, onde podem se tornar responsavel por algumas
infecgdes sistémicas, principalmente em criangas recém-nascidas internadas em unidades de
tratamento intensivo (WELBEL et al., 1994; AKERSTEDT; VOLLSET, 1996;
DWORECKA-KASAK; TOKA, 1999). M. pachydermatis também foi associada a infecgao
sistémica febril em humanos com infecgdes em diversos 6rgaos, incluindo figado (GUEHO et
al., 1987), e Malassezia spp. foi isolada do fluido de dialise de adultos com peritonite
recorrente (SIDRIM; ROCHA, 2004).

De acordo com Bond (1997), podem ser citados como fatores de sobrevivéncia e
viruléncia de M. pachydermatis a produgao de enzimas que alteram o manto lipidico cutaneo,
causando inflamacgao local e consequente ativacdo do complemento com posterior penetragao
da espécie nos tecidos, além de sua aderéncia aos queratindcitos, alterando a coesdo entre
essas células e consequentemente danificando a queratina.

Fatores que alteram o microclima local, fornecendo temperatura, umidade e substrato,
aumentam o numero de células desta espécie, fazendo-a passar da forma comensal a
patogénica (FRASER, 1965; LARSON et al., 1988). A apresentacdo clinica da otite externa
s6 ocorre com a presenca numerosa de células de M. pachydermatis por campo, onde a
proliferacdo de células da levedura desencadeia alteragdes no mecanismo de defesa do
hospedeiro, alterando o equilibrio comensal-hospedeiro (GRIFFIN, 1996; BOND et al.,
1996). A perpetuacdo da espécie ¢ facilitada, de acordo com Lobell et al. (1995), pela
utilizag¢do de antibacterianos que eliminam bactérias comensais competidoras, € a resisténcia
de M. pachydermatis as drogas antifungicas se deve ao uso indiscriminado das mesmas

(EICHENBERG et al., 2003).
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2.6. O género Trichophyton

Fungos considerados dermatofitos sao fungos queratinofilicos capazes de causar
doencas em homens e animais, sendo que as espécies pertencem aos geéneros
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (CABANES, 2000; TRABULSI et al., 2002;
SIDRIM et al., 2004; TORTORA et al., 2005; OUTERBRIDGE, 2006). De acordo com Hoog
et al. (2000), esse grupo de fungos pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomycetes e
ordem Onygenales. Entretanto, Hibbett et al. (2007), com uma recente classificagdo do Reino
Fungi, classificam como filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes,
subclasse Eurotiomycetidae e ordem Onygenales.

Existem cerca de 40 espécies inclusas nesses trés géneros, mas o numero de
dermatofitos verdadeiros (fungos queratinofilicos capazes de causar doencas em animais €
humanos) reduz a 30 espécies dentro dos géneros, e por causa das diferentes condi¢cdes
climaticas, geograficas e socioecondmicas, ha diferentes padrdoes de distribuicdo dos
dermatéfitos pelo mundo (LACAZ et al., 1998; CABANES, 2001).

O grupo dermatofitos € composto por fungos filamentosos, com hifas septadas,
hialinos, queratinofilicos, algumas vezes artroconidiados, capazes de colonizar e causar lesdes
clinicas em pelos e/ou extrato corneo, sendo que a classificagdo dos dermatéfitos nos géneros
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton ocorre de acordo com sua reproducgdo
assexuada (ELEWSKI, 2000; SIDRIM et al., 2004; OUTERBRIDGE, 2006). A taxonomia ¢
identificacdo rotineira em laboratorio baseia-se em critérios morfoldgicos, macro e
microscopicos e reproducdo assexuada (CABANES, 2001). Geralmente suas coldnias
apresentam cores claras, com uma gama restrita a tons esbranquicados, marrom e amarelados,
sendo raras as colonias em outras cores (CABANES, 2001)

A caracterizagdo microscopica dos dermatdfitos ocorre de acordo com seus conidios
assexuados. Enquanto no género Epidermophyton os microconidios sdo ausentes, no género
Trichophyton eles sao numerosos, arredondados, unicelulares de parede fina, isolados ou em
cachos ao longo da hifa, e no género Microsporum sao unicelulares e raros ao longo das hifas.
Quanto aos macroconidios, Epidermophyton apresenta-os de forma numerosa, formando
cachos de uva, com parede fina e septos que os dividem em duas a trés células, Microsporum
apresenta-os de forma numerosa, fusiformes, com parede rugosa ¢ fina, e de trés a quinze
septos, € Trichophyton raramente apresenta-os, ¢ possuem parede fina e lisa, com formato

alongado ou em clava (ZAITZ; PROENCA, 1988).
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Diversos autores agrupam os dermatoéfitos de acordo com sua preferéncia pelo
hospedeiro e habitat natural em zoofilicos, geofilicos ou antropofilicos (JONES et al., 2000).
Quando infectam principalmente seres humanos sao considerados antropofilicos, o caso das
espécies Microsporum audoinii, Trichophyton rubrum, T. tonsurans, T. mentagrophytes var.
interdigitale, T. rubrum, T. schoenleinii, T. tonsurans, T. violaceum e Epidermophyton
floccosum. J& os zoofilicos afetam basicamente animais, podendo usualmente infectar
humanos (Microsporum canis, M. gallinae, M. nanum, M. persicolor, T. equimum, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes ¢ T. verrucosum). Finalmente, os geofilicos, como M.
gypseum, M. fulvim, T. ajelloi e T. terrestre sao, sobretudo, saprofitas do solo e
ocasionalmente infectam tanto animais quanto humanos (CORR]::A & CORREA, 1992;
SANTOS et al., 1997; CABANES, 2001; COSTA et al, 2002; MORIELLO, 2004;
OUTERBRIDGE, 2006).

A dermatofitose ¢ uma doencga cutinea contagiosa, causada pelos fungos dermatofitos,
que apresentam capacidade de invasao de tecidos queratinizados de animais e humanos,
podendo afetar assim pelos, unhas, penas, cascos, chifres e células queratinizadas da pele
(JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; PEREIRA; MEIRELES, 2001). A enfermidade
pode ser transmitida facilmente de uma espécie de animal para outra, bem como de animais
para os homens, e ocasionalmente do homem aos animais (RICHARD et al., 1994), ¢ ¢
caracterizada por descamagdes locais, lesdes circulares e alopecia multifocal (CAFARCHIA
et al., 2006; DeBOER; MORIELLO, 2006).

De acordo com Cabafies (2001) as espécies mais frequentes encontradas nos
laboratorios de micologia clinica humana sdo: Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis, M. gypseum, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e T. tonsurans, responsaveis por
mais de 90% dos casos de dermatofitose em humanos.

A prevaléncia dos dermatofitos varia nas diversas regides globais, inclusive dentro do
mesmo pais, uma vez que fatores socioecondmicos e higiénicos da populagdo, urbanizacao,
clima, sistema imunoldgico do hospedeiro, agdes terapéuticas e caracteristicas do fungo
geram diferencas nos padroes de distribui¢do desses fungos (LACAZ et al., 1998). A
gravidade da infec¢do varia mais de acordo com estado do sistema imune, a sensibilidade do
hospedeiro ao tratamento, sexo, local da infec¢dao e fatores ambientais locais do que com a
viruléncia ou linhagem do fungo, podendo se manifestar moderadamente ou de forma severa
(MORAES et al., 2001).

As manifestagdes clinicas mais comuns das dermatofitoses sdo as cutidneas, sob nome

genérico de “tinhas” (do latim tinea), sendo classificadas de acordo com a localizagdo
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anatomica da micose: “tinha” do couro cabeludo (tinea capitis), da barba (tinea barbae),
corporal (tinea corporis), das unhas (tinea unguium), dos pés (tinea pedis) € maos (tinea
manuum), ¢ da regido inguinal (tinea cruris) (MORAES et al., 2001; ANDREWS; BURNS,
2008). Em raras ocasides, os dermatofitos invadem camadas mais profundas nao
queratinizadas, onde despertam uma resposta aguda, formando abscessos que podem originar
inflamacdes granulomatosas (MORAES et al., 2001). Segundo Chermette et al. (2008) e
DeBoer e Moriello (2006) esses micro-organismos sdo transmitidos entre humanos e/ou
animais através de contato direto, com pelos, escamas ou crosta infectadas no ambiente, ou
por contato indireto através de fomites.

Sidrim et al. (2004) descreveram a instalacdo do processo patogénico na pele, a qual
inicia-se pela inoculagdo artroconideo ou de um fragmento de hifa depositado na pele,
geralmente através de uma lesdo cutanea ou escoriacao pré-existente. A producao das enzimas
proteoliticas queratinases, elastases e colagenases também sdo fatores responsdveis pela
instalag¢do da infecgcdo (SIDRIM et al., 2004).

A micose nos pelos ocorre secundariamente a invasao da pele. Apds invadir a camada
cornea da epiderme (camada mais superficial da pele) o micro-organismo encontra uma
regido de orificio piloso, e se aprofunda na dire¢ao do infundibulo do pelo, que ¢ uma nova
fonte de queratina, sendo que essa progressao so termina quando nao houver mais queratina
no colete do bulbo capilar (SIDRIM et al., 2004)

Na micose em unhas, a infeccdo também ocorre secundariamente a penetracdo do
dermatofito na camada cornea da porcao distal do leito ungueal, sendo que a penetragao do
micro-organismo na unha previamente doente, e diferentemente das onicomicoses causadas
por leveduras, a invasdo comega na parte distal em direcdo a parte proximal da unha e ndo na
prega proximal (SIDRIM et al., 2004).

Como esses fungos raramente invadem o tecido, o0 mecanismo de desencadeamento da
doenga ocorre pela liberagdo de toxinas ou alérgenos, que penetram na derme e epiderme,
provocando uma reagdo inflamatéria (SCOTT; HORN, 1987; SCOTT et al., 2001). Ha alguns
grupos de risco, como criangas, portadores de cancer, pacientes transplantados, doencas
imunossupressoras, idosos, as quais possuem maior chance de contrair infecgdes, as quais
podem ser mais graves (KING et al., 1996)

Trichophyton mentagrophytes € a segunda ou terceira maior causa de dermatofitose no
ser humano, ocasionando quadros de onicomicoses, lesdes no couro cabeludo,
epidermofitiases e lesdes interdigitoplantares. Existem duas principais variedades de T.

mentagrophytes: T. mentagrophytes var. mentagrophytes e T. mentagrophytes var.
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interdigitale, sendo que a primeira ¢ uma espécie zoofilica, e a segunda espécie
particularmente antropofilica. As duas variedades também podem ser diferenciadas
fenotipicamente, onde, cultivadas em agar Sabouraud, 7. mentagrophytes var. mentagrophytes
apresenta textura pulverulenta, sem relevo acentuado, com coloracao que varia do branco —
amarelado ao castanho — avermelhado e o reverso da colonia apresenta um pigmento que pode
ir do castanho ao vinho, e 7. mentagrophytes var. interdigitale manifesta colonias aveludadas
(cotonosas), com coloragdo branco — avermelhada, e reverso pouco pigmentado castanho ou
avermelhado (CABANES, 2001; SIDRIM et al., 2004; KAUFMAN et al., 2005).

Segundo Cabaties (2001) e Sidrim et al. (2004), as colonias de 7. mentagrophytes
possuem grande quantidade de microconidios arredondados e agrupados com aspecto de
cacho (Figura 4). Quanto aos macroconidios, quando presentes, possuem forma de “charuto
cubano”, com um a seis septos transversais ligados a hifas hialinas e septadas. Os autores
ainda citam a grande quantidade de estruturas de ornamentagdo, como hifas espiraladas, em

raquete, clamidoconidios intercalares e 6rgaos nodulares.

Figura 4 - Colonia de 7. mentagrophytes (a esquerda) e macroconideos e
microconideos tipicos de 7. mentagrophytes var mentagrophytes (a direita) (Fonte: Cabafes,

2001).

Estudos de Hirsch e Zee (2003) demonstram que para o tratamento de algumas
espécies desses fungos € necessaria a utilizagdo relativamente grande da concentragcdo de
determinados fungicidas, que causam efeitos maléficos ao animal ou ser humanos infectados.

2.7. O género Xanthomonas

O género de bactérias Xanthomonas pertence ao filo das Proteobacterias, classe

Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae, ¢ inclui
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aproximadamente 27 espécies, todas fitopatogénicas, exceto X. maltophilia (SUTHERLAND,
1993; GARCIA-OCHOA et al., 2000; GARRITY; HOLT, 2000; MADIGAN et al., 2010).

A taxonomia do género ¢ complexa e tem sofrido diversas alteragdes. No inicio as
espécies de Xanthomonas eram classificadas em outros géneros, como Pseudomonas e
Bacterium, e somente em 1939 Dowson propds a criagdo do género Xanthomonas
(BRADBURY, 1986). A classificacdo realizada para organizar novas espécies com o conceito
novo hospedeiro — nova espécie foi utilizada até¢ 1974, gerando um género complexo com
mais de 100 espécies (VAUTERIN et al., 1995). Vauterin et al. (1995) realizaram um estudo
de hibridagio DNA-DNA, e fizeram algumas mudangas taxonomicas no género, sendo
estabelecido que os isolados de cruciferas deveriam ser classificados na espécie Xanthomonas
campestris, e reclassificou o género em 20 espécies. Atualmente sdo validadas 27 espécies,
sendo elas: X. albilineans, X. alfafae, X. ampelina, X. axonopodis, X. bromi, X. campestris, X.
cassavae, X. citri, X. codiae, X. cynareae, X. ervisicatoria, X. fragariae, X. fuscans, X.
gardineri, X. hortorum,X. maltophila, X. melonis, X. oryzae, X. perforans, X. phaseoli, X. pisi,
X populi, X. sacchari, X. theicola, X. transluscens, X. vesicola, X. vesicatoria, sendo que
dentro das espécies podem existir diversos patovares (BAJPAI et al., 2011).

As espécies do género sao muito semelhantes fisiologicamente e morfologicamente,
sendo bacilos retos ou levemente curvados, Gram-negativos com dimensdes entre 0,7 - 2 um
de comprimento e¢ 0,4 — 0,7 um de largura, quimiorganotréficos e aerdbios obrigatorios,
utilizando o oxigénio como receptor final de elétrons, e possuem um unico flagelo polar (1,7 -
3 um de comprimento), que promove sua motilidade (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
MEYER; BOGDANOVE, 2009; MADIGAN et al., 2010). A cultura da maioria das espécies
¢ de colonias amarelas, gragas a producdo de carotenoides (xantomonadinas), de aspecto liso,
brilhante e viscoso, por causa da produgdo do exopolissacarideo xantana, que confere
vantagem na patogenicidade, oferece protegdo contra congelamento, dessecacdo e radiagdao

UV (Figura 5) (BRADBURY 1986; MEYER; BOGDANOVE, 2009).
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Figura 5 - Colonia de Xanthomonas spp. (Fonte: www.apsnet.org)

A agricultura mundial ¢ afetada por inumeras doengas ocasionadas por bactérias do
género Xanthomonas, o que causa perdas substanciais em culturas de grande importancia
econdmica (FILGUEIRA, 2000). Segundo Chan e Goodwin (1999), as espécies do género
podem provocar doengas em pelo menos 124 espécies de plantas monocotiledoneas e em 268
espécies de dicotiledoneas, embora cada espécie de Xanthomonas possua um leque restrito de
plantas hospedeiras. As fitopatologias causadas possuem diversos sintomas, entre eles
necrose, cancro, ferrugem e manchas, e podem atacar diversas partes da planta, como folhas,
caule e frutas (LEYNS et al., 1984; HAYWARD, 1993).

A podridao negra, que ¢ a doenga de maior importancia em cruciferas, ¢ causada por
Xanthomonas campestris pv campestris, € ocorre em todo o mundo, podendo causar sérios
danos as culturas nos periodos de chuva (WILLIAMS, 1980). As plantas da familia
Cruciferae/Brassicaceae sdo as mais numerosas de espécies olaredceas, destacando-se a
couve-flor, couve-manteiga, o brdcolis, rabanete, nabo e o repolho (FILGUEIRA, 2000).
Segundo Osbourn (1995), X. campestris produz diversas enzimas que degradam os
componentes da matriz extracelular de vegetais, como proteases, endogluconases, pectinases,
bem como polissacarideos, sendo a xantana o mais importante.

A maior intensidade da podriddo negra ocorre em periodos com alta umidade e
temperaturas entre 28°C a 30°C (ASSIS et al., 1996). O micro-organismo penetra nas plantas
através dos estomatos, colonizando os espacos intercelulares do mesofilo, ou pelos hidatddios
e feridas, colonizando o vegetal pelo sistema vascular (MANNERS, 1993; QIAN et al., 2005).
As folhas das plantas infectadas apresentam lesdes com clorose em forma de V, com o vértice
voltado para o centro foliar, nervuras necrosadas ao longo de sua margem, ¢ com o passar do
tempo ha aumento dessas lesdes e eventual queda. Os caules apresentam necrose dos feixes

vasculares (QIAN et al., 2005), e o patégeno pode penetrar no sistema vascular, e infectar
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toda a planta, produzir a xantana que obstrui as veias do xilema, o que impedird o fluxo da

agua no vegetal (WILLIAMS, 1980) (Figura 6).

[}

Figura 6 - Podridao-negra em folha de couve, com lesdo em forma de “v”, com

amarelecimento do tecido (Fonte: www.ohioline.osu.edu)

A bactéria ¢ transmitida através das sementes principalmente, que constitui uma
importante fonte de indculo primario, pois podera dar inicio ao ciclo da doenga ¢ de mudas
contaminadas (RODRIGUES NETO, 1995). O solo, as plantas infectadas, a agua, também
dispersam a bactéria, contribuindo para a ocorréncia da podridao negra (ZHAO et al., 2002).

A utilizagdo de sementes isentas da bactéria, rotagao de culturas, remocao de ervas
daninhas, controle de insetos, cuidados durante o processo de colheita e acondicionamento e
as manipulagdes culturais e destrui¢do de residuos remanescentes pos-colheita ajudam no
controle da doenca (ZHAO et al., 2002). Embora o uso de pesticidas e antibidticos seja a
principal forma de controlar fitodoengas, essas medidas geram alta toxicidade residual, bem
como acumulo de toxicos ao longo da cadeia trofica, além do aparecimento de micro-
organismos resistentes (SATISH et al., 1999; VASINAUSKIENE et al., 2006). Cultivares
resistentes também vém sendo utilizados também como forma de controle da podridao-negra,
embora a doenga ainda represente uma ameacga para a agricultura, ¢ haja necessidade do
desenvolvimento de métodos mais eficientes € com menores riscos ambientais para o controle
de X. campestris (ANDRADE et al., 2005).

X. campestris pv campestris possul também sua importancia industrial. O micro-
organismo em questdo ¢ responsavel pela producdo do polissacarideo xantana, uma goma
hidrossoluvel de alto peso molecular (JANSSON et al., 1975; GALINDO, 1994; ROSALAM,;
ENGLAND, 2006). Sua propriedade reologica superior em relacdo a de outros polissacarideos
microbianos e facilidade em sua obtengdo fazem com que esse biopolissacarideo seja
amplamente utilizado nas industrias, sendo considerado o polissacarideo bacteriano

comercialmente mais importante (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Na industria de alimentos ¢ muito utilizada principalmente pela sua ampla gama de
compatibilidade com ingredientes de alimentos e aditivos (CHALLEN, 1994), sendo
compativel com lipidios, proteinas e outros polissacarideos (SUTHERLAND, 1998), pela sua
estabilidade em diferentes pHs, facil dissolug¢do em agua (SUTHERLAND, 2001) e
necessidade de baixa concentracdo da goma sem afetar no sabor do produto final
(ROSALAM; ENGLAND, 2006). E encontrada como espessante e emulsificante em misturas
secas para sobremesas, recheios, molhos, xaropes, bebidas, sorvetes entre outros
(KATZBAUER, 1998).

O uso da xantana ndo ¢ restrito somente a industria alimenticia. Em pogos de petrdleo ¢
usada para recuperagdo de petroleo, por ndo ser sujeita a degradagdo por cisalhamento e
temperatura e ter uma excelente compatibilidade com sais (VUYST et al., 1987; ROSALAM,;
ENGLAND, 2006). Na industria de cosméticos ¢ usada em géis e cremes proporcionando
maciez ¢ suavidade devido a sua pseudoplasticidade, em produtos farmacéuticos ¢ usada em
emulsdes ou suspensdes, em produtos de higiene ¢ utilizada em xampus e cremes dentais
(KATZBAUER, 1998), ¢ usada também na industria de papel e papeldo para alimentos e
como estabilizante de alimentag¢do bovina, de herbicidas, fertilizantes e fungicidas (MORRIS,

1995).

2.8. Pseudomonas aeruginosa

O género de bactérias Pseudomonas pertence ao filo das Proteobacterias, classe
Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia Pseudomonaceae (MADIGAN et
al., 2010). A classificagdo taxondmica do género, descrito pela primeira vez hd mais de cem
anos, sofreu sua primeira revisdo por Stanier et al. (1966). O autor baseou-se nas
caracteristicas bioquimicas e nutricionais dos micro-organismos, dividindo o género em
quatro grupos: pseudomallei, alcaligenes, acidovoran e fluorescente. Palleroni et al. (1972)
através de estudos de homologia DNA-rRNA verificaram uma grande heterogeneidade entre
os grupos, causando uma reclassificagdo do género em cinco grupos geneticamente distintos
entre si. Finalmente, em 1996, Kersters et al. classificaram os grupos nos novos géneros:
Pseudomonas (Grupo 1), Burkholderia (Grupo II), Comamonas (Grupo IlI), Brevundimonas
(Grupo 1V), Stenotrophomonas (Grupo V), além das espécies Cryseomonas luteola,
Flavimonas orxyhabitans e Shewanella putrefaciens, que ficaram num grupo sem

classificacdo (KONEMAN et al., 2001). O género Pseudomonas inclui as espécies P.
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aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, O. veronii, P. monteilli, P. stutzeri, P. mendocina, P.
pseudoalcaligenes, P. alcaligenes, P. luteola e P. oryzihabitans (KONEMAN et al., 2001).
Pseudomonas ¢ um género de bactérias gram-negativas, que apresentam-se como
bacilos retos ou ligeiramente curvados, de 0,5-0,7 um de espessura por 1,5-3,0 um de
comprimento, ndo esporuladas, moveis por um ou mais flagelos polares e ndo fermentador,
aerobios estritos utilizando assim o oxigénio como aceptor final de elétrons (KONEMAN et
al., 2001; KISKA; GILLIAN, 2003; TORTORA et al., 2005). Como patdégenos oportunistas
de animais e planta, o género se destaca dentro da familia, sendo P. aeruginosa a
representante de em média 75% dos isolados de amostras clinicas (KISKA; GILLIAN, 2003).
P. aeruginosa produz os pigmentos pioverdina (fluorescente) e piocianina (azul), que
conferem ao meio uma cor verde brilhante (Figura 7), caracteristica da espécie, sendo que
algumas cepas podem também produzir outros pigmentos como piomelanina (marrom a preto)
e piorrubina (avermelhado) (POLLACK, 2000; MERINO, 2007). Sdo citocromo-oxidase
positiva, e moveis através de flagelo monotriquio polar, apresentam coldnias de caracteristicas
variadas, possuindo ou ndo um odor caracteristico de frutas citricas (TRABULSI;

ALTERTHUM, 2005).

Figura 7 - Colonia de P. aeruginosa (Fonte: Gary E. Kaiser -

http://faculty.ccbcmd.edu).

A espécie comumente habita a microbiota normal do ser humano, podendo ser
encontrada na pele, garganta e fezes de individuos sadios, além de estar presente no solo,
agua, matéria organica em decomposicdo, vegetais, cateteres, até mesmo desinfetantes, devido
a pouca exigéncia para seu crescimento e grande versatilidade nutricional (KISKA;
GILLIAN, 2003; TORTORA et al., 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; STROHL et
al., 2004).

O micro-organismo em questdo ¢ umas das espécies mais prevalentes em infecgdes

hospitalares no mundo, e sua importancia reside no fato da dificuldade terapéutica ao combate



30

dessas infecc¢des pela espécie possuir caracteristicas naturais de resisténcia (ARRUDA, 1998;
BRAGA et al., 2004).E considerado um modelo de patdgeno oportunista (causa infec¢des em
individuos imunodeprimidos) de processos cirurgicos, pos cateterizagao urinaria, pneumonias
ap6s procedimentos de entubacdo, queimaduras, que podem resultar em doengas bacterianas

severas (SARTORI, 2005).

2.8.1. Infeccoes causadas por P. aeruginosa

As infecgdes causadas por esse micro-organismo compreendem desde infecc¢des
superficiais na pele a septicemia fulminante (KISKA; GILLIAN, 2003). P. aeruginosa pode
colonizar orofaringe, pele e intestino de individuos saudaveis, embora esteja associada a
doencas em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados (KISKA; GILLIAN, 2003). De
acordo com Pollack (2000), o inicio da infec¢dao ocorre com a quebra da barreira anatomica,
como utilizagdo de processos invasivos. Quando acometem seres humanos
imunocompetentes, a infec¢do por P. aeruginosa, adquirida na comunidade através
principalmente da agua e solucdes, costumam ser localizadas, como ¢ o caso de infec¢des
oculares decorridas de lentes de contato contaminadas (CHOY et al., 2008) e de otite externa
e foliculite em nadadores (MENA; GERBA, 2009).

A disseminagdo no ambiente hospitalar ¢ favorecida pela facilidade do micro-
organismo em crescer em diversos materiais inertes, como materiais e equipamentos
hospitalares, bem como sua habilidade em manter-se viavel nas maos dos profissionais da
saude (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). A baixa exigéncia nutricional faz com que a
espécie consiga crescer em qualquer superficie (TORTORA et al., 2005) e a formagdo de
biofilmes permite a colonizacdo em cateteres, tubos, e diversos materiais disseminando e
dificultando o controle da bactéria (KOWALEWSKA-GROCHOWSKA, 1991).

A espécie ¢ um importante patdogeno em infecgdes dos tratos urindrio e respiratorio
(CORREIA et al., 2007; PITOUT et al., 2007), ¢ o sexto micro-organismo mais comum em
infecgdes da corrente sanguinea (GAYNES; EDWARDS, 2005), pode causar meningite
(NAIJA et al., 2004), endocardite (KATO et al., 2009), infecgdes nos ossos (STANZANI et
al., 2007), bacteremias e infec¢des de feridas (KISKA; GILLIAN, 2003).

Alguns individuos possuem condi¢des que podem ser determinantes para infecgdes
causadas por P. aeruginosa, como: cancer ¢ diabetes (CHATZINIKOLAOU et al., 2000),
fibrose cistica (DORING et al., 2000), idade avancada (CAO et al., 2004), tempo prolongado

de interna¢do, internados em unidades criticas (AGODI et al., 2007), procedimento invasivos
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e uso prévio de drogas anti-pseudomonas (FALAGAS; KOOPTERIDES, 2006; LODISE et
al., 2007).

2.8.2. Fatores de viruléncia

A espécie ¢ conhecida por possuir diversos mecanismos de viruléncia. Dentre esses
fatores pode ser citada a presenga dos pilli, que sdo apéndices da superficie celular,
promotores da aderéncia do micro-organismo aos receptores presentes nas células do epitélio
do hospedeiro e consequentemente da colonizacdo de superficies epiteliais (IRVIN et al.,
1989; BONE, 1993). A presenca do flagelo, também se faz importante na adesdo do micro-
organismo (BONE, 1993).

Essa espécie também produz excessivamente um polimero de polissacarideo capsular
denominado alginato, que envolve a célula dando-a uma aparéncia mucoéide, permitindo a
aderéncia as superficies epiteliais e promove uma resisténcia parcial aos mecanismos de
defesa do hospedeiro (MAI et al., 1993; HEAD; YU, 2004). Esse fator ¢ largamente
produzido por cepas de P. aeruginosa responsaveis por infecgdes pulmonares em individuos
com fibrose cistica, e ajudam na formacao dos biofilmes (HEAD; YU, 2004).

A formagao de biofilmes por P. aeruginosa também ¢ um importante fator que
contribui com a colonizagdo e infec¢cdo. De acordo com Hogardt et al. (2004), sdo complexos
formados com mini colonias do micro-organismo, envolto por uma matriz organica de
polimeros e componentes celulares que aderem a qualquer superficie, dificultando assim a
acdo do sistema imune do hospedeiro e antibidticos. Além do mais, um sistema de
comunicagdo celular através de estimulos quimicos (Quorum sensing) parece emitir sinais
entre as estruturas bacterianas, protegendo assim o biofilme (SKINDERSOE et al., 2008).

Outro fator de viruléncia importante ¢ a endotoxina (lipideo A) presente no
lipopolissacarideo — LPS — (Figura 8), da parede celular, que através da ativacao e liberagao
de mediadores com funcdo de vasodilatagdo (interleucina 1 - IL-1 -, e fator de necrose
tumoral - TNF), ativagdo do complemento e coagulacdo intravascular disseminada, causa a
sindrome do choque séptico (febre, choque, oliguria, leucopenia ou leucocitose, coagulaciao

intravascular disseminada, anomalias metabolicas) (BONE, 1993; KURAHASHI et al., 1999).
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Figura 8 - Parede celular de bactérias Gram-negativas (Fonte: Madigan et al., 2010).

Outros fatores de viruléncia de P. aeruginosa sdo: a producdo da exotoxina A que
mata as células eucaridticas pela inibicdo da sintese protéica, podendo causar necrose de
tecidos moles, choque séptico, e interrompe a atividade celular e resposta do macrofago;
enterotoxinas, que interrompem a atividade gastrintestinal normal, causando diarreia;
exoenzima S, que possui fun¢do de adesina, além de inibir a sintese proteica; produgdo de
elastase e protease alcalina, que contribuem para aderéncia do patéogeno, além de serem
capazes de degradar elastina, coldgeno e laminina, clivar imunoglobulinas G e A (IgG e IgA)
e inativar os componentes do complemento; fosfolipase C, que destr6i a membrana
citoplasmadtica, o surfactante pulmonar e inativa opsoninas; piocianinas que impedem o
crescimento de outras bactérias além de eliminar a atividade ciliar da mucosa respiratoria;
producdo de leucocidina, capaz de inibir a fun¢do de neutrdfilos e linfocitos; neuraminidase,
que ajudam na aderéncia celular (POLLACK, 1983; JAFFAR-BANDJEE et al., 1995;
FORBES et al., 1998; SAWA et al., 1998; KONEMAN et al., 2001; MITCHELL et al.,
2006).

2.8.3. Fatores de resisténcia de P. aeruginosa

P.aeruginosa possui diversos fatores de resisténcia aos antimicrobianos, fazendo com
que a espécie ndo seja suscetivel a grande parte dos B-lactdmicos, cloranfenicol, tetraciclinas,
a maioria dos aminoglicosideos e fluroquinolonas (LI et al., 1994). O micro-organismo possui
facilidade em adquirir resisténcia através de fendmenos de mutacao, conjugagdo, transposi¢ao

e inducdo, que somados ao uso indiscriminado de medicamentos e aos fatores naturais de
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resisténcia da bactéria diminuem a gama de antibioticos disponiveis para o tratamento de
infeccdes por P. aeruginosa (HANCOCK, 1998). Dentre os principais mecanismos de
resisténcia podem ser citados a baixa permeabilidade da membrana externa, sistemas de
efluxo producdo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos, alteracdo do alvo das

fluoroquinolonas e produgdo de B-lactamases (LI et al, 1994).

2.8.3.1. Mecanismos de resisténcia adquirida

A resisténcia adquirida pode ser mediada por: bomba de efluxo, producdo de PB-—
lactamase e redu¢do da permeabilidade da membrana, sendo que a transmissdo dos genes de
resisténcia pode ocorres através de integrons, transposons e plasmideos (ROSSI;

ANDREAZZI, 2005).

2.8.3.2. Permeabilidade da membrana externa

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa constituida por uma
dupla camada de lipopolissacarideos (LPS), com a por¢ao lipidica voltada para a parte interna,
sendo pouco permeavel a solutos hidrofilicos, como muitos nutrientes e alguns farmacos
(MADIGAN et al., 2010). Para o transporte de substincias pelo espago periplasmatico e
posteriormente para o interior da célula, sdo utilizados canais proteicos (porinas) constituidos
por subunidades que se agrupam formando poros por onde moléculas sdo difundidas
seletivamente, impedindo a entrada de muitos antimicrobianos (NIKAIDO, 2003).

As porinas presentes na membrana de P. aeruginosa sao OprC, OprD, Por e OprF,
sendo a Ultima a maior a mais abundante (MCPHEE et al., 2009). OprF ¢ uma porina
inespecifica — utilizada por varios tipos de substancias, incluindo os antibidticos — que possui
a capacidade de lenta difusdo das substancias através de seu canal, auxiliando na resisténcia
intrinseca a alguns antimicrobianos (LIVERMORE, 2001).

A porina OprD trata-se de uma porina especifica, utilizada pelo imipenem para entrar
na célula (TRIAS; NIKAIDO, 1990; LIVERMORE, 2001). Ja a porina OprE ¢ utilizada pelas
cefalosporinas e quinolonas como mecanismo de passagem através da membrana externa
(YAMANO et al., 1990; LIVERMORE, 2001). Portanto, a perda dessas porinas leva a
resisténcia ao imipenem, diminuicdo da sensibilidade ao meropenem, e resisténcia a
cefalosporinas e quinolonas (TRIAS; NIKAIDO, 1990; YAMANO et al., 1990;
LIVERMORE, 2001). A mutag@o que leva a perda dessas porinas nao afetam na viabilidade
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da célula por serem especificas aos antibidticos, e ndo promovem a entrada de substincias
essenciais (TRIAS; NIKAIDO, 1990).

Além das porinas, a membrana externa de micro-organismos Gram-negativos possui
bombas de efluxo, que sdo sistemas constituidos proteinas de ligagdo e uma transportadora,
que atuam expulsando compostos toxicos a célula, inclusive antimicrobianos (LI et al., 2000).
Porinas e bombas de efluxo atuam concomitantemente, reduzindo a concentragdo de
antimicrobianos dentro a célula (LIVERMORE, 2001). Para P. aeruginosa 6 bombas de
efluxo foram caracterizadas, sendo que sabe-se da existéncia de mais 6 genes que codificam
outras bombas: MexAB-OprM (POOLE et al., 1993; MASUDA et al., 2000), MexCD-OprJ
(POOLE et al.,, 1996; MASUDA et al.,, 2000), MexEF-OprN (KOHLER et al., 1997,
MASEDA et al., 2000), MexXY-OprM (MINE et al., 1999; MASUDA et al., 2000), MexJK-
OprM (CHUANCHUEN et al., 2002) e MexGHI-OpmD (AENDEKERK et al., 2002). Os
sistemas de efluxo sdo denominados Multiple Drugs Resistance (MDR) e podem ser de largo
espectro ou ser especifico de um droga (OKAMOTO et al., 2001).

As bombas de efluxo sdo baseadas na abertura de um canal que possui uma ligacao
com o interior celular e o meio extracelular (LIVERMORE, 2002). O sistema possui trés
proteinas: uma transportadora que depende de energia, a bomba, que estd localizada na
membrana citoplasmatica (MexB, MexD, MexF, MexY, MexK e MexI), uma que facilita a
passagem da substancia através da membrana externa (OprM, OprJ, OprN, OpmD) e uma
terceira que tem o papel de ligar as outras (MexA, MexC, MexE MexX, MexJ e MexGH)
(LIVERMORE, 2002).

A bomba de efluxo mais descrito na espécie ¢ a MexAB-OprM. Esse sistema ¢ o
responsavel pela expulsdo de cefalosporinas, penicilinas, quinolonas, e meropenem, sendo
que imipenem e aminoglicosideos ndo sdo afetados (JALAL et al., 2000; LIVERMORE,
2001)

Ja a bomba MexCD-OprJ expulsa eritromicina, tetraciclina, quinolonas, cloranfenicol,
cefoperazona e ceftazidima, e o sistema MexXY ¢ responsavel pela expulsio de
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, macrolideos e tetraciclinas (MASUDA et al., 2000).
MexEF-OprN aumenta a resisténcia a quinolonas e carbapenems (MASEDA et al., 2000),
MexJK funciona como efluxo de eritromicina e tetraciclina através da proteina OprM
(CHUANCHUEN et al., 2002) e finalmente MexGHI-OpmD confere resisténcia ao vanadio
(AENDEKERK et al., 2002).
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2.8.3.3. Enzimas inativadoras de aminoglicosideos

A maioria das cepas de P. aeruginosa produzem enzimas capazes de promover
acetilacdo, fosforilacdo ou adenilagdo em moléculas de aminoglicosideos, sendo um dos
mecanismos de resisténcia a esta classe de antibioticos (MINGEOT-LECLERQ et al., 1999;
POOLE, 2005). A presenga das enzimas 3-acetiltransferase e 2-adeniltransferase tornam o
micro-organismo resistente a gentamicina e tobramicina, e as enzimas 3-fosfotransferase e 6-

fosfotransferase agem em neomicina e kanamicina (MINGEOT-LECLERQ et al., 1999).

2.8.3.4. Alteragao alvo de fluoroquinolonas

A classe de antibidticos fluoroquinolonas atua nas enzimas responsaveis pela
separacdo da fita de DNA em duas fitas simples, as topoisomerases tipo II — DNA-girase nos
micro-organismos Gram-negativos. O principal mecanismo de resisténcia as fluoroquinolonas
sdo provenientes de mutagdes no gene codificante da DNA-girase, alterando sua estrutura, e
consequentemente diminuindo a afinidade das fluoroquinolonas pela enzima. Essa
modificagdo ocorre no gene gyrA, responsavel por codificar a subunidade A da DNA-girase,
alterando os aminodcidos na regido terminal da proteina (HANCOCK, 1998; MANSILLA;
GARROTE, 1998).

2.8.3.5. Producao de p—lactamases por P. aeruginosa

A classe de antibidticos P—lactamicos possui agdo na sintese da parece celular
bacteriana, sendo caracterizados pela presenca de um agrupamento quimico heterociclico
azetidiona (denominado anel B-lactdmico), o qual interage com proteinas da parede, inibindo
a transpeptidase, consequentemente impedindo a sintese do peptideoglicano e causando a lise
celular (LIVERMORE, 1995; TORTORA et al.,, 2005). Penicilinas e cefalosporinas sdo
antibidticos pertencentes ao grupo em questao (HANCOCK, 1998).

As enzimas B-lactamases sdo responsaveis pela hidrdlise do anel B-lactimico do
antimicrobiano, potencializando o efeito dos sistemas de efluxo e da baixa permeabilidade
celular a favor da resisténcia microbiana (LI et al., 1995). Os genes que codificam -
lactamases podem ser cromossomicos ou plasmidiais (TENOVER et al., 1995).

As [-lactamases de espectro estendido (ESBL) produzidas por P. aeruginosa

pertencem as classes A, B e D de Ambler, e sdo responséaveis por hidrolisar cefalosporinas,
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penicilinas e monobactamicos. Apesar de serem encontradas principalmente em
enterobactérias, o primeiro relato de uma delas por P. aeruginosa ocorreu em 1992, num
paciente da Turquia hospitalizado na Franga, e foi denominada enzima PER-1 (NORDMANN
et al., 1993). A partir desta, outras foram sendo isoladas na espécie, como a B —lactamase
TEM-42, por Mugnier et al. (1996), e a SHV-2a foi isolada em Paris em 1995 e 1996
(NORDMANN; GUILBERT, 1998). PER-1, TEM-42 ¢ SHV2a pertencem a classe A na
classificagdo de Ambler (AMBLER et al., 1991).

Dentro da classe D de f—lactamases encontram-se as tipo OXA (oxacilinases), que dao
resisténcia a cefalotina, ampicilina, oxacilina e cefalosporinas de terceira geragao e aztreonam
(NORDMANN; GUILBERT, 1998). Assim como as enzimas TEM e SHV, as OXA sofreram
mutacdes pontuais em seus genes, possuindo um extenso numero de derivados das variantes
OXA-2 e OXA-10 (NORDMANN et al, 1993). Essas enzimas sdo encontradas principalmente
em P. aeruginosa e Acinetobacter baumanii (NORDMANN; GUILBERT, 1998).

Carbapenases sdo [P-lactamases de classe B de Ambler, e agem destruindo
cefalosporinas e carbapenems, mas ndo aztreonam (SANTOS-FILHO, 2002). Sao conhecidas
por Metalo-f-Lactamases (MBL), e possuem ions zinco em seu sitio ativo (BUSH, 1998),
sendo a IMP-1 a primeira a ser descrita em P. aeruginosa (WATANABE et al., 1991). Outras
trés carbapenases produzida pela bactéria foram descritas apos a IMP-1, como VIM-1

(LAURETTI et al., 1999) ¢ VMI-2 (POIREL et al., 2000) e SPM-1 (GALES et al., 2003).

2.8.3.6. Resisténcia de P. aeruginosa a polimixina

Polimixinas, representadas pela polimixina B e colistina, pertencem ao grupo dos
peptideos catidnicos com ac¢do antimicrobiana e atuam ligando-se ao LPS por meio de
interacdes com acidos graxos e fosfatos da membrana externa, alterando sua permeabilidade
através do deslocamento de cations divalentes, e consequentemente provocando a morte
celular (MOSKOWITS et al., 2004).

Algumas cepas de P. aeruginosa produzem proteases capazes de degradar a
polimixina, impedindo a acdo detergente da mesma sobre a superficie celular (MOSKOWITS
et al., 2004). Outro mecanismo utilizado pela bactéria ¢ diminuir a concentragdo de cations
divalentes, alterando o alvo do antimicrobiano em questdo (GALES et al., 2001,

MOSKOWITS et al., 2004).
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2.8.4. P. aeruginosa e os antibioticos

As principais drogas utilizadas para tratamentos de infec¢des por P. aeruginosa sao
penicilinas com inibidor de P-lactamases (piperacilina combinado a tazobactam),
cefalosporinas de terceira, quarta e quinta geracdo (ceftazidima, cefepime e ceftobiprole),
carbapenémicos (meropenem e imipenem), peptideos cationicos (polimixina B e colistina) e
aminoglicosideos (amizacina e gentamicina) (SILVA et al., 2010).

Sader et al., 2001 relataram o aumento de 31,2% da resisténcia de P. aeruginosa ao
imipenem no periodo entre 1997 e 1999, e de 65,3% dentro do periodo de 1998 a 2004
(MOET et al., 2007). Estudos de Zavascki et al. (2006) encontraram indices de resisténcia do
micro-organismo de 61,2% a piperacilina com tazobactam, 56,7% ao imipenem, 52,2% ao
meropenem, 48,6% a ceftazidima. Sensibilidades de 80% da amostra aos carbapenémicos,
62% a aminglicosideos, 60% as cefalosporinas de terceira geracdo, 56% a quinolonas foram
demonstrados no estudo de Sader et al. (2001).

O aumento de relatos da multirresisténcia de P. aeruginosa mostra-se alarmante, e
apesar do surgimento de novos antibidticos ainda ha necessidade de estudos e

desenvolvimento de novos e mais eficazes métodos de tratamento deste patdgeno.

2.9. Terapias antifungicas

A lista de drogas antifiingicas ¢ extensa, embora estrita quando comparada as drogas
antibacterianas disponiveis. Ha dificuldade em encontrar um antimicrobiano que ataque
células fingicas sem ou com o minimo de danos as células do hospedeiro (humano ou
animal), sendo que a maioria atua na membrana celular (azdis, anfotericina e nistatina),
enquanto outras (fluocitosina e griseofulvina) atuam na sintese do acido nucleido (LACAZ;
NEGRO, 1991).

O tratamento de micoses em humanos nem sempre ¢ efetivo, tendo em vista a comum
recorréncia de muitas doencas, evidenciando a limitada eficacia dos antifingicos disponiveis
(WOODFOLK, 2005). O aparecimento de cepas resistentes também faz-se preocupante
(GUPTA; KOHLI, 2003). Para o tratamento de doengas causadas por dermatofitos ainda ha
preocupacao em relagdo a toxicidade, e alto custo da terapia (HAINER, 2003). O mecanismo
de resisténcia de fungos tem sido pouco avaliado em comparacao ao de bactérias.

Desde os anos 50 o tratamento padrdo de infec¢des graves causadas por fungos ¢ feito

com o uso de anfotericina B e triazolicos (fluconazol e itraconazol) (SABLE et al., 2008).
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Devido as limitagdes de espectro de acdo, surgimento de resisténcia e formulagdo, novos
compostos triazolicos foram desenvolvidos, como voriconazol e posoconazol, com maior
espectro de atividade (SIDRIM; ROCHA, 2004). A nova classe de antimicrobianos
equinocandina, caspofungina e micafungina também surgiram, como alternativa para o
tratamento de infec¢des fungicas (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Para o tratamento de afeccdes causadas por fungos superficiais e leveduras sdo
utilizados principalmente os antifungicos nistatina, tiabendazol, clotrimazol, miconazol,
hexidine, pimaricina e cetoconazol, e normalmente o uso topico € suficiente (MACHADO et
al., 2003; XAVIER; NASCENTE, 2003).

Com o advento da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e expansdo da
terapia do cancer, a imunossupressao passou a ser um problema nestes pacientes, sendo que
infec¢des passaram a ser mais frequentes, e o tratamento das mesmas mais complicado, sendo
que a resisténcia microbiana em Candida foi emergida com o uso da terapia com fluconazol
(REX et al., 1995), e os primeiros relatos de resisténcia aos poli€énicos ocorreram por Larsh
(1962).

A faixa de CIMs (Concentracdes Inibitorias Minimas) para os diferentes antiflingicos
varia conforme micro-organismo e droga. Cetoconazol a 10 ppm inibem o crescimento de M.
pachydermatis, ¢ a 50 ppm inibe 7. mentagrophytes, sendo que C. albicans nao foi tao
suscetivel ao antifungico (GABAL, 1986). Coutinho (1997) obteve resultados de CIM de 0,02
ppm do antimicrobiano frente a M. pachydermatis, e o itraconazol demonstrou CIM média de
0,004 ppm contra M. pachydermatis. Candida spp possuem sensibilidade ao fluconazol,
voriconazol (KAPPE, 1999), terbinafina, flucitocina (RICHARDSON; WARNOCK, 1993),
nistatina (PRESCOTT; BAGGOT, 1991), pneumocandinas e echinocandinas (SIDRIM;
ROCHA, 2004). Griseofulvina ¢ o principal antimicrobiano usado contra dermatoéfitos, nao
tendo efeito sobre outros fungos (LACAZ; NEGRO, 1991).

O aumento da resisténcia de fungos e bactérias aos antimicrobianos disponiveis no
mercado ¢ alarmante. A busca por novos compostos com agdo antimicrobiana vem ocorrendo
na comunidade cientifica, ndo somente produzidos por leveduras, mas presentes em plantas,
poriferos e outros organismos (KOSSUGA et al., 2007; WANG et al., 2007; SALLEM et al.,
2010).

Devido a necessidade de obtengdo de novas moléculas que possam contribuir para o
controle dos fungos e bactérias patogénicas, o presente trabalho visou investigar a capacidade

antifingica e antibacteriana do extrato produzido pelo fungo 7. asahii.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato fermentado bruto e parcialmente purificado

obtido da cultura de 7. asahii, visando um possivel aproveitamento biotecnologico.

3.2. Objetivos especificos

- Obtengao do extrato bruto de 7. asahii pelo cultivo em fermentador de bancada;

- Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) a partir do extrato bruto para C. albicans, X. campestris, M. pachydermatis, T.
mentagrophytes e P. aeruginosa;

- Fracionamento do extrato bruto e obtencao do extrato diclorometano ¢ hexanico;

- Purificacdo do extrato diclorometano através de técnicas cromatograficas e precipitagdo com
sulfato de amonio;

- Determinacdo da CBM para P. aeruginosa ¢ X. campestris dos extratos obtidos das
diferentes etapas de purificagdo;

- Analise dos parametros de fermentagao do 7. asahii.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos e cultivo

Como organismos teste do efeito inibitério do extrato fermentado do 7. asahii foram
utilizados os fungos Malassezia pachydermatis, Trichophyton mentagrophytes, Candida
albicans, e as bactérias Xanthomonas campestris € Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e
ATCC 27853. Todas as linhagens utilizadas estdo depositadas junto a colecao do Laboratorio
de Biotecnologia Industrial (LABI), da Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP — Assis.
Exceto T. asahii e X. campestris, que foram isolados no Laboratério de Biotecnologia
Industrial da UNESP — Assis, todos micro-organismos foram fornecidos pela Colegdo de
Culturas da Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” — Campinas.

No presente trabalho foi utilizada uma linhagem de Trichosporon asahii, coletada na
Mata Atlantica e identificada como MA15-1. O cultivo e o armazenamento da cultura foi
realizado em meio especifico para fungos CCT 2768 (extrato de levedura (0,5%); glicose
(2,0%); fosfato de sdédio monobdasico (0,05%); sulfato de magnésio (0,05%); cloreto de
potassio (0,05%); nitrato de sodio (0,2%); peptona (1,5%) e agar bacteriologico (2%) para
meio solido; diluidos em agua destilada (m/v); pH 5,5) (AZEVEDO, 2011).

O cultivo e armazenamento das duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853 e ATCC 9027) foi feito em caldo Luria Bertani (LB), constituido por (m/v): triptona
(1,0%), extrato de levedura (0,5%), cloreto de sodio, (1,0%) e agar-agar (1,0%), diluidos em
agua destilada, pH 7,2 (ATLAS, 1993).

A cepa X. campestris pv. campestris FCLA 26 do micro-organismo Xanthomonas
campestris pv. campestris tem como meio utilizado para isolamento, manuten¢do de
crescimento do micro-organismo o meio formulado por Silva (2004), ou MFS (m/v): extrato
de levedura (3,0%), sacarose (25,0%), sulfato de magnésio heptahidratado (0,1%), fosfato de
potéssio (2,5%), fosfato de amonio bibasico (1,5%) e agar (2,0%) para meio solido, em pH
6,0.

O meio utilizado para os micro-organismos Candida albicans e Trychophyton
mentagrophytes foi o YMA (denominado neste trabalho como meio formulado MF),
composto por: extrato de levedura (0,3%), extrato de malte (0,3%), peptona (0,5%), dextrose
(1,0%) e agar (2,5%), dissolvidos em dgua (m/v) e com pH 6,5 (NAKAJIMA et al., 1990).

Para a levedura Malassezia pachydermatis o meio utilizado ¢ denominado MM (meio

modificado do mDixon), e composto por: extrato de malte (1,8%), peptona (1,8%), tween 40
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(0,5%), glicerol (0,25%) e agar (2,5%), dissolvidos em dgua (m/v) e ajustados para pH 6,5
(ROSA et al., 2006).

Todos os meios de cultivo foram esterilizados em Autoclave (Fabbe-Primar, modelo
103), por 20 minutos a pressao de 1 atm e temperatura de 121°C antes de serem utilizados em
qualquer procedimento.

Devido a patogenicidade dos micro-organismos utilizados, o que classifica o risco e as
medidas de biosseguranca como nivel 2 (micro-organismos que podem provocar
enfermidades humanas, em animais € no ambiente, mas que tem pouca probabilidade de
contaminar os trabalhadores do laboratério, a comunidade, os animais ou o meio ambiente),
foram tomadas as seguintes medidas de biosseguranga: imunizacdo contra difteria, febre
tifoide, hepatite B, poliomielite, rubéola, sarampo, tétano e tuberculose; nao pipetar com a
boca; ndo comer, ndo fumar, nao beber e nem guardar alimentos ou aplicar cosméticos; lavar
as maos frequentemente; descontaminacdo do local de trabalho ao final da jornada;
descontaminag¢dao de amostras, culturas e materiais em autoclave; utilizacdo de avental ou
uniforme; uso de sapato fechado, luvas, 6culos de prote¢do e mascara, sempre que necessario;
acesso somente de pessoal qualificado; ndo permitir a entrada de criancas e de animais;

eliminacao de artrépodes e roedores.

4.2. Ativaciao e preservaciao dos micro-organismos utilizados

Tanto a preservacdo quanto ativacdo das culturas de 7. asahii, C. albicans, X.
campestris, M. pachydermatis, T. mentagrophytes ¢ P. aeruginosa foram realizadas da mesma
forma. A preservagdo foi feita através do armazenamento em tubos de Eppendorf com o
micro-organismo crescido em seu meio especifico (meio especifico para fungos CCT 2768
para o T. asahii, LB para P. aeruginosa, MFS para X. campestris, MF para C. albicans e T.
mentagrophytes, € MM para M. pachydermatis), com 10% de glicerol estéril (autoclavado por
20 minutos a pressdo de 1 atm a 121°C, em autoclave (Fabbe-Primar), e posterior
congelamento em tambor com nitrogénio liquido (Nitropec, modelo Volta20). As culturas
também foram preservadas através de repicagem em meio so6lido inclinado (incubadas por 24
h ou 72 h a 28°C em estufa de cultura — Fanem, modelo 002CB), com posterior adi¢do de 6leo
mineral estéril por toda superficie, ¢ armazenadas em refrigerador (Bosch modelo Ecoplus
430).

A ativacdo das culturas foi realizada utilizando alca de platina, em condigdes

assépticas, do micro-organismo criopreservado para tubos de ensaio com 9 mL do meio
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especifico liquido, incubados por 72 h a 28°C em estufa de cultura (Fanem, modelo 002CB).
Apos o crescimento da cultura, foram feitas mais duas repicagens assepticamente, usando alca
de platina para o mesmo meio de cultura a fim de se obter a ativagao por completo do micro-
organismo.

Para ativag¢do quinzenal, as culturas de fungos foram repicadas em agar inclinado e/ou
meio liquido, incubados por 72 h em estufa de cultura (Fanem, modelo 002CB) a 28°C, e
armazenadas em freezer (Bosch modelo Ecoplus 430), e as culturas bacterianas foram
repicadas semanalmente em meio liquido especifico, incubadas em estufa de cultura (Fanem,

modelo 002CB) por 48 h a 28°C, e preservadas em refrigerador (Bosch modelo Ecoplus 430).

4.3. Producao do extrato fingico de T. asahii em biorreator

Para a producao do extrato foi adicionado 5 mL de 4dgua destilada estéril a um tubo de
ensaio com agar inclinado com o fungo 7. asahii. Para ocorrer o desprendimento dos conideos
(esporos fungicos), o tubo foi agitado. Deste tubo, o micro-organismo foi inoculado,
assepticamente, em um Erlenmeyer contendo 50 mL de meio de cultura especifico para fungo
CCT2768. O cultivo ocorreu em incubadora refrigerada com agitagao (Tecnal, TE421), a 150
rpm a 28°C, por 48 horas. Para padronizar o indculo foi utilizada a Camara de Contagem
(Neubauer), em 10° células/mL. Apos este periodo, todo conteudo desse Erlenmeyer foi
transferidos para outro, que continha 400 mL do mesmo meio, e que foi mantido nas mesmas
condigdes e mesma incubadora por 72 h.

Finalmente, este ultimo Erlenmeyer teve seu conteudo adicionado a 4 L do meio
CCT2768 e posto em biorreator de bancada 7L (TECBIO - TECNAL, Piracicaba, SP) (Figura
9). A temperatura foi mantida em 28°C de acordo com o protocolo escolhido, com variagao
maxima ¢ minima de 0,5°C (sensor PT - 100). A concentracdo de oxigénio no vaso foi
monitorada através de eletrodo (InPro6800/12/320 Mettler Toledo). Este teve seu
calibramento no instante inicial, antes da inoculacdo do reator. O controle de oxigénio no
meio de cultura foi feito através da aeracdo e agitagdo. O sistema de pressdo no interior do
vaso de reagdo ¢ composto por sensor de pressdo Piezo-Resistivo e linha de alivio de pressao
comandada por valvula. A leitura de rotacdo foi feita por sensor Otico acoplado ao
equipamento, € a agitagdo no interior do biorreator ocorreu através da pa e de acordo com o

nivel de oxigénio.
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Figura 9 - Fermentador 7L TECBIO - TECNAL, Piracicaba, SP (Fonte: Thais
Shinya).

Decorrido o periodo de 72 h de incubagdo, o material foi centrifugado a 2.500 rpm por
20 minutos a 4°C (Centrifuga Cryofuge 6000i, Kendro Laboratory Products), e o
sobrenadante utilizado como extrato fermentado bruto de interesse. O extrato bruto foi
totalmente seco em estufa (37°C), e ressuspendido com dgua destilada estéril.

Este extrato bruto teve sua CBM e CFM determinada para todos micro-organismos do
presente trabalho (C. albicans, X. campestris, M. pachydermatis, T. mentagrophytes ¢ P.

aeruginosa).
4.4. Métodos de pré-purificacdo do extrato liquido bruto
4.4.1. Através de solventes organicos

A metodologia para pré-purificacdo do extrato liquido bruto através de solventes

organicos estd representada na Figura 10, e foi descrita por Azevedo et al. (2011).
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v

Mistura uma vez o extrato bruto com hexano
(10:4 v/v no bal3o volumétrico)

.

Repouso (10 minutos)

‘

Separacgdo de fases da mistura

Fracdo X ‘J

.

L> Fracdo Hexanica

.

as fracOes diclorometanicas obtidas)

ultima vez a fragdo aquosa com o diclorometano (juntam-se

Secagem total em estufa a
Mistura uma vez a fragdo X com diclorometano (10:4 v/v no 37°C e ressuspensdo com
baldo volumétrico). Apds separacdo de fases, mistura a fracdo 4gua destilada estéril
aquosa obtida com o mesmo solvente e nas mesmas
proporcdes. Por fim, apds nova separac¢ao, mistura uma i

Determinacdao da CBM
para as bactérias

.

Repouso (10 minutos)

.

Separacgdo de fases da mistura

.

Fracao Aquosa

.

Descarte

'

Fracdo Diclorometanica

.

Secagem total em estufa a
37°C e ressuspensao com
agua destilada estéril

.

Determinacdao da CBM
para as bactérias

Figura 10 - Fluxograma da metodologia de pré-purificacao do extrato liquido bruto através de

solventes organicos.
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Misturou-se, num funil de separacdo, 100 mL de extrato bruto com 40 mL de hexano.
Apos dez minutos de repouso, as fragdes foram separadas, originando a fracdo hexanica e a
fracao X.

A fragdo X sofreu outra extragdo, com o solvente diclorometano. No funil de
separa¢do, foram misturados a fracdo X e o solvente diclorometano, numa propor¢do de 10:4
(v/v). Apds 10 minutos de repouso, com posterior separacao de fases, formou-se duas novas
fragdes: a diclorometanica e a aquosa. Com a fracdo aquosa foi repetida a mistura com o
solvente diclorometano, nas mesmas proporc¢oes (10:4 v/v), e apds nova separacao de fases, a
nova fragdo aquosa sofre uma ultima vez a mesma extragdo com o mesmo solvente (mesmas
proporcdes). As fragcdes diclorometanicas obtidas foram misturadas.

As fragdes diclorometéanica e hexanica foram vertidas em tagas de descanso, e o seu
conteudo totalmente seco em estufa (37°C). A ressuspensao dos solidos das duas fragdes foi
feitas com adic¢do de 4gua destilada estéril. A fracdo aquosa ndo foi testada por ndo apresentar
efeitos antimicrobianos contra P. aeruginosa em estudos realizados anteriormente
(AZEVEDO, 2011).

As fragdes hexanica e diclorometanica tiveram seu efeito testado frente a P. aeruginosa e

X. campestris, micro-organismos que tiveram a CBM do extrato bruto determinada.

4.4.2. Cromatografias de troca ionica e de coluna de silica em gel

A fim de purificar mais o extrato antimicrobiano de 7. asahii, obtido no item 4.4.1, o
mesmo foi submetido a uma separagdo por cromatografia de troca i6nica € por uma separagao
cromatografica por coluna de silica gel.

O procedimento de cromatografia de troca ionica utilizado foi descrito por Carvalho et
al. (2010) com algumas modifica¢des. Foi utilizada uma coluna aberta com capacidade de 25
mL, contendo 8 mL de resina cationica CM Sepharose (CL-6B — SIGMA-ALDRICH®). A
resina foi equilibrada com tampao acetato-acido acético pH 4, e o extrato diclorometanico
teve seu pH ajustado para 4. Apds empacotada, foram vertidos 6 mL do extrato
diclorometanico, e recolhidas trés fragdes de 2 mL cada. Por fim, 3 mL de NaCl (1,0 mol/L)
foram passados na coluna a fim de retirar totalmente o extrato adosrvido na coluna, sendo esta
ultima fracao recolhida. As quatro fragdes (1%, 2%, 3%, e 4* fragdes) secaram em estufa e foram
ressuspendidas em agua, e tiveram seu efeito testado frente as duas cepas de P. aeruginosa e

X. campestris.
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A cromatografia de coluna de silica gel foi realizada de acordo com os procedimentos
descritos por Toledo e Camargo (1998), com algumas modificagdes apresentadas a seguir. A
fragao diclorometanica foi passada através de uma coluna cromatografica aberta de vidro,
contendo 10 g de silica gel (60G - Merck) eluida em 20 mL do solvente hexano. Apds
empacotamento da coluna, foram vertidos 4 mL do extrato diclorometano ao topo da coluna.
Assim que o extrato foi adsorvido na silica, foram passados 5 mL da solugdo de solventes
acetona, metanol e éter de petroleo (1:1:1), sendo recolhida a primeira fracdo, de 5 mL
(denominada neste trabalho de fracdo solvente). Por fim, foram passados 5 mL de agua
destilada, e esta fracdo recolhida (fracdo agua). Ambas fragdes secaram em estufa e foram

ressuspendidas em dgua destilada, e tiveram seu efeito testado contra as bactérias teste.

4.4.3. Precipitacdo com sulfato de aménio

O extrato bruto e o extrato diclorometanico foram submetidos a precipitacdo de 35%,
55%, 70% e 90% de (NH,4),SO,4. O procedimento utilizado foi o descrito por Freitas (2012)
com algumas modificagdes. O sal foi adicionado lentamente a 5 mL de cada extrato, com
agitacdo branda em banho de gelo, permanecendo em repouso por 24 horas, sob refrigeragao.
Passadas 24 h, os extratos foram centrifugados a 4000 rpm, em 4°C por 20 minutos, sendo o
precipitado solubilizado em tampao acetato de s6dio 0,25 mol/L, pH 4, e dialisado contra o
mesmo tampao. O sobrenadante e o precipitado foram posto em estufa para secagem (37°C), e
ressuspendidos em agua, tendo sua acdo antimicrobiana testada frente a P. aeruginosa e X.

campestris.

4.5. Teste de Concentracao Fungicida e Bactericida Minima

4.5.1. Padronizacio dos indculos dos micro-organismos

A padronizagdo dos inoculos de C. albicans, X. campestris, M. pachydermatis, T.
mentagrophytes e P. aeruginosa foi realizada para garantir que parcelas iguais de micro-
organismos fossem introduzidas nos diferentes tubos de ensaio. O meio liquido com o micro-
organismo crescido por 48 h foi diluido com agua estéril até que se atingisse uma absorbancia
entre 0,15 e 0,18, analisada através da densidade optica a 600 nm de comprimento de onda em
espectrofotometro (FEMTO 700 plus), de acordo com o padrdo Mcfarland (JONES et al.,
1985), que equivale a 10"-10° células/mL.



47

4.5.2. Determinacio das Concentra¢des Fungicidas e Bactericidas Minimas

A determinacao das Concentracdes Fungicidas Minimas (CFM) e Concentragdes
Bactericidas Minimas (CBM) foi realizada através da técnica de macrodilui¢ao seriada e
plaqueamento pour plate segundo descrito por Souza et al. (2000), com algumas modifica¢des
apresentadas. Primeiro, para a realizagdo da macrodilui¢do seriada, foram adicionados 4 mL
do extrato de interesse (extrato bruto, fragdo hexanica, fracdo diclorometanica, fracdes das
cromatografias ou da precipitagcdo por sulfato de amonio) num primeiro tubo contendo 4 mL
de meio de cultura especifico para cada micro-organismo (LB para P. aeruginosa, MFS para
X. campestris, MF para C. albicans e T. mentagrophytes, e MM para M. pachydermatis) com
o quadruplo da concentracdo de solidos. Apos homogeneizagdo deste primeiro tubo, 4 mL
foram passados para um segundo tubo, que continha 4 mL do mesmo meio especifico com o
dobro da concentragdo de solidos e, apés homogeneizagao, o procedimento repetido para mais
3 tubos, todos com 4 mL com o dobro da concentracao de sélidos, sendo os ultimos 4 mL do
quinto tubo descartados.

Nesses tubos foram inoculados 4 mL do micro-organismo desejado, padronizado
conforme o item 4.5.1, e estes tubos incubados em estufa de cultura (Fanem, modelo 002CB)
a 28°C por 24 horas. Como controle, um tubo contendo 4 mL de meio com o dobro da
concentragdo de so6lidos e 4 mL do indculo padronizado foi utilizado.

Passado esse tempo, retirou-se, assepticamente, 1 mL de cada tubo, diluindo-o em um
novo tubo com 9 mL de 4gua peptonada (0,1% de peptona). Desse primeiro tubo, apos
homogeneizagao, retirou-se 1 mL, e passou-os para um segundo tubo com 9 mL de agua
peptonada (0,1 % de peptona), que também sofreu homogeneizacao, e o processo repetido até
o quinto e ultimo tubo, sendo descartado 1 mL final, e obtendo dilui¢gdes de 10" até 107,

Em seguida, a analise da CFM e CBM foi realizada pela técnica de semeadura em
profundidade pour plate, descrita por Speck (1976). A analise por absorbancia nio é possivel
por causa do turvamento do meio pelo extrato (DUTRA, 2009; GARGEL et al., 2009;
AZEVEDOQ, 2011). Em cada placa estéril foi inoculado 1 mL do extrato diluido nas diluigdes
de 107, 107 ¢ 10 (em 4gua peptonada) com o meio de cultivo, sendo esta placa posta em
estufa de cultura (Fanem, modelo 002CB) a 28°C por 24 horas. Decorrido o tempo, foi feita a
contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Todos os procedimentos foram
realizados em condi¢des assépticas e com materiais esterilizados. Foi considerada como a
CBM e CFM a concentragdo minima do extrato em base seca, na qual ndo foi observada UFC

no plaqueamento.
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4.6. Procedimentos analiticos da fermentacao

Durante o processo de fermentagao do 7. asahii em fermentador de bancada 7L foram
recolhidas, assepticamente, amostras nos tempos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 h. As analises dessas
amostras compreenderam a quantifica¢do celular, taxa de brotamento e viabilidade celular,
determinagdo de agucares redutores, pH e acidez total. Para os trés ultimos, foi utilizado o

sobrenadante da centrifugacao (20 minutos, 2500 rpm) das amostras.

4.6.1. Testes de quantificacdo da biomassa celular

A contagem celular direta em microscopio através da Céamara de Contagem
(Neubauer) foi realizada a fim de se quantificar a quantidade de células/mL de cada amostra.
O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito por Lee et al. (1981). A determinacdo da

quantidade foi encontrada segundo a equacao:

n° células/mL = Y dos quadrantes x 5 x 10* x FD

Onde: > dos quadrados = somatéria do nuamero de células contadas nos cinco

quadrantes; 5 x 10* = ajuste de volume na cdmara; FD = fator de dilui¢do da amostra.

Para determinar a biomassa também foi feita a secagem do precipitado (biomassa) da
centrifugacdo de 45 mL das amostras (4, 8, 12, 24, 48 ou 72 h) a 105°C até peso constante
(CHEN et al., 2012). O peso seco da biomassa foi quantificado em g/L de extrato, medida
indireta de quantifica¢do de massa celular.

Outro método utilizado a fim de quantificar a biomassa celular ao longo da
fermentagdo foi o de absorbancia total. Este teste trata-se de uma quantificacdo indireta de
densidade celular. A amostra coletada foi diluida em 4gua, e lida em espectrofotometro até
que fosse obtida uma leitura entre 0,200 a 0,500 em densidade 6ptica de 600 nm (Femto 700

plus). O calculo da absorbancia total foi obtido pela equagao:

Abs total = FD x abs

Onde: FD = Fator de dilui¢ao da amostra; abs = valor da absorbancia obtida com a diluigao

(entre 0,200 a 0,500).
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Os testes de quantificacdo celular, de viabilidade e brotamento foram realizados logo

apos a coleta das amostras.

4.6.2. Viabilidade celular e brotamento

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada através da contagem de células
vivas/mL do extrato (LEE et al., 1981). Foi adicionado 1 mL de cada amostra em 1 mL de
solucdo corante de azul de metileno (azul de metileno 0,01 g e 2,0 g de citrato de sodio
diluidos em 100mL de 4gua). Ap6s homogeneizacdo, foi feita a contagem de células vivas
(ndo coradas) em Camara de Neubauer, e a determinacdo da viabilidade celular feita pela
razao de células vivas/células totais (por mL de extrato). A equagdo utilizada para contagem

de células vivas e totais esta descrita no item 4.6.1.

Viabilidade celular (%) = _n° total de células vivas  x 100

n° total de células (vivas + mortas)

Além da viabilidade celular, foi realizada a contagem em Camara de Neubauer de
brotos vivos e mortos, a fim de se obter um parametro de reprodugdo ao longo da
fermentagdo. Com a mesma amostra utilizada para determina¢do da viabilidade celular, foram
contados os brotos vivos (ndo corados) e mortos (corados de azul) da suspensdo (LEE et al.,
1981). As equagdes utilizadas para determinacdo da taxa de brotamento, porcentagem de
brotos vivos € mortos estdo expressos a seguir. Para calculo da taxa de brotamento, o nimero

total de células foi referente ao total contado nos cinco quadrantes.

Taxa de brotamento (%) = total brotos vivos x 100

total de células

Brotos vivos (%) = total brotos vivos x 100

total de brotos

Brotos mortos (%) = total brotos mortos x 100

total de brotos
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4.6.3. Quantificacido de acucares redutores

A analise de acucares redutores (AR) foi realizada pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Foi utilizado o sobrenadante das amostras apos
centrifuga¢do por 20 minutos a 2500 rpm. O teste foi realizado em triplicata.

A obtencdo da curva padrao foi feita adicionando agua a uma solu¢do de glicose (1
mg/mL) (Tabela 1). No primeiro tubo foram postos 0,05 mL de solucdo glicose e 0,7 mL de
agua, totalizando 0,75 mL. Num segundo tubo, 0,1 mL de solugao glicose com 0,65 de agua,
no terceiro 0,2 mL de solucdo e 0,55 mL de 4gua, num quarto tubo 0,4 mL de glicose com
0,35 de agua, e por fim, 0,5 mL de solu¢do glicose com 0,25 mL de dgua no quinto tubo.
Como tubo branco usou-se apenas 0,75 mL de 4gua. Foi adicionado entdo 0,5 mL de DNS em
cada tubo. Estes tubos foram postos em banho-maria (TECNAL- modelo TE-056) a 100°C
por 5 minutos. Decorrido o tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo. Adicionou-se
entdo 3,75 mL de 4gua destilada, e todo tubos foram lidos em comprimento de onda de 540

nm em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro — Amershan Biosciences).

Tabela 1 - Curva de calibragdo para realizagdo do Método DNS.

Tubos Glicose (1 mg/mL) Agua (mL) DNS (mL)
Branco 0 1,5 1

1 0,1 1,4 1

2 0,2 1,3 1

3 0,4 1,1 1

4 0,8 0,7 1

5 1,0 0,5 1

Para as amostras, houve uma dilui¢do de 30 vezes para a realizacdo do procedimento.
1,5 mL de cada amostra (4, 8, 12, 24, 48 ou 72 h) foram dosados em tubos, com posterior
adicao de 1,0 mL de DNS. A grade com os tubos foi posta em banho-maria fervente, durante
5 minutos. Depois, resfriou-se os tubos utilizando banho de gelo, com posterior adi¢do de 7,5
mL de agua destilada. A leitura dos tubos ocorreu em comprimento de onda 540 nm em
espectrofotometro.

Com a quantificacdo de agucares redutores ao longo da fermentacdo e biomassa foi

possivel calcular o rendimento celular (Yyss), o qual foi realizado de acordo com a equacao:
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Y= Biomassa final (g/L) — Biomassa inicial (g/L)

AR inicial — AR final

4.6.4. Medicao do pH

A determinacdo do pH foi feita pela medi¢ao das amostras (4, 8, 12, 24, 48 e 72 h) em
pHmetro (Hanna pH 21 pH/mv meter).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do extrato bruto

Para se quantificar a quantidade do extrato bruto obtido do cultivo de 7. asahii, o qual
contém o agente antimicrobiano, fez-se necessario a determinagdo de sua massa seca, a partir
da qual foi calculada a concentragdo em base seca do antimicrobiano presente em cada um
dos tubos, e assim a determina¢do da CBM e CFM para cada micro-organismo.

A produgao média do extrato bruto seco a partir do caldo fermentado foi de 25,4 g/L
(Tabela 2). Pode ser observado valores semelhantes entre as repetigdes, com um desvio

padrdo baixo (1,29).

Tabela 2 - Tabela de concentracdo de massa seca obtida a partir do extrato bruto de 7. asahii
incubado a 28°C em fermentador de 7L ap6s 72 horas.

Repeticoes (g/L) Média DP
1 2 3 4 5
Sélidos 27,1 25,9 24,1 24,0 26,7 25,4 1,29

Presentes

5.2. Avaliagao antimicrobiana do extrato bruto

Os ensaios de sensibilidade do extrato bruto foram realizados sobre todos os micro-
organismos teste (P. aeruginosa, X. campestris, C. albicans, M. pachydermatis e T.
mentagrophytes). Os resultados do teste com o extrato bruto estdo expostos na Tabela 3. Para

Candida albicans, a concentragdo de solidos variou de 67750 pg/mL até 4234,4 ng/mL do
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primeiro ao quinto tubo respectivamente. De acordo com os resultados, a CFM para este
micro-organismo nao foi encontrada (>67750 pg/mL).

Os outros fungos (7richophyton mentagrophytes e Malassezia pachydermatis) foram
avaliados com as concentragdes de sélidos variando de 64750 pg/mL a 4046,87 ng/mL
(Gltimo tubo). Os micro-organismos ndo se mostraram susceptiveis a quantidade de extrato
bruto testado (CFM > 64750 ng/mL).

Para a bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris, a concentragao de solidos do
primeiro ao quinto tubo abrangeu o intervalo de 75125 pg/mL a 469531 pg/mL. Os
resultados de plaqueamento demonstraram que a CBM foi de 75125 pg/mL.

O teste de CBM da cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 foi feito com o extrato
bruto variando de 60000 pg/mL a 3750 pg/mL. Com a outra linhagem, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, a concentracdo de solidos no extrato variou de 66750 pg/mL a
4171,87 pg/mL. Ambas cepas foram susceptiveis ao antimicrobiano fungico, resultando numa
CBM de 30000 pg/mL sobre a cepa ATCC 9027 e de 33375 pg/mL sobre a linhagem ATCC
27853.

Tabela 3 - Teste de macrodiluigdo em tubos a partir do extrato bruto seco obtido do cultivo de

T. asahii frente aos micro-organismos teste, incubados a 28°C por 24 h.

Micro-organismo CBM /CFM (ng/mL)*
C. albicans >67750
T. mentagrophytes >64750
M. pachydermatis >64750
X. campestris 75125
P. aeruginosa ATCC 9027 30000
P. aeruginosa ATCC 27853 33375

* Os testes foram realizados em triplicata com extrato seco.

Segundo os resultados, o composto bioativo produzido por 7. asahii demonstrou ser
mais eficiente contra as bactérias. O motivo para a insensibilidade das leveduras frente ao
antimicrobiano pode ser devido a caracteristicas morfoldgicas, como a formacao de estrutura
de parede celular (GOLUBEV, 2006).

Nao foi encontrado na literatura nenhum registro de produgdo de antibioticos

produzidos por T. asahii, apenas moléculas com atividade antimicrobiana (DUTRA, 2009;
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GARGEL et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011), caracterizados por micocinas (DUBASH et
al., 2010). As toxinas killer se assemelham as bacteriocinas produzidas por bactérias, sendo
mais especificas que os antibidticos (FUENTEFRIA, 2004). De modo geral sdo efetivas
contra c¢lulas sensiveis da mesma espécie da levedura produtora, ou contra outros géneros de
leveduras, e em alguns casos outros micro-organismos (GOLUBEV, 2006). Outra
caracteristica das micocinas € sua baixa massa molecular (GOLUBEV, 2006).

A produgdo de toxinas killer por fungos do género Trichosporon ¢ relatada na
literatura. 7. pullulans demonstrou produzir micocinas com peso molecular de 15 kDa
(GOLUBEV et al., 2002), T. porosum teve detectada a producdo de um glicolipideo
relacionado a atividade antimicrobiana do organismo (KULAKOWSKAYA et al., 2010). T.
japonicum (SENTER et al., 2011), T insectorum, T. faecale e T. coremiiforme (FUNTEFRIA,
2007) e T.figueirae (MENEGHIN et al., 2010) também foram descritos como possuidores de
atividade killer. Dubash et al. (2010) também demonstraram a presenga das toxinas secretadas
por T. asahii. A levedura em questdo foi capaz de inibir o crescimento de Cryptococcus
neoformans. De acordo com estas pesquisas, o fungo 7. asahii provavelmente ¢ um fungo que
produz glicolipideos ou glicoproteinas com efeito killer.

Apesar da maioria dos estudos killer serem realizados contra leveduras, ja ha trabalhos
que relatam a susceptibilidade de bactérias frente ao composto, como em Staphylococcus
aureus (1ZGU; ALTINBAY, 1997) para a micocina produzida por Candida tropicalis, e
Lactobacillus plantaraum e Bacillus subtilis para T. figueirae (MENEGHIN et al., 2010).
Pichia kudriavzevii produziu uma toxina que apresentou atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., S. aureus, P. aeruginosa e P.
alcaligenes (BAJAJ et al., 2012).

Senter et al. (2011) encontraram as melhores condi¢des de cultivo para 7. japonicum e
Candida catenulata, onde a maior atividade killer foi observada em menor tempo de
incubagdo no pH 4,5 — 5,0, com 24 horas de incubagdo a 25°C e 150 rpm, contra
Cryptococcus gattii. As condi¢des pouco diferem daquelas testadas neste estudo (pH 5,5,
incubagdo de 72 hs a 28°C e 150 rpm). Fuentefria (2007) também obteve uma micocina
produzida por 7. insectorum nas condi¢des de pH 4 - 5,4 e entre 26°C a 40°C. De acordo com
Golubev (2006), o aumento da temperatura de cultivo inativa a produgdo das micocinas.

Buzzini et al. (2007) indicam que o pH ¢ o fator mais importante para producao de
compostos antimicrobianos por leveduras, sendo o pH acido o mais favoravel, com um valor

otimo em 4,5. A temperatura ideal para produgdo dessas toxinas esta na faixa de 22°C a 28°C
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(SCHMITT; BREINIG, 2002). Em comparagdo a este estudo, a faixa de temperatura
encontra-se dentro da sugerida por Buzzini et al. (2007), assim como o pH mais acido.

Se o composto deste estudo tratar-se de uma micocina, o meio utilizado seria favoravel
para a producao da mesma, segundo Golubev (2006), que relata que a produgao de micocinas
¢ estimulada por meios ricos em glicose, peptona e extrato de levedura. O autor também
afirma que a agitacdo do meio pode degradar toxinas com efeito killer, embora neste estudo a
agitacdo ndo tenha sido observada a degradacdo completa do composto antimicrobiano.
Senter et al. (2011) utilizaram um meio com agitacao orbital para producao de uma micocina
por T. japonicum, o qual da mesma forma produziu a toxina.

A concentragdo de células sensiveis também interfere na atividade micocinogénica
(GOLUBEYV, 2006). O autor propde diminuir a concentragao de células para 10° cel/mL, e
ndo de 10° cel/mL como usualmente é feito para determinagdo da atividade antimicrobiana.
Senter et al. (2011) confirmam essa teoria, o qual a concentragdo de 10° cel/mL de
Cryptococcus gattii ndo apresentou halo de inibicdo para o extrato de 7. japonicum, mas foi
inibida na concentragao de 10° cel/mL. O principio ativo de 7. asahii pode ser potencializado
se testado frente a 10° cel/mL dos micro-organismos teste, ¢ a atividade antimicrobiana talvez
possa ser detectada frente aos fungos aqui testados que ndo tiveram uma CFM encontrada.

Apesar do relato de Dubash et al. (2010) sobre a producdo de uma micocina por 7.
asahii, ¢ necessaria a identificagdo do composto antimicrobiano produzido pelo fungo para ser

confirmado a natureza quimica da substancia.

5.3. Determinacio da CBM dos extratos pré-purificados

O extrato bruto de 7. asahii fracionado com solventes foi testado sobre as duas cepas
de P. aeruginosa e X. campestris, inicos micro-organismos que tiveram a CBM do extrato
bruto determinada. As trés cepas ndo demonstraram sensibilidade ao extrato hexanico (CBMs
de >30000 pg/mL para as P. aeruginosa, € >60000 pg/mL frente a X. campestris). Ja para o
extrato diclorometanico, a CBM foi determinada, sendo de 17.500 pg/mL sobre P. aeruginosa
ATCC 9027, 20000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 27853 e de 60000 pg/mL sobre X.
campestris (Tabela 4). Os resultados evidenciaram ainda que houve uma purificagdo do
extrato bruto com o emprego dos solventes, através da remocao de particulas indesejaveis no
extrato hexanico e, consequentemente, uma menor CBM do extrato diclorometinico em

comparagao ao extrato bruto.
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Tabela 4 - Teste de CBM a partir do extrato bruto de 7. asahii fracionado com os solventes
hexano e diclorometano, ap6s secagem.

Fragao CBM (ug/mL)
P. aeruginosa ATCC P. aeruginosa ATCC X. campestris
9027 27853
Hexanica >30000 >30000 >60000
Diclorometanica 17500 20000 60000

A realizagdo das outras etapas de purificacdo (cromatografias e precipitagdo com
sulfato de amonio) foi feita a partir do extrato diclorometanico, fracdo a qual estd presente o
antimicrobiano de interesse do estudo. Os testes de CBMs destes purificados estao presentes
na Tabela 5.

Para a cromatografia de troca-idbnica houve uma purificagio do extrato
diclorometanico tendo em vista a diminuicdo da CBM para todas as bactérias testadas. O
composto antimicrobiano de interesse ndo adsorveu na resina cationica, demonstrando
natureza anidnica, sendo a primeira fracdo coletada a que apresentou uma menor CBM
(12000 pg/mL para P. aeruginosa ATCC 9027, 15000 pg/mL contra P. aeruginosa ATCC
27853 e 55000 pg/mL frente a X. campestris). As outras duas fragdes coletadas tiveram uma
CBM acima da CBM da primeira fragdo (>14000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 9027,
>17000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 27853, e >57000 pg/mL sobre X. campestris). A
ultima fragdo recolhida da cromatografia de troca-ionica coletada apos passagem de NaCl (1,0
mol/L) teve uma CBM muito acima da primeira fragdo, sendo >30000 pg/mL sobre as
linhagens de P. aeruginosa, e > 60000 ng/mL sobre X. campestris.

A fragdo solvente e a fracao agua, da cromatografia com silica gel, foram recolhidas e
testadas frente a P. aeruginosa e X. campestris, embora nao tenha sido possivel uma
separacdo cromatografica do composto antimicrobiano. As CBMs de ambas fragdes nao
foram encontradas, sendo >17500 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 9027, >20000 pg/mL
sobre P. aeruginosa ATCC 27853 e >55000 pg/mL sobre X. campestris.

Os testes com a fragcdo diclorometanica precipitada com sulfato de amoénio (35%, 55%,
70% e 90%) também nao potencializaram o efeito inibitorio do extrato. As CBMs dos
sobrenadantes e dos precipitados foram acima de 17500 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC
9027, >20000 pg/mL sobre a outra cepa de P. aeruginosa, e >55000 pg/mL contra X.

campestris.
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Tabela 5 - Teste de macrodiluicdo em tubos a partir do extrato diclorometanico obtido do
extrato bruto de 7. asahii, pré-purificado através de cromatografia de troca-idnica, silica gel e
precipitacdo com sulfato e amonio.

Método Fracao CBM (pg/mL)

P. aeruginosa P. aeruginosa X. campestris
ATCC 9027 ATCC 27853

Cromatografia troca- 1* fragdo 12000 15000 55000
idnica 2% fragao >14000 >17000 >55000
3 fracdo >14000 >17000 >55000
4* fragao >30000 >30000 >60000
Silica gel Fragado solvente >17500 >20000 >55000
Fragdo agua >17500 >20000 >55000
Precipitacdo sulfato ~ Sobrenadantes >17500 >20000 >55000
de amonio (35%, Precipitados >17500 >20000 >55000

55% ,70% e 90%)

Estudos de Dutra (2009) confirmam a existéncia de um principio ativo antimicrobiano
produzido por T. asahii contra P. aeruginosa. A autora empregou protocolo onde o extrato
bruto foi obtido em incubadora com agitagdo orbital, e purificado com cloroférmio e
ressuspensao em Tween 80®, e obteve CBM de 7464 ng/mL para a linhagem P. aeruginosa
ATCC 9027, e de 14928 pg/mL para a cepa P. aeruginosa ATCC 27853. Os resultados,
apesar de menores, mostraram-se semelhantes aos encontrados nesta pesquisa, a qual teve um
protocolo diferente utilizado.

Outro trabalho utilizando o caldo fermentado em agitador orbital do fungo 7. asahii,
purificado com cloroférmio e ressuspendido em Tween 80® obteve uma CBM de 16.240
ng/mL para a linhagem P. aeruginosa ATCC 27853, e de 8120 pg/mL para a outra linhagem
(P. aeruginosa ATCC 9027) (GARGEL, 2009), confirmando a a¢do antibacteriana encontrada
nesta pesquisa com a fra¢do diclorometanica.

A CBM do extrato fermentado de Trichosporon asahii, produzido em incubadora
orbital e concentrado sem secagem total do mesmo, técnica diferente da usada no presente
trabalho, foi feita por Azevedo et al. (2011). Os resultados obtidos pela autora foram bem
melhores que aqueles obtidos neste trabalho (10,2 vezes inferior), sendo que para o extrato
diclorometanico a CBM foi de 2050 pg/mL para P. aeruginosa ATCC 27853. A CBM do
extrato hexanico também nao foi determinada no estudo (>4843 pg/mL). A autora testou
ambos os extratos contra Lactobacillus fermentum e Saccharomyces cerevisiae, € encontraram
uma CBM e CFM de 868 ug/mL e 217 pg/mL, respectivamente, para o extrato
diclorometanico, ¢ de 2421 pg/mL do extrato hexanico frente a S. cerevisiae. O estudo

confirma que apesar do extrato hexanico inibir totalmente o crescimento de um dos micro-
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organismos testados, a extragdo com o solvente diclorometano ¢ mais eficiente tendo em vista
uma menor CBM em relagdo ao hexano e, consequentemente, uma maior concentragao do
agente inibidor.

O método de extracdo com solventes ajuda na extracao de substincias bioativas
(ANDREO; JORGE, 2006). A extracao com o solvente hexano visa solubilizar 6leos e 4cidos
graxos apolares, enquanto o diclorometano extrai compostos lipofilicos mais polares
(FERNANDEZ et al., 1996). Uma maior purificagdo foi obtida com a extrago liquido-liquido
com o diclorometano, que removeu as demais substancias lipofilicas polares (WALLIS;
WEARNE, 1999).

Neste trabalho, o principio ativo alvo encontrou-se na fragao diclorometanica. Houve
separacao de lipidios apolares indesejaveis com a extracdo com o solvente hexano,
purificando o extrato bruto de interesse (SILVA, 2007), tendo em vista que aumentou a CBM
para a fracdo hexanica e diminuiu a CBM para a diclorometinica. Portanto o composto
bioativo deste trabalho provavelmente se trata de uma substancia lipofilica mais polar.

O resultado da cromatografia de silica gel demonstra ainda que a separagdo do extrato
diclorometanico pela polaridade ndo foi eficiente, diferentemente da separag¢do idnica do
extrato. De acordo com a extracdao liquido-liquido, se o composto bioativo tiver natureza
polar, ele adsorveria na fase estacionaria da cromatografia em silica gel, portanto nao saindo
com o solvente orgadnico, mas sairia na fracdo aquosa que teria sua CBM determinada.
Contudo, essa separagdo cromatografica ndo se mostrou eficiente na purificagdo do extrato
diclorometanico da fermentacao do 7. asahii.

A precipitagdo por sais, ou salting out, ocorre pela desidratagao da proteina por razao
do sal adicionado, atraindo as moléculas do meio, de modo a ficar menos agua disponivel para
as regides hidrofobicas das proteinas, que ficam expostas, podendo interagir e agregar entre si
(SCOPES, 1994).

A precipitagdo com sulfato de amonio precipita proteinas, sendo que a concentracao
de sal necessaria para precipitagdo ¢ diferente para cada proteina (PESSOA JR & KILIKIAN,
2005). A composi¢do do extrato também pode influenciar a precipitacdo, assim como sua
concentracao e temperatura (SCOPES, 1994).

Nas concentragdes testadas com sulfato de amonio (35-90%) nao foi possivel uma pré-
purificagdo nem do extrato bruto (CBMs >30000 pg/mL sobre as P. aeruginosa ¢ >70000
ug/mL sobre X. campestris, muito acima das encontradas através da purificagdo com
solventes) nem do extrato diclorometanico, tendo em vista que as CBMs foram superiores a

17500 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC 9027, >20000 pg/mL sobre P. aeruginosa ATCC
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27853 e >55000 pg/mL sobre X. campestris. Um motivo pela dificuldade na precipitagao
pode ser a degradacgdo ou perda da atividade da micocina, causada pelas condigdes agressivas
da precipitagdo, ou mesmo a natureza nao proteica da micocina.

Senter et al. (2011) relataram também a nao precipitagdo de uma micocina produzida
por T. japonicum. Os autores testaram as concentragdes de 20%, 40%, 65% e 80% de sulfato
de amodnio, e em nenhum dos testes realizados, frente a Cryptoccus gattii, obtiveram o halo de
inibicao do extrato de 7. japonicum precipitado com o sal.

Se o composto bioativo de 7. asahii se tratar de uma micocina, ela pode ter natureza
glicolipidica, ndo sendo precipitada com sulfato de amonio. Como ja foi descrito para esta
mesma linhagem a inibi¢do do crescimento contra outra levedura (S. cerevisiae) (AZEVEDO
et al., 2011), € possivel que este extrato contenha uma micocina com atividade antimicotica e
antibacteriana.

Ha relatos de micocinas de natureza glicolipidicas por Trichosporon porosum
(KULAKOWSKAYA et al., 2010). A extracdo com solventes também corrobora a natureza
lipofilica do antimicrobiano, por causa da afinidade do composto antimicrobiano com o
diclorometano.

De acordo com os resultados, o melhor método para purificar o extrato
diclorometanico foi através da cromatografia de troca-idnica, tendo em vista a diminuicao de
sua CBM contra os micro-organismos teste. De acordo com os resultados colhidos, o
principio ativo parece ser de natureza anidnica e lipofilica.

Apesar do extrato bruto seco do 7. asahii ter apresentado uma elevada CBM, a
purificacdo do extrato potencializou seu efeito antimicrobiano. A importancia de descobrir
novos compostos com efeito antagdnico também deve ser levada em conta, tendo em vista a
crescente resisténcia microbiana aos antibidticos utilizados na atualidade. Ha necessidade da
caracterizacdo quimica da molécula antimicrobiana produzida pelo 7. asahii a fim de
determinar exatamente a sua natureza, € se 0 composto se trata ou ndo de uma micocina.

A Tabela 6 apresenta os valores de rendimento da extragdo com solvente e da primeira
fracdo coletada da cromatografia de troca-idnica, etapas essas que apresentaram uma
purificacao do extrato bruto original de acordo com os valores de CBM encontrados.

Pode-se observar um rendimento de solidos maior para a fragdo diclorometanica em
relagdo a fragdo hexanica, demonstrando uma maior quantidade de so6lidos extraidos pelo
solvente diclorometano (de 9,6% a 13,1% de rendimento da fracao hexanica, e de 19,3% a
25,8% de rendimento da fracdo diclorometanica). A primeira fragao coletada da cromatografia

de troca-ionica demonstrou um rendimento de 4,5% a 8,1% em relagdo ao extrato bruto. Para
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cada 300 mL de extrato bruto obteve-se em média 8,80 g de so6lidos. A média de teor de
solidos para a fragdo hexanica foi de 0,95 g, para a fracao diclorometanica 1,86 g e para a

primeira fragdo da cromatografia de troca-idnica foi de 0,14 g.

Tabela 6 - Calculo de rendimento de solidos presentes nos extratos apds separagdo liquido-
liquido e cromatografia de troca-idnica, em relacdo ao extrato bruto.

Extrato Rendimento (m/m %)*'  Média de teor de
solidos (g)
Repeticdes*’
Método Fragao 1 2 3
————— Bruto 100 100 100 8,80
Separacao c/ solventes*® Hexano 13,1 9,9 9,6 0,95
Diclorometano 25,8 19,3 19,3 1,86
Troca-idnica** 1* fracao 8,1 6.9 4.5 0,14

*! Calculo em base seca de 300 mL do extrato utilizado. ** Repeti¢des de trés produgdes de extrato bruto de 7.
asahii. * Para o fracionamento com solventes foi utilizado 300 ml de extrato bruto. ** Para a cromatografia de
troca i6nica foi utilizada 22.1% da fragdo diclorometano do total de 2,17 g, 1,95 g e 1,53g, para as respectivas
repetigdes.

5.4. Parametros de fermentacio do T. asahii

5.4.1. Quantificacio do niumero de células ao longo da fermentac¢ao

Foram realizados trés testes de quantificagao celular ao longo do cultivo do 7. asahii
em fermentador de bancada. Os resultados das quantificagdes estdo expostos na Tabela 7. A
Figura 11 expde ainda o grafico do comportamento celular ao longo da fermentagdo de acordo
com os trés testes de quantificagdo realizados. Em todos pode ser observado um padrio
semelhante, com aumento da densidade celular ao longo da fermentacdo, uma fase
logaritmica nas primeiras 24 h, e um crescimento mais atenuado das 24 h até 72 h (fase
estacionaria). A quantificagdo celular através da biomassa seca pode ter tido interferéncias de
compostos presentes no meio, tais como sais precipitaveis, nas primeiras 24 h de fermentagao,
que acabaram sendo contabilizados erroneamente como biomassa celular, ¢ que depois foram
consumidas pela levedura. De modo geral, o cultivo do 7. asahii apresentou um bom

crescimento celular e rendimento de biomassa.
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Tabela 7 - Quantificagdo de células de 7. asahii ao longo do cultivo de 72 h em fermentador
de bancada 7L, utilizando trés métodos de quantificagdo.

Tempo (h) Contagem direta (céls/mL) Biomassa (g/L) Absorbancia total (600

nm)
4 5,6x10° 1,16 0,87
8 8,8x10° 1,39 1,74
12 1,2x107 1,62 2,34
24 1,7x107 1,84 5,28
48 3,7x107 2,55 7,04
72 4,6x107 2,63 8,10

Curva de Crescimento

///l —— Biomassa (g/L)
/ —=— Absorbadncia total

o B I VS I R ¥ s B w ) BN R o R U

Biomassa, absorbéncia ou n° células

‘ﬁ;‘;/’,—//’/(/’—. ——numero de célulasx107/mL
‘/‘
0 20 40 60 80
Tempo (h)

Figura 11 - Curva de crescimento do 7. asahii ao longo do cultivo em fermentador de

bancada 7L a 28°C através de trés testes de quantificagdo celular.
Para o calculo da velocidade especifica de crescimento (p) foi feita a equagdo das retas

obtidas dos Ln da absorbancia, biomassa ou nimero total de células, das primeiras 24 h (fase

log). As equagdes das retas estdo descritas abaixo:

Absorbancia total: y = 0,08 X — 0,2782 R2=10,95

N° total de células: y = 0,05 X -0,6177 R%2=0,88

A velocidade especifica de crescimento (p) corresponde a fase log que se caracterizou

nas primeiras 24 h de fermentagdo, variou de 0,05 h™ a 0,08 h, sendo o primeiro valor

correspondente a técnica de contagem de células totais/mL, e o segundo valor para
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absorbancia total. A biomassa seca nao foi utilizada como técnica para medida de p tendo em
vista a provavel interferéncia de sais e outros compostos, que podem ter sido contabilizados
como biomassa, presente nas primeiras 24 h do cultivo do 7. asahii.

Senter et al. (2011) calcularam a velocidade especifica de crescimento de 7. japonicum
em cultivo em agitador orbital, para produ¢do de micocina. Os autores testaram os pHs 4, 4,5,
5 e 5,5 e obtiveram os p de, respectivamente, 0,87 h’, 0,66 h™, 0,63 h e 0,36 h™'. Para a
faixa de pH testada (pH 5,5) nesta pesquisa, o parametro u demonstrou ser cerca de 4,5 vezes
menor do que aquele encontrado para 7. japonicum. Esta diferenca pode ser associada tanto a
diferen¢a de linhagem, como do meio de cultivo e temperatura (no caso 25°C. para T.
Japonicum ¢ 28°C. para T. asahii). Outra diferenga foi o equipamento de cultivo, no presente
trabalho foi realizado por fermentador de bancada 7L, enquanto no trabalho com T. japonicum
foi usado incubadora orbital.

O pico da produgdo de micocinas de 7. japonicum coincidiu com o final da fase log
para os pHs 4 e 5 em estudos de Senter et al. (2011). Os autores observaram uma queda da
acdo antimicrobiana nesses pHs na fase estaciondria de crescimento da levedura, com
diminui¢do do halo de inibicdo contra C. gattii. Para o pH 5,5 entretanto, ndo houve esse
decréscimo da atividade da toxina.

Neste estudo, o teste de CBM e CFM foi realizado com o extrato obtido da
fermentagdo de 72 h, fase estacionaria das células de 7. asahii, em pH 5,5. Testes de CBM e
CFM do extrato fermentado do 7. asahii com menores tempos de fermentacdo precisam ser

investigados, como amostras da fase logaritimica, como propde Senter et al. (2011).

5.4.2. Determinacao da viabilidade celular e taxa de brotamento

A viabilidade celular ao longo da fermentacdo estd representada pela Figura 12.
Observa-se inicialmente uma viabilidade bem elevada (98%) com uma diminui¢ao ao longo
do tempo de fermentagdo, chegando a 72% no final do processo, demonstrando que as
condi¢des de processo foram favoraveis a levedura. Tal queda ¢é esperada e deve-se a
diminui¢do de nutrientes no meio, acarretando numa diminui¢do da taxa de reproducio, e

consequente queda na viabilidade celular.
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Figura 12 - Viabilidade celular do 7. asahii ao longo da fermenta¢do em fermentador de

bancada 7L durante 72 h a 28°C.

A taxa de brotamento das células de 7. asahii, bem como a quantidade de brotos vivos
e mortos estdo expressos na Tabela 8. Pode-se observar um elevado grau de brotamento (com
praticamente todas as células brotando) até¢ 12 h de fermentagdo. A partir de entao houve um
decréscimo na taxa de reproducdo do fungo. A quantidade de brotos vivos comegou em
95,2% na amostra das 4 h de fermentagdo, ¢ diminuiu ao longo do tempo de cultivo. J& a
quantidade de brotos mortos aumentou a cada amostra colhida, terminando com um total de

36,4% de brotos mortos em relacao ao total de brotos.

Tabela 8 - Taxa de brotamento do 7. asahii em cultivo em fermentador de bancada 7L a 28°C
por 72 h.

Parametro de Tempo de cultivo (h)
reproducao
4 8 12 24 48 72
Taxa de brotamento 105% 106% 109% 92.,5% 61,49% 53,9%
Brotos vivos 95,2% 94.9%  93,8% 87% 70,5% 63,6%

Brotos mortos 4,8% 5,1% 6,2% 13% 29.5% 36,4%
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5.4.3. Quantificacio dos acucares redutores (AR) ao longo da fermentacio

Para quantificacdo da quantidade de agucares redutores em cada amostra coletada (4,
8, 12, 24, 48 ¢ 72 h) foi feito o método do acido dinitrosalicilico (DNS). A curva padrao para
quantificag¢do de aglicares apresentou um R* de 99% (Anexo A).

Depois de obtida a curva de calibragdo, as amostras foram preparadas, sendo os
resultados expostos na Figura 13, e a quantificacdo de AR em cada amostra pode ser
observada na Tabela 9.

A concentra¢ao de agucares redutores diminuiu de forma consistente até o final da fase
log (24 h de fermentacdo), com um aumento acentuado da biomassa até entdo. Apos este
periodo, a concentracdo de aglcares redutores manteve-se estdvel, embora a concentracao
celular continuar crescendo, porém de forma mais atenuada (fase estacionaria). Depois de
obtida a curva de calibracdo, as amostras foram preparadas, sendo os resultados expostos na
Tabela 9, com respectivas médias das leituras e desvio padrao (DP). A quantificacio de AR

em cada amostra pode ser observada na Figura 13.

Tabela 9 - Concentracdo de Agucares Redutores ao longo da fermentacdo do 7. asahii em
fermentador de bancada 7L.

Tempo (h)
4 8 12 24 48 72
Concentragao 29,8 26,9 254 19,8 20,6 21,2

de AR (g/L)
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Figura 13 - Quantificagdo de Acucares Redutores e Biomassa produzida ao longo da

fermentacao do 7. asahii em fermentador de bancada 7L.

Através da quantificagdo da biomassa e de agucares redutores ao longo da fermentacao
foi determinado o rendimento celular (Yx/s) apds 72 h de fermentagdo, o qual foi de 0,29 g

biomassa/g de AR consumido.

5.4.4. Variacio do pH

A medicdo do pH e estd exposta na Figura 14. O pH variou de 5,6 (inicio da
fermentagdo) a 6,8 (pico do pH nas 24 h de fermentag@o). Observa-se um aumento do pH nas
primeiras 4 horas de fermentacdo. O pH se mantém entdo relativamente estavel até as 24
horas, e a partir de entdo decresce, ao final (72 horas de fermentagdo) atinge um pH de 5,7,

semelhante ao das primeiras 4 horas.
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Figura 14 - Variagdo do pH ao longo da fermentacdo do 7. asahii em fermentador de bancada

7L.
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6. CONCLUSOES

O extrato bruto obtido do cultivo de 7. asahii demonstrou possuir compostos
antimicrobianos sobre Xanthomonas campestris pv. campestris € Pseudomonas aeruginosa.

A partir do fracionamento com solventes e determinacdo da CBM sobre P. aeruginosa
e X. campestris, foi demonstrado que o composto antimicrobiano encontra-se na por¢ao
diclorometanica e ndo na hexanica.

A purificacdo do extrato diclorometanico através da cromatografia de troca-ionica
demonstrou que o composto possui natureza anidnica, ndo protéica, provavelmente lipofilico.

O cultivo de T. asahii apresentou uma boa taxa de viabilidade e brotamento, com um
bom crescimento e rendimento de biomassa.

Os valores de CBMs obtidos ainda sdo elevados, indicando que para uma possivel

aplicagdo biotecnolodgica serd necessario maior grau de purificagdo.
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ANEXO A - Curva de calibracdo para realizagdo do teste de actcares redutores com DNS.
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