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When everything seems to be going against you,
remember that the airplane takes off against the wind,
not with it. Henry Ford



SAIS IMIDAZOLICOS DE CORANTES AZOICOS E BENZIMIDAZOIS
FLUORESCENTES COMO MARCADORES BIOCIDAS DE BIOFILMES
PATOGENICOS DE Candida spp.

Biofilmes propiciam um ambiente capaz de proteger as células microbianas de danos
por fatores quimicos e fisicos, promovendo infecgdes hospitalares relacionadas ao uso
de cateteres e demais instrumentos hospitalares, elevando os indices de mortalidade e
morbidade de pacientes. Portanto, garantir a correta desinfeccdo capaz de impedir
contaminagdes e infeccdes em ambientes hospitalares é de extrema importancia. Para
este fim, neste estudo explorou-se a selegcdo de uma substancia capaz de marcar e ser
biocida contra biofilmes fungicos em superficies de ago inox, a partir de nove
candidatos benzimidazois fluorescentes, com cdédigos NB1 a NB9 e oito sais
imidazolicos de corantes azoicos, denominados C4MImErioCr, C10MImMO, C1sMImMO,
(C10)2MImMO, C4sMImMO, C10MImMORANGEII, C1sMIMORANGEII e
(C10)2MIMORANGEII. Desenvolveu-se para este fim um roteiro metodolégico para
determinar quais destas substancias sdo capazes de marcar e eliminar biofilmes de
forma eficaz e segura. Os métodos utilizados para avaliar as substancias foram (1) a
Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) conforme protocolo do CLSI M27-A3, (2)
microscopias verificando capacidade das substancias em marcar células, (3) ensaios
com deposi¢cao sobre superficie do corpo de prova (placas de ago inox) com biofilme,
(4) verificagcao da atividade biocida sobre biofiimes utilizando microscopias e (5) ensaios
de citotoxicidade. Essas substancias foram testadas frente a nove cepas de Candida
spp., incluindo C. tropicalis, C. albicans e C. parapsilosis. Na avaliagdo das substancias,
S| de corantes azdicos inibiram o crescimento celular de fungos, ja o benzimidazol
fluorescente NB7 apresentou atividades simultaneas de detecgao e acgao biocida sobre
o biofilme. Todas as cepas testadas foram sensiveis a essa substancia. Além disso, os
biofilmes formados pelas cepas ATCC 18804 (C. albicans,) ATCC 22019 (C.
parapsilosis) e ATCC 750 (C. tropicalis) na superficie de ago inox 304 sofreram agao

biocida, quando expostas por 15 segundos a NB7, sendo um potencial sanitizante.

Palavras-chaves: Biofilme fungico, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Ago inoxidavel, Substancias Fluorescentes, Sais imidazdlicos de corantes

azodicos.



IMIDAZOLIUM SALTS OF AZO DYES AND FLUORESCENT BENZIMIDAZOLES WITH
BIOCIDE AND STAINING ACTIVITY AGAINST PATHOGENIC Candida spp. BIOFILMS

Biofilms provide an environment capable of protecting microbial cells from damage by
chemical and physical factors of the immune system, and hinder the penetration of
various antimicrobial agents, promoting nosocomial infections related to catheters,
increasing mortality and morbidity of patients. Therefore, it is important to ensure proper
hygiene to prevent contamination and infections in hospital environments. For this
purpose, this study explored the identification of a substance that both detects and have
biocide activity against fungal biofilms on stainless steel surfaces. Both nine fluorescent
benzimidazole substances, coded NB1 to NB9 and eight imidazolium salts of azo dyes,
named denominados Cs4MImErioCr, C4oMImMO, CisMImMO, (C10)2MImMO,
CsMImMO, C1oMImORANGEII, C1sMIMORANGEII e (C10)2MIMORANGEII were tested
as candidates. These substances were tested applying a methodology developed to
determine if a substance is able detecting and have biocide activity against fungal
biofilms. Overall, this study involved the following methods: (1) Minimum Inhibitory
concentration test following the CLSI protocol (M27-A3; the substances were tested
against nine fungal strains, including C. tropicalis, C. albicans and C. parapsilosis.), (2)
microscopy to determine the marker capacity, (3) spraying tests of the substances on
surfaces (stainless steel) with fungal biofilms, (4) tests to verify the capability of the
substances to both stain and were biocide against fungal biofilms, applying microscopic
techniques and (5) cytotoxicity tests. Within the set of seventeen substances,
benzimidazole derivative NB7 was identified with the desired capabilities, staining and
biocide activity against fungal biofilms at the same time. All tested fungal strains were
sensible to this substance. A biocide activity was identified on the biofilms of ATCC
18804 (C. albicans), ATCC 22019 (C. parapsilosis) and ATCC 750 (C .tropicalis), grown
on stainless steel 304, when exposed fifteen seconds to substance NB7. Although this
substance showed being cytotoxic, it represents a promising candidate for sanitization

purposes, including medical tools.

Keywords: Fungal biofilm, Candida tropicalis, Candida albicans, Candida parapsilosis,
Stainless Steel, Fluorescent substance, Imidazolium salt of azo dye.
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1. INTRODUGAO

Infeccbes por fungos oportunistas sdo crescentes em seres humanos,
principalmente devido ao aumentado numero de individuos imunocomprometidos. Tais
infecgdes sao principalmente desencadeadas pela capacidade desses microrganismos
de formar biofilmes em materiais em contato direto com o organismo humano, sendo
um fator determinante da viruléncia de espécies de Candida gerando resisténcia a
antimicrobianos e ao sistema imunoldgico de pacientes. Nesta condi¢do, células
plancténicas tornam-se aderidas a uma superficie e o conjunto de células forma
microcolOnias de micro-organismos embebidos em uma matriz extracelular polimérica,
composta de proteinas, lipideos, sacarideos e acidos nucleicos (COSTA, 2013). Tal
ambiente protege as células de danos por fatores quimicos e fisicos promovidos pelo
sistema imune, além de dificultar a penetragdo de diversos agentes antimicrobianos,
promovendo infeccdes hospitalares relacionadas ao uso de cateteres, elevando indices
de mortalidade e morbidade de pacientes e elevando os custos de permanéncia
(STORTI, 2007; CERQUEIRA, 2013). A explicagdo deve-se aos biopolimeros presentes
na matriz polimérica que garantem a adesdo e coesdo de ceélulas dos micro-
organismos, protegendo as formas vivas da dessecagdo, oxidagdo por cations
metalicos, antibidticos e ac&o de luz ultravioleta. Além disso, essa estrutura passa a
reter enzimas produzidas pelos micro-organismos garantindo um mecanismo acessorio
de digestao extracelular (FLEMMING, 2010).

Para detecgao de biofilmes existem diversas metodologias, que vao desde o uso
de corantes a quantificagdo de genes. Essas técnicas podem ser qualitativas ou
quantitativas, sendo possivel realiza-las sobre corpos de prova (PANTANELLA, 2013).
Atualmente, um método de detecgao de biofilme adequado, simples, rapido e de facil
realizagao ainda ndo € uma realidade no ambiente hospitalar. Principalmente porque as
substancias utilizadas como sanitizantes em boa parte ndo sao totalmente eficazes e
nao indicam a presenca de biofilmes (KIM, 2007). O desenvolvimento de um método
para a deteccdo e biocida de biofilmes, de forma preventiva, € uma necessidade para
uma agao corretiva pela equipe médica, a fim de garantir a correta higienizagdo de

matérias médico-hospitalares e impedir o desenvolvimento de biofilmes.
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Sais imidazdlicos de corantes azodicos e benzimidazois fluorescentes surgem
como possiveis candidatos a marcadores de biofilmes. Estudos indicam que a classe
dos sais imidazolicos apresenta potencial atividade antifungica por interferirem na
relocacdo de ergosterol na membrana plasmatica alterando a permeabilidade de
membrana do microrganismo (SCHREKKER, 2013). Além disso, novas aplicabilidades
vém sendo propostas para os sais imidazolicos e substéncias fluorescentes devido as
suas propriedades fisicas que estdo sendo exploradas com sucesso ho
desenvolvimento de sondas marcadoras, capazes de demonstrar a presenca de
determinadas biomacromoléculas (CHEN, 2011; LIU, 2013).

Portanto, o desenvolvimento de novos métodos de deteccédo e eliminagcdo de
biofilmes, que sejam acessiveis e de facil realizagcdo, é de grande valia para os
profissionais da area de saude, pois garante uma detecgdo precoce de um possivel
agente causador de uma infecgdo. Neste trabalho foram testados compostos
imidazélicos e benzimidazodis fluorescentes de forma a verificar a capacidade de
detectar biofilmes de Candida spp. e ter atividade biocida. Trata-se de uma solugao

para esta lacuna tecnoldgica que presenciamos na area da saude.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biofilme

O conjunto de microcol6nias irreversivelmente aderidas de forma séssil sobre
uma superficie, somado a uma matriz exopolimérica com substancias sintetizadas por
essa comunidade, define o que chamamos de biofilme, sendo tal estrutura forma uma
protecdo frente aos agentes antimicrobianos e defesas naturais do organismo
(DONLAN & COSTERTON, 2002; COSTA, 2013).

Além da matriz extracelular fisicamente impedir a difusdo de substancias
nocivas, existem outros mecanismos de protegcdo de biofilmes fungicos, esses
potencializam a resisténcia de biofilmes. Bombas de efluxo, sdo capazes de expulsar
antifungicos do interior de células impedindo sua agdo. O aumento da sintese de
ergosterol, compete e dificulta a acdo de medicamentos inibidores de sua sintese. A
resposta ao stress promove maior desenvolvimento da matriz polimérica (KUHN, 2002;
CORDEIRO, 2015; TAFF, 2013). A regulagdo por um sistema de comunicagao
microbiana (QS) capaz de induzir, através de moléculas, a expressao de genes que
determinam a quantidade de formagao de biofilme e secregédo de fatores de viruléncia,
sendo um dos mais citados modelos é o da Candida albicans, na qual o farnesol atua
como um modulador de desenvolvimento de biofiimes (CORDEIRO, 2015).

Diferentemente de células plancténicas (células de vida livre), o biofilme
apresenta alta capacidade de resisténcia e diferenca no crescimento. Quanto mais
internalizadas as células no biofime menos atividade elas possuem, sendo
denominadas de latentes e apresentando maior resisténcia a agentes antimicrobianos
que tem mais atividade contra micro-organismos em rapido crescimento (TAFF, 2013).

As etapas de formagéao do biofilme sao divididas em adesédo microbiana, seguida
pela formacéo de coldnias, formacao de hifas, secrecdo de polimeros extracelulares e
maturagao do biofilme (Figura 1). A Candida albicans € uma das maiores causadoras
de doencas sistémicas e superficiais em ambientes hospitalares, sendo frequentemente
associada a infecgbes por biofilmes em implantes médicos, o que gera problemas de
morbidade, mortalidade e altos custos para o tratamento de pacientes (FLEMMING,
2010).
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Matriz polimérica

Células planctonicas de Pseudo-hifas
leveduras l

, ) \ \ - ! A~
Adesao Formacao de col6énias Maturacgao
Formagao de pseudo-hifas

Secrecao de polimeros
extracelulares

Figura 1. Esquema das etapas de formac&o de um biofilme de levedura.

Demais espécies como a C. tropicalis e C. parapsilosis também sao citadas em
artigos cientificos como formadoras de biofilme e causadoras de infecgdes hospitalares.
Cepas de referéncia sdo citadas como boas produtoras de biofilmes, dentre elas estéao
a ATCC 750 (C. tropicalis), ATCC 18804 (C. albicans) e ATCC 22019 (C. parapsilosis),
(ALNUAIMI, 2013; NEGRI, 2015).

Com o objetivo de reduzir os casos de infeccdo envolvendo biofilmes, diversos
estudos estdo sendo conduzidos verificando propriedades antifungicas, de remogao do
biofilme e atividade antibiofilme de substancias. Além disso, a detecgdo atrelada a
eliminagdo do biofilme apresenta-se como uma estratégia eficiente de controle
microbiologico e prevencdo em ambientes hospitalares (HIUNEN, 2012; BERGAMO,
2013).

2.2. Atividade de remocao e biocida contra biofilmes

Diversos estudos estdo sendo conduzidos com a finalidade de tratar superficies
com substancias e inibir a formacado de biofimes sobre as mesmas (atividade
antibiofilme) (BERGAMO, 2015b; RAUT, 2015). Além disso, outros trabalhos focam na
eliminagdo do biofilme sobre o material ja contaminado com essa biomassa, isto €,
substancias capazes de remover estruturas do biofilme ou que apresentam atividade
biocida (BERGAMO, 2015a).
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No caso da atividade de remocao, busca-se retirar o biofilme sobre a superficie
do corpo de prova. Tal acdo é realizada por agentes fisicos ou quimicos que podem
danificar células dos micro-organismos, eliminar a matriz do biofilme ou alterar
estruturas do biofiime de forma a alterar a ades&o permitindo sua remogao (HIJNEN,
2012; HOFER, 2015).

Um exemplo simples de removedores fisicos sdo escovas de dente, que sao
projetadas e avaliadas para remogao de biofiimes sobre a superficie dentaria, bem
como de proteses moveis. Em estudos de Tan et al. (2014), através de microscopias
eletrénicas de varredura foi possivel verificar e mensurar a efetiva acdo removedora de
escovas de dente, neste caso foi observado uma reducdo e dano do biofiime de
Candida albicans sobre a superficie de corpos de prova mesmo com o0 uso de uma
escova de dente de baixo custo.

Diferentes substancias podem ser utilizadas contra biofilmes com atividade
antimicrobiana eliminando células viaveis ou interferindo na matriz dos biofilmes
permitindo que os mesmos nao se proliferem mais (atividade biocida). Compostos
oxigenados, Oleos essenciais e demais antifungicos, como sais imidazdlicos (Sl)
apresentaram atividade contra o biofiime de C. tropicalis, por exemplo e inclusive
inibiram sua formagéo. Deste modo € possivel a utilizagdo destes como medicamento,
na sintese de polimeros com propriedade antibiofilme, esterilizagdo de locais e
profilaxia (SCHREKKER, 2013; BERGAMO, 2015b).

2.3. Marcacgao de biofilme fungico

Sondas e corantes capazes de marcar micro-organismos ja sdo uma realidade.
No caso das sondas, essas substancias sdo capazes de marcar macromoléculas, com
o uso de anticorpos e fluorescéncia. Diversos estudos estdo sendo conduzidos com
substancias fluorescentes capazes de se intercalar no ADN de células, entre as bases
nitrogenadas ou ligar-se a biomoléculas (PERIN, 2013). Além disso, os S| sé&o
potenciais antifungicos relatados em trabalhos como bons marcadores

macromoleculares (CHEN, 2011).
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Em estudos de Chen et al. 2011, os liquidos iénicos foram capazes de emitir
forte fluorescéncia quando excitados por luz de 315 nm de comprimento de onda, além
disso formaram um complexo com hemoglobina sendo um possivel candidato a
marcador seletivo de macromoléculas. Outros trabalhos envolvendo certas substancias
fluorescentes demonstram uma capacidade peculiar das mesmas, a de se intercalar
entre o DNA celular, ou seja, potenciais marcadores de micro-organismos (PERIN,
2013).

Além de substancias fluorescentes, corantes como fucsina sdo usados como
marcadores de biofilmes, sendo utilizados na odontologia para indicar locais onde
placas bacterianas se depositam e indicar locais que podem ser higienizados com mais
frequéncia com escovas dentais. Adicionalmente, nas ultimas duas décadas, foram
desenvolvidos métodos envolvendo computacdo e softwares para determinar a
biomassa presente nessas marcagdes. Contudo, as substancias utilizadas nao
apresentam capacidade desinfetante (HEYDORN, 2000; PARANHOS, 2004; SILVA-
LOVATO, 2009). Outro corante capaz de marcar o biofilme produzido por micro-
organismos € o azul de metileno. Em estudos de Tote et al., 2008 este corante vital foi
usado com um indicador de biofiime bacteriano em testes com microplacas, por
exemplo.

Outros corantes também surgem como potenciais marcadores de biofiime. O
alaranjado Il ou laranja acido 7 em estudos envolvendo bicho da seda foi capaz de
corar glandulas do inseto e por consequéncia a seda, sendo um potencial marcador
biolégico (NISAL, 2014). O indicador de pH alaranjado de metila também pode marcar
seletivamente o biofilme fungico, visto que fungos sobrevivem em ambientes com
nutrientes acidos, assim a mudanga de cor seria possivel para detec¢gao do biofilme
fungico (SABNIS, 2010; BISHOP, 2013). O eriocromo T, um corante tipicamente
utilizado em analises clinicas, também pode ser utilizado para marcagao de células de
leveduras (CORRY, 2011). Adicionalmente, € importante ressaltar que diversos artigos
informam a capacidade de fungos em metabolizar todos esses corantes, o que eleva o
potencial de marcagdo dos mesmos (KUMARI, 2015; RAMALHO, 2004).



21

2.4. Métodos de formagao e remogao de biofilme

As técnicas de analise de biofilmes fungicos quanto a formacéo, remocao e
inibicdo s&o muitas vezes adaptagdes de métodos ja descritos para biofilmes
bacterianos. O crescimento de biofiimes de fungos leveduriformes e filamentosos é
lento quando comparado com o de bactérias, por isso se faz necessario a modificagao
das técnicas de formagdo de biofiime. No caso de leveduras, o tempo 6timo de
crescimento de biofilmes € de 96 horas para realizagao de testes com corpos de prova,
sendo que em 48 h ja é possivel verificar a formagado de matrizes em microscopia
eletrénica de varredura (ENNETI, 2012; TAN, 2014).

Os métodos mais comumente usados sao os que utilizam discos de cateteres
como corpos de provas, microplacas de 96 pocos e bandas de acrilico (BAILLIE &
DOUGLAS, 1998; RAMAGE, 2001).

Modificagbes na técnica de formagao de biofilme podem ser feitas para averiguar
a capacidade antibiofilme ou de remocédo de uma substancia (BERGAMO, 2015a).
Através de uma simples técnica envolvendo crescimento de micro-organismos em meio
de cultura é possivel verificar a viabilidade das células fungicas apds serem expostas a
uma substancia. Complementada com a microscopia eletrénica de varredura é possivel
inclusive afirmar se a substancia apresenta atividade biocida ou antiaderente (TAN,
2014).

2.5. Microscopia Eletronica de Varredura para analise de biofilmes

A microscopia eletrébnica de varredura € amplamente utilizada para analise de
biofilmes, visto que pode ser feita uma analise da estrutura das células bem como
detectar a presenga de matrizes ou alteragdo das mesmas (JIANG, 2014; CHEW,
2015). Esta técnica baseia-se em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro
para verificar a superficie de uma amostra. Ponto a ponto, em linhas sucessivas, o sinal
é transmitido a uma tela catddica, sendo a varredura sincronizada ao feixe incidente. A
superficie da amostra recoberta com uma fina pelicula condutora de ouro ou platina,

quando o feixe de elétrons incide sobre a mesma provoca a emissao de fétons e
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elétrons que sao convertidos em sinal de video. A interacdo do feixe incidente com a
amostra resulta em uma imagem, pois o sinal recolhido regula o brilho dos pixels do
monitor permitindo a observac&o. Tal microscopia deve ser realizada em vacuo total ou
baixo vacuo por “sputtering’, garantindo uma imagem de alta qualidade em duas
dimensdes (DEDAVID et al., 2007).

2.6. Corpos de prova susceptiveis a formacgao de biofilme fungico

No ambiente hospitalar os principais instrumentos cirurgicos, mesas cirurgicas e
pias sao produzidos com aco inoxidavel 304. Outros materiais como silicones
(polimeros) sao utilizados para cateteres e tubos de traqueostomia, por exemplo.
Portanto, tanto o ago inoxidavel como alguns polimeros sdo os principais corpos de
prova para analise de biofilmes que potencialmente se formam na rotina de um hospital
(KIM, 2007; SAKIMURA, 2015).

Os corpos de provas podem ser testados de diversas formas como por exemplo
superficies metalicas que podem ser alteradas para impedir a formacédo de biofilmes
através de “coating” com substancias antibiofilme. Além disto, outros artigos relatam
testes em superficies com biofilmes e aplicacdo de desinfetantes que permitem a
remocao e atividade biocida contra biofiimes. Em testes envolvendo derivados de
amoénios quaternarios, peroxiacidos e alcoois, todos demonstraram-se mais eficientes
contra células planctdénicas do que contra biofilmes, demonstrando a importancia da
correta desinfeccdo de ambientes hospitalares, produgao de alimentos, banheiros e etc.
(KIM, 2007).

2.7. Sais imidazolicos e Sl de corantes azéicos

Os Sl (Figura 3) sdo derivados catiénicos do heterociclo imidazol, sendo
comumente o resultado da alquilagdo dos dois nitrogénios heterociclicos do imidazol
neutro (Figura 2). Atualmente, os principais antifungicos comercializados contém um
heterociclo azélico, incluindo o imidazol. Os farmacos que contém um anel imidazélico

sdo o econazol, fenticonazol, isoconazol, cetoconazol, miconazol, omoconazol,
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oxiconazol, sertaconazol, bifonazol, butoconazol, clotrimazolsulconazol e tioconazol.
Além disso existem os triazdis (albaconazol, fluconazol, isavuconazol, itraconazol,
posaconazol, ravuconazol, terconazol, voriconazol) e os tiazéis (abafungin) (KANAFANI
& PERFECT, 2008). Estas substancias atuam através da inibicdo da enzima lanosterol

14-a-desmetilase, responsavel por converter lanosterol a ergosterol.
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Imidazol Cation Imidazolico

Figura 2. Estrutura do anel imidazdlico e do derivado catidnico (Sl).

Em comparacdo com os imidazois, a atividade biolégica dos Sl foi pouco
explorada. Neste contexto, os anéis imidazdlicos ja foram relacionados a atividade
antitumoral e antimicrobiana (VERMA, 2013). Trabalhos ja realizados pelo Grupo de
Pesquisa em Micologia Aplicada e o laboratério TECNOCAT (Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil) comprovam o grande potencial dos
S|, bem como a seguranga para uso com humanos através de testes “in vitro” de
genotoxicidade realizados (SCHREKKER et al., 2013; DALLA LANA et al., 2015). Esses
resultados iniciais mostram que novos estudos, principalmente envolvendo novos
compostos com maior potencial antifungico ou até mesmo que desempenhem mais de
uma fungdo como marcadores devem ser realizados. Diante da estrutura quimica dos
sais imidazdlicos que apresentam um anion haleto e dos corantes que possuem um
cation metalico, existe a possibilidade de sintese de novos compostos através de uma
reacdo de troca ibnica, permitindo diversas combinacdes com potenciais corantes e
antifungicos, por exemplo.

Outra caracteristica importante dos sais imidazélicos € que os mesmos
apresentam carater anfifilico (Figura 3), sendo potencialmente capazes de penetrar ou

se interagir com maior facilidade pelas membranas celulares compostas de
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fosfolipidios, por exemplo, permitindo alteragcbes que levam a morte celular. Como
necessariamente ndo estdo no estado sélido, alguns desses sais podem estar na forma
liquida a 100 °C, sendo, portanto denominados como Liquidos I6énicos (LI). Os LI que
estdo sendo amplamente estudados na sintese verde, como substitutos para solventes

volateis potencialmente toxicos (DE LIMA, 2011).

Anion Cation

Figura 3. Estrutura quimica de um sal imidazélico (cloreto de 1-n-decil-3-
metilimidazdlico). Regides hidrofilicas em azul e hidrofébicas em vermelho.

2.8. Substancias fluorescentes

Alguns estudos demonstram que substancias fluorescentes sdo capazes de
marcar diversas estruturas de biofiimes leveduriformes como matrizes, sendo
verificadas “in situ” através de microscopia por fluorescéncia (JIM, 2005; KEPPLER-
ROSS, 2008). Novos sensores como derivados de bezimidazol fluorescentes séo
citados como sondas capazes de identificar seletivamente ions metalicos como Cu*?,
que tem papel fundamental na ativacdo de enzimas dependentes deste ion. Além disso,
podem detectar o ion S2, que forma com o hidrogénio o sulfeto de hidrogénio e em
altos niveis gera efeitos nocivos as células. Sendo outra aplicagdo a detecgao deste
poluente em ambientes aquaticos (PAUL, 2015). A estrutura do benzimidazol como o
nome ja informa possui a caracteristica de possuir um benzeno fundido com um
imidazol (Figura 4), sendo os principais medicamentos com essa estrutura os
antiparasitarios como mebendazol e albendazol, além disso existem antifungicos
derivados de benzimidazéis como o Carbendazim que interfere na sintese de tubolina
ao intercalar-se com a B-tubulina e por consequéncia impedir a sintese de microtubolos
e a divisado celular (SCHMAHL, 1998; ZHANG, 2015; YANG, 2015). Recentemente um

grupo de pesquisadores da Universidade de Zagreb identificaram e sintetizaram um
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grupo de substancias de derivados benzimidazodlicos que apresentam fluorescéncia,
sdo capazes de se intercalar com ADN, marcar células e ter certa atividade antitumoral
(PERIN, 2013).

H
N

)

N

Benzimidazol

Figura 4. Estrutura genérica do benzimidazol
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi testar benzimidazéis fluorescentes (NB1 a NB9) e

sais

imidazolicos de corantes azodicos (C4MImErioCr, C1oMImMO, C1sMImMO,

(C10)2MImMO, C4sMImMO, C10MImMORANGEII, C1sMIMORANGEII e

(C10)2MIMORANGEII), de forma a identificar quais destes sdo capazes de marcar e

apresentar atividade biocida contra biofiimes fungicos leveduriformes, sobre superficies

inertes.

3.1. Objetivos especificos

Determinar a concentragao inibitéria minima, com ensaios de suscetibilidade, dos

benzimidazadis fluorescentes e Sl de corantes azodicos;

. Caracterizar a capacidade de derivados benzimidazdlicos fluorescentes e sais

imidazdlicos em corar 0s micro-organismos para observagao visual e através de
microscopias Optica e Fluorescente;

Verificagdo do biofilme detectado pelas substancias, através de analise por
deposi¢cdo dos benzimidazodis fluorescentes e S| de corantes azdicos sobre a
superficie de corpos de prova;

Avaliar a toxicidade “in vitro” com testes de tripano azul dos benzimidazois
fluorescentes e S| de corantes azodicos para avaliagdo das suas futuras

aplicagoes.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foi realizado o crescimento do biofilme sobre o corpo de prova que no presente
trabalho eram placas de inox 304 cortadas a laser (5,0 por 7,5 cm) adquiridas da
empresa INOXOPLASMA Ltda., distribuidora da Aperam Inox América do Sul S.A com
laudo (em Anexo l) informando composi¢céo de cada placa. A escolha desse material
permitiu a simulagao da superficie de diversos dispositivos médico hospitalares, como
instrumentos cirurgicos, mesas de cirurgias e demais objetos metalicos. Posteriormente,
esses corpos de prova com o biofilme foram expostos aos sais imidazélicos modificados
e benzimidazodis fluorescentes verificando-se a capacidade de corar o biofiime e a

atividade que apresentam contra este biofilme.

4.1. Cepas utilizadas

Foram utilizadas nove cepas no total, quatro ATCC'’s e cinco isolados clinicos do
Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada da UFRGS, todas armazenadas na
Faculdade de Farmacia da UFRGS. No quadro abaixo esta a relagdo de Candida spp.,

seus codigos e suas respectivas origens (Tabela 1).

Tabela 1. Cédigo, espécie e origem das cepas testadas.

Cddigo Espécie Origem
ATCC 18804 Candida albicans ATCC
ATCC 24433 Candida albicans ATCC

CAO01 Candida albicans PNCq
ATCC 750 Candida tropicalis ATCC
950 Candida tropicalis Aspirado traqueal
RL17 Candida tropicalis Aspirado traqueal
ATCC 22019 Candida parapsilosis ATCC
RL33 Candida parapsilosis Urina
RLO7 Candida parapsilosis Hemocultura
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4.2. Formacgao do biofilme sobre corpo de prova

Neste procedimento foi produzida uma suspensdo de 108 UFC/mL do micro-
organismo a ser estudado e incubada em caldo TSB por um periodo de 24 h a 32 °C.
Posteriormente, adicionou-se quantidade suficiente dessa suspensao
(aproximadamente 1 mL) a 99 mL de agua peptonada estéril, para que a solugao final
fosse de 108 UFC/mL obtendo assim a solugdo mae para teste de formacao de biofilme.
A verificagcado foi feita por absorbancia com colorimetro CO7500 Colorwave (marca
Denville, Inglaterra). Nessa solugao, os corpos de prova foram imersos e incubados a
32 °C, por um periodo de 96 h.

4.3. Sintese dos Sl de corantes azoicos

A preparacao dos Sl foi realizada em conjunto com o Laboratério de Processos
Tecnoldgicos e Catalise (TECNOCAT), no Instituto de Quimica da UFRGS. As reagbes
envolvendo a sintese destes sais foram efetuadas em atmosfera inerte empregando-se
a técnica dos tubos Schlenk/linha de vacuo. As reacdes de alquilacdo do metilimidazol
para formagao dos cations imidazolicos desejados e de troca dos anions com grupos
cromoforos foram efetuadas de acordo com procedimentos descritos na literatura
(SCHREKKER, 2008; WASSERSCHIED, 2008). Os Sl de corantes azoicos (Tabela 2)
foram produzidos através de uma troca i6nica entre o S| que possuia um anion cloreto e
0 corante que possui como cation o sodio, resultando na producdo do sal imidazdlico
com anion corante e cloreto de sodio. Esses foram caracterizados por espectroscopia
na regido do RMN 'H. Foram testados como anions croméforos dos corantes preto de

eriocromo T, alaranjado Il e alaranjado de metila a partir dos seus sais de sédio.
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Tabela 2. Cédigos e estruturas dos sais imidazdlicos de corantes azoicos.

Cédigo do SI Formula Estrutural
~N @ NN N o”
CsMImErioCr N* N\“
Q)
C1oMIimMO =/
O
]]
OOt
]]
(@]
N
C16MImMO

(C10)2MImMO
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4.4. Benzimidazois fluorescentes

Os benzimidazois fluorescentes (Figura 5; Tabela 3) foram disponibilizados pela
colaboragcao com a Universidade de Zagreb na Croacia e a sintese das substancias
esta descrita no artigo de Perin et al. (2013). Todas essas substancias foram diluidas
em agua com 2% de DMSO, sendo submetidas a acdo do sonicador USC700 (marca

Unique, Brasil) para permitir a solubilizagdo do material.

R1

CN

Figura 5. Estrutura genérica dos benzimidazois fluorescentes
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Tabela 3. Estruturas quimicas dos benzimidazéis fluorescentes testados.

Cadigo R? R2 Nome
2-(piperidin-1-
NB1 H ilbenzo[4,5]imidazo[1,2-
N a]quinolina-6-carbonitrila
N/ 5-(piperidin-1-
NB2 H ilbenzo[4,5]imidazo[1,2-
aJquinolina-6-carbonitrila
O 9.
NB3 H morfolinobenzo[4,5]imidazo[1,
2-a]quinolina-6-carbonitrila
N
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N 5-
NB4 H \) morfolinobenzo[4,5]imidazo[1,

2-a]quinolina-6-carbonitrila

2-
NHCH,CH(CHg), (isobutilamina)benzo[4,5]imid
NB5 H o

azo[1,2-a]quinolina-6-

carbonitrila

5-
(isobutilamina)benzo[4,5]imid

NB6 H ~
(H3C)2HCHZCHN azo[1,2-a]quinolina-6-

carbonitrila
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NB7

NHCH,CH,CH,N(CH3),

2-((3-
(dimetilamino)propil)amino)be
nzo[4,5]imidazo[1,2-

aJquinolina-6-carbonitrila

NB8

~

(H3C)2NH,CH,CH,CHN

5-((3-
(dimetilamino)propil)amino)be
nzo[4,5]imidazo[1,2-

a]quinolina-6-carbonitrila

NB9

NHCH,CH(CHj),

(H4C),HCH,CHN

~

2,5-
bis(isobutilamina)benzo[4,5]i
midazo[1,2-a]quinolina-6-

carbonitrila
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4.5. Metodologia

Para a verificacdo de quais substancias poderiam ser potenciais marcadores, ter
atividade biocida ou de remocédo de biofilmes, desenvolvemos uma proposta
metodolégica apresentada na Figura 5. Os ensaios foram seguidos de acordo com o
fluxograma abaixo, sendo que cada teste era eliminatério, isto é, para ser aprovada
uma substancia deveria apresentar a capacidade de ser antifungica (cepas serem
suscetiveis), marcadora de células (microscopias revelarem coloragdo celular),
indicadora e biocida contra biofilmes. Ao final destes testes temos uma substancia
capaz de marcar e ter atividade biocida contra biofiimes. Apds era realizado o teste de
toxicidade indicando se a substancia era um possivel sanitizante ou medicamento, e

por fim a andlise por MEV indicava o possivel mecanismo de acdo da substancia.
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Cepas sao suscetiveis =NAOP A substancia é excluida

Teste de suscetibilidade. a substancia?

dos demais testes.

A . . = Teste de microscopia
A substancia é excluida €NAO— Células de levedura sdo Sptica ou de < SIM |

dos demais testes. Coradas? oo
fluorescéncia.

| Teste de marcagao do
Sy 2 biofilme sobre corpo de

prova.

Biofilme foi marcado N
Sobre o corpo de prova? '

TS Substancia foi biocida Teste de remocgao ou
| M |
NAG ou removeu biofilme? +—sl

biocida contra biofilmes.
|—SI

A substancia apresentou

Teste de Toxicidade. alta toxicidade?

X8, 2 Potencial medicamento.

Analise de células da

levedura apods contato

com a substancia, por

Microscopia Eletronica
de Varredura.

Potencial sanitizante.

*

Figura 6. Fluxograma de testes realizados para benzimidazdis fluorescentes e sais imidazdlicos com anions azoicos
corantes a fim de verificar a capacidade de agao biocida e de marcacao contra biofilmes leveduriformes.
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4.5.1. Teste de suscetibilidade

As substancias produzidas foram diluidas em uma solugdo de agua e DMSO a
2% na concentragdo de 256 ug.mL™!, para posteriormente ser realizado o método de
microdiluicdo baseado na norma M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando placas de
microdiluicdo estéreis, descartaveis, com 96 pocos. A faixa de concentracéo utilizada
para os testes foi de 128 ug.mL"' a 0,125 pg.mL-'. Foram adicionadas na primeira
coluna as solugdes de sais imidazadlicos, corantes ou substancias fluorescentes a serem
testadas (200 pL) e 100 yL removidas e diluidas de forma seriada até a décima primeira
coluna. Adicionou-se o inoculo fungico (100 yL) na microplaca na primeira até a décima
primeira coluna. As placas foram incubadas a 32 °C por 48 h. O teste foi realizado em
triplicata e a avaliagao foi feita mediante leitura visual observando o crescimento ou ndo

de aglomerados de células no fundo da cavidade de cada pogo da microplaca.

4.5.2. Microscopia 6ptica e de fluorescéncia

Para este teste, 20 yL de uma suspensdo de 106 UFC foram adicionados no
centro de uma lamina de vidro para microscopia, a qual foi colocada dentro de uma
placa de Petri e incubada por 24 h a 32 °C. As substancias produzidas foram diluidas
em uma solugdo de agua e DMSO a 2% na concentragdo de 256 ug.mL-'. Apds, uma
aliquota da substancia a ser testada (20 uL) foi adicionada sobre as leveduras que
cresceram na placa, uma laminula foi adicionada e foi feita a verificacdo da coloracao
celular através da microscopia Optica e camera de fotografia Canon T3i acoplada ou
microscopia de fluorescéncia com o microscopio FLUO-3 da empresa Bel Photonics
(Italia), no caso de a substéncia ter tal propriedade. Foi realizada, em triplicata, uma
analise cinética, que consiste em verificar o aparecimento de coloragao intracelular em

até duas horas com fotos tiradas a cada dez minutos.
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4.5.3. Marcacao do biofilme sobre corpo de prova

Para este teste utilizamos placas de inox 304, que foram adquiridas da empresa
INOXPLASMA e previamente expostas ao biofilme fungico. Apoés a formagédo do
biofilme, as substancias foram borrifadas sobre a superficie de inox 304 com biofilme a
ser verificado. Primeiramente, formou-se o biofilme sobre o corpo de prova, no caso
uma placa de ago inox 304 com dimensdes de 5,0 por 7,5 cm, utilizando cepas ATCC ja
estudadas e sabidamente formadoras de biofilme (ALNUAIMI, 2013; NEGRI, 2015). A
formacao do biofilme foi realizada com o corpo de prova sendo imerso em suspensao
de 108 UFC/mL e depois da incubagéo por 96 h e 32 °C este foi removido ja com o
biofilme fungico sobre a superficie. Apds, substancias produzidas foram diluidas em
uma solugéo de agua e DMSO a 2% na concentragéo de 128 ug.mL-', 64 pg.mL-' e 32
hug.mL-'. Em seguida, a substancia a ser testada foi borrifada quatro vezes até cobrir
toda a superficie do corpo de prova, sendo feita uma analise por 2 h. No caso de
substancias fluorescentes, foi utilizada uma lampada UV com comprimento de onda de
254 nm (Figura 7). Para teste controle utilizamos uma placa de inox 304 imersa por 96h

em agua peptonada estéril a 32°C sem formagéao de biofilme sobre.
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Sobre o corpo de prova é borrifado o corante fluorescente ou com- E verificado se a substancia € capaz de corar o biofilme,
posto imidazdlico e apds é vertido 20mL de agua para retirar excesso no caso de substancias fluorecentes € usada uma lapada UV
do corante e células planctonicas

Volume 120 uL
por spray

Corpo de prova com
biofilme

Resultado positivo

Borrifador com substancia a
ser testada
Spray = 4x

Tempo em contato: Luz UV
30 segundos
a 2 horas

Resultado negativo

E necessario o uso de um controle negativo
(sem crescimento de micro-organismos sobre corpo de
prova).

Figura 7. Esquema ilustrando teste de marcagao do biofilme sobre corpo de prova com substancia fluorescente.
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4.5.4. Atividade de remocgao ou biocida contra biofilmes

Este teste foi realizado baseado no artigo de Bergamo et. al 2015b apresentando
adaptacdes. E dividido em duas partes, sendo a primeira a verificacdo da remocédo do
biofilme e a segunda parte a confirmacdo de uma possivel atividade biocida. Na
primeira parte a placa de ago inox 304 com biofilme ja previamente formado foi lavada
com 20 mL de agua para remogao de células plancténicas e imersa na solugao
contendo a substancia a ser testada, pelo tempo de 15 seg., 2 h, 24 h e 48 h. Uma
aliquota de 20 pL foi removida e inoculada em agar sabouraud, bem como foram
realizadas diluicbes de 107, 10-2 e 103 as quais foram removidos 20 pL e inoculadas
em agar sabouraud. Simultaneamente foi realizado o mesmo teste, contudo com agua
peptonada no lugar da substancia sendo utilizada como Controle.

A proxima parte do experimento consistiu em uma continuagado da primeira, ou
seja, a placa de inox com o biofilme foi retirada do meio com a substancia apds o tempo
determinado e imersa em agua peptonada, sendo exposta a agdo de um ultrasonicador
por 10 min de forma a remover o biofilme fungico remanescente. Da mesma forma que
no primeiro passo foram inoculados em agar aliquotas nao diluidas e diluidas do meio
em que a placa se encontra. As aliquotas foram inoculadas em triplicata e as unidades
formadoras de colbnias foram contadas apds serem incubadas por 24 h e 32 °C. O
teste Controle foi realizado nesta etapa do teste também. No caso de ser uma
substancia com atividade removedora na primeira parte foram contadas as células e
comparadas com a remog¢ao do Controle, na segunda etapa foram contadas as células
provenientes de um biofilme ndo removido (Figura 8).

No caso de nem na primeira e nem na segunda parte do experimento serem
contadas UFC, podemos considerar que a substancia apresentou atividade biocida
quando comparada ao Controle. A partir da contagem de col6nias, os resultados
obtidos no teste do biofilme foram convertidos a UFC/cm?, sendo estes resultados

convertidos em log.
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PRIMEIRA PARTE Uma aliquota é removida da solucédo e é
inoculada no 4gar sabouraud. Solucbes
diluidas de 10,102,103 UFC sdo inoculadas no
para remover as células

agar sabouraud, também.
i plancténicas |
Placa de inox com

: 24h
UFC sdo contadas e o
numemero comparado
SEGUNDA PARTE A placa de inox com biofilme é T com o controle usando

biofilme flngico
imersa em 100mL da substancia. somente dgua ao invés
da solucéo.

24h
UFC sdo contadas e o

Limpeza com
20 mL de 4gua destilada

nimemero comparado
Depois de ser imersa com a substancia Utiliza-se o ultrasonicador com o controle usando
teste, a placa de inox com biofilme é para a remogao do somente dgua ao invés da
imersa em dgua peptonada biofilme remanescente Uma aliquota é removida da solucdo e é solugdo.
inoculada no agar sabouraud. Solucbes
diluidas de 10,102,103 UFC sdo inoculadas no
agar sabouraud, também.

Figura 8. Esquema ilustrando teste de marcagao do biofilme sobre corpo de prova com substancia
benzoazdlica fluorescente.
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4.5.5. Teste de toxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado na Universidade Federal do Pampa em
colaboragdo com o professor Dr. Luis Flavio Souza de Oliveira. Para a analise de
citotoxicidade foi preparada primeiramente uma suspensao de leucocitos. As culturas
de linfocitos foram preparadas utilizando uma mistura de linhagens celulares de
Linfocito B (SU-DHL-4) e de Linfocito T (MJ [G11]). As células foram imediatamente
transferidas para o meio de cultura contendo 10 mL de RPMI 1640, suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina / penicilina, conforme descrito em
trabalho prévio do nosso grupo (SANTOS MONTAGNER et al., 2010). As células foram
colocadas em estufa a 37°C em ambiente de 5% de CO- por 72 horas. A seguir, a essa
solucao de leucdcitos foi exposta a substancia a ser testada por 3 h. Entdo a solugcao de
azul de Tripano foi adicionada e seguida pela analise microscopica que verifica a
viabilidade e proliferacdo celular. Células viaveis tornaram-se transparentes e mortas
coradas de azul, isto porque a membrana celular quando intacta impede a entrada do
corante (GUEZ, 2012; AVELAR-FREITAS, 2014). Para calcular o valor aproximado do
IC50 da substancia foram plotados os pontos da porcentagem de viabilidade celular
pela concentragdo do antifungico sendo definida por regressao linear a equagéo do
grafico e calculado o valor (ROCHA DE SOUZA, 2007).

4.5.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Diante da Microscopia Eletrénica de Varredura envolver o uso de vacuo, foi
necessario a preparacao da amostra. Visto que isto pode provocar o colapso das
estruturas de biofilme, é essencial a desidratagcdo da amostra, que deve ser executada
de forma correta para evitar alteragdes na estrutura do biofilme. Além disso, existe a
necessidade de cobrir a amostra com pelicula de ouro ou platina (PANTANELLA et al.
2013).

A MEV é capaz de determinar qual a forma de agao da substancia utilizada, isto
€, através das imagens é possivel supor qual atividade sobre o biofilme ela tem. Assim
€ possivel verificar qual a atividade da substancia sobre as células e biofilme fungico,

como, por exemplo, analisar a atividade de remocédo de escovas de dente, como
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explorado por Tan et al. 2014, em que se observava a capacidade fisica de remocao
através de diversas imagens obtidas por MEV. Sendo feito através da analise das
estruturas da matriz polimérica ou destruicdo celular, apés o contato com uma
substancia, por exemplo. Foi realizada utilizando a cepa de C. albicans ATCC 18804.
Primeiramente, o biofilme foi formado sobre uma laminula de vidro por 48 h a 32 °C,
apo6s foi tratado com a substancia, no caso o NB7 por 1 min. e 1 h. Biofiime sem
tratamento com a substancia foi utilizado como controle. Depois de incubado
novamente, células plancténicas foram removidas por trés lavagens com 0,1 M de
cacodilato. A laminula com o biofiime restante foi imersa em solugdo de 2,5% de
gliceraldeido e 0,1 M de cacodilato e incubada a temperatura ambiente por 10 min. As
amostras foram desidratadas com concentragdes seriadas de alcool (30, 50, 70, 95 e
100 % v/v) e secas até o ponto critico utilizando CO2 no estado supercritico. As
amostras foram recobertas com ouro e visualizadas com microscépio MA-10 Carl

Zeiss.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes de suscetibilidade

Na Tabela 4 sdo apresentadas as concentragdes inibitérias minimas (MIC) para
as substancias testadas, descartando as substdncias que nao obtiveram acéao
antifungica. Dentre as substancias testadas, os S| mantiveram a atividade antifungica
mesmo apds estarem combinados com anions azdis corantes. No caso do teste para
determinar o MIC com corantes alaranjado Il, alaranjado de metila e negro de eriocromo
T, somente o Negro de Eriocromo T apresentou bons resultados contra os isolados
leveduriformes testados. Contudo, o eriocromo T comercial apresentou muitas
impurezas evidenciadas pela analise por ressonancia magnética nuclear e, como
consequéncia, nao foi considerado para a continuagao deste estudo. Das substancias
testadas, as substancias que apresentaram atividade contra todas as espécies testadas
foram a NB7, negro de eriocromo T, CsMImErioCr, CioMImMO, C1sMImMO,
(C10)2MImMO, C10MImMORANGEII, C1sMIMORANGEII e (C10)2MIMORANGEII.

Os Sl ja citados como agentes antibiofilme em publicagdes recentes do grupo
(BERGAMO, 2015a) e testados neste trabalho na forma de S| de corantes azdicos
mantiveram propriedades antifungicas. O SI C4MImMO n&o foi capaz de inibir o
crescimento de nenhuma cepa testada. Ja o CioMIMORANGEIl inibiu o
desenvolvimento do fungo para praticamente todas as cepas excluindo-se a C. albicans
CAO01, um isolado clinico que apresentou resisténcia. Da mesma forma o C1oMImMO
também foi eficaz contra varias cepas, excluindo-se as C. albicans CA01 e ATCC
24433. Os S| C1sMImMMO, (C10)2MImMO, C1¢sMIMORANGEIl e (C10)2MImORANGEII
tiveram atividade contra todas as cepas. E possivel observar que os SI com menor
tamanho de cadeia do cation foram menos efetivos contra todas as cepas, isto pode ser
devido a estrutura com cadeias maiores e ter maior capacidade de interagir com a
membrana celular de fungos gerando dano celular, além disso uma maior cadeia de
carbonos torna a molécula apolar podendo permitir maior acdo sobre estruturas
celulares do fungo (SOLOMONS, 2003; BERGAMO, 2015a; SCHREKKER, 2013).

Das substancias fluorescentes, a NB7 apresentou atividade antifungica contra

todas as cepas testadas, a NB8 apresentou atividade contra praticamente todas as
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cepas excluindo-se a C. albicans ATCC 18804 e C. parapsilosis RL33. O benzimidazol
NB6 apresentou atividade somente contra duas cepas, a C. tropicalis ATCC750 e a
950. Os outros benzimidazois fluorescentes ndo tiveram nenhuma atividade contra as
cepas testadas. O fato do benzimidazol NB7 apresentar atividade antifungica corrobora
com os resultados de Perin et al. (2013), visto que esse estudo avaliou as substancias
fluorescentes incluindo a NB7. Verificando que esta pode se intercalar no ADN de
células eucaridticas e por consequéncia possuir atividade antitumoral, mesmo
mecanismo que pode explicar a atividade antifungica verificada nesse estudo bem
como a capacidade de marcagao e revelagao de células fungicas e consequentemente
do biofilme.

As demais substancias com fluorescéncia apresentaram pouca ou nenhuma
atividade contra as cepas testadas e nao solubilizaram adequadamente, o que pode ter
impossibilitando a acdo esperada, ja o NB7 apresentou excelente solubilidade, assim
como o NB8 que teve acdo contra diversas cepas. Uma explicagao plausivel para a
maior solubilidade das substancias NB7 e NB8 em 2% de DMSO e agua se comparada
com as demais deve-se ao fato dessas substéncias apresentarem grupos aminas
secundarias e terciarias o que permite maior interagcdo com a agua, formando ligagbes
com pares de elétrons do nitrogénio e hidrogénio. Conferindo, portanto, maior
polaridade a molécula e por consequéncia maior solubilidade nessa solugcdo se
comparada com as demais moléculas (SOLOMONS, 2003; VOLLHARDT, 2013; WADE,
2013). E possivel verificar na Figura 4 e Tabela 3 que a diferenca entre NB7 e NB8 é
somente a mudanca de posicdo de uma cadeia de R' para R2, o que nao altera a
solubilidade, devido manutencdo das aminas secundarias e terciarias, mas reduz a

atividade contra as leveduras.
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Tabela 4. Suscetibilidade de nove cepas frente as substancias testadas em pug.mL-".

Candida C. albi%’:ms C. C
albicans albicans C. C. tropicalis L C. C.
Cepas ATCC ATCC (élsiﬁliig? tropicalis tropicalis (Isolado p ar:\i_prs(,:/lgsw parapsilosis | parapsilosis
Substancia 18804 24433 cAcy | ATCC750 | 950 ol r|1|1c$) 92019 RL33 RLO7
E:il:g::r:oeT 0.5 p1g.mL' 0.5 p1g.mL' 4 uyg.mL”' | 2ug.mL? | 2pug.mL? | 2 ug.mL! 4 pg.mL" 2 ug.mL" 2 ug.mL"’
CsMImErioCr 4 ug.mL' | 16 yg.mL" | 1 pyg.mL" | 16 pyg.mL" | 16 pg.mL" | 8 ug.mL"’ 2 pg.mL" 1 ug.mL"* 2 ug.mL"’
C1oMImMO 4 pg.mL™’ ati\slizrgde ati\s;i?jrgde 4 ug.mL" | 4pg.mL? | 8pug.mLt | 32 pg.mL? | 16 yg.mL" | 16 pg.mL’
C1MImMO 1ug.mL? | 2pg.mL' | 4 pg.mL’ 1 yg.mL" 1 yg.mL' | 1 pg.mL! 1 pg.mL" 1 pg.mL" 1 pg.mL’
(C10)2MImMMO 1 ug.mL" 1ug.mL? | 8ug.mL' | 2ug.mL’ 1 ug.mL" | 1 pg.mL"! 1 pg.mL™" 1 pg.mL™"! 1 pg.mL’
C1oMIMORANGEIl | 2 yg.mL"' | 8 ug.mL" ati\s/i?jn;de 2 yg.mL" | 2 pg.mLt | 2 ug.mL! 4 pg.mL! 4 ug.mL* 8 pug.mL"
C+sMImORANGEN | OO HgmML | 0.5 ug.mb 1o 0y | g g mLt | 2 pgmet | OO ML 1 025 ug.ml | 0.25 pg.mb g oy
(C10)2MIMORANGEII | 2 ug.mL"’ 1ug.mL? | 8ug.mL' | 2ug.mL' | 2pug.mL' | 1 pug.mL! 1 pg.mL™" 2 ug.mL" 1 pg.mL”’
NB6 sem sem sem ouaml? | 2 uamL! sem sem sem sem
atividade atividade atividade HO- HO- atividade atividade atividade atividade
NB7 32 “?'ml‘_ 32 p1g.mL' 4 pyg.mL' | 32 ug.mL' | 32 ug.mL! | 32 yg.mL" | 32 ug.mL' | 32 uyg.mL" | 32 ug.mL"’
sem 32 pg.mL- 4 4 4 4 4 sem sem
NB8 atividade b 8 ug.mL 32 uyg.mL 32 yg.mL 32 pyg.mL 32 pg.mL atividade atividade
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5.2. Microscopia o6ptica e de fluorescéncia

5.2.1. Microscopia com corantes

Para fins de comparacéo, os corantes puros foram testados previamente na
concentragcdo de 256 ug.mL-' em contato com as cepas. Os resultados demonstraram
que somente o corante alaranjado Il e negro de eriocromo T foram capazes de marcar
as células fungicas antes da transformacdo em S| de corante azéico. E possivel
observar na Figura 9 que partes das células de todos os isolados foram marcadas com
os corantes com a exceg¢ao de quando se utilizava o alaranjado de metila que nao foi
capaz de marcar o interior das células de leveduras. Tal fato é possivelmente devido a
capacidade de penetrar nas células dos corantes, fato comprovado pela utilizagédo do
alaranjado Il para corar células e tecidos (SABNIS, 2010).

Em diversos estudos ja realizados com corantes na forma pura, os mesmos ja
apresentavam a capacidade de serem absorvidos e degradados por leveduras
(KUMARI, 2015). Buscava-se biorremediar rejeitos da industria téxtii com o uso de
micro-organismos. Assim, corantes com grupos azo incluindo o alaranjado de metila e o
alaranjado Il, além de outros como o eriocromo T foram submetidos a ac&o de
diferentes fungos e bactérias. O fato de fungos serem capazes de metabolizar os
corantes pode explicar os resultados encontrados, visto que esses corantes foram

capazes de indicar células fungicas, com exce¢ao somente do Alaranjado de Metila.



Espécie

C. albicans
ATCC 18804

C. albicans
ATCC 24433

C. albicans
ATCC CA01

Alaranjado Il

Eriocromo T

Alaranjado de Metila




C. tropicalis
ATCC 750

C. tropicalis
950

C. tropicalis
RL17




C. parapsilosis
ATCC 22019

C. parapsilosis
RL33

C. parapsilosis
RLO7

Figura 9. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade dos corantes em marcar células fungicas em microscopia
Optica. Flecha verde mostra mudancga de coloragao de células com o uso do corante alaranjado Il e flecha azul, mudanca
de coloragao de células com corante Negro de Eriocromo T.
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5.2.2. Microscopia com sais imidazoélicos de corantes azéicos

Nos testes com os Sl de corantes azdicos, as amostras foram mantidas por 2 h
em analise sendo que sO apods esse tempo era possivel observar certa coloragdo no
interior de células quando utilizado o SI C1oMIMORANGEII. Os outros compostos nao
apresentaram mudanca na coloragao intracelular, muito menos nas membranas. Nas
imagens abaixo temos a marcagao celular das trés cepas ATCC, apos o tempo de 2h
quando se utilizava o Sl com ramificagdo de dez carbonos e com o anion azéico o
corante alaranjado Il (Figura 10). J& os demais compostos ndo foram capazes de
marcar células fungicas como é possivel verificar nas Figuras 11, 12, 13, 14 e 15.

O S| C1oMImMORANGEII foi capaz de manter a propriedade de marcacdo do
alaranjado Il, sendo que apds 2 h de verificagdo em microscopia era possivel observar
mudangas na coloragdo do interior das células das cepas. Outros sais contendo os
cations C1eMIm e (C10)2MIm e Alaranjado de metila também apresentaram atividade
antifungica, mas nao foram capazes de corar as células. O C10MImMO nZo foi capaz de
corar as células, até porque o alaranjado de metila na sua forma pura ja ndo tinha
atividade de marcagdo sobre as células fungicas. O aumento da cadeia lateral dos
cations de S| com corantes azodicos representou uma queda na capacidade de corar
células o que permite inferir que o tamanho do Sl de corante azdéico possa ter interferido
na capacidade de penetrar na célula e marcar suas estruturas, ou até mesmo que o
aumento da cadeia de hidrocarbonetos possa ter promovido mudancga na polaridade da
molécula e impedido a agédo esperada (SOLOMONS, 2003).

Esperava-se que o Sl com anion corante contendo um cation com atividade
antifungica, teria maior capacidade de interagir com a membrana ou até mesmo
penetrar nas células sendo a revelagao de biofilmes potencializada, contudo talvez pelo
tamanho molecular, estruturas com ramificagdes maiores, com 16 a 20 carbonos, nao
foram capazes de marcar células e por consequéncia os biofiimes, entretanto,
mantiveram sua atividade antifungica. O unico composto capaz de marcar as células
fungicas em microscopia otica, apos 2h de analise, foi o com cation com ramificagdo de

dez carbonos e corante alaranjado Il como anion.
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Contudo, em testes para deteccao de biofilme diretamente sobre corpo de prova,
o SI C1oMImMORANGEII n&o foi capaz de indicar as regides onde o biofilme encontrava-
se, mesmo em altas concentragdes. Uma possivel explicagcado esta no fato do biofilme
possuir uma matriz polimérica formada por proteinas, lipidios e que pode ter impedido a
penetracdo desse Sl por essa barreira fisica impedindo a marcacéo de células fungicas
(COSTA, 2013).
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C10MImMORANGEII

Espécie Tempo zero Tempo igual a 2h

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 10. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia 6ptica com aumento de 40 vezes. Observa-se
mudanga de coloragao apds 2h (flecha preta). Cation com o sal imidazélico C1oMIm e
anion com corante Alaranjado Il.
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(C10)2MIMORANGEII

Espécie Tempo zero Tempo igual a 2h

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 11. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia optica com aumento de 40 vezes. Céation com o sal
imidazdlico (C10)2MIm e anion com corante Alaranjado II.
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C1sMIMORANGEII

Espécie Tempo zero Tempo igual a 2h

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 12. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia Optica com aumento de 40 vezes. Cation com o sal
imidazélico C1¢éMIm e anion com corante Alaranjado Il.
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C10MImMO

Espécie

Tempo zero

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 13. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia optica com aumento de 40 vezes. Céation com o sal
imidazdlico C10MIm e anion com corante Alaranjado de Metila.
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(C1o)2M|mM0

Espécie Tempo zero Tempo igual a 2h

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 14. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia Optica com aumento de 40 vezes. Cation com o sal
imidazdlico (C10)2MIm e anion com corante Alaranjado de Metila.
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C15MImMO

Espécie

Tempo zero

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Tempo igual a 2h

Figura 15. Imagens fotograficas demonstrando a capacidade do composto em marcar
células fungicas em microscopia Optica com aumento de 40 vezes. Céation com o sal
imidazélico C1¢MIm e anion com corante Alaranjado de Metila.
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5.2.3. Microscopia com substancias fluorescentes

Das substancias fluorescentes, o NB7 apresentou atividade antifungica
satisfatéria, permitindo o prosseguimento de seus testes. Foram realizadas
microscopias por fluorescéncia para verificar a capacidade de marcar as células. De
imediato, as células foram marcadas com a substancia NB7, como é possivel verificar
na microscopia por fluorescéncia a seguir com a revelagao através do uso de diferentes
filtros (Figura 16).

Na microscopia por fluorescéncia demonstrou-se capaz de marcar células de
leveduras com todas as espécies testadas. O NB8 nao apresentou atividade contra
duas espécies de cepas testadas o que impediu o prosseguimento de seus testes, ja o
benzimidazol NB6 apresentou somente atividade contra duas cepas. O NB7, segundo
estudos de Perin et al, 2013, pode penetrar nas células e se intercalar com ADN sendo

esse, possivelmente o principal mecanismo de marcagao das células e biofilmes.

Candida albicans
ATCC 18804

Filtro UV Filtro Violeta Filtro Azul

4x de aumento

10x de aumento

40x de aumento




Candida tropicalis
ATCC 750

4x de aumento

10x de aumento

40x de aumento

Candida
parapsilosis
ATCC 22019

4x de aumento

10x de aumento

40x de aumento

Filtro UV

Filtro UV

Filtro Violeta

Filtro Violeta

Filtro Azul

Filtro Azul
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Figura 16. Imagens fotograficas de microscopias por fluorescéncia utilizando a
substancia de cédigo NB7. E possivel observar que as células fungicas foram
reveladas.

5.3. Marcagao do biofilme sobre corpo de prova

5.3.1. Teste com corantes puros

Para fins de comparagao com os resultados de marcagéao de biofilme envolvendo
os Sl de corante azdico, foram testados somente os corantes contra biofilmes fungicos,
de forma a verificar a capacidade de corar e revelar o biofiime. As concentragdes
aplicadas foram de 128 ug.mL", 254 ug.ml' e 512 pug.ml', sendo todos os resultados

negativos para capacidade de corar o biofilme.

5.3.2. Teste com sais imidazélicos de corantes azéicos

Seguindo o fluxograma desta pesquisa (Figura 5), o biofiime nao foi marcado
pelo composto C1oMIMORANGEII, mesmo apos 2 h de exposi¢gao sobre o biofiime e
corpo de prova. Nao foi observada nenhuma coloragao no biofilme fungico. Mesmo com
o aumento da concentragdo do composto aplicado que foi de 128 pg.ml-', 254 uyg.ml-' e
512 ug.ml-', como é possivel observar na Figura 17.

O Uunico S| de corante azodico que tinha capacidade de corar células
(C10MIMORANGEII), verificado por microscopia, ndo foi capaz de marcar o biofilme
fungico “in loco”. Tal fato é possivelmente devido a matriz de biofilme ser constituida de
polissacarideos, proteinas e lipidios o que impede a penetracdo e marcagao das células

com corantes.
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Composto C1oMIMORANGEII

Espécie do biofilme Teste de marcacgao de biofiime

Candida albicans
ATCC 18804

C. tropicalis
ATCC 750

C. parapsilosis
ATCC 22019

Figura 17. Imagens fotograficas do teste de marcagao do biofilme sobre corpo de prova
com composto com cation com ramificagdo de dez carbonos e anion com corante
Orange II.
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5.3.3. Teste com derivados benzimidazoéis fluorescentes

O NB7 demonstrou-se capaz de corar biofiimes sendo sua marcagao com maior
intensidade quando utilizando concentragdo de 128 ug.ml-'. Como é possivel verificar
na figura abaixo, as placas de inox 304 com o biofilme de trés diferentes espécies foram
marcados com sucesso. Sendo que no caso do Controle negativo, nada foi marcado,
mesmo com a utilizacdo de somente agua peptonada durante o teste por 96 h com

incubagao sem micro-organismos a 32 °C.

NB7
Concentracao da substancia fluorescente

Espécie do biofilme 128 ug.mL-" 64 ug.mL"! 32 yg.mL!

Candida albicans

ATCC18804

C. tropicalis

ATCC750
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C. parapsilosis

ATCC22019

Controle sem biofilme Agua peptonada

Controle negativo

Figura 18. Imagens fotograficas do teste de marcagao do biofilme sobre corpo de prova
com NB7 e controle negativo, em que o corpo de prova ficou somente imerso em agua
peptonada por 96 h.
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5.4. Atividade de remoc¢ao ou biocida contra biofilmes

Primeiramente foi realizado o método de verificagao da atividade de remocéo ou
biocida (Figura 8) e apds o célculo de conversao para unidades formadoras de colénia

por cm?, através da seguinte equagao:

UFClem2 =X x 200t
mlL 37.5cm

Obs: onde Y é a contagem de UFC mL-"x 100 mL (fator de conversado de 20 uL a 1000
ML ou 1 mL). E 37,5 cm?a area da placa de inox 304.

Em seguida, os dados foram comparados com o controle negativo. Na Tabela 5
€ possivel verificar os resultados observados, sendo que somente para os controles
negativos, isto é, cepas que nao tiveram contato com a substancia, foi observado
crescimento de col6nias apos inoculagdo em agar sabouraud. Apos quinze segundos
em contato com a substancia fluorescente ja era observada a atividade biocida.

Das substancias fluorescentes, a NB7 apresentou atividade antifungica contra
todas as espécies testadas, prosseguindo para testes de marcagdo de células em
microscopia por fluorescéncia o que revelou 6timos resultados da marcacgéo, além de
testes “in loco” mostrando que a solugdo com esta substancia era capaz de marcar
biofilmes fungicos de leveduras. Seguindo o fluxograma (Figura 6), os testes de
atividade biocida revelaram que o NB7 possui essa atividade, mas nao de remocao.
Isto porque em quinze segundos de contato com a substancia ja acontecia a morte de
micro-organismos ao contrario do que acontecia com o grupo controle que havia
entrado em contato somente com agua. Este resultado somado a Microscopia
Eletronica de Varredura revela que as células fungicas nédo eram removidas, mas sim
sofriam alteragbes estruturais, fato observado na figura 20, em que células em
brotamento aparentam estar plasmolisadas, o que possivelmente leva a morte celular.
Imagens por microscopia eletrénica em estudos de Hartmann et al. (2012), células de
bactérias patogénicas também aparecem plasmolisadas, assemelham-se com as

imagens que observamos neste trabalho. As demais substancias ndo prosseguiram
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para essa etapa de testes por ndo terem atividade antifungica e nao marcar biofilmes
fungicos.

A atividade biocida do NB7 é possivelmente devido ao anel azdlico presente nas
moléculas fluorescentes, pois tal estrutura € encontrada em diversos antifungicos, além
disso a caracteristica de poder intercalar-se no ADN também sugere dano genético a
célula (PERIN, 2013; SCHREKKER, 2013). No caso dos sais imidazolicos com anion
azdbico esses nao foram capazes de corar células fungicas de biofilmes a olho nu, néo

sendo realizados em testes posteriores.
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Tabela 5. UFC/cm?2 de leveduras apos exposicdo a substancia NB7 e controle negativo com exposicdo somente a agua.

Candida albicans - ATCC 18804
Tempo de
Concentragao S contato Crescimento UFC/cm?: ~
da substancia Sonicagdo com da colbnia Interpretagao
substancia
-1 -2 -3
32 pg.mL- Nao 158 Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 ug.mL-" Nao 2h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 pg.mL- Nao 24h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 ug.mL-" Nao 48h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
Agua Nao 19,7x103 | 4,6x103 0 0
(Controle) Sim 15s Normal =55 10% | 1.1x10° | 0 0 Controle (+)
Candida tropicalis - ATCC 750
32 pg.mL- Nao 158 Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 pg.mL- Nao 2h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 ug.mL-" Nao 24h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
32 pg.mL- Nao 48h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento
Agua Nao 7,3x10% | 1,3x103 0 0
(Controle) Sim 15s Normal 2x10° | 0.3x10° | 0 0 Controle (+)
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Candida parapsilosis - ATCC 22019

Nao Sem -
-

32 ug.mL Sim 15s crescimento 0 0 0 0 Biocida

32 ug.mL- Nao 2h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento

32 ug.mL" Nao 24h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento

32 ug.mL" Néo 48h Sem 0 0 0 0 Biocida
Sim crescimento

Agua Nao 13,6x103 | 2,7x103 0 0
(Cor?trole) Sim 15s Normal 45x10° | 0.5x10° | 0 0 Controle (+)
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5.5. Teste de toxicidade

Os testes de citotoxicidade revelaram que a substancia NB7 interferiu fortemente
na viabilidade celular de leucdécitos humanos. De acordo com a Figura 19, menos de
70% das células mantiveram-se viaveis mesmo em baixas concentragcdes da substancia
fluorescente (1 pg.mL "), sendo, portanto, considerada téxica quando comparada com
os controles, que apresentam viabilidade de mais de 80% das células. O valor de 1C50,
calculado pela equacdo da reta (Figura 21), foi de aproximadamente 53,61 ug.mL",
portanto o valor do MIC e biocida de 32 yg.mL-' encontrado para o NB7 é abaixo de
IC50, representando que a substancia apresenta relativa toxicidade quando nessa
concentragcdo. No caso da proliferagao celular a substancia impediu a replicagdo como
€ possivel observar na Figura 20, onde a contagem de leucécitos por mms3 tornou-se
baixissima ao compararmos a NB7 a demais substancias controle, sendo este
denominado um efeito citostatico (HEDAYA; 2016). O segundo teste que deveria a ser
realizado € o genotdxico sendo chamado ensaio cometa. Tal método utiliza glébulos
brancos como células teste e baseia-se na detec¢do da quebra de cadeias, indicando o
dano inicial das moléculas de ADN (TICE, 2000; NADIN, 2001; DOS SANTOS
MONTAGNER, 2010). Sendo baseado na formac&o de rastros em forma de cometa
quando um ADN, danificado e marcado com composto fluorescente, é carreado por
método da eletroforese (MOLLER, 2006; LIAO, 2009; GUEZ, 2012). Contudo, no caso
de uma substancia ser citotoxica e citostatica o método fica inviabilizado, pois ndo ha
material genético suficiente para conduzi-lo, como aconteceu com a sustancia
benzoimidazdlica testada.

O benzimidazol NB7 apresentou toxicidade e efeito citostatico o que impede seu
uso toépico e sistémico em seres humanos. Essa citotoxicidade esta possivelmente
ligada a atividade antitumoral da substancia que além de destruir células de tumores

provoca danos nas demais células, sendo, portanto, um potencial sanitizante.
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Viabilidade Celular
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Figura 19. Viabilidade celular de leucécitos expostos a substancias controle e
diferentes concentragdes da substancia NB7.
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Figura 20. Proliferagdo celular de leucdcitos expostos a substancias controle e
diferentes concentragdes da substancia NB7.
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Figura 21. Grafico do percentual de leucécitos por mm3 e concentragdo do NB7 com
regressao linear e equagao para calculo de 1C50.

5.6. Microscopia Eletrénica de Varredura

Através de imagens obtidas por MEV e pintadas digitalmente, foi possivel
observar a alteragédo nas células fungicas. Como € possivel observar na Figura 21, as
leveduras submetidas ao NB7 por 15 seg. e 1 h, sofreram alteragdes semelhantes a
plasmolise celular, principalmente as células jovens em brotamento. O benzimidazol
fluorescente demonstrou-se capaz de corar as células e ao mesmo tempo ter atividade
biocida, fato confirmado por Microscopia Eletrénica de Varredura, que mostram
claramente alteragdes nas células dos micro-organismos (Figura 21). Ou seja, além de
marcar as células de fungos, o NB7 foi capaz de penetrar a camada de biofiime e

indicar a sua estrutura.
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Figura 22. A) Candida albicans ATCC 18804 um minuto apds entrar em contato com a
substancia NB7 (flechas brancas e azuis indicam células parentais e em brotamento,
respectivamente), B) C. albicans ATCC 18804 uma hora apds entrar em contato com a
substancia NB7, C) Controle com C. albicans ATCC 18804; e D) Controle com C.
albicans ATCC 18804 e parte de matriz polimérica com uma célula leveduriforme.
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6. CONCLUSOES

Foram testados S| com anions corantes e substancias fluorescentes. No primeiro
teste de suscetibilidade apresentaram atividade antifungica as substancias NB7, negro
de eriocromo T, CsMImErioCr, CioMImMO, CisMImMO, (C10)2MImMO,
C10MImMORANGEII, C1sMIMORANGEII e (C10)2MIMORANGEII. Nos testes envolvendo
microscopias C1oMImMORANGEIl e NB7 foram capazes de marcar células fungicas.
Quanto a marcagcdo do biofilme sobre corpo de prova e atividade biocida, o
benzimidazol fluorescente de cddigo NB7 foi capaz de marcar e ter atividade biocida
sobre biofilmes de trés espécies de Candida testadas. Esta substancia fluorescente
apresentou um MIC de 32 ug.mL-! sobre as noves cepas de C. tropicalis, C. albicans e
C. parapsilosis. Os biofilmes das cepas ATCC 18804, ATCC 22019 e ATCC 750 sobre
as placas de aco inox 304 sofreram danos celular quando expostos por quinze
segundos a substancia, possibilitando a atividade biocida sobre o biofilme. A substancia
apresentou toxicidade para testes de citotoxicidade e é citostatica o que representa um
obstaculo para uso tépico. Futuros estudos de estrutura e atividade podem ser
conduzidos buscando a reducdo da toxicidade e a utilizagcdo da substancia para

sanitizacao de ambientes.
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ANEXO | — Certificado de qualidade da empresa Aperam

Pig. 1

Aperam Inox América do Sul S.A.H GP@ ]

Sade: Av, Catandai, 1 1118, 23° Andar « Centro - Bslo Hotizonte - MG - 30130-915 - Brasit

Usina: Praga 1 de Malo, n° 8 - Centro » Timéteo « MG - 35180-018 - Brasil

Filais; Av. Mercades Benz, n* 1420 » Distrito industrial - Campinas - SP - 13054-780 ~ Brasi
Fodovia REC 453, Km 2,2 - SIN - Distrito Industrial - Caxias do Sul - RS - 85110-690 - Brasi

Namero: 1733956

CERTIFICADO DE QUALIDADE o 2T oarens

Nota Fiscal: 479762

Cliente:

INOXPLASMA COMERCIO DE METAIS LTDA
AV HENRY FORD 80

03108000 « SAO PAULO - 8P

BRASIL

Ordem: 00700/15

Ago: AISI 304 Acabamento: 28 Produto:  BOBINA
Dimensbes: 1,50 mm x 1240 mm
Marcagdo:
52 Composi¢do Quimica
Namero c Mn St g 5 Cr Ni Mo N T Co
Corrida % % % % % % % % PPM % %

§60119) ] 0.035| 1,17 | 0430 | 0,027 {0,0010] 17,69 | 8,00 | 0,060 | 464 0,0015{ 0,188

Resultados
Unid. 560119430018
Ensalo/Varivel Med ;
Inicial Final Inicial Final Inicial Final inicial Final Inicial Final Inicial Final

Dureza RB HRB | 8100 | 8100 P L
Lim Resisténcia MPA 709,00

Lim. Escoamento 0,2% | MPA 298,00

Alongamento % 57,00

Tamanho de Grao 08/08
Peso Liquido Kg 1.136
{Peso Bruto Kg 1.381

identificagio de unidade metalica (U.M.): Ok

Quali ficial / dim I Ok

Tratamento Térmico: Temp.minima de solubilizacao 1040 G

Observagdes:
a)Material sem contaminagéio por Merctirio.

sem inagéo por radivatividade. (Garantia eng o s0b resp lidade da Aperam Inox América do Sul S.A.),
e que os descritos acima estio correlos e de acordo com a especificaglo ou concesséo autorizada.

d)Sistema de Gestéo da Qualidade certificado conforme norma 1SO 9001 - Certificado ABS QE N° 30071.
@)Sistema de Gestilo da Qualidade certificado conforme norma ISO/TS 16948 - Certificado ABS QF N° 38324.
f)Sisterna de Gestéo Ambiental certificado conforme narma ISO 14001 - Certificado ABS QE N° 65989,
g)Corrida(s) produzida(s) no Brasil.




