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RESUMO

Os fungos dermatdfitos e as leveduras do género Candida sédo alguns dos
microrganismos responsaveis por micoses em humanos. O tratamento dessas
doencas acaba se tornando dificil pelo baixo nimero de antifingicos existentes no
mercado e pelo surgimento de resisténcia destes as drogas utilizadas. Ja as
actinobactérias sdo conhecidas por produzirem uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antifngica dos metabdlitos secundarios produzidos por isolados de actinomicetos
contra fungos dermatdfitos e espécies de Candida sp. de origem clinica. Para a
selecdo dos isolados de actinomicetos com o melhor potencial de inibicdo foi
realizado o ensaio de dupla camada em meio agar amido caseina (ACA). Os
isolados que mostraram atividade foram submetidos aos ensaios para a otimizacao
da producgé&o do composto ativo em sistema de cultura submersa. Para isso, foram
avaliados diferentes meios de cultura, diferentes temperaturas e diferentes faixas
de pH. A atividade antifungica foi avaliada a cada 24h durante oito dias e
observada através do ensaio de difusdo em poco, onde foi calculado o indice de
antibiose (IA). Nenhum dos isolados de fungos dermatofitos foi inibido no ensaio
de dupla camada e os isolados 1S, R18(6) e 6(2) demonstraram atividade frente
todas as espécies de Candida testadas. O isolado R18(6) mostrou melhor
atividade em cultura liquida, sendo que as melhores condi¢cdes de cultivo para a
producdo do antifingico foi meio AC sem controle de pH, temperatura de 30°C e
crescimento por 72h. Foram realizados ensaios como a concentracao inibitoria
minima, teste de termoestabilidade e avaliacdo do efeito de enzimas na atividade
antifingica do extrato bruto. O extrato bruto padronizado foi submetido a
cromatografia de camada delgada (CCD) com diferentes solventes e o ensaio de
autobiografia foi realizado para verificar a banda com atividade antifungica. O
composto ativo foi observado em um Rf de 0,35 quando utilizado como solvente a
mistura de butanol/ acido acético/ agua. Apds identificar a banda com atividade
antifingica foram realizados testes de coloracdo da CCD com cloreto férrico,
ninhidrina e anisaldeido para identificacdo parcial do composto ativo. O resultado
sugere que o composto ndo possui hidroxilas ligadas a anel aromatico, ndo
apresenta grupo amino livre e possivelmente alguma parte da molécula tenha um
anel heterociclico com nitrogénio ligado. Também, foi realizada a caracterizacao
morfologica do isolado R18(6) através de microcultivo e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e foram observadas estruturas caracteristicas do género
Streptomyces.
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BIOPROSPECTION OF A POTENTIALLY NEW ANTIFUNGAL SUBSTANCE
PRODUCED BY ACTINOMYCETES ISOLATED ON RS.*
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ABSTRACT

The dermatophytes fungi and Candida species are some of the microorganisms
responsible for mycoses in humans. The treatment of these diseases eventually
becomes difficult by the low number of antifungal agents in the market and by
the emergence of resistance to the drugs available today. The actinobacteria
are known by producing different secondary metabolites. This study aimed to
evaluate the antifungal activity of secondary metabolites produced by
actinomycetes isolates against fungal pathogens of clinical origin. For the
selection of actinomycetes isolates with the best potential inhibition the assay
of double layer was performed on starch casein agar (SCA). The isolates that
showed activity were submitted to an optimization of the active compound
production in submerged culture system. In order to do so, different culture
media, temperatures and pH ranges were assessed. The antifungal activity was
evaluated every 24 hours for eight days and activity was observed by well
diffusion assay, where the antibiosis index was calculated. None of the
dermatophyte isolates were inhibited in the double layer assay. Isolates 1S,
R18(6) and 6(2) of the actinobacteria demonstrated activity against all the
tested Candida species. Isolate R18(6) showed the highest activity in liquid
culture and the best growing conditions for producing the antifungal compound
was media starch casein broth , without pH control, temperature of 30°C with
72h of cell growth. Assays were performed as the minimum inhibitory
concentration, thermal stability test and the effect of different enzymes on
antifungal activity of the crude extract. The crude extract was subjected to
standardized thin layer chromatography (TLC) with different solvents and an
autobiography assay was conducted to verify band with antifungal activity. The
active compound was observed at an Rf of 0.35 when the solvent mixture of
butanol/ acetic acid/ water was used. After identifying the band with antifungal
activity CCD coloring tests were performed with ferric chloride, anisaldehyde
and ninhydrin for partial identification of the active compound; it has been
observed that the compound does not have hydroxyl groups attached to the
aromatic ring, it has no free amino group and possibly some part of the
molecule has a linked nitrogen heterocyclic ring. Also, we performed a
morphological characterization of the isolate R18 (6) through microcultive and
scanning electron microscopy and structures have been observed
characteristics of the genus Streptomyces.

'Master of Science dissertation in Environment Microbiology, Institute of Basic Health Sciences,
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1- INTRODUCAO

Os fungos sé&o um grupo grande, diverso e amplamente disseminado de
organismos e alguns destes podem ser patogénicos aos seres humanos,
causando diferentes tipos de micoses. Os fungos dermatdfitos e as leveduras
do género Candida sdo alguns dos microrganismos responsaveis por micoses

em humanos.

O tratamento das infec¢bes causadas por fungos patogénicos é
realizado utilizando-se drogas antifingicas. No entanto, existe um numero
limitado de agentes antifingicos atualmente disponiveis para o tratamento
dessas infec¢des. Outro fator importante é a toxicidade dessas drogas, sendo
muito mais dificil de encontrar medicamentos com toxicidade seletiva para os
fungos do que para bactérias. Isso € devido ao fato dos fungos serem
eucariotos e possuirem vias metabdlicas parecidas com as dos humanos. Alem
disso, nas ultimas décadas tem sido observado um aumento de infeccdes
oportunistas em hospedeiros imunocomprometidos e, também, o aparecimento
de isolados fungicos resistentes aos medicamentos hoje disponiveis no
mercado. Dessa forma, se torna necessaria a descoberta de compostos

antifngicos novos, seguros e mais eficazes.

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas e apresentam alto teor
de G+C no seu DNA. S&o encontradas em diversos habitats, podendo ser
isoladas de animais, plantas, aguas residuais, produtos alimenticios, pedras

entre outros, porém sdo encontradas principalmente no solo. Essas bactérias
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sdo conhecidas por produzirem diversos metabdlitos secundarios com
diferentes estruturas quimicas e atividades biolégicas. Muitos compostos ja
foram isolados e caracterizados e séo utilizados para o tratamento de doencas
em humanos, na clinica veterinaria e na agricultura. Esses compostos tem
atividade como agentes imunossupressores, agentes antitumorais, enzimas,

antibacterianos e antifungicos.

1.1 Objetivo geral

Pesquisar e avaliar a atividade antifungica dos metabdlitos secundarios
produzidos por isolados de actinomicetos contra fungos patogénicos de

importancia clinica.

1.2 Objetivos especificos

- Selecionar um actinomiceto com potencial para producdo de composto

bioativo contra fungos de importancia clinica;

- Otimizar a producdo do composto antifungico utilizando diferentes meios de

cultura, temperatura e faixas de pH;

- Caracterizar morfologicamente o actinomiceto;

- Caracterizar parcialmente o composto bioativo



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Actinomicetos

Os actinomicetos, inicialmente, foram incluidos no grupo dos fungos
devido a grande similaridade de seu desenvolvimento e sua morfologia com a
presenca de micélio verdadeiro (Koneman, 2001). Atualmente, é classificado
como bactéria e essa classificacdo se da baseada em algumas evidéncias
como: parede celular composta por peptidioglicano, auséncia de organelas,
diametro das hifas inferior ao dos fungos, (Bervanakis, 2008). Segundo o
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2012), os actinomicetos estéo
classificados dentro do Filo e da classe Actinobacteria, compreendendo 16
ordens, 43 familias, 201 géneros e centenas de espécies. Os actinomicetos,
também chamados de actinobactérias, sdo bactérias Gram-positivas e
apresentam alto teor de G+C (guanina + citosina) no seu DNA (Monciardini et
al., 2002), podendo chegar a mais de 70% nos géneros Streptomyces e
Frankia. Uma excecao a isto é o genoma do patdégeno obrigatério Tropheryma

whipplei, com menos de 50% de GC (Ventura et al., 2007).

Essas bactérias podem ser encontradas em uma grande diversidade de
habitats, podendo ser isoladas de animais, plantas, aguas residuais, produtos
alimenticios, pedras entre outros, porém seu habitat principal é o solo (Groth et

al., 1999).



Estes microrganismos sdo metabolicamente diversos e sao capazes de
utilizar fontes variadas de carbono e energia. Desta maneira, eles podem ser
autotroficos, heterotréficos, quimiotréficos ou fototroficos (Kennedy,1999). A
maioria desse grupo € aerdbia, mas existem alguns actinomicetos anaerdbios
ou anaerdbios facultativos. Crescem, preferencialmente, em solos de pH neutro
a alcalino, embora muitos actinomicetos crescam em solos acidos (Araujo,
1998). As actinobactérias apresentam uma grande variedade morfoldgica,
desde cocoides (Micrococcus) ou cocobacilos (por exemplo, Arthrobacter), com
fragmentacao de hifas (Nocardia sp.) e podendo ser altamente diferenciadas
em micélio ramificado (Streptomyces sp.).Esses microrganismos, também,
exibem diversas propriedades fisiolégicas e metabdlicas, tais como a producdo
de enzimas extracelulares e a produgdo de uma grande variedade de

metabdlitos secundarios (Ventura et al., 2007).

Os actinomicetos tém sido especialmente (teis para a inddstria
farmacéutica pela sua capacidade, aparentemente ilimitada, de produzir
metabdlitos secundarios com diversas estruturas quimicas e atividades
biolégicas. Milhares desses compostos foram isolados e caracterizados,
muitos sendo utilizados em medicamentos para o tratamento de doencas nas
areas humanas, veterinarias e agricola (Arasu et al., 2008). Eles sao
responsaveis pela producdo de mais da metade dos compostos bioativos
encontrados na literatura, incluindo antibiéticos, agentes imunossupressores,

agentes antitumorais e enzimas (Qin et al., 2009).



2.2 Género Streptomyces

O género Streptomyces foi proposto por Waksman & Henrici (1943) com
base nas caracteristicas morfolégicas e quimiotaxonbmicas desses
microrganismos. Taxonomicamente eles pertencem a familia
Streptomycetaceae, sdo membros da ordem Actinomicetales, dentro da classe

Actinobacteria.

Streptomyces apresentam um complexo ciclo de vida, com diferenciagao
morfologica e fisiologia complexa. A diferenciacdo destes microrganismos
envolve o crescimento e a ramificacdo das hifas vegetativas sobre o substrato
e sua diferenciacdo morfolégica ocorre a partir do crescimento das hifas
aéreas, as quais se desenvolvem através de enrolamento seguido por
septacdo, que gera cadeias de esporos unigendémicos (Claessen et al., 2006).

Bactérias desse género possuem cromossomo linear, sendo esta uma
caracteristica ndo peculiar a este grupo de microrganismos, estando também
presente em Borrelia, Agrobacterium e outros actinomecetales. Os
cromossomos de Streptomyces contém ~72% de CG e possuem um tamanho
de aproximadamente 9 Mb. Esse tamanho reflete seu complexo ciclo de vida e
o grande repertdrio de metabdlitos secundarios dessas bactérias (Chen et al.,
2002). A instabilidade genética desses microrganismos é bastante conhecida e
afeta diferentes propriedades fenotipicas, incluindo a diferenciacdo morfologica,
a producdo de metabolitos secundarios, como pigmentos e antibidticos, a
resisténcia aos antibioticos, a secrecao de enzimas extracelulares e, por vezes,
0S genes para o metabolismo primario, em particular um ou mais passos da via
biossintética da arginina (Volff & Altenbuchner, 1998). A linearidade

cromossomal ndo € a maior causa da instabilidade, mas sim a presenca
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abundante de elementos transponiveis, principalmente nas regifes terminais

do cromossomo (Chen et al., 2002).

Os microrganismos pertencentes ao género Streptomyces constituem
50% da populacédo total de actinomycetos do solo e 75- 80% dos antibi6ticos
comercializados e utilizados na medicina foram obtidos deste género (Mellouli
et al., 2003). Essas moléculas bioativas sdo enquadradas em uma diversidade
de classes, como: aminoglicosidios, macrolidios, ansamacrolidios,
betalactamicos, peptidios, glicopeptidios, antraciclinas, tetraciclinas,

nucleosidios, polienos e quinonas (Oliveira et al., 2008).

2.3 Metabolitos secundarios

O metabolismo secundéario de microrganismos pode ser visto como a
producdo de compostos que aparentemente nao exercem uma funcao
essencial para 0 organismo, ja que este pode sobreviver mesmo sem a sua
formacdo. Em contraste com os metabdlitos primarios, eles sdo produzidos por
espécies individuais ou géneros especificos para razbes fisioldgicas (ex.
alteracdo da fisiologia), sociais (comunicacao celular) ou predadoras. Estes
compostos, portanto, estdo intimamente ligados com a ecologia dos

organismos produtores (O’Brien & Wright, 2011).

7

O metabolismo secundéario é regulado por diferentes fatores fisico-
guimicos, como a disponibilidade de nutrientes, de oxigénio, de temperatura,
taxa de crescimento, controle por feedback, inativacdo ou inducédo. Produtos
do metabolismo primario podem fornecer precursores, como moléculas
intermediarias das vias sintéticas ou enzimas (Demain, 1998, Martin et al.,
2005). Portanto, quando ha interesse em produzir algum metabdlito secundario,
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€ necessario estudar cada espécie em particular, pois uma mudan¢ca nas
condi¢cdes de cultivo pode inibir a produgdo ou ainda levar & producdo de

outros compostos que ndo o esperado.

Cerca de 200.000 a 250.000 metabolitos mostram sinais de bioatividade,
desses mais de 22.000 s&o produzidos por microrganismos. Dentro desses
22.000 cerca de 17% sao metabolitos de bactérias (especialmente Bacillus sp.
e Pseudomonas sp.), 45% sao produtos do metabolismo de actinomicetos e
cerca de 38% sao de origem fangica (Demain & Sanchez, 2009, Bérdy, 2005).
Entre os metabdlitos de actinomicetos, cerca de 75% s&o produzidos por

espécies do género Streptomyces (Bérdy, 2005, Solecka et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios microbianos representam uma grande fonte
de compostos com estruturas engenhosas e potente atividade bioldgica (Arasu
et al.,, 2009). Esses incluem peptideos, policetideos, carboidratos, lipidios,
terpendides, esterdides e alcaldides que sao produzidos a partir de metabdlitos
primarios (O’Brien & Wright, 2011). Nessas moléculas podem ser observadas
atividades antibacterianas, antifingicas, antitumorais, antivirais,

antiprotozoarias e outras (Solecka et al., 2012).

Os antibidticos representam algumas das aplicagbes mais bem
sucedidas de produtos naturais microbianos na salde humana. As
observacbes de pioneiros como Fleming, Dubos e Waksman, que
demonstraram que as bactérias e fungos ambientais produzem metabdlitos
secundarios antimicrobianos altamente especificos, inaugurou a "ldade de

Ouro" dos antibidticos. Durante este periodo, aproximadamente entre 1940



1960, a maior parte dos antibiéticos atualmente em uso clinico foi descoberta

(Demain & Sanchez, 2009, O’Brien & Wright, 2011).

O inicio da era dos antibioticos foi marcado pela descoberta da penicilina
pelo professor Selman Waksman da Universidade Rutgers. Este
microbiologista e seus alunos conseguiram isolar muitos antibioticos novos a
partir de bactérias filamentosas do solo, ou seja, 0os actinomicetos. O mais
conhecido deles foi a estreptomicina. Entretanto, mesmo antes da
estreptomicina, Waksman e Woodruff (1940) publicaram a descoberta de um
cromooligopeptideo que foi denominado de actinomicina. Um membro deste
grupo, actinomicina D, foi utilizado para combater o tumor de Wilms em
criangas e tornou-se uma ferramenta base extremamente importante no
desenvolvimento da biologia molecular. Em 1945, Waksman, Schatz e Bugie
publicaram seu trabalho sobre a estreptomicina, o primeiro antibiético ativo
contra a bactéria da tuberculose e também importante na luta contra a
meningite bacteriana. Em 1948, Lechevalier e Waksman relataram a
descoberta da neomicina, um aminoglicosideo produzido por Streptomyces
fradiae, em 1953, foi descoberta a candicidina, um polieno produzido por
Streptomyces griseus (Demain, 2006). Desde entdo vem sendo estudado o

potencial antibiético das biomoléculas.

2.4 Drogas Antifungicas

Os antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias (Guimaraes et al.,

2010).



Entre os diferentes tipos de farmacos antimicrobianos existentes no
mercado, os antifingicos sdo um grupo muito pequeno, mas significativo de
medicamentos e tém um papel importante no controle de doencas micéticas
(Thakur et al., 2007). Quando comparados as substancias antibacterianas, o
namero de drogas antiftingicas adequadas é muito limitado. E muito mais dificil
de alcancar a toxicidade seletiva nas células fungicas do que nas células
bacterianas, isso devido ao fato de que os fungos pertencem ao dominio
Eukarya e a sua maquinaria celular € idéntica a dos animais. Dessa forma, 0s
agentes antifungicos que afetam as vias metabdlicas dos fungos
frequentemente afetam as vias correspondentes das células hospedeiras,
tornando-os toxicos. Como resultado, muitos farmacos antifangicos podem ser
utilizados apenas em aplica¢fes topicas ou de uso em laboratério de pesquisa.
Entretanto, alguns medicamentos tém toxicidade seletiva para fungos, uma vez
que sdo dirigidos contra estruturas ou processos metabdlicos especificos dos

fungos (Espinel-Ingroff, 2009).

Até os anos de 1970 as infec¢Bes fungicas foram consideradas, em
grande parte, tratdveis e a procura de novos medicamentos foi minima. Antes
deste periodo a quimioterapia antifingica possuia s6 dois tipos de compostos:
iodeto de potassio, efetivo no tratamento da esporotricose, e dois polienos
Uteis, nistatina e anfotericina B, que foram introduzidas na década de 1950.
Exceto pelo desenvolvimento da flucitosina (1964), verificou-se pouco
progresso até o desenvolvimento das drogas azéis no inicio de 1970, da
descoberta da primeira equinocandina em 1972 e do desenvolvimento da
primeira alilamina em 1974. Portanto, apenas um numero limitado de agentes

antifingicos encontra-se atualmente disponivel para o tratamento de infec¢fes



causadas por fungos (Vicente et al.,, 2003, Butts & Krysan, 2012, Ryder &
Mieth, 1992). A necessidade de compostos antifungicos novos, seguros e mais
eficazes € um grande desafio para a industria farmacéutica de hoje,
especialmente com o aumento de infeccbes oportunistas em hospedeiros
imunocomprometidos e pela crescente resisténcia aos medicamentos

(Dhanasekaran et al., 2008).

Da mesma forma que os antibacterianos, os antimicoticos podem ser
classificados com base no sitio-alvo e na estrutura quimica. Existem seis
classes de antibiticos antifungicos que podem ser divididos em trés

mecanismos de ac¢éo (Figura 1).

Mecanismo Classe da droga Drogas

( Membrana celular Azdis Imidazois (cetoconazol,
miconazol)

(inibidorda lanosterol

' ; , 14a-desmetilase) Triazois (fluconazol,
”! * m itraconazol, voriconazol)
é

Polienos (ligagdo ao ergosterol)| Anfotericina B

| Alilaminas (inibidor da
' esqualeno epoxidade)

Terbinafina

Parede celular Equinocandinas
(inibidorda 1,3B-D glicano

: Caspofungina,
sintase)

micafungina,
anidulafungina

Fluoropirimidinas
(antimetabolito)

Inibidor mitético

Flucitosina

Griseofulvina

Figura 1- Mecanismos e lugares de acdo de agentes antifungicos.
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e Antifungicos com atividade na membrana celular:

e Azo0is: Os antifungicos azoéis se dividem em dois grupos: o0s
imidazodis (duas moléculas de nitrogénio no anel azol) e os triazbis (trés
moléculas de nitrogénio no anel azol) (Figura 2). Esses antifungicos atuam
inibindo a enzima lanosterol 14a-desmetilase do citocromo P450 dos fungos.
Esta enzima participa da biossintese dos esterbis, estd envolvida na
conversdo de lanosterol em ergosterol e sua inibicdo altera a sintese da
membrana celular dos fungos (Demain & Sanchez, 2009). Como alguns

exemplos deste grupo podem ser citados o fluconazol, itraconazol e

cetoconazol.
0 OH
u s W]
(\N \CH:« N\}/N N\,yN
N\ N\) » F
//
N~ %
L P 07 X
</
‘/ §\ o cetoconazol F
\\\ J—cl fluconazol

Figura 2 — Estrutura molecular de antifingicos azéis. Uma molécula de imidazol

(cetoconazol) e uma molécula de triazol (fluconazol) (Pereira, 2007).

e Alilaminas: Estes farmacos atuam inibindo a enzima esqualeno
epoxidase, envolvida na sintese do ergosterol a partir do esqualeno. Isso
origina uma diminuicdo da concentracdo de ergosterol e um aumento de
esqualeno na membrana celular. O acumulo de esqualeno no interior da célula
€ toxico para os fungos (Demain & Sanchez, 2009). Neste grupo estdo

presentes a terbinafina e butenafina.
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e Polienos: Estes compostos atuam ligando-se ao ergosterol da
membrana das células fungicas e, com isso, alteram as atividades da
membrana, pois ocorre a formacdo de oligdbmeros, que agem como poros
transmembrana, através dos quais o potassio e outras moléculas intracelulares
sao perdidos. Eles promovem, desta forma, a permeabilizacdo da membrana e
a morte celular (Ben-Ami et al., 2008, Demain & Sanchez, 2009). Neste grupo

estdo presentes a anfotericina B e a nistatina.

e Antifungicos com atividade na parede celular:

e Equinocandinas: As equinocandinas séo lipopeptideos ciclicos. Esses
compostos atuam inibindo a 1,3 B-D glicano sintase, a enzima que forma os
polimeros de glicano da parede celular fingica, um componente importante nas
paredes celulares de Candida, Aspergillus e outros fungos oportunistas. A
resultante interrupcdo da integridade da parede celular fungica leva a morte
desigual das hifas, provavelmente as células que estdo crescendo ativamente e
remodelando suas paredes celulares sdo mais afetadas no caso de fungos
filamentosos, ou a ruptura das células e lise osmotica, no caso das espécies do
género Candida. Uma vez que as células de mamiferos ndo apresentam
parede celular, a acdo desses agentes é especifica, resultando na morte
seletiva das células fungicas (Denning, 2003, Ben-Ami et al., 2008). Neste

grupo encontram-se a caspofungina, micafungina e anidulafungina.

e Antifungicos com atividade intracelular:
e Fluoropirimidinas: A flucitosina (5-fluorocitosina) atua como um

antimetabolito. Ela é um analogo fluorado de pirimidina e interfere na sintese
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dos acidos nucleicos. Este farmaco penetra na célula através da citosina
permease e é desaminado a 5-fluorouracil no citoplasma. Esta molécula entdo
se converte em acido 5-fluorouridilico, que compete com a uracila na sintese de
RNA e gera erros na codificacdo do RNA e inibicdo da sintese de DNA e
proteinas (Demain & Sanchez, 2009, Lewis, 2011).

e Griseofulvina:  Este medicamento age inibindo a mitose dos fungos.
Ele se liga a tubulina e a uma proteina associada aos microtubulos, rompendo

assim, a organizagdo do fuso mitético (Lewis, 2011).

2.5 Resisténcia

De modo previsivel, o uso de farmacos antifiangicos resultou no
surgimento de populacdes de fungos resistentes. Segundo Rex et al. (1995)
existem trés vias possiveis em que um paciente pode adquirir um organismo
resistente: (i) uma colonizacao ou infeccdo na qual o organismo € inicialmente
sensivel, mas sofre mutacao e torna-se resistente, (ii) o paciente é colonizado
ou infectado com multiplas cepas ou espécies e uma delas é resistente e acaba
sendo selecionada, ou (iii) 0o paciente € inicialmente colonizado ou infectado

com uma espécie intrinsecamente resistente.

A aquisicao de resisténcia as drogas é um processo evolutivo que ocorre
devido ao fato de raramente os antimicrobianos conseguirem matar toda a
populacdo presente. Os microrganismos sobreviventes estao sujeitos a forte
selecdo natural para fenotipos resistentes na presenca de farmacos. Com o
uso crescente e tratamentos prolongados vem aumentando a incidéncia de

fungos resistentes as drogas antifungicas utilizadas (Selmecki et al., 2009).
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Os fungos podem tornar-se resistentes a cada uma das drogas
antifingicas por mecanismos especificos. As muta¢des que causam defeitos
na captacdo de flucitosina ou na sua conversao intracelular sdo uma causa
frequente de resisténcia a esta droga (Dodgson et al.,, 2004, Papon et al.,
2007). Uma diminuicdo do teor de ergosterol na membrana pode conduzir a
susceptibilidade reduzida aos polienos. Isso pode ocorrer devido a mutacdes
no gene erg6, gene envolvido na biossintese de ergosterol, ou ao decréscimo
de sua expressao (Vandeputte et al., 2006, Young et al., 2003). J4, a
resisténcia ao fluconazol pode ser causada por mutacbes no gene ergll,
envolvido na biossintese do ergosterol, que codifica a esterol 14a-desmetilase;
essas mutagdes podem diminuir a afinidade da enzima esterol 14a-desmetilase
as drogas azdlicas resultando em uma resisténcia aumentada das células
(Rodloff et al., 2011, Lamb et al., 2000). Também, a superexpressdo de outros
genes erg e do gene ergll em C. albicans pode ser causada por uma mutacéo
de ativacdo no seu regulador Upc2 (Dunkel et al.,, 2008), aumentando a
resisténcia das células a diferentes azois e também a medicamentos que agem
sobre outras etapas na via da biossintese de ergosterol, como a terbinafina
(uma alilamina) inibidora da enzima esqualeno epoxidase (Morschhauser,
2009). Ja4 mutacbes no gene fksl, que codifica uma subunidade do complexo

1,3 B-D glicano sintase, resultam em resisténcia as drogas equinocandinas

(Rodloff et al., 2011).

No entanto, os fungos podem tornar-se resistentes a multiplos farmacos,
drogas estruturalmente n&o relacionadas e com diferentes modos de acao.
Essas drogas sdo transportadas ativamente para fora da célula, o que resulta

na reducdo das concentracdes das mesmas no interior da célula e, portanto
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acabam sendo insuficientes para a inibicdo dos alvos desses medicamentos.
Essa resisténcia € mediada por dois tipos de bombas de efluxo que séo
localizadas na membrana citoplasmatica e transportam drogas antifingicas e
outras substancias toxicas para fora da célula: os transportadores ABC, que
utiizam ATP como fonte de energia para impulsionar o transporte e 0s
transportadores da Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios (MFS), que sao
energizados pelo gradiente de préotons através da membrana celular (Rodloff et
al., 2011, Morschhauser, 2009). Devido a esses diversos mecanismos de
resisténcias as drogas utilizadas atualmente se torna importante a procura de

novos medicamentos com atividade antifungica.

2.6 Fungos patogénicos

Os fungos sédo um grupo grande, diverso e amplamente disseminado de
organismos. Aproximadamente 100.000 espécies de fungos foram descritas,
estimando-se a possibilidade de existirem até 1,5 milhdes de espécies. Os
fungos patogénicos podem se apresentar como formas filamentosas
ramificadas ou como leveduras; alguns mostram ambas as formas em seu ciclo

e sdo conhecidos como dimorficos.

As doencas fangicas sdo geralmente divididas em categorias de acordo
com o local em que a colonizacdo se inicia. Ha quatro categorias: i) as micoses
superficiais, que sao restritas a camada mais externa da epiderme e né&o
causam qualquer inflamacéao; ii) as micoses cutaneas, que envolvem o sistema
tegumentario, incluindo unhas e cabelos e, geralmente, provocam inflamacdes

na pele; iii) as micoses subcutaneas, quando ocorre infeccdo das camadas

mais profundas do tecido, com os fungos sendo geralmente implantados no
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local diretamente apés algum trauma minimo e podendo infectar além da area
inicial colonizada. E, por fim, iv) as infeccOes sistémicas, que tém o trato
respiratério e gastrointestinal como a principal porta de entrada; essas micoses
podem ser classificadas em micoses primarias e oportunistas com base no fato
de o fungo em questdo ser capaz de causar uma infeccdo em um hospedeiro
normal ou imunologicamente comprometido, respectivamente (Hsu et al., 2012,

Domer, 1997).

2.6.1 Fungos dermatofitos

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos que, em vida
parasitaria, ttm a capacidade de invadir tecidos queratinizados de humanos e
outros animais, causando infec¢cbes denominadas dermatofitoses (Siqueira et
al.,, 2006). Os dermatofitos sdo fungos filamentosos queratinofilicos, que
utilizam a queratina como nutriente durante a infeccdo de pele, cabelos e
unhas. Esses fungos estdo classificados em trés géneros: Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, de acordo com a formacéo e morfologia de
seus conidios (estruturas de reproducao assexuada). Além disso, as espécies
de dermatofitos sdo divididas em zoofilicas, geofilicas e antropofilicas,
dependendo de seu habitat primario (animais, solo ou humanos,

respectivamente) (Peres et al., 2010, Criado et al., 2011).

Os sintomas das dermatofitoses podem ser brandos ou severos
dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, e geralmente ndo ocorre
invasdo de tecidos subcutaneos ou 6rgaos internos. As lesdes caracteristicas
nas infeccoes de pele sdo circulares, eritematosas e pruriginosas, sendo

resultado da acdo direta do fungo ou de reacbes de hipersensibilidade ao
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microrganismo e/ou a seus produtos metabodlicos. Nas infeccbes de unha
(onicomicoses) pode ocorrer descolamento das bordas, espessamento,
aparecimento de manchas brancas e até distrofia total das unhas. Embora as
infeccbes causadas por dermatdéfitos sejam geralmente restritas as regides
superficiais da epiderme, esses fungos podem comportar-se de maneira
invasiva, ocasionando infeccdo profunda e disseminada em pacientes
imunocomprometidos, até mesmo com surgimento de granulomas

dermatofiticos (Peres et al., 2010).

2.6.2 Género Candida

O género Candida pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes e ordem Saccharomycetales (NCBI Taxonomy, 2011). As
principais espécies de interesse clinico neste género sdo Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(Giolo & Svidzinsk, 2010). Este género contém mais de 150 espécies, mas

apenas uma minoria € causadora de micoses em humanos (Silva et al., 2011).

As leveduras do género Candida ocorrem em todo o mundo podendo ser
encontradas em variados ecossistemas, como solo, alimentos, agua, e
convivendo normalmente com animais e seres humanos saudaveis colonizando
mucosas do trato gastrointestinal (50 a 70%), da boca (30 a 50%), da regiao
vaginal (5 a 30%) e da pele (4 a 7%) (Silva et al., 2012, Silva et al., 2002). Séao
leveduras dimorficas e sdo consideradas patdgenos oportunistas, 0s quais
dependem de fatores préprios de viruléncia e fatores predisponentes do

hospedeiro para causar a infecgcao (Camargo et al., 2008).
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A patogénese da candidiase é facilitada por varios fatores de viruléncia
envolvidos em func¢des, tais como: aderéncia as células do hospedeiro pelas
adesinas; formacéao de hifas e pseudohifas, as quais representam um obstaculo
para a fagocitose e permitem a fixacdo da levedura nos epitélios; sobrevivéncia
dentro de fagdcitos; modulacdo do sistema imune, mananas e manoproteinas
capazes de regular (ativar e desativar) a acdo das defesas do hospedeiro;
toxinas; capacidade de crescer a 37°C, a qual permite um bom
desenvolvimento no corpo humano; e enzimas hidroliticas. As principais
enzimas produzidas sé@o as proteinases, que hidrolisam ligacbes peptidicas, e
as fosfolipases, que hidrolisam os fosfoglicerideos, auxiliando, assim, na
aderéncia da levedura a mucosa do hospedeiro e também facilitando a invaséo

fungica (Barbedo & Sgarbi, 2010, Penha et al., 2000).

A Candida albicans é a espécie mais frequentemente isolada e a
principal envolvida na etiologia das infeccBes invasivas e superficiais e,
também, a mais prevalente em ambas as condi¢des, saudavel e de doenca em
humanos. Entretanto, tem sido verificada uma crescente participacdo de
espécies ndo-albicans nas infeccées hospitalares em varios paises (Pfaller et
al., 2001, Odds et al., 2007, Lagrou et al., 2007, Jorda et al., 2007, Horn et al.,
2007, Bougnoux et al., 2008, Hazen et al.,, 2003, Ferreira et al., 2009). No
Brasil, em um estudo realizado no Complexo Hospitalar Santa Casa, foi
verificado que espécies de Candida nao-albicans corresponderam a 51,6% dos
episodios de candidemia na Instituicdo; C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei e outras espécies foram responsaveis por 25,8%, 13,3%,
3,3%, 1,7% e 7,5% dos casos, respectivamente (Antunes et al.,, 2004). O

aparente aumento do envolvimento de espécies ndo-albicans em candidiases
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humanas pode, em parte, estar relacionado com a melhoria nos métodos de
diagndstico, tais como a utilizacdo de meios cromogénicos com a capacidade
de diferenciar as espécies de Candida, bem como a introducdo de técnicas
moleculares para o diagnéstico de rotina da fungemia (Liguori et al., 2009). No
entanto, a alta prevaléncia de espécies néo-albicans em doencas também pode
ser um reflexo do seu nivel inerentemente mais elevado de resisténcia a certos
medicamentos antifingicos em comparacdo com C. albicans, pois isso iria
promover a sua persisténcia, possivelmente em detrimento de C. albicans em
infeccdes mistas de espécies tratadas com antifingicos tradicionais (Silva et

al., 2011).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Os 40 isolados de actinomicetos utilizados no presente trabalho foram
obtidos da colec&o do Laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFRGS (Tabela 1). Os isolados
fungicos sdo de origem clinica e foram cedidos pelo professor Dr. Alexandre
Meneghello Fuentefria e pertencem a micoteca da Faculdade de Farmécia da

UFRGS (Tabela 2).

3.2. Manutencao das amostras

As amostras dos fungos filamentosos e leveduras foram mantidas em
tubos com &gar Sabouraud inclinado a 4°C e os isolados de actimomicetos em

tubos com meio &gar amido caseina (ACA) inclinado e mantidos a 4°C.

3.3. Ensaio de dupla camada

A atividade antifingica dos isolados de actinomicetos foi determinada
através do método de dupla camada. Os isolados foram inoculados por picada
em placas de Petri contendo meio de cultura ACA e incubados por 10 dias a
30°C. Os isolados dos fungos dermatéfitos foram inoculados em meio de
cultura agar Sabouraud dextrose e incubados por sete dias a 30°C. Os isolados

de leveduras foram inoculados em tubos contendo meio Sabouraud dextrose e
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incubados por 48 horas a 30°C. Sempre foi observado que os periodos de

incubacédo dos fungos e dos actinomicetos terminassem concomitantemente.

Tabela 1 — Origem dos isolados de actinomicetos utilizados no estudo.

Actinomicetos Origem Utilizado frente aos isolados
1s Compostagem Candida e Dermatdfitos
2(4) Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
23 Compostagem Candida e Dermatdfitos
24(3) Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
27(3) Raiz de tomateiro Candida e Dermatdfitos
28 Compostagem Candida e Dermatofitos
29 Compostagem Candida e Dermatdfitos
2s Compostagem Candida e Dermatofitos
37 Compostagem Candida e Dermatdfitos
43 Compostagem Candida e Dermatofitos
5(3) Raiz de tomateiro Candida e Dermatdfitos
50 Compostagem Candida e Dermatofitos
6(2) Raiz de tomateiro Candida e Dermatdfitos
6(4) Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
6s Compostagem Candida e Dermatdfitos
8(4) Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
8e Compostagem Candida e Dermatdfitos
8s Compostagem Candida e Dermatofitos
95 Compostagem Candida e Dermatdfitos
AP Compostagem Candida e Dermatofitos
Bio3 Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
iso5(5) Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
R(11)6 Raiz de tomateiro Candida e Dermatdfitos
R(18)6 Raiz de tomateiro Candida e Dermatofitos
R19(6) Raiz de tomateiro Candida e Dermatdfitos
A316 Solo de S&o Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS
A317 Solo de S&o Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS
A319 Solo de S&o Sebastiao do Dermatofitos
Cai, RS
A320 Solo de S&o Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS
A321 Solo de S&o Sebastidao do Dermatofitos
Cai, RS
A322 Solo de S&o Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS
A323 Solo de S&o Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS
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A326 Solo de Sao Sebastido do Dermatofitos

Cai, RS

A329 Solo de Sao Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS

A33 Solo de Séo Sebastidao do Dermatofitos
Cai, RS

A34 Solo de Sao Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS

A36 Solo de Séo Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS

A37 Solo de Sao Sebastido do Dermatofitos
Cai, RS

D1 Solo contaminado com Dermatofitos

diesel
M53 Landfarming Dermatofitos

Os fungos crescidos foram utilizados para preparar a suspensao de
esporos. Para os isolados filamentosos foram colocados 3 mL de solucdo
salina 0,85% estéril sobre as colbnias e com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski
os esporos foram removidos e a mistura transferida para tubos de vidro
estéreis. A concentracdo final de esporos foi ajustada para 5 x 10* esporos/mL,
através da contagem de conidios em camara de Neubauer. Com os isolados de
leveduras, o inéculo foi padronizado utilizado a escala 0,5 de McFarland.
Dessas suspensdes, 1 mL foi homogeneizada com 9 mL de agar Sabouraud
liquefeito e a mistura vertida sobre as placas contendo os actinomicetos
crescidos. As placas foram incubadas a uma temperatura de 30°C por sete dias
para os isolados dos fungos filamentosos e por 48 horas para as leveduras.
Apbs o periodo de incubacdo observou-se a presenca ou auséncia de halos de
inibicdo. O indice de Antibiose (IA) foi calculado utilizando a férmula (Rosato et

al., 1981):

IA= média do diametro do halo

média do didmetro da colbnia
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Tabela 2 — Identificacdo das espécies dos isolados fangicos utilizados no
presente estudo.

Amostras Espécies
24A Candida dubliniensis
24P* Candida dubliniensis
CPO4 Candida parapsilosis
CPO7 Candida parapsilosis
CPO8 Candida parapsilosis
CPO6* Candida parapsilosis
RL7 Candida parapsilosis
CKO05 Candida krusei
CKRO7 Candida krusei
CKO06 Candida krusei
CKO3* Candida krusei
CKO02 Candida krusei
CTO09 Candida tropicalis
CTO03 Candida tropicalis
CTO08* Candida tropicalis
CT56 Candida tropicalis
CTO06 Candida tropicalis
CG10 Candida glabrata
CGO03 Candida glabrata
CGO05 Candida glabrata
CGO1* Candida glabrata
RL12 Candida glabrata
ATCC10231* Candida albicans
CAL15 Candida albicans
CALO5 Candida albicans
CAL17 Candida albicans
CALO2 Candida albicans
EF31* Epidermophyton floccosum
MGY45* Microsporum gypseum
MCW3* Microsporum canis
TMW1* Trichophyton metagrophytes
TRW2* Trichophyton rubrum

* isolados utilizados nos ensaios de dupla camada e de padronizagdo do extrato, os demais

foram utilizados com extrato nas condic¢des ideais.
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3.4 Producdao de extrato bruto

Os actinomicetos que demonstraram potencial antifungico frente aos
seis isolados de Candida testados, no ensaio de dupla camada, foram
selecionados para producgéo e otimizacdo da producdo do composto ativo em
cultura submersa. Os extratos foram preparados em duas etapas: o pré-
in6culo, no qual o isolado antagonista foi inoculado em 50 mL de meio de
cultura amido caseina (AC) e incubado por 48 horas a uma temperatura de
30°C sob agitacdo constante de 100 r.p.m.. Posteriormente, uma aliquota de 5
mL do pré-inoculo foi transferida para frascos cénicos de 250 mL contendo 50
mL do meio. As condi¢6es do pré-inéculo e do in6culo foram sempre iguais. As
culturas foram crescidas por oito dias e a cada 24 horas foram retiradas
aliguotas da amostra para avaliacdo. Para remoc¢édo das células as aliquotas
foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 r.p.m. e, dessa forma, obteve-se o

extrato bruto livre de células.

3.5 Otimizacéao da producéo de extrato bruto

3.5.1 Meios de cultivo

Foram utilizados para a producao de extrato bruto trés meios de cultura
diferentes. O caldo AC (10g amido, 0,3g caseina, 2g KNOgs, 2g NaCl, 2g
koHPOg4, 0,05g MgSO,, 0,02g CaCOg, 0,01g FeSO,, agua destilada para 1L) , o
caldo ISP2 (4g extrato de levedura, 10g extrato de malte, 4g dextrose, agua
destilada para 1L), e o caldo Bennet's (1g extrato de carne, 10g glicose, 2g
peptona, 1g extrato de levedura, agua destilada para 1L). As condi¢cdes de

cultivo foram as mesmas descritas no item 3.4.
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3.5.2 Diferentes temperaturas

Apoés avaliar o melhor meio de cultivo foi realizado um ensaio para
avaliar a influéncia da temperatura na producdo do composto bioativo. As

temperaturas de 25°, 30°, 35°, 40° e 45°C foram testadas.

3.5.3 Diferentes faixas de pH

Definidos a temperatura e o melhor meio de cultivo, foi avaliado a
influéncia de diferentes pHs na producdo do metabdlito bioativo. Para tanto,
foram produzidos extratos com meio de cultivo tamponado em pH 5.0, 6.0, 7.0,

8.0, 9.0 e 10.0 (Apéndice 1) utilizando a temperatura de 30°C para todos.

3.6 Ensaio de difusdo em poco

A atividade antifungica dos extratos foi avaliada através do método de
difusdo em poco. Para isso foram utilizadas placas de Petri contendo 20 mL de
agar Sabouraud, onde foi semeada uma suspensao de células dos isolados de
Candida na concentracédo de 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, foram
realizados pocos de 7 mm de didmetro no meio de cultura e em cada um deles
foi pipetado 100 pL de cada extrato. As placas foram incubadas sob
refrigeracdo (4°C) por aproximadamente 16 horas para permitir a difusdo dos
metabalitos no meio de cultura. Apos esse periodo, as placas foram incubadas
a 30° C por 48 horas. A analise do resultado foi realizada através da medida
dos halos de inibicdo e o indice de Antibiose (IA) foi calculado utilizando a

formula 1A= medida do halo/ medida do poco.
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3.7 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos no ensaio de difusdo em poco foi
realizada através da andlise de variancia utilizando o teste de comparacdo

multipla de médias (Tukey) com valor de P= 0,05, no programa Statistca 7.

3.8 Ensaio de termoestabilidade do composto bioativo

Para analisar a termoestabilidade do composto bioativo, o extrato bruto
foi submetido a incubacdo em diferentes temperaturas. Microtubos contendo
500 pL do extrato bruto foram colocados em banho de agua a 30°, 40°, 50°,
60°, 70°, 80° 90°C, por periodos de 15 e 30 minutos. Para avaliar a
estabilidade a 100°C (através de fervura) foram utilizados periodos de 3, 5, 10,
15 e 30 minutos. Em seguida, a atividade antifingica dos extratos foi analisada
através do ensaio de difusdo em poco frente ao isolado de Candida albicans
CAL17, tendo como controle o extrato bruto sem tratamento. Apds a medicao
dos halos de inibicdo, a atividade residual (A.R.) foi calculada através da

formula (Cladera-Oliveira, 2004):

A.R.(%) = Ht - 7 x 100

Hc -7

Sendo:

Ht = halo do extrato bruto apds tratamento (mm)

Hc = halo do controle (mm)

7 = diametro do poco
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3.9 Efeito de enzimas na atividade do composto bioativo

Para avaliar a resisténcia do composto antifingico frente a enzimas
proteoliticas, 500 pL do extrato bruto foram incubados durante uma hora a
37°C, utilizando uma concentracéao final de 2mg/mL das enzimas proteinase K,
tripsina e papaina. As amostras foram fervidas por 3 minutos para inativar as
enzimas e, em seguida, foi realizado o ensaio de difusdo em poco para a
amostra de Candida albicans CAL17. Os halos foram medidos e a atividade

residual calculada.

3.10 Fungigrama

Para avaliar a suscetibilidade dos isolados de Candida a agentes
antifangicos, foi realizado o ensaio de disco-difusdo em agar. Foram utilizados
discos antifungicos de fluconazol e de nistatina da marca BIO-RAD. O ensaio
foi realizado seguindo as normas da CLSI M44-A com modificagdes. Foram
utilizadas placas de agar Mueller-Hinton com 2% de glicose, onde foi inoculada
uma suspensao de células na concentracao de 0,5 na escala de McFarland. Os
discos de antifungicos foram colocados sobre o 4gar e as placas incubadas a

30°C, sendo analisadas ap0s 24 e 48 horas de incubacao.

3.11 Ensaio da concentragao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada seguindo a norma M27-A2 da CLSI
(2002), com modificagbes. Foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96
pocos com fundo em “U” e com tampa. Nas placas foi distribuido inicialmente

100 pL de meio RPMI-1640 com o indculo das leveduras testadas. Em seguida
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foi pipetado 100 yL do extrato bruto e feita a diluicdo seriada ao longo dos

POCOS.

O inéculo dos isolados foi preparado utilizando colbénias crescidas em
agar Sabouraud por 24 horas. Uma suspensdo em agua estéril, equivalente a
0,5 da escala de McFarland, foi preparada e a concentracao obtida foi de 1 x
10% a 5 x 10° cel/mL. As suspensdes foram diluidas com meio RPMI-1640

resultando em uma concentracdo de 2,5 x 10° cel/mL.

As placas foram incubadas a 35°C e foram utilizados como controle o
extrato puro e o meio de cultivo com o indculo das leveduras. A leitura das

placas foi realizada em 24 e 48 horas.

3.12 Curva de crescimento do actinomiceto

Para determinar o tempo de geracdo do isolado com potencial
antifangico, foi realizada uma curva de crescimento padrdo. Para tanto, 5 mL
do pré-indculo, crescido por 48 horas em caldo AC a 30°C, foi adicionado a 8
frascos conicos de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo AC. Os frascos
foram incubados a temperatura de 30°C durante 192 horas sob agitacdo
constante de 100 r.p.m. Em intervalos de 24 horas foi determinada a massa

celular através do peso seco.
3.13 Curva de variagédo do pH no meio de cultivo

Para verificar a capacidade do isolado de modificar as condicbes de pH
do meio de cultivo ao longo do periodo de 192 horas de crescimento celular, foi
realizada uma curva para determinagéo da variacdo do pH do meio de cultivo.

O pré-indéculo foi preparado em caldo AC a 30°C pelo periodo de 48 horas.
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Deste cultivo, aliquotas de 5 mL foram transferidas para cada um dos 8 frascos
conicos de 250 mL contendo 50 mL de caldo AC. Estes foram incubados a
30°C com agitacdo constante de 100 r.p.m.. Em intervalos de 24 horas um
frasco era retirado e avaliava-se com auxilio do phmetro as variacdes de pH do

meio de cultivo.

3.14 Microcultivo do actinomiceto

O microcultivo foi utilizado para observar as caracteristicas morfolégicas
do isolado de actinomiceto. A técnica foi realizada conforme Williams et al.
(1989). Essa técnica possibilita a observacdo do micélio aéreo e do micélio

sobre o substrato e avaliagdo das estruturas reprodutivas, quando presentes.

3.15 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica foi utilizada para verificar as caracteristicas dos
esporos e hifas do actinomiceto. Inicialmente, foi realizada a técnica do
microcultivo, apés o tempo de incubacdo adequado a amostra foi preparada
para a visualizacdo através de microscopia eletronica de varredura utilizando o
protocolo descrito por Ciftcioglu & Kajander (1998), com modificacbes. A
amostra foi coberta com glutaraldeido 2% por 18 horas, posteriormente foi
submetida a lavagens com diferentes concentracdes de alcool (50 e 100%) e
posteriormente com acetona 100%. Em seguida, a amostra foi enviada para o
Laboratorio de Design e Selecdo de Materiais no Departamento de Engenharia
da UFRGS. Para visualizacdo das laminas foi utilizado um Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) de bancada da marca Hitachi, modelo TM3000,
gue possibilita analises microscépicas com aumento de até 30.000 vezes, com

feixes de 5 e 15 keV.
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3.16 Cromatografia

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo de
compostos. Neste trabalho foram utilizadas placas de aluminio e silica gel
60F2s4 da Merck, nas quais se aplicou aproximadamente 40 pL do extrato
bruto. As placas foram incubadas em estufa a 30°C para secagem e, em
seguida, colocadas em diferentes cubas de vidro, nas quais diferentes
solventes e sistemas de solventes foram testados conforme literatura (Badji et

al., 2005; Boudijella et al., 2006; Carvalho, 2007):

e Cloroférmio
e Diclorometano
e FEtanol

e Acetato de etila

e Hexano
e Butanol
e Agua

e Acido acético

e Acetato de etila/ etanol (1:1)

e Cloroférmio/ Etanol/ 4gua (16: 8: 1)

e Acetato de etila/ Metanol/ agua (100: 13,5: 10)

e BAW: Butanol/ Acido acético/ agua (4: 1: 5)

A leitura das placas foi realizada com luz UV nos comprimentos de onda
de 254 nm e 365 nm e os Rf (Fator de Retencédo) das bandas visualizadas

foram calculados.
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3.17 Autobiografia

Autobiografia € uma técnica utilizada para identificar banda(s) da CCD
com atividade antimicrobiana. Para isto a placa da CCD é colocada em meio de
cultura junto com a levedura alvo e verifica-se onde ocorre a inibicdo de

crescimento.

Sendo assim, apOs visualizagcdo das placas na UV, essas foram
colocadas em placas de Petri onde foi vertida uma camada fina de &agar
Sabouraud. Sobre o agar foi inoculada a levedura alvo, CAL17, na diluicdo de

0,5 da escala de McFarland.

As placas foram incubadas a 4°C por aproximadamente 16 horas para
ocorrer a difusdo do composto ativo da silica para o agar e, em seguida, as
placas foram transferidas para estufa a 30°C por 24 horas, quando foi realizada
a leitura do resultado. Na banda com a presenca do composto bioativo, h&

inibicdo do crescimento da levedura.

3.18 Identificagcédo parcial do composto bioativo

3.18.1 Coloracao de CCD

Diferentes agentes reativos foram utilizados para visualizar, na CCD, a
presenca de diferentes estruturas quimicas. No presente estudo foram usados:

cloreto férrico, ninhidrina e anisaldeido.

Em todas as coloragcfes foram utilizados como padrées os antibiéticos
ciprofloxacina, eritromicina, penicilina G, rifampicina, estreptomicina, tetraciclina
e cloridrato de vancomicina (Apéndice 2). Estes foram dissolvidos em agua (10

mg/mL de cada) e aplicados na mesma placa de silica onde foi aplicado o
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extrato bruto contendo o composto antifingico em estudo. Em seguida, foram
submetidos & CCD com o mesmo sistema escolhido para a separacao do
composto produzido pelo actinomiceto em estudo: Butanol/ Acido acético/

Agua.

A solucéo reativa de cloreto férrico foi utilizada para verificar a presenca
de hidroxilas fendlicas, ou seja, grupos OH ligados a um anel aromatico. Essa
solucao foi preparada dissolvendo 3 — 5 g de FeCl; em 100 mL de cloroférmio
1% e deixado em repouso por 1 hora. Em seguida, foi retirada a parte
decantada e adicionado 3 gotas de piridina. A solucao foi borrifada sobre a

placa de silica e as cores visualizadas.

O teste com a ninhidrina foi realizado para observar a presenca de
grupos amino livres. A solucdo de ninhidrina (0,4g em 100 mL de agua) foi
borrifada sobre a placa de silica e colocada na luz UV. Em seguida, a placa foi

colocada a 100°C por alguns minutos e as cores visualizadas.
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A solugcdo para coloragdo com anisaldeido foi preparada através da
combinacdo de 9 mL de etanol 95% com 0,5 mL de &cido sulfarico concentrado
e duas gotas de &cido acético glacial. Lentamente, foi adicionado 0,5 mL de
anisaldeido. A mistura foi borrifada sobre a placa de silica e colocada na estufa
a 100°C por alguns minutos para secar e ocorrer a formacdo de manchas
coloridas (Shiner et al. 2004). Esse reagente é utilizado para identificar alguns

compostos naturais como alcaloides ou flavonoides.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio de dupla camada

O ensaio de dupla camada foi utilizado para verificar quais dos isolados
de actinomicetos utilizados no estudo possuiam potencial de atividade

antifangica frente aos isolados fungicos de origem clinica.

O ensaio de dupla camada com os fungos dermatéfitos foi inicialmente
realizado utilizando 25 isolados de actinomicetos. Como néo foi obtido nenhum
resultado positivo, mais 15 isolados de actinomiceto foram testados. Ainda
assim nenhum dos microrganismos testados mostrou atividade de inibicdo
frente a esses fungos filamentosos. A busca de substancias com atividade
antifangica contra os fungos dermatofitos tém sido bastante dificil. No estudo
realizado por Augustine et al (2005), 218 isolados de actinomicetos foram
testados e apenas um (0,45%) isolado mostrou atividade contra fungos desse
grupo. Dos 100 isolados testados por Lakshmipathy & Kannabiran (2009),
apenas 3% mostraram atividade frente espécies de dermatdfitos. Ja Deepa et
al. (2011) isolaram 30 actinomicetos do solo e obtiveram atividade antifingica
frente a Microsporum spp de 5 (16%) isolados, porém os autores observaram
através da separacdo desses compostos bioativos por CCD que os valores de
Rf obtidos foram semelhantes aos compostos antifungicos utilizados
comercialmente, podendo significar que 0S mesmos compostos séo

responsaveis pela atividade antimicotica desses isolados.
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J& no ensaio de dupla camada realizado com as leveduras, foram
utilizados os 25 isolados de actinomicetos e onze destes (44%) foram capaz de
produzir halos de inibicdo (Figura 3) em pelo menos uma das espécies de
Candida testadas (Tabela 3). Este numero é relativamente alto quando
comparado com outros estudos, como o de Bachiega et al. (2005) que
encontraram 20,3% de atividade contra C. albicans. Gandotra et al. (2012)
observaram que, dos Streptomyces sp. analisados, 33,3% mostraram alguma
atividade antifangica frente isolados de Candida spp. Outros autores também
encontraram actinomicetos com atividade para isolados de C. albicans com
porcentagem de 11,1% (Aly et al., 2011), 5% (Hong et al., 2009) e 12,5%

(Susithra et al., 2009).

Figura 3 - Halo de inibicdo formado pelo isolado R18(6) no ensaio de dupla
camada frente ao isolado de Candida krusei (CK03).

35



Os isolados de actinomicetos 1S, R18(6) e 6(2) mostraram atividade
antifingica contra as seis espécies de Candida avaliadas e foram selecionados

para a etapa de otimizacdo da producao do metabdlito em meio liquido.

Tabela 3 - Valores do indice de antibiose obtidos no ensaio de dupla camada
dos isolados de actinomicetos frente as seis espécies de Candida.

Actinobactérias C. C. C. C. C. C.
dubliniensis albicans parapsilosis krusei glabrata tropicalis
(24P) (ATCC) (CPO6) (CK03) (CG01) (CTO08)

1s 0,33 0,31 0,81 1,83 042 1,00
2s 0 0 0 0 0 0
6s 0 0 0 0 0 0
8s 0 0 0 0 0 0
8e 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0
AP 0 0 0 0 0 0
43 0 0 0 0 0 0
R18(6) 1,28 0,58 1,50 1,27 0,93 1,15
Bio 3 0 0 0 0 0 0
6(4) 0 0,44 0,11 0,33 0,36 0,37
R(11)6 0,78 0,75 0,23 0,36 0 1,87
24(3) 0 0,33 0 0,10 0,55 0,15
R19(6) 0 0 0 0 0 0
2(4) 0 0,27 0 0 0,33 0,13
6(2) 0,90 0,80 1,00 050 1,25 0,53
8(4) 0 0,33 0 0 0 0
27(3) 0 0,29 0 0,16 0 0,22
5(3) 0 0,30 0 0 0,50 0,07
is05(5) 1,30 0,27 0 0,50 1,00 0
23 0 0 0 0 0 0
95 0 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0 0
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4.2 Otimizacao da producéo de extrato bruto
4.2.1 Meios de cultivo

Os actinomicetos 1S, R18(6) e 6(2) foram inoculados em caldo AC, ISP2
e Bennet's para a produgéo dos extratos brutos e através do ensaio de difusao
em poco foi possivel observar a presenca ou auséncia da atividade antifungica

para os isolados de Candida spp. (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados obtidos no ensaio de difusdo em poco utilizando
diferentes meios de cultivo para producdo de compostos antifingicos dos
isolados R18(6), 1S e 6(2).

WRM(@ 1S  6(2)
Meios

AC + - _
ISP2 - - +
Bennet’s - - +

O isolado 1S ndo manteve sua atividade antifingica quando cultivado
em meio liquido. Estudos tém mostrado que a producdo de antibidticos ocorre
melhor em meios de cultura sélidos do que em culturas submersas, onde a
atividade pode diminuir ou deixar de ser exibida. Thakur et al. (2007)
observaram que dos 65 isolados com atividade antibacteriana em meio sélido,
15 ndo exibiram atividade em meio liquido. Resultados semelhantes foram
descritos por outros autores (Salamoni et al. 2010, Anibou et al. 2008,
Maruyama et al. 1975). A producdo de antibidticos em culturas liquidas é

geralmente baixa e a detec¢cdo de compostos bioativos requer niveis de
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concentracéo elevados (Oliveira et al. 2010). Outro fator que pode causar essa
perda de atividade em meio liquido € a necessidade de contato entre as células
dos microrganismos antagonicos para induzir a produgcdo do composto

antifangico.

O isolado 6(2) quando cultivado em caldo ISP2 e no Bennet's mostrou
atividade antifungica frente a C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. No meio
AC ndo mostrou atividade antifangica. Ja o isolado R18(6) mostrou atividade
frente as seis espécies de Candida testadas quando crescido em meio AC, no
entanto, nos demais meios utilizados para cultivo ndo ocorreu formacgéao de

halos de inibicéo.

A producdo de metabdlitos bioativos por diferentes microrganismos é
influenciada pela concentracao e tipo de fonte de carbono, de nitrogénio e sais
minerais contidos no meio de cultivo. Os resultados da atividade antimicrobiana
obtidos no presente estudo demonstram isso e estdo de acordo com dados
obtidos por outros pesquisadores que observaram que a atividade
antimicrobiana de Streptomyces sp. pode aumentar ou ser completamente
inibida de acordo com a composicdo dos meios de cultivo utilizados para a

producdo de compostos bioativos (Prema et al., 2009, Shahat et al., 2011).

Um fator importante observado nos resultados do isolado R18(6) € a
falta de atividade quando cultivado em meio contendo glicose. Mellouli et al.
(2003), em seu estudo, testaram como fonte de carbono o amido, a glicose, a
frutose, o glicerol e a sacarose e obtiveram atividade antimicrobiana apenas
quando amido foi a fonte de carbono, esses dados corroboram com 0s

observados neste estudo. A glicose diminui a formacdo de muitos antibioticos
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produzidos por actinomicetos (a estreptomicina, a canamicina, a istamicina, a
neomicina, a actinomicina) através da repressdo de enzimas biossintéticas
(Sanchez & Demain 2002). Desta forma, € possivel explicar a falta de atividade
antifingica observada quando o isolado R18(6) foi cultivado nos meios ISP2 e
Bennet's, que contém glicose na sua formulacdo. Por outro lado, o isolado 6(2)
mostrou um comportamento inverso ao isolado R18(6), sendo observada
atividade inibitéria quando cultivado nos meios contendo glicose (ISP2 e
Bennet’s) e falta de atividade quando no meio sem presenca da glicose (AC).
Esse fato demonstra a grande diversidade fisiologica presente entre as

bactérias do grupo dos actinomicetos.

Como o isolado R18(6) foi o uUnico que inibiu as seis espécies de
Candida quando cultivado em cultura submersa, este foi o isolado selecionado
para prosseguir os ensaios de otimizagdo da producéo de composto bioativo

utilizando caldo AC.

4.2.2 Diferentes temperaturas

O isolado R18(6) foi inoculado em caldo AC e incubado nas
temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C, 40°C e 45°C. Aliquotas dos extratos foram
retiradas desde o pré-indculo até o oitavo dia de crescimento. Para verificar a
presenca de atividade antifingica nos extratos, foi realizado o ensaio de

difusédo em poco e o indice de antibiose foi calculado (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores dos indices de antibiose obtidos na otimizacdo da producéo
de compostos antifingicos pelo isolado R18(6) em caldo AC submetido a
diferentes temperaturas de incubacao. Pl (pré-inoculo).

C. C. C. C. C. C.

Tempo dubliniensis parapsilosis krusei glabrata tropicalis albicans

(24P) (CP06) (CK03) (CG01) (CT08) (ATCC)
Pl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 1,61 1,93 1,75 0,00 1,75 0,00
25°C 72h 1,86 2,14 1,79 0,00 2,00 0,00
96h 1,68 1,79 0,00 0,00 0,00 0,00
120h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
144h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
192h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 1,54 1,64 1,50 0,00 1,50 0,00
48h 2,04 2,32 1,86 0,00 1,75 0,00
30°C 72h 2,07 2,29 1,96 1,61 1,96 1,43
96h 1,61 1,68 1,61 0,00 1,61 0,00
120h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
144h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
192h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pl 1,68 1,89 1,43 0,00 1,46 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 1,79 1,79 0,00 0,00 1,68 0,00
35°C 72h 1,75 1,82 1,46 0,00 1,79 0,00
96h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
120h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
144h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
192h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

O extrato produzido a 25°C mostrou atividade antifingica, porém nao
para todos os isolados analisados (Figura 4), as amostras de Candida albicans
e C. glabrata ndo tiveram seu crescimento inibido. Nesta temperatura foi
possivel observar que a partir de 48 horas de crescimento até 96 horas o
composto bioativo estava presente. Entretanto em 96 horas o produto

apresentou atividade apenas contra C. dubliniensis e C. parapsilosis.
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B Candida dubliniensis B Candida parapsilosis B Candida krusei

B Candida glabrata W Candida tropicalis ~ ® Candida albicans

Figura 4 — Valores do indice de antibiose obtidos na producdo de extrato do
isolado R18(6) em caldo AC a 25°C, frente isolados de Candida sp.

O extrato produzido na temperatura de 30°C mostrou atividade
antifangica frente as seis espécies de Candida (Figura 5). A partir de 24 horas
até 96 horas de cultivo, o produto produzido pelo isolado R18(6) inibiu as
amostras de C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis. Em 72
horas, também, foi possivel observar a inibicdo do crescimento dos isolados de

C. albicans e C. glabrata.

Quando testado o extrato a 35°C, ndo se obteve resultados positivos
para as amostras de C. albicans e C. glabrata. Para as demais espécies foi
observada atividade antifungica no pré-inoculo, 48 e 72 horas de crescimento
(Figura 6), com excecéo do isolado de C. krusei, que néo foi inibido pelo extrato
produzido em 48 horas. A presenca de atividade antifungica no extrato do pré-
indculo foi observada apenas no crescimento a 35°C. Uma hipdtese para essa

observacdo é que o actinomiceto crescendo a essa temperatura tenha
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produzido algum metabdlito durante o cultivo do pré-in6culo em uma
concentragdo que inibiu o crescimento das leveduras. No entanto, esse
composto ndo é uma molécula estavel, pois a cada 24h era possivel observar

variacfes na atividade.
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Pl 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h

B Candida dubliniensis B Candida parapsilosis m Candida krusei

B Candida glabrata  ® Candida tropicalis ~ ® Candida albicans

Figura 5 — Valores do indice de antibiose obtidos na producdo de extrato do
isolado R18(6) em caldo AC a 30°C, frente isolados de Candida sp.
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Pl 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h

B Candida dubliniensis B Candida parapsilosis B Candida krusei

B Candida glabrata W Candida tropicalis ~ ® Candida albicans

Figura 6 — Valores do indice de antibiose obtidos na producdo de extrato do
isolado R18(6) em caldo AC a 35°C, frente isolados de Candida sp.
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Na temperatura de 40°C o extrato ndo mostrou nenhuma atividade
antifingica e na temperatura de 45°C o isolado R18(6) nd&o mostrou

crescimento celular.

Com base nesses dados observou-se que a temperatura de 30°C para o
crescimento do isolado R18(6) é a melhor condi¢do para ocorrer a producéo de
metabdlitos ativos contra todas as espécies de Candida analisadas. Gupte &
Kulkarni (2002) avaliaram diferentes condi¢des para o cultivo de um isolado de
Streptomyces chattanoogensis a fim de otimizar a producédo de antifungico com
atividade contra Candida albicans. Os autores também observaram que a 30°C
o isolado de S. chattanoogensis apresentou melhor atividade. Da mesma
forma, outros trabalhos testaram a influéncia de diferentes temperaturas para a
produgédo de compostos antimicrobianos e obtiveram melhor produgéo destes
compostos quando cultivando seus isolados a 30°C (Selvin et al., 2009, Sujatha

et al., 2005, Hassan et al., 2001).

4.2.3 Diferentes faixas de pH

Para avaliar a influéncia do pH na producdo do composto bioativo, o
isolado R18(6) foi inoculado em caldo AC tamponado com diferentes faixas de
pH e incubado a 30°C por oito dias. O actinomiceto mostrou crescimento
celular nos meios de cultura com pH 5,0 até o pH 10,0. Quanto a atividade
antifingica, observou-se que nos pHs mais elevados (pH 9,0 e pH 10,0) os
extratos ndo formaram halos de inibicdo no ensaio de difusdo em pogo. Nos
demais pHs analisados, houve a formacéo de halos e o indice de antibiose foi
calculado (Tabela 6). Os valores dos indices de antibiose foram analisados

estatisticamente através do teste de Tukey.
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O extrato produzido no meio AC com pH 5,0 mostrou atividade
antifingica para as seis espécies de Candida sp. a partir de 96h de cultivo.
Quando analisado o extrato bruto produzido no meio com pH 6,0, também foi
observada atividade para todos os isolados a partir das 96h de cultivo, porém
para a amostra de C. albicans ndo se obteve inibicdo do crescimento.
Avaliando o extrato do pH 7,0, observou-se atividade antifingica a partir das
120h de crescimento celular para as seis espécies de Candida testadas. Ja4 no
extrato produzido no meio com pH 8,0, foi verificada atividade antifungica a
partir das 72h de cultivo para todas as espécies de Candida analisadas, com
excecdo da C. albicans que foi inibida apenas com o extrato de 144 e 168h de

cultivo.

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com os dados que tém sido
relatados na literatura, que afirmam que os fatores ambientais como nutrientes,
temperatura, pH e tempo incubacdo tém profunda influéncia na producédo de
antibiéticos. Susithra et al. (2009), estudando um composto anti-candida
observaram melhor atividade em pH 8,0 e com 144 horas de cultivo. J4, Dasari
et al. (2011) observaram melhor producdo de antimicrobiano em pH 6,0 com
tempo de incubacdo de 96 horas. Arasu et al. (2009) observaram a melhor
producdo de antimicrobiano por um Streptomyces spp. com 96h de
crescimento em pH 7,0. Outros estudos também demonstram a presenca de
diferencas na otimizacdo da producdo de compostos antimicrobianos,
modificando temperatura, tempo de cultivo e faixa de pH 6timos (Selvin et al.
2009, Sujatha et al. 2005, Sajid et al. 2011, Thumar et al. 2010, Gandhimathi et

al. 2009, Ripa et al. 2009, Oskay 2009).
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Tabela 6- Valores dos indices de antibiose obtidos na otimizacdo da producao
de compostos antifingicos pelo isolado R18(6) em caldo AC submetido a
diferentes faixas de pH. PI (pré-inoculo).

C. C. C. C. C. C.
Tempos dubliniensis parapsilosis  krusei glabrata tropicalis albicans
(24P) (CP06) (CK03) (CGo01)  (CT08) (ATCC)
Pl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH50 72h 1,96 2,18* 2,00 1,61* 1,79 1,46*
96h 2,14* 2,43* 2,11  1,71* 2,04* 1,68*
120h 2,21* 2,57* 2,11  1,82* 2,14* 1,71*
144h 2,04* 2,54* 2,07  157* 2,15* 1,46*
168h 2,00* 2,50* 1,93* 1,64* 2,04* 0,00
192h 2,54* 2,61* 2,43*  1,86* 2,50* 0,00
PI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 1,43 1,96 1,43 0,00 1,50 0,00
pH6,0 72h 2,04* 2,32* 2,04* 0,00 2,11* 0,00
96h 2,00* 2,32* 2,04*  1,43* 1,86* 0,00
120h 2,14* 2,54* 2,04*  154* 1,93* 0,00
144h 2,18* 2,57* 2,14*  154* 2,11* 0,00
168h 2,32* 2,61* 2,39*  1,68* 2,29* 0,00
192h 2,18* 2,54* 1,86 1,46* 2,00* 0,00
Pl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH7,0 72h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
96h 1,36 1,50 1,43 0,00 1,46 0,00
120h 2,39* 2,89* 2,32  1,86* 2,36* 1,57*
144h 2,57* 3,07* 2,71  2,14* 2,64* 1,89*
168h 2,50* 2,75* 2,68  1,96* 2,32* 1,82*
192h 2,39* 2,14* 1,86 0,00 2,11* 0,00
PI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24h 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 1,43* 1,93* 1,43 0,00 1,50* 0,00
pH8,0 72h 1,93* 2,07* 1,71*  1,46* 1,79* 0,00
96h 2,00* 2,18* 2,00  1,43* 2,07 0,00
120h 2,07* 2,43* 2,21*  1,50* 2,11* 0,00
144h 2,00* 2,32* 2,14* 1 50* 2,14* 1,36*
168h 2,07* 2,18* 2,25  1,50* 2,07 1,50*
192h 1,46* 1,75 1,68* 0,00 1,57* 0,00

Médias seguidas de *, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
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Temperaturas e faixas de pH extremas ndo sdo favoraveis para a
producdo de antibidticos, o que se observa é que as melhores condi¢gbes de
producdo ficam em torno do pH 7,0 (Narayana & Vijayalakshmi 2008). O
trabalho realizado por Oliveira et al. (2010), utilizando o mesmo isolado R18(6),
mostrou que este possui um potencial como agente de biocontrole de
fitopatdgenos de tomateiro e encontrou a melhor atividade em caldo AC, na
temperatura de 30°C e pH 7,0, que estdo de acordo com os dados
apresentados neste estudo.

Com o intuito de obter um extrato com atividade para inibir as seis
espécies de Candida utilizadas nesse trabalho e, também, conseguir isso em
um menor periodo de tempo, foi realizada uma comparacao entre os melhores
resultados obtidos. Comparando os indices de antibiose do extrato produzido
em 96h no pH 5,0, do extrato com 120h de cultivo no pH 7,0 e do extrato em
72h em caldo AC sem tamponamento do pH, observou-se que os valores do
indice de antibiose ndo foram significativamente diferentes (p=0,05) (Tabela 7).
Desta forma, escolheu-se trabalhar com o isolado R18(6) em caldo AC nao
tamponado, a uma temperatura de 30°C e com tempo de cultivo de 72h.

Depois de realizada a padronizagcdo da producdo de extrato bruto, foi
realizado o ensaio de difusdo em poco para todos os isolados clinicos de
Candida e o indice de antibiose foi calculado (Figura 7). Pode-se observar que
os indices de antibiose variaram de 1,5 até 2,7 dependendo do isolado de

Candida analisado.
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Tabela 7 - Comparacdo dos valores do indice de Antibiose dos extratos
produzidos no caldo AC com pH 5,0 a 96h, no caldo AC com pH 7,0 a 120h e
no caldo AC nao tamponado a 72h, utilizando o teste de Tukey (p=0,05).

Tempos L C'. . C. . C. C . C
dubliniensis  parapsilosis  krusei glabrata  tropicalis albicans
pH 5,0 96h 2,14* 2,43* 2,11* 1,71* 2,04* 1,68*
pH7,0 120h 2,39* 2,89* 2,32* 1,86* 2,36* 1,57*
AC 72h 2,07* 2,29* 1,96* 1,61* 1,96* 1,43*

Médias seguidas de *, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).

2,8
2,6
2,4
2,2

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

Indice de Antibiose

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Figura 7 — Gréfico dos indices de antibiose do extrato padronizado (caldo AC,
30°C e 72h de cultivo) frente aos isolados clinicos de Candida.

4.3 Ensaio de termoestabilidade do composto bioativo

O composto antifungico presente no extrato bruto produzido pelo isolado
R18(6) foi submetido ao ensaio de termoestabilidade para verificar sua
capacidade de tolerar temperaturas de 30°C até 100°C sem perder a atividade.
Os valores da Atividade Residual (A.R.) foram calculados e analisados

estatisticamente pelo teste de Tukey.
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Quando avaliada a termoestabilidade nas temperaturas de 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C e 90°C, foram utilizados periodos de 15 e 30 minutos
de incubacéo. Os valores da A.R. variaram entre 81% e 100% desde o periodo
de incubacgdo de 15 minutos a 30°C até o de 15 minutos a 80°C. As aliquotas
incubadas por 30 minutos a 80°C e 15 minutos a 90°C tiveram perda
significativa de atividade com o valor de A.R. de 55% e 60%, respectivamente.
Quando avaliado por 30 minutos a 90°C o extrato perdeu totalmente a atividade

antifangica (Figura 8).
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Figura 8 — Valores da atividade residual (A.R.) obtidos no ensaio de
termoestabilidade do extrato bruto do isolado R18(6) nas temperaturas de 30°C
até 90°C.

Quando avaliada a estabilidade do composto a 100°C, foram utilizados
periodos de incubagdo menores com o intuito de verificar por quantos minutos

a atividade antifungica ndo seria afetada por esta temperatura. O extrato
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manteve sua atividade nos primeiros 3 minutos, com o valor de A.R. de 86%.
No periodo de 5 minutos a atividade residual diminuiu para 76% e a 10, 15 e 30

minutos de incubacgédo néo foi observada nenhuma atividade antifingica (Figura

9).
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Figura 9 — Valores da atividade residual (A.R.) obtidos no ensaio de
termoestabilidade do extrato bruto do isolado R18(6) na temperatura de 100°C.

Piuri et al. (1998) observaram que a polimixina produzida por um isolado
de Paenibacillus polymyxa se mantinha estavel até 10 minutos a 90°C. Os
dados obtidos no ensaio de termoestabilidade mostram que o composto
bioativo produzido pelo actinomiceto R18(6) possui uma estrutura quimica que

nao é facilmente degradada em contato com o calor.

4.4 Efeito de enzimas na atividade do composto bioativo

O extrato bruto foi tratado com as enzimas papaina, tripsina e proteinase
K com o objetivo de avaliar o efeito de enzimas proteoliticas sobre a atividade

antimicrobiana. O extrato manteve sua atividade ao ser tratado com 2 mg/mL
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de todas as enzimas testadas, mantendo a atividade residual em 100%.

Os dados obtidos sugerem que o composto antifingico em questao pode
ndo ser uma molécula proteica, pois essas enzimas agem quebrando as
ligagOes peptidicas. A tripsina age ligando-se no lado C-terminal de residuos de
lisina e arginina. A papaina age clivando ligagGes peptidicas de aminoacidos
bésicos, leucina ou glicina, e, também, hidrolisa os ésteres e amidas
(Kamphuis et al. 1985). A proteinase k tem como sitio predominante de
clivagem a ligacao peptidica adjacente ao grupo carboxilico de aminoéacidos

alifaticos e aromaticos (Ebeling et al. 1974).

Em contraponto, Fontoura et al. (2009) avaliaram a sensibilidade de um
peptideo com atividade antimicrobiana isolado de uma Pseudomonas sp., onde
aliguotas da substancia foram tratadas com tripsina, papaina, pronase E e
proteinase K. A atividade antimicrobiana se manteve ap0s os tratamentos,
sendo parcialmente perdida apenas quando utilizada a pronase E. Ja Xie et al.
(2009) testaram o efeito das enzimas pronase E, proteinase K, catalase,
pepsina, tripsina, papaina, lisozima, a-amilase e lipase sobre a atividade
antimicrobiana de uma bacteriocina e observaram que quando a amostra foi
tratada com pepsina, lipase, tripsina, proteinase K e pronase E, a atividade
antimicrobiana diminuiu (8,7%, 11,5%, 15%, 55% e 100%, respectivamente).
No entanto, nenhuma alteracdo no tamanho da zona de inibicdo foi observada
guando utilizadas as demais enzimas. Isso demonstra que existe a
possibilidade do composto bioativo produzido pelo isolado R18(6) possuir uma
estrutura peptidica que ndo foi afetada pelas proteinases testadas neste

trabalho e que outras enzimas podem afetar sua atividade antifungica.
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4.5 Fungigrama

O ensaio de fungigrama foi realizado para avaliar a suscetibilidade dos
isolados de Candida sp. frente aos antifungicos fluconazol e nistatina através

da técnica de disco-difusdo em agar.

Os resultados obtidos no fungigrama mostram que dos 27 isolados de
Candida sp., 70,3% sao resistentes a fluconazol. Quanto a nistatina, 18,6%
apresentaram resisténcia e 66,6% mostraram sensibilidade intermediaria a
droga (Tabela 8).

Fluconazol é um antifingico triazol bem tolerado e um agente seguro
que tem boa atividade clinica contra a maioria das cepas de Candida sp.
isoladas. O uso aumentado desta droga deu origem ao desenvolvimento de
resisténcia em Candida sp. (Santos Jr et al., 2005) e ,também, é observado
espécies que sao intrinsecamente menos sensiveis ao fluconazol, tais como C.
glabrata e C. krusei (Dovigo et al., 2009). No presente estudo, todos os
isolados de C. glabrata foram resistentes e apenas um isolado (20%) de C.

krusei mostrou suscetibilidade ao fluconazol.

Marr et al. (2000) avaliaram 585 espécies de Candida spp. isoladas de
pacientes pos-transplantados de medula éssea e observaram que todas as
amostras foram resistentes ao fluconazol. J& Wingeter et al. (2007) observaram
10% de resisténcia a fluconazol e 2% de resisténcia a nistatina em isolados de
Candida de pacientes HIV positivos. No estudo realizado por Ferrazza et al.
(2005) foi observado que espécies de Candida sp. isoladas de vagina tem

menor sensibilidade a nistatina.
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Tabela 8 — Resultados obtidos no fungigrama dos isolados clinicos de Candida.

R: resistente, |: intermediario e S: sensivel.

Amostras Fluconazol Nistatina

24A
24P
ATCC
CALO2
CALO5
CAL15
CAL17
CGO01
CGO03
CGO05
CG10
CKO02
CKO03
CKO05
CKO06
CKRO7
CP0O4
CPO6
CPO7
CPO8
CTO03
CTO6
CTO08
CTO09
CT56
RL12
RL7

WITIDDIDNTNNIIAIINIIIIONINIID
- NW=——- = —-=—TXV-J—-————TOITOV———— — — —

A perda da sensibilidade aos medicamentos comercialmente utilizados
para o tratamento de infeccbes causadas por isolados de Candida sp. vem
sendo observado em diferentes estudos (Colombo et al. 2006, Mujica et al.
2004, Favalessa et al. 2010) e os resultados obtidos neste trabalho corroboram

com essa informagao.
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Quando o extrato bruto produzido pelo actinomiceto R18(6) foi testado
frente a essas 27 amostras clinicas, mostrou atividade inibitoria em 100% dos
isolados (Figura 7). Com isso podemos inferir que o composto bioativo
produzido pelo isolado R18(6) ndo é semelhante a essas duas drogas e que

possui potencial para ser utilizado nos tratamentos de candidiases.

4.6 Ensaio da concentracao inibitoria minima (CIM)

Com o ensaio da concentracdo inibitéria minima do extrato bruto foi
possivel observar que os valores do CIM variam para cada isolado, ocorrendo

atividade desde a diluicdo 1/8 até a diluicdo 1/128 em 24 horas (Tabela 9).

Quando analisado o CIM em 48 horas, todas as amostras mostraram
crescimento celular em todas as diluicdes. Com esses resultados pode-se dizer
que o composto antifingico produzido pelo actinomiceto R18(6) tem acao

fungistética e nado fungicida.

Com os valores do CIM obtidos pode-se sugerir que esse composto
antifingico tem grande potencial para inibir espécies de Candida de origem
clinica, uma vez que esses valores foram obtidos a partir do extrato bruto e €
possivel que essa atividade seja potencializada apds purificagdo do composto

bioativo.
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Tabela 9 — Resultados do CIM para amostras clinicas de Candida com 24
horas de crescimento.

EXTRATO 1\2 1\4 1\8 1\16 1\32 1\64 1\128 1\256 1\512 1\1024

24A - - - - - - + + + + +
24P - - - - - - - + + + +
ATCC = - - - + + + + + + +
CALO2 - - - - - + + + + + +
CALO5 - - - - + + + + + + +
CAL15 - - - - - + + + + + +
CAL17 = - - - - - - - + + +
CGo1 - - - - + + + + + + +
CGO03 - - - - - + + + + + +
CGO05 - - - - - + + + + + +
CG10 - - - - + + + + + + +
CKO02 - - - - - - - - + + +
CKO03 - - - - - - - + + + +
CKO05 - - - - - - + + + + +
CKo06 - - - - - - + + + + +
CKRO7 - - - - - - + + + + +
CP04 - - - - - - - - + + +
CP06 - - - - - - + + + +
CPO7 - - - - - - - + + +
CP08 - - - - - - - - + + +
CT03 - - - - - - + + + +
CTO06 - - - - - - + + + +
CT08 = = = - - - - + + + +
CTO09 - - - - - - + + + + +
CT56 = = = - - - - + + + +
RL12 - - - - + + + + + + +
RL7 - - - - - - - - + + +

+ crescimento celular, - sem crescimento celular.

4.7 Curva de crescimento do actinomiceto

A curva de crescimento foi realizada com objetivo de se conhecer o
tempo de geracdo do isolado e correlacionar com a fase de producédo do
composto bioativo. Observou-se que depois de 24 horas o isolado R18(6) entra

na fase estacionaria de crescimento (Figura 10). Desta forma, pode-se inferir
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gue o composto com atividade antifungica € um metabdlito secundario, pois é

produzido na fase estacionaria.

2,5

|

biomassa (miligramas)
=} =
" = v

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h

Figura 10 — Dados da curva de crescimento do isolado de actinomiceto R18(6)
durante 192h de cultivo celular em caldo AC a 30°C e agitacao de 100 r.p.m.

4.8 Curva de variacdo do pH no meio de cultivo

Com o objetivo de verificar a capacidade do isolado de actinomiceto de
modificar ou ndo o pH do meio de cultivo, foi realizada uma curva de variacado
de pH do caldo AC. Os dados obtidos demonstram que 0 microrganismo
modifica o pH ao longo do seu crescimento (Figura 11). Durante a fase log de
crescimento do isolado R18(6), observou-se um aumento no valor do pH de
6,01 para 7,12. Durante a fase estacionaria de crescimento o pH do meio

diminuiu para 6,19 e, ao longo dos dias de incubacéo, o pH subiu até 7,56.
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O trabalho realizado por Raytapadar & Paul (2001) avaliou a atividade
antifingica do isolado IDA-28 de Streptomyces sp. e 0s autores observaram
gue concomitante com o crescimento do isolado, ocorreu mudanca no pH do
meio de cultivo. Ao longo do crescimento celular, 0s microrganismos
consomem e excretam diferentes substancias. Esses compostos excretados
podem possuir carater basico, aumentando o valor do pH, ou acido, diminuindo
esse valor. Bactérias e leveduras normalmente mantém o pH do meio em torno
da neutralidade, que é essencial para atividade 6tima de muitos processos
celulares importantes, incluindo a atividade de enzimas, taxas de sintese de
DNA e RNA parecem aumentar e, além disso, alteracdes no pH também
parecem ter importancia no controle do ciclo celular dos microrganismos

(Beales, 2004).

Analisando os dados obtidos neste trabalho, observou-se que a melhor
producdo do composto bioativo foi em 72 horas de cultivo em meio AC sem o
controle do pH. Adicionando essa informacéo com os dados da variacdo do pH
do meio de cultivo pelo isolado R18(6) (Figura 11), pode-se inferir gue em uma
faixa de pH no valor de 6,5 ocorre a producao do composto antifingico ativo
para as seis espécies de Candida no menor periodo de tempo. Esses dados
corroboram com os encontrados Trenozhnikova et al. (2012), que observaram
a producdo 6tima de antibidtico produzido por um isolado de Streptomyces sp

em meio com pH 6,5.
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Figura 11 - Valores do indice de antibiose ao longo de 192 horas de cultivo do
isolado R18(6) em caldo AC a 30°C e valores da variacdo do pH para o isolado
R18(6) durante 192h de crescimento em meio AC a 30°C.

4.9 Microcultivo do actinomiceto

No microcultivo do isolado R18(6), observou-se que este isolado
apresenta morfologia caracteristica do género Streptomyces, com micélio

aéreo espiral e longas cadeias de esporos (Figura 12).

4.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Através da microscopia eletrénica de varredura pode-se visualizar o
micélio modificado para a formagéo dos esporos do isolado. Pode-se observar
as cadeias de esporos em forma de espiral, 0 que caracteriza o0 género

Streptomyces, com superficie lisa (Figura 13).
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Figura 12 — Visualizacdo do microcultivo do isolado R18(6) em microscépio
optico. (40X)

TM3000_3914 2012/12/14 12:29 HL D4.3 x10k 10 um TM3000_3916 2012/12/14 12:41 HL D4.3 x12k  5.0um
Analy Analy

TM3000_3918 2012/12/14 12:46 HL D4.3 x9.0k  10um TM3000_3913 2012/12/14 12:22 HL D4.3 x6.0k  10um
Analy Analy

Figura 13 — Microscopia Eletrénica de Varredura do isolado R18(6).
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4.11 Cromatografia

A Cromatografia em Camada Delgada foi utilizada para separar o
composto bioativo dos demais compostos presentes no extrato bruto. Para isso
foi pipetado 40 pL do extrato bruto na placa de silica e testado diferentes
solventes. Todos os solventes utilizados apresentaram no minimo uma banda
visivel nos dois comprimentos de onda de luz UV (254 nm e 365 nm). A banda
que apareceu nas placas de silica de todos os solventes testados estava
sempre presente com Rf variando de 0,85 a 1. Quando utilizado como solvente
o BAW (Butanol/ Acido acético/ Agua), foi possivel visualizar duas bandas, uma

com Rf de 0,91 e outra com o Rf de 0,35.
4.12 Autobiografia

Todas as placas de silica foram submetidas a autobiografia frente ao
isolado CAL17. A autobiografia nos permite identificar se alguma das bandas
visualizadas na CCD tem o composto antifungico presente. A banda que foi
capaz de inibir o crescimento da levedura CAL17 foi visualizada apenas
quando utilizado como solvente o BAW. O local com o composto ativo ficou em
um Rf de 0,35 (Figura 14), porém pode-se observar que o halo de inibicdo nédo

ficou presente somente sobre a altura da banda visivel.
4.13 Identificacéo parcial do composto bioativo

Para identificar parcialmente o composto bioativo, foram realizadas
coloragBes com cloreto férrico, ninhidrina e anisaldeido. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 10.
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Figura 14 - Resultado da autobiografia com o sistema de solvente butanol/acido
acético/ agua (4:1:5) (BAW) frente ao isolado CAL17. ->: altura da banda
visivel apenas na luz UV.

Tabela 10 — Resultados obtidos através da coloracdo de CCD

Antimicrobianos Reativos
FeCl; Ninhidrina Anisaldeido
Ciprofloxacina - + +
Eritromicina - - -
Penicilina G - + +
Rifampicina + - +
Estreptomicina - + +
Tetraciclina + - +
Vancomicina - + -
Composto - - +

desconhecido

+ positivo para o reagente testado; - negativo para o reagente testado.

A solucao reativa de cloreto férrico foi utilizada para verificar a presenca
de hidroxilas fendlicas, ou seja, grupos OH ligados a um anel aroméatico. O
tratamento com a solugdo de cloreto férrico produz complexos caracteristicos
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de cor azul, violeta, purpura, verde ou vermelho-castanho. Quando o resultado
€ negativo, como presenca de alcoois, éteres, aldeidos, acidos, cetonas,
hidrocarbonetos e os seus derivados halogenados, ocorre falta de cor, amarelo

palido ou castanho (Shiner et al. 2004)

O teste com a ninhidrina foi realizado para observar a presenca de
grupos amino livres. Esse teste € bastante usado na identificacdo de
aminoacidos. Todos os aminoacidos que contém o grupo a-amino livre reagem
com ninhidrina produzindo uma substancia de coloragdo azul-violacea.
Algumas exceg¢des, como a prolina e a hidroxiprolina, que possuem 0 grupo a-
amino substituido fornecem derivados com a cor amarelo caracteristica. A

formacéo das cores laranja e vermelho € considerada resultado negativo.

Com os dados obtidos nessas coloracdes, pode-se inferir que o
composto antifungico produzido pelo actinomiceto R18(6) ndo possui hidroxilas
ligadas a anel aroméatico (Figura 15), pois nao foi corado com cloreto férrico. E
nao possui grupo amino livre, pois nao foi visualizada nenhuma coloracédo no

composto bioativo quando corado com ninhidrina (Figura 16).

O reagente anisaldeido é utilizado para identificar alguns compostos
naturais como alcaléides ou flavonéides, mas ndo hd um mecanismo de reacdo
estabelecido para as reacdes que ele desencadeia. Sabe-se apenas que
alguns compostos desenvolvem cores quando revelados com anisaldeido.
Quando realizada a coloracdo com este reagente, foi possivel observar que a
banda com atividade antifungica apresentou coloracdo marrom e, comparando
com os antibioticos padrdes utilizados, a banda ficou bastante semelhante com

a formada pela estreptomicina (Figura 17).
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Figura 15 - Resultado da coloracdo da CCD com cloreto férrico. EXT — extrato
bruto produzido pelo actinomiceto R18(6); CIP — ciprofloxacina; ERI -
eritromicina; PEN — penicilina G; RIN — rifampicina; STR — estreptomicina; TET
— tetraciclina; VAN — cloridrato de vancomicina. - Rf de 0,35.

J
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Figura 16 - Resultado da coloracdo da CCD com ninhidrina. EXT — extrato
bruto produzido pelo actinomiceto R18(6); CIP — ciprofloxacina; ERI -
eritromicina; PEN — penicilina G; RIN — rifampicina; STR — estreptomicina; TET
— tetraciclina; VAN — cloridrato de vancomicina. - Rf de 0,35.
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A coloracdo com anisaldeido mostra a presengca de compostos como
flavonoides e alcaloides. Os alcaloides sdo compostos que contem nitrogénio
ligado em um anel heterociclico e sédo geralmente de carater basico (Junior et
al. 2010). Analisando a estrutura da estreptomicina (Apéndice 2), pode-se
observar a presenca de anel heterociclico com nitrogénio ligado, podendo ser
esta parte da molécula a responsavel pela coloracdo com o anisaldeido. Desta
forma, é possivel que o composto antifungico produzido pelo actinomiceto

R18(6) também apresente na sua estrutura algo semelhante.

Figura 17 — Resultado da coloragdo da CCD com anisaldeido. EXT — extrato
bruto produzido pelo actinomiceto R18(6); CIP — ciprofloxacina; ERI -
eritromicina; PEN — penicilina G; RIN — rifampicina; STR — estreptomicina; TET
— tetraciclina; VAN — cloridrato de vancomicina. - Rf de 0,35.

Diferentes estudos utilizaram reagentes para coloracdo de CCD com o
objetivo de identificar parcialmente o composto ativo. Porém, os dados obtidos

com a CCD néao foram suficientes para identificar a molécula com atividade
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antimicrobiana (Badji et al. 2006, Merlat et al. 2012, Boubetra et al. 2013,
Boudjelal et al. 2011). Da mesma forma, neste trabalho a CCD nos permitiu
levantar algumas hipoteses sobre a estrutura da molécula sem, contudo,

elucidar a sua estrutura quimica.
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5- CONCLUSOES

Dos vinte e cinco isolados de actinomicetos testados frente a C.
albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis,
onze inibiram no minimo uma das espécies. Os isolados 1S, R18(6) e 6(2)
inibiram as seis espécies de Candida. Nenhum dos isolados de actinomicetos

mostrou atividade antifungica frente aos isolados de fungos dermatofitos.

R18(6) foi o actinomiceto que inibiu todas as espécies de Candida
testadas quando cultivado em cultura liquida e as melhores condi¢bes de
cultivo para a produgdo do composto antifingico foram utilizando caldo amido

caseina sem pH controlado, com 72 horas de cultivo na temperatura de 30°C.

O actinomiceto R18(6) pertence ao género Streptomyces.

Foi possivel observar algumas caracteristicas do composto antifingico
produzido. Este composto possui atividade fungistatica e uma estrutura quimica
que néo é facilmente degradada em contato com o calor. Estruturalmente, ndo
possui hidroxilas ligadas a anel aromatico, ndo apresenta grupo amino livre e
possivelmente alguma parte da molécula tenha um anel heterociclico com

nitrogénio ligado.
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6- PESPECTIVAS

- Realizar o sequenciamento do isolado R18(6)

- Purificar o composto antifungico através de cromatografia de gel filtracdo e

troca-ibnica.

- Identificar a molécula ativa através de HPLC e espectrometria de massas.
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8- APENDICES

1- Solugdes utilizadas para tamponamento do caldo AC
1.1 Solugéo de Mcllvaine

1.1.1 Solugéo tampéo pH 5,0

Na,HPO, (0,2 M) 10,3 mL
Acido citrico (0,1 M) 9,7 mL

1.1.2 Solugéo tampéao pH 6,0
Na,HPO, (0,2 M) 12,63 mL
Acido citrico (0,1 M) 7,37 mL

1.1.3 Solucédo tampéao pH 7,0
Na,HPO, (0,2 M) 16,47 mL
Acido citrico (0,1 M) 3,53 mL

1.1.4 Solugéo tampéao pH 8,0
Na,HPO, (0,2 M) 19,45 mL
Acido citrico (0,1 M) 0,55 mL

1.2 Solugéo de acido borico — cloreto de potassio

1.2.1 Solucéo tampéao pH 9,0
H3BO3 KCI (0,1 M) 50 mL

NaOH (0,1 M) 21,24 mL
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1.2.2 Solucéo tampéo pH 10,0

H3BO3 KCI (0,1 M) 50 mL

NaOH (0,1 M) 43,90 mL

2- Estrutura dos antibiéticos utilizados como padrédo na CCD

Ciprofloxacina:

Eritromicina:

H.C
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Penicilina:
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Rifampicina:

Estreptomicina:
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Tetraciclina:

Vancomicina
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