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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 7

PRODUGCAO DE B-GLUCANASES E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E REDUGAO DE

Glaucia Hollaender Braun

Universidade de Franca- Unifran, Nicleo de
Pesquisas em Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas,
Franca-SP

Henrique Pereira Ramos

Universidade de Franca- Unifran, Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas,
Franca-SP

Maria Laura Lucas Natal

Universidade de Franca- Unifran, Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas,
Franca-SP

Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues
Pietro

Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, Araraquara- SP.

RESUMO: A resisténcia de micro-organismos
aos farmacos atualmente utilizados no
mercado € resultado de fatores como:
mutagdes genéticas, intercambio de material
genético, selecbes evolutivas e proliferacéo
de clones com multiplas resisténcias, gerando
um problema de saude publica. O surgimento
de biofilmes de Candida albicans como uma
forma de resisténcia microbiana pode ser
observada em superficies sélidas, como por
exemplo, em préteses totais e aparelhos
ortodénticos e as opgdes terapéuticas para sua
reducdo e eliminacdo sao escassas e muitas
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BIOFILME DE Candida albicans

vezes ineficientes. Sendo metabolicamente
versateis, principalmente quanto a producéo de
enzimas e metabdlitos secundarios, os fungos
filamentosos, despertam grande interesse por
representarem uma opc¢ao biotecnoldgica aos
antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi
produzir e determinar a atividade da enzima
fungica, B-glucanase, frente a células de
Candida albicans. A B-glucanase extracelular
foi obtida a partir de cultivo submerso de
Trichoderma reesei. A atividade antimicrobiana
foi analisada frente as células de Candida
albicans para determinagdo da concentragcéo
inibitéria minima (CIM). Os resultados mostram
em ensaios com células planctdnicas CIM para a
enzima produzida de 1,0 mg/mL e para ensaios
com biofiime CIM de 1,0 mg/mL e IC, de 0,785
mg/mL., enquanto para a enzima comercializada
de 0,625 mg/mL e para anfotericina B de 0,010
mg/mL em ambos os ensaios. Os resultados
contribuem em possiveis aplicagdes de produtos
biotecnolégicos, as enzimas fungicas, na busca
por novas alternativas terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: enzimas, [B-glucanases,

atividade antimicrobiana, resisténcia
microbiana, produtos naturais.
ABSTRACT: Antimicrobial resistance is an

increasingly serious threat to global public
health. Antimicrobial inappropriate
prescribing, extensive agricultural use, and few

overuse,
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new antibiotics availability are the major factors that result in the rapid emergence of
multidrug-resistant pathogens. Candida albicans biofilms formed in solids surfaces,
such as dentures and orthodontic appliances, are associated with drastically enhanced
resistance against most antimicrobial agents. In the last decades, biotechnology
potential of filamentous fungi enzymes has attracted a great deal of attention for
pharmaceutical applications. In this work, the enzyme (3-glucanase was obtained from
submerse culture of Trichoderma reesei and evaluated against planktonic cells and
biofilms of Candida albicans. MIC of B-glucanase were 1.0 mg/mL against planktonic
cells and biofilms and IC,, were 0.785 mg/mL against biofilms. These results contributed
to biotechnology applications of enzymes in pharmaceutical industry for the search of
potential candidates of new drugs.

KEYWORDS: enzymes, B-glucanases, antimicrobial activity, antimicrobial resistence,
biofilms, natural products

11 INTRODUCAO

O crescente aumento da resisténcia aos farmacos antimicrobianos atualmente
utilizados (LEVY, 2005), evidencia um grande problema na saude publica, suscitando a
importancia do enfoque em pesquisas que abordem a prospecc¢ao de produtos naturais
com atividade biol6gica para se descobrir agentes mais efetivos, menos téxicos e com
diferentes mecanismos de acéo, além da correta utilizacéo dos farmacos ja disponiveis
no mercado. (ANDERSON, 2005).

Historicamente produtos naturais tém relevante papel no desenvolvimento de
novos farmacos. Dentre as importantes fontes naturais no desenvolvimento de novos
farmacos, os microrganismos tém se destacado. Desde a descoberta da Penicilina
por Fleming em 1928 um grande numero de substancias oriundas do metabolismo
microbiano constitui alvos de interesse da industria farmacéutica (BUTLER et al.,
2004). Sendo metabolicamente versateis, principalmente quanto a producdo de
enzimas e metabdlitos secundarios, os microorganismos tém demonstrado resultados
bastante promissores, produzindo alta diversidade estrutural e um grande niumero de
compostos biologicamente ativos (HAN et al., 2010).

As leveduras sao fungos oportunistas que estao entre os agentes etiolégicos mais
comuns, causam infeccbes com diagnoéstico e tratamento dificeis e com altos indices
de mortalidade (PERLROTH ET al., 2007). Dentre as leveduras que acometem o ser
humano, a Candida albicans € considerada uma das mais patogénicas, causando um
grande numero de infeccbes oportunistas que podem ser fatais principalmente para
pacientes imunocomprometidos (LENGELER et al., 2000; SELITRENNIKOFF et al.,
2001).

Assim como outros fungos, as espécies de Candida possuem parede celular bem
definida, composta por manoproteinas, 3-1,3-D-glucanas, B-1,6-D-glucanas, quitina e
uma pequena quantidade de proteinas e lipidios (AKPAN; MORGAN, 2002).
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Na natureza os micro-organismos podem existir como células separadas
(planctbénicas), ou preferencialmente, na forma de comunidades microbianas
estruturadas. Os biofilmes microbianos sao definidos como comunidades estruturadas
de micro-organismos irreversivelmente aderidas a uma superficie, artificial ou biologica,
protegida por uma matriz exopolimérica de substancias extracelulares (PIERCE et
al., 2008) e que exibem um estado metabdlico distinto ao observado no crescimento
planctbénico, especialmente com respeito a transcricéo e interacdes entre as células
(LINDSAY; HOLY, 2006). Os microrganismos formam o biofilme como estratégia para
otimizar sua sobrevivéncia, como uma forma adaptativa de perpetuacdo da espécie
(MARSH, 2003), sendo constituidos por microrganismos de uma Unica ou de diversas
espécies (COSTERTON et al., 1995). A composicao do biofilme de C. albicans consiste
em uma mistura de células hospedeiras, células em forma de leveduras, pseudo-
hifas e hifas, além de matriz extracelular composta de proteinas e polissacarideos
(MUKHERJEE et al., 2005), relacionado também com ma higiene oral (ALVES, 2009).

Glucanases sao enzimas com amplas aplicacdes biotecnologicas. Sado produzidas
por fungos filamentosos e leveduriformes, e por bactérias, que hidrolisam ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,3 presentes e B-D-glucanas, liberando glicose como produto
principal (FLEURI; SATO, 2008). A principal funcao estrutural das 3-glucanas é auxiliar
a manutencao da rigidez e integridade da parede celular de fungos e leveduras
(SEVIOUR et al., 1992; STONE, CLARKE, 1992), e podem ser degradadas pelas
B-glucanases (KUMAR; DEOBAGKAR, 1996) sendo estas, hidrolases que participam
diretamente do processo de controle bioldégico, uma vez que hidrolisam B-1,3-1,6-
glucanas constituintes da parede celular de alguns patégenos (IORIO et al., 2008).

O uso de artefatos protéticos, como proéteses totais e aparelhos ortoddnticos,
favorece a colonizagdo e a consequente patogenicidade de leveduras na cavidade
bucal. Embora as praticas adequadas de higiene oral desempenhem um papel
fundamental na prevencao do desenvolvimento do biofilme, produtos com agentes
biocidas sao particularmente Uteis quando a higiene oral ndo é a ideal. (MARINHO
et al., 2013). Neste contexto, avaliamos a acdo de B-glucanases, produzida por
fermentacao e adquirida comercialmente, sobre o biofilme de C. albicans.

2| METODOS

2.1 Cultivo dos Micro-organismos

Culturas dos fungos Trichoderma reesei (QM 9414) foram utilizados para
a producéo de glucanase. As cepas fungicas foram mantidas em meio solidificado
BDA (batata-dextrose-agar) e submetidas a repiques periédicos a cada 30 dias. Para
obtencéo dos esporos 10 mL de agua destilada estéril foram adicionados sobre os
cultivos fungicos por raspagem superficial das culturas obtendo suspensodes de esporos
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(107 esporos/mL) para o inéculo. As enzimas B-glucanases foram obtidas por meio de
cultivos em meio liquido segundo Rapp (1989), durante 6 dias, 150 rpm a 30 °C. A
levedura C. albicans (ATCC 90028) foi cultivada em meio agar Sabouraud e mantida
em estufa a 35.5° C por 48h para o seu completo desenvolvimento. A manutengéo da
cepa foi realizada a partir de repiques quinzenais

2.2 Obtencao do extrato enzimatico

O meio de cultura resultante proveniente da fermentacéo, apos filtracdo para
eliminar a biomassa, foi fracionado com sulfato de aménio e triturado em almofariz
(DAWSON et al., 1969). Adicionou-se lentamente sulfato de aménio ao fluido de
cultura contendo a enzima até atingir o indice de saturacao desejado e em seguida o
extrato foi deixado em repouso “overnight” em geladeira e centrifugado por 20 min a
8000 rpm a 4 °C. Apos, o precipitado foi suspenso em tampao adequado, dialisado sob
agitacao e refrigeragcdo neste mesmo tamp&o. Ao final da dialise o extrato clarificado
foi congelado e liofilizado.

2.3 Ensaio de atividade de pB-Glucanase

250 pL de uma solugéao de laminarina (1%) dissolvida em 50 yM de tampéao de
acetato pH 4,8 e 125 pl da solugédo de enzima foram usadas para a reag¢édo. Depois de
30 min a 37 ° C, areacao foi interrompida pela adicéo de 1,5 ml de reagente DNS. Esta
mistura foi fervida durante cinco minutos e depois 5mL de agua foram adicionados. O
acucar redutor formado foi detectado em leitura a 540 nm por um espectrofotdmetro
(MILLER, 1995). Os brancos foram confeccionados da mesma maneira, excetuando
que as enzimas foram previamente desnaturadas por fervura a 5 minutos.

2.4 Determinacao da atividade antifungica

Os extratos enzimaticos obtidos foram liofilizados e posteriormente avaliados
quanto a presenca de atividade antimicrobiana frente ao fungo leveduriforme C.
albicans de acordo com as normas preconizadas pelo CLSI, Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2008).

2.4.1 Ensaio com células plancténicas

Em tubos tipo eppendorf foram preparadas solugdes dos extratos, solubilizados
em meio RPMI-1640. Para a obtencao de indculos foram utilizadas culturas de 48 horas
de C. albicans. As suspensoes de C. albicans foram padronizadas na concentracdo de
2 x 10* células/mL. Como controle positivo utilizou-se anfotericina B.

Em microplacas estéreis de 96 pocos, realizaram-se diluicbes seriadas das
amostras e dos controles, posteriormente acrescidas dos inéculos, totalizando um
volume final de 200 pL por poco para avaliacao da atividade antifiungica. As microplacas
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foram seladas e incubadas a 35 °C por 48 horas. Definiu-se como CIM a menor
concentracao do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento
do microrganismo.

2.4.2 Reducéo de biofilme de C. abicans em microplacas pelo método de XTT

As células de C. albicans foram previamente cultivadas em Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) com cloranfenicol, a 37 °C, por 48 horas. Em seguida, as células recém-
cultivadas foram transferidas para o meio Yeast Nitrogen Base (YNB) e foram
novamente incubadas a 37 ‘C, por 12-18 horas. Apods esse periodo, preparou-se o
inoculo através das suspensdes de C. albicans padronizadas na concentracao de 107
cel/mL.

O biofilme de C. albicans foi formado em microplacas de cultura de 96 orificios,
aliquotas de 100 pL das suspensdes padronizadas do micro-organismo foram
transferidas para orificios da placa de cultura e incubados por 90 minutos (fase de
adeséo), a 37 °C, em agitador orbital (75 rpm). Apds esse periodo, os orificios foram
lavados duas vezes com 150 uL de PBS. Em seguida, 150 uL do meio RPMI-1640
foram adicionados nos orificios e mantidos por 48 horas, em agitador orbital (37 °C; 75
rpm), para desenvolvimento do biofilme.

Apo6s a formacé&o do biofilme, procedeu-se a duas lavagens com 150 uL de
PBS para remocédo de células ndo aderidas e posteriormente adicionou-se 200 yL
das amostras, as quais foram avaliadas em diferentes concentragbes. Como controle
positivo utilizou-se anfotericina B. A viabilidade celular foi avaliada por meio do
ensaio de reducdo de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-
2H-hidroxido-tetrazélio (XTT) comparando-se os biofilmes tratados aos controle sem
tratamento. Para este ensaio, as amostras avaliadas foram removidas e adicionou-se
200 pL da solugcéo de XTT em cada orificio. As placas foram incubadas no escuro
a 37°C por 3 h. Ap6s esse periodo, uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi
transferida para uma placa de leitura, as quais foram lidas em espectrofotometro em
490 nm e realizaram-se os calculos de IC,  das amostras testadas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

O fungo filamentoso Trichoderma reesei (QM 9414) cultivado em meio liquido
submerso mostrou-se produtor de glucanase, nas condicdes de cultivo utilizadas. O
extrato liofilizado de B-Glucanase apresentou atividade bioldgica frente a C. albicans
na concentracdo de 1,00 mg/mL (Tabela 1) e apresentou IC_ de 785 pg/mL quando
testado em ensaio de reducéo de biofilme de C. albicans (Tabela 2).
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Amostras CIM (mg/ml)

B-Glucanase produzida 1,00
B-Glucanase comercial (Sigma) 0,625
Controle positivo (anfotericina B) 0,10

Controle negativo -

Tabela 1. Atividade de enzimas B-glucanases frente a C. albicans

Amostras IC,, (ng/mL) CIM (mg/ml)
B-Glucanase produzida 785,0 1,00
B-Glucanase comercial (Sigma) - -
Controle positivo (anfotericina B) 3,310 0,10

Controle negativo - -

Tabela 2. Atividade de enzimas -glucanases frente a biofilme de C. albicans

Nao permanecem ainda muito claros 0os mecanismos pelos quais a enzima
exerce atividade antifungica. B-Glucanase possui atividade auxiliar na producéo de
esferoplastos de C. albicans (DOMANSKI, MILLER, 1968). Possivelmente a camada
de B-Glucana é destruida por acdo da enzima, demonstrando assim capacidade
antimicrobiana. Outros estudos (XU et al., 2013) demonstram que B-Glucanase podem
induzir filamentacdo em C. albicans, indicando que a enzima pode atuar como um
antifungico natural que induz a modificagées morfolégicas nas quais ocorre rompimento
das barreiras celulares.

41 CONCLUSOES

Os resultados contribuem em possiveis aplicacbes de B-glucanases como
produtos biotecnolégicos na busca por novas alternativas farmacéuticas.
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