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APRESENTACAO

Temos o prazer de dar continuidade ao tema de microbiologia inter-relacionado a
pesquisa cientifica e tecnoldgica iniciado pela editora no ano de 2019. Apresentamos
aqui um novo volume deste contexto, denominado “Pesquisa cientifica e tecnoldgica em
microbiologia, volume 3” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos
institutos do territorio nacional contendo analises de processos biol6gicos embasados em
células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéo de atividades microbianas
com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos microscopicos
nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo,
genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o ambiente além de aplicacdes
biotecnol6gicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para
analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a
linha de frente de avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os avancos na
area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel os estudos desses
seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. Sabemos na
atualidade que os microrganismos sé&o encontrados em praticamente todos os lugares, e
a falta de conhecimento que havia antes da invencdo do microscopio hoje néao é mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como
bactérias, virus, fungos e protozoérios.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sé&o, deste modo, discutidos aqui
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela satde em seus aspectos microbioldgicos. Portanto
a obra propd6e uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos em alguns
campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais pesquisadores de
outras subéreas da microbiologia.

Assim, desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 1

ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS DA CASCA
DOS FRUTOS DE Hymenaea courbaril L SOBRE
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Staphylococcus aureus

RESUMO: O estudo da atividade antimicrobiana
de Hymenaea courbaril L., popularmente
conhecida como “jatoba”, foi realizado com as
cascasdosfrutosdestaespécie,aqualtemvarias
aplicacdes na medicina popular. Dentre elas, no
combate a afeccbes pulmonares de modo geral,
dores, cdlicas estomacais, como vermifugo
e anti-diarréico. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
bruto hidroalcodlico fluido e seco obtidos a partir
da casca dos frutos de Hymenaea courbaril
L., in vitro, frente a cepas de Staphyloccocus
aureus, e relacionar essa atividade biologica
com a sua composicao quimica. Das cascas
dos frutos maduros, foram extraidos extratos
brutos hidroalcodlicos, sendo um fluido e o
outro seco. A analise fitoquimica dos extrados
demonstrou a presenca de flavondides, taninos
catéquicos, alcalbides, heterosides digitalicos
e triterpendides. O potencial antimicrobiano
dos extratos foi determinado pelos métodos
de microdiluicdo em caldo e pela técnica de
contagem por microgota. Os resultados obtidos
indicam que os extratos testados s&o bons
agentes antimicrobianos contra bactérias Gram-
positivo, especificamente contra cepas de
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes
a oxacilina. As mais baixas CIM e CLM obtidas
para os extratos fluido e seco foram de 0,625mg/
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mL e 1,25mg/mL e 0,625mg/mL e 2,5mg/mL, respectivamente. Conclui-se que os extratos
obtidos da casca dos frutos maduros de H. courbaril L. apresentam pequeno espectro de
acao antimicrobiana frente aos microrganismos avaliados, porém, novos estudos quimicos,
farmacolégicos e clinicos devem ser realizados a fim de identificar substancias ativas, em
sua composi¢ao, com potencial antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: Jatoba, Antimicrobiano, Plantas medicinais, Staphylococcus aureus.

PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF EXTRACTS FROM
THE FRUIT PEEL OF Hymenaea courbaril L AGAINST Staphylococcus aureus

ABSTRACT: The study of the antimicrobial activity of Hymenaea courbaril L., popularly
known as “jatoba”, was carried out with the fruit peels of this species, which has several
applications in folk medicine. Among them, in the fight against lung diseases in general, pain,
stomach cramps, such as vermifuge and anti-diarrheal. The objective of this work was to
evaluate the antimicrobial activity of the crude fluid and dry hydroalcoholic extract obtained
from the peel of the fruits of Hymenaea courbaril L., in vitro, against strains of Staphyloccocus
aureus, and to relate this biological activity with its chemical composition. From the peels of
the ripe fruits, crude hydroalcoholic extracts were extracted, one fluid and the other dry. The
phytochemical analysis of the extracts demonstrated the presence of flavonoids, catechic
tannins, alkaloids, digitalis heterosides and triterpenoids. The antimicrobial potential of the
extracts was determined by the broth microdilution methods and by the microtip counting
technique. The results obtained indicate that the tested extracts are good antimicrobial
agents against Gram-positive bacteria, specifically against oxacillin-sensitive and resistant
strains of Staphylococcus aureus. The lowest MIC and CLM obtained for the fluid and dry
extracts were 0.625mg/mL and 1.25mg/mL and 0.625mg / mL and 2.5mg / mL, respectively.
It is concluded that the extracts obtained from the peel of ripe fruits of H. courbaril L. have a
small spectrum of antimicrobial action against the microorganisms evaluated, however, new
chemical, pharmacological and clinical studies must be carried out in order to identify active
substances, in their composition, with antimicrobial potential.

KEYWORDS: Jatoba, Antimicrobial, Medicinal plants, Staphylococcus aureus.

11 INTRODUCAO

Durante séculos, as plantas foram amplamente utilizadas para fins medicinais em
varias culturas, e o interesse mundial por esses insumos aumentou principalmente nas
Ultimas décadas, onde pesquisas utilizando plantas medicinais foram alvo de diversos
estudos (STREET & PRINSLOO, 2013; EKOR, 2014).

No Brasil, sua vasta biodiversidade, seus conhecimentos tradicionais abundantes e
sua cultura comum do uso de plantas medicinais, tudo isto refletiu em um grande interesse
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para a realizacdo de importantes pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de
vegetais (DE SOUZA et al., 2017).

Com a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos as
pesquisas com plantas medicinais passaram a receber um maior destaque, garantindo
assim o acesso seguro de plantas medicinais para fins terapéuticos, além de fortalecer o
desenvolvimento tecnolégico no pais (BRASIL, 2006).

Assim, ha uma crescente investigacdo do potencial terapéutico de extratos de
plantas medicinais onde alguns dos seus compostos com propriedade antimicrobiana
como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas e saponinas
tém sido objetos de interesse para o tratamento de varios tipos de infec¢bées humanas
(VERDI et al., 2005).

Os vegetais do género Hymenaea tém sido citados em muitos estudos com excelente
potencial terapéutico e dentre suas 17 espécies descritas na literatura, varios compostos
bioativos foram encontrados, como as procianidinas, acidos graxos, flavonoides,
cumarinas, terpenoides e compostos fendlicos (SASAKI et al., 2009; OMAIRA et al., 2011;
BEZERRA et al., 2013; DA COSTA et al., 2014; FERNANDES et al., 2015; MONTEIRO et
al., 2015).

A Hymenaea courbaril L. é utilizada popularmente como carminativa, sedativa e
adstringente, sendo o cha da casca e a seiva do tronco recomendados para o tratamento
de diversas doencas como diarréia, disenteria, célicas intestinais, afeccbes pulmonares,
célicas estomacais e verminoses, podendo também ser utilizadas como antioxidante,
diurético, hepatoprotetor, estimulante e energético (VIEIRA, 1991; LORENZI; MATOS,
2002).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato bruto hidroalcodlico fluido e seco obtidos a partir da casca dos
frutos de Hymenaea courbaril L., in vitro, frente a cepas de Staphyloccocus aureus, bem
como investigar a relacdo dessa atividade biolégica com a sua composi¢céo quimica.

2| METODOLOGIA

2.1 Obtencao e diluicao dos extratos de casca dos frutos de H. courbaril L.

As amostras dos frutos maduros de H. courbaril L. (jatoba) foram obtidos na Chapada
da Ibiapaba, municipio de Ubajara (CE). A identificacdo botanica da espécie foi realizada
no Departamento de Biologia Universidade Federal do Ceard, e a exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra (UFC) sob o nUmero 53048.

O extrato hidroalcodlico fluido do Jatoba foi preparado a partir da casca de frutos
maduros. Apods coleta, as casca dos frutos foram secas em estufa de ar circulante a 45°C.
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Apés este periodo, o material passou por um processo de moagem em moinho de facas.
O pé obtido foi entdo submetido ao processo de maceragdo com etanol a 70% durante
10 dias, apéds a filtragem obteve-se, assim um extrato a 10% (p/v). Em seguida, foram
realizadas diluicbes seriadas em agua destilada a partir de uma concentracéo inicial de
100mg/mL.

Ja para a obtencado do extrato bruto, as cascas dos frutos do Jatoba receberam
o mesmo tratamento anteriormente citado, e o pd resultante foi extraido através de
maceracgao, utilizando etanol a 70% durante 10 dias. O material liquido resultante foi
concentrado em estufa de secagem a 30°C. Uma aliquota do extrato bruto hidroalcodlico
seco foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) para obtencao das diluicées seriadas a partir
de uma concentragao inicial de 100 mg/mL.

Para o calculo do rendimento médio do extrato bruto hidroalcodlico seco foram
pesados 10 gramas das cascas moidas e secas de H. courbaril L. e adicionados 100
mL do solvente (etanol 70%). Ap6s 10 dias, a solucéao foi filtrada e o residuo foi levado a
estufa para secagem a 30°C. O extrato seco foi pesado e calculado o rendimento.

2.2 Analise fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos da casca dos frutos de H. courbaril

L

Para a analise fitoquimica das amostras, foram utilizadas as técnicas descritas por
Matos (1997), onde os extratos hidroalcodlicos da casca dos frutos de H. courbaril L foram
dissolvidos em 100 mL de solugéo hidrofilica (etanol com 30% de agua). Separando-se
em porcdes de 3-4 mL em tubos de ensaio e duas por¢des de 10 mL em dois béqueres
deixados em banho-maria até secura e mantidos em dessecador até a ocasido de serem

usados.

2.2.1 Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas

Alguns centigramas de magnésio em fita foram adicionados ao tubo e 0,5mL de HCI
concentrado e, ao fim da reacédo (fim da efervecéncia) possiveis mudancas na cor da
mistura foram observadas e comparada com a coloracao da mistura do tubo contendo
a droga padrao. O aparecimento de cor vermelha é indicativo da presenca de flavondis,
flavanonas, flavanonoéis e xantonas livres ou seus heterosideos (MATOS, 1997).

2.2.2 Teste para taninos

Em tubos de ensaio contendo 3mL do extrato foram adicionadas trés gotas de
cafeina 2% e cloreto férrico, respectivamente. A formacao de precipitado com a adi¢cao
de cafeina é indicativa da presenca de tanino. Ja para o cloreto férrico, a mudanca de

coloracéo, apresentando um precipitado escuro de cor azul indica a presenca de taninos
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pirogalicos. Se houver o aparecimento de uma coloracéo verde, indica a presenca de
taninos catéquicos (MATOS, 1997).

2.2.3 Teste para alcaloides

Em cinco tubos de ensaio contendo o extrato obtido inicialmente foram adicionadas
trés gotas dos reagentes de Mayer, Bouchardat, Dragendorf, Bertrand e Hager. Aformacéao
de precipitados frente a adicdo desses reagentes € indicativa da presenca de alcalbides
(MATOS, 1997).

2.2.4 Teste para saponinas

O residuo insoluvel, separado na operacgéo inicial, foi redissolvido em 5-10 mL de
agua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. A solucao foi agitada fortemente por
2-3 minutos e observou-se a formacgao de espuma. A presenca de espuma persistente e
abundante indica a presenca de saponinas (MATOS, 1997).

2.2.5 Teste para heterosides digitalicos

Em um tubo de ensaio, 2 mL da solugdo de acido 3,5 — dinitrobenzoéico foram
adicionados a 2 mL do extrato. Em seguida, adicionou-se lentamente 2 mL de KOH 2N.
O aparecimento de uma coloragao castanho avermelhada indica a presenca de principios
cardioativos (MATOS, 1997).

2.2.6 Teste para antocianinas

Acidificou-se um dos tubos contendo 2 mL do extrato até pH 3 e depois verificou-se a
ocorréncia de coloracao vermelha como indicativo da presenca de antocianinas (MATOS,
1997).

2.2.7 Teste de Lieberman-Burchard (esterdides e triterpendides)

O residuo seco de um dos béqueres foi extraido trés vezes com 3 mL de cloroférmio.
A solucao cloroférmica foi filtrada em um pequeno funil fechado com uma bolinha de
algodéo e cobriu-se com Na,SO, anidrido, para um tubo de ensaio seco. 1 mL de anidrido
acético foi adicionado, agitado e acrescentado 3 gotas de H,SO, concentrado. Apds
agitacdo, aparecimento da coloragcdo azul seguida de verde permanente é indicou da
presenca de esterdides livres, enquanto que o aparecimento da coloragao entre parda a
vermelha indicou a presenca de triterpendides (MATOS, 1997).
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2.3 Determinacao da atividade antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos das cascas

dos frutos de H. courbaril L.

Para os ensaios de atividade antibacteriana utilizando os extratos hidroalcoolicos
foram utilizados para a determinacao da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo de
cultura (Norma M7-A6, Vol. 23 N° 2, CLSI, 2003), utilizando microplacas estéreis com 96
pocos de fundo redondo.

Culturas microbianas puras mantidas em &gar estoque sob refrigeracédo, foram
repicadas em caldo de infusdo de cérebro e coracédo (BHI) (Merck) e incubadas a 35°C
até atingirem fase exponencial de crescimento (4-6h). Transcorrido esse tempo, as
culturas tiveram sua densidade celular ajustada em meio BHI estéril, de modo a se obter
uma turbidez equivalente a do tubo 0,5 da escala de McFarland, o que resulta em uma
suspensao microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Para a realizagao
desta etapa, foi utilizado um cartdo de fundo branco com linhas contrastantes pretas ao
fundo, auxiliando no ajuste da suspensao microbiana, a olho nu, para a turbidez da escala
de McFarland.

A suspensao ajustada foi diluida 100 vezes, em meio BHI estéril, o que corresponde
aproximadamente a uma suspensao contendo 10® UFC/mL que também foi diluida 100
vezes para a obtencéo de outra contendo 10* UFC/mL. Essa foi utilizada posteriormente
na determinacédo do tamanho do inoculo microbiano. Da suspenséo contendo 10% UFC/
mL, foram retirados 80 pL e adicionados aos pogos da placa.

Cada pocgo da placa, continha 80 yL de caldo BHI, 40 pyL do extrato e 80 mL de
suspensdo de microrganismo. As amostras dos extratos foram avaliadas em diversas
concentracdes (100 a 0,048 mg/mL).

Em relac@o aos controles positivos (inibicao do crescimento microbiano) foi utilizado o
meio de cultura, o agente antimicrobiano e o inoculo do microrganismo. Ja para o controle
negativo (néo inibicdo do crescimento microbiano) foi usado meio de cultura, o diluente de
cada extrato (Agua destilada estéril e DMSO 10%) e o inoculo do microrganismo.

As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. A inibicao do crescimento microbiano
foi determinada por inspecao visual e medida de absorbancia a 620nm em leitor de Elisa
Bio-Tek.

A CIM foi considerada a menor concentracdo de extrato ou de antimicrobiano
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, mediante inspecao a olho nu
(auséncia de turvacéo visivel). As leituras de absorbancia foram utilizadas para evitar
erros determinados pela turvagéao dos extratos.

De forma asséptica, foram depositados indculos de 5 pL obtidos a partir dos pogos
das placas de microdiluicdo usadas para a determinacédo da CIM, que ndo apresentaram
crescimento microbiano visivel, na superficie do agar Plate-Count. Em seguida, as placas
foram incubadas a 35°C durante 24h e foram feitas as contagens das col6nias crescidas na
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superficie do agar. A concentracao do extrato que determinou um crescimento microbiano
na superficie do agar < 0,1% do inoculo adicionado, foi considerada a CLM, ou seja,
a menor concentragcdo do extrato capaz de determinar a morte de 99,9% das células
microbianas testadas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos obtidos a partir da casca dos frutos
de H. courbaril L. detectou a presenca das seguintes classes quimicas: flavondides,
taninos catéquicos, alcal6ides, heterosides digitalicos e triterpendides (Tabela 1), para
os dois extratos analisados, o fluido e 0 seco. A presenca de tais classes quimicas foi
confirmada através dos produtos obtidos em cada reag¢do. O rendimento bruto do extrato
de casca de frutos de H. courbaril L. foi de 8,22% (m/v).

Do jatoba podem ser isolados taninos, substancias amargas, matérias resinosas e
pécticas, amido e acucares (PANIZZA, 1997; PINTO et al., 2000). Segundo Vidyleison
et al., 2015, o extrato etandlico proveniente das cascas do tronco tinha a presenca de
cumarinas, flavonoides, alcaloides, taninos e triterpenos, uma constituicao bastante similar
a encontrada na casca dos frutos analisadas. As folhas e a casca possuem compostos
terpénicos e fendlicos que agem como antimicrobianos (LORENZI; MATOS, 2002;
(VIDYLEISON et al., 2015). Essas duas classes quimicas foram encontradas, no presente
trabalho, nas amostras de extrato analisadas, sendo representadas pelos triterpendides
e pelos flavondides, respectivamente. Dessa forma, pode-se atribuir que partes das
propriedades antimicrobianas dos extratos hidroalcodlicos podem ser provenientes da
presenca dessas classes quimicas.

Classes Quimicas . Extrat9 .bruto . . Extratq l?ruto
hidroalcoélico fluido hidroalcoodlico seco
Flavonoides + +
Taninos pirogalicos - -
Taninos catéquicos
Alcaldides
Saponinas - -
Heterosides + +
digitalicos
Antocianinas - -
Esterdides - -
Triterpendides + +

(+) Presenca; (-) Auséncia
Tabela 1 - Abordagem fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos da casca dos frutos de H. courbaril L

Os resultados da CIM e CLM dos extratos hidroalcodlicos da casca dos frutos de H.
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courbaril L. estao expressos na Tabela 2. Os resultados da CIM foram detectados através
de leituras de absorbéancia a 620nm em leitor de Elisa (Bio-Tek). A deteccéo visivel (a
“olho nu”) nao foi possivel devido a turvagao natural apresentada pelos extratos.

Extratos hidroalcoodlicos

Cepas Microbianas

CIM*(mg/mL) CLM**(mg/mL)
Fluido Seco Fluido Seco
S.aureus ATCC 6538P 0,625 0,625 1,25 2,5
S.aureus ATCC 14458 2,5 2,5 2,5 ND
S.aureus ATCC 33591 2,5 5,0 5,0 ND
S.aureus CCBH 5330 1,25 0,625 2,5 5,0

Tabela 2 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Letal Minima (CLM) dos extratos
hidroalcodlicos da casca dos frutos de sobre cepas microbianas originarias da ATCC e da CCBH,
determinada pela técnica da microdiluicdo em caldo (CLSI, 2003) e pela técnica da microgota
(ROMEIRO, 2008)

ND: Nao Determinada; *Menor concentracao de extrato hidroalcodlico capaz de inibir completamente
o crescimento microbiano determinado através de leituras épticas por meio da mensuragao das
absorbancias a 620nm em leitor de Elisa (Bio-Tek). **Menor concentragao de extrato hidroalcoodlico
que determinou uma redugéo do crescimento microbiano de > 99,9% de inoculo adicionado. Controles:
Amicacina (1,2mg/mL a 0,58ug/ mL), Agua destilada para o extrato fluido e DMSO 10% para o extrato
bruto.

Os valores de CIM de extrato fluido e o extrato seco foram iguais para as cepas
sensiveis a oxacilina, S. aureus ATCC 6538P e S. aureus ATCC 14458, sendo de 0,625mg/
mL e 2,5mg/mL, respectivamente. Para as cepas resistentes a oxacilina, a melhor atividade
inibitéria foi constatada para o extrato seco, com CIM de 0,625 mg/mL para S. aureus
CCBH 5330.

As CLM variaram de 1X CIM para a cepa S. aureus ATCC 14458 (cepa OSSA)
a 8X CIM para a cepa S.aureus CCBH 5330 (cepa ORSA). O extrato fluido foi capaz
de inviabilizar o crescimento de todas as cepas em concentragcbes menores que as
necessarias para o extrato seco.

A menor CLM, 1,25mg/mL, foi observada para o extrato fluido sobre a cepa S.aureus
ATCC 6538P (OSSA). De acordo com a tabela 2, fica evidente que o extrato bruto
hidroalcodlico fluido apresenta uma maior atividade bactericida quando comparado ao
extrato seco que possuiu uma menor capacidade de inviabilizar o crescimento microbiano,
visto que os valores da CLM para esse foram maiores.

De acordo com Martins et al. (2010), os resultados da técnica de microdiluicdo em
caldo demonstraram que houve atividade antimicrobiana, com CIM de 0,350 mg/mL, para
isolados clinicos e cepas-padréao (ATCC) de S. aureus. No presente estudo, encontramos
valores de CIM, de extrato fluido e seco de H. courbaril, para cepas padrao de S. aureus
testadas variando de 0,625 a 5 mg/mL.

Essa diferenca de atividade antimicrobiana dos extratos é mencionada por Auricchio
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e Bacchi (2003), que consideram notoria a dificuldade encontrada quando se comparam
resultados de estudos com plantas medicinais, onde variaveis que vao desde os aspectos
climaticos, composicado quimica, estagio de desenvolvimento do vegetal, momento e
forma de coleta, parte da planta estudada, forma de preparar o material estudado, até
os protocolos seguidos nos experimentos, exercem enorme influencia na potencia do
material estudado.

Boniface, Baptista-Ferreira e Roland-Kaiser (2017) compilaram da literatura varios
trabalhos que relacionam as atividades biol6gicas da espécie Hymenaea courbaril, a partir
de extratos obtidos de varias partes desse vegetal, incluindo atividades antibacterianas
contra cepas de S. aureus. Aleixo et al. (2013) relatam atividade antibacteriana do extrato
bruto de H. courbaril frente a cepas de S. aureus meticilina-resistente (MRSA) quando em
associagao com o extrato bruto de Stryphnodendron adstringens.

Otrabalho de Fosch (2012) apontao S. aureus como um importante patbgeno humano,
sendo causador de infeccdes hospitalares e comunitarias devido a sua distribuicdo cada
vez mais ampla e frequente. Este microrganismo pode ser encontrado nos mais diversos
ambientes como solo, agua, alimentos, bem como em partes anatdbmicas de mamiferos,
tais como pele, axila, narinas, de modo transitorio em partes do sistema gastrointestinal,
vagina e trato urinario (ARVOLA et al, 2006), sendo capaz de causar desde furtnculos até
sepse. Sdo capazes de produzir diversos fatores de viruléncia, tais como varias toxinas
extracelulares e enzimas relacionadas a patogenicidade.

S. aureus é considerado um dos maiores problemas relacionados a infeccoes
hospitalares, geralmente, causando graves infec¢des cronicas, que podem ser refratarios
a terapia antimicrobiana. Essas infec¢des sdo frequentemente associadas com sindromes
leves, como foliculite e intoxicacdo alimentar, podendo também serem associadas com
sindromes de alta mortalidade, tais como pneumonia, endocardite e sindrome do choque
toxico (PINTO et al., 2015).

Dai a grande importancia da investigagcao do potencial antimicrobiano de espécies
vegetais ainda ndo completamente estudadas, como é o caso da H. courbaril L. Esse
estudo abre possibilidades para a pesquisa de novas moléculas potencialmente ativas
capazes de atuar sobre esse patdégeno de elevada relevéancia.

41 CONCLUSAO

Os extratos hidroalcodlicos de jatoba apresentam uma elevada atividade antibacteriana
contra a bactéria Gram-positivo S. aureus. Dessa forma, a H. courbaril L surge como
um vegetal promissor para a investigacao e o isolamento de moléculas potencialmente
ativas para o tratamento de doencas infecciosas causadas por esse patdégeno, um dos
mais prevalentes nas infeccdes nosocomiais. Portanto, novos estudos com abordagem
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quimica, farmacolégica e clinica devem ser realizados para que o H. courbaril L. venha

a ser um insumo para a obtencao de um novo farmaco.
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RESUMO: O Jacaratia. spinosa, € amplamente
utilizado na medicina popular. Apesar da
atividade farmacologica de J. spinosa ser
conhecida, sdo raros na literatura estudos
que envolvam a espécie. Assim, o objetivo do
estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano
de extratos organicos de folhas e casca do
caule de J. spinosa, bem como seu perfil
fitoquimico. Os extratos acetdnico, acetato de
etila e metandlico de folhas e da casca do caule
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DC. (MAMOEIRO-BRAVO)

foram analisados frente a S. aureus e E. coli, na
concentracdo de 96 mg mL", acompanhados
do controle positivo azitromicina. Ademais, os
extratos foram submetidos a triagem fitoquimica
qualitativa por reacbes quimicas, resultando
no desenvolvimento de cor ou precipitado
caracteristico de cada classe de componentes
quimicos. A triagem fitoquimica dos extratos foi
positiva para alcaloides e saponinas. O extrato
acetato de etila de folhas inibiu o crescimento
de S. aureus e E. coli, enquanto o extrato
acetbnico de casca inibiu o crescimento de
E. coli. O extrato metandlico ndo manifestou
atividade antimicrobiana. Os extratos de folhas
e casca de J. spinosa apresentam atividade
microbiana contra cepas bacterianas Gram-
positiva e Gram-negativa, sendo uma fonte
natural promissora de novas substancias.
PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade; Fitoquimica;
Extrato orgéanico.

ABSTRACT: The Jacaratia.
widely used in folk medicine. Although the

spinosa, is

pharmacological activity of J. spinosa is known,
studies involving the species are rare in the
literature. Thus, the objective of the study was
evaluate the antimicrobial potential of organic
leaves and bark extracts of J. spinosa, as well
as their phytochemical profile. The acetone,

Capitulo 2




ethyl acetate and methanolic extracts of leaves and stem bark were analyzed against S.
aureus and E. coli, at a concentration of 96 mg mL™, followed by positive control azithromycin.
In addition, the extracts were subjected to qualitative phytochemical screening by chemical
reactions, resulting in the development of color or precipitate characteristic of each class of
chemical components. The phytochemical screening of the extracts was positive for alkaloids
and saponins. Leaf ethyl acetate extract inhibited the growth of S. aureus and E. coli, while
acetone bark extract inhibited the growth of E. coli. Methanolic extract showed no antimicrobial
activity. J. spinosa leaf and bark extracts have microbial activity against Gram-positive and
Gram-negative bacterial strains, being a promising natural source of new substances.
KEYWORDS: Toxicity; Phytochemistry; Organic extract.

11 INTRODUCAO

Pertencente a familia boténica Caricaceae, Jacaratia spinosa (Aubli) A. DC., é uma
espécie nativa do Brasil, que apresenta ampla distribuicdo geografica pelo territério
brasileiro e ocorre em distintas formacdes florestais, desde o sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul (AGUIAR et al. 2012).

Popularmente conhecido como mamoeiro-bravo, mamoeiro-do-mato e maméozinho,
J. spinosa, é utilizado na medicina popular como cataplasma para tratar feridas e ulceras
(FENNER et al. 2006; BREITBACH et al. 2013), ou como remédio contra febre alta
associada a doencas urinarias (MUNOZ et al. 2000). Em ensaios in vitro, o extrato da
casca interna de Jacaratia inibiu o desenvolvimento do plasmodium P. vinckei em 99%
e as raizes frescas de uma espécie intimamente relacionada, Jacaratia corumbensis O.
Kuntze, foram relatadas para o tratamento de dores de estémago, abdominais e vémitos
(MUNOZ et al. 2000). Apesar da atividade farmacoldgica de J. spinosa ser conhecida
desde longa data (OLIVEIRA, 1854), sao raros na literatura estudos que envolvam a
avaliacao da atividade biolégica e perfil quimico dessa espécie. Assim, nés avaliamos o
potencial antimicrobiano de extratos organicos (de acetona, acetato de etila e metanol)
de folhas e casca do caule de J. spinosa. Nos também realizamos estudo preliminar para
determinar a composicao de metabolitos secundarios presentes nas folhas e na casca do
caule de J. spinosa.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Material Vegetal

Folhas frescas e casca do caule de J. spinosa foram coletadas em Santo Antbnio
da Platina (Estado do Parana, Brasil; latitude 23° 17’ 19.2” S, longitude 50° 03’ 13.5” W).
O material botanico foi identificado pela Dra. Ana Odete Santos Vieira, no Departamento
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de Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina, e uma espécime
depositada no Herbéario da Universidade Estadual de Londrina (FUEL), Parana, sobre
numero de registro FUEL 56091. O material vegetal foi seco em estufa com circulacao
de ar forcado a 60°C por 24 horas e triturado em moinho de facas do Tipo Willye. O po6
obtido foi pesado, armazenado em recipiente de polietileno e mantido a 4°C até utilizacao.

2.2 Preparacao dos extratos

Para o extrato acetdnico de folhas adicionou-se 20 g do material vegetal em 200 mL
de acetona, obedecendo a proporc¢éao 1:10 (p/v), mantendo-se sob agitacdo mecanica por
12 horas, a 24°C. Posteriormente, a solucéo foi filtrada e o filtrado evaporado, resultando
no extrato aceténico de folhas, com rendimento de 10,55%. O residuo vegetal foi entdo
extraido com acetato de etila, conforme descrito anteriormente, fornecendo o extrato
acetato de etila de folhas, com rendimento de 7,72%. O residuo vegetal resultante da
extracdo com acetato de etila, foi extraido com metanol, resultando no extrato metanolico
de folhas, com rendimento de 5,47%. Os extratos de casca de J. spinosa foram obtidos
seguindo o procedimento descrito nos extratos de folhas, resultando no extrato acetdnico
de casca, com rendimento de 0,30%; extrato acetato de etila de casca, com rendimento
de 0,52% e extrato metandlico de casca, com rendimento de 2,24%. Posteriormente, os
extratos foram ressuspendidos nos respectivos solventes na concentragéo de 96 mg mL"
para o teste de difusdo em disco.

2.3 Triagem fitoquimica

Os extratos foram submetidos a triagem fitoquimica para detectar as principais classes
de metabdlitos secundarios (MATOS, 1997). Desta forma, usou-se: A) reativos de Mayer
e Dragendorff para identificacdo de alcaloides; B) hidroxido de sddio para deteccédo de
antraquinonas; C) agua destilada para saponinas; D) hidréxido de potassio para deteccéo
de cumarinas; E) acido sulfarico e anidrido acético para esteroides e triterpenoides; e F)
cloreto de aluminio para identificar flavonoides.

2.4 Atividade antimicrobiana dos extratos
2.4.1 Preparacéo do inoculo

Foram utilizadas as cepas microbianas de Staphylococcus aureus (coco Gram-
positivo) e Escherichia coli (bacilo Gram-negativo). As amostras bacterianas foram
suspensas em caldo de enriquecimento BHI e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida,
uma aliquota das culturas foi semeada através da técnica de esgotamento por estrias em
agar Mueller-Hinton e incubada a 37°C por 24 h, viabilizando o crescimento exponencial
dos microrganismos. Apds esse periodo, foram ressuspensas em solucdo salina estéril
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a 0,9% (p/v) para se obter o in6culo padrédo com turbidez equivalente ao tubo 0,5 de
McFarland, aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL" (KARAMAN et al. 2003).

2.4.2 Teste de difusdo em disco

Os ensaios foram realizados em triplicata. Para tal, discos de papel filtro (Whatman
— tipo 3) de 6,0 mm de diametro esterilizados foram impregnados com aliquotas dos
extratos, e armazenados no escuro, a temperatura ambiente, até total evaporacdo dos
solventes. O controle negativo foi preparado utilizando os mesmos solventes empregados
para dissolver os extratos. Como controle positivo utilizou-se o disco de azitromicina (15
pg). O inéculo bacteriano padréo foi semeado com swab estéril na superficie da placa
de agar Muller-Hinton e, os discos dispostos com distancia minima de 15 mm entre eles.
As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Os resultados foram obtidos medindo-se os
halos de inibicdo de crescimento bacteriano formados ao redor dos discos (KARAMAN et
al. 2003).

3| RESULTADOS

Pela triagem fitoquimica, verificou-se a presenca de alcaloides em todos os extratos.
Saponinas foram detectadas apenas no extrato metandlico de folhas e casca de J.
spinosa. Antraquinonas, cumarinas, esteroides, flavonoides, taninos e triterpenoides nao
foram detectados nos extratos. Quanto a atividade antimicrobiana, o extrato acetato
de etila de folhas de J. spinosa inibiu o crescimento de S. aureus e E. coliem 4 mm,
respectivamente. O extrato acetbnico de casca de J. spinosa inibiu apenas o crescimento
de E. coliem 5 mm. Ja o extratato acetdnico de folhas de J. spinosa, nao apresentou
atividade antimicrobiana. O extrato metandlico de folhas e casca de J. spinosa, nao inibiu
o crescimento de S. aureus e E. coli. O controle positivo apresentou halo de inibicéo
médio de 5 mm. Enquanto, o controle negativo n&o apresentou atividade antimicrobiana,
conforme esperado.

4 |1 DISCUSSAO

O perfil fitoquimico dos extratos, detectou a presenca de alcaloides, que apresentam
significativo potencial antibacteriano (LOBO et al. 2010). Os resultados demonstraram
atividade antibacteriana do extrato acetdnico de casca de J. spinosa frente a E. coli e
do extrato acetato de etila de folhas frente as bactérias S. aureus e E. coli, a atividade
bacteriostatica pode ter sido exercida pelos alcaloides detectados na triagem fitoquimica
(LOBO et al. 2010). A substancia que possui possivel atividade bacteriostatica esta
presente no extrato metandlico, no entanto o extrato metandlico de folhas e casca
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de J. spinosa nao apresentou atividade microbiana, tal efeito pode ser decorrente do
antagonismo entre as substancias presentes nesta fracdo. Alcaloides, possivelmente,
apresentam maior acao farmacoldgica, significativa permeabilidade com a membrana
celular, e especifica interagdo com o alvo farmacoldgico presente na célula bacteriana
quando isolado. O controle positivo azitromicina € um antibiético de uso clinico classificado
como macrolideo caracterizado pela presenca de lactonas macrociclicas de origem
policetidica de 15 membros, ligadas a um agucar e um amino-agucar (PALJETAK et
al. 2017). A azitromicina produz sua atividade antibacteriana inibindo a biossintese de
proteinas bacterianas através da ligacdo com o RNA ribossomal 23S da subunidade 50S
(PALJETAK et al. 2017). Os extratos acetato de etila de folhas e acetdnico de casca de
J. spinosa podem ter exercido 0 mesmo mecanismo farmacoldgico, inibindo a sintese de
proteinas bacterianas através da ligacédo a subunidade ribossémica 50S, a qual deve ser
pesquisada futuramente. O extrato acetbnico de casca, foi capaz de inibir o crescimento de
bactérias Gram-negativas, no entanto, ndo apresentou acéo bactericida contra bactérias
Gram-positivas, o que corrobora com os resultados obtidos em outros estudos (DJIPA et
al. 2000; FALCAO et al. 2004). Neste sentido, deve-se analisar se o fato ocorre em funcéao
da baixa concentragéo da substancia bactericida, ou se o solvente ndo é adequado para
a extracao dos principios ativos.

Os resultados apresentados neste estudo contribuem para pesquisa e descoberta de
novos principios ativos derivados de J. spinosa, que possam ser utilizados na sintese de
efetivos agentes antimicrobianos contra infeccdes bacterianas ocasionadas por bactérias
resistentes.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos organicos de folhas e casca de J. spinosa, forneceram informacdes
importantes para o desenvolvimento de novas pesquisas com a espécie perante
diferentes bactérias Gram-positivas e negativas. J. spinosa demonstrou ser fonte natural
para o desenvolvimento de novas substéncias com potencial antibacteriano que podem
ser utilizadas na sintese de novos antibiéticos, ou como potencializadores da agao
antibacteriana de antibibticos existentes.
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RESUMO: Hydrocotyle bonariensis possui
componentes bioativos, tais como, alcaloides,
flavonoides, taninos, que proporcionam sua
utilizacdo na medicina popular como laxante,
diurético, eficaz no tratamento de tuberculose.
Objetivou-se avaliar a toxicidade aguda de H.
bonariensis utilizando o bioensaio com Artemia
salina e a citotoxicidade por meio de células
meristematicas de raizes de Allium cepa.
Extratos de H. bonariensis foram submetidos
ao bioensaio com A. salina, para determinar
a relacdo de organismos vivos e mortos.
No tempo de 24 horas, foi estimada a CL,,
utilizando regresséo linear obtida da correlagdo
entre a porcentagem de individuos mortos e a
concentracao dos extratos. Em cada tratamento
com A. cepa analisou-se 15.000 células. Foram
observadas células em interfase, proéfase,
metafase, anafase e teléfase. No bioensaio
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com A. salina, os resultados obtidos mostram que para os extratos da folha e da raiz, os
experimentos com menor concentracao do extrato, apresentaram um percentual menor de
mortalidade. O extrato do caule, ndo apresentou 0 mesmo padrao de resposta. Com A.
cepa, os resultados de IM significativos (p<0,05) foram observados em relagao ao controle
negativo para a concentragcdo de 1000ppm, em folhas, caule e raizes. Na concentracéo de
500ppm a IM foi significativo apenas para o extrato do caule, nas demais concentracées néo
houve valor significante. Extratos das folhas, caules e raizes de H. bonariensis apresentaram
componentes bioativos para microcrustaceo A. Salina, sendo o caule o mais tdéxico. Com
A. cepa, mostrou que os extratos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser
citotdéxicos na concentracéo de 1000ppm.

PALAVRAS-CHAVE: plantas aquaticas, bioativos, alcaloides, Artemia salina, Allium cepa

EVALUATION OF ACUTE TOXICITY AND CYTOOTOXICITY OF MACROPHYT
ETHANOLIC EXTRACTS Hydrocotyle bonariensis Lam (APIACEAE)

ABSTRACT: Hydrocotyle bonariensis has bioactive components, such as alkaloids,
flavonoids, tannins, which provide its use in folk medicine as a laxative, diuretic, effective in
the treatment of tuberculosis. The objective of this study was to evaluate the acute toxicity
of H. bonariensis using the bioassay with Artemia salina and cytotoxicity using meristematic
cells from Allium cepa roots. H. bonariensis extracts were submitted to a bioassay with
A. salina, to determine the ratio of living and dead organisms. At 24 hours, the LC50 was
estimated using linear regression obtained from the correlation between the percentage of
individuals killed and the concentration of the extracts. In each treatment with A. cepa, 15.000
cells were analyzed. Cells in interphase, prophase, metaphase, anaphase and telophase
were observed. In the bioassay with A. salina, the results obtained show that for the leaf
and root extracts, the experiments with lower concentration of the extract, presented a lower
percentage of mortality. The stem extract did not show the same response pattern. With
A. cepa, the results of significant Ml (p <0.05) were observed in relation to the negative
control for the concentration of 1000ppm, in leaves, stem and roots. In the concentration of
500ppm the IM was significant only for the stem extract, in the other concentrations there was
no significant value. Extracts from the leaves, stems and roots of H. bonariensis presented
bioactive components for microcrustacean A. Salina, the stem being the most toxic. With A.
cepa, he showed that the extracts of the leaves, stems and roots of H. bonariensis can be
cytotoxic in the concentration of 1000ppm.

KEYWORDS: aquatic plants, bioactive, alkaloids, Artemia salina, Allium cepa

11 INTRODUCAO

O homem desde os tempos remotos interage com a natureza e dela retira o que lhe
€ conveniente, em especial com relacédo as plantas, como forma de alimento e meio de
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sanar as enfermidades. Na antiguidade, todos os medicamentos desenvolvidos para tratar
os doentes eram feitos a partir do conhecimento empirico e exercidos pelas mulheres em
cada civilizacao, criando uma cultura popular ao longo das geracdes, tendo as plantas
como base da producédo de medicamentos (BADKE et al.,, 2012). Devido a procura e
preferéncia por plantas medicinais, intensificaram-se as pesquisas cientificas, avaliando
as plantas na sua forma bruta ou através de extratos. A seguranca de que produtos
produzidos a partir de plantas ndo trazem desvantagens nenhum a saude, faz parte da
crenca popular. No entanto, a palavra “natural”, ndo é garantia de escusa de algum tipo
de ameaca para a saude (PEREIRA, 2013; MARTINS et al., 2014)

Apesar do crescimento e da eficacia das plantas medicinais, o uso de medicamentos
que nunca foram testados cientificamente é muito arriscado. As plantas em sua maioria
apresentam substancias toxicas contra agentes causadores de danos, além do potencial
toxico e carcinogénico elevado, podendo apresentar até mesmo alto potencial genotoxico
em alguns casos (DE SA FERREIRA; VARGAS, 1999; DEMMA; ENGIDAWORK;
HELLMAN, 2009; FLORINSIAH et al., 2013).

Nos dias atuais, aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais em cuidados de saude primarios (FRESCURA; LAUGHINGHOUSE; TEDESCO,
2012). Porém, muitas delas nao foram suficientemente estudadas, quanto aos seus
possiveis efeitos toxicos (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Pesquisas relatam que
espécies dos géneros Brassica, Lathyru, Astragalus, Euphorbia, Prunus, Datura, Jatropha,
Ranunculus, Solanum, Sorghum, Allium, Amaranthus, Chenopodium, Melilotus, Taxus,
apresentam elevado indice de toxicidade (KHAN et al., 2018). Espécies como Solanum
paniculatum L. Ricinus communis L. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Prosopis
juliflora (Sw.) DC, Crotalaria retusa L. utilizadas pela populacdo como medicamento,
apresentam histérico de intoxicacdo (BARRETO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2018;
BEZERRA et al., 2019).

A utilizacao de plantas como medicamento é comum tanto para as espécies que
tém como habitat os ambientes terrestres, bem como, as que habitam os ambientes
aquaticos lénticos ou lbéticos. Espécies como Eichhornia azurea (Sw.) Kunth., Lemna
aequinoctialis Welw., Victoria amazonica (Poepp.) Sowerby, Azolla filiculoides Lam., Pistia
stratiotes L., Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, Polygonum punctatum Elliot, Polygonum
capitatum Buch.-Ham. ex D. Don, Hydrocotyle bonariensis Lam. Spreng., sao utilizadas
frequentemente pela populagao para o tratamento de varios problemas de saude (ALVES
et al., 2001; OUVINA, et al., 2009; ZHANG et al., 2015).

Hydrocotyle bonariensis, originaria do territorio brasileiro € uma macroéfita abundante
na América do Sul e amplamente distribuida no bioma Caatinga, no Nordeste brasileiro.
Encontrada em ambientes aquaticos I6ticos, é uma planta prostrada, perene, popularmente
conhecida como “acarigcoba” (LORENZI, 2008). Seus componentes bioativos, tais como,
alcaloides, flavonoides, taninos, compostos fendlicos e saponinas, proporcionam sua
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utilizacdo na medicina popular como laxante, diurético, eficaz no tratamento de tuberculose,
amenizando os sintomas de reumatismo e artrite (AJANI et al., 2009). Os flavonoides
sdao um dos grupos mais importante de compostos presentes nos vegetais, estando
amplamente presentes, principalmente em angiospermas (SIMOES et al., 2000), esses
pigmentos tém grande funcédo na protecédo destes organismos contra agentes oxidantes
(LOPES et al., 2000). O consumo de flavonoides é de suma importancia, levando em
consideracao os seus beneficios para a sautde humana (GEBHARDT et al, 2005), taxados
como antioxidantes de exceléncia (NARAYAN; VENKATARAMAN, 2002). Os flavonoides
sao substancias capazes de diminuir o stress oxidativo, formados por radicais livres ou
levar a extincdo de uma reacéo. Estudos relatam que sao capazes de prevenir até mesmo
lesdes musculares, devido a capacidade de desintoxicar alguns peroxidos (MARTINS;
COIMBRA; SCHLICHTING, 2014).

O uso de plantas medicinais pode ser muito eficiente, contudo algumas espécies
apresentam em sua composicao compostos com efeitos deletérios, tornando-se de suma
importancia a realizacao de testes avaliativos. Apesar de apresentar diversas propriedades
farmacoldgicas, na literatura cientifica sdo encontradas poucas publicacdes relacionadas
a estudos dos efeitos que possam vir a serem provocados aos individuos ao utilizarem
a H. bonariensis (EVANS, 1992; CARNEIRO, 2007; FLORINSIAH, 2013). Dessa forma,
torna-se relevante a avaliacdo, por meio de bioensaios adequados, porque grande
parte da populacéo, principalmente de baixa renda, ndo tem acesso a medicamentos
industrializados e utiliza plantas como esta para tratar e prevenir enfermidades.

Testes de avaliagcdo do potencial toxico séo realizados, objetivando-se a avaliagao,
prevencéo e verificacdo dos efeitos das substancias nos sistemas bioldégicos (BARBOSA-
FILHO et al., 2006). Os bioensaios utilizando Artemia salina Leach (1819) tem superado a
sensibilidade, precisdo e simplicidade dos testes por meio de camundongos (PETER et al.,
13 1997), permitindo uma avalia¢ao preliminar da toxicidade de forma geral (SIQUEIRA et
al., 1998), tornando-se relevante a realizagcado do bioensaios utilizando A. salina.

Para uma inteira analise da citotoxicidade, os extratos extraidos de plantas precisam
ser estudados em diversos sistemas-testes, em diferentes concentragcdes e tempos de
exposicao (PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBIKA, 2011). Os bioensaios com plantas
demonstram-se sensiveis, rapidos e simples no acompanhamento dos efeitos toxicos, a
nivel celular (HERRERO; PEREZ; FERNANDEZ, 2012).

Os bioensaios vegetais sao considerados apropriadamente sensiveis e simples, no
monitoramento dos efeitos toxicos a nivel celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008;
CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES; DESK, 2016). Dentre eles, os meristemas
de raizes de Allium cepa L. (cebola), sdo considerados no meio cientifico um eficiente
bioensaio para o screening inicial da toxicidade genética, em razdo de apresentarem
numero cromossémico reduzido (2n=16), o que favorece a deteccédo de alteracbes de
fuso mit6tico ou aneugénicas, e distarbios no indice de proliferacao celular, sendo aceito
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internacionalmente por agéncias de pesquisa. Os resultados obtidos por intermédio dele
demonstram, na maioria das vezes, similaridade satisfatoria a aqueles obtidos via sistemas
testes animal e em culturas de células (BIANCHI; MONTOVANI; MARINMORALES, 2015).
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda de H. bonariensis
utilizando A. salina e a citotoxicidade por meio de células meristematicas de raizes de
A. cepa, na perspectiva que os resultados obtidos possam contribuir para o uso seguro
dessa planta pela populacgéao.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O municipio de Picos (Figura 1) esta localizado na regido Centro/Sul do estado do
Piaui, a margem direita do Rio Guaribas, a uma latitude de 7004’37” Sul e uma longitude
de 41028°01” Qeste. Limita-se ao Norte com os municipios de Dom Expedito Lopes e
Santana do Piaui; ao Sul com o municipio de Itainépolis; ao Leste com o municipio de
Geminiano e ao Oeste com o municipio de Paqueta (AGUIAR-GOMES, 2004). O clima é
caracterizado segundo Képpen do tipo Bsh — quente e semiarido, com esta¢cdes chuvosas
no verao. A precipitacdo média anual é de 679 mm por ano € a umidade relativa do ar
permanece em torno de 60% com decréscimo no periodo de estiagem. O periodo chuvoso
se estende de janeiro a junho (JACOMINE et al., 1986 apud AGUIAR; GOMES, 2004).

Figura 1. (a) Vista da cidade de Picos e do rio Guaribas, (b) local de coleta dos exemplares de
Hydrocotyle bonariens.

Fonte: Prefeitura de Picos (2005)

O municipio de Picos € banhado pelo Rio Guaribas que nasce no municipio de
Séao Luis do Piaui, sendo afluente da margem direita do Rio Itaim, que por sua vez é
afluente do Rio Canindé, considerado um importante contribuinte do Rio Parnaiba. O Rio
Guaribas é um rio tipico de regides semiaridas, no periodo de chuva costuma apresentar
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um aumento consideravel no seu volume de dgua com curta duragao.

2.2 Coleta do material botanico

Os exemplares de Hydrocotyle bonariensis foram coletados no rio Guaribas, bairro
Bomba, em agosto de 2019. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos
e levado para o laboratério de Pesquisa Ill da Universidade Federal do Piaui, campus
Senador Helvidio Nunes de Barros — Picos, onde foi preparado para obtencéo do extrato.

2.3 Obtencao do extrato etandlico bruto das folhas, caule e raizes de Hydrocotyle

bonarie

No laboratério o material foi lavado, retiradas as partes danificadas, separado em
raiz, caule e folhas e colocado sobre papel toalha para secagem. ApOs esse processo,
o material foi cortado em pequenos pedacgos e pesado em balanga de precisdo (Figura
3 a e b). Em frascos de vidro de 500ml foram pesados 127,25¢g de folhas, 109,859 de
caule e 17,50g de raizes. A estes foram adicionados 300ml, 150ml e 200ml| de etanol
(99,5%) (figura 3 c), respectivamente, permanecendo por sete dias; apos esse periodo a
solucao resultante foi filtrada utilizando-se funil de vidro simples e papel de filtro (Figura
3 d), a evaporacgao do solvente se deu por meio do banho-maria a temperatura de 60° C,
obtendo-se o extrato bruto das folhas, caules e raizes.

Figura 2. Separagao das partes do vegetal para corte e pesagem.

Figura 3. Preparacdo do material boténico para obtengéo do extrato
Fonte: Autora (2019)
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2.4 Bioensaio de letalidade frente Artemia salina

O ensaio de letalidade em A. salina foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982) e Paredes, (2016) com algumas modificagdes. A principio
foi preparado a agua salina, concentracdo de 30g/L de NaCl de sal marinho sintético,
diluida em 1L de agua potavel, que foi mantida a temperatura ambiente, com recepc¢ao de
luz artificial de 100W, em aquario improvisado, feito a partir de garrafa PET; em seguida
pesou-se 0,3g de cistos de A. salina que foram adicionados a agua salina no aquario
improvisado para aerar por um periodo de 48 horas até a eclosdo dos nauplios.

2.4.1 Preparacéo das diluicbes seriadas

Foram pesadas em balanca de precisdo 100mg dos extratos etandlicos bruto,
em seguida foi adicionado 100mL de solucdo salina. As solugdes foram mantidas em
constante agitacdo para completa homogeneizacgdo. Ao final do processo obteve-se uma
concentracao de 1000ppm de solugdes de cada extrato. A partir das solugcbes preparadas
dos extratos 1000ppm, foram realizadas diluicbes seriadas de, 500ppm, 250ppm, 125ppm,
62,5ppm. Todo o processo foi repetido igualmente para os trés extratos. O controle negativo
foi preparado utilizando solugéo salina e racao para A. salina. O controle foi utilizado para
se ter certeza de que a morte dos nauplios seria provocada pela toxicidade dos extratos, e
nao por falta de algum recurso durante a realizacao do teste; vale ressaltar que os testes

foram realizados em triplicata.

2.4.2 Exposigcdo dos nauplios

Apds 48 horas de eclosédo dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, os nauplios
de A. salina (n=10), foram transferidos para os tubos nos quais estavam presentes os
extratos nas diferentes concentragdes. Os tubos foram deixados em temperatura ambiente
e sob iluminacdo por 24 horas. ApOs esse periodo, foram analisados para registrar a
quantidade de nauplios vivos e mortos. O numero de larvas mortas em cada concentragao
dos extratos foi utilizado para calcular os valores da CL, (concentragdo que mata 50%
dos nauplios). Sendo assim, diante dos valores da CL,, obtidos, os produtos testados
foram classificados quanto a toxicidade.

2.4.3 Analise dos dados

Os extratos etandlicos de H. bonariensis foram submetidos ao bioensaio com A.
salina, onde foi possivel determinar a relagcdo de organismos vivos e mortos. Ao final do
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ensaio, no tempo de 24 horas, foi estimada a CL,, utilizando regresséo linear obtida da
correlacéo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo dos extratos.

Preparacéo das diluicbes seriadas do extrato etandlico de Hydrocotyle bonariensis
para analise da toxicidade em nivel celular com meristemas de raizes de Allium cepa.

Foram pesadas em balanca de precisdo 500mg dos extratos etandlicos bruto e
em seguida foi adicionado 500 mL de solugéo salina. As solugdes foram mantidas em
constante agitacédo para completa homogeneizacao. Ao final do processo obteve-se uma
concentragcdo de 1000ppm de solugdes de cada extrato. A partir das solugdes preparadas
dos extratos 1000ppm, foram realizadas diluicbes seriadas de, 500ppm, 250ppm. O
processo foi repetido para os trés extratos etandlicos. O controle negativo foi preparado
utilizando agua destilada. O controle foi utilizado para se ter certeza de que as alteragdes
cromossémicas seriam provocadas pela toxicidade dos extratos, e ndo por falta de algum
recurso durante a realizacao do teste.

2.5 Testes de citotoxicidade em células de raizes de Allium cepa

O bioensaio vegetal com A. cepa foi feito com base em Peron et al., (2008). Para
a realizacao das analises de toxicidade, incialmente bulbos de cebolas foram colocados
em copos aerados contendo agua destilada a temperatura ambiente (+ 27°C) até a
obtencéo de raizes de 2,0 cm de comprimento (Figura 4). Para analise de cada amostra
(concentracao ou tratamento) de extrato estabeleceu-se um grupo experimental com cinco
bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras
do extrato etandlico de H. bonariensis foram coletadas algumas raizes de cada cebola
e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas para servirem de controle
do proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram expostas em seus respectivos
tratamentos por 24 horas, procedimento denominado de tempo de exposi¢céo 24 horas.

Figura 4. Bulbos de Allium cepa colocados em copos aerados com agua destilada para obtencéo de
raizes com cerca de 2,0cm

Fonte: Autora (2019)
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Apés 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido
acético) por 24 horas. Feito este procedimento, as raizes restantes de cada bulbo foram
devolvidas a seus respectivos tratamentos onde permaneceram por mais 24 horas, 0 que
se denominou de tempo de exposicdo 48 horas. ApOs este periodo, raizes novamente
foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicéo 24 e 48 horas foram escolhidos com
o intuito de avaliar a ac&o do extrato em mais de um ciclo celular.

Em cada coleta, foram retiradas trés raizes por bulbo. Nesse contexto, seguindo o
protocolo proposto por Guerra; Souza (2002) as laminas, trés por bulbo, foram montadas
e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 400x. Para cada tratamento foram
analisadas 5.000 células para o tempo de exposicdo 24 horas e 5.000 células para o
tempo de exposi¢céo 48 horas. Assim, para cada concentragcédo de H. bonariensis analisou-
se um total de 15.000 células. Foram observadas células em interfase, profase, metafase,
anafase e tel6fase.

A partir desta analise determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte
equacao (numero total de células em mitose + numero total de células analisadas) x 100.
O valor do IM foi parametro para a determinacéo do potencial citotoxico de H. bonariensis
nas formas analisadas. Para a analise estatistica da citotoxicidade das amostras foi
utilizado o teste do Qui-quadrado (x?), p <0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Artemia salina Leach

Para o bioensaio com Artemia salina, os resultados obtidos (Tabela 1) mostram que
para os extratos obtidos da folha e da raiz, os experimentos com menor concentracao do
extrato, apresentaram um percentual menor de mortalidade. No entanto, com relacéo ao
extrato do caule, ndo apresentou o mesmo padrao de resposta. Os resultados obtidos
por esse tipo de bioensaio asseguram testes posteriores, como 0s para antioxidantes
podendo, portanto, assegurar a aplicabilidade terapéutica de plantas no tratamento de
patologias associadas aos radicais livres (MERINO et al., 2015). O bioensaio com A.
salina, ainda é utilizado em testes com extratos de plantas, para demonstrar o potencial
das mesmas como fonte de compostos antibacterianos e justificar, de forma sucinta o uso
popular de determinadas espécies (STEFANELLO et al., 2006).
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% Mortalidade

()rgéo vegetal 1000ppm 500ppm 250ppm 125ppm 62,5ppm
Folha 90+0 83,3+ 15,2 20+0 16,6+ 5,7 16,645,7
Caule 10040 100+0 83,3£5,7 60+17,3 66,6+11,5

Raiz 10040 100+0 80+0 33,3+5,7 16,645,7

Tabela 1: Percentagem de nauplios mortos de A. salina frente a concentracao dos extratos de
Hydrocotyle bonariensis Lam.

Fonte: Autora (2019)

Os extratos etandlicos obtidos dos caules e raizes tiveram um percentual de
mortalidade semelhante nos experimentos onde foram utilizadas as concentracdes de
1000ppm e 500ppm, eliminando 100% dos nauplios. Na concentracdo de 250ppm, os
extratos etandlicos dos caules e raizes mantiveram valores aproximados, porém, nas
concentracdes de 125ppm e 62,5ppm, houve uma reducédo no percentual de mortes no
extrato da raiz, enquanto que no extrato obtido do caule, esses valores se mantiveram
elevados. O extrato etandlico das folhas apresentou valores de mortalidade diferentes dos
extratos etandlicos obtidos para os caules e para as raizes na maioria das concentracoes,
exceto para a concentragcdo de 62,5ppm, em que o percentual de mortos foi 0 mesmo.

Avaliagdes toxicologicas sdo de suma importancia na selecédo de substancias com
atividade biolégica, que podem ter utilidade terapéutica, produzindo novos farmacos de
acordo com a toxicidade apresentada (CARBALLO et al., 2002).

O ensaio de letalidade com A. salina € uma técnica muito utilizada para avaliacao
prévia da atividade toxica de extratos de plantas, devido a sua simplicidade, rapidez e
baixo custo, sendo eficaz na determinacao de atividade antitumoral (MEYER et al., 1982),
na avaliacdo da toxicidade geral, citotoxidade, e atividade inseticida (LEITE et al., 2009).

As Figuras 5, 6 e 7 mostram a reta de regressao linear obtida através da correlagao
entre a concentracdo dos extratos da folha, do caule e da raiz de H. bonariensis e a
porcentagem de letalidade de A. salina. Para uma melhor adequacdo da reta foram
retirados os valores extremos de concentracgéao.
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Figura 5: Reta de regresséo obtida da correlagéo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etanolico das folhas de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Figura 6: Reta de regressao obtida da correlacéo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracéo do extrato etandlico dos caules de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Figura 7: Reta de regresséo obtida da correlagé@o entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etandlico das raizes de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Os extratos etandlicos das folhas apresentaram CL, =344,9ppm, os dos caules
CL,,=201ppm e os das raizes CL,, =162,9ppm. Na avaliagdo da toxicidade de compostos
ativos e extratos vegetais para A. salina, um valor de CL_, inferior a 1000ppm, sé&o
considerados compostos que apresentam toxicidade, portanto, os extratos podem ser
considerados bioativos, pois apresentaram CL_, menor que 1000 pg/mL*' (MEYER et
al.,1982; PARRA et al., 2001, citados por SANTOS; DAIVID; DAIVID, 2011).

Dolabela (1997) considera uma CL,<80ppm, altamente toxicos; entre 80ppm e
250ppm, moderadamente toxico; e CL,>250ppm, com baixa toxicidade ou n&o toxico.
Os resultados mostraram que os extratos etandlicos do caule e raiz de H. bonariensis
caracterizam-se como moderadamente toxicos, pois os valores da CL ficaram entre 80ppm
e 250ppm. No entanto, os extratos etandlicos das folhas de H. bonariensis apresentaram
CL,,=344,9ppm, podendo ser considerado com baixa toxicidade, por a CL_, ser um pouco
maior que 250ppm. Andlises realizadas por Ouvifa et al., (2009) comprovaram que o
extrato aquoso de H. bonariensis possui efeito anti-inflamatério, o que sustenta seu uso
como planta medicinal, para tratar determinados problemas de saude.

O bioensaio com A. salina é considerado um teste capaz de determinar a atividade
de produtos bioativos e de forma previa a atividade antitumoral (ARCANJO et al., 2012).
Experimentos utilizando A. salina para determinar a toxicidade preliminar de extratos
de Indigofera suffruticosa Mill para toxicidade in vivo em camundongos portadores de
carcinomas de Ehrlich (EC) mostraram que extratos moderadamente téxicos em A. salina,
tem atividade antitumoral significante (SILVA; LIMA, 2008).

3.2. Allium cepa L

Com relagcao aos experimentos utilizando A. cepa, para a avaliacdo da toxicidade do
extrato a nivel celular, os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram os indices
mitético (IM) obtidos por meio da seguinte equac¢do (numero total de células em mitose
+ numero total de células analisadas) x 100. O IM foi parametro para a determinacéo do
potencial citotoxico de H. bonariensis nas formas analisadas. Como podem ser observados
na tabela, os resultados de IM significativos (p<0,05) foram observados em relacédo ao
préprio controle negativo para a concentracdo de 1000ppm, em folhas, caule e raizes.
Enquanto que na concentracao de 500ppm a IM foi significativo apenas para o extrato do
caule, nas demais concentracdes ndo houve valor significante.
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TE/IM

Concentraciao

Orgao vegetal de H. Bonariensis 0Oh 24 h 48 h
(ppm)

1000ppm 18,72 12,30 11,8°

Folha 500ppm 18,32 14,02 13,5°

250ppm 19,5° 17,52 15,32

1000ppm 20,02 14,3° 12,80

Caule 500ppm 18,82 13,3° 12,8°

250ppm 17,72 16,52 14,32

1000ppm 20,02 15,3° 13,8°

Raiz 500ppm 20,72 18,82 17,92

250ppm 21,82 19,32 18,42

Tabela 2 - indices mit6ticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos,
por Oh (controle negativo), 24 e 48h, nas trés concentracdes dos 6rgaos vegetais de H. Bonariensis.
Para cada concentracédo foram apresentados os valores significativos de x2.

TE: tempo de exposicéo; IM: indice mitético; Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo
tratamento néo diferem significativamente entre si pelo teste x? ao nivel de 5%. Valores seguidos de
asteriscos diferem significantemente pelo teste x?dos seus respectivos controles negativos.

Fonte: Autora (2019).

De acordo com Carita; Marin-Morales (2008), a exposicdo de tecidos de intensa
proliferacdo celular, como meristemas de raizes de A. cepa, a compostos quimicos que
possuem capacidade de causar instabilidade genética, podem desencadear alteragdes
especificas comprometendo o crescimento e o funcionamento das células, bem como
dos érgaos atingidos. A inibicao na divisdo celular na concentracéo de 500ppm do extrato
etandlico do caule e na concentragao de 1000ppm do extrato etandlico das folhas, caules
e raizes, pode comprovar a presenca de compostos que possuem acéao toxica capazes
de comprometer a divisdo celular, nao permitindo o crescimento e a reposi¢cao celular do
organismo exposto (HERRERO, et al., 2012). A inibicao da proliferacéo celular observada
em estudos como estes pode ser provocada por compostos com atividade citotoxicos,
presentes na planta testada (GOMES et al. 2013; SALES et al. 2016; CARVALHO et al.
2016).

O sistema teste Allium cepa é um biomarcador excepcional para a triagem inicial
de citotoxicidade em plantas medicinais devido as suas propriedades cinémicas de
proliferacdo por cromossomos grandes que S0 poucos em numero (2n = 16), e sua
confiabilidade e concordéncia com outros testes de toxicidade, ajudando de forma ampla
os estudos de prevencéo de danos a saude humana (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007;
FACHINETTO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os resultados néo apresentaram alteracdes a nivel cromossémico, o que corrobora
com o estudo de Florinsiah et al., (2013), onde os extratos das partes aéreas e raizes de
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H. bonariensis nao apresentaram efeito mutagénico em cepas de Salmonella typhimurium,
corroborando com o uso da mesma na medicina popular.

41 CONCLUSAO

As analises realizadas possibilitaram avaliar a toxicidade aguda e citotoxicidade dos
extratos etanolicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis utilizada amplamente
pela populacdo para sanar enfermidades. A analise dos extratos etandlicos das folhas
caules e raizes de H. bonariensis constatou que 0os mesmos apresentaram componentes
bioativos frente ao microcrustaceo A. Salina, sendo o caule o mais toxico.

No entanto, a avaliagdo com sistema teste vegetal A. cepa, mostrou que os extratos
etandlicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser citotoxicos na
concentracao de 1000ppm, corroborando com os resultados obtidos em A. salina. Embora
H. bonariensis apresente componentes bioativos, o que corrobora com seu consumo, 0
presente estudo mostrou que a maior concentracao testada tem potencial citotoxico. Logo,
os resultados obtidos podem contribuir para o uso seguro dessa planta pela populacéo e
fomenta a realizacdo de novos testes, sendo fonte para outros estudos.
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RESUMO: O
neoformans

complexo  Cryptococcus

compreende duas espécies,
responsaveis por causar criptococose, sendo
a principal manifestacdo a meningoencefalite
em imunocomprometidos. Sua patogenicidade
esta relacionada aos fatores de viruléncia. O
tratamento desta enfermidade é dificultado
devido aos farmacos apresentarem alta
toxicidade, resisténcia do fungo e pouca
eficiéncia terapéutica. Em nossa revisao literaria

evidenciamos as principais caracteristicas
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deste microrganismo apresentando o estado
da arte da taxonomia, biologia, epidemiologia,
diagnoéstico e tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus
neoformans, criptococose, viruléncia,
tratamento.

THE STATE OF THE ART OF THE
Cryptococcus Neoformans COMPLEX AND
CRIPTOCOCCOSIS

ABSTRACT: The Cryptococcus neoformans
complex comprises two species responsible
for causing cryptococcosis, the main
manifestation being meningoencephalitis in
immunocompromised hosts. lts pathogenicity is
related to virulence factors. The treatment of this
disease is difficult because the drugs present
high toxicity, resistance of the fungus and little
therapeutic efficiency. In our literary review we
have highlighted the main characteristics of this
microorganism presenting the state of the art of
taxonomy, biology, epidemiology, diagnosis and
treatment.

KEYWORDS:

cryptococcosis, virulence, treatment
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11 INTRODUCAO

O complexo Cryptococcus neoformans compreende um grupo de leveduras
patogénicas, apresentando como principal e mais grave manifestacao clinica processos
infecciosos do sistema nervoso central (SNC), resultando em elevados indices de
mortalidade, principalmente em individuos imunocomprometidos (Chang & Kwon-Chung
1994; Durski et al. 2013; Meya et al. 2015those with CM at day 0 (n = 40). Atividade desta
levedura no organismo do hospedeiro provoca alteragcdes em consequéncia da acao de
diversos fatores de viruléncia, que supostamente estdo envolvidos na manutencao da
infeccdo e sao os responsaveis por desencadear a sintomatologia (Buchanan & Murphy
1998).

Atualmente o tratamento das infec¢des sdo realizadas através de alguns antifungicos,
sendo que os principais sao fluconazol (FLC), anfotericina B (AmB) e itraconazol (Severo
et al. 2009; Ravikant et al. 2015). Estes farmacos apresentam mecanismos de acao
especifico no ergosterol, que é o esterol componente da membrana celular do fungo,
causando desequilibrio desta estrutura e morte celular (Brajtburg et al. 1996; Li et al. 2015).
A utilizagdo destes farmacos causam efeitos colaterais devido a elevada toxicidade e, em
consequéncia ao mal-estar provocado podem prejudicar a continuidade do tratamento
(Saag et al. 2000; Ellis 2002; Davis et al. 2015). Outro problema relacionado a terapia
desta infeccdo é o aparecimento de resisténcia intrinseca (adquirida) de isolados de C.
neoformans (Ravikant et al. 2015).

Portanto, € necesséario a descoberta de novos farmacos como uma alternativa,
que propiciem um tratamento eficaz na reducdo dos efeitos colaterais e uma melhor
aceitabilidade pelos pacientes (Saag et al. 2000; Perfect et al. 2010).

1.1 Complexo Cryptococcus neoformans

Criptocoocse € uma micose de natureza sistémica, causada por fungos do complexo
C. neoformans que compreende duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (Kwon-Chung & Varma 2006)

1.1.1. Taxonomia

O complexo Cryptococcus neoformans por décadas foi agrupado em duas variedades
que incluiam 5 sorotipos: Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e
AD) e Cryptococcus neformans var. gattii (sorotipos B e C) (lkeda et al 1982; Kwon-
Chung et al. 1992; Lengeler et al. 2001; Xu & Mitchell et al. 2003). Quando os teleomorfos
das duas espécies foram descobertos, classificaram-se no género Filobasidiella, sendo F.
neoformans (sorotipo A e D), e F. bacillispora (sorotipo B e C), na familia Filobasidieceae,
na ordem Filobasidialles no filo Basidiomycota (Kwon-Chung et al. 1975 & 1976).
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A seguir, 0 uso de ferramentas moleculares classificou as espécies do sorotipo A
como uma variedade separada, C. neoformans var grubii, de espécies de C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D), baseado na divergéncia na sequéncia do gene URA5
(Franzot et al. 1999; Kwon-Chung 2002)

A genotipagem de numerosas espécies globais de C. neoformans e C. gattii utilizando
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) PCR-fingerprinting, com os primers M13 e (GACA),
e (GTG), demonstrou que cada espécie € composta por 4 sub-grupos geneticamente
diversos: C. neoformans VNI a VNIV e C. gattiiVGl a VGIII (Meyer et al. 1993 & 1999; Lin
& Heitmam 2006; Kwon-Chung et al. 2014)

A anélise polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP), realizada
por Boekhout et al (2001), revelaram dois principais agrupamentos genotipicos,
correspondendo as espécies C. neoformans (genétipos AFLP 1 a 3) e C. gattii (gendtipos
AFLP 4 a 6).

Baseados em diferencas fenotipicas, genéticas, patogénicas e ecologicas, atualmente
a taxonomia das espécies do complexo C. neoformans/C. gattii foi revisada, de acordo
com a tabela 1.

C. neoformans Sorotipo Genoétipo

C. neoformans A AFLP1/VNI, AFLP1A/VNB/VNII e
AFLP1B/VNII

C. deneoformans D AFLP2/VNIV

C. gattii

C. gattii sensu stricto B AFLP4/VGI

C. bacillisporus C AFLP5/VGlII

C. deuterogatii B AFLP6/VGII

C. tetragattii C AFLP7NGIV

C. decagattii B AFLP10

Hibridas

C. neoformans/C. deneoformans AD AFLP3/VNIII

C. gattii sensu stricto/ BD AFLP8

C. deneoformans

C. gattii sensu stricto/C. neoformans AB AFLP9

Tabela 1. Classificagdo das duas espécies do complexo C. neoformans
Fonte (Bovers 2006 & 2008; Hagen et al. 2015 & 2016).

1.1.2. Aspectos morfologicos e biolégicos

O complexo C. neoformans é composto de células que apresentam forma esférica
a ovoide, medindo aproximadamente 3 a 8 ym de didmetro, envolvidas por uma capsula
polissacaridica. Sao leveduras nao fermentativas sendo caracterizadas pela habilidade de
assimilar inositol como unica fonte de carbono, além de produzirem urease (Casadevall &
Perfect 1999; Liu et al 2013).
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No cultivo em meios de cultura, com agar Sabourand dextrose (ASD), apés 3 dias
em temperatura de 25°C a 37°C, a analise macroscopica mostra colénias de cor branca
a bege, brilhante com textura cremosa mucoide e margem lisa (Reolon et al. 2004). Sao
observadas algumas diferengas morfologicas, bioldgicas, bioquimicas e moleculares entre
as duas espécies que compdem este complexo (Kwon-Chung et al. 1982).

As espécies do complexo C. neoformans produzem leveduras haploides que se
reproduzem assexuadamente (forma anamorfica) por brotamento em vida parasitaria ou
no meio ambiente, e sexuadamente (forma teleomoéfica) com formacéao de hifa, basidio e
basidiésporos (Kwon-Chung et al. 1976; Mansour et al. 2011).

No meio ambiente as leveduras do complexo C. neoformans sdao encontradas
em diversos nichos ecologicos. C. neoformans possui distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrados em locais contaminados com excretas de aves, ricas em fontes de nitrogénio,
ureia e creatinina (Kwon-Chung et al. 1984; Gomes et al. 2010) enquanto C. gattii é
encontrado predominantemente em regides tropicais e subtropicais, sendo encontradas
em residuos de matéria organica vegetal dispersos no ambiente e habitualmente na
espécie Eucalyptus camaldulensis (Ellis & Pfeiffer 1990).

Utiliza duas vias de metabolizacéo, a sintese ou catabolismo, utilizando o inositol
exogenase para converter o inositol em acido hialurénico que também auxilia na viruléncia,
ao substituir as manoses estruturais para a formacao da capsula polissacaridica (Molina et
al.1999). Além do inositol, assimilam outros carboidratos como glicose, maltose, sacarose
e galactose (Benham 1955; Bowman & Ahearn 1976; Reolon et al. 2004). Ambiente de
pH alcalino favorece a producédo de amoénia, a partir da atividade da enzima creatinina
deaminase, que favorece a degradacao da creatinina em metidationa e aménia (Kwon-
Chung et al. 1982).

O mecanismo de infeccdo no homem ocorre a partir da inalacédo de leveduras
dessecadas ou de basididsporos dispersos no meio ambiente, que atingirdo as vias
respiratérias e estabelecerao um processo infeccioso nos pulmbes (Del Poeta &
Casadevall 2012). Em hospedeiros normais, a resposta imune efetiva ocorre através
de macro6fagos alveolares ativados, eliminando a maioria das células fungicas inaladas
(Del Poeta & Casadevall 2012). Por outro lado, em hospedeiros imunocomprometidos,
as células criptococicas desenvolvem infeccao local, proliferam e disseminam através da
via hematogénica, apresentando um tropismo pelo SNC, onde se adaptam e causam a
meningoencefalite (Severo et al. 2009)

1.2. Fatores de viruléncia

As infecgdes fungicas geralmente s&o encontros acidentais no ciclo de vida do fungo
e, € provavel que existam muitos fatores que permite a sua sobrevivéncia e multiplicacao
no hospedeiro, importantes para sua capacidade patogénica. Estes fatores séo estratégias
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para sobrepor o ambiente hostil do hospedeiro e sdo denominados de fatores de viruléncia.

A presenca de fatores de viruléncia séo caracteristicas classicas de C. neoformans
e C. gattii, pois estao vinculados com a patogenicidade e regulados através do controle
genético do fungo (Steinbach et al. 2007). Dentre estes fatores, destaca-se a capacidade
de crescimento da levedura em ambiente com temperatura 37°C, capsula polissacaridica,
producdo da melanina e algumas enzimas como a, fosfolipase, proteinase, urease,
hemolisinas e DNAse (Buchanan & Murphy 1998).

1.2.1. Temperatura

O crescimento em elevadas temperaturas é uma das caracteristicas de viruléncia
de C. neoformans, que tem seu crescimento a 37°C associado a uma atmosfera de
aproximadamente 5% de dioxido de carbono (CO,) e pH entre 7,3 a 7,4 (kwon-Chung
et al. 2014). Um gene que codifica a subunidade catalitica da calcineurina A, CNA1 esta
relacionado a esta caracteristica que permitem sobrevivéncia a esta temperatura. A
relacdo do gene CNA7 com a capacidade de crescimento a 37°C foi avaliada em leveduras
com e sem delecdo deste gene, em temperaturas de 24°C, 37°C e 39°C. Ao analisar a
expressao génica através da técnica de PCR na auséncia deste gene, foi observado que
o crescimento das leveduras de C. neoformans foram abolidas em temperaturas elevadas
(Odom 1997).

A calcineurina A é uma serina-treonina fosfatase especifica, que € ativada pelo calcio
calmodulina (Ca*) e esta envolvida em resposta ao estresse em leveduras, apresentando
papel fisioldgico importante tanto nas leveduras como nos fungos filamentosos (Rasmussen
et al. 1994; Yoshida et al. 1994). A delecdo do gene que codifica a subunidade catalitica
da calcineurina A em C. neoformans leva a inibicdo do crescimento em temperaturas
elevadas (Odom 1997).

1.2.2. Capsula polissacaridica

Uma caracteristica que difere as espécies do complexo C. neoformans, de outras
leveduras de importancia médica é a presenca da capsula polissacaridica (Mitchel & Perfect
1995; Frases et al. 2008; Kumar et al. 2011). A presenca desta estrutura é determinante
para viruléncia de C. neoformans, favorecendo a sua sobrevivéncia e, que associada a
outros fatores, possibilitando o estabelecimento da infeccédo (Kwon- Chung 1986).

A capsula é formada por mecanismos complexos que utilizam diversas moléculas
com propriedades auto degradante, que influenciam na constituicdo da sua estrutura
(McFadden 2006). Polimeros de polissacarideos sao os principais componentes, sendo
que a glucuronoxilomanana (GXM) representa em 90% da estrutura e galactoxilomanana
(GalXM) 7% e possui ainda 3% de manoproteinas (MP) (Bose 2003; Zaragoza 2009).
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A GXM possui peso molecular variando entre 2000 a 7000 kDa, enquanto a GalXM
aproximadamente 100 kDa (Coenjaerts 2006).

A diversidade molecular da capsula polissacaridica caracteriza as leveduras do
complexo Cryptococcus neoformans em variedades sorotipicas (Zaragoza 2009) (Figura
1). O sorotipo D apresenta a GXM com uma cadeia (3-1,2 ligada a residuos de xilose, 0
sorotipo A duas ligagoes B-1,2 ligada a residuos de xilose e os sorotipos B e C possuem
B-1,4 ligada a residuos de xilose e -1,2-4cido glicurénico em todos os grupos sorotipos
(Klutts 2007).
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Figura 1. Componentes da estrutura da capsula polisacaridica. GXM-glicuroxilomanana e GalXM-
galactomanana (adaptado de Janbom 2001)

As manoproteinas (MPs) sdo glicoconjugados que usualmente contém 80 a 90%
de manoses, expressas na superficie do fungo e liberada durante o crescimento. Sao
conhecidas duas MPs isoladas de C. neoformans (MP1 e MP2) que sédo responsaveis por
induzir uma resposta imunoldgica pelos mondcitos humanos produzindo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 12 (IL12) (Pietrella 2005).

Figura 2. Vesiculas contendo GXM formadas no citoplasma que atravessam a parede celular para
formarem a cépsula (adaptado de Doering 2009)

Doering (2009) sugere que a sintese da capsula polissacaridica pode ser realizada
através de subunidades individuais de GXM que sdo geradas e interligam-se, ou pela
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formacao dos segmentos de polimero que podem ser gerados, quer na forma madura ou
como um precursor (Figura 3).
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Figura 3. Modelos de sintese da capsula polissacaridica no C. neoformans, através da unido de
subunidades (a) e via seguimentos de polimeros (b) (Doering 2009).

Quando as leveduras estdo expostas no ambiente, a capsula fornece protecao
a dessecacao e/ou contra predadores naturais como nematoides ou amebas e, entre
estes a Acanthamoeba castellanii que € responsavel por fagocitar e matar as espécies C.
neoformans e C. liquenfaciens (Araujo et al. 2012; Almeida et al. 2015).

Em hospedeiros mamiferos, a capsula polissacaridica exerce diversas funcdes
como atividade antifagocitaria e oxidativa contra células da imunidade, além de favorecer
a formacédo de biofilme (Martinez & Casadevall 2006; Araujo et al. 2012; Almeida et al.
2015).

Ao ser fagocitado C. neoformans libera vesiculas contendo polissacarideos, que
interagem ao redor do fagosoma promovendo uma disfun¢éo e ocasionando a morte dos
macréfagos. Estes resultados relacionam a capsula como uma agressina intracelular e os
polissacarideos como um componente téxico envolvido na citotoxicidade de macréfagos
(Feldmesser et al. 2000).

O GXM é o principal constituinte da capsula de C. neoformans, sendo também o
constituinte da matriz polimérica extracelular do biofilme. Estudos comprovam que o
polissacarideo capsular é necessario para a formacao do biofilme (Martinez & Casdevall
2007).

Em estudos das infeccbes pulmonares primarias foi observado que as leveduras
apresentaram alteracdes estruturais em seu didmetro, que variaram até 100 pm,
denominadas de células titds. Essa mudanca morfolégica no tamanho das células afeta
patogenicidade do fungo por diminuir a fagocitose, reduzindo sua disseminagao ao SNC,
aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo e nitrosativo (Okagaki 2010).
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Gene Proteina Localizacao Funcéao Referéncia

CAP10 cap10 Citoplasma Formacao da céapsula (Tefsen et al.
Auxilia a atividade da 2014)
xilosiltransferase
CAP59 cap59 Desconhecida Formagéo da capsula Secrecdo (Garcia-Rivera
de componentes incluindo o et al. 2004)
GXM
CAP60 cap60 Membranas nuclear Formacao da capsula (Janbon 2004)
e plasmatica
parede celular
CAP64 cap64 Desconhecida Formacao da capsula (Chang et al.
1996)

Tabela 2. Caracteristicas dos genes relacionados com a producao de capsula pelo complexo
Cryptococcus neoformans

Ainativacao dos genes CAPresultam em um fenétipo acapsular. Produtos especificos
desses genes CAP na biossintese da capsula ainda nédo estdo bem estabelecidos, mas
todos compartilham homologia com enzimas envolvidas na biossintese de polissacarideo
(glicosiltransferase) e/ou modificacdes. As glicosiltransferases catalisam a transferéncia
de fracdo de monossacarideos de um doador de agucar ativado, para um diferente aceptor
molecular em ligacdo particular, e este processo ocorre frequentemente dentro da via
reticulo endoplasmatico-Golgi.

1.2.3. Melanina

A melanina € um polimero de capacidade multifuncional, caracterizado por ser de
coloracdo variavel (escura a amarelada), sendo formada pela polimerizacéo oxidativa de
compostos fendlicos e/ou endolicos. E classificada como eumelanina, formada através
de polimerizacéo de radicais livres, a feomelanina é derivada de moléculas de tirosina ou
cisteina e alomelanina constituida de derivados livres de azoto (Hamilton & Gomez 2002).
O esquema de biossintese da melanina esta representado na figura 4.

A habilidade de sintetizar este pigmento através da catalise realizada pela lacase na
presenca de substratos fendlicos, como a 3,4-dihidroxyfenilanalina (L-DOPA) (Casadevall
et al. 2000). A expresséo dos genes LACT e LAC2 sao responsaveis pela producao da
sintese da enzima lacase, sendo que o principal € LAC1 (Pukkila-Worley et al. 2005).

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia 3 Capitulo 4




L- 3, 4-cihidroxifenilalanina .
(L-DOPA) Dopaquinona

N coon OD/\I/CGJ
| —
N NH:  Fenol cxidase NHg
0.

(Lacase) l
Dopacromo

m o
N
o H
/ Polimerizacio
§
§
HO. HO.
Ho y W
{ " YT
¢ M $

elanina

Figura 4. Esquema da melanogénese em C. neoformans (adaptado de Williamson et al. 1998).

A melanina é formada por moléculas com alto peso molecular, carregadas
negativamente, resistentes a corrosdo acida e sensivel a degradagao por solucées
alcalinas fortes. Possui propriedades hidrofobicas, insolUveis em solugcbes aquosas e
solventes organicos (Casadevall et al. 2000; Uran & Cano 2008) (Figura 5) (Eisenman et
al. 2005).

Figura 5. Célula de C. neoformans melanizadas visualizada por microscopia de campo brilhante com
imunohistoquimica (adaptado de Nosanchuk et al. 1999).

A producdo de melanina por células de C. neoformans possuem importancia na
prote¢cdo, manutencdo da patogenicidade e aumento da viruléncia (Pedroso et al. 2007;
Mandal et al. 2007; Menezes et al. 2011).

Este pigmento auxilia a levedura na protecdo contra fatores ambientais como
a biodegradacdo, acdo de enzimas liticas, exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV),
temperaturas extremas, predacao por microrganismos e a¢cao de metais pesados (Figura
5) (Butler et al. 2005; Uran & Cano 2008).
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Figura 6. Melanina na parede da célula de C. neoformans forma uma barreira fisica entre o meio
exterior e a membrana da célula, protegendo-a de agressoes letais (adaptado de Nosanchuk &
Casadevall 2003).

Aproducao de melanina atua de forma imunomoduladora possuindo propriedades pro
e anti-inflamatérias, protegendo a célula fungica dos mecanismos de acdo dos macrofagos,
interferindo na via alternativa do complemento e participando da diferenciacédo das células
T do tipo 2 (Mednick 2005).

1.2.4. Produgé&o de enzimas

Diferentes enzimas tém sido detectadas em células de C. neoformas e no
sobrenadante de meios de cultura, contendo proteases, lipases e superoxido dismutase,
estando associadas com a viruléncia de muitos microrganismos. No meio ambiente o fungo
elabora essas enzimas para obter nutrientes. Entretanto, quando secretadas durante a
infeccdo, podem destruir tecidos, interferir nos mecanismos de defesas do hospedeiro e
contribuir para a viruléncia (Casadevall & Perfect 1998).

A atividade da fosfolipase e proteinase sdo consideradas importantes fatores
relacionados com a atividade patogénica do C. neoformans (Chen et al. 1997; Vidotto et
al. 2000), assim como outras exoenzimas como a Dnase extracelular, hemolisinas (Luo et
al. 2001; Sanchez & Colom 2010) e urease (Olszewski et al 2004).

1.2.4.1. Fosfolipase

Afosfolipase, formada por um grupo heterogéneo de enzimas, que hidrolisam uma ou
mais ligacdes éster, em glicerofosfolipideos, sdo os maiores componentes da membrana
da célula e surfactante pulmonar (Djordjevic 2010).

A atividade da fosfolipase auxilia o microrganismo na obtencdo de nutrientes e,
quando infecta o hospedeiro, causa lesdes teciduais através da hidrélise de fosfolipidios da
membrana celular. Dessa forma esta enzima atua interferindo nos mecanismos de defesa
do hospedeiro, assim como contribui para invasao tecidual, disseminagdo hematogénica
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e para a disseminacéo do fungo (Casadeval & Perfect 1999; Santangelo et al. 2004)
Estudos sobre C. neoformans determinaram atividade de 5 tipos de fosfolipases: A1,
A2, B, C e D, sendo que a B e C estao associadas no desenvolvimento da patogenicidade

(Figura 7).
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Figura 7. Locais de clivagem da enzima fosfolipase (adaptado Djordjevic 2010).
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Figura 8. Célula de C. neoformans secretando enzimas (adaptado de Coelho et al. 2014).

Segundo Evans et al. (2015) a expressao do gene PLB1 favorece a sintese da
fosfolipase B (PLB) por C. neoformans, atuando de forma multifuncional em processos
infecciosos localizados no pulméo, onde degrada o principal componente do surfactante
pulmonar, o dipalmitol fossatidilcolina (DPPC), favorecendo a instalagdo da infeccéo

(Ganendren et al. 2006).
A fosfolipase C (PLC) é produto da expressdao dos genes PLC1 e PLC2
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(Chayakulkeeree et al. 2008). Esta enzima juntamente com o fosfolipidio fosfatidilinositol
(PI1), atua na remocéo de grupos polares de Pl ancorados nas proteinas da membrana
e parede celular fungica, resultando em produtos que realizam a transducéao de sinais

secundarios, que interferem na imunomodulacé&o do hospedeiro (Djordjevic 2010).

1.2.4.2. Proteinase

As proteinases sao descritas como importantes para a viruléncia de patdogenos
bacterianos e fungicos, tendo sido descrito em isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans (Brueske 1986; Casadevall & Perfect et al. 1998; Ruma-Haynes et al. 2000).

A atividade da proteinase estéa relacionada com a patogenicidade de C. neoformans
por degradar proteinas, como colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas, fatores do
complemento (Chen et al. 1996), causando danos nos tecidos do hospedeiro (Salkowski &
Balish, 1991) e fornecendo a nutricdo do patdégeno (Naglik et al. 2003).

Dessa forma, a proteinase € considerada um fator determinante para a manutencéo
da infeccdo e disseminacao fungica no hospedeiro (Chen et al. 1996; Kwon-Chung &
Varma 2006; Junior et al. 2013).

1.2.4.3. Urease

A urease € uma enzima que atua hidrolisando a ureia em aménia e carbamato com
liberac&o de nitrogénio, para ser usado como fonte nutriente (Cox et al. 2000) e promovendo
um aumento de pH do tecido infectado, causando lesao celular, levando a uma alteracéo
da permeabilidade e transmigracéo tecidual (figura 9) (Rappleye & Goldman 2006; Shi et
al. 2010).

A ureia esta presente no fluido de revestimento epitelial dos pulmdes e, a acdo da
urease produzida por C. neoformans ao converter em amoOnia, promove inibicdo da funcéo
imunolégica por prejudicar a funcdo fagocitaria e causando danos no tecido pulmonar
(Rutherford 2014).
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Figura 9. Papel da enzima urease durante infecgéo fungica nos pulmdes (adaptado de Rutherford
2014).

A producdo de urease por C. neoformans tem um importante papel na sua
disseminacdo ao cérebro e causando a menigoencefalite. Esta enzima promove o
sequestro de C. neoformans dentro dos microcapilares, que parece ser uma etapa critica
para a disseminacdo ao SNC.

1.2.4.4. Hemolisinas

A habilidade de microrganismos patogénicos de adquirir ferro é de fundamental
importancia na sua sobrevivéncia e capacidade de estabelecer a infeccao no hospedeiro.
Uma vez que nao existe nenhum ferro livre no hospedeiro humano, a maioria dos agentes
patogénicos o adquire de forma indireta, através dos compostos de ferro comumente
disponiveis, como o hemoblobina. Para isso, o0 patdgeno deve possuir um mecanismo para
destruir a fracdo heme (onde o ferro esta ligado na hemoglobina), permitindo a extragao
do ferro. As enzimas que medeiam essa atividade sao classificadas como hemolisinas. Em
humanos, a maior quantidade do ferro é encontrado intracelularmente na ferritina ou em
compostos contendo heme. Uma pequena quantidade extracelular de ferro é encontrado
em proteinas transportadoras, como a transferrina e lactoferrina (Manns et al 1994; Luo
et al 2001).

A presenca dessas substéncias é importante para manutencdo da infeccéao,
principalmente por leveduras de importancia médica, como as espécies do complexo
C. neoformans (Linares et al. 2007). Nas leveduras do género Candida, sugere-se que
as manoproteinas presente na parede celular, estejam relacionadas com a atividade
hemolitica contra as células do hospeiro (Luo et al 2001).

1.2.4.5. DNAse

A DNase € produzida por C. neoformans e sua viruléncia esta relacionada a
degradacao do acido desoxirribonucleico (DNA), que € secretado por neutréfilos como
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parte da resposta imune inata do hospedeiro e fornecendo nucleotiteos (Sanchez &
Colom, 2010). Pesquisa envolvendo varios tipos de leveduras, sugere a correlagcao entre
atividade de urease e a producao de DNAse esta relacionada com a viruléncia dos fungos
(Sen et al., 1979).

1.3. Criptococose

A criptococose € uma doencga fungica causada por leveduras do complexo C.
neoformans que caracterizada por ser uma das principais causas de meningite/
meningoencefalite, sendo que em pacientes imunocomprometidos com evolugcéo grave e
fatal (Li & Mody 2010).

Apéds a inalagao de leveduras dessecadas ou basididosporos disperso no ambiente, o
hospedeiro pode desenvolver quadro assintomatico ou sintomatico (Severo et al. 2009).
A infeccéo primordialmente ocorre nos pulmdes ou o fungo pode manter-se latente, com
formacao de nddulos granulomatosos ou disseminar por via hematogénica e de alcancar
outros tecidos (Figura 10) (Severo et al. 2009).
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Figura 10. Ciclo da criptococose (modificado de Li & Mody 2010).
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O patdébgeno pode desenvolver processos inflamatérios em tecidos do SNC,
acompanhado ou nao de lesdo pulmonar, suprarrenal, rins, 0ssos, pele e entre outros
(Kon et al. 2008).

A principal complicagdo da doenga ocorre em processo devido ao acometimento
do SNC, causando meningoencefalite, com sinais clinicos de febre, mal-estar, cefaleia,
disturbio visual, confusdo mental, papiloedema, altera¢cdes de nervos cranianos e aumento
da presséo do fluido cerebral (Feldmesser et al. 1996; Jarvis & Harrison 2007).

Os individuos que apresentam maior pré-disposicdo para adquirir a doenga sao
aqueles em tratamento com imunossupressores, imunocomprometidos, especialmente
os individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Ishii et al. 2015),




com manifestacdes cutaneas mais frequentes em pacientes imunocomprometidos,
especialmente para pacientes HIV- positivo, podendo apresentar sintomas de multiplas
lesdes, de forma acneiforme, nodulares, herpetiniforme, tipo celulite e queloides com
presenca de eritema (Nasser & Filho 2011).

1.3.1. Diagndstico

O diagnostico da criptococose é realizado através do auxilio de exames laboratoriais,
utilizando técnicas como o exame direto (ED), biopsia, cultura, sorologia, diagnéstico
molecular e exames de imagem.

As amostras biolégicas utilizadas para o diagnoéstico sao: liquido cefalorraquidiano
(LCR), escarro, biopsia de tecidos, lavado brénquico, sangue, raspado de lesdes cutaneas,
urina, secrecdo prostatica e amostra de medula (Mitchell & Perfect 1995; Gazzoni et al.
2008).

O exame direto é realizado utilizando a tinta da China ou tinta nanquim que permite
visualizar a capsula polissacaridica de C. neoformans. Este método é mais acessivel,
pois é de baixo custo, com sensibilidade de 80% em casos de meningite criptococica em
pacientes imunocomprometidos com SIDA (Severo et al. 2009; Perfect 2014).

A cultura é realizada em meio de 4gar Sabouraud dextrose (ASD), para o isolamento
de espécies do complexo C. neoformans. Apds a incubacao entre 25°C e 37°C, por 72
horas, se observa o crescimento de coldénias mucoides com coloragdo creme ou branca.
A diferenciacdo entre as duas espécies deste complexo se baseia na habilidade do C.
gattii em assimilar a glicina, apresentando resisténcia a canavanina quando submetido
em meio canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). A cultura de LCR para pesquisa
de Cryptococcus é positiva em 89% dos pacientes sem infeccéo pelo HIV e em 95-100%
dos pacientes acometidos por SIDA (Kon et al. 2008).

A partir do exame histopatologico é possivel observar microestruturas especificas de
Cryptococcus, através das coloragcdes de hematoxilina eosina (HE), coloracéo pela prata
Gomori (GMS), mucicarmim de Mayer e Fontana Masson (Gazzoni et al. 2009).

A sorologia é realizada pela a detecgcdo de antigeno capsular polissacarideo de
Cryptococcus, através da reacao de aglutinacdo em latex, pode ser realizada utilizando
LCR e soro, onde a positividade € maior que 90% nos pacientes com SIDA (Kon et al.
2008).

C. neoformans e C. gattiipodem ser detectados e identificados a partir de espécimes
clinicos e culturas, baseado em sequéncias especificas de genes. Entre as principais
técnicas de identificacdo estdo a hibridacdo, que foi pioneira na identificacdo molecular
do fungo e no desenvolvimento de sondas especificas para detec¢céo de patdbgenos; PCR
e outros métodos baseados em PCR, sequenciamento de regides gendmicas especificas,

que sao amplificadas através de PCR sao uteis para o diagnéstico da criptococose (Sidrim
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et.al. 2010).

Os exames de imagem como tomografia computadorizada e ressonancia magnética
sao ideais para visualizacao de complicacdes, do tipo hidrocefalia ou lesGes em massa
(Subramanian & Mathai 2005).

1.3.2. Tratamento

O tratamento dos pacientes com diagnéstico de criptococose devem ser realizados
de acordo com as manifestagdes clinicas. Os farmacos mais utilizados sdo a AmB e os
derivados azélicos, como FLC (Saag et al. 2000).

AmB, com estrutura quimica representada na figura 11, e a anfotericina na forma
lipossomal (constituida do complexo lipidico) sdo os derivados polienos disponiveis
para o tratamento de criptococose (Nooney et al. 2005; Valdés 2005). Estes farmacos
apresentam como mecanismo de acéo, a ligacdo ao ergosterol da membrana celular
fungica, desencadeando a sua despolarizagdo, disruptura, alterando a permeabilidade
com a perda de componentes essenciais para a sobrevivéncia celular (Figura 12) (Davey
et al. 1998; Chen et al. 2015).

Administracdo deste farmaco €& recomendado em situacbes de alta gravidade,
principalmente em casos de comprometimento do SNC, mas é necessério levar em

consideracao o risco de efeitos colaterais, como nefrotdxico (Perfect et al. 2010).
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Figura 11. Estrutura quimica da AmB (adaptado de Roemer & Krysan 2014).
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Figura 12. Mecanismo de acao da AmB que se ligas ao ergosterol da membrana levando a formacéo
de poros (adaptado de Palacios et al. 2011).
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Atividade téxica da AmB tem sido relacionada com a ligacdo deste farmaco com
o colesterol da membrana celular, sendo este o responsavel por manter a estabilidade
e integridade da célula humana, podendo desenvolver toxicidade aguda ou crbnica
(Hoeprich 1992).

A nefrotoxicidade € considerada um fator de grave comprometimento nas terapias
antifungicas, devido ao desenvolvimento da insuficiéncia renal que € considerada de alta
gravidade para os pacientes (Deray 2002).

Foi observado que AmB em dispersao coloidal é bem tolerada em administracao de
dose Unica em voluntarios saudaveis. Entretanto, o aumento progressivo da concentragéo
causa o aumento da ocorréncia de efeitos colaterais, como vomitos, nausea, calafrio,
taquicardia e febre (Sanders et al. 1991; Filippin & Souza 2006).

O FLC é um derivado do grupo azdlico, com acéo fungistatica, cujo mecanismo
de acédo é promover uma alteracdo da biossintese do ergosterol, induzindo a nao
formacao desta estrutura que é um, 2\componente da membrana do fungo (figura 13).
Atua competitivamente inibindo a lanosterol 14-a-demetilase impedindo a formacéo do
ergosterol, levando a um acumulo de lanosterol e diminui¢cado do ergosterol, resultando em
uma membrana celular fungica defeituosa, prejudicando a sobrevivéncia da célula (Figura
14) (Nooney et al. 2005; Giavini & Menegola 2010; Ferreira et al. 2013).
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Figura 13. Estrutura quimica do FLC (adaptado de Roemer & Krysan 2014)
A utilizacdo deste farmaco apresenta algumas limitacdes, como a pouca eficiéncia
contra fungos filamentosos, resisténcia natural em Candida Krusei e resisténcia adquirida
contra espécies de Candida e C. neoformans (Fica 2004).
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Figura 14. Mecanismo de agéo do FLC na membrana celular (adaptado de Palacios et al. 2011).

Recomendavel a prescricdo do FLC para paciente na fase inicial da infecgao,
especificamente quando as manifestacdes clinicas estdo localizadas a nivel pulmonar
(Santos et al. 2014). Este farmaco é considerado de baixa toxicidade (Fica 2004), sendo
que os principais efeitos adversos estao envolvidos com a intolerancia gastrointestinal,
hepatotoxicidade e hipersensibilidade (Martinez 2006).

Esse farmaco tem sido administrados como profilatico no controle de infeccbes
fungicas (Logu et al. 2005) e como consequéncia o risco dos isolados adquirirem
resisténcia, contribuindo para insucesso do tratamento.

1.3.3. Resisténcia aos antifungicos

A falha no tratamento da criptococose pode ocorrer, e esta relacionada com diversos
fatores como as doencas subjacentes, intolerancia aos farmacos, comprometimento da
farmacocinética do medicamento e a resisténcia primaria ou secundaria de C. neoformans
aos antifungicos (Perfect & Cox 1999).

A resisténcia primaria do microrganismo é caracterizada por desenvolver de forma
natural, sem que haja exposi¢cao aos farmacos e a secundaria acontece de forma adquirida,
ocorrendo mediante a exposicdo ao antifungico ou dependente de alteracbes genéticas
(Kanafani & Perfect 2008). A utilizacéo indiscriminada e prolongada dos medicamentos
antifungicos tem contribuido também no desenvolvimento de casos de resisténcia (Bicanic
et al. 2006).

Alteragdes no ERG3 ou ERG6 estdo envolvidas na resisténcia a AmB, pois este gene
possui funcado na biossintese do ergosterol e sua expresséo esta relacionada ao acumulo
de outros esterdis na membrana fungicas. Os isolados de Cryptococcus resistentes a este
polieno tém um teor de ergosterol relativamente baixo, em comparacéo com os isolados
susceptiveis (Dick et al. 1980; Peman et al. 2009; Vandeputte et al. 2012; Segundo Kelly
et al. 1994). A resisténcia de AmB pode ocorrer também devido a mutacdo do gene
ERG2, que leva a algumas alteracdes na enzima esterol isomerase, que esta envolvida
no processo da biossintese de esterdis.

A interferéncia no sistema de transporte do farmaco, pode proporcionar resisténcia

multipla aaos farmacos (MDR), podendo haver envolvimento com a superfamilia ABC
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transportadora (proteinas de membrana), codificada pelo gene CDR, influenciando no
mecanismo de resisténcia (Perea & Patterson 2002). A alta concentragao intracelular de
azois, que ao interagir com as moléculas enzimaticas, induz a substituicdo de aminoacidos
da composicéo das enzimas, alterando sua fungao. Isto resulta em prejuizo do mecanismo
de efluxo do farmaco, propiciando a diminuicéo da afinidade aos derivados azolicos (Perea
& Patterson 2002).

Neste cenario torna importante a busca de alternativas para o sucesso na terapia da
criptococose, e as plantas se apresentam como grande potencial.
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of the CMRN group and share similarities among some virulence/pathogenicity factors. The
objective of the present study was to use semi-purified extracts of C. pseudotuberculosis
strains to evaluate antigenicity in samples of individuals diagnosed with active pulmonary
tuberculosis. Voluntary participants with positive tuberculosis (TB) diagnosis and treatment-
naive tuberculosis (n=28), without complaints, no history or symptomatology of TB or M.
tuberculosis infection (n=28). With heparinized blood, cell stimulation was carried out using
mitogen (PWM) and C. pseudotuberculosis protein extract (PAT-10, VD57 and FRC-41
strains). For cytokines measurement, BD Cytometric Bead Array (CBA) was used. Semi-
purified extracts of all three C. pseudotuberculosis strains induced production of cytokines
in blood samples from studied groups. In addition, they differentiated studied groups when
compared to IFN-y and IP-10. C. pseudotuberculosis strains extracts PAT10, VD57 and
FRC41 induced production of IFN-y, IP-10 in blood samples from individuals infected with M.
tuberculosis. Under stimuli of extracts used, the detection of IFN-y and IP-10 differentiated
the control group and active TB groups.

KEYWORDS: Corynebacterium Pseudotuberculosis; Cytokines;  Mycobacterium
Tuberculosis; Tuberculosis; Antigenicity

11 INTRODUCTION

Several scientific researches are carried out to identify and obtain reagents that
make up laboratory diagnostic kits, and for that, molecules (antigens) of the infectious
agents are necessary for evaluation of the host response with in vivo or in vitro models.
Some biomolecules can be shared by different biological agents, such as Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) and Corynebacterium pseudotuberculosis, which can be
used in cross-reactive studies, to evaluate immune response and diagnostic tests 'l and
it’s cost benefit. The diagnosis of M. tuberculosis infection should be made clinically and
by screening methods. When suggestive, it should be confirmed by laboratory methods,
with agent identification, such as in sputum microscopy and molecular tests 2. In a country
with a high incidence rate, such as Brazil, despite the current technological resources used
to control tuberculosis, it could be considered necessary to seek innovative strategies
regarding diagnostic methods and immunoprophylaxis, aimed at the early diagnosis
of TB cases, and its effective treatment, since rapid and safe diagnosis, accompanied
by early treatment, are fundamental measures to break the transmission chain and
control tuberculosis Bl. On the other hand, the infection by C. pseudotuberculosis that
compromises superficial and deep lymph nodes has a course of infection that may involve
respiratory organs in goats and sheep presents an infectious model similar to that of human
tuberculosis . Additionally, due to the continuously discussed similarities between some
virulence / pathogenicity factors of these bacterias, the objective of this study was to use
semi-purified extracts of C. pseudotuberculosis strains to investigate their in vitro antigenic
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capacity, in the cellular immune response by cytokines release as a model proposed with

samples from individuals with active pulmonary tuberculosis.

2| MATERIALS AND METHODS

2.1 Ethical aspects and Selection of Study Participants

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Institute of Health
Sciences - CEP-ICS / UFBA (CAAE n° 57662016.8.1001.5662). The study population
consisted of 56 volunteers from the Bahia lung disease specialized Hospital and a clinical
laboratory in a public University of Bahia through march-june 2017 categorized into two
groups. Group 1 (control, n = 28): Individuals without complaints, history or symptoms of
pulmonary TB and without M. tuberculosis infection (negative Tuberculin Skin Test / non-
reactive TST) and with normal white blood cell count (WBC). Group 2 (active pulmonary
TB, n = 28): Individuals with TB diagnosis, as recommended by the Ministry of Health
protocols performed at the service unit, (Positive Molecular Rapid Test (GeneXpert®)
without resistance to rifampicin, positive smear microscopy and / or culture of BK positive)
and with normal WBC. Samples from this group were collected before beginning treatment.
Samples of participants who reported contact or consumption of derivatives (meat and / or
raw milk) of small ruminants were not included in the analysis avoiding research vies by
Cross reaction.

2.2 Production of extracts of Corynebacterium pseudotuberculosis

Three strains of C. pseudotuberculosis were used: strain PAT10, of a pulmonary
abscess in a sheep from Argentina Patagonia ¥, strain VD57 isolated from a granulomatous
lesion in a goat of the municipality of Juazeiro, State of Bahia ®! and strain FRC41, isolated
from the inguinal lymph node of a 12-year-old girl with necrotizing lymphadenitis in France
1. The cultures in Brain Heart Infusion (BHI), the three-phasepartitioning (TPP) technique
was performed, according to ®, with minor modifications. Protein dosage was performed
using Bio-Rad Protein Assay (Lowry).

2.3 Blood collection

Samples of blood were obtained into heparinized tube to perform the in vitro cell
stimuli and in EDTA tube for WBC Counting.

2.4 In vitro stimulation with Corynebacterium pseudotuberculosis

In a sterile 24-well plate for cell culture, 0.5 ml of blood per well was added to each
extract at a protein concentration of 25ug / ml, as established in previous standardization.
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The pokeweed (PWM) was employed at a concentration of 5ug / ml as a positive control.
Pure blood and stimulus samples were incubated at 37°C for 24 hours. The supernatants
obtained by centrifugation were immediately stored at -20°C for subsequent cytokine
dosing.

2.5 Dosing of cytokines

The cytokines IFN-y dosage were performed by the Human Th1/Th2/Th17 Cytokine
Kit (BD®) and IP-10 was dosed by the Human IP-10 CBA Flex Set Kit (BD®), both following
the manufacturer’s recommendations. Acquisition was predetermined for 3,000 events in
FACSCalibur-BD, with Cell Quest Pro Software (BD®). Analysis were done in the FCAP
Array ™ software.

2.6 Statistical analysis

For the data normality analysis, the Kolmogorov-Smirnov test was used. T-test was
used to analyze cytokine data with parametric (normal) distribution and Mann-Whitney test
for nonparametric (abnormal) distribution. Values of p <0.05 were considered statistically
significant. Data obtained in the study were analyzed in GraphPadPrism v 5.0 software.

3 | RESULTS

Epidemiological characteristics of the studied population are described in table 1. It
is observed that female participants are in a higher proportion than the male participants
in the control group, unlike the TB group in which there is an equivalent proportion of both

sexes.
Variable Control (N=28) TB (N=28)
s Female 20 (71,5%) 14 (50,0%)
ex
Male 8 (28,5%) 14 (50,0%)
Age Mean (Interval) 35 (20 — 63) 36 (19 — 55)
. Yes 24 22
Observation of BCG scar No 4 6
Domicile 3 7
Work 4 8
TB contact Other 1 5
No Contact 20 8

Table 1 - Clinical-epidemiological characteristics of the study population.

Figures 1 and 2 show the median concentrations of IFN-y and IP-10 cytokines in the
whole blood samples after in vitro stimulation in the two study groups.

In the control group, the median concentrations of IFN-y without stimulus (S / EST),
basal condition, were zero and the value of minimum and maximum of 0.0 - 20.61. There
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was statistical significance in the intragroup comparison with the stimuli PAT10, VD57,
FRC41 (p <0.0001). In the TB group, the median IFN-y S / EST concentrations were 4.18
pg / mL and the minimum and maximum values of 0.0-31.88, in the intragroup comparison,
significance was obtained in the stimuli VD57 ( p = 0.0114) and FRC41 (p = 0.0062). In
both groups the medians of the cytokine dosed under all stimuli were larger than the basal.
In the intergroup analysis there was significance between S/ EST (p = 0.0045), PAT10 (p
= 0.0050) and VD57 (p = 0.0007). There is a lower concentration of IFN-y dosed in the
different stimuli of the TB group, in relation to the control group, except in basal condition

(Figure 1).
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Figure 1 - IFN-y in peripheral blood stimulated in vitro for 24 hours with extracts antigen secreted by C.
pseudotuberculosis strains. The median value is expressed in the horizontal line. Being: Control / CT
(n = 28) and Tuberculosis / TB (n = 28). PWM: pokeweed; PAT10, VD57, FRC41: extracts of the strains
PAT10, VD57 and FRC41 of C. pseudotuberculosis, respectively. Pre-determined acquisition of 3000
events with the Cytokine-BD Human Th1 / Th2 / Th17 Kit using Cell Quest Pro-BD® Software. Analysis
software: FCAP Array BD®. Statistical analysis: In-group: Basal X CT-PAT10, CT-VD57, CT-FRC41 (all
p <0.0001), BASAL X TB-VD57 (p = 0.0114), X TB-FRC41).

The median concentrations and the minimum and maximum values of IP-10 in
the control group were 252.2pg / mL and 26.11 - 2806, respectively. The median IP-10
concentrations of basal blood in the control group were lower than the median values
under stimulus, PAT10, VD57, FRC41 (p <0.0001). In the TB group, basal median was
877.9pg / mL and minimum and maximum values were 101.6 - 7799. IP-10 concentrations
were higher under stimulation with PAT10 (p = 0.0044), VD57 ( p <0.0001) and FRC41 (p =
0.0032) than from basal. The IP-10 concentrations of the TB group were higher in relation
to the control group. There is a difference of the IP-10 dosed between the CTxTB groups in
the conditions BASAL (p <0.0001), PAT10 (p = 0.0470) and FRC41 (p = 0.0044) (Figure 2)
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Figure 2 -IP-10 in peripheral blood stimulated for 24 hours with antigenic extract secreted by C.
pseudotuberculosis strains. The median value is expressed in the horizontal line. Being: Control / CT
(n = 28) and Tuberculosis / TB (n = 28). PWM: pokeweed; PAT10, VD57, FRC41: extracts of the strains
PAT10, VD57 and FRC41 of C. pseudotuberculosis, respectively. Pre-determined acquisition of 3000
events with the BD ™ CBA Human IP-10 Flex kit using Cell Quest Pro-BD® software. Analysis software:
FCAP Array BD®. CT-PAT10, CT-VD57, CT-FRC41 (p <0.0001); TB-VD57 (p <0.0001) TB-FRC41 (p =
0.0032). The continued bar presents statistical analysis of the difference between groups (CTxTB).

4 | DISCUSSION

The profile of the effective immune response against M. tuberculosis is Th1, IFN-y is
the main cytokine involved in this context, but the action of the cytokine alone is not sufficient
to promote protection against this bacillus, and thus the contribution of components cell
and other cytokines are required to promote effective protection, such as TNF, IL-2 and IL-6
B0 Chemokines such as IP-10 also aid the Th1 response profile. On the other hand, the
development of Th2 profile involves IL-4 and other cytokines, which act to inhibit the Th1
response against M. tuberculosis. IL-10 exerts functions similar to IL-4 PII'l. The antigenic
potential of the C. pseudotuberculosis semi-purified extracts from strains PAT10, VD57
and FRC41 was demonstrated by the measurement of higher concentrations of cytokines
IFN-y, IP-10, TNF, IL-2, IL-6, IL-10 and IL-17, after stimulation in the study subjects, with
the exception of IL-4 in the control group. Increased production of these cytokines when
stimulated with M. tuberculosis specific antigens was observed in the works of ['? and '3,
Reboucas et al (2011) ', using C. pseudotuberculosis semi-purified antigens in samples
of small ruminants with caseous lymphadenitis, showed higher levels of IFN-y in the group
of infected animals after stimulation. PAT10 extract was able to differentiate study groups
when IFN-y concentrations were compared. Although it is found in small amounts, IFN-y

is currently used as a biomarker for TB !5,
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Under antigenic stimuli, lower IFN-y levels were measured in the TB group (Table 1)
compared to the control group. This may have occurred because of the short incubation
time, already in the presence of mycobacterial antigens, IFN-y remained at undetectable
concentrations before the sixth day of stimulation!'®. In addition, IFN-y production in
response to a specific M. tuberculosis antigen appears to decrease in untreated TB
individuals ['”? which may have occurred in the present study.

Evaluating the cytokine profile in peripheral blood of patients with active TB and
healthy contacts, in response to the M. tuberculosis 30-Kd antigen, Torres et al. (1998)
('8 found lower concentrations of IFN-y in the TB group. The authors have suggested that
IFN-y plays a protective role in healthy contact individuals. Deenadayalan et al (2010) ']
demonstrated the same results as in this present study.

Similarly to the IFN-y concentrations, IP-10 concentrations were able to differentiate
the study groups, however with higher concentrations in the TB group. Thus, IP-10 may be
a useful biomarker to monitor the efficacy of therapy in patients with active TB?%, since this
molecule exists in a larger amount of serum which would facilitate its laboratory dosage
and clinical interpretation ' 221, Several studies have shown high production of IP-10
in individuals infected with M. tuberculosis, allowing the development of updated and
simplified test platforms [5].

The VD57 antigen was able to differentiate study groups when compared to the
concentrations of IFN-y. The FRC41 antigen, following the previous comparison, led to the
differential production of IP-10 between the groups. The VD57 antigen stimulation allowed
the differentiation of the groups when evaluating the concentrations of IFN-y. The culture
with FRC41 antigen culminated in the differential production of IP-10 between the groups.

These extracts have potential for use in an immunodiagnostic kit, although they
require complementary studies in order to identify which components of the protein extracts
interact with the immune system stimulating the production of the cytokines.
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ABSTRACT: Bacteroides fragilis is the obligate
anaerobe most frequently associated with
infectious diseases in humans. Sub-minimal
inhibitory concentrations (Sub-MICs) of different
antimicrobials are potentially capable of
interfering positively or negatively with microbial
pathogenicity. Thus, the effects of sub-MIC of
Piperacillin+tazobactam (PTZ), Metronidazole
(MET) and Clindamycin (CLI) on strains of B.
fragilis strains were evaluated in this study. One
reference and two clinical strains were previously
cultured in sub-MIC of these three antimicrobials
to investigate alterations in cell morphology,
grown curve, capsule production, resistance
to hydrogen peroxide, biofilm formation, cell
surface hydrophobicity, hemagglutination ability,
and hemolytic activity. Sub-MICs of both MET
and CLlI led to significant delays in the log growth
phase of the all strains. Sub-MICs of both PTZ
and MET caused changes in cell morphology.
Overall, sub-MIC of the three antimicrobials

Capitulo 6




decreased resistance to the hydrogen peroxide in all strains. All strains showed haemolysis
in all blood types tested, except for one clinical strain cultured with sub-MICs of the three
antimicrobials in sheep’s blood. Therefore, sub-MICs of antimicrobials suggest being able to
alter bacterial physiological patters, which reflect on their pathogenicity and may affect the
diagnosis and treatment of infectious diseases caused by B. fragilis.

KEYWORDS: Bacteroides fragilis, pathogenicity, antimicrobial subinhibitory concentrations.

EFEITOS DA CONCENTRACAO SUB-INIBITORIA DE ANTIMICROBIANOS EM
AMOSTRAS DE Bacteroides Fragilis ISOLADAS DE INFECCOES INTRA-ABDOMINAIS

RESUMO: A espécie Bacteroides fragilis € um anaerdbio obrigatorio frequentemente
associado a doencas infecciosas em humanos. Concentragbes sub-inibitérias minimas
(Sub-CIMs) de diferentes antimicrobianos podem interferir positiva ou negativamente em
sua patogenicidade. Assim, os efeitos da sub-CIM de Piperacilina + tazobactam (PTZ),
Metronidazol (MET) e Clindamicina (CLI) nas linhagens de B. fragilis foram avaliados neste
estudo. Uma amostra de referéncia e clinicas foram previamente cultivadas em sub-CIM
desses trés antimicrobianos, para investigar alteracbes na morfologia celular e na curva
de crescimento; producao de cpsulas, resisténcia ao perdxido de hidrogénio; formacao de
biofilme; hidrofobicidade da superficie celular; capacidade de hemaglutinacdo; e atividade
hemolitica. Sub-CIM de MET e CLI acarretaram atrasos significativos na fase log de
crescimento de todas as amostras testadas. As sub-MICs de PTZ e MET causaram alteragbes
na morfologia celular. No geral, as sub-MICs dos trés antimicrobianos diminuiram a resisténcia
das amostras ao peroxido de hidrogénio. Todas as bactérias testadas apresentaram hemolise
em todos o0s grupos sanguineos, exceto uma amostra clinica, cultivada em sub-CIM dos trés
antimicrobianos, testada com sangue de ovelha. As alteracdes na patogenicidade apontam
para provaveis riscos de uma terapia antimicrobiana inadequada, podendo induzir diferentes
interacdes entre o hospedeiro e a bactéria, além de afetar o diagndstico e o tratamento de
doencas infecciosas causadas por B. fragilis.

PALAVRAS-CHAVE: Bacteroides fragilis, patogenicidade, concentragdes sub-inibitorias de
antimicrobianos.

11 INTRODUCTION

The genus Bacteroides is composed of pleomorphic obligate anaerobes, Gram-
negative rods and B. fragilis is the most prominent species found in human infections
disease (LIU et al., 2003). Several virulence abilities contribute to the survival and success
of this species in infectious processes, such as capsule production (NAKANO et al.,
2008). The presence of fimbriae is associated with adhesion and hemagglutination ability
(CHANDAD & MOUTON, 1995). B. fragilis can also, produce hemolysins whose main
functions are the destruction of erythrocytes and leukocytes (ROBERTSON et al., 2006;
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LOBO et al., 2013;) and to form biofilms, important to the host’s immune response and
antimicrobial agents (REIS et al., 2014). B. fragilis uses efflux pumps to expel harmful
agents including antimicrobials (DONELLI et al., 2012). It is also able to withstand the
reactive oxygen species produced by the host’s defenses and persists in oxygenated
tissues (TEIXEIRA et al., 2018).

Species of the genus Bacteroides are generally isolated from mixed infectious
diseases, such as intra-abdominal infections (lAls), usually in combination with aerobic
or facultative bacteria. The most commonly prescribed antimicrobials for IAls caused by
Bacteroides species include beta-lactams (which may be combined with a beta-lactamase
inhibitor), carbapenems, metronidazole (MET) and clindamycin (CLI) (DOS SANTOS et
al., 2004).

To achieve satisfactory levels of antimicrobials in abscesses with low perfusion
or necrotic tissues, larger doses are recommended for extended periods of time. Poor
management of this parameter may result in lower levels of antimicrobial efficacy and
consequently reaching sub-minimal concentrations (sub-MICs) at the site of infection. This
may lead to failure in eliminating the bacterial pathogens. Moreover, bacteria exposed to
sub-MIC have several aspects of microbial physiology altered, including changes in cell
surface hydrophobicity and biofilm formation (VELOSO et al., 2013; DE ANDRADE et al.,
2016; CLSI, 2017).

In this regard, the effect of sub-MICs on the physiology of B. fragilis during infection is
still not completely understood. Thus, the aim of this study is to evaluate the effects of sub-
MICs of piperacillin + tazobactam (PTZ), metronidazole (MET) and CLI on the physiology
of B. fragilis which seem to be involved in its pathogenicity traits, such as cell morphology,
capsule presence, resistance to hydrogen peroxide (H,0,), biofilm formation, cell surface
hydrophobicity, haemagglutination, and hemolytic activity. We also evaluatedthe presence
of the genes for hemolysins A, B, C, E and Ill by conventional polymerase chain reaction
(PCR).

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Bacterial strains

One reference strain (Bacteroides fragilis ATCC 25285) and two clinically isolated from
patients with IAls were evaluated (named P34 and P50). The clinical strains were isolated,
identified and had their susceptibility profile stablished in a previous study (FERREIRA
et al., 2016) approved by the Research Ethics Committee of Minas Gerais University,
under the number ETIC 0097.0.203.000-10. B. fragilis identification was performed by
the automated system Vitek Il (Biomerrieux®) and by PCR amplification with 16S rRNA
primers, according to Liu et al. (2003).
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2.2 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of PTZ, MET and CLI for

the B. fragilis strains studied

The followed antimicrobials were used: piperacillin/tazobactam (Aurobindo Pharma,
Andhra Pradesh, India), MET and CLI (Sigma-Aldrich Sao Paulo, Brazil). The criteria used
for antimicrobial selection occurred according to the proposition of the Infectious Disease
Society of America — IDSA (SOLOMKIN et al., 2010). The MIC pattern was determined
by the broth dilution method according to the Clinical and Laboratory Standards Institute
guidelines (CLSI, 2017).

The MIC was considered the antimicrobial concentration at which no visible growth
of the strains was detected, and the obtained results were interpreted according to the
CLSI (2017), while the su-binhibitory concentrations corresponded to1/2 of the MIC of
the antimicrobials (PTZ, MET and CLI). This test was repeated three times to confirm the
result. For quality control of the tests, the reference strain B. fragilis ATCC 25285 and
Eggerrthella lenta ATCC 43055 were included in all experiments.

2.3 Growth curves of B. fragilis strains without and with sub-inhibitory concentrations

of PTZ, MET or CLI

To determine the time at which the cultures would reach between the intermediate log
and the beginning of the stationary phase (required for all experiments), growth curves of
B. fragilis were constructed in the absence or presence of 1/2 MIC of the antimicrobials.

Pre-inoculum of each bacteria grown in BRU-S under anaerobic conditions at 37°C
for 24 h were diluted in 90 mL of the same medium with and without sub-MICs of each
antimicrobial (PTZ, MET and CLI), to an optical density (OD) of 0.1 at 550 nm using a
spectrophotometer (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum, Vantaa, Finland). The flasks
were then incubated in anaerobic chamber at 37°C and 100 pL aliquots of each bacterial
culture were removed in triplicate to read the OD at 550 nm every 3 h up to 72 h (DOS
SANTOS et al., 2007; VELOSO et al., 2013; DE ANDRADE et al., 2016). For quality control
of the tests the reference strain B. fragilis ATCC 25285 and Eggerthella lenta ATCC 43055

were included in all experiments.

2.4 Phenotypic tests to evaluate the pathogenicity of B. fragilis strains cultured

previously in sub-MICs of PTZ, MET or CLI

Cell morphology - Bacteria were cultured on BRU-S, in the presence or absence of
each antimicrobial at sub-MICs and incubated in an anaerobic chamber at 37°C for different
times (determined on the growth curve: 30, 48, 72 and 96 h). Then, a smear was made
from the colonies grown, and Gram staining was performed for morphotintorial evaluation
under optical microscopy with immersion objective (1000x magnification) (FREITAS et al.,
2015). The reference strain B. fragilis ATCC 25285 was used as quality control.
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Capsule Detection — The Hiss staining method was used with modifications (NAKANO
et al., 2004). B. fragilis strains were cultured anaerobically in yeast extract and peptone
with 1% glucose in the presence or absence of antimicrobials in sub-MICs and incubated
in anaerobiosis at 37°C for different times (determined on the growth curve: 30, 48, 72
and 96 h). One drop of this bacterial suspension was deposited on a microscopic slide.
Then this was covered with crystal violet for 5 minutes. Each slide was washed with 20%
copper sulfate and allowed to air dry. The capsule was visualized by optical microscopy
with immersion objective (1000X magnification) by means of the verification of a free area
around the bacteria.

Resistance to H202 - This test was performed using disk diffusion assays (DE
ANDRADE et al., 2016). The strains were cultured on BRU-S, in the presence or absence
of antimicrobials in sub-MICs and incubated in anaerobiosis at 37°C for different times
(determined on the growth curve: 30, 48, 72 and 96 hours). Thereafter, a bacterial
suspension at 1.5 x 108 CFU/mL was inoculated into BRU-S plates. Test carried out with
the strains grown in the medium with sub-MICs of each antimicrobial and inoculated in
Brucella agar without the drugs, was called 1X. On the other hand, when the strains were
grown and platted in the agar medium with the respective antimicrobials in sub-MICs, it
was called 2X. Sterile filter paper discs of 6 mm were placed on the plate added with 5
uL of the H202 agent (Merck, Darmstadt, Germany) at concentrations of 1%, 5%, 10%
and 20%. After overnight incubation in anaerobiosis at 37°C, the diameters of the growth
of the zones of inhibition (ZI) were measured. The tests were performed in duplicate and
repeated on three different occasions.

Biofilm Formation - The microplate adhesion method was used (DONELLI et al.,
2012). After growth in anaerobiosis on BRU-S at 37°C for 48 h, a bacterial suspension
with turbidity of 0.5 on the McFarland scale in 0.85% sterile saline was prepared. A total of
20 pL of this suspension was added to 180 uL of BRU-S, with the presence or absence of
pre-determined sub-MICs and packed in a flat bottom 96-well microplate, in quadruplicate.
The microplates were incubated in anaerobiosis at 37°C for different times (determined on
the growth curve: 30, 48, 72 and 96 h). After the recommended incubation and washing
steps with phosphate buffered saline (PBS), the remaining bacteria were stained with 300
uL of crystal violet (NewProv, Pinhais, PR, Brazil) for 10 min at room temperature. The
absolute ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) was then added to solubilize the crystal
violet that stained the biofilm. The solution contained in each well was transferred to a new,
dry and clean plate. The absorbance was quantified in the spectrophotometer (Thermo
Scientific Multiskan® Spectrum, Vantaa, Finland) at a wavelength of 550 nm (DOS
SANTOS et al., 2007; FERREIRA et al., 2016). The tests were performed in quadruplicate
and repeated on three different occasions. As a negative control, only BRU-S was used.
The interpretation of the test was obtained by dividing the OD of the strains (ODa) by
the OD of the negative control (ODc). The strains were also classified according to the
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OD, into the following groups: OD<OD =non-adherent; OD_<OD<2xOD =weakly adherent;
2xOD _<OD=4x0OD _=moderately adherent; 4xOD _<OD=strongly adherent (DONELLI et al.,
2012).

Cell surface hydrophobicity - It was evaluated by the Microbial Adhesion to Solvents
(MATS) method, according to Kos et al. (2003). The bacteria were cultured in BRU-S
in the presence or absence of the antimicrobial agents in sub-MICs and incubated in
anaerobiosis at 37°C for different times (previously determined on the growth curve: 30, 48,
72 and 96 h). Subsequently, they were washed twice with 1 mL of PBS and resuspended
in 0.1 M KNQ, solution (pH 6.2) to obtain the OD at 600 nm. Subsequently, 60 uL of xylene
(Labsynth, Diadema, SP, Brazil) was added to 360 uL of the bacterial suspension, which
was adjusted to an OD of 0.100 (A0). After 10 min preincubation at room temperature,
the two-phase system was vortexed for 2 min and then held for 50 min. After this period,
the aqueous phase was removed and the OD at 600 nm was evaluated (A1). MATS were
calculated as the percentage of xylene associated bacteria according to the formula: MATS
=[1 - (A1 /A0)] x 100. The strains were classified as highly hydrophobic (MATS> 70%),
moderately hydrophobic (MATS 50-70%) or slightly hydrophobic (MATS <50%). The tests
were performed in triplicate and repeated on two different occasions.

Hemagglutination — The bacterium was cultured in BRU-S in the presence or
absence of antimicrobials in sub-MICs and incubated in anaerobiosis at 37°C for different
times (previously determined on the growth curve: 30, 48, 72 and 96 h). Pellets were then
collected, centrifuged (12,000 rpm/10,000 g, 5 min) and washed three times in PBS. The
bacterial suspension was adjusted to a concentration of 1.5 x 108 CFU/mL. In parallel,
erythrocytes of adult volunteers (A+, B +, AB + and O +), horse and sheep were washed three
times (5,000 rpm/600 g, 4°C, 5 min) and finally resuspended in PBS. Haemagglutination
was qualitatively tested by mixing 50 pL of bacterial suspension with 5 pL of erythrocyte
suspension in a 96-well (U-shaped) microtiter plate. Two serial dilutions of the bacterial
suspension, with a final volume of 50 pL/well, were performed. Subsequently, 50 yL of
erythrocytes were added to each dilution and the plate was gently shaked and incubated
first at 370C for 1h, then at 40C overnight. Hemagglutination titers were expressed by
the reciprocal of the highest activity dilution showing bacterial agglutination (NAKANO &
AVILA-CAMPOS, 2004; HRV et al., 2016).

Hemolytic activity — It was investigated in trypcase soy agar (TSA, Becton Dickinson
- BD, Sparks, USA) enriched with 0.1% hemin and menadione and 5% blood from horse,
sheep or human volunteers (A +, B +, AB + and O +). The strains were cultured on BRU-S,
in the presence or absence of antimicrobials in sub-MICs and incubated in anaerobiosis at
37°C for different times (determined on the growth curve: 30, 48, 72 and 96 h). Plates were
inoculated in duplicate using Steers replicator, with final inoculum of 105 CFU/spot, and
then incubated in anaerobiosis at 37°C for 1 week. The hemolytic activity was identified by
checking a clear zone around the bacterial growth. Streptococcus pyogenes ATCC 19615
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was used as a positive control (NAKANO & AVILA-CAMPQOS, 2004; HRYV et al., 2016).

2.5 Statistical Analysis

For the descriptive statistics SPSS (version 19.0), Excel and Stata version 12.0
(STATA Corp., TX, USA) were used. Stata was also used to perform linear regression
analysis in an attempt to compare the dependent variables (inhibition halo size [mm],
biofilm formation and hydrophobicity) with the independent variables. Three bacterial
strains submitted or not to sub-MICs of PTZ, MET or CLI and the concentration of H,0O,
(1%, 5%, 10% and 20%). Values of p <0.05 were considered statistically significant.

3| RESULTS

3.1 Minimum Concentrations of PTZ, MET and CLI capable of inhibiting the growth

(MIC) of B. fragilis strains evaluated

The MIC of the three antimicrobials tested for the B. fragilis reference (ATCC 25285)
and the two clinical strains (named P34 and P50) were determined according to CLSI
(2017) guidelines. The sub-MIC was defined as 2 of the MIC, except for the P50 strain
cultured in the presence of CLI, whose subinhibitory concentration was 1/4 of the MIC due
to the technical impossibility to test this bacterial strain against the 2 of the CLI MIC (Table

1).

Strains PTZ (pug/mL) MET (ug/mL) CLI (ug/mL)
B. fragilis ATCC 25285 1.0 1.0 0.5
B. fragilis P34 1.0 2.0 0.25
B. fragilis P50 1.0 4.0 1.024

Table 1: Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of Piperacillin/Tazobactam, Metronidazole and
Clindamycin for B. fragilis strains described in this study.

Legend: PTZ: Piperacillin/Tazobactam; MET: Metronidazole; CLI: Clindamycin.

3.2 Growth curves of B. fragilis strains cultured with sub-MICs of PTZ, MET or CLI

When the growth curves were compared for the transition from mid-log to stationary
phase between the strains, it was observed that it took 30 h after inoculation for the reference
strain (ATCC), P34 and P50 grown without antibiotics to attain this stage. The same strains
cultured with PTZ (ATCC+PTZ, P34+PTZ) and the P50 strain cultured with CLI (P50+CLlI)
also attained that state after 30 h. The P34 strain cultured with CLI (P34+CLI) took about
72 h. The ATCC+MET strain took 48 h. The ATCC+CLI, P34+CLI and P34+MET strains
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took 72 h, while the P50+MET strain took 96 h.

A delay of 15 h for B. fragilis ATCC 25285 grown in medium with sub-MIC of MET,
and 33 h cultured with sub-MIC of CLI (Figure1A) was observed as compared to the
same bacterium grown without antimicrobial. The clinical strain P-34 showed a delay of
36 h when grown in medium with sub-MIC of MET and 30 h cultured in sub-MIC of CLI as
compared to the same strain cultured without antimicrobial (Figure 1B). The clinical strain
P50 had a delay of 60 h when cultured in medium with METY, and 9 h in medium with CLI
as compared to the same strain cultured without antimicrobials (Figure 1C).
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+CLI

OD (550 nm)

0,00

T T T — T \
0 3 6 9 1215 18 24 30 36 42 48 60 72 78
Time (h)

— D34

......... P50+ PTZ
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)
S
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0 3 6 9 121518 24 30 36 42 48 54 60 72 78 84 0 T
0 12 15 18 24 30 36 48 60 72 78 84 90 96 102

Time (h) Time (h)

Figure 1 - Growth curve of the type strain Bacteroides fragilis ATCC 25285 (A) and fresh clinical
B. fragilis P34 (B) and B. fragilis P50 (C) strains with or without addition of sub-MIC concentration
of piperacillin/tazobactam, metronidazole or clindamycin antibiotics. Bacterial strains were grown
in Brucella media containing the following antibiotics; piperacillin/tazobactam, metronidazole or
clindamycin, at 1/2 concentration of the MIC previously determined. No antibiotic was added into the
control cultures. Bacterial growth were determined by measuring OD at 550 nm.

Legend: OD: optical density; h: hours; PTZ: piperacillintazobactam, MET: metronidazole; CLI:
clindamycin.

3.3 Evaluation of the pathogenicity of B. fragilis strains cultured in sub-inhibitory

concentrations of PTZ, MET and CLI
3.3.1 Cell morphology

The typical morphology of the B. fragilis ATCC25285, a Gram-negative rod, is
presented on Figure 2A. The clinical strains (ATCC25285, P34 and P50), cultured in the
presence of sub-MICs PTZ (Figure 2B, C and D respectively) and MET (Figure 3A, B and
C, respectively) exhibited cells with filamentous appearance.
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Figure 2. Gram staining of the Bacteroides fragilis ATCC 25285 reference strain and clinical isolates
of Bacteroides fragilis strains (P34 and P50) cultivated in Brucella media containing piperacillin/
tazobactam at 1/2 concentration of the MIC previously determined (0.5 pg/mL)

Legend: A- B. fragilis ATCC 25285 strain cultured without antimicrobial; B- B. fragilis ATCC 25285 strain
cultivated in sub-MIC of PTZ; C- B. fragilis P 34 cultivated in sub-MIC of PTZ; and D- B. fragilis P 50
cultivated in sub-MIC of PTZ.

Figure 3. Gram staining of the Bacteroides fragilis ATCC25285 and clinical Bacteroides fragilis s

Legend: A- B. fragilis ATCC 25285 strain in sub-MIC of MET (0.5 ug/mL); B- B. fragilis P34 cultivated
in sub-MIC of MET (1.0 yg/mL); C- B. fragilis P50 cultivated in sub-MIC of MET. trains (P34 and P50)
cultivated in Brucella media containing metronidazole at concentrations ranging from 5 to 2.0 yg/mL

3.3.2 Capsule detection

With the methodology used, it was not possible to visualize the presence of a
capsule in all B. fragilis strains cultured in medium with or without sub-MICs of the three
antimicrobials.

3.3.3 Resistance to H,0O,, Biofilm formation and Cell surface hydrophobicity

27z

Table 2 shows that linear regression was used to compare the dependent variable of
‘diameter of the zone of inhibition’ with the independent variables of H,O, concentrations
(1%, 5%, 10% and 20%) and B. fragilis strains (reference and clinical). The constant (_
cons) that represents the medium size of ZI (mm) obtained by the reference strain without
exposure to antimicrobials in the presence of the lowest concentration of hydrogen
peroxide (1%). P50 strain previously cultured in a sub-MIC of PTZ showed the highest
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halo (p <0.01), which is considered the most sensitive of all tested strains.

Table 2 also exhibits the result of linear regression analysis considering biofilm

formation as a dependent variable (value obtained by dividing the OD_ by the OD ) and

comparing that to the independent variable (bacterial strains) and the constant (_cons)

which was represented by B. fragilis ATCC 25285 without antimicrobial exposure, and

the mean OD division found was 1.47. The dependent variable hydrophobicity defined

by MATS was compared with the bacterial strains. The constant represents the average

percentage of hydrophobicity (46%) of the B. fragilis ATCC 25285 strain without previous

exposure to antimicrobials (Table 2).

Independent Dependent variables
variables Zl size p value Biofilm pvalue | MATS | pvalue

_cons? 17.13 - 1.47 - 46 -
H,0, (%) -

5 38.98 <0.01 - - -

10 45.92 <0.01 - - -

20 52.91 <0.01 - - -

B. fragillis Strains

ATCC + PTZ 17.68 0.46 2.07 0.58 44.5 0.66
ATCC +MET 16.55 0.44 1.2 0.80 25 <0.01
ATCC + CLI 14.81 <0.01 1.2 0.80 22.5 <0.01
P34 16.64 0.51 5.54 <0.01 50.5 0.44
P34 + PTZ 15.6 0.07 2.3 0.95 55 0.13
P34 + MET 15.71 0.09 4.4 0.01 335 0.05
P34 + CLI 16.65 0.52 2.84 0.22 36.5 0.11
P50 18.00 0.90 5.07 <0.01 48 0.72
P50 + PTZ 19.65 <0.01 5.2 <0.01 56.5 0.08
P50 + MET 14.72 <0.01 2.57 0.32 39.5 0.27
P50 + CLI 16.98 0.84 4.4 0.01 49.5 0.54

Table 2. Statistical analysis using linear regression of dependent variables (diameter of zone of
inhibition in millimeters) and the independent variables (hydrogen peroxide at 1, 5, 10 and 20%, the
ability of biofilm formation — represented by division of the OD of the strains by the OD of the negative
control, Microbial Adhesion to Solvents — MATS and all tested Bacteroides fragillis strains — ATCC, P34

and P50).

Legend: ZI: zone of inhibition; MATS: Microbial Adhesion to Solvents; 2_cons: constant (represents the
average [mean] size of ZI (mm) obtained by the reference strain without exposure to antimicrobials, in
the presence of the lowest concentration of hydrogen peroxide (1%); H,O,: hydrogen peroxide; PTZ:
Piperacillin/Tazobactam; MET: Metronidazole; CLI: Clindamycin; ATCC: B. fragilis ATCC 25285; P34
and P50: clinical strains.

3.3.4 Hemagglutination and haemolitic activity

None of the bacterial strains (reference or clinical) showed hemagglutination in the

different blood types tested: human (A +, B +, AB + and O +), sheep and horse. All strains

hemolyzed all tested blood types after 6 days of incubation in anaerobiosis at 37°C.
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4 | DISCUSSION

There are several situations during the infectious process in which the microorganism
is subjected to sub-MICs of antimicrobials for varied periods of time. This may not be
able to eliminate the microorganism but could interfere with the expression of some
pathogenicity factors and may result in the selection of resistant bacteria. These changesin
the pathogenicity of B. fragilis, in the presence of sub-MICs of antimicrobials demonstrate
their pathogenic potential, being able to provoke different interactions between the host
and the bacterium (DE SOUZA FILHO et al., 2012; VELOSO et al., 2013).

According to studies on antimicrobial resistance with B. fragilis, rates of resistance
to CLI in several countries are reported between 24% and 56% (KANGABA et al., 2015;
KOUHSARI et al., 2019). On the other hand, there are few reports of resistance to PTZ
and MET (SZEKELY et al., 2015; YIM et al., 2015). In the present study, the clinical strain
P34 was susceptible to the three tested antimicrobials, and the clinical strain P50 showed
only resistant to clindamycin (MIC=1.024 ug/mL).

The literature reports an increase in the time of growth of bacteria submitted to the
sub-MICs of some antimicrobials and different stresses. Veloso et al. (2013) observed a
delay of 15 h for the beginning of the log phase of growth of B. fragilis grown in sub-MICs
of PTZ, a fact that was not corroborated in our study. In addition, another study observed
that Escherichia coli, when cultured in sub-MICs of PTZ, reached the peak of flamentous
cells with 16 h of growth, presenting 82% of cells altered in morphology and complexity
(DE ANDRADE et al., 2016).

The growth curve performed in the present study demonstrated delays for the
beginning of the log growth phase for the reference and the clinical strains (P34 and P50)
when cultured in sub-MICs of both MET and CLI. There was also a decrease in OD when
they were cultured in sub-MICs of the three antimicrobials. Some authors believe that this
is due to the decrease of enzymes related to the energetic metabolism of the bacterium (
VELOSO et al., 2013; DE ANDRADE et al., 2016).

The formation of flamentous cells found in strains cultured in medium with sub-MICs
of PTZ may be related to the fact that this antimicrobial interferes with bacterial cell wall
synthesis by binding to penicillin-3 binding protein (PBP-3), which is responsible for cell
septation during division. Thus, the strains continue the division process when in contact
with the sub-MICs, but the septation does not occur (DE ANDRADE et al., 2016). On the
other hand, in relation to the sub-MICs of MET, changes in bacterial morphology appear to
be related to the inhibition of autolytic enzymes that initiate septation (DINIZ et al., 2000;
FREITAS et al., 2015).

However, when strains in the filamentous state were cultured in medium without
sub-MICs of antimicrobials, the cells returned to their typical form, indicating that the

morphological change was a transitory state. Therefore, it is possible that filamentous
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cells represent the most sensitive subpopulations that were inhibited by the antimicrobials.
However, the consequences of these morphological changes as pathogenicity factors and
for clinical diagnosis are not well established ( FREITAS et al., 2015; DE ANDRADE et al.,
2016).

The polysaccharide capsule of B. fragilis is one of the most important pathogenicity
factors of this bacterium, as it is responsible for its success in abscess formation, protection
against the host’s immune system and cell and mucosal adhesion (NAKANO et al., 2008;
REIS et al., 2014). In our study, it was not possible to visualize the presence of a capsule
in all the strains with the methodology used; however, it does not mean that these strains
do not have capsule. As a result, the Chinese ink staining with diluted fuccin was used
(MOLINARQO et al., 2009), but it was also not possible to visualize a capsule.

According to the literature, within the first 30 min of exposure to oxygen (O,)
or H,0,, B. fragilis induces the expression of at least 28 proteins as part of a complex
response to oxidative stress, and the magnitude of this response seems to be related to
the concentration level of the stressor agent (SUND et al., 2008). These proteins include
enzymes that detoxify reactive oxygen species, protect DNA, and provide energy for the
synthesis of new proteins. Some of the first genes induced during exposure to O, or H,0,
are members of the OxyR regulatory gene, providing an immediate protective reaction to
stress (SUND et al., 2008).

In the oxidative stress test by exposure to H,O, in our study, when comparing the
clinical B. fragilis strains without and with sub-MICs of the three antimicrobials, it was
possible to verify that the strains, ATCC+PTZ, ATCC+MET, P34+CLI and P50+PTZ,
previously cultured in medium with antimicrobials sub-MIC were more sensitive to this
substance in relation to the same strains without sub-MICs, mainly in the concentration of
H,O,20%. This higher sensitivity was observed in all strains when the culture medium of
the test plate also contained antimicrobial sub-MICs of antimicrobials (named by us as 2X
test), in agreement with the results of Fonseca et al. (2004).

The increase in the sizes of ZI due to the presence of sub-inhibitory concentrations of
antimicrobials in the culture medium is believed to be due to a decrease in the production
of enzymes such as peroxidases and catalases. These enzymes are responsible for
protecting the bacteria from damage caused by H202. The lack or decrease in these
enzymes may explain the lower capacity of the bacteria to survive and multiply in the
presence of oxidative stress ( FONSECA et al., 2004; DE ANDRADE et al., 2016).

It is believed that the increase in the sizes of ZI in the tests in which antimicrobials
were used at sub-MICs in the culture media and 2X test may be due to actions of the
antimicrobials themselves, although in a sub-MIC concentration, there is a decrease or lack
of response to oxidative stress (such as production of catalases and other peroxidases)
(FONSECA et al., 2004; DE ANDRADE et al., 2016).

Only the ATCC+CLI and P50+MET strains had statistically significant (p <0.01)
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resistance to H,0,, that is, they showed a decrease in the size of halos, but the reasons
were not elucidated, due to the lack of studies relating sub-MICs with oxidative stress. In
addition, since sub-MICS of both CLI and MET did not decrease the size of the halos of
the other strains tested, it is not possible to state that these antimicrobials increased the
resistance to oxidative stress.

According to the literature, antimicrobials may interfere with bacterial adhesion to
both epithelial and intestinal cells, as well as expression of other pathogenicity factors in
various bacterial species (FREITAS et al.,, 2015). Some antimicrobials may significantly
decrease the bacterial adhesion process to certain types of surfaces, which can be
explained by a change in the hydrophobicity of the cell surface, inhibition of motility, or
possible decrease of the adhesins in the bacterial cell surface due to the induction of
filamentous cells (FONSECA et al., 2004).

Sub-inhibitory concentrations of antimicrobials could interfere with cell adhesion,
hydrophobicity, motility, and the formation of biofilm. It also may affect other necessary
factors for the formation of biofilm, such as the quorum sensing system, which is essential
for communication between cells and is essential for proper training and maintenance of
biofilm (OKAMOTO et al., 2002; FONSECA et al., 2004; DE ANDRADE et al., 2016).

Although some studies have shown that sub-MICs of both PTZ and MET decreased
the formation of biofilm and that CLI may increase the same, our results were not able to
demonstrate these effects, probably due to the low number of strains tested (OKAMOTO
et al., 2002; DE SOUZA FILHO et al., 2012; DE ANDRADE et al., 2016).

The three strains previously cultured in the medium with and without sub-MICs of
the three antimicrobials showed a hydrophilic character. This may be due to the presence
of capsules in B. fragilis, which are generally hydrophilic and may contribute to the low
hydrophobicity (REIS et al., 2014). Although it was not possible to apply statistical treatment
in our study, it was possible to observe that sub-MICs of MET decreased the hydrophobicity
of the three strains, and CLI decreased the hydrophobicity of the reference strain and the
clinical strain P34 as compared to the strains without sub-MICs of antimicrobials. According
to the literature, this decrease in hydrophobicity may occur due to some alterations in
bacterial surface structures, especially loss of fimbriae and adhesins (FONSECA et al.,
2004). However, there are no studies that relate hydrophobicity to sub-MICs of MET or
CLI, and we can not yet clarify this lower hydrophobicity.

Although our study found a 10.5% increase in the hydrophobicity of the P50 strain
previously cultured in sub-MICs of PTZ compared to the reference strain without sub-
MICs of antimicrobials an increase in hydrophobicity of the two clinical strains in relation
to strains without sub-MICs of antimicrobials, Andrade et al. (2016) observed a significant
decrease in the hydrophobicity of E. coli with sub-MICs of PTZ. Fonseca et al. (2004) also
observed a decrease in the hydrophobicity of Pseudomonas aeruginosa with sub-MICs of
PTZ, attributing this fact to the changes in the bacterial surface structure, in particular the
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fimbriae, which contribute to the hydrophobicity of P. aeruginosa. Therefore, no reports
dicussing whethwe or not PTZ increases hydrophobicity were found.

Due to the fact that our strains are classified as weakly to moderately hydrophobic,
it is possible that hydrophobicity does not exert a significant influence on tissue adhesion
and, consequently, the formation of B. fragilis biofilms. Okamoto et al. (2002) observed that
hydrophobicity in Fusobacterium nucleatum was not associated with adhesion in the host’s
buccal cells and suggested that the mechanism of bacterial adhesion in these species was
influenced by the presence of adhesins located in the cell wall or the outer membrane.

While one study observed hemagglutination activity in 84% of clinical strains of B.
fragilis, others did not significantly observed this ability in strains in different blood types,
such as human, horse, sheep, rabbit, dog (NAKANO & AVILA-CAMPOS, 2004; REIS
et al., 2014). In our study, no hemagglutination was observed in any strain previously
cultured with or without sub-MICs of the three evaluated antimicrobials in all blood types
tested. Nakano and Avila-Campos (2004) suggested that the adhesins or outer membrane
proteins of the bacterium may be responsible for hemagglutination.

Hemolytic activity is a means of providing bacteria with heme iron from blood cells.
However, the precise mechanism and the actions of each hemolysin gene still need to
be clarified (SUZUKI et al., 2012). Robertson and coworkers (2006) found that B. fragilis
hemolysin hlyA gene produced a-hemolysis and B-hemolysis when combined with hlyB
gene. The authors also suggested that B. fragilis genes hlyA and hlyB could be combined to
form a two-component hemolysin, increasing their individual hemolytic activities. However,
Suzuki and colleagues (2012) suggested that hemolysin encoded by the hlyA gene of
Prevotella intermedia may act differently from that encoded by the hlyA gene of B. fragilis.
We agree that the expression of hemolysin genes and their respective activities should be
better investigated in the future in an attempt to clarify the results obtained.

In our study, all evaluated strains previously cultured with or without sub-MICs of all
three antimicrobials had hemolysis in all blood types tested after 6 days of incubation. A
study by Robertson et al. (2006)2006 found that all strains (reference and clinical), showed
hemolysis in human, sheep and horse blood.

However, one strain had hemolysis in horse blood, but not in human and sheep
blood. These differences suggested that the hemolytic activity produced by B. fragilis can
be influenced by the diversity of the strains, the origin of the red blood cells and the
growth conditions. In addition, the long period of incubation to visualize hemolysis (6 days)
suggests that the apparent lack of hemolytic phenotype in clinical strains of B. fragilis
may be a consequence of the short incubation period (48 h) which is generally used by
laboratories to perform the test (LOBO et al., 2013). This fact was observed by Reis and
coworkers (2014), as the hemolysis test in horse blood was negative for the 13 strains of
B. fragilis used in the study.
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51 CONCLUSIONS

Some alterations found in B. fragilis strains due to the presence of sub-MICs
of the antimicrobials tested in our study may reflect the pathogenic potential of these
microorganisms. There was an interesting reponse of the clinical strain P50 when exposed
to sub-MICs of PTZ. After sub-MICs exposition, the strain enhanced its ability of biofilm
formation (p=0.002), became more resistant to H,0O, exposition (p=0,001) and also
increased its hydrophobicity (‘p’ presented an interesting value: p=0.08, but it was not
considered statistically significant for this study, despite clearly demonstrate a tendency
to be statistically relevant). In addition, it is important to emphasize that physiological
changes may affect the diagnosis and treatment of infections with B. fragilis. Therefore,
our data highlighted the risks of inadequate treatment, not only related to the selection of
antimicrobial resistance but also related to the implications for clinical microbiology and
the evolution of infectious diseases.
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RESUMO: O
comumente utilizado em instituicbes de saude

alcool é um composto

e estabelecimentos comerciais para realizagao
de procedimentos de antissepsia tanto dos
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DE SUPERFICIES INERTES

seus materiais como das suas superficies que
podem estar contaminadas por microrganismos.
Portanto, este estudo tem por objetivo testar a
eficicia do alcool gel na assepsia de superficies.
Foram utilizadas trés marcas de alcool em gel.
As amostras foram divididas aleatoriamente
em quatro grupos correspondendo o grupo 1
ao controle (sem desinfec¢do) e grupos 2 a 4
referentes as diferentes marcas de alcool gel.
Para os grupos 2 a 4 foi observado o efeito
do A&lcool frente ao tempo de desinfecgcao
obedecendo a ordem de cinco (T5), dez (T10)
e quinze (T15) minutos apds a desinfecgao.
As amostras coletadas foram colocadas em
molde estéril. As semeaduras foram realizadas
utilizando placas de petri com agar nutriente
e plate count agar para teste de crescimento
de bactérias e placas de petri contento agar
sabouraud acrescido de cloranphenicol (100 ul)
para isolamento de fungos. Apos 24 horas foi
analisado o crescimento bacteriano e de 7 a 10
dias as analises para fungos foram realizadas.
Foi observado diminuicao acentuado do numero
de colbnias bacterianas dos grupos 2, 3 e 4 em
relacdo ao grupo 1, principalmente nos tempos
TO, T5 e T10. Em todos os grupos foi observado
crescimento fungico independentemente dos
tempos testados para desinfec¢ao do alcool gel.
Conclui-se que o éalcool gel apresenta eficacia
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na antissepsia das superficies por um curto periodo e apenas no controle bacteriol6gico, pois
n&o apresentou eficacia na eliminagéo dos fungos.
PALAVRAS-CHAVE: Antissepsia, Agentes de Controle de Microrganismos, Alcool gel.

EFFECTIVENESS OF ALCOHOL GEL AS ANTIMICROBIAL OF INERT SURFACES

ABSTRACT: Alcohol is a compound commonly used in health facilities and commercial
establishments to perform antisepsis procedures on both their materials and their surfaces
that may be contaminated by microorganisms. Therefore, this study aims for to test the
efficacy of alcohol gel in the asepsis of surfaces. Three brands of alcohol in gel were used.
The samples were randomly divided into four groups corresponding to group 1 to control
(without disinfection) and groups 2 to 4 referring to the different brands of alcohol gel. For
groups 2 to 4, the effect of the alcohol against the disinfection time was observed obeying
the order of five (T5), ten (T10) and fifteen (T15) minutes after disinfection. The collected
samples were placed in a sterile mold. Seeds were harvested using petri dishes with nutrient
agar and plate count agar for bacterial growth test and petrel plates containing sabouraud
agar plus chloranphenicol (100 pl) for fungal isolation. After 24 hours the bacterial growth was
analyzed and from 7 to 10 days the analyzes for fungi were performed. A marked decrease
in the number of bacterial colonies of groups 2, 3 and 4 was observed in relation to group 1,
mainly in times TO, T5 and T10. Fungal growth was observed in all groups regardless of the
times tested for gel alcohol disinfection. It is concluded that alcohol gel showed efficacy in
the antisepsis of the surfaces for a short period of time and only in the bacteriological control,
since it did not present efficacy in the elimination of fungi.

KEYWORDS: Antisepsis, Microorganism Control Agents, Alcohol gel.

11 INTRODUCAO

Em geral a utilizacdo de produtos quimicos com acado germicida e bactericida &
antiga, sendo citada por Homero, em sua obra “A Odisseia” por volta de 800 a.c, e € sem
duvida, uma maneira eficaz de prevenir a proliferacdo de microrganismos, bem como
realizar seu controle e destruicdo (ANDRADE et al., 2002).

Alcoois sdo compostos quimicos, organicos, amplamente utilizados em instituicées
de saude, bem como em restaurantes e lanchonetes, para realizagcdo de procedimentos
de antissepsia tanto dos seus utensilios como das suas superficies. Quimicamente sao
compostos por grupamento hidroxila (-OH) ligados a um radical alquila, podendo ser
preparado a partir de muitas classes de compostos alquenos, halogenetos de alquila,
cetonas, ésteres, aldeidos, entre outras, como também gerar um grande numero de outros
compostos (UCKO, 1992).

Uma das variagdes de alcool comumente utilizada é o alcool gel, sendo atualmente
muito aplicado em procedimentos de antissepsia das mé&os e de superficies. Além disso,
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0 seu uso representa uma pratica frequente tanto em ambientes de saude, como em
estabelecimentos comerciais, substituindo muitas vezes a propria lavagem das superficies
e 0 uso de outras substancias antissépticas (HERNADES, et al. 2004).

As superficies também estdo sujeitas a contaminagdo de microrganismos. E
quando contaminadas podem causar sérias complicacdes e doencgas para o0 ser humano
(ANDRADE, et al. 2007).

Desta forma, torna-se importante ndo apenas aplicar a substancia antisséptica, mas
conhecer sua eficacia. Portanto, o objetivo deste estudo foi testar a eficacia do alcool gel
na assepsia de superficies.

2| MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo experimental com amostras coletadas das superficies das
mesas de uma lanchonete de uma instituicdo de ensino superior. As amostras foram
coletadas antes e apds a desinfeccdo das mesmas. Foram utilizadas trés marcas de
alcool gel diferentes e de facil acesso no mercado.

As amostras foram divididas aleatoriamente em quatro grupos: grupo 1 (G1) -
sem desinfeccéo; grupo 2 (G2) - desinfeccdo com alcool gel da marca 1; grupo 3 (G3)
- desinfec¢céo com alcool gel da marca 2; grupo 4 (G4) - desinfeccao com alcool gel da
marca 3.

Foi utilizada a técnica de swab de superficie para coleta das amostras. O swab estéril
foi devidamente umedecido em agua peptonada, retirado o excesso na borda interna do
tubo, para facilitar a coleta. Também foi utilizado um molde estéril para dividir as areas da
superficie a serem desinfetadas com as trés marcas de alcool gel. Utilizou-se o algodéo
estéril embebido em alcool gel realizando-se movimentos retilineos sempre no mesmo
sentido. As coletas foram realizadas em quatro tempos devidamente cronometrados: o
tempo zero (TO) - logo apds a desinfeccédo, tempo 5 minutos (T5) ap6s a desinfeccgao,
tempo 10 (T10) minutos apds a desinfec¢ao e tempo 15 (T15) minutos apds a desinfecgao.
Os swab’s foram armazenados e transportados em tubos de ensaio estéril.

Apos afinalizac&o das coletas os swab's foram levados ao laboratorio de microbiologia
do UNIVAG - Centro Universitario para a realizacdo dos procedimentos microbiologicos.
As semeaduras foram realizadas utilizando placas de petri com agar nutriente (AN) e
plate count agar (PCA) para teste de crescimento de bactérias e placas de petri contento
agar sabouraud (AS) acrescido de cloranfenicol (100 ul) para isolamento de fungos. As
placas contendo meio de cultura foram incubadas em estufa 25-30° C para crescimento
de microrganismo no periodo de 24 a 48 horas para as analises bactérias e de 7 a 10 dias

para analise dos microrganismos fungicos.

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia 3 Capitulo 7




3 | RESULTADOS

Foi observado crescimento de colénias de bactérias nos dois meios de cultura
utilizados, porém houve grande diminuicao do numero de colénias nas placas dos grupos
G2, G3 e G4 em relacédo ao G1, principalmente nos tempos TO, T5 e T10. Ja no tempo
T15 em ambos os grupos houve crescimento de uma quantidade maior de colénias de
bactérias, conforme demonstrada nas figuras de 1 a 3 abaixo.
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Figura 1: Grafico do crescimento bacteriano nas placas do grupo 2 em relagéo ao tempo da coleta e ao

grupo 1.
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Figura 2: Grafico do crescimento bacteriano nas placas do grupo 3 em relagéo ao tempo da coleta e ao
grupo 1.
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Figura 3: Grafico do crescimento bacteriano nas placas do grupo 4 em relagéo ao tempo da coleta e ao
grupo 1.

As placas contendo AS para crescimento de fungos foram incubadas por 96 horas e
apos a analise das mesmas foram identificadas as seguintes espécies fungicas. No grupo
1 obtivemos crescimento da espécie Cladosporium no T10 (tabela 1).

Na placa referente ao G2 foram observados os seguintes crescimentos: no TO a
espécie Rhizopus stolonifer; T5 a Aspergilus clavatus; no T10 ndo houve crescimento em
T15 a espécie Fusarium verticillioides, conforme demonstrado na tabela 1.

Ja na placa referente ao G3 desenvolveu: em T5 identificou-se a espécie Fusarium
solani, e Cladosporium cladosporioides; T10 Saccaromyces spp; as placas referentes a
TO e T15 nao houve crescimento (tabela 1)

No grupo 4 foi observado: no TO a espécie Saccaromyces; T5 a Curvularia lunata;
T10 a Saccaromyces e Aspergillus tereéus; e no T15 a Saccaromyces spp, Cladosporium
spp, Rhizopus stolonifer. (tabela 1)

TO T5 T10 T15
Grupo 1 Cladosporium
Grupo 2 Rhizopus Aspergilus clavatus - Fusarium
stolonifer verticillioides
Grupo3 - Fusarium solani Saccaromyces spp -
Cladosporium
cladosporioides
Grupo 4  Saccaromyces Curvularia lunata Saccaromyces Saccaromyces spp

Aspergillus tereéus

Cladosporium spp
Rhizopus stolonifer

Tabela 1. Espécies fungicas encontradas nos grupos de acordo com o tempo de desinfecgao.

Legenda: TO: imediatamente apés desinfecgéo; T5: cinco minutos apds desinfec¢do; T10: dez minutos

apés desinfeccao; T15: quinze minutos ap6s desinfecgao.
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4 |1 DISCUSSAO

O alcool gel por ser um produto de baixo custo e com boa atividade antimicrobiana
tornou-se o produto mais utilizado para assepsia de maos, objetos e superficies
principalmente nos ambientes de saude, faltando apenas para melhor aproveitamento de
suas propriedades observar o seu tempo de acao (HERNANDES et al., 2004).

A preocupacéo com o tempo de eficacia da propriedade antimicrobiana do alcool gel
deve ser rigorosamente aplicada nos ambientes de saude ou qualquer outro como forma
de higienizac&o, uma vez que em estudos realizados foi comprovado que as maos dos
profissionais da saude possuem um papel muito importante na cadeia de transmisséo das
doencas infecciosas, fato que se traduz em um numero acentuado de mortes e aumento
na gravidade das doencas (SANTOS, et al. 2010)

Com relagcao as técnicas microbiol6gicas aplicadas nesse estudo para a avaliacéao
da atividade antimicrobiana do éalcool gel, foi observada que as amostras coletadas
mostraram diferencas quando em comparag¢do com a amostra do grupo 1. Diante desses
resultados € possivel especular alguns aspectos que talvez justifiquem o mecanismo de
acao do alcool frente as técnicas empregadas.

A formulacdo e a consisténcia de determinados produtos podem contribuir com
acao positiva ou negativa frente os microrganismos. Andrade e colaboradores (2007)
observaram este questionamento quando realizaram atividade antimicrobiana com alcool
gel 70% frente a bactérias de uma comunidade hospitalar.

Outro fator importante seria, em relacdo a formulagdo, a consisténcia em gel que
pode aumentar o tempo de contato do alcool com a superficie € os microrganismos,
pois retarda o seu tempo de evaporacao, quando comparado com a forma liquida, que
apresenta menor tempo de contato. Neste caso, o processo de evaporagdo acontece
de maneira mais rapida facilitando a fixacdo dos microrganismos. Além disso, muitas
vezes pelo fato da evaporacédo ser rapida, seu efeito antimicrobiano torna-se pouco
efetivo. Seguindo esta premissa, os resultados alcangados nesta pesquisa entram em
conformidade com Andrade et al., (2007), Andrade et al., (2002) e Paulson et al, (1999).

Por outro lado, Paulson e colaboradores (1999) recomendam a utilizacdo com agua
e sabao depois de 5 friccdes com alcool-gel. Esta mesma orientacao foi observada por
Souza e colaboradores (1998) em materiais médicos cirurgicos. A instrucdo da lavagem
se deve ao fato de o produto (alcool) se tornar menos efetivo na presenca de sujidade e/
ou matéria organica. Isso de deva ao fato de que os principais fatores que interferem na
acao antimicrobiana do alcool gel sejam: a presenca de matéria organica, tipo e nivel de
contaminacao, resisténcia intrinseca do microrganismo, concentra¢éo, tempo de exposi¢cao
ao agente desinfetante, caracteristica do material ou tipo de atividade, temperatura e pH
(LAWRENCE 1992; RUTALA 1996, SOUZA et al, 1998).

Apesar disso, € importante lembrar-se da higienizagcdo das maos, uma vez que uma
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boa friccdo neste ato pode atingir resultados bem parecidos com o uso de substancias
antimicrobianos. Dessa forma, evitando-se o0 uso demasiado de solugcbes que podem
levar a multirresisténcia dos microrganismos as substancias mais comuns. (MONNAZZI,
et al.,2012)

A literatura cientifica (ANDRADE et al., 2002; PAULSON et al., 1999, MONNAZZI et
al., 2012) aborda o uso da solugao alcodlica em procedimento de assepsia, especialmente,
na higienizagdo das maos de profissionais da saude. Autores americanos (KAMPF et
al., 2006; WINNENFELD et al, 2000) em suas casuisticas, abordam ainda, a acdo da
higienizacdo das méos e a reducao na contaminacao apo6s o uso das solucdes alcbolicas
eleva o indice de adesao ao procedimento de higienizacao, e consequentemente parece
contribuir na diminuicdo das taxas de infeccéo.

Entretanto, de acordo com a Organizacdao Mundial da Saude (OMS/WHO (2005)
ainda ha contradi¢des em relacéo ao alcool gel quanto a sua efetividade na presenca da
matéria organica e ainda como produto desinfetante (ROTTER et al., 1991).

Em geral, os alcoois sdo produtos indicados na desinfeccao de superficies de
mobiliarios, equipamentos, artigos médico-hospitalares e consultérios odontolégicos, pela
atividade antimicrobiana e praticidade de uso. Para desinfeccéo de superficies, precedida
ou ndo da limpeza com agua e sabao, recomendam-se trés aplicacbes intercaladas
de alcool a 70% p/v de concentracdo e secagem natural, conforme recomendagdo da
literatura nacional (UCKO, 1992).

Neste estudo, apesar de serem utilizadas trés marcas diferentes de élcool gel
existentes no mercado, ndo se tem a pretensédo induzir a comercializacdo dos produtos
que foram eficazes, uma vez que o foco do estudo foi testar o alcool gel e seu efeito

antimicrobiano e ndo a propaganda das marcas.

51 CONCLUSAO

Com base nos dados coletados pode-se concluir que o alcool gel apresenta boa
eficacia na antissepsia das superficies. Porém, se faz necessario a conscientizacao de
que sua eficacia se da por um curto periodo e apenas no controle bacteriolégico, pois ndo
apresentou eficacia na eliminacéo dos fungos.

Apesar de ndo ser o unico método eficaz de assepsia devendo seu uso ser controlado,
esses achados apontam a necessidade de mais estudos que possam validar novas
técnicas microbiologicas para avaliagao da atividade antimicrobiana in vitro de alcool géis.
Assim, antes de utilizar alguma substancia ou produto contra microrganismos é necessario

avaliar previamente a sua eficacia com técnicas ou métodos microbioldgicos.
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RESUMEN: Bacterias que portan genes de
resistencia a antimicrobianos convencionales
pueden encontrarse en sistemas de produccién
animal. Estos microorganismos podrian
ser transmitidos a humanos por efluentes
ambientales generando un riesgo para la salud
publica. En este trabajo se evalué la presencia
de genes de resistencia en la microbiota de
cuatro porciones del tracto gastrointestinal de
un grupo de novillos cuya alimentacion fue
suplementada con extracto de orégano como
alternativa al uso de aditivos antimicrobianos.
Los genes de resistencia fueron detectados
utilizando la técnica de Reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Cuatro de los seis
genes evaluados, Tet(W), Tet(M), BlaTem y
Erm(B), fueron encontrados en las porciones
gastrointestinales de ambos grupos en estudio.
El gen Tet(M) no fue detectado en el rumen. Fue
posible comprobar que bacterias portadoras de
genes de resistencia pueden establecerse en el

microbioma de novillos lecheros independiente
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de su dieta, puesto que no fueron suministrados aditivos antimicrobianos. Este estudio
sugiere que existen otras vias de diseminacion de resistencia y estas deben ser controladas y
monitoreadas al igual que los alimentos de origen animal, ya que también pueden representar
un alto riesgo para la salud humana.

PALABRAS CLAVE: Antibi6ticos, Bovinos, Resistencia, Tracto Gastrointestinal, Microbiota.

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE GENES IN BACTERIA PRESENT IN
THE GASTROINTESTINAL TRACT OF CALVES FEEDED WITH ORGAN EXTRACT

ABSTRACT: Bacteria with antimicrobial resistance genes can be found in animal production
systems. These microorganisms could be transmitted to humans by environmental effluents,
creating a risk to public health. The resistance genes were evaluated in four portions of
gastrointestinal tract microbiota of calves whose feeding was supplemented with oregano
extract as an alternative of antimicrobial additives. Resistance genes were detected using
the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Four of the six genes evaluated, Tet(W),
Tet(M), BlaTem and Erm(B) were found in the gastrointestinal portions of both study groups.
The Tet(M) gene was not detected in the rumen. It was discovered that bacteria with
resistance genes can be established in the microbiome of the calves, independently of their
diet, being that no antimicrobial additives were supplied. This study suggests that there are
other pathways of resistance dissemination and these should be controlled and monitored as
well as foods of animal production, because they may also pose a high risk to human health.
KEYWORDS: Antibiotics, Cattle, Resistance, Gastrointestinal Tract, Microbiota.

11 INTRODUCCION

Existe una preocupacién global debido a las enfermedades causadas por
microorganismos resistentes a los antibidticos, puesto que su tratamiento es cada vez
menos efectivo, estas infecciones pueden darse debido al uso inadecuado de farmacos
antimicrobianos tanto en la poblaciobn humana, como en animales domésticos o de
produccién. (Davies J, 2010, p 417-433). El suministro indiscriminado de antibiéticos puede
llevar a la seleccién y multiplicacion de bacterias portadoras de genes de resistencia en
el entorno cotidiano (Rocha C, 2015), convirtiéndose en un problema de gran importancia
a nivel mundial.

En otros estudios se ha demostrado que el uso de farmacos antibiéticos como
aditivos en la producciéon animal aumenta la probabilidad de transmision de bacterias
resistentes a los antimicrobianos convencionales en animales, y estas, a su vez, podrian
ser transmitidas a los seres humanos a través de exposiciones ambientales como
aire, agua y suelo. (Levy S.B., 1976, p. 583-588), (Noyes, N. R., 2016). Las bacterias
no patégenas que portan genes de resistencia a antimicrobianos podrian suponer un
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riesgo para la salud publica si llegan a establecerse dentro del microbioma del huésped
humano, aumentando la probabilidad de transferencia horizontal de genes entre bacterias
portadoras y patégenos causantes de graves infecciones. (Forsberg, K. J., 2012, p. 1107-
1111), (Rolain, J. M., 2013).

A partir de esta problematica, el presente trabajo tiene el objetivo de evaluar la
presencia de algunos genes de resistencia prohibidos en la produccion animal de Brasil,
en el ADN de las bacterias que hacen parte de la microbiota de diferentes porciones del
tracto gastrointestinal de novillos lecheros alimentados con extracto de orégano como
alternativa al uso de aditivos antimicrobianos, esto permite corroborar la existencia de otras
vias de diseminacion de resistencia diferentes a la alimentacion, alertando a los sistemas
de produccién animal. Ademas de esto, este estudio permite analizar la influencia del
extracto de orégano sobre el patron de genes de resistencia encontrado en las diferentes
porciones gastrointestinales.

2 | MATERIALES Y METODOS

Fueron recolectadas muestras provenientes de diferentes porciones del tracto
gastrointestinal (Rumen, yeyuno, ciego y colon) de un grupo de novillos alimentados con
un suplemento de extracto de orégano como alternativa al uso de aditivos antimicrobianos.

Se realiz6 el mismo procedimiento en un grupo control sin suplemento para evaluar la
influencia del extracto sobre el patron de resistencia encontrado en el grupo suplementado
con extracto de orégano en su dieta. Es importante resaltar que no fue suministrado
ningun tipo de aditivo antimicrobiano a los animales en estudio.

Antecedentes

Se criaron 10 novillos, machos, de raza holandesa, bajo condiciones controladas, en
corrales individuales, con piso forrado con heno. Durante sus primeros dias de vida, estos
animales consumieron calostro de calidad y posteriormente fueron alimentados con leche
en polvo, concentrado y heno hasta completar 60 dias desde su nacimiento. La dosis
inicial del suplemento fue de 60 mg/kg de peso vivo de extracto de orégano (OREGO-
STIM®, AdvetNutricdo Animal, Bedfordshire, Inglaterra) y esta recibié un ajuste a cada
dos semanas.

Extraccion de ADN total

EI ADN total fue extraido a partir de 8 muestras obtenidas de un pool de novillos para
cada uno de los diferentes compartimentos del tracto gastrointestinal. Fueron transferidos
200mg de cada muestra a un tubo eppendorfde 2 mL previamente identificados, en seguida
se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante fue descartado y este
paso se repitié con algunas muestras hasta obtener la formacion de una cantidad suficiente
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de pellet en el tubo. Este procedimiento fue realizado siguiendo el protocolo establecido

en el E.ZN.A.®Stool DNA Kit de acuerdo con las instrucciones de su fabricante.

Cuantificacion de ADN

Todas las muestras de ADN fueron cuantificadas a través del fluorimetroQuibit® 2.0

(Invitrogen, California, USA), previamente calibrado. Posteriormente, las muestras de

ADN se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura de aproximadamente -20°C.

Deteccion de Genes de Resistencia

Las amplificaciones de AND fueron realizadas en un volumen de reaccion de 25uL

utilizando un “mix” de agua ultrapura, Buffer, Taqg ADN polimerasa recombinante (5 U/uL)

MgCI2 [50 mM], dNTPs [10 mM], primers forward y reverse [10 yM], esta reaccidn se llevd

a cabo siguiendo las etapas descritas en la table 1.

Genes de  Desnaturalizacion Paso Paso  Paso  pytension Nuamero .
i . . . . de Referencia
resistencia Inicial 1 2 3 Final .
Ciclos
TetM 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C 35 Aarestrup (2000)
5min 1fmin  1min  50seg 50seg
Tet W 94°C 94°C  60°C  72°C 72°C 35 Aminov et al.
. . . . , (2001)
5min Tmin  1min Tmin 5min
94°C
Tet L 94°C 58°C 72°C 72°C 35 Frazzon et al.
5mi
min Tmin  1min Tmin 5min (2010)
95°C 95°C  48°C  72°C 72°C 40 Carison et al.
Bla Tem 5min . | (1999)
1min 30seg 30seg 5min
94°C Werner et al.
Mrs C 94°C 52°C 72°C 72°C 35
5min (2001)
Tmin  1min Tmin 5min
93°C 93°C 52°C  72°C 790G s Sutcliffe et al.
Erm B 3min 1min ~ 1min  1min 5min (1996)

Tabla 1. Condiciones de PCR convencional utilizadas en la deteccion de genes de resistencia

Para evaluar la presencia de los genes de resistencia se amplifico la region de

interés utilizando cebadores especificos bajo las condiciones requeridas para cada gen

de resistencia. (Tabla 2).

Los productos de PCR fueron fraccionados por electroforesis en gel de agarosa
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coloreado con Bromuro de etidio y visualizados utilizando luz ultravioleta.

Genes de Secuencia de cebadores Pb* Referencia
resistencia 5. 3
Tet M GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 656 Aarestrup (2000)
CTAAGATATGGCTCTAACAA
Tet W GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 167 Aminov et al. (2001)
GGGCGTATCCACAATGTTAAC
Tet L ACTCGTAATGGTTGTAGTTGC 628 Frazzon et al. (2010)
TGTAACTCCGATGTTTAACACG
Bla Tem GCACGAGTGGGTTACATCGA 311 Carlson et al. (1999)
GGTCCTCCGATCGTTGTCAG
Mrs C AAGGAATCCTTCTCTCTCCG 343 Werner et al. (2001)
GTAAACAAAATCGTTCCCG
Erm B CAAAMGGTACTCAACCAAATA 639 Sutcliffe et al. (1996)

AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

*Pb (Pares de base): Tamafo del Fragmento amplificado.

Tabla 2. Secuencias Iniciadoras utilizados en las reacciones de PCR

31 RESULTADOS

En el tracto intestinal (Yeyuno, ciego y colon) fueron detectados cuatro de los seis
genes evaluados en la microbiota bacteriana del tracto gastrointestinal de los novillos con
60 dias de vida.

Todas las muestras intestinales exhibieron resistencia a Tetraciclinas, Betalactamicos
y Eritromicina como representante de la familia de los macrélidos, esta se evidencia por
la presencia de los genes Tet(W), Tet(M), BlaTemy Erm(B), sin ser suministrados como
farmacos aditivos en su alimentacion.

En el tracto gastrico fueron localizados tres genes, Tet(W), BlaTemy Erm(B) también
encontrados en los demas compartimentos evaluados, a excepcion del gen Tet(M) que
no fue detectado en el rumen, entre tanto, se presenté en las porciones intestinales
correspondientes al yeyuno, colony ciego. Los genes Tet(L)y Mrs(C) no fueron localizados
en el microbioma gastrointestinal de los novillos.

El patrén de resistencia para los genes evaluados en la microbiota de las porciones
del tracto gastrointestinal de los novillos fue idéntico para el grupo suplementado con
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extracto de orégano respecto al grupo control. (Figura 1).
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Figura 1. Patron de Resistencia del grupo control y grupo de novillos cuya alimentacion fue
suplementada con extracto de orégano. Amarillo (Ausencia) y naranja (Presencia)

4 | DISCUSION

Eluso de Tetraciclinas y Betalactamicos en la produccion animal, esta prohibido desde
el ano 2009, (MAPA, 2009) y de Eritromicina a partir del ano 2012 en Brasil, (MAPA,2012)
pues se han encontrado trazas de estos en productos alimenticios de origen animal como
leche y huevos. (Pacheco-Silva E., 2014, p. 111-122). Estos farmacos antimicrobianos no
fueron suministrados en la dieta de los individuos de este estudio con el fin de eliminar
la variable alimentacién como via de ingreso de esta resistencia. Entre tanto, a través de
los resultados positivos de los genes de resistencia Tet(W), Tet(M), BlaTem y Erm(B) se
infiere que las bacterias presentes en el microbioma de los novillos pueden ser adquiridas
a través de una via de diseminacion diferente a la alimentacion.

Este estudio utilizé muestras agrupadas para explorar la variacién de la resistencia
en diferentes compartimentos gastrointestinales, puesto que estos presentan diferentes
condiciones y pueden favorecer la proliferacion de diferentes géneros microbianos, como el
género Prevotella sp. que es el miembro del filo Bacteroidetes mas abundante encontrado
en el rumen, y encontrado en menor proporcion en ciego y colon. (Thomas, M., 2017).

El gen Tet(M) se presenté en todas las muestras intestinales, entre tanto, no fue
detectado en el rumen. En diversos estudios se ha comprobado que el pH del rumen se
reduce debido a la produccidn de acidos grasos de cadena corta, particularmente lactato.
(Nagaraja, T. G., 1998, p. 287-298).

Se analizaron tres variantes distintas de genes de resistencia a las Tetraciclinas
Tet(W), Tet(M) y Tet(L), siendo este Ultimo ausente en el tracto gastrointestinal de los
novillos, una razén principal podria ser el mecanismo de resistencia utilizado por las
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bacterias de esta microbiota, puesto que, el gen Tet(L) codifica para proteinas asociadas
a la membrana bacteriana, que tienen como funcion expulsar las tetraciclinas de la célula,
disminuyendo la concentracién intracelular del antibiético, mientras que los genes Tet(W)
y Tet(M) codifican para proteinas que generan cambios en el ribosoma, como mecanismo
de proteccion, impidiendo la adhesién del antibiético. (Jara, M., 2007).

Como alternativa al uso de aditivos antimicrobianos, se opté por el suministro de
extracto de orégano, el cual no influy6 en el patron de resistencia generado a partir de los
genes evaluados en este estudio, esto se evidencia, al comparar los genes encontrados
en el grupo suplementado y el grupo control. Es de gran interés la evaluacion del resistoma
completo presentado en estos animales, para tener un resultado mas contundente sobre
la influencia de este extracto como posible suplente de los antimicrobianos.

La investigacién en esta area se ha visto limitada por los desafios que acarrea la
dificultad de obtener muestras representativas de cada novillo de forma individual. Entre
los desafios especificos se incluye la deteccion de pequefas secuencias, como lo son
los genes de resistencia, dentro de un género bacteriano presente disperso entre un ADN
total.

Hasta donde se tiene conocimiento, ningun estudio ha rastreado especificamente la
resistencia a antimicrobianos en ganado suplementado con extractos naturales en vez de
aditivos antimicrobianos y compararlos con genes presentes en entornos ambientales. La
escasez de evidencia limita la posibilidad de desarrollar politicas efectivas relacionadas
con la inspeccién de efluentes ambientales ganaderos, igual que la restriccion de
antimicrobianos en el ganado, (Landers, T. F., 1974, p.4-22) con el objetivo de proteger la
salud publica.

A medida que transcurren los afnos, se agotan las estrategias contra microorganismos
resistentes, por lo tanto, el riesgo de la resistencia antimicrobiana debe ser evaluado y
dado a conocer (Martinez, J., 2015, p. 116-123) para buscar estrategias de inspeccion
que eviten la propagaciéon de dichos genes.

51 CONCLUSIONES

La comunidad cientifica requiere desarrollar una mejor comprension del riesgo de los
diferentes genes de resistencia.

Este estudio demuestra que es importante alertar a los sistemas de produccion
animal respecto a la necesidad de una inspeccion adecuada y control de calidad en
sistemas de produccién, no solamente de los productos de origen animal, sino también en
residuos ambientales durante y después de los procesos para minimizar la probabilidad de
transmisién horizontal entre bacterias de la microbiota con genes de resistencia adquiridos
del entorno y bacterias patdgenas que puedan causar enfermedades de gran importancia

para la salud publica.
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6 | PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta el riesgo potencial que puede representar las exposiciones
ambientales como mecanismo de diseminacion de resistencia, se hace necesario
investigar el entorno de las diferentes regiones geograficas donde existen corrales de
ganado, puesto que, habiendo una conectividad ambiental, esta podria extenderse a los
habitats humanos a través de escorrentias de aguas residuales, aplicacion de estiércol en
tierras de cultivo y particulas en suspension por el viento. Esta investigacion debe tener
en cuenta diversas fuentes de contaminacién con bacterias resistentes como muestras
del entorno en la cria de animales y otros efluentes ambientales, incluso realizar una
comparacion del microbioma a lo largo de diversas generaciones para evaluar si estos

genes pueden ser transmitidos verticalmente.
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RESUMO: As celulases s@o enzimas hidroliticas
do complexo celulolitico que clivam as ligagcbes
O-glicosidicas da celulose, sendo divididas
em trés grupos, de acordo com o seu local de
acao no substrato celuldsico: endoglucanases
(EnG), que dao inicio a hidrélise e clivam
ligacGes internas da fibra celulésica, na regidao
amorfa; exoglucanases (ExG), que atuam na
regidao externa da celulose; e [-glicosidases
(BG), que hidrolisam oligossacarideos soluveis
em glicose. Constituem uma grande propor¢ao
do grupo de enzimas coletivamente conhecidas
como celulases, que estdo entre as trés
enzimas mais vendidas em todo o mundo e tém
aplicagbes em varias industrias. S&o utilizadas
para catalisar reacbes de varios processos em
muitos setores industriais, como téxteis, papel,
produtos farmacéuticos, alimentos e racao
animal. Os custos para a producao de enzimas
ainda € um impedimento, uma vez que, sao
macromoléculas de grande valor agregado, no
entanto muitos estudos vém sendo realizados
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a fim de baratear os custos de producao, empregando técnicas tais como fermentacdo em
estado sélido que utilizam residuos agroindustriais como meio de cultura alternativo. Neste
trabalho de revisdo, pretendeu-se fornecer uma viséo geral sobre as pesquisas que vém
sendo desenvolvidas para a obtencéo, purificacéo e aplicacdo biotecnolégica de celulases
microbianas produzidas em meios de cultura de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Endoglucanase. Exoglucanase. [-glicosidase. Purificacao.
Fermentacéo.

OBTAINING MICROBIAL CELLULASES: A BRIEF REVIEW

ABSTRACT: Cellulases are hydrolytic enzymes of the cellulolytic complex that cleave the
O-glycosidic bonds of cellulose, being divided into three groups, according to their site of
action on the cellulosic substrate: endoglucanases (EnG), which initiate hydrolysis and cleave
internal bonds cellulosic fiber, in the amorphous region; exoglucanases (ExG), which act on
the outer region of the cellulose; and B-glycosidases (BG), which hydrolyze glucose-soluble
oligosaccharides. They constitute a large proportion of the group of enzymes collectively
known as cellulases, which are among the three best-selling enzymes worldwide and have
applications in various industries. They are used to catalyze reactions of various processes in
many industrial sectors, such as textiles, paper, pharmaceuticals, food and animal feed. The
costs for the production of enzymes is still an impediment, since they are macromolecules of
great added value, however many studies have been carried out in order to lower production
costs, employing techniques such as solid state fermentation that use residues agribusiness
as an alternative culture medium. In this review work, it was intended to provide an overview of
the research that has been developed for obtaining, purifying and biotechnological application
of microbial cellulases produced in low-cost culture media.

KEYWORDS: Endoglucanase. Exoglucanase. B-glycosidase. Purification. Fermentation.

11 INTRODUCAO

Celulases sé@o enzimas sintetizadas por uma grande diversidade de microrganismos,
incluindo fungos e bactérias, durante seus crescimentos em materiais celuldsicos. Estes
microrganismos podem ser aerobicos, anaerdbicos, mesofilicos ou termofilicos (SUN e
CHENG, 2002). Sdo enzimas hidroliticas que compdem o grupo das celulases as endo-
1,4-B-glucanases (EC 3.2.1.4), as exo-1,4-B- glucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.91) e as 1,4-B-glucosidases (EC 3.2.1.21) atuam de forma sinérgica na degradacao
da celulose.

Desempenha um papel fundamental na hidrélise da ligacdo (-1,4-glicosidica da
celulose, um componente dominante da parede celular das plantas. Aproducéo de celulases
€ uma importante area de pesquisa. No mercado industrial, ocupa a terceira posi¢do no
ranking mundial, representando 20% do volume total de enzimas comercializadas (YOON
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et al., 2014). Podem ser obtidas por distintas técnicas, tais como a fermentacao submersa
e fermentacdo em estado sélido (KASANA et al., 2008). Possuem grande importancia
econdmica, podendo ser aplicadas em uma ampla variedade de atividades industriais.
As principais aplicagdes sao nas industrias alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente
e cervejarias. Outras areas incluem a industria de polpa e papel, gestao de residuos e
industria médico-farmacéutica (BHAT e BHAT, 2000).

Diante da importancia desta tematica, e ascenséo do uso das celulases em diversos
setores biotecnoldgicos e industriais, o presente trabalho teve como objetivo revisar
a literatura acerca da obtenc&do celulases microbianas, ressaltando suas principais
caracteristicas, as técnicas de fermentacao utilizadas durante a sua producdo, métodos
de purificacado e principais aplicacdes biotecnoldgicas.

21 COMPLEXO CELULOLITICO

A celulose é o principal componente da parede celular das plantas, constituida de
polimero de glicoses ligadas por ligacao do tipo B-1-4. E muitos microrganismos possuem
a capacidade de degradar a celulose para obter energia para seu desenvolvimento,
entre eles estdo: as bactérias e os fungos sejam filamentosos aerdbios ou anaerdbios
ou leveduras. Os microrganismos utilizam um complexo celulolitico constituido por trés
enzimas: endoglucanases, B-glicosidase e exoglucanases (WANG et al., 2014).

A hidrélise completa da biomassa celulolitica requer o sinergismo das trés enzimas
do complexo celulolitico: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91)
e B-glicosidase (EC 3.2.1.21). Estruturalmente, as enzimas possuem dois dominios
separados, o primeiro um dominio de ligacéo a celulose (CBM) e 0 segundo um dominio
catalitico proeminente (CD) contendo residuos ativos que formam uma fenda ou bolsa
catalitica. Ambos os dominios de proteina modular sdo conectados por uma regiao de
ligacao flexivel, rica em treonina e serina, e o CBM contém cerca de 35 residuos de
aminoacidos. As enzimas celuloliticas agem sinergicamente para converter a celulose
em glicose, as endoglucanases atuam em primeiro lugar, clivando a cadeia linear de
celulose, atuando nas ligacOes B-1-4 internas, posteriormente, as exoglucanases atuam
em residuos expostos pela acao da endoglucanase e liberam a celobiose que é convertido
em glicose livre pela B-glicosidase (AKRAM et al., 2018; WATANABE and TOKUDA, 2010).

2.1 Caracteristicas das endoglucanases

E responsavel por iniciar a hidrolise dos polimeros de glicose, atuam em regides
aleatérias da cadeia, liberando novas extremidades na cadeia de celulose, que séo alvos
das exoglucanases. As endoglucanases com propriedades importantes quanto ao pH 6timo
e temperatura 6tima variam de acordo com os microrganismos de origem. Microrganismos
termofilos como: Sporotrichum sp., Thermoascus aurantiacus, Talaromyces emersonii,
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apresentam atividade ideal a 70 a 80°C. (Ishihara et al., 1998, Murray et al., 2001),
mostrando exceléncia estabilidade térmica. Contudo, a maioria das endoglucanases
apresentam temperaturas 6timas entre 50° a 70°C (Dashtban and Qin, 2009), a exemplo
da endoglucanase isolado do Botrytis ricini, que apresentou temperatura 6tima de 50°C.
(SILVA et al., 2018).

As endoglucanases fungicas tem suas maiores atividades em pH 4,0 a 6,0, pHs
acima de 7 reduzem significativamente a atividade das endoglucanases (QIN et al., 2008).
Estudos sugerem que alteracdes em alguns residuos de aminoacidos que aumentam a
cadeia lateral hidrofobica da enzima, aumentem a estabilidade da enzima em pH alto (QIN
et al., 2008).

2.2. Caracteristicas das exoglucanases

Na hidrélise da celulose as exoglucanases atuam nos oligossacarideos provenientes
da acédo das endoglucanases, agem nas extremidades das cadeias gerando celobiose,
um dissacarideo que sera hidrolisado pela B-glicosidase. (HAN and CHEN, 2010). A
temperatura 6tima das exoglucanases difere das endoglucanases, as exoglucanases
atuam com maxima atividade com temperatura em torno de 30°C, com o aumento da
temperatura observa-se uma diminuicdo da atividade enzimatica. (HANIF et al., 2004).
Segundo Hanif et al., 2004, o pH 6timo das exoglucanases é entre o pH 6,0 e 7,0. Duas
faixas acima do pH 6timo para as endoglucanases.

2.3 Caracteristicas das B-glicosidase

A ultima enzima do complexo enzimatico a agir, atuando na hidrolise da celobiose, um
dissacarideo proveniente da acdo das exoglucanases e gerando glicose livre. (SHASTRI,
2016). As B-glicosidases atuam clivando as ligagdes glicosidicas entre as moléculas de
glicose.

A temperatura 6tima para as B-glicosidase isoladas de fungos filamentosos variam
entre 50° a 70°C, a exemplo da B-glicosidase isolada do Penicilium sp com atividade
maxima entre 50° e 60°C.(ROSA et al., 2018). As maiores atividades das B-glicosidases
em pH 4,0 a 5,0, em pH 6,0 a atividade enzimatica cai significativamente. (SHASTRI,
2016). Como observado em B-glicosidase isoladas de P. funiculosum, (pH 4,8) (CASTRO
et al., 2010), P. citrinum (pH 5,0) (DUTTA et al., 2008).

31 OBTENCAO DE CELULASES MICROBIANAS

As celulases microbianas podem ser produzidas por bactérias, fungos e
actinobacterias por estatica e agitando o meio de cultura (MOHITE; PATIL, 2016). As

duas principais estratégias para a producdo de celulases por micro-organismos sao a
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fermentacéo no estado sélido (FES) e a fermentacdo submersa (FS) (KASANA et al.,
2008). A producao comercial de celulases realizadas por FES e FS contém celulose em
diferentes graus de pureza, ou como substratos lignocelulésicos brutos (SUKUMARAN;
SINGHANIA; PANDEY, 2005).

A producéo de celulase é possivel tanto com o uso de fermentacdo submersa e de
estado solido. Existem muitas pesquisas sobre a producao microbiana de celulases utiliza
tecnologia de fermentacéo submersa (FS) e o organismo amplamente estudado usado
na producado de celulase é T. reesei. A fermentacdo submersa destaca-se por ser uma
técnica favoravel em muitos casos, sendo facil de manusear e monitorar as variaveis.
Essa técnica provou ser vantajoso em escala industrial por produzir muitas enzimas uteis.
(CHAKRABORTY et al., 2019).

Jaafermentacdoemestadosélido (FES) paraproducaode celulases estarapidamente
ganhando interesse como uma tecnologia econdémica, pois desencadeia uma reducéao de
dez vezes no custo comparando a FS, sendo que para produgéo industrial de enzimas
também se aplica na tecnologia para producéao de celulase. (SUKUMARAN; SINGHANIA;
PANDEY, 2005). FES é uma técnica utilizada para produzir produtos de alto valor final
sendo comum a utilizacado de residuos agroindustriais e nutrientes (CHAKRABORTY et
al., 2019).

Sendo assim comparando as duas técnicas podemos afirmar que FS é o método
mais utilizado para a producédo de enzimas, pois oferece vantagens como um biorreator
bem desenvolvido, equipado com técnicas de monitoramento e controle; no entanto
esse método tem rendimento moderado, com alto custo e gerar grandes quantidades de
agua como residuo, ja a FES supera as desvantagens por obter vantagens econémicas
em que requer substrato de baixo custo, como residuos lignocelul6sicos e fornece uma
plataforma para melhor interagcado de microrganismos e um substrato que resulta em maior
concentracao enziméatica (ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Utilizando as duas técnicas existem uma grande variedade de microrganismos
(varias espécies de fungos e bactérias) que foram aplicados até a fonte de celulases
microbianas tabela 1.

Microrganismos Métodos
Aspergillus niger A 20 FS
A. niger NRRL3 FES
Bacillus pumilus FS
Bacillus sp KSM N252 FS
B. subtilis FES
B. subtilis FES
Chaetomium thermophilium CT2 FS
Melnocarpus albomyces Mixed culture: T. reesei, FS
A. niger FES
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Mucor circinelloidens FS
Neurospora crassa FS
Penicillium decumbans FES
P. occitanis FS

P. janthinellum FS
Phaenerocheate chrysosporium FS
Rhodothermus marinus FS
Steptomyces sp T3-1 FS
S. drodowiczii FS
Thermoascus auranticus FES
Thermotoga maritima FS
T. reesei FS

T. reesei RUT C30 FS

T. reesei RUT C30 FS

T. reesei ZU 02 FES

T. reesei ZU-02 FS

T. viridae FS

Tabela 1. Producgéo de celulase — Métodos e microrganismos

Fonte: Adaptado por Sukumaran et.al

4 | PURIFICACAO

Sabe-se que o interesse por processos de purificacdo de biomoléculas esta
intimamente ligado ao desenvolvimento da biotecnologia e as demandas industriais
de diferentes industrias, tais como, alimentos, farmacéutica e quimica. Os processos
de purificacdo sdo dados por etapas e isso por sua vez ao longo dos anos vem sendo
discutidos por varios pesquisadores. Silva et al. (2018) purificaram uma endoglucanase
halotolerante de Botrytis ricini URM 5627 em duas etapas, fracionamento salino com
sulfato de aménio e cromatografia de exclusdo por tamanho em uma coluna Sephacryl
S-100 (60x0,5 cm), pré-equilibrada com tampao acetato de sédio (0,1 M, pH 5), com
recuperacao final de 48,22%, a enzima apresentou peso molecular de 39 kDa. Celulases
de Pleurotus ostreatus e Cellulomonas uda NCIM 2353 também foram purificadas por
cromatografia de exclusao por tamanho, usando colunas Sephadex G-100 (Okereke et al.
2017; Swathy et al. 2019).

Mudasir et al. (2019) purificaram uma celulase de Bacillus tequilensis G9 em quarto
etapas de purificacdo, precipitacdo com sulfato de amoénio, precipitacdo com acetona,
dialise e cromatografia de troca ibnica usando uma coluna dietilaminoetil (DEAE) - celulose
(25x2 cm) equilibrada com tampéao fosfato salino (20 mM, pH 7,4), as fracdes foram eluidas
com um gradiente linear de NaCl (0,1 - 0,5M), com rendimento final de 10% a enzima
apresentou 43 kDa de peso molecular. A cromatografia de troca ibnica ainda foi usada
por Mohapatra et al. (2018) e Prajapati et al. (2018) para purificar celulase de Aspergillus
fumigatus (CWSF-7) e Aspergillus tubingensis, utilizando as colunas Sepharose G100 e
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DEAE celulose-52, respectivamente.

Liu et al. (2019) purificaram uma celulase de Bacillus velezensis A4 por sistema
aquoso de bifasico (SAB) usando metodologia de superficie de resposta. Observaram que
as variaveis peso molecular do polietilenoglicol (PEG), a concentracdo do PEG e o pH
afetam significativamente a taxa de recuperacao e o fator de purificacéo. A recuperacao
maxima da enzima foi 67,8% e o fator de purificacdo 1,14, encontrados nas condi¢des de
PEG 4000 (20,75%, p/p), K,HPO, (8,5%, p/p), pH 8,5. O peso molecular da celulase foi 35
kDa. Ho et al. (2017) também purificaram uma carboximetil celulase (CMCase) de Bacillus
subtilis por SAB de PEG/citrato de sodio.

Bernardes et al. (2019) purificaram uma celulase clonada, por cromatografia de
afinidade metalica. Usaram uma coluna His-trap HP equilibrada com tampé&o A (TRIS
20mM, pH 7,5, NaCl 300mM, glicerol 5%, fluoreto de fenilmetanossulfonil 1mM e
B-mercaptoetanol 4,3M), as eluicbes de proteinas foram realizadas com um gradiente de
imidazol usando o tampé&o B (TRIS 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, imidazol 300 mM, glicerol
5% e B-mercaptoetanol 4,3 M). Por fim, utilizaram uma cromatografia de gel filiragcdo em
sistema FPLC, conectado a uma coluna Superdex 75. Além disso, Maleki et al. (2020)
purificaram duas celulases clonadas por cromatografia de afinidade utilizando o Kit Ni-
NTA Fast Start.

51 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

As celulases possuem um grande potencial biotecnolégico, podendo ser empregadas
em diferentes industrias. No refino e na modelagem da polpa de celulose, se reduz de
20-40% do gasto de energia e se produzem menos detritos sélidos quando séo utilizadas
celulases, além de facilitar a remogéao de pigmentos da polpa e do papel, além de auxiliar
na secagem da celulose sem comprometer a resisténcia e a clareza do mesmo, podendo
até melhorar esses processos, diminuindo ou eliminando o uso de bases nos processos de
fabricacdo e prevenindo amarelamento, como documentado para as celulases dos fungos
Aspergillus niger e Tricoderma sp. (KUHAD, GUPTA et al., 2011; PERE et al., 2001; BHAT,
2000; MAI; EFRATI et al., 2013).Celulases ativas em pH acido s&do mais eficientes no
bioprocessamento de celulose que aquelas basicas ou neutras (BHAT, 2000). Celulases
podem ser usadas na producao de papel higiénico, papel toalha, papeldao e na remocéao
de papel aderido (HSU & LAKHANI, 2002; SHARYO et al., 2002; ZHANG et al., 2013; LIU
& HU, 2012).

O uso de celulases na fabricacdo de jeans apresenta vantagens sobre o0 processo
tradicional de polimento como maior eficiéncia do maquinario, menor danificacdo das
fibras, menor impacto ambiental e menos trabalho manual (KUHAD, GUPTA & SINGH,
2011). Celulases também facilitam o processamento de tecidos celuldésicos amalgamandos
ou nao com fibra sintética, removendo imperfeicdes na superficie dos tecidos, sujidades
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presas entre as fibras, aumentando brilho e maciez (KUHAD, GUPTA & SINGH, 2011;
SHARMA et al., 2016). Celulases dos fungos Aspergillus Niger e Tricoderma reesei ja
foram usadas no processamento de tecidos de algodéo e daqueles compostos por algodao
e poliéster respectivamente (NOREEN et al., 2014), bem como na remocéao de particulas
indesejas na fabricacao de |a bruta, substituindo o uso de &cido sulfurico, que é corrosivo,
perigoso e poluente (SHARMA et al., 2016; SHAH, 2013). Um complexo com atividade
celulolitica isolado de fungo do género Neocallismatix foi aplicado a fabricagdo de péo,
diminuindo esfarelamento, tornando-o mais macio e de facil mastigacao (YURDUGUL et
al., 2012).

Usando digestao anaerdbica e fermentagao fungica aerodbica, foi possivel, através da
acao combinada de celulases e amilases sobre palha de milho e estrume, obter biodiesel
com grade eficacia de maneira sustentavel (ZHONG et al., 2015).Sao usados residuos
vegetais tratados com enzimas celulésicas para enriquecer o solo, diminuindo utilizagéo
de fertilizantes minerais (TEJADA et al., 2008; ESCOBAR & HUE, 2008). Residuos da
agroindustria, geralmente sem valor comercial, sdo usados para fins importantes, como por
exemplo, a obtencédo de enzimas, agucares, biocombustiveis e fontes para fermentacao
de microrganismos (KUHAD, GUPTA & SINGH, 2011; MILALA et al., 2005; ABU et al.,
2000).

As celulases se mostraram capazes de facilitar a obtencédo com grande rendimento
de polifen6is com atividade antioxidante, servindo como carreadores de radicais livres,
combatendo processos relacionados a diferentes doencas (HUANG et al., 2008; BHANJA,
KUMARI & BANERJEE, 2009; DO et al., 2009; SHARMA et al., 2016). Celulases podem
ser usadas na extracao de carotenoides de vegetais para utilizacao como corantes,
qgue sao naturais e que possuem propriedades benéficas para a saude (SHARMA et al.,
2016). A industria também ja desenvolve suplementos alimentares contendo celulase,
para combater algumas desordens metabdlicas (KARMAKAR et al., 2011). O consumo
de diversos alimentos leva a ingestao de fibra nao digerivel pelo ser humano, fibras que
podem servir de suporte para bactérias no intestino (SHARMA et al., 2016).

6 | CONSIDERACOES FINAIS

Conforme observado nessa reviséo de literatura, varios trabalhos abordam o grande
interesse na obtencao e utilizacdo das celulases em aplicacbes industriais bem como
biotecnologicas, tais como, industrias alimenticias, téxtil, racdo animal, farmacéuticos,
produtos quimicos, producdo de biocombustiveis, entre outros. Mesmo em meio aos
obstaculos, que estdo intimamente ligados aos custos na producdo, bem como na
possivel reutilizacdo desse catalisador biologico muitos esforgos pela reducao de custos
na producéo de enzimas tem proporcionado o aumento das pesquisas na sua producao
através da utilizacdo de cepas microbianas associadas as técnicas de fermentacdo. No
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que diz respeito a utilizacéo de técnicas de purificacdo de celulases, muitos estudos vem
sendo realizados para o desenvolvimento e ampliacao de metodologias que apresentem
baixo custo, alto rendimento e maior pureza.

Diante disso vé-se a importancia de abordar e revisar essa tematica, uma vez
que muitos esforcos vém sendo realizados a fim de ampliar e fomentar essas linhas de
pesquisa que tanto cresce no ambito cientifico e biotecnologico.
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