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Resumo

Um grande numero de substancias, entre elas, biossurfactantes, diidropirimidonas e
benzazois, tem sido testado in vitro, com o objetivo de avaliar a inibigdo do
crescimento ou mesmo eliminagdao de micro-organismos patogénicos, com intuito de
diminuir os processos infeciosos. Neste trabalho, cinquenta e duas amostras de
Lactobacillus spp. isolados de mulheres com infecgcées vaginais foram avaliados
quanto a capacidade de produgado de biossurfactantes. Destes, 19 isolados foram
selecionados e entdo avaliados quanto a atividade antimicrobiana e inibigao de
formacédo de biofilme, sozinhos ou associados aos compostos diidropirimidona e
benzazobis. A capacidade de coagregagao a patdogenos e autoagregagao também foi
avaliada. Estas caracteristicas sdo importantes na adesado as células epiteliais e
consequente prevencao da colonizagao por micro-organismos patogénicos. Os
biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga © L. gasseri Pgs apresentaram
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes. Diidropirimidonas apresentaram
CIM’s em concentracdes iguais ou maiores que 64 pg.mL™, valores considerados
altos para esta classe de compostos. Cinco compostos benzazdis apresentaram
atividade antimicrobiana contra leveduras do género Candida; estes foram também
avaliados quanto a capacidade de sinergismo em associagdo aos biossurfactantes.
Dois benzazéis (106) e (T17) apresentaram sinergismo contra C. albicans e quatro
compostos apresentaram sinergismo contra E. coli. A caracterizagao da estrutura
dos biossurfactantes indicou o predominio de acidos graxos de 12, 15, 18 e 20
carbonos e dos acgucares galactose, glicose, raminose e ribose. Esta estrutura

complexa foi confirmada pela espectroscopia de absor¢gdo na regido do
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infravermelho que inferiu a presenca de ligagdes peptidicas, ésteres e carboidratos.
Os resultados obtidos nos permitiu obter informag¢des sobre o possivel uso de
biossurfactantes em associagdo aos compostos benzazdis como agentes

antimicrobianos e antiadesivos de micro-organismos de interesse clinico.

Abstract

A large number of substances, including, biosurfactants diidropirimidonas and
benzazoles, has been tested in vitro, with the objective of evaluating the growth
inhibition or elimination of pathogenic micro-organisms, in order to reduce the
infectious processes.. In this study, fifty-two samples of Lactobacillus spp. isolated
from women with vaginal infections were evaluated for their ability to produce
biosurfactants and of these, 19 selected isolates were evaluated for antimicrobial
activity and inhibition of biofilm formation, together with the compounds
diidropirimidona and benzazoles. The ability of auto-agregation and coaggregation of
the pathogens was also evaluated, these characteristics are important in adhesion to
epithelial cells and consequent prevention of colonization by pathogenic
microorganisms. The biosurfactants produced by L. jensenii Pep and L. gasseri Pgs
showed antimicrobial activity against Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus,
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter aerogenes. Diidropirimidonas presented
MIC's equal to or greater than 64 ug.mL-1, values considered high for this class of
compounds. Five benzazoles compounds showed antimicrobial activity against
yeasts of Candida spp. these were also evaluated for their ability synergism in
combination with biosurfactants. Two benzazoles (I06) and (T17) exhibited
synergism against C. albicans and four compounds showed synergism against E.
coli. The structure characterization of the biosurfactant indicated a predominance of
fatty acids with 12, 15, 18 and 20 carbons and sugars galactose, glucose, ribose and
rhamnose. This complex structure was confirmed by infrared spectroscopy to infer
the presence of peptide bonds, esters and carbohydrates. The results provided us

information on the possible use of biosurfactants in association with benzazoles
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compounds as antimicrobial and anti-adhesive agents of micro-organisms of clinical

interest.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Fungos e bactérias coabitam uma grande variedade de ambientes, e as
interacbes entre eles podem ter efeitos significativos na sobrevivéncia,
colonizacdo e na patogénese desses micro-organismos. Ha casos em que as
bactérias proveem compostos que aumentam a producdo de determinantes de
viruléncia para os fungos. Outras vezes, produzem compostos com potencial de
inibicdo da patogénese por reprimirem a filamentacdo dos fungos ou por

causarem danos as estruturas celulares microbianas (FALAGAS et al., 2007).

No sistema urogenital feminino, coabitam mais ou menos 50 espécies
microbianas (KAPER & SPERANDIO, 2005). Destes, espécies de Lactobacillus
constituem 0s micro-organismos mais frequentemente isolados, sendo
encontrados em 50 a 90 % das mulheres, onde as espécies podem variar de um
individuo para o outro (ZHONG et al., 1998). Em mulheres em idade reprodutiva,
0 ambiente vaginal quando quantitativamente dominado por espécies de
Lactobacillus produtores de peroxido de hidrogénio (H20.), tem sido
frequentemente associado a mulheres gravidas saudaveis, a diminuicdo no
aparecimento de infecgGes vaginais e ainda diminuicdo de desenvolvimento de

doencas sexualmente transmissiveis, incluindo o HIV (SPURBECK et al., 2008).

O desequilibrio da microbiota vaginal pode resultar no desenvolvimento de
infeccdes causadas por bactérias, leveduras e protozoarios patogénicos. Estes
micro-organismos sao responsaveis pela instalacdo de quadros de vaginites,
vaginoses, entre outras infec¢des do trato geniturinario (DONDERS et al., 2002).
As vaginoses bacterianas (VB), que sédo as mais prevalentes formas de infeccdo
vaginal em mulheres em idade reprodutiva, tém sido a etiologia mais comum de
sintomas vaginais em consultérios médicos (SOBEL, 1997; ALLSWORTH &
PELPERT, 2007). Esta sindrome pode estar relacionada a deplecdo da
populacdo normal de lactobacilos e uma producdo elevada de bactérias
aerobicas e anaerdbicas, acompanhada pela diminuicdo da acidez (BUMP et al.,
1988; BOHBOT & LEPARGNEUR, 2012).
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A candidiase vaginal (CV) corresponde a segunda maior causa de vaginites em
mulheres em idade reprodutiva, tendo a Candida albicans como seu principal
agente, seguida de C. glabrata e C. tropicalis (FIDEL et al., 1999; GALLE &
GIANINNI, 2004).

Organismos probidticos podem desempenhar um papel importante na reducéo
da incidéncia destas infeccbes, atuando na prevencdo ou tratamento da
candidiase vaginal, de vaginose bacteriana e de infeccfes recorrentes do trato
urindrio inferior. Além disso, podem melhorar a resposta de defesa imunolégica e
diminuir a atividade de numerosos antimetabdlitos toxicos no ser humano
(FALAGAS, et al.,, 2006a; FALAGAS, et al.,, 2006b; FALAGAS et al., 2007;
CRIBBY et al., 2008; CUKROWSKA et al., 2009). Tem sido sugerido que o efeito
protetor destes micro-organismos pode estar associado a producdo de
biossurfactantes que alteram as caracteristicas das superficies e reduzem a
capacidade de adesdo de uma vasta gama de patdgenos (VELRAEDS et al.,
1998, FRACCHIA et al., 2010). Aléem disso, os lactobacilos podem se ligar e
coagregar a alguns patdégenos bloqueando a adesao as mucosas do hospedeiro;
podem matar os patdégenos pela producdo de antimicrobianos e manutencao de
um pH vaginal em torno de 4,5; desta forma, prevenindo a propagacao desses
micro-organismos patogénicos para outras areas da vagina e bexiga (REID et al.,
1990, AROUTCHEVA et al., 2001, ETGETON et al., 2011).

Neste contexto, muitos estudos tém sido direcionados ao entendimento do
processo de adesdo e consequente formacdo de biofilmes e ainda, no
desenvolvimento de técnicas para sua reducdo e inibicdo. Para muitos micro-
organismos, a adesdo aos tecidos do hospedeiro € essencial para a patogénese
e as caracteristicas microbianas responsaveis por esta adeséo as superficies das
mucosas sao consideradas atributos da viruléncia (CASADEVALL & PIROSKI,
2001).

Também, o0s micro-organismos sesseis, organizados no biofilme, sdo mais

resistentes a agentes antimicrobianos e sanitizantes quando comparados as
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células plancténicas (GILBERT et al., 2002). E sugerido que esta resisténcia esta
associada a camada de substéncias poliméricas extracelulares presente no
biofilme que restringe a difusdo dos antibioticos para o interior do biofilme,
ficando somente as camadas superficiais expostas a doses letais de
antimicrobianos (SINGH & CAMEOTRA, 2004).

Uma alternativa viavel € o uso de compostos ativos de superficies (CAS)
produzidos por micro-organismos que devido a estrutura anfipatica das
moléculas tem atividade de superficie, atividade emulsificante e ainda,
propriedades antiadesivas e antimicrobianas. Os surfactantes de origem
microbiana apresentam vantagens sobre os surfactantes sintéticos, como baixa
toxicidade, biodegradabilidade, diversidade de estrutura quimica, efetividade sob
condigcbes ambientais extremas de pH, temperatura e forga ibnica. Devido a
estas vantagens o uso de surfactantes sintéticos tem sido substituido por estes
biossurfactantes em varios setores incluindo a indastria petroquimica, alimenticia
e 0 uso como antiadesivos em dispositivos médico-hospitalares (ZERAIK &
NISTCHKE, 2010). A fim de elucidar as propriedades antiadesivas e biocidas
destes compostos, mais estudos sdo necessarios, para que sejam consideradas
como uma nova estratégia na reducdo da aderéncia microbiana (SINGH &
CAMEOTRA, 2004).

Os biossurfactantes tém despertado o interesse da classe cientifica por ter
apresentado alguns compostos com atividade antimicrobiana, como o0s
glicolipideos produzidos por Rhodococcus erythropolis (ABDEL-MEGEED et al.,
2011), a surfactina produzida por Bacillus subtilis (HUANG et al., 2011) e
raminolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (NISTCHKE
&PASTORE, 2002). Diante do potencial do uso de biossurfactantes no controle
microbiano e da necessidade da descoberta de novas estratégias de tratamento
de infecgbes microbianas, no presente estudo foi investigado a interacéo e o0s
efeitos de linhagens de lactobacilos e biossurfactantes por eles produzidos,

incluindo a caracterizagao fisico-quimica desses ultimos.
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Por outro lado, compostos sintéticos como diidropirimidonas e benzazbis tém
despertado um interesse especial da quimica organica e medicinal, por
apresentarem importantes propriedades farmacolbgicas, tais como efeitos
antibacterianos, antivirais, anti-hipertensivos, antitumorais e bloqueadores dos
canais de calcio (KAPPE, 2000).

Diante disso, foi avaliada se a associacdo de biossurfactantes com estes
compostos sintéticos foi capaz de melhorar suas propriedades antimicrobianas
sobre micro-organismos de interesse clinico, além da atividade citotoxica e
antiadesiva. Os resultados obtidos serdo de grande importancia para o
desenvolvimento de estratégias de controle das infec¢cdes vaginais podendo

abranger o uso destes compostos para diversos outros setores industriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microbiota vaginal

Anatomicamente o trato genital feminino, denominado trato geniturinario, €&
formado por um conjunto de 6rgdos como: tubas de falépio, cavidade uterina,
endoceérvice, vagina, com as fungbes de micg¢do e reproducdo (REID, 1998).
Externamente, compreende o perineo e a vulva, onde se encontra a abertura da
uretra e vagina. O canal vaginal constitui o habitat de grande numero de espécies
microbianas, que representam um dos mais importantes mecanismos de defesa
do canal vaginal, prevenindo ou reduzindo a possibilidade de infeccéo
geniturinaria, incluindo algumas doengas sexualmente transmissiveis (BURTON
& REID, 2002; DEMBA et al., 2005; FREDRICKS et al., 2005).

Devido a proximidade com o canal vaginal, o trato gastrointestinal age como um
reservatério de micro-organismos para o trato geniturinario (KAPER &
SPERANDIO, 2005). No entanto, das mais de 700 espécies microbianas
encontradas no intestino, estima-se que apenas 50 destas espécies microbianas
sdo encontradas como parte da microbiota vaginal (REDONDO-LOPEZ et al.,
1990; REID, 2001; OAKLEY et al., 2008). Além da influéncia do trato
gastrointestinal, outros fatores desempenham papel relevante na complexidade
da microbiota vaginal. Antes da puberdade, quando os niveis de estrogénio estao
baixos, a microbiota vaginal € constituida por poucas espécies de micro-
organismos, auséncia de Lactobacillus spp., predominio de Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. e bactérias anaerdbias obrigatérias (JAQUIERY et al.,
1999). Apds a puberdade, além de Lactobacillus spp., hA um predominio de
bactérias anaerdbias obrigatorias que suplantam o nimero de bactérias aerébias
na proporcdo de 10:1, sendo comumente isolados Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Fusobacterium spp., Veillonella spp.,
Clostridium spp., Peptostreptococcus spp. e enterobactérias, como Escherichia
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Proteus spp. (LARSEN & MONIF, 2001,
MARRAZZO, 2002, ZHOU et al., 2004) além dos micro-organismos aerobios
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como Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Candida albicans (LARSEN &
MONIF, 2001; BURTON et al., 2003).

Espécies de Lactobacillus constituem os micro-organismos mais frequentemente
isolados do trato geniturinario feminino, sendo encontradas em 50 a 90% das
mulheres. A prevaléncia das espécies parece variar de um individuo para outro,
embora a falta de métodos padronizados de identificacdo possa explicar parte
das variagcbes das populacbes encontradas por diferentes pesquisadores
(ZHONG et al., 1998). As populacdes de Lactobacillus spp. do trato geniturinario
exercem seu papel protetor de duas formas gerais: pela competicao por sitios de
adeséao e nutrientes (BALISH & WAGNER, 1998; YOSHIDA et al., 2003; ZHOU,
et al., 2004; FREDRICKS, et al., 2005) e pela producédo de substancias como,
perdxido de hidrogénio, acido latico, bacteriocinas e biossurfactantes, que inibem

0 crescimento de outros micro-organismos.

O perdéxido de hidrogénio (H.O,) produzido por varias espécies de Lactobacillus
exerce um efeito protetor contra espécies patogénicas, tais como as relacionadas
com a VB (vaginose bacteriana) e gonorréia (MARRAZZO et al., 2002; METTS et
al.,2003; BRANCO, 2005), devido ao seu efeito oxidativo. A producdo de acido
latico mantem o pH vaginal em cerca de 4,5, desfavorecendo o crescimento de
grande numero de micro-organismos tanto de origem exégena quanto do préprio
hospedeiro (BOSKEY et al., 1999; AROUTCHEVA et al., 2001; ETGETON et al.,
2011). As bacteriocinas sdo proteinas de alto peso molecular ou peptideos,
biologicamente ativos, que inibem o crescimento de uma variedade de bactérias
por atuar, em sua maioria, na membrana plasmatica de espécies de micro-
organismos intimamente relacionadas ao micro-organismo  produtor
(AROUTCHEVA et al, 2001). A protecdo exercida pela producdo de
biossurfactantes se deve a alteracéo na tensdo superficial da mucosa e reducdo
na capacidade de uma vasta gama de patdgenos se aderirem a superficies
(VELRAEDS et al., 1998, FRACCHIA et al.,, 2010) ou ainda por sua acéo
antimicrobiana prevenindo a propagacéao de patogenos (ETGETON et al., 2011).
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Vérios fatores podem desequilibrar a microbiota vaginal, como o estresse, uso
prolongado de agentes antimicrobianos, duchas para higiene vaginal, frequente
troca de parceiros sexuais, uso de métodos anticoncepcionais como
espermicidas, capuz cervical e diafragmas. (HOOTON et al., 1994; GUPTA et al.,
2000; EHRSTROM et al., 2005; PASCUAL et al., 2006; CARVALHO et al., 2007;
ETGETON et al.,, 2011). Estes fatores podem desencadear o desequilibrio das
comunidades de Lactobacillus spp., favorecendo o desenvolvimento de infec¢des
como tricomoniase, blenorragia (SEWANKABO et al., 1997; MARTIN et al., 1999;
EDWARDS, 2004; DEMBA et al., 2005), infec¢des do trato urinario causadas por
Escherichia coli (NADER-MACIAS et al.,, 1996; REID, 1999a), vaginoses
bacterianas (VB) (VAN KESSEL et al.,, 2003; WILSON, 2004) e candidiases
vaginais (CV) (WYNNE et al., 2004).

2.2 Bactérias lacticas e seu papel na protecado do trato geniturinario

O género Lactobacillus consiste de um grupo genetica e fisiologicamente diverso
de bactérias Gram positivas, em forma de haste, catalase negativa, ndo
esporulados (ABDULLA et al., 2014). Embora a principal espécie identificada
inicialmente tem sido Lactobacillus acidophillus, outras espécies, como L.
crispatus, L. inners, L. gasseri, L. jensenii, L. gallinarum e L. vaginalis tém sido
frequentemente detectadas através de amplificacdo génica (PAVLOVA et al.,
2002).

Agregados multicelulares de lactobacilos tém mostrado desempenhar um
importante papel na colonizacdo das cavidades orais e urogenitais (REID et al.,
1990). A capacidade de autoagregacdo €é caracterizada pela agregacdo de
células do mesmo género, e a coagregacdo, envolve células de espécies
distintas (KOLENBRANDER, 1988). Agregacdo celular entre células de
Lactobacillus parece envolver a interacdo dos componentes da superficie celular,
tais como acidos lipoteicoico, proteinas e carboidratos, bem como proteinas
soluveis (CLEWELL & WEAVER, 1989;. RENIERO et al, 1991). Os estudos

sobre o mecanismo de autoagregacdo em lactobacilos mostraram que as
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proteinas presentes no sobrenadante da cultura e as proteinas ou lipoproteinas
localizadas na superficie celular estdo envolvidas na agregagdo celular. Além
disso, observou-se que 0s sobrenadantes de cultura de lactobacilos que se
autoagregaram, além de promover a agregacdo de células do mesmo género,
também promovem a agregacao de outras bactérias lacticas e mesmo E. coli
(SCHACHTSIEK et al., 2004).

Mastromarino e colaboradores (2002), avaliando dez isolados de lactobacilos
para uso como probidtico, demonstraram que Lactobacillus gasseri 335 e
Lactobacillus salivarius FV2 foram capazes de coagregar in vitro com Gardnerella
vaginalis. Quando essas linhagens de lactobacilos foram combinadas com
Lactobacillus brevis CD2 em tablete vaginal, a adesédo de G. vaginalis a mucosa
foi reduzida. Em outro estudo Boris e colaboradores (1998) observaram que as
propriedades aderentes de G. vaginalis foram igualmente afetadas por L.

acidophilus.

Noverr e colaboradores (2004) examinaram os efeitos das bactérias produtoras
de acido lactico na morfogénese de C. albicans. Sobrenadantes das culturas de L.
rhamnosus GG foram capazes de inibir a transi¢cdo da forma leveduriforme de C.
albicans para a fase filamentosa. Espécies de Lactobacillus e Streptococcus tém
se mostrado capazes de promover o desprendimento de Enterococcus faecalis
uropatogénicos aderidos a substratos hidrofébicos ou hidrofilicos em camara de
fluxo paralelo, possivelmente através da produgdo de biossurfactantes
(VELRAEDS et.al., 1996b).

2.2.1 Bactérias lacticas produtoras de biossurfactantes

A producédo de compostos inibidores de adesdo microbiana por bactérias lacticas,
como: biossurfactantes, tem despertado o interesse de varios pesquisadores, a
fim de desenvolver novas estratégias de prevencao da colonizacdo microbiana.
Estudos tém sido realizados avaliando a acao de biossurfactantes produzidos por

Lactococcus lactis 53 na inibicdo da adesdo microbiana em proteses de voz
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produzidas com borracha de silicone (RODRIGUES et al., 2004 a,b). A adesé&o
celular é favorecida quando a tensdo superficial entre o soélido, o micro-
organismo e a suspensdo liquida € reduzida (KLOTZ, 1990), e também a

alteracéo na hidrofobicidade da superficie, facilitando a adeséo ( NEU, 1999).

Outros géneros do grupo de bactérias lacticas mostraram-se produtores de
biossurfactantes, como linhagens de Streptococcus thermophilus isoladas de
placas aquecedoras de pasteurizadores na industria de laticinios (BUSSCHER et
al., 1994). Busscher e colaboradores (1997) determinaram que biossurfactantes
produzidos por S. thermophilus podem aumentar a vida Gtil das préteses de voz
de borracha de silicone em pacientes laringectomizados inibindo a adesédo de
diferentes isolados de leveduras. Os resultados obtidos permitiram provar que o
consumo de produtos lacticos com bactéria ativa pode prolongar a vida util
dessas préteses. Posteriormente, 0s mesmos autores (1999) também
observaram que a presenca de estreptococos influenciou a formacao de biofimes

de fungos e bactérias em borracha de silicone.

Gan e colaboradores (2002) demonstraram que a linhagem probidtica de
Lactobacillus fermentum RC-14 e o seu biossurfactante foram capazes de inibir o
crescimento e reduzir a aderéncia de S. aureus a implante cirdrgico reduzindo as
infeccbes. Millsap e colaboradores (1996) demonstraram que a adesdo dos
lactobacilos a borracha de silicone difere de acordo com a linhagem e carga
hidrofébica, e que os componentes do meio podem afetar a habilidade das
linhagens de Lactobacillus hidrofilicas aderirem ao substrato.

Um estudo conduzido por Mack e colaboradores (1999) com Lactobacillus
plantarum 299v e Lactobacillus rhamnosus GG mostrou que estas linhagens
probioticas poderiam inibir adesdo de Escherichia coli a células epiteliais
intestinais pelo estimulo da expressdo de mucinas epiteliais. Porém, em outro
estudo estas linhagens mostraram também serem produtoras de biossurfactantes
(RODRIGUES et al., 2005a). Estas observacdes sugerem que os biossurfactantes
produzidos por Lactobacillus podem estar envolvidos na inibicdo da adesao
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microbiana e consequentemente, na prevencao de infeccbes (MILLSAP et al.,
1996; VELRAEDS et al., 1997) e ainda, que esses compostos tém potencial no
revestimento de materiais de implantes com atividade antiadesiva contra
patogenos (RODRIGUES et al., 2005c; FRACCHIA et al., 2010).

2.3 Infec¢des do trato geniturinario

As infeccbes do trato genital inferior (TGI) representam, historicamente,
enfermidades de carater relevante nos servicos de atendimento ginecoldgico,
nao sé por sua elevada frequéncia e multiplicidade de agentes, como também
por seu reflexo negativo no aspecto social, emocional e reprodutivo da mulher
(CHANG et al., 2003; KUHN et al., 2003).

A complexa populacdo de bactérias anaerdbicas e aer6bicas presente no
microambiente vaginal convive em equilibrio, em meio a células esfoliadas,
transudatos e exsudatos, conforme estimulos enddégenos baseados nos niveis
hormonais e exdgenos como, uso de substancias intravaginais e dispositivo
intrauterino (DONDERS et al., 2000). No entanto, Spinillo e colaboradores (1997)
apontam que varios outros fatores podem favorecer o desenvolvimento de
infeccbes, como o uso de antibidticos, contraceptivos orais, a presenca de
diabetes mellitus, gravidez, obesidade, uso de roupas justas, absorventes,

regides com clima quente e deficiéncias imunoldgicas especificas.

Estes fatores podem levar ao desequilibrio da microbiota vaginal, resultando na
instalacdo de quadros de vaginites, vaginoses ou cervicites. Entre os principais
agentes infecciosos envolvidos nestes processos estdo Trichomonas vaginalis,
Candida spp, bactérias anaerdbicas como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp.
e Chlamydia trachomatis, além de bactérias aerdbicas como Escherichia coli,
Klebsiella spp. e Staphylococcus saprophyticus. (GUIDONI & TOPOROVSKI,
2001).

2.3.1 Vaginoses e vaginites bacterianas
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A VB (vaginose bacteriana) € caracterizada inicialmente pelo aumento de
anaerobios no fluido vaginal com predominio de Gardnerella vaginalis, Prevotella
spp., Mobiluncus spp., Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis.
Atualmente, técnicas de identificacdo molecular tém expandido esse espectro
microbiolégico confirmando a presenca de Atopobium vaginae, Megasphaera e
Leptotrichia no fluido vaginal de mulheres com infec¢coes (MARRAZZO et al.,
2011).

Vaginoses bacterianas (VB), por serem as mais prevalentes formas de infeccao
vaginal, podem estar associadas a sérias complicacbes médicas como aborto
espontaneo, ruptura prematura de membrana fetal, corioamnionites, infec¢cdo do
fluido amniodtico, parto prematuro, endometrites e endometrites pds-parto, além
de complicacdes em recém-nascidos (CAUCI et al., 2002). As bactérias
causadoras de VB podem ser também isoladas de mulheres ndo gravidas com
endometrites, endometrites pds-aborto, e doencas inflamatérias pélvicas (PID)
ndo associadas a Chlamydia e Neisseria (KOUMANS et al., 2002). A prevaléncia
de vaginoses bacterianas varia de acordo com etnia, sendo 2,4 vezes maior em

mulheres africanas em relacdo as europeias (MENDLING et al., 2013).

Vaginoses bacterianas sintométicas, que acontecem em 60% de todos 0s casos,
tipicamente causam corrimento vaginal anormal e mal cheiroso. Este corrimento
resulta da degradagcéo do gel de mucina vaginal normal, formado por enzimas
produzidas por bactérias associadas as vaginoses bacterianas, particularmente
anaerobios Gram negativos (OLMSTED, 2003). O odor, usualmente conhecido
como cheiro de peixe, é derivado da volatilizacdo de aminas produzidas pelo
metabolismo destas bactérias anaerébias. O aumento na populacdo de
anaerobios é acompanhado pelo aumento na producéo de sialidase, glicosidase,
aminas volateis e o perfil de citocinas caracteristico incluindo niveis elevados de
interleucina 1B e interleucina 10, e reduzidos niveis de interleucina 8 e SLPI
(protease secretora de leucécitos) (NUGENT et al., 1991; OLMSTED, 2003).
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Acredita-se que o proeminente fator para desenvolvimento das VB seja a
formag&o de um biofilme polimicrobiano aderente ao epitélio vaginal. O biofilme
consiste de G. vaginallis e A. vaginae, mas lactobacilos podem estar presentes
em menor quantidade (MEDLING et al. 2014, SWIDSINSKI, et al., 2008 a).
Biofilmes bacterianos séo tipicos de infecgbes associadas ao uso de cateteres
por periodos longos, implantes e doengas crbnicas. Esses biofilmes tém sido
detectados também em células epiteliais presentes na urina de mulheres com
VB e de seus parceiros sexuais (SWIDSINSKI, et al., 2010 a,b,c).

As vaginites aerébicas (VA), termo proposto por Donders e colaboradores em
2002, define uma patologia que ndo € classificada como vaginite
especificamente, nem como vaginose bacteriana. Estas VA sao consideradas
como uma condicdo anormal da microbiota vaginal que difere das VB.
Apresentam sintomas como: inflamacdo vermelha, corrimento amarelo,
dispareunia vaginal (dor durante ato sexual). Em contraste com VB, VA produz
uma resposta imune do hospedeiro que leva a producéo elevada de interleucina-
6 e interleucina-1 no fluido vaginal (IMSEIS et al., 1997; DONDERS et al., 2002).

Do ponto de vista microbiolégico, a vaginite aerObica difere da vaginose
bacteriana por nao ocorrer aumento no numero de micro-organismos
anaerobicos e sim pela presenca de bactérias aerdbicas do reservatorio retal,
especialmente Escherichia coli, seguido dos demais Gram negativos Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Proteus sp., Pseudomonas spp. e ainda
cocos Gram positivos, como Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus
agalactiae (SATO et al.,, 2005). Esta vaginite é resultado da alteracdo da
homeostase e o consequente aumento da colonizacdo por bactérias entéricas
(AMSEL, 1983; SOBEL, 1997). Para Guidoni e Toporovski (2001), as bactérias
uropatogénicas, alojam-se principalmente no intestino grosso, migrando e
colonizando inicialmente a genitdlia externa e a regido periuretral, podendo

inclusive ascender as vias urinarias estéreis e causar infec¢des do trato urinario.
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As causas para a ocorréncia destas infec¢des sao provavelmente maltiplas. Um
aumento no pH vaginal de 3.5 a 4.5 para 7.0 ou mais, pode ser observado, o0 que
reduz o efeito inibitério do peréxido de hidrogénio, favorecendo o crescimento de
anaerobios. Mudancas hormonais e inoculacdo através de parceiros sexuais
também sdo observadas (MEEUWIS et al., 2010). O critério de diagnostico e
escolha terapéutica para estas patologias tem sido bem estudado pela
comunidade cientifica e se faz necessario a fim de utilizar a terapia eficaz para

cada grupo de micro-organismos (MEEUWIS et al., 2010).

2.3.2 Candidiase vaginal

A candidiase vaginal (CV) € uma doenca causada por leveduras do género
Candida, que habitam o trato gastrointestinal e geniturinario da espécie humana.
Estas leveduras possuem distribuicdo universal, podendo ser encontradas
associadas ao hospedeiro, como comensais ou patdgenos, no solo, na agua, nos
vegetais, nos alimentos e em ambientes hospitalares (BARNETT et al., 1983;
PAULA et al., 1983; PFALLER, 1987; ODDS, 1988; LACAZ et al., 1991). Como
patégenos, podem colonizar o trato intestinal, oral, vaginal, respiratério, urinario e
0 sangue. A maioria dos individuos desenvolve defesas imunoldgicas que
impedem a proliferacdo e desenvolvimento de candidiase (GLEHN &
RODRIGUES, 2012). Contudo, em um paciente imunocomprometido, esta
levedura pode causar sérias infeccbes nas mucosas, que incluem candidiases
vaginais e orais ou ainda infecgbes sistémicas (O’'SULLIVAN et al., 2000). O
problema em se determinar a diversidade deste grupo de leveduras em cada
nicho corporal reside no fato da maioria dos resultados dos diferentes estudos
ndo serem comparaveis, pois incluem diversos grupos populacionais e grande
variacdo das técnicas usadas para coleta de amostras, isolamento e identificacao
das leveduras (OLIVEIRA & SOARES, 2007).

Sendo a segunda principal causa de vaginite em mulheres em idade reprodutiva,
a CV acomete milhdes de mulheres anualmente em todo o mundo (SOBEL &
CHAIM, 1996; SINGH et al., 2002, SOBEL, 2007), especialmente aquelas que
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vivem nos climas tropicais ou subtropicais. Alguns especialistas estimam que
aproximadamente 75 % das mulheres irdo experimentar pelo menos um caso de
CV durante sua vida, sendo que, 45% destas, apresentardo mais de um episodio,
sendo 5 % infeccBes reincidentes (CONSOLARO et al., 2004; SOBEL, 2007;
LOPEZ-MARTINEZ, 2010). Cerca de 80% a 90% dos casos estéo relacionados a
C. albicans e o restante a outras espécies nao-albicans como C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (HOLLAND et al., 2003; GAZETA JUNIOR
et al., 2011).

Os fatores de risco que predispdem as infeccdes por Candida spp. incluem o uso
de antibiéticos de largo espectro, que suprimem a microbiota, uso de farmacos
para tratamentos antitumoral, imunossupressdo seguida de um transplante de
orgdos, procedimentos cirdrgicos resultantes de tratamentos hospitalares
intensivos e prolongados, hemodialise e dialise interperitoneal em doentes
imunocomprometidos (MERZ, 1990). Estas infeccbes podem também estar
associadas a utilizacdo de dispositivos médicos tais como implantes, cateteres
vasculares, proteses dentérias, lentes de contato, enxertos cardiacos,
articulagbes artificiais, discos intervertebrais (BAILLIE & DOUGLAS, 1998;
CHANDRA et al., 2001; BRAJTBURG & BOLARD, 2003; YANG et al., 2003);
distarbios endocrinos, gravidez, deficiéncia de ferro, xerostomia e desordens
imunologicas (SAMARANAYAKE & MARCFARLANE, 1982). Candidiase
disseminada tem sido verificada em pacientes com a mucosa gastrointestinal
alterada resultante de danos induzidos pelo uso de drogas ou tumor (MORAIS et
al., 2012).

A CV causa grande desconforto para a paciente, decorrente do aparecimento
dos sintomas como: prurido intenso, ardor, eritema, fissuras na pele, disuria (dor,
ardor ou sensacdo de queimacdo ao urinar), dispareunia (dor durante o ato
sexual) e corrimento consistente, semelhante a “leite talhado” (ECKERT et al.,
1998; COCO & VANDENBOSCHE, 2000; NYIRJESY, 2001). A candidiase
vaginal ndo € tradicionalmente considerada uma doenca sexualmente

transmissivel, pois ocorre em mulheres em abstinéncia, além de a levedura
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constitui parte da microbiota indigena vaginal. No entanto, isso nao significa que
a transmissdo sexual de Candida spp. ndo ocorra (SOBEL, 1997; LISBOA,
2011).

Na maioria dos pacientes, a infeccéo por C. albicans é decorrente principalmente
do reservatorio endégeno (DELGADO & AGUIRRE, 1997). Sua viruléncia esti
condicionada a fatores ligados ao hospedeiro e ao micro-organismo. A microbiota
vaginal controla a infec¢éo por Candida, afetando a colonizag&o por competicdes
nutritivas e producdo de substancias toxicas, além de interferir na aderéncia das
leveduras as células epiteliais, 0 que constitui pré-requisito de transformacéo da
levedura de colonizadora a agente patogénico (KLOTZ & SMITH, 1991;
GREENFIELD, 1992; DELGADO & AGUIRRE, 1997). O equilibrio parasita-
hospedeiro pode ser mantido pela preservacdo das barreiras anatdmicas
teciduais, pela conservacao da microbiota autéctone e pela resposta do sistema
imune. A candidiase emerge diante de modificacbes desta interacéo,
determinando infeccdo desde localizada até sistémica ou fatal (ODDS, 1988;
SOUZA, 1988; SOUZA et al., 1990).

Diversos autores tém descrito os determinantes de patogenicidade para o género
Candida como aderéncia as células epiteliais do hospedeiro, a variabilidade
fenotipica, a composicdo de sua parede celular com a presenca de adesinas
(manoproteinas), produgdo de enzimas como proteases, fosfolipases,
hialuronidase e condroitina sulfatase, capazes de hidrolisar constituintes
importantes da membrana citoplasmatica da célula hospedeira e ainda, o
dimorfismo (formacdo de hifas) (GHANNOUM & ABU-ELTEEN, 1990;
DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003; EGGIMANN et al., 2003; SUDBERY et
al., 2004; MENEZES et al., 2005; SHIP et al., 2007).

A variabilidade fenotipica contribui como um fator importante, pois diminui a
capacidade de fagocitose de células do sistema imune, sendo que a forma de
micélio proporciona uma maior aderéncia a superficie da célula (GHANNOUM &
ABU-ELTEEN, 1990). Algumas espécies, como C. albicans, produzem brotos
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que nado se separam uns dos outros; estes brotos formam uma cadeia de células
chamada de pseudo-hifa, forma esta necessaria para invadir tecidos mais

profundos nos quadros de infeccdo (MOLERO et al., 1998).

2.4 Adesao e formacgéao de biofilme

Para muitos micro-organismos, a adesao aos tecidos do hospedeiro € essencial
para a patogénese e as caracteristicas microbianas responsaveis por esta
adesdo as superficies das mucosas sdo consideradas atributos da viruléncia
(CASADEVALL & PIROFSKI, 2001). O fendbmeno de adesdo é conferido a
proteinas especializadas de superficie celular chamadas de adesinas que se
ligam especificamente a aminoacidos ou acucares na superficie de outras células
ou promovem a adesdo a superficies abidticas. Todas as adesinas flngicas
compartilham trés dominios estruturais, que sdo: dominio C-terminal que contém
a ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol) responsavel pela ligacdo da adesina a
parede celular, a porcdo N-terminal que contém o carboidrato ou peptideo de
ligacdo, e o dominio central caracterizado pela presenca de mdultiplas repetices
de serina e treonina, codificados por uma sequéncia conservada do DNA
(VERSTREPEN & KLIS, 2006).

O processo de adesédo de espécies de Candida as superficies do hospedeiro é
controlado e induzido por véarias cascatas de sinalizacdo celular tanto no fungo
como também no ambiente, em prol de sua viruléncia. Drago e colaboradores
(2000) observaram que células epiteliais orais promoviam a endocitose de C.
albicans. Mais tarde, Park e colaboradores (2005) corroboraram este achado ao
demonstrarem que o acumulo de actina na célula epitelial ao redor da hifa
internalizada sugeriria a endocitose do fungo por estas células. Assim,
concluiram que apoés a adeséo, C. albicans invade o epitélio oral in vitro atraves

da inducgéo da sua propria endocitose pelas células do hospedeiro.

A superficie celular bacteriana exerce importante fungdo no estagio inicial de

adesdo das células. As condic¢des de crescimento afetam o sistema de sintese da



30

parede que, por sua vez, afetam os polimeros aniénicos e as enzimas presentes
na parede do micro-organismo. Caracteristicas da superficie dependem do pH da
cultura e do estado energizado da membrana. Mudancas nas propriedades de
superficie induzidas por diferentes valores de pH do ambiente de crescimento
podem explicar aumento na adesdo a superficie (LIU et al., 2008) A adeséo de
diferentes estirpes de bactérias é também influenciada pelas propriedades fisico-
quimicas e termodinamicas do substrato envolvido, baseado nas analises das
caracteristicas da superficie em termos de carga elétrica e hidrofobicidade
(JULLIEN et al., 2002; JURAK et al., 2009).

Por sua vez, adesdo microbiana a superficies inanimadas, como proteses,
equipamentos metalicos e cateteres € mediada pela interacdo especifica entre as
estruturas da superficie celular e grupos moleculares especificos na superficie do
substrato (CHRISTENSEN et al., 1989) ou por forcas de interacdo né&o-
especifica, incluindo forcas de Van der Walls, forcas eletrostaticas, interacdes
acido-bases e forcas de mocédo Browniana (VAN OSS, 1991). As interacdes
especificas sdo forcas que agem em regides mais altas da superficie que
interage sob distancias menores que 5nm, enquanto forcas de interacées néo-
especificas tem um carater de longo alcance e partem de toda a superficie
(GOTTENBOS et al., 2002). Ao aproximar de uma superficie, organismos podem
ser atraidos ou repelidos pela superficie, dependendo do resultado da interacéo
das diferentes forcas nédo-especificas (OLIVEIRA, 1992; REID, 1999b).

Em se tratando de dispositivos médicos, ap0s a sua exposicdo aos fluidos
corporais, tais como: sangue, saliva ou urina, componentes macromoleculares
adsorvem para formar um filme condicionante (GRISTINA, 1987; REID et al.
1992). Moléculas proteinaceas, tais como albumina sérica, fibrinogénio, colageno
e fibronectina presentes na superficie, ttm mostrado afetar adesdo bacteriana
subsequente (KEOGH & EAFON, 1954; AN & FRIEDMAN, 1988;
CHRISTENSEN et al., 1989). Se for possivel enfraquecer ou quebrar esta
ligagdo, por exemplo, pela influéncia de forcas de interagbes ou usando
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surfactantes (VELRAEDS et al., 1996; RODRIGUES et al. 2004 a,b), a formacao
do biofilme ndo se completa.

Para os micro-organismos o biofilme confere de 500 até 1000 vezes mais
resisténcia as células sésseis quando comparadas as células planctbnicas, pela
presenca da matriz de exopolissacarideo que restringe a penetracdo dos
medicamentos impedindo a acdo de antimicrobianos (GILBERT et al., 2002).
Células em biofilme podem também apresentar muitas alteracdes fenotipicas,
principalmente nos aparatos de motilidade, no tamanho da célula e no
metabolismo, decorrentes da restricdo de nutrientes e de oxigénio em algumas
fases, da variacao na taxa de reproducao e em toda a regulacao génica (XAVIER
et al., 2005). Biofilmes sdo as Unicas estruturas microbianas que permitem a
coexisténcia de organismos aerébios e anaerdbios estritos a distancias de
poucas centenas de microdmetros um do outro. S&0 compostos por microcanais
internos, Uuteis na distribuicAo de nutrientes e &gua, no escoamento de
metabolitos e de enzimas alginatoliases e proteases, necessarias ao
destacamento de células do biofilme e na distribuicdo de moléculas sinalizadoras
de quorum sensing (HALL-STOODLEY et al., 2004).

O desprendimento de partes de um biofilme pode ocorrer com o aumento do
namero de organismos aderidos. A razdo de crescimento diminui devido a
limitacdes de nutrientes e oxigénio, e ainda pelo acimulo de &cidos orgéanicos.
Isto pode levar eventualmente a um biofilme de biomassa estacionéaria, onde a
adesdo e crescimento contrabalancam o desprendimento de micro-organismos.
Esta etapa é regulada pelo fendmeno quorum sensing, onde o acumulo de
moléculas de baixo peso molecular permite que células individuais sintam,
quando o quorum minimo de populacdo ou unidade de bactérias foi atingido

(RODRIGUES, 2005a).

2.5 Agentes antimicrobianos
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2.5.1 Agentes antifungicos

Os agentes antifungicos usados no tratamento de micoses sdo classificados de
acordo com o tipo de acdo que exercem sobre as células dos fungos. Nas
classes mais comumente utilizadas encontram-se, 0s poliénicos; analogos
nucleosideos, azois, pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-
benanomicinas, nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos (ANDRIOLE, 1999). As
drogas antifungicas de uso comum atuam sobre a molécula do ergosterol, o
principal esterol da célula fungica, importante para integridade e manutencao das
funcbes da membrana celular. Este esterol possui fungbes semelhantes ao
colesterol em células de mamiferos (VANDEN BOSSCHE et al., 1987; JOSEPH-
HORNE & HOLLOMON, 1997; WHITE et al. 1998).

Os poliénicos como, anfotericina B e nistatina, formam complexos com o
ergosterol desnaturando a membrana plasmatica, o que leva ao aumento da
permeabilidade, levando a morte da célula. Estes compostos séo classificados
como fungicidas e tem um largo espectro de acdo, sendo considerado, dentre os
antifangicos disponiveis no mercado o de maior espectro de agdo. Usados desde
1956, ainda sao considerados como padrdo no tratamento da maioria das
infeccbes invasivas causadas por leveduras, considerado como escolha para o
tratamento de infeccdes muito graves, associado a 5-fluorocitosina (anélogo
nucleosideo) (ESPINEL-INGROFF 1998; BOFF et al., 2008). A grande
desvantagem dos antifungicos deste grupo é o fato de ndo serem sollveis em
agua. Por exemplo, a anfotericina € associada a um detergente deoxilato em
tampéo fosfato, o qual provoca muitos efeitos secundarios indesejaveis ao
paciente; devido a essa alta toxicidade, seu uso € restrito ao ambiente hospitalar
(BRAJTBURG & BOLARD, 2003). Para combater estes efeitos tém sido
desenvolvidas novas formulagbes com atividades antifungicas. Um exemplo sdo
as associacoes lipidicas, onde o antifingico € contido dentro de lipossomas em
maiores quantidades, liberando doses com menor toxicidade para as ceélulas
humanas (GHANNOUM & RICE, 1999).
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Os azois (ex. miconazol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol) inibem a
biossintese do ergosterol, por interferir no citocromo P-450 da levedura,
consequentemente inibindo a enzima lanosterol desmetilase e a incorporacdo do
acetato de ergosterol (RICHARDSON & WARNOCK, 1993). Estes compostos
sintéticos ainda sdo usados como uma alternativa ao uso da anfotericina B, uma
vez que apresentam uma menor toxicidade, além de exibirem amplo espectro de
acdo e melhores propriedades farmacocinéticas (LYMAN e WALSH, 1992).
Muitas revisfes tém enfocado a resisténcia de Candida spp. aos azélicos e a
maioria tem colocado o fluconazol em primeiro lugar por ser esta a droga mais
extensamente usada. Isolados de Candida spp. resistente aos azolicos tém sido
mais encontradas em pacientes com SIDA devido a dificuldade de tratamento
clinico nesta populacdo de pacientes, uma vez que sao imunocomprometidos e
tém uma microbiota deficitaria (MAHMOUD & RICE, 1999).

As pneumocandinas-equinocandinas (lipopeptidicos ciclicos) sédo fungicidas.
Atuam comprometendo a sintese da parede celular através da inibicdo nao
competitiva da 1,3-B-D-glucanosintetase que catalisa a polimerizacao da glicose-
uridina-fosfato (UDP) em [(-1-3 glicana, um componente estrutural importante da
parede celular (ZAAS, 2008). As pradimicinas-benanomicinas, compostos
fungicidas, ligam-se as manoproteinas da parede celular provocando lise
osmotica desta parede, e consequente liberacdo dos componentes celulares, em
particular do potassio, acabando por conduzir a morte das células (CARRILLO-
MUNOZ, 2006). As nicomicinas sdo inibidores competitivos das enzimas
celulares que sintetizam a quitina, enzimas fundamentais na sintese da parede
celular (ANDRIOLE, 1999).

As alilaminas (ex.: terbinafina) e tiocarbamatos, fungicidas sintéticos, inibem a
esqualenoepoxidase, uma enzima que juntamente com a ciclenociclase converte
0 esqualeno em lanosterol que por sua vez € convertido em ergosterol. Sem este
componente estrutural a funcdo e estrutrura da parede celular é afetada levando
assim a morte celular (ANDRIOLE, 1999). A terbinafina € altamente eficaz contra

dermatofitos e outros fungos filamentosos (JESSUP et al., 2000).
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2.5.2 Agentes antibacterianos

Como terapia para as doencas ginecoldgicas bacterianas, varios antibioticos séo
usados por via intravaginal. O metronidazol, um antiprotozoario da classe dos
nitroimidazois tem atividade antimicrobiana contra bactérias anaerébicas (VB). A
clindamicina, uma lincosamina, tem um espectro de a¢do sobre bactérias Gram
positivas, como S. agalactiae (SWEDBERG et al.,, 1985, CHARTERIS et al.,
1998). Aminoglicosideos e tetraciclinas tém sido usados para tratar tais
infeccdes, estes antibidticos possuem varias propriedades desejaveis, como a
rapida atividade bactericida contra um grande numero de patégenos,
especialmente bactérias Gram-negativas, baixo custo e estabilidade quimica
(HILLIER et al., 2008).

Tem sido observado que os antibacterianos com amplo espectro de agao contra
a maioria dos anaerodbios séo efetivos contra VB, porém a maioria das mulheres
com VB apresentam recorréncia nos meses seguintes ao tratamento. Estudos
tém reportado que metronidazol e clindamicina resolvem 71 a 89 % dos casos no
primeiro més, porém a terapia intravaginal com metronidazol, com menos efeitos
colaterais, tem eficacia similar a administrada via oral (HILLIER et al., 2008),
podendo ser administrada como alternativa para suprimir a recorréncia rapida (30

% em trés meses, 50 % em seis meses) (SOBEL et al., 2006).

A escolha terapéutica para vaginites aerObicas deve levar em consideracao
caracteristicas do antibiotico como: efeito bactericida contra a maioria das
bactérias de origem fecal, sem interferéncia com o ecossistema vaginal, em
particular, a populacdo de Ilactobacilos. Para aumentar a seguranca e
conformidade, procura-se usar uma formulacdo topica com capacidade de
absorcdo baixa, mantendo uma concentracdo farmacéutica correta in situ
(DONDERS et al., 2002).

2.5.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana
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Vérios estudos de susceptibilidade a antibiéticos tém sido realizados visando a
descoberta de novas drogas e definicdo de novas terapias para o combate das
infeccbes causadas por micro-organismos patogénicos (REX et al., 2001). Os
meétodos utilizados na execucédo dos testes de suscetibilidade para fungos tém
sido adaptacdes daqueles empregados para bactérias (CHEN et al., 1996;
VANDEN BOSSCHE et al., 1998; WHITE et al., 1998, GHANNOUM & RICE,
1999; REX et al.,, 2001). As técnicas disponiveis baseiam-se na diluicdo em
caldo, diluicdo em agar e difusdo em agar. Os dois primeiros testes avaliam a
concentracdo inibitéria minima (CIM), ou seja, menor concentracdo da droga
capaz de inibir o crescimento microbiano, ou ainda a concentragcédo fungicida
minima (CFM) ou concentracdo bactericida minima (CBM) que é a menor
concentracdo da droga capaz de matar o micro-organismo (MERZ, 1986; CURY
& MICHEL, 1989a; CURY et al.,, 1989b; ALVES & CURY, 1992; ESPINEL-
INGROFF et al., 1992; PFALLER et al., 1992). O teste de difusdo em &gar utiliza
discos que contém uma concentracdo Unica da droga, classificando o micro-
organismo em susceptivel, intermediario ou resistente aguela droga, de acordo,
com a capacidade de inibicdo do crescimento microbiano (REX et al., 1993).
Estes estudos tém permitido caracterizar o perfil de resisténcia e susceptibilidade
dos micro-organismos patogénicos aos antimicrobianos de uso clinico. Os
resultados sugerem a necessidade de estudos de prospeccao de novas drogas,
formulacbes de menor efeito colateral e novas estratégias de tratamento
antimicrobiano. Diante da necessidade da descoberta de novas drogas, a
pesquisa por novos agentes antimicrobianos vem se intensificando, como é o
caso das moléculas anfipaticas com aplicacbes diversificadas na industria e

biorremediacao.

2.6 Biossurfactantes: conceitos e aplicacdes

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas com por¢des hidrofobicas e
hidrofilicas, particionando, entre as interfaces 6leo e agua ou ar e agua, o que
explica seu ampla aplicagdo ambiental (BANAT, 1995 a,b; MULLIGAN, 2005;
TAHMOURESPOUR et al., 2011). Para todos os sistemas interfaciais, sabe-se
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que moléculas organicas de fases aquosas tendem a imobilizar-se na interface
sélida, formando um filme conhecido como filme condicionante, o qual muda as
propriedades (umidade e energia de superficie) da superficie original (NEU,
1996). Em uma analogia com o filme condicionante organico, biossurfactantes
podem interagir com as interfaces e podem afetar a adesdo e desligamento da
bactéria. Além disso, as propriedades de superficie do substrato podem
determinar a composicdo e orientacdo das moléculas condicionando a superficie
durante as primeiras horas de exposicdo. Apds cerca de quatro horas, pode-se
obter uma uniformidade nessas propriedades e a composicdo do material
adsorvido torna-se independente do substrato (NEU & MARSHALL, 1990). Micro-
organismos podem excretar acidos graxos, lipideos e biossurfactantes dentro do
meio circundante. Uma célula microbiana capaz de excretar biossurfactantes
dentro da fase aquosa pode ser responsavel pelo filme condicionante criado
microbiologicamente na interface, alterando a interface de hidrofébica para
hidrofilica (RODRIGUES, 2005c; OLTEANU et al., 2011).

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua composi¢cado quimica
e origem microbiana (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). As principais classes
incluem uma grande variedade de estruturas, como glicolipideos, lipopeptideos,
complexos de polissacarideos ou proteinas, fosfolipideos, acidos graxos e
lipideos neutros. E, portanto, razoavel esperar diversas propriedades e atividades
fisiolégicas para diferentes grupos de biossurfactantes. Também estas moléculas
podem ser produzidas para atender a diferentes aplicacdes especificas,
alterando o substrato de crescimento ou condi¢cdes de crescimento (FLECHTER,
1992; MULLIGAN, 2009). Os biossurfactantes podem exercer um papel essencial
na sobrevivéncia dos micro-organismos produtores, quer facilitando o transporte
de nutrientes, a interacdo entre o hospedeiro e 0s micro-organismos produtor ou
mesmo como agente biocida contra outros micro-organismos presentes no

ambiente.

Biossurfactantes tém se tornado produtos biotecnologicos importantes para

aplicacbes médicas e industriais (BANNAT et al., 2010). As razfes para sua
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popularidade como produto antimicrobiano estdo primeiramente em sua acao
especifica, baixa toxicidade, facilidade relativa de preparagdo e aplicabilidade
generalizada. Varios estudos relativos as aplicacdes, métodos de producao e
caracterizacdo dos biossurfactantes estdo descritos na literatura, onde estas
moléculas mostram-se como agentes emulsificantes, desemulsificantes, agentes
umidificantes, agentes espumantes, ingredientes de alimentos funcionais e
detergentes (FLECHTER, 1992; KOSARIC, 1992; LIN, 1996; MULLIGAN, 2009,
SMYTH et al., 2010).

Embora a exata funcéo fisioldgica dos biossurfactantes ainda nédo tenha sido
completamente elucidada, algumas funcbes tém sido atribuidas a estes
compostos. Estas propriedades sao: emulsificacdo e solubilizacdo de
hidrocarbonetos ou compostos insoliveis em agua e transporte de
hidrocarbonetos para o interior da célula, facilitando o crescimento de micro-
organismos, ligacdo de metais pesados e formacao de biofilmes (COOPER et al.,
1981; SINGH e CAMEOTRA, 2004). Esta ultima funcdo foi atribuida aos
biossurfactantes ligados a parede celular de C. tropicalis (KAPPELI &
FLECHTER, 1997), onde um aumento significativo da por¢cdo lipidica do
polissacarideo de membrana foi detectado quando o micro-organismo crescia em
alcanos, indicando que o complexo polissacarideo-acido-graxo presente na
superficie celular estaria envolvido no transporte de hidrocarbonetos. Outra
funcdo importante seria a aderéncia-liberacdo da célula a superficies. Uma das
mais importantes estratégias de sobrevivéncia dos micro-organismos é sua
habilidade em colonizar um nicho ecolégico onde possa se multiplicar. O
elemento chave nesta estratégia sdo estruturas da superficie celular
responsaveis pela aderéncia das células a superficies. Nestas, 0os micro-
organismos podem utilizar surfactantes ligados a parede para regular as
propriedades da superficie celular, visando aderir ou se desligar de um
determinado local de acordo com sua necessidade para encontrar novos
ambientes com maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes
desfavoraveis (ROSENBERG & RON, 1999; PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011).
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Atualmente, nos paises industrializados, 70 a 75 % dos surfactantes consumidos
sdo de origem petroquimica, no entanto, existe uma tendéncia para a
substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos naturais (BOGNOLO, 1999). Esta
tendéncia é movida pela necessidade de produtos menos toéxicos, pela
necessidade de substituicAo de compostos ndo biodegradaveis (alquil benzenos
ramificados) e pelo aumento da especificidade dos produtos (BARROS et al.,
2008).

Embora a maior aplicacdo dos biossurfactantes tem sido na recuperacédo de
petréleo (BANNAT et al., 2000), alguns estudos tém sido direcionados para suas
possiveis aplicacfes biomédicas (FLASZ et al., 1998; MAKKAR e CAMEOTRA,
2002; BENINCASA et al, 2004, RODRIGUES et al, 2006). Alguns
biossurfactantes sdo alternativas viadveis para o0s agentes medicinais e
antimicrobianos sintéticos, e podem ser usados como agentes terapéuticos
efetivos e seguros. Por apresentar diversas vantagens em relacdo aos
surfactantes sintéticos, podem ser utilizados em uma gama de aplicacdes
industriais. (BANNAT et al., 2010). Entretanto, ainda ndo sdo amplamente
utilizados devido aos altos custos de producdo, associados a métodos
ineficientes de recuperacdo do produto e ao uso de substratos caros. O problema
econdmico da producéo de biossurfactantes pode ser significativamente reduzido
através do uso de fontes alternativas de nutrientes facilmente disponiveis e de
baixo custo. Uma possivel alternativa seria o uso de subprodutos agricolas ou de
processamento industrial. Com o aumento dos esfor¢os no desenvolvimento de
novas tecnologias de aplicacdo, no melhoramento das linhagens e dos processos
de producéo, e devido a sua versatilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade,
0s biossurfactantes poderdao se tornar compostos de uso comum nas industrias
em um futuro proximo (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Pesquisas sobre o0 uso de biossurfactantes como novos métodos para impedir ou
retardar a formacédo de biofilme sobre dispositivos médicos tém sido realizadas e
destacam o papel dos biossurfactantes como defesa na competicédo pela adesao

com outros isolados ou espécies, principalmente biossurfactantes liberados por
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linhagens de Streptococcus mitis contra adesdo de Streptococcus mutans
(PRATT-TERSPSTRA et al., 1989; VAN HOOGMOED et al.,, 2000). Assim o
tratamento de superficies com biossurfactantes pode constituir um novo e efetivo
meio de combate a colonizacdo por micro-organismos patogénicos (SINGH e
CAMEOTRA, 2004). Pré-revestimento dos cateteres uretrais com surfactina,
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, resultou em uma diminuicdo da
quantidade de biofiime formado por Salmonella typhimurium, Salmonella
enterica, Escherichia coli e Proteus mirabilis (MIRELES et al., 2001). Outro
estudo relatou a inibicdo de biofilme formado por uropatdgenos e leveduras em
borracha de silicone por biossurfactantes produzidos por Lactobacillus
acidophilus (VELRAEDS et al., 1998; REID et al., 2000; FRACCHIA et al., 2010).

A atividade antibidtica € demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente
da classe dos lipopeptideos (surfactina) e glicopeptideos (ramnolipideos). Os
ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa e a surfactina de Bacillus subtilis
funcionam como antibidticos, alterando a integridade da membrana celular
microbiana, por solubilizar os principais componentes, formando poros na
membrana. Podem também penetrar nas membranas através de interacdes
hidrofobicas, influenciando a ordem da cadeia de hidrocarbonetos e alterando
assim, a espessura da membrana (BONMATIN et al., 2003; CARRILLO et al.,
2003, DELEU et al., 2008). Além da atividade antimicrobiana, a surfactina possui
varias aplicacdes farmacéuticas como a inibicdo da formacdo de coagulos;
formacdo de canais idnicos em membranas; e atividade antitumoral (ARIMA et
al., 1968; PEYPOUX et al., 1999). Outros estudos tém mostrado biossurfactantes
produzidos por Rhodococcus erythropolis com acdo antiviral contra herpes
simples e virus parainfluenza (UCHIDA et al., 1989). lturina, um lipopeptideo
produzido também por B. subtilis, demonstrou atividade antifingica, afetando a
morfologia e a estrutura da membrana celular de leveduras (THIMON et al.,
1995).

Os efeitos antivirais e antibacterianos de varios ramnolipideos tém sido

estudados por Bal e colaboradores (1997) e Benincasa e colaboradores (2004).
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Sete diferentes ramnolipideos foram identificados em amostras de P.aeruginosa
AT10 isoladas de residuos de refinarias de 6leo de soja e mostraram excelentes
propriedades antifungicas (ABALOS et al.,, 2001). Golubev e colaboradores
(2001) relataram a producdo de glicolipideos, termoestaveis, fungicidas,
resistentes a protease, extracelulares, de baixo peso molecular, pela levedura
Pseudozyma fusiformata (Ustilaginales). Estes fungicidas foram ativos contra
mais de 80 % das leveduras do género Candida e outras espécies nao
leveduriformes testadas em condi¢cdes acidicas (pH 4,0) de 20 a 30 °C
(KULAKOVSKAUA et al., 2003). Outro estudo mostra que ramnolipideos
aumentaram a acao biocida de hipoclorito de sddio, acido peracético e peroxido
de hidrogénio em superficies contaminadas com Listeria monocytogenes
(MEYLHEUC et al., 2006).

Vérios estudos tém demonstrado que a associacdo de biossurfactantes a
antibioticos e biocidas pode prevenir a formacdo de biofiime, desta forma
tornando-se como uma alternativa no tratamento de infeccbes por micro-
organismos resistentes a multiplas drogas (ESPOSITO & LEONE, 2007). Deste
ponto de vista, 0os biossurfactantes podem ser (teis para aumentar a acdo de
conhecidos antibiéticos e biocidas. Rivardo e colaboradores (2010) mostraram
gue a associagao entre ions de prata e biossurfactante lipopeptideo aumentou o
efeito bactericida contra E. coli em biofilme, chegando a completa erradicacao do
biofilme. Acredita-se que a acdo sinérgica dos biossurfactantes reside na sua
capacidade de interagdo com as membranas celulares, formando poros, o que
facilitaria a entrada de antimicrobianos e assim, aumentando a atividade destes
agentes (TEXTER, et al., 2007).

2.7 Sinergismo entre 0os agentes microbianos

O advento dos antimicrobianos para tratar infecgdes € considerado como um dos
maiores avangos na medicina moderna (ROSSOLINI & THALLER, 2010). Devido
ao abuso no uso de antibioticos nas décadas passadas, as maiorias dos micro-

organismos clinicamente importantes desenvolveram resisténcia a mudltiplos
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antimicrobianos. Tais infeccBes sdo severas, dificeis e requerem longos e
complexos sistemas de tratamento (ALANIS, 2005, ZARB & GOSSEENS , 2012).
Com isso, se faz necessario descobrir novos antibidticos ou estratégias de
tratamento efetivas contra infec¢cdes por micro-organismos resistentes as drogas
(AIYEGORO et al., 2011).

Novos métodos combinando diferentes antimicrobianos que vise aumentar sua
eficacia tém sido explorados (HARRISON et al., 2008), como o0 uso combinado de
compostos bioativos que pode resultar em sinergismo, antagonismo ou efeito
indiferente (aditivo), em funcdo de diversos fatores. Nies e Spielberg (1996)
descreveram que o sinergismo € uma resposta farmacolégica obtida a partir da
associacdo de dois ou mais medicamentos, cuja resultante é maior do que a
simples soma dos efeitos isolados de cada um deles. Por outro lado, o
antagonismo é a supressdo ou reducdo da resposta farmacoldgica de um
medicamento na presenca de outro, muitas vezes pela competicdo destes pelo
mesmo sitio receptor. Partindo dai, o interesse deste estudo em se testar novos
compostos de origem biolégica, como os biossurfactantes, em associagdo com 0s
compostos de origem sintética, com acao antimicrobiana com menor custo, menor

toxicidade e que diminua as recidivas nestas infecgoes.

2.8 Compostos de Biginelli

A reacao de Biginelli foi descoberta em 1893, pelo quimico italiano Pietro Biginelli
e baseia-se na reacdo multicomponente (MRC) envolvendo a ciclocondensacao

de ésteres acetoacéticos, aldeidos aromaticos e (tio) uréia (Figura 1).
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Figura 1: Esquema geral da reacao de Biginelli. Os produtos da reacado de Biginelli
possuem um nucleo basico diidropirimidona (DHPM).

O interesse na reacdo de Biginelli aumentou dramaticamente nas ultimas
décadas, uma vez que os compostos possuindo o nucleo bésico diidropirimidona
(DHPM) tém apresentado atividades biol6gicas promissoras. O composto
batzeladina B (1) (Figura 2), um produto natural marinho isolado da esponja
Batzella sp., foi capaz de inibir a ligagdo do HIV ao envelope proteico gp-120 de
células humanas CD4 (PATIL et al., 1995). Monastrol (2) (Figura 2) foi
identificado como uma nova molécula de baixo peso molecular permeavel a
membrana celular, sendo desta forma considerada uma molécula promissora
para desenvolvimento de novas drogas antitumorais (MAYER et al., 1999). Este
composto afeta especificamente a divisdo celular (mitose) por um novo
mecanismo, que ndo implica na ligagdo a tubulina em contraste com taxanos
naturais, alcaloides da vinca e epotilonas. Foi estabelecido que a atividade de
monastrol baseia-se na inibicdo especifica e reversivel da proteina Eg5, uma
proteina motora necessaria para a formacdo do eixo bipolar durante a mitose
(HEALD, 2000; SAKOWICZ et al., 2004; BRIER et al., 2004; COCHRAN et al.,
2005; PETERS et al., 2006). Os compostos SQ 32926 (3) e SQ 32547 (4) (Figura

2) apresentaram promissoras propriedades anti-hipertensivas (ATWAL, 1991;

ROVNYAK, 1992).
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Figura 2: Compostos de Biginelli que apresentam importantes atividades

biologicas

Em estudo realizado por Ladani e colaboradores (2009), utlizando HCI
concentrado como catalisador, foi avaliada a atividade antimicrobiana in vitro de
20 compostos sintetizados (2 a-d e 5 a-p) contra culturas de trés bactérias
Escherichia coli (Gram-negativa), Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(Gram-positivas) e ainda dois fungos Aspergillus niger e Rhizopus oryzae pelo
meétodo da difusdo em disco. Destes compostos, nove mostraram boa atividade
antifingica contra Rhizopus oryzae, enquanto, sete mostraram atividade
antifangica moderada contra Rhizopus oryzae e um contra Aspergillus niger. A
avaliacdo antibacteriana dos compostos sintetizados revelou também que dentre
todos os compostos, apenas um mostrou atividade antibacteriana contra

Staphylococcus aureus.

Compostos diidropirimidonas sintetizados usando cloreto clprico como
catalisador, foram avaliados quanto & atividade antifungica e apresentaram
resultados de inibicdo do crescimento de Trichoderma hammatum, Trichoderma
koningii e Aspergillus niger in vitro concentracées (CIM) de 0,025 a 0,35 pg.mL™

(SINGH et al., 2008).

2.9 Compostos benzazbis

Os benzazois sdo compostos heterociclicos que apresentam um anel benzénico
condensado a um anel azolico onde o radical X € composto por um heterodtomo
gue determina o tipo de benzazol, assim podemos ter benzoimidazois (X=NH) e
benzotiazoéis (X=S) (Figura 3). Os heterociclicos tem uma importancia crucial em
muitos processos bioldgicos, pois sao constituintes de estrutura quimica de uma
variedade de produtos naturais e sdo responsaveis pelas atividades biologicas
destes  produtos como  antivirais, antibacterianas, antiprotozoarias,
antiinflamatdrias, antitumorais, antidepressivas, anti-HIV, antiulcerativas, anti-
hipertensivas, antiparkinsonianas e inibidores de quinases (BACHHAV et al.,
2011; KHOSRAVI & KAZEMI, 2012).
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Figura 3: Estrutura geral dos benzoimidazédis, onde X = NH e benzotiazéis, onde
X=S

Dados da literatura mostram que de 15 a 17 benzotiaz6is tém sido testados
contra cancer de mama, laringe e adenocarcinoma cervical, onde composto 2-(4-
animofenil)-benzotiazol, derivado aromatico de benzotiazdis, apresentou
resultados bastante relevantes quando testados em células de carcinoma
humano (CALETA et al, 2004). Outras propriedades como atividades
antibacterianas, antifingicas, antivirais também foram avaliadas, mostrando que
esses compostos possuem acdo contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas, como P. aeruginosa, e ainda, leveduras incluindo C. albicans
(ZITOUNI et al.,, 2003). Em outro estudo, o derivado 2-mercaptobenzotiazol
demonstrou uma potente atividade antifingica e tem sido usado como padréo
nos testes bioldgicos contra C. albicans, sendo ainda usado como para
tratamentos de infec¢des cutaneas (BUJDAKOVA et al., 1993).

Ozkay e colaboradores (2011) demonstraram que 0os compostos benzoimidazois
apresentaram atividade antimicrobiana assim como os benzotiazéis. Um exemplo
€ o derivado 2-mercaptobenzoimidazol que mostrou resultados promissores no
tratamento da tuberculose com atividade antimicrobiana contra Micobacterium
tuberculosis e outras micobactérias como M. kansaii e M. avium (KLIMESOVA et
al., 1999, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e de inibicdo de adeséao e formacéo de biofilme
de compostos de origem biol6gica, biossurfactantes, e compostos sintéticos,

sobre espécies de micro-organismos de importancia clinica.

3.2. Objetivos Especificos

Selecionar linhagens de Lactobacillus spp. isoladas da microbiota vaginal, com

potencial de producao de biossurfactantes;

Avaliar as condi¢cdes de crescimento das linhagens de Lactobacillus spp. com

potencial de producao de biossurfactantes;

Avaliar a producdo de biossurfactantes pelas linhagens usando o extrato

intracelular e extracelular;

Caracterizar os biossurfactantes produzidos quanto a capacidade de

emulsificacao e diminuicdo da tensédo superficial;

Determinar a concentracdo micelar critica e o efeito da concentragdo dos

biossurfactantes na atividade emulsificante;

Caracterizar os biossurfactantes e os compostos quimicos (diipirimidonas e

benzotiazdis) quanto a atividade antimicrobiana e antiadesiva e influéncia na

hidrofobicidade celular de micro-organismos patogénicos;

Avaliar a capacidade de autoagregacdo e coagregacdo a patdogenos e de

producéo de peroxido de hidrogénio pelas Lactobacillus spp;
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Avaliar a estabilidade das emulsdes formadas pelos biossurfactantes frente a
diferentes concentracdes de eletrélitos, variacdo de pH, temperatura, e

diferentes solventes hidrofébicos;

Determinar a composi¢cdo quimica dos biossurfactantes por cromatografia

gasosa e espectroscopia no infravermelho;

Avaliar a interacdo sinérgica entre biossurfactantes e compostos quimicos

(diidropirimidonas e benzotiazdis);

Caracterizar os biossurfactantes e os compostos quimicos quanto a atividade

de antiproliferacdo de células tumorais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Micro-organismos

No estudo foram utilizados 52 isolados de Lactobacillus das seguintes espécies:
L. crispatus (n=18), L. jensenii (n=8), L. gasseri (n=9), L. johnsonii (n=6), L.
vaginalis (n=4), L. reuteri (n=1), L. acidophilus (n=1), L. delbrueckii (n=1), L.
colehominis (n=1), L. fermentum (n=3) isoladas da mucosa vaginal de pacientes
com vaginose bacteriana cedidos pela Prof? Regina Maria Nardi Drummond do
departamento de Microbiologia, ICB/UFMG.

4.1.1 Avaliacdo das condicbes de cultivo dos isolados produtores de

biossurfactantes

A fim de avaliar as melhores condi¢cdes de cultivo dos Lactobacillus spp.
inicialmente, 23 isolados selecionados aleatoriamente e cultivados em frascos de
penicilina com tampa de borracha contendo 60 mL de meio MRS (sem tween,
para nao interferir na avaliacdo da atividade surfactante). O in6culo consistiu de 2
mL (0,02 DO ss0nm) de uma cultura crescida por 12 horas. Os frascos foram
incubados sob condicbes de aerobiose a 120 rpm e em camara de anaerobiose
(Forma Scientific Inc., Marietta, USA) ApGs 72 h a 37 °C, foi feita a avaliacdo do
crescimento medindo-se a densidade o6tica a 550 nm utilizando
espectrofotdbmetro Shimadzu UV120. As células foram separadas do meio de
cultura por centrifugacdo (7200 x g, 20 min, 10°C) lavadas 2 vezes com agua
destilada estéril e ressuspendidas em 10mL de tamp&o fosfato (PBS: 10 mmol.L™
KH,PO4K,HPO, e 150mmol.L™* NaCl com pH ajustado para 7,0). As suspensfes
celulares foram deixadas a temperatura ambiente sob leve agitagdo por 24 h
para liberacdo do bioemulsificante (RODRIGUES et al., 2006a, 2006b). Apos 24
h, as células foram separadas por centrifugacdo. Os sobrenadantes (meio livre
de células e tampédo PBS) foram avaliados quanto a presenca de compostos
tensoativos pela medida da atividade emulsificante (E24), e surfactante pelo

espalhamento da gota. As condi¢cdes de crescimento que resultaram nos maiores
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valores de biomassa celular (DOssp) e atividade emulsificante (E24) e surfactante

foram usados nos experimentos seguintes.

4.1.2 Método do espalhamento da gota (Morita, 2007)

Para o0 método do espalhamento da gota, cinco aliqguotas de 20 pL de cada
sobrenadante do meio de cultivo livre de células e tampé&o PBS livre de células,
foram aplicadas com auxilio de uma micropipeta em placas de poliestireno ndo
tratada sobre uma folha de papel milimetrado e deixadas em repouso por 10 min.
Apés este periodo, a dispersdo da gota foi avaliada. As gotas foram medidas
com auxilio de um paquimetro e comparadas aos controles negativos, que

consistiam de meio de cultura sem crescimento microbiano e tampéao PBS.

4.1.3 Método da atividade emulsificante (CAMERON et al, 1988)

A atividade emulsificante (E24) foi realizada em tubos com tampa rosqueével
contendo 1 mL do sobrenadante que foi adicionado a 1,5 mL de tolueno ou
querosene a fim de avaliar o melhor solvente hidrofébico para ser usado na
determinacao de (E24), sendo que cada tubo foi submetido a homogeneizacéo
em agitador de tubo (Tipo Vortex) em velocidade maxima por 2 min e deixado em
repouso por 24 h. O indice E24 foi determinado medindo-se a altura da camada
emulsionada (cm) dividindo-a pela altura da camada total do liquido. O valor
obtido foi multiplicado por 100.

gltura da camada emulsionada

E24 = X 10004

alturatotal do liguido

4.1.4 Extracao dos biossurfactantes produzidos pelas bactérias lacticas

Apés avaliacdo das condi¢des de cultivo, que resultou em maior crescimento e
producédo de biossurfactantes, cinco isolados foram selecionados aleatoriamente

a fim avaliar o melhor método de extracdo dos compostos. Nas extracdes
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utilizando etanol, o sobrenadante foi adicionado de 4 volumes de etanol gelado e
mantido a -20 °C por 16 h. A seguir, o precipitado foi recuperado por
centrifugacéo a 7200 x g por 15 min a 4 °C e seco em estufa a 37 °C, pesado e
dissolvido em &gua destilada, em uma concentracdo de 100 mg.mL™
(PARASZKIEWICZ et al., 2002, CAMARGO-DE-MORAIS et al., 2003)

Para extracdo com HCI, o pH dos sobrenadantes foi ajustado para um valor igual
a 2,0, adicionando-se HCIl a 1 mol.L™ . As amostras acidificadas foram mantidas
a 4 °C por 2 h e o precipitado foi recuperado por centrifugacéo (7200 x g, 15 min,
4 °C) e lavado por duas vezes com agua acidificada (pH 2,0) (VAN HOOGMOED
et al., 2000). A seguir, o precipitado foi deixado em estufa a 37 °C. Apos
secagem foi pesado e dissolvido em agua destilada, em uma concentracdo de

100 mg.mL™. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH a 1 mol.L™.

4.2. Prospeccdo de isolados de Lactobacillus spp produtores de

biossurfactantes
4.2.1. Producédo do in6culo

Para o preparo dos in6culos foram usados cinquenta e dois isolados de
Lactobacillus spp. estocados a -80 °C em caldo MRS (Difco), contendo 15% (v/v)
de glicerol. Estes foram inoculados em meio MRS e incubados a 37 °C em
camara de anaerobiose (Forma Scientific Inc., Marietta, USA) contendo uma
atmosfera de 85 % de N, 10 % de H, e 5 % de CO, para reativagdo celular. A
seguir, 600 mL de caldo MRS (sem tween) foram inoculados com 6 mL dessa
cultura de 12 h a uma concentracdo de 0,02 (ODssonm). ApOs as 72 h de
incubacdo a 37 °C, as células foram separadas por centrifugacdo (7200 x g,
15min, 10°C) lavadas duas vezes com agua destilada estéril, e ressuspendidas
em 100 mL de tampéo fosfato (10 mmol.L™ KH,PO/K,HPO, e 150mmol.L™* NaCl
com pH ajustado para 7,0). As suspensOes celulares foram mantidas a
temperatura ambiente com leve agitacdo por 24h para liberagdo do

biossurfactante extracelular e intracelular. Subsequentemente, as células foram
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removidas por centrifugacdo e o sobrenadante submetido aos processos de
extragcao por precipitagéo acida.

4.2.2 Medida da tenséo superficial

Avaliacdo da reducao da tenséo superficial dos sobrenadantes produzidos pelos
isolados selecionados foi feita com auxilio de um tensidmetro de Kruss acoplado
com placa de platina. O teste foi feito em duplicata a fim de aumentar a precisao
das medidas. Todas as medidas foram feitas a temperatura ambiente e os valores

expressos em mN.m™.

4.2.3 Halos de hemdélise em placas de agar-sangue

Para a realizacdo dos ensaios de hemdlise, os isolados foram reativados por
meio do crescimento em placas de meio MRS. Amostras das col6nias foram
ressuspendidas em caldo MRS de modo a obter a concentracéo celular de 10°
unidades formadoras de colbénias por mL (UFC/mL). A seguir aliquotas de 3 uL
foram depositadas na superficie de placas contendo Agar-sangue, distanciadas
entre si por pelo menos 2 cm, segundo método proposto por Carrilo e
colaboradores (1996), com modificacbes. Apds incubacao por 24 h a 37 °C, as
placas foram analisadas quanto ao aparecimento de halos claros em torno das
colénias, indicativos de ocorréncia de hemolise e possivel producdo de
biossurfactantes.

4.2.4 Atividade antimicrobiana dos biossurfactantes

A avaliacao da sensibilidade das amostras de Candida parapsilosis ATCC 20019,
Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 20298 e Candida tropicalis
ATCC 750, cedidas pelo Laboratdrio de Micologia do ICB-UFMG, isolados
clinicos de Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli e Enterobacter aerogenes aos biossurfactantes foi realizada por meio da

técnica microdiluicio em caldo apresentada pelo documento M27-A2 do CLSI
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(Clinical and Laboratory Standards Institute, anteriormente denominado NCCLS -
National Committe for Clinical Laboratory Standards) (NCCLS, 2002) e por meio
da técnica de microdiluicdo M7-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (NCCLS, 2002), respectivamente.

4.2.4.1 Diluicdo dos extratos

Para testar a acdo antimicrobiana dos biossurfactantes, as solucbes estoque
foram preparadas em agua em concentracdes de 1000 pg.mL™. Para testes com
bactérias, os compostos foram diluidos 1:2 em meio Mueller-Hinton de modo a
obter uma concentracdo duas vezes maior que a maxima em analise. A partir
dessa solucéo, foram feitas diluicbes seriadas no préprio meio, sendo mantido o
volume constante de 1000 pl em cada tubo. Os compostos foram testados em
concentracdes, que variaram de 0,5 ug .mL™* a 128 pg.mL™. Como droga de
referéncia foi usado o cloranfenicol. Para as leveduras foram usadas mesmas
diluicbes em meio RPMI e como drogas de referéncia foram usados a

anfotericina B e fluconazol.

4.2.4.2 Preparo do in6culo

O in6culo foi preparado pelo método espectrofotométrico proposto por Pfaller e
colaboradores (1988). Amostras de leveduras foram cultivadas em agar
Sabouraud dextrose e incubadas a 30 °C por 48 h. A massa de células obtida foi
recolhida assepticamente e suspensa em tubos contendo 5 mL de solugéo salina
0,85 % esterilizada. Apés homogeneizacao em Vortex, a transmitancia foi medida
em espectofotbmetro a 530 nm, sendo ajustada para 75 % a 77 %, 0 que
corresponde a uma suspensdo de 1 a 5x10° células.mL™. A suspenséo obtida foi
diluida a 1:50 seguida de uma diluicdo de 1:20 da suspensao padrdo com meio
liquido RPMI 1640, resultando em densidade celular duas vezes maior que a
necessaria para o inéculo (1 X 102 - 5 X 10° células por mL).

Para os testes com bactérias, o inéculo foi preparado segundo o método de
referéncia M7-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (NCCLS).
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As bactérias foram cultivadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24
h. A massa de células obtida foi recolhida assepticamente e suspensa em tubos
contendo 2 mL de solucao salina 0,85 % esterilizada. Ap6s homogeneizacdo em
Vortex, foram comparadas a uma escala MacFarland 0,5, o que corresponde a
uma suspensao de 1 a 5x10° células.mL™. A suspenséo de trabalho foi produzida
fazendo-se uma diluicdo de 1:10 da suspensao padrdao em meio Mueller-Hinton,
resultando em densidade celular duas vezes maior que a necessaria para o
indculo (1 X 10° - 5 X 10° células por mL).

4.2.4.3 Teste de microdiluicdo em placa

Os testes de sensibilidade foram realizados em placas com 96 pocos de fundo
chato, esterilizadas (Crall). Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo dos
compostos em analise foi dispensada nos poc¢os das placas de microdiluicdo. Em
seguida, foram dispensados 100 pL do inéculo duas vezes concentrado dos
isolados das espécies citadas acima, resultando em um volume de 200 uL por
poco. Em cada placa, foram feitos os seguintes controles: (1) crescimento
(controle positivo), contendo RPMI 1640 ou MH isento do composto e inoculado
com 100 pL do indculo, (2) esterilidade (controle negativo), contendo apenas o
meio isento dos compostos e do indculo, e (3) toxicidade, contendo RPMI 1640 e
DMSO na concentragcdo utilizada para dissolver os compostos e inéculo. As
placas foram incubadas a 30 °C por 48 h para leveduras e a 37 °C por 24 h para

bactérias.
4.2.4.4 Leitura e interpretacéo

Para leitura foi adicionado em cada poco o corante TTC (cloreto de
trimetiltetrazolium) e apos 24 h, as placas foram transferidas para um Leitor de
Elisa (Multskan) onde foram lidas as OD’s. Para o fluconazol que é fungistatico,
ela foi definida como a concentracdo correspondente ao po¢o no qual houve
reducdo de 80 % do crescimento fungico em relacdo ao controle de crescimento.

Para a anfotericina B e cloranfenicol, a leitura foi realizada da mesma maneira,
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porém observando o po¢o no qual houve inibicdo de 100 % do crescimento
(NCCLS, 2002; GUPTA et al., 2003).

4.2.5 Ensaios de autoagregacao e coagregacao

A extensdo da autoagregacdo foi avaliada de acordo com a técnica descrita por
Vandevoorde e colaboradores (1992). 19 isolados de Lactobacillus foram
selecionados para este teste e cultivados em frascos com 100 mL de caldo MRS
por 24 h a 37 °C e 120 rpm. Células foram centrifugadas (6000 x g, 15 min),
lavadas duas vezes com agua desmineralizada e ressuspendidas em tampéo
PBS (g.I') (1; NaCl, 8; KH,PO4, 0,34; KoHPO,, 1,21; pH 7), a uma DO de 0,1 +
0,05 a 600 nm. A variacdo da DO das suspensdes celulares foi monitorada a
cada 1 h durante 4 h, sem agitacdo, durante as determinacdes
espectrofotométricas. A percentagem de autoagregacdo foi calculada pela

seguinte expressao:

" O Dinitial - ODfinal
AutoagregaCdo (%)= ODinitial x100
1mniria

onde DOinicial é a densidade ¢ptica no tempo inicial (t = 0) do ensaio de
autoagregacdo, e DOfinal é a densidade 6ptica a cada tempo apds o inicio do
ensaio (t=1, 2, 3ou 4 h).

Nos ensaios de coagregacdo foram usados isolados de bactérias lacticas L.
jensenii Pea € L. gasseri Pgs € micro-organismos patogénicos. Volumes iguais (2
mL) de cada suspensdo celular dos isolados de lactobacilos e dos micro-
organismos patogénicos: Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, C. krusei, C.
tropicalis e Aspergillus niger foram agitados em Vortex por 15 s. Tubos
controles, contendo 4 mL de cada suspensdo bacteriana. As densidades oticas
das suspensdes foram medidas a 600 nm logo ap6s serem preparadas e a cada
uma por 4 h de incubacgao a 25°C. A porcentagem de coagregacéo foi calculada

usando a equacao descrita por Handley et al.(1987):
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BB Aty

(Ax + Ay)
2

CoagregaCéo (24) = x100

onde X e y representam cada suspensao bacteriana nos tubos controles e (x+y)

representa a mistura das suspensdes bacterianas do patégeno com lactobacilo.

4.2.6 Caracterizacdo parcial da composi¢cdo quimica dos biossurfactantes

Os biossurfactantes recuperados por precipitacdo acida foram submetidos a
determinacdo de proteina pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os
carboidratos totais foram determinados pelo método colorimétrico quantitativo
descrito por Dubois (1951), utilizando glicose como padrdo. O método de
determinacao de carboidratos totais se baseia na quebra das ligacdes glicosidicas
pelo acido sulfurico e a formacdo de complexos coloridos de fenol com os
subprodutos da hidrolise, que podem ser quantificados em espectrofotdmetro. No
meétodo de Lowry, a determinacdo de concentracdo de proteinas das amostras é
dada comparando-se a coloracdo da solucdo desconhecida com uma curva
padrdo obtida com concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).
Para caracterizar os lipideos foi usado o método de extracdo a frio descrito por
Bligh & Dyer (1959), utilizando-se uma mistura de cloroférmio, metanol e 4gua na
propor¢cao 1:2:0,8 (v/v). A amostra foi pesada e adicionou-se a mistura de
metanol, cloroféormio e agua, estabelecendo-se assim duas fases. As fases foram
entdo separadas, ficando os lipideos na fase organica. O cloroférmio foi
evaporado e os residuos restantes foram entdo pesados, correspondendo a

guantidade de lipideos.

4.3 Atividade biologica e caracterizacao fisico-quimica de biossurfactantes
produzidos por Lactobacillus jensenii Pga € Lactobacillus gasseri Pgs

4.3.1 Avaliacao da influéncia da camada S na capacidade de autoagregacao

e coagregacao dos isolados de L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs


http://pt.wikipedia.org/wiki/Clorof%C3%B3rmio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metanol
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Os lactobacilos possuem na parede celular uma camada proteica (camada S),
composta de subunidades proteicas ou glicoproteicas, com funcédo de adeséo a
diferentes superficies, inclusive a superficie celular. Os isolados de L. jensenii Pga
e L. gasseri Pgs foram cultivados em frascos com 100 mL de caldo MRS por 24 h
a 37 °C e 120 rpm. Células foram centrifugadas (6000 x g, 15 min), lavadas duas
vezes com agua desmineralizada e ressuspendidas em tampado PBS.
Posteriormente foi adicionado LiCl a 5 mol.L™ para retirada da camada S e
incubadas por 30 min a temperatura ambiente. A partir dai seguiu-se a
metodologia ja descrita anteriormente para avaliacdo da capacidade de
autoagregacao e coagregacao dos isolados de L. jensenii Pga € L. gasseri Pes
(item 1l 2.5).

4.3.2 Avaliacéo da producéo de perdéxido de hidrogénio pelos isolados de L.

jensenii Pea € L. gasseri Pgs

Para avaliar a producao de peréxido de hidrogénio pelos lactobacilos foi usado
agar MRS adicionado do cromégeno TMB (tetrametilbenzidina). Sobre o agar
foram depositados 20 pL de cada in6culo, em triplicata. As placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C em camara de anaerobiose. ApOs incubacao as
placas foram removidas da camara e expostas ao ambiente por 30 min e entdo
foram avaliadas quanto ao crescimento e aparecimento de uma coloracao azul,
indicativa da producao de peréxido de hidrogénio. Como controle foi usado agar
MRS sem TMB.

4.3.3 Determinacgédo da concentragcdo micelar critica (cmc)

A tensao superficial dos sobrenadantes foi medida de acordo com o item a 11.2.2.
A cmc foi determinada representando graficamente a tensao superficial como uma
funcdo da concentracdo de biossurfactante e o ponto de interseccdo entre as
duas linhas representa o ponto em que se torna constante o valor da tensdo

superficial em relagcdo ao aumento da concentracdo. Nos ensaios foram usadas
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concentracdes que variam de 0,1 a 50 mg.mL™. As medidas foram feitas em
triplicata.

4.3.4 Determinacdo do efeito da concentracdo dos biossurfactantes
produzidos pelos isolados L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs na atividade

emulsificante

Para determinacdo do efeito da concentracdo dos biossurfactantes na atividade
emulsificante, os compostos foram diluidos em &gua deionizada nas
concentracdes de 0,1 a 20 mg.mL™. Nestes ensaios, 1 mL de cada concentracio
dos biossurfactantes foi adicionado a tubos com tampa rosqueavel contendo 1,5
mL de tolueno. Cada tubo foi submetido a homogeneizacdo em agitador tipo
Vortex em velocidade maxima por 2 min e deixado em repouso por 24 h. A
atividade emulsificante foi determinada utilizando o método descrito por
CAMERON et al. (1988). Os ensaios foram realizados em trés repetigoes.

4.3.5 Estudo da estabilidade das emulsdes e biossurfactantes a diferentes
condicdes de pH, temperatura, solventes hidrofobicos e adicdo de
eletroélitos

4.3.5.1 Estudo da atividade emulsificante em diferentes valores de pH

Para estudar o efeito do pH na atividade emulsificante, o biossurfactante (5
mg.mL™) foi dissolvido nos tampdes cloreto de potassio-HCI na concentracéo de
200 mmol.L™, para pH 1 e 2, acetato de sédio-acido acético na concentracéo de
200 mmol.L™ para pH 3, 4 e 5, fosfato de sédio na concentracdo de 100 mmol.L™
para pH 6, 7 e 8, e glicina-NaOH na concentracdo de 200 mmol.L™ para pH 9 e
10. A atividade emulsificante foi avaliada pelo método do indice de emulsificacéo
(E24).

4.3.5.2 Estudo da estabilidade do biossurfactante apos exposi¢cdo a 100 °C
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Os ensaios de estabilidade ap6s a exposicao a 100° C foram realizados utilizando
o biossurfactante na concentracdo de 5 mg.mL™ em fase aquosa. Amostras de 1
mL foram transferidas para tubos de tampa rosqueavel e incubados por 30, 40, 50
e 60 min a temperatura de 100 °C. Apoés a incubacéao, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e adicionados de 1,5 mL de tolueno para a formagéo das
emulsBes. A atividade emulsificante foi avaliada pelo método do indice de
emulsificacao (E24).

4.35.3 Estudo da estabilidade das emulsdes formadas pelos
biossurfactantes apds adicao de eletrélitos

Os ensaios de estabilidade das emulsdes apés adicdo de eletrolitos foram
realizados utilizando o biossurfactante na concentracdo de 5 mg.mL™. Amostras
de 1 mL foram adicionadas a tubos de vidro (1,5 X 15 cm) de tampa rosqueavel e
acrescidas de 1,5 mL de tolueno, sendo as emulsdes formadas como descrito no
item 11.4. Apds 24 h de repouso, trés eletrélitos em diferentes quantidades foram
adicionados as emulsfes. Foram utilizados os sais cloreto de sodio, cloreto de
potassio e bicarbonato de sodio nas quantidades de 800, 1200 e 2000 pg. Os
tubos foram submetidos a agitacdo em agitador tipo Vortex por 2 min, e apés 24
h, a atividade emulsificante foi avaliada pelo método do indice de emulsificacdo
(E24).

4.3.5.4 Determinacdo da atividade emulsificante frente a diferentes

substratos hidrofébicos

Os ensaios de emulsificacdo di compostos hidrofébicos foram realizados
utilizando o biossurfactante na concentracdo de 5 mg.mL™ em &gua deionizada.
Amostras de 1 mL foram transferidas para tubos de tampa rosqueavel e
acrescidas de 1,5 mL dos seguintes substratos hidrofébicos: hexadecano
(VETEC), hexano (VETEC), 6leo diesel (Petrobras, Brasil), gasolina (Petrobras,
Brasil), querosene (Petrobras,Brasil) dleo de oliva (BUNGE-alimentos), 6leo de

algoddo (BUNGE-alimentos), 6leo de girassol (BUNGE-alimentos) e tolueno
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(VETEC). Os tubos foram submetidos a agitacdo em Vortex por 2 min, e ap0s 24
h, a atividade emulsificante foi avaliada pelo método do indice de emulsificacao
(E24).

4.3.6 Utilizagcdo de extratos contendo biossurfactante na redugéo de

biofilme microbiano em placas de poliestireno

Nos ensaios de avaliagcdo da remocéao de biofilme, foi utilizada a técnica para a
quantificacdo de formacao de biofilme em placas de microdiluicdo descrita por Li
e colaboradores (2003), com modificagbes. Foram avaliados o0s extratos
intracelulares dos isolados de Lactobacillus jensenii Pga € Lactobacillus gasseri
Pes. OS micro-organismos patogénicos utilizados para este teste foram E. coli, S.
saprophyticus, E. aerogenes, K. pneumoniae, C. albicans, C. krusei e C.

tropicalis.

Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo BHI por 24 h a 37 °C e os
isolados de leveduras, em meio RPMI por 48 h a 30 °C. Apos incubacéo, as
células foram centrifugadas a 7200 x g por 15 min, lavadas duas vezes com
tampdo PBS e utilizadas para o preparo de um in6culo com densidade celular

equivalente a 0,5 da escala de McFarland.

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas placas de cultura celular de 96
pocos de poliestireno nao tratadas (Crall). Cada poco foi adicionado de 180 pL de
meio BHI contendo 1 % de glicose (bactérias) ou RPMI (leveduras) e o extrato
intracelular em concentracdes que variaram de 22,5 pL.mL™® a 180 pL.mL™,
acrescidos de 20 pL do in6culo padronizado. O ensaio foi realizado em quatro
repeticdes do controle (meio sem extrato) e quatro repeticdes para cada uma das
concentracdes do extrato em estudo. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h
e 30 °C por 48 h, para bactérias e leveduras, respectivamente. As células néao
aderidas foram removidas com o auxilio de uma micropipeta multicanal e os
pocos foram lavados por trés vezes com solucdo salina estéril. As células

aderidas (biofilme) foram fixadas com 300 pL de metanol a 99 % por 15 min e
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coradas com solucdo de cristal violeta a 1 % por 5 min. O corante ligado as
células aderidas foi solubilizado com 400 uL de etanol a 95 % e as solugbes
obtidas foram transferidas para outra placa de poliestireno e submetidas a leitura
de absorbancia a 450 nm em leitor de Elisa Multiskan MMC/340. O percentual de
reducdo do biofilme foi avaliado comparando as leituras de absorbancia nos
pocos tratados com extrato em comparacdo com 0s poc¢os controle (ndo tratados

com extrato).

4.3.7 Avaliagdo da atividade antiadesiva dos biossurfactantes produzidos
por L. jensenii Pga € L. gasseri Pes

A atividade antiadesiva dos biossurfactantes foi testada contra 0os mesmos
isolados de micro-organismos patogénicos usados nos ensaios de reducédo de
biofime. A avaliacdo da inibicdo de ades&o foi feita de acordo com o
procedimento descrito por Heinemann e colaboradores (2000). Resumidamente,
as cavidades de uma placa de 96 pocos de poliestireno, estéril e de fundo chato
(Crall) foram adicionados 200 pL de uma solugcéo dos biossurfactantes em PBS,
em concentracdes de 1,56 pg.mL™* a 12,5 pg.mL™. As placas foram incubadas
durante 18 horas a 4 °C e subsequentemente lavadas duas vezes com PBS. Nos
pocos de controle foram adicionados apenas tampdo PBS. Uma aliquota de 200
uL de uma suspensdo padronizada (3 x 102 CFU.mL™* em PBS) de um indculo
bacteriano e de leveduras foi adicionada aos pogos e as placas incubadas
novamente durante 4 h a 4 °C. As placas foram lavadas por trés vezes com PBS
para remocao dos biofilmes ndo aderidos. Os micro-organismos aderentes foram
fixados com 200 pL de metanol 99 %, as placas foram esvaziadas e deixadas
secar por 15 min . Em seguida, as células aderidas foram coradas durante 5 min
com 200 pL de violeta de cristal (2 %). O excesso de corante foi retirado lavando-
se as placas em agua corrente. Subsequentemente, as placas foram secas ao ar,
o corante ligado aos micro-organismos sésseis foi ressolubilizado com 200 uL de
acido acetico glacial 33 % (v/ v) por poco e as leituras de densidade Optica foram
medidas a 595 nm. As porcentagens de adesdo microbiana, em diferentes

concentracdes dos biossurfactantes foram calculadas através da medida de OD
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em relacdo a adesdo dos micro-organismos nos controles que ndo continham

biossurfactantes.

4.3.8 Determinacdo da hidrofobicidade celular de micro-organismos
patogénicos apds exposicdo aos biossurfactantes produzidos por L.
jensenii Pea € L. gasseri Pgs

Para determinar as alteracbes na hidrofobicidade da superficie celular de
bactérias e leveduras, apés incubacdo na presenca dos biossurfactantes (16
ng.mL™) foi usado a metodologia proposta por Rosenberg e colaboradores (1980),
com modificagdes. Os micro-organismos foram inoculados em placas de meio BHI
para bactéria e Sabouraud para leveduras. Apés incubacéo a 30 °C por 48 h para
leveduras e 37 °C para bactéria, por 24 h, as células foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 min a 4 °C e lavadas duas vezes com 10 mL de tampéao PBS e
ressuspendidas neste tampé&o de forma a obter a concentracdo de 0,3 unidades
de densidade 6tica a 600 nm (DO inicial), em espectrofotbmetro Shimadzu UV
120. Aliquotas de 2 mL da suspenséo celular com biossurfactante e de 0,5 mL de
hexadecano foram homogeneizadas em agitador tipo Vortex em velocidade
maéaxima por 2 min. Apos repouso de 10 min, retirou-se 1 mL da fase aquosa e
estas amostras foram submetidas a determinacédo da densidade éptica a 600 nm
(DO final). Os ensaios foram realizados em triplicata e a hidrofobicidade foi
estimada pelo calculo da porcentagem das células aderidas ao hexadecano, por

meio da férmula:

% células aderidas ao hexadecano = [(DO inicial — DO final)/ DO final] x 100.

4.3.9 Caracterizagcdo dos acidos graxos e monossacarideos por

cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa

As amostras foram hidrolisadas em 1 mL de agua deionizada e 100 mL de TFA
(acido trifluoroacético) e sonicadas até completa dissolu¢cdo. Em seguida foram

aquecidas por 18 h a 100 °C e separadas em duas porcbes para andlise de
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acidos graxos e acucares. Cada amostra foi adicionada de 1 mL de metanol P.A.
e 50 yL de TFA (acido trifluoroacético), e aquecida por quatro horas de 90 a 100
°C. ApoOs este periodo foram secas em speed-vac e extraidas com acetato de
etila/agua, onde a fase organica (acetato de etila) foi analisada por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Para o estudo dos carboidratos, apdés serem completamente secas, as amostras
foram reduzidas com NaBH, (borohidreto de sédio), transformando todos aldeidos
dos respectivos aclUcares em alcool. Desta forma os acucares se transformaram
em alditois acetatos e foram extraidos com acetato de etila/agua e analisados por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

A identificagcdo e a quantidade relativa das moléculas de ambas as amostras
foram detectadas a partir das é&reas dos picos relativos, utilizando-se,
respectivamente, os padrdes internos de ésteres de acidos graxos e de

monossacarideos (Supelco EUA).

4.3.10 Caracterizacdao dos biossurfactantes por espectroscopia no

infravermelho por transformada de Fourier

Esta técnica é particularmente usada para identificar tipos diferentes de grupos
funcionais quimicos e pode deste modo, ser usada para identificar componentes
de mistura de compostos desconhecidos. Uma amostra do biossurfactante (< 1
mg) foi analisada em equipamento para espectroscopia no infravermelho

Spectrum-One FT-IR, da Perkin-Elmer.

4.4 Avaliacao da atividade biolégica dos compostos de Biginelli e benzazois

e interacdo entre biossurfactantes e benzazdis

Os compostos de Biginelli e benzazéis foram sintetizados pelo Grupo de Estudos
em Quimica Organica e Bioldgica coordenado pelo prof. Dr. Angelo de Fatima do

Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG.
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441 Determinacdao da atividade antimicrobiana dos compostos

diidropirimidona e benzazois

As solucdes estoque dos compostos foram preparadas em dimetilsulféxido
(DMSO) em concentracdes de 1000 pg.mL™. A partir dessa solucdo, foram feitas
diluicbes seriadas nos proprios meios de cultura, sendo mantido o volume
constante de 1000 pl em cada tubo. Os compostos foram testados em
concentracdes que variaram de 0,5 pg.ml™* a 128 pg.ml™?, para Biginelli e de 7,6
ng.mli* a 500 pug.ml™, para benzazéis; como drogas de referéncia foram usadas
anfotericina B, fluconazol e cloranfenicol. Os in6culos foram preparados de

acordo com a metodologia descrita no item 1l 2.4.3
4.4.1.1 Teste de microdiluicdo em placa

Os testes de sensibilidade foram realizados em placas de 96 pocos esterilizadas
(Crall). Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo seriada dos compostos em
andlise foi dispensada nos pocos das placas de microdiluicdo. Em seguida, foram
adiocionados aos pocos 100 pL do inéculo duas vezes concentrado dos isolados
de leveduras, fungos e bactérias, resultando em um volume de 200 pL por poco.
Em cada placa, foram feitos os seguintes controles: (1) crescimento (controle
positivo), contendo RPMI 1640 ou MH sem composto e inoculado com 100 pL do
in6culo duas vezes concentrado, (2) esterilidade (controle negativo), contendo
apenas o meio isento dos compostos e do inéculo, e (3) toxicidade, contendo
meio de cultura e DMSO na concentracdo utilizada para dissolver os compostos
e in6culo. As placas foram incubadas a 37 °C para bactéria e 30 °C para
leveduras e fungo as concentracdes inibitérias minimas (CIM) lidas ap6s 24 h de

incubacédo para bactérias e 48h para leveduras e fungos, respectivamente.
4.4.1.2 Leitura e interpretagéo

Para leitura foi adicionado em cada poco o corante TTC (cloreto de

trimetiltetrazolium), as leituras foram feitas em Leitor de Elisa (Multiskan).
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Considerando 80% de reducdo de crescimento para fluconazol e 100% de
inibicdo de crescimento para anfotericina B e cloranfenicol (NCCLS, 2002;
GUPTA et al., 2003).

4.4.2 Determinagdo da interagdo antimicrobiana dos biossurfactantes e
benzazois 106, 116, 117, TO4 e T17

Para determinar o efeito da interacdo antimicrobiana dos biossurfactantes
produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs € 0s compostos benzazois, foi
utilizado o método de microdiluicdo Checkerboard como descrito por Schwalbe,
Steele-moore e Goodwin (2007). A interacdo entre biossurfactantes e benzazois
foi avaliada sobre os isolados de Candida albicans ATCC 18804 e Escherichia

coli.

Neste teste foram preparadas combinacdes de diferentes concentracdes dos
compostos e determinou-se o ICIF (indice de concentracao inibitoria fracionada) a
partir da menor combinacdo de concentracbes em que houve inibicdo do

crescimento microbiano.
4.4.2.1 Preparo das solucdes

Foram preparadas solucbes estoques de benzazéis a 500 pg.mL™* e solucdo
estoque de biossurfactantes a 128 pg.mL™. As solucdes foram filtradas em filtro
0,22 um e testadas em concentracdes que variaram de 1,95 pg.mL*a 125 pg.mL™
para benzazdis e para biossurfactantes foram testadas em concentracfes de 0,5
ng.mL™ a 32 pg.mL™. Os inéculos de E. coli e C. albicans foram preparados de

acordo com a metodologia descrita no item Il 2.4.3

4.4.2.2 Preparo do painel Chekerboard
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Para fazer as combinacdes dos antimicrobianos, as diluicdes foram preparadas
em tubos e acrescentadas nos pogos das placas de poliestireno seguindo o

esquema do painel abaixo:

1
Bz{ BS CP  CN

A 32.0 | 16.0 | 8.0 4.0 2.0 1.0 0,5/v
B 125 //
C |625 //
D 31.25 Combinacao de
E 1562 / antimicrobianos
F 7.81 L~
//

G 3.90

o
H 1.95

Figura 4: Painel Checkerboard com combinagbes dos antimicrobianos
benzoimidazdis e benzotiazdis e biossurfactantes

Foram adicionados 100 pL de meio RPMI ou Muller Hinton (MH) as colunas 11 e
12, nas colunas 2 a 8 foram acrescentados 50 pL das diluicdes dos
biossurfactantes preparadas em RPMI ou MH. Em seguida, foram acrescentados
as linhas de A a H, 50 pL das diluicdes dos benzazéis. 10 yL de indculo
padronizado foi adicionado nas colunas de 1 a 8 e coluna 11 (controle positivo) e
linhas de A a H. A coluna 12 foi usada como controle negativo.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a 30 °C por 48 h para E. coli e
para C. albicans, respectivamente. Posteriormente, adicionou-se 50 yL de TTC
(cloreto de trimetiltetrazolium) e a leitura foi realizada em Leitor de Elisa Multiskan,

apos 24 h de incubacéo.
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Para avaliar o tipo de interacdo entre os compostos foi determinado o indice de
concentracéo inibitéria fracionada (ICIF) que é o somatdrio das concentracfes de
cada antimicrobiano.

ICIF = CIFgs + ClFpenzazol

CIM BS combinade  CIM BZ combinado
CIM do BS CIM do BZ

ICIF=

Tabela 1: Classificacéo do indice ICIF para avaliar o tipo de interacao

Interacédo ICIF
Sinergismo ICIF<0,5
Antagonismo 05<ICIF<4
Indiferente ICIF >4

4.4.3 Curva de sobrevivéncia de C. albicans e E. coli apds exposi¢cdo aos

biossurfactantes e benzazois

Os ensaios da cinética de morte E. coli e C. albicans foram avaliados na
presenca das concentracdes inibitérias minimas e sinérgicas de biossurfactantes
e benzazdis. Foram depositados 100 uL das concentracbes dos compostos aos
pocos de placas de poliestireno e adicionados 100 puL das suspensodes de E. coli
e C. albicans preparadas em meio Miller-Hinton e RPMI, respectivamente. As
placas de microdiluicdo foram incubadas a 37 °C e 30 °C por 0, 4, 8, 12, 24 e 48
horas, apOs exposicao aos biossurfactantes e benzazoéis. A viabilidade celular foi
avaliada usando MTT (Sigma-Aldrich) a 0,005 g.L™ que foi adicionada a cada
poco. As leituras espectofotométricas a 490nm foram feitas apds adicdo de
DMSO. A porcentagem de atividade metabdlica comparada ao controle (E.coli e
C.albicans) foi determinada para cada micro-organismo e cada tempo de

incubacéo.

4.4.4 Avaliacéo da atividade antiadesiva dos benzazois
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Para avaliagdo da atividade antiadesiva foi utilizada a mesma metodologia
descrita no item IV4.2. Usando os seguintes compostos: benzoimidazdis (106, 116
e I17) e benzotiazéis (T04 e T17) em concentracdes de 62,5 pg.mL™ a 500
ng.mL™,

4.45 Triagem de biossurfactantes e benzazdis quanto a sua atividade

citotoxica em linhagens de células tumorais

As suspensdes das amostras foram preparadas em DMSO de forma a obter a
concentracdo de 20 mg.mL™. Uma sonda de ultrassom foi empregada para ajudar
na dissolucdo ou suspensdo da mesma. Para o0s ensaios com células, foi
preparada uma solucdo de uso a 200 pg.mL™. Deste modo, as concentracdes
finais dos compostos nos ensaios de triagem foram de 20 pg.mL™, com uma
concentracéao final de solvente menor que 0,5%. As linhagens celulares avaliadas
incluiram: HL60 (leucemia mieldide), Jurkat (leucemia linféide), MCF-7 e MDA-
MB-231(carcinoma mamario), e HCT-116 (carcinoma colo-retal), e VERO (rim de

macaco verde, usada como modelo de células ndo tumoral).

As suspensdes de células tumorais Jurkat e HL60 foram utilizadas na
concentracdo de 50.000 e 100.000 células/poco, respectivamente. Para outras
linhagens, foram utilizadas concentracdes de 10.000 celulas/poco. Todas foram
incubadas por 24 h a 37 °C, 5 % CO, para estabilizacdo. Apds estabilizacao,
todas as células foram incubadas com as substancias por 48h em atmosfera de
5% CO, e 100% de umidade, 37 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata
utilizando-se como controle positivo o etoposideo, composto ja utilizado na terapia
antitumoral. Foi realizado um controle do solvente (DMSO) na mesma
concentracdo das amostras testes. A proliferacdo e viabilidade celular foram
avaliadas pelo ensaio de MTT, descrito a seguir.

O ensaio para avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular € baseado na
reducdo metabdlica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT) a formazan (MONKS et al., 1991) e permite avaliar tanto a proliferacéo
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quanto a viabilidade celular. Faltando 4 horas para o final do periodo de
incubacédo das culturas, foram adicionados a cada poc¢o (contendo 200 pL finais),
20 L de uma solugdo de MTT (2,5 mg.mL™). Apés as 4 horas de adicdo do
corante e formacao dos cristais de formazan, o sobrenadante foi cuidadosamente
retirado a vacuo. A cada poco foram adicionados 200 uL de uma solugao de HCI
0,04mol.L" em isopropanol. Ap6s solubilizacdo dos cristais de formazan
formados pela metabolizacdo do MTT pelas células viaveis, as placas foram lidas
em leitor de ELISA a 595 nm.

4.5. Analise estatistica
Quando necessério os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA), teste de Tukey com o nivel de significancia entre 0,001 a 0,05
utilizando o programa SISVAR (UFLA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producdo de biossurfactantes em condicdes de aerobiose e

anaerobiose

O crescimento de Lactobacillus spp. tem sido reportado tanto em condicdes
aerdbicas (GUDINA, 2010) quanto em anaerobiose (FRACHIA et al., 2010). As
condi¢cdes de cultivo foram avaliadas a fim de otimizar o crescimento e a

producdo dos compostos tensoativos pelos isolados em estudo.

Para a maioria dos isolados, ndo foram observadas diferengas significativas na
densidade celular entre as condi¢bes de incubacéo (Tabela 1). Trés isolados
apresentaram maior crescimento em aerobiose, enquanto que apenas um
apresentou maior densidade em anaerobiose. As analises estatisticas desses

resultados estéo apresentados em anexo.
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Tabela 1 : Resultados de crescimento, atividade surfactante, atividade emulsificante
e producéo de hemolise dos 23 isolados de Lactobacillus spp.

Amostras oD E24 Tolueno Hemoélise
(%)
intracelular extracelular

Controle Aerob. Anaerob. Aerob. Anaerob. 0
L.acidophilus Py;  0,5540,3 3,75 3,75 3,75 3,75 0
L.colehominis P, 1,48+0,8 72,5 12,5 3,75 67,5 3,535534
L.crispatus P, 1,16+0,1 45 42,5 42,5 27,5 0
L.crispatus Pg410s 0,5740,9 5 3,75 3,75 42,5 3,535534
L.crispatus Pg4 1,16+0,7 72,5 3,75 3,75 3,75 3,535534
L.crispatus Piga 0,65+1,2 12,5 12,5 3,75 3,75 0
L.crispatus Py4g 1,60%0,3 5 5 77,5 2,5 0
L.crispatus P,y 0,34+0,2 5 3,75 42,5 32,5 3,535534
L.crispatus Ps; 0,17+0,5 3,75 67,5 3,75 2,5 1,767767
L.crispatus Psg 0,18+0,8 3,75 12,5 3,75 57,5 3,535534
L.crispatus Pgga 0,72+0,9 5 5 3,75 3 0
L.gasseri Pig1 1,49+0,3 3,75 5 3,75 2,5 0
L.gasseri Pig; 0,24+0,2 3,75 12,5 3,75 3,75 1,767767
L.gasseri Py 1,16%0,4 22,5 32,5 62,5 3,75 3,535534
L.gasseri Py7.1 0,30+0,7 52,5 5 17,5 3,75 1,767767
L.jensenii Pga 1,12+0,3 62,5 3,75 3,75 3,75 1,767767
L.jensenii P3s., 0,15+0,3 5 27,5 52,5 2,5 3,535534
L.jensenii Pssa 0,32+0,4 52,5 3,75 3,75 32,5 0
L.johnsonii Py 1,39+0,6 5 5 3,75 32,5 3,535534
L.johnsonii P34 0,45+0,3 22,5 3,75 3,75 42,5 3,535534
L.johnsonii Py 1,59+0,4 3,75 5 22,5 52,5 1,767767
L.reuteri Pg.; 1,12+0,3 5 5 3,75 62,5 1,767767
L.vaginalis Py, 1,15+0,6 57,5 5 72,5 57,5 0

As atividades emulsificantes dos isolados L. crispatus P; e L. gasseri Py, foram
significativamente diferentes dos demais isolados testados. De modo geral,
guando se usou tolueno, ndo houve variagcdo entre os extratos (intracelular e
extracelular) e as condi¢cdes de cultivo (aerobiose e anaerobiose) (Tabela 3).
Quando se avaliou os isolados separadamente alguns apresentaram variacdes
significativas em sua atividade emulsificante. Para as amostras L. jensenii Pga, L.
crispatus Pg.1, e L. crispatus P37 0 extrato intracelular mostrou valores mais altos
de atividade emulsificante, enquanto que para as amostras de L. reuteri Pg.g, L.
crispatus P41, L. vaginalis Pig.2, L. johnsonii P1g, L. crispatus P2,.1 € L. crispatus
P3g 0 extrato extracelular apresentou maiores valores. Quanto as condi¢cbes de

cultivo os isolados L. jensenii Pga, L. crispatus Pg.1, L. crispatus P14, L. vaginalis
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Pis2, L. gasseri Py e L. gasseri Py7.1 apresentaram maiores valores de E24
guando incubados em aerobiose, enquanto que a amostras de L. vaginalis Pys.2,
L. crispatus P3; e L. crispatus Psg apresentaram maiores valores de atividade

emulsificante em anaerobiose.

Quando se usou o querosene como solvente hidrofébico, de modo geral, houve
variacdo na atividade emulsificante com relacdo a expressdo e ndo quanto as
condicBes de cultivo. Os isolados de L. jensenii Pga, L. johnsonii Pg.3 L. crispatus
Pis1, L. vaginalis Pis.2 , L. gasseri Py, L. crispatus P,,.1, € L. crispatus Pasg
apresentaram maiores valores de E24 para os extratos intracelulares, enquanto
que L. crispatus P37 e L. crispatus P49.4, mostraram maiores valores de atividade
emulsificante para extratos extracelulares. Quanto as condi¢cdes de cultivo as
amostras de L. jensenii Pga, L. crispatus P41, L. gasseri Py e L. crispatus Pa.q
apresentaram maiores valores de E24 quando incubados em aerobiose. Enquanto
que L. johnsonii Pg3, L. vaginalis Pis.p, L. crispatus P37, L. crispatus P3g e L.
crispatus Psa mostraram maiores valores de atividade emulsificante em

condi¢cBes de anaerobiose.

Para atividade surfactante, de forma geral, foi observado efeito significativo do
isolado, condicao de cultivo e do tipo de extrato avaliado (Tabela 5). As maiores
atividades surfactantes foram observadas para os compostos obtidos dos isolados

crescidos em anaerobiose, e para os extratos intracelulares (Figura 8).



71

Efeitos principais para Atividade Surfactante
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Figura 8: Efeito para atividade surfactante avaliando as condi¢gdes de cultivo (aerobiose e
anaerobiose) e os diferentes extratos (intracelular e extracelular)

As maiores atividades surfactantes foram observadas para os isolados P410°, Pg1
e P1oa ge L. crispatus, Pig.1, P2, P27.1 de L. gasseri e P15, de L. jensenii, P, de L.

colehominis, P34 de L. jonhsonii e Pg.; de L.reuteri.

Os resultados apresentados por estes micro-organismos mostraram valores
maiores para o0s testes de emulsificacdo quando usados o0s extratos
intracelulares. Estes resultados sugerem que o0s Lactobacillus das espécies
testadas produzem compostos ativos de superficie que podem estar ligados a
parede celular, tais CAS sdo denominados particulados. (DESAI & BANAT,
1997).

5.1.2. Extracdo dos biossurfactantes produzidos pelas bactérias lacticas

O método utilizado na extracdo de compostos tensoativos de culturas
microbianas € escolhido em funcdo da composicdo quimica e da massa das
biomoléculas produzidas. De forma geral, para a extracdo de moléculas
poliméricas sao utilizados solventes organicos como alcool, acetona entre outros,

e para moléculas de baixo peso molecular usa-se precipitacdo com acido
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(GUDINA et al., 2010). Como ha pouco conhecimento a respeito da composic&o
guimica e massa dos biossurfactantes produzidos por Lactobacillus spp., neste
estudo foram avaliados os métodos de extracéo alcodlica e de precipitacdo acida
para serem posteriormente selecionados como método de extracdo. Foram
utilizados 40 mL dos extratos (intracelulares e extracelulares) das seguintes
amostras: L. crispatus P; L. colehominis P,, L. jensenii Pga, L. reuteri Pg; € L.

johnsonii Pg.3.

De forma geral, foram obtidos maiores rendimentos nas extracdes feitas por
extragdo alcoodlica, a partir do meio de cultivo livre de células e extrato

intracelular. J4 a precipitacdo acida apresentou menores rendimentos (Tabela 6).

Outros trabalhos tém mostrado uma producdo efetivamente baixa de
biossurfactantes por lactobacilos, ficando em torno de 20 a 100 mg.L™, enquanto
gue para outros micro-organismos, como Pseudomonas e Bacillus, o rendimento
varia de 2 a 10 g.L'l (VELREADS et al. 1996, BUSSCHER et al. 1997,
RODRIGUES et al. 2006c).

Os maiores valores de atividade emulsificante (E24) foram encontrados quando
os biossurfactantes foram extraidos por precipitacdo acida cujos valores
corresponderam a 47,72 % a 72,70 %, para os cinco isolados testados. Os dados
apresentados neste experimento sugerem a precipitacdo acida como método de
extracdo a partir do extrato intracelular, para a producdo de biossurfactantes

produzidos por bactérias lacticas.
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Tabela 2: Atividade emulsificante de biossurfactantes extraidos por precipitacdo acida ou
extracdo alcodlica

oD Extracao alcéolica Precipitagdo acida
Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular
Peso E24 AS Peso E24 AS Peso E24 AS Peso E24 AS
©) (%) ©) (%) ©) (%) (©) (%)
Controle _ _ 4.0 _ _ 3.5 _ _ 3.5 _ _ 3.5
L.crispatus P; 0.32+ 1.68 50.00 4.0 7.88 _ 35 0.14 72.70 4.0 0.18 _ 3.5
0.00
L. colehominis P, 0.31+ 0.28 66.67 4.0 2.95 33.33 4.6 0.12 60.00 4.0 0.22 _ 4.0
0,01
L.jensenii Pga 0.42+ 0.34 _ 4.5 0.92 28.33 3.5 0.09 50.00 4.0 0.34 _ 4.0
0.14
L. reuteri Pg. 0,52+ 3.99 _ 4.0 0.02 29.16 35 0.14 62.49 6.0 0.20 _ 4.0
0,00
L.johnsonii Pg.3 0,38+ 0.74 _ 3.75 107 25.87 3.4 0.35 47.72 40 0.21 _ 4.0
0,00

E24. atividade emulsificante As: atividade surfactante

5.2.

biossurfactantes

Prospeccdo de isolados de Lactobacillus spp. produtores de

5.2.1 Avaliacdo das condicdes de crescimento, atividade surfactante,

emulsificante e hemolitica dos diferentes isolados

Apos definicdo das condi¢des de crescimento e métodos de extracdo 52 isolados
de bactérias lacticas de espécies variadas foram avaliados quanto a producéo de
biossurfactantes. Ao avaliar a atividade emulsificante observou-se que 21 isolados
apresentaram valores acima de 60% considerando tanto o extrato intracelular
como extracelular. De forma geral, a atividade emulsificante variou com a espécie
em estudo e entre isolados de uma mesma espécie.

Dos 18 isolados da espécie L. crispatus, seis apresentaram atividade
emulsificante em torno de 70,0 % (Tabela 3). Dos nove isolados de L. gasseri,

cinco apresentaram atividade emulsificante acima de 60,0 %.



74

Entre os oito isolados de L. jensenii, quatro mostraram atividade emulsificante
acima de 60,0% para o extrato extracelular e intracelular. Entre os trés isolados
de L. vaginalis apenas dois apresentaram atividade emulsificante acima de
60,0%, porém o isolado de L. vaginalis P74 apresentou este resultado somente

guando se usou o extrato extracelular.

Os isolados de L. colehominis e L. reuteri estudados apresentaram atividade
emulsificante acima de 60,0% e foram selecionados para estudos posteriores, ja
0S Unicos representantes das espécies L. acidophilus e L. delbruecki

apresentaram valores de E24 inferiores a 55%.

A medida da tensdo superficial foi feita usando o tensibmetro de Kriss. Os
isolados L. crispatus Pes, L. jonsonii Pg3, L. jonsonii Pig e L. jensenii Pga
apresentaram os menores valores de tensao superficial de 44,93, 45,65, 45,68 e
45,98 mN.m*, respectivamente. Os demais isolados apresentaram valores de
tensdo superficial variando de 45,65 mN.m™ a 65,98 mN.m™. Para o meio livre de
células os valores de tensdo superficial variaram de 38,81 mN.m™ a 62,08 mN.m™.
De modo geral, a analise estatistica dos dados pelo teste de Tukey (P<0,05)
mostrou ndo haver diferenca significativa entre os valores de reducéo da tensao

superficial usando tanto PBS quanto o meio livre de células.

A eficacia de um biossurfactante € medida pela capacidade do mesmo em
diminuir a tensao superficial. Por exemplo, um bom surfactante pode diminuir a
tensdo superficial da agua (interface ar-agua) de 72 mN.m™ a 35 mN.m™, sendo
que os niveis de reducdo da tensdo superficial sdo dependentes do tipo de
biossurfactante e de sua estrutura (BOGNOLO, 1999). Estudos tém mostrado que
biossurfactantes produzidos por P. aeruginosa e B. subtilis foram capazes de
reduzir a tensdo superficial da &gua para 29 mN.m?* e 27 mN.m?
respectivamente. Para bactérias lacticas, o isolado L. paracasei apresentou um
biossurfactante que reduziu a tensdo superficial da agua de 72 mN.m™ para 39,5
mN.m™ (GUDINA et al., 2010).
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Os resultados de atividade emulsificante ndo correlacionam com diminuicdo da
tensdo superficial. De acordo com Willumsen & Karlson (1997) a atividade
surfactante ndo esta relacionada com altos valores de atividade emulsificante,
devido as variacbes nas estruturas e propriedades tensoativas dos compostos
ativos de superficie. Os biossurfactantes, geralmente representados por
lipopeptideos e glicopeptideos, que sédo de baixo peso molecular séo efetivos na
reducdo da tensdo superficial (DESAI & BANNAT, 1997). Por outro lado, os
bioemulsificantes poliméricos e aqueles compostos por polissacarideos,
proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou complexos destas substancias
(HAMME et al., 2006) sédo eficazes na estabilizagdo de emulsBes de 6leo em

agua.

Com relacdo a atividade hemolitica, dos 52 isolados avaliados, 22 isolados (42,3
%) apresentaram atividade hemolitica, e destes, apenas 6 isolados apresentaram
atividade emulsificante estavel apos 24 horas, sugerindo que nem sempre a
atividade hemolitica presente corresponde a producdo de composto emulsificante,
pois as bactérias lacticas produzem outras substancias que podem também lisar

os eritrécitos.
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Tabela 3: Resultados do crescimento, atividade surfactante, atividade emulsificante
e hemolitica de diferentes espécies de Lactobacillus spp.

Amostras Tenséo superficial Cresci- (%) Hemo
(mN.m™) mento E24 / Tolueno lise
(GD)
PBS* Meio** PBS* Meio**
(tween 20) 80,0+0,1 75,040,2
L. acidophilus Py 53,05+0,0 59,56+0,1 0,55+0,3 3,75+£0,0 3,75+£0,0 -
L. colehominis P, 47,22+0,5 51,52+0,3 1,48+0,8 72,5+0,0 67,5+0,0 +
L. crispatus P, 57,57+0,2  38,81+0,6 1,16+0,1 65,0+0,5 62,5+0,1 -
L.crispatus Py.106 57,65+0,0  52,63+0,0 0,57+0,9 42,5+0,5 3,75+0,0 +
L. crispatus Pg; 50,73+0,0  53,36+0,0 1,16+0,7 72,5+0,0 21,0+0,5 -
L. crispatus Pypa 54,99+0,0 51,83%0,0 0,65+1,2 36,8+0,1 12,5+0,0 -
L. crispatus Py4q 61,06+0,1  53,36+0,9 1,60+0,3 47,5+0,1 40,0+0,0 +
L. crispatus Py,.q 66,08+0,3 58,78+0,4 0,34+0,2 42,5+0,5 40,0+0,0 -
L. crispatus P3gp 50,33+0,0  47,39+0,7 0,67+1,3 - 20,0£0,2 -
L. crispatus Pgzga 49,98+0,0  50,06%0,2 0,23+0,4 - - -
L. crispatus P37 55,94+0,0  55,02+0,0 0,17+0,5 37,5+0,7 45,0+1,3 -
L. crispatus Pag 52,33+0,0  59,44+0,0 0,18+0,8 12,5+0,5 57,5+0,3 -
L. crispatus Pyga 48,53+0,3  46,38+0,0 0,72+0,9 42,5+0,6 25,0+0,7 -
L. crispatus Psza 53,02+0,5  58,35+0,0 0,16+1,0 - 27,5+0,2 +
L. crispatus Ps7p 46,49+0,0  61,69+0,1 1,01+0,3 70,0£0,0 65.0+0,0 -
L. crispatus Pgia 52,00+0,0  55,07+1,0 1,09+0,1 70,0£0,0 20,0+0,0 -
L. crispatus Pgg 44,93+0,0  57,56+0,6 1,57+0,7 77,5£0,5 25,0+0,0 -
L. crispatus P7oa 48,30+1,0  43,11+0,4  0,17+0,4 - 22,5+0,5 +
L. crispatus P73c 56,51+0,6  51,38+0,4 1,06+0,1 - 35,0+0,0 +
L. crispatus P7sa 56,95+0,8  62,08+0,0  2,18+0,7 78,9+1,1 70,0+0,7 +
L. delbruecki Pggg 51,81+0,9 57,84+0,0 0,98+0,2 20,0+£0,0 32,3+0,1 -
L. fermentum Ps7a 65,95+0,0 60,98+0,0 0,26+0,8 - - +
L. fermentum Pgyc 57,43+0,0  49,97+0,1  1,37#0,1 - 47,5+0,2 +
L. fermentum P74a 49,62+0,0 49,72+0,4 1,24+0 47,4+0,0 10,0+0,0 +
L. gasseri P11 57,07+0,0 53,69+0,5 1,49+0,3 80,0+0,0 67,5+0,3 +
L. gasseri P1g1 56,88+0,2 54,51+0,6 0,24+0,2 37,5+0,0 40,0+0,0 -
L. gasseri Py 56,77+0,3 58,89+0,0 1,16+x0,4 42,5+0,0 42,5+0,3 -
L. gasseri Py7.1 53,87+0,0 56,02+0,0 0,30+0,7 52,5+0,5 17,5+0,5 -
L. gasseri Pgoa 56,29+0,0 54,61+0,1 1,04+0,8 52,6+0,4 60,0+0,0 -
L. gasseri Pgs 65,98+0,0 59,69+0,2 1,12+0,3 78,9+1,1 70,0%0,7 -
L. gasseri Pgga 50,66+0,1  47,98+0,6 1,22+0,3 62,6+0,3 65,0+0,0 -
L. gasseri P7gg 64,07+0,3  56,07+0,0 0,58+0,6 52,5+0,0 47,5+0,5 -
L. gasseri P74p 45,93+0,5  52,3040,0 2,20+0,5 68,4+0,2 72,9+0,3 +
L. jensenii Pga 59,78+0,7 54,66+0,9 1,12+0,3 62,5+0,0 63,750 -
L. jensenii Pys5. 62,93+0,0 61,55+0,8 0,15+0,3 52,5+0,3 50,6+0,3 -
L.jensenii P3sp 60,70+0,0  59,95+0,5 0,32+0,4 52,5+0,0 37,5£0,5 +
L. jensenii Pgg 55,60+0,3  60,08+0,3 1,36+1,2 - 37,5+0,0 +
L. jensenii Pggp 55,26+0,4  48,90+0,2  1,25+0,3 77,5+0,6 67,5+0,3 +
L. jensenii Pyoa 56,79+0,1  51,22+0,0 0,54+0,4 30,0+0,1 - +
L. jensenii P 56,77+0,0 55,09+0,0 1,03+0,9 - 64,7+0,3 +
L. jensenii P73a 45,68+0,0 50,95+0,0 2,19+0,8 77,4+0,4 60,0+0,0 +
L. johnsonii Pg_3 58,48+0,6  55,92+0,1 1,39+0,6 77,5+0,3 75,0+0,0 -
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Tabela 3: Resultados do crescimento, atividade surfactante, atividade emulsificante e
hemolitica de hemadlise de diferentes espécies de Lactobacillus spp. (Continuagéao)

Amostras Tenséo superficial Cresci- (%) Hemo
(mN.m™) mento E24 / Tolueno lise
(D)
PBS* Meio** PBS* Meio**
L. johnsonii P13 45,65+0,8 54,61+0,2 0,45+0,3 42,5+0,0 22,5+0,3 +
L. jonhsonii Pyg 47,02+0,3  59,19+0,2 1,59+0,4 65,0+0,0 67,5+0,0 +
L. johnsonii Psop 57,08+0,3 53,61+0,5 1,04+0,3 25,0+1,1 - -
L. johnsonii Pg2a 47,76+0,4  53,61+0,0 0,79+0,3 60,0+0,0 42,5+0,5 -
L. johnsonii Pg3a 63,57+0,4  58,26+0,6 1,00+0,2 73,7+0,3 50,0+0,0 -
L. reuteri Pg; 48,42+0,6  52,90+0,0 1,12+0,3 62,5+0,4 60,0+0,0 -
L. vaginalis P15 51,00#0,5 60,67+0,3  1,150,6 57,9+0,3 72,5+0,0 -
L. vaginalis Psg 48,00+0,1  55,78+0,7 0,57+0,5 - - +
L. vaginalis Pgga 51,98+0,8  63,00+0,5 1,37+0,3 - 30,0+0,0 +
L. vaginalis P74c 55,56+0,6  56,87+0,5 0,28+0,2 62,6+0,4 - +

Nota: Isolados crescidos em aerobiose por 72 h. * PBS= tampéao Meio** = meio MRS livre de
células

A atividade hemolitica dos biossurfactantes foi relatada pela primeira vez por
Bernheimer e Avigad (1970) ao observarem que a surfactina, produzida por
Bacillus subtilis, lisou células do sangue. Desde entdo, o teste de hemdlise tem
sido utilizado para avaliar a producdo de surfactina (MORAN et al.,, 2002) e
ramnolipideos (JOHNSON et al., 1980) e também como método de selecdo de
novos isolados produtores de biossurfactantes (BANAT 1993, CARRILO et al.,
1996). Considerando que outras biomoléculas, que ndo biossurfactantes, também
podem lisar as células sanguineas e que os biossurfactantes podem nao difundir
no meio (CARRILO et al., 1996), os ensaios podem resultar em resultados falso
positivos ou falso negativos. Assim, os resultados devem ser confirmados por

outros métodos, como os usados neste estudo.

5.2.2 Atividade antimicrobiana dos compostos selecionados

Dentre as 19 linhagens de Lactobacillus avaliados, sendo seis L. crispatus, cinco
de L. gasseri, trés de L. jensenii, dois de L. johnsonii e um isolado de L.
colehominis, L. vaginalis e L. reuteri, somente os extratos intracelulares de L.
jensenii Pga € L. gasseri Pgs, inibiram o crescimento das seguintes espécies S.
saprophyticus, E. coli, E. aerogenes e K. pneumoniae a uma concentracao de 16

ng.mL™, para C. albicans houve inibicdo na concentracdo de 128 pg.mL™. A
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atividade antimicrobiana de diversos biossurfactantes contra micro-organismos
de importancia clinica j& foi relatada, incluindo a surfactina e iturina produzidos
por Bacillus subtilis (AHIMOU et al.,, 2000), ramnolipideos produzidos por
espécies de Pseudomonas spp. (ABALOS al et. 2001, BENINCASA et al, 2004),
e biossurfactantes produzidos por Aspergillus ustus MsF3 (KIRAN et al., 2009).
Outros estudos demonstraram a atividade antimicrobiana de biossurfactantes
produzidos por S. thermophilus e L. lactis 53 contra varias bactérias e leveduras
isoladas de protese de voz (RODRIGUES et al., 2006a, 2006b). A atividade
antimicrobiana de biossurfactantes produzidos por Lactobacillus spp. tem
apresentado resultados promissores quanto as suas propriedades biolégicas. Os
compostos produzidos por L. paracasei, L. agilis e L. animalis foram ativos contra
S. aureus, S. agalatiae e P. aeruginosa (FERNANDES, 2013). Gudifia e
colaboradores (2010) descreveram também a atividade antimicrobiana de um
biossurfactante produzido por L. paracasei contra E. coli, S. agalactiae e S.
pyogenes em percentuais que variaram entre 83,5 a 96.7 % a uma concentracéo
de 25 mg.mL™ . Para os biossurfactantes testados neste trabalho foi obtido uma
inibicdo microbiana que variou de 90 a 95 % em uma concentracdo 16 pug.mL™,
que corresponde a uma concentracdo dentro dos valores praticados pela
industria farmacéutica para atividade antimicrobiana de composotos e ainda

abaixo da concentracdo apresentada por L. paracasei.

5.2.3 Ensaio de autoagregacao e coagregacao

Os isolados com resultados positivos para atividade emulsificante (n=19) foram
avaliados quanto a capacidade de autoagregacao (Figura 10) e coagregacdo a
patdgenos. Dentre os 19 avaliados, L. gasseri P11, L. jonhsonii P19 € L. reuteri
Po.1, apresentaram maiores percentuais de autoagregacdo, 18,0 %, 20,8 % e
36,6 %, respectivamente, a partir de uma hora de sedimentagdo, chegando a
28,3 %, 37,9 % e 55,1 % respectivamente, apds 4 horas (Figura 10). Os demais
isolados apresentaram indices entre 4,28 % e 29,57 % ap6s 4 horas de
sedimentacao (dados ndo mostrados).
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Autoagregacéo (%)
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—w— L.reuteri Py
—A— L.gasseri P,
—m— L.jonsonii P4

Figura 10: Valores de porcentagem de autoagregacéo dos isolados de L. jensenii
Po.1, L. gasseri P31 € L. jonsonii Pyg durante 4 horas de sedimentagéo

Alguns trabalhos veem sendo realizados a fim de avaliar a habilidade de
autoagregacdo de micro-organismos com poder probiético. Uma vez, que a
autoagregacdo € uma importante caracteristica destes isolados, fazendo com
gue estes micro-organismos colonizem mais rapidamente seu ambiente, e com
diminuindo ou impedindo a agregacdo de outras espécies de micro-organismos
como, patégenos (VOLTAN et al.; PASCUAL et al., 2008). Vérios estudos tem
mostrado a capacidade de autoagregacdo de micro-organismos. Pan e
colaboradores (2008) cultivaram CI. Butyricum em caldo MRS e o mesmo
apresentou alto poder de autoagregacdo. Outros autores mostraram que O
isolado de L. paracasei produziu granulos macroscopicos claramente
observaveis e visiveis em microscopio Otico, sugerindo que a autoagregacao
pode estar relacionada a componentes presentes na superficie celular e a
diminuicdo na agregacéo de patdgenos a superficie (GUDINA et al., 2010). O
isolado L. reuteri Pg.; apresentou 54 % de autoagregacédo semelhante ao citado

no trabalho realizado com L. paracasei, em torno de 55.1 %, mostrando
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semelhanca na capacidade de autoagregacdo entre espeécies diferentes de

Lactobacillus spp.

Além dos mecanismos de inibicdo da adesdo de micro-organismos patogénicos
pela producdo de moléculas tensoativas, que formam filmes condicionantes, os
lactobacilos, podem se coagregar a estes micro-organismos impedindo que o0s
mesmos colonizem o hospedeiro. Deste modo, a coagregacao entre bactérias da
microbiota normal e patdgeno tem sido considerada como uma estratégia de
exclusdo de bactérias patogénicas (REID et al., 1988; SPENCER & CHESSON,
1994). Entre os 19 isolados de lactobacilos avaliados, L.crispatus Pgy e L.
crispatus P7sa apresentaram indices de coagregacdao de 20 % e 38,8 %
respectivamente, para E. coli, enquanto que os isolados de L. crispatus Pgia € L.
jensenii Pga apresentaram indices de coagregacdo de 20 % e 25,9 %,
respectivamente, para C. albicans. Para os demais micro-organismos e isolados
de Lactobacillus os indices ndo ultrapassaram 15 % de coagregac¢do. Com 0s
resultados obtidos, pode-se perceber que a espécie de L. crispatus Pg.
apresentou uma maior afinidade para se coagregar aos micro-organimos

patogénicos.

Em estudo realizado por Boris e colaboradores (1998) foi relatado a coagregacéao
entre C. albicans e L. acidophilus, esta afinidade entre os micro-organismos foi
confirmada por microscopia de varredurra, com formacgéo de grandes agregados
entre os micro-organismos (ETGETON et al.,, 2011). Recentemente, Gomaa
(2013) observou que L. delbruecki foi capaz de se coagregar com S. aureus 1351
e C. albicans ATCC 70014, com percentuais de 4888 % e 59,37 %,
respectivamente. Em contrapartida, Pan e colaboradores relataram que a
capacidade de coagregacao entre L. acidophilus e L. delbruecki com Clostridium
butirycum foi de apenas 5,76 % + 1,2 e 6,32 = 1,6 (PAN et al.,, 2008). Estes
dados mostram que a capacidade de coagregacao € variavel entre os diferentes
géneros e espécies e ainda, entre isolados da mesma espécie de bactérias

lacticas.
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5.2.4. Caracterizagdo parcial dos biossurfactantes produzidos por 19
isolados

Os extratos obtidos de culturas de 19 isolados de Lactobacillus e que
apresentaram atividade emulsificante foram caracterizados quanto a
concentracdo de carboidratos, proteinas e lipideos (Tabela 8). As andlises
indicam uma variacao na presenca de carboidratos totais, de 0,24 % a 96,35 %,
de proteinas de 0,06 % a 61,76 % e de lipideos de 0,06 % a 80,68%. Pode-se
observar que 4 isolados de L. crispatus apresentaram mesmo perfil estrutural
com maior porcentagem de lipideos. As outras espécies apresentaram perfis
variados entre os isolados. Estes percentuais diferenciados sugerem uma
diversidade nas estruturas dos compostos ativos de superficie pelos diferentes

isolados de Lactobacillus estudados.

Outros biossurfactantes com esta composicdo ja foram descritos, incluindo o
Yansan, bioemulsificante produzido por Yarrowia lipolytica, constituido de um
complexo de lipideos, carboidratos e proteinas (AMARAL et al., 2006). Emulsan
produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 apresenta constituintes
hidrofébicos (acidos graxos de 10 a 18 carbonos) e proteinas em sua estrutura
gue estdo relacionados a sua alta atividade emulsificante e ao seu poder de
estabilizar emulsdes (GUTNICK & SHABTAL, 1987; KAPLAN et al., 1987). Os
nameros varidveis de carbonos em sua cadeia lipidica podem ser obtidos
dependendo do tipo e das combinagdes de acidos graxos hidroxilados e nédo
hidroxilados utilizados para o crescimento do micro-organismo (ZHANG et al.,
1999).
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Tabela 8: Caracterizacdo parcial dos biossurfactantes produzidos por 19 isolados
de Lactobacillus spp. positivos para atividade emulsificante e/ou surfactante

Isolados Composicéo(%)
Carboidratos Proteinas Lipideos
L.colehominis P, 26,17 30,67 40,78
L.crispatus P, 14,87 10,58 10,35
Ps7e 11,54 17,06 50,98
Ps1a 4,00 8,59 55,67
Pss 2,67 1,79 65,78
P7sa 5,12 25,92 69,75
Ps.1 83,74 12,04 0,08
L.gasseri Pyg1 78,65 6,35 7,65
Psoa 6,45 61,76 5,87
Pss 38,61 9,81 49,53
Pssa 0,34 0,14 80,68
P-ap 0,77 14,15 60,12
L.jensenii Pggp 4,80 0,05 70,34
Psa 51,49 15,17 29,45
P73a 13,97 16,59 70,33
L.johnsonii Py 0,24 12,17 78,94
Pg.3 38,28 53,78 5,85
L.reuteri Pg.; 27,45 60,54 9,89
L.vaginalis Py, 96,35 0,64 0,06

5.3 Atividade biolégica e caracterizacéo fisico-quimica de biossurfactantes
produzidos por Lactobacillus jensenii Pga € Lactobacillus gasseri Pegs,
Estes isolados foram selecionados por apresentarem os melhores resultados nos

experimentos anteriormente realizados.

5.3.1 Avaliacdo da capacidade de autoagregacdo e coagregacdo dos
isolados L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs e influéncia da Camada S na

agregacao

A velocidade de sedimentacédo dos isolados de Lactobacillus foi medida ao longo
de um periodo de 4 h, utilizando células lavadas ressuspensas em PBS (pH 7,0).
Os isolados de L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs mostraram niveis de sedimentacao
depois de 4 h de incubagdo a temperatura ambiente, com valores

correspondentes a 7,38 % e 10,74 %, respectivamente.
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Apds remocao da proteina da superficie celular de lactobacilos (camada S) pode-
se observar que o indice de autoagregacao dos isolados foi mais baixo que antes
do tratamento, apresentando percentuais de até 5,0% e 6,8% para L. jensenii Pga
e L. gasseri Pgs, respectivamente. Do mesmo modo, foi observada uma diminuigéo
na capacidade de coagregacdo dos isolados aos patdgenos (Tabela 9 e 10). O
maior percentual de reducéo foi apresentado entre o isolado L. jensenii Pga € E.
coli, com valores que variaram de 27,4 % para 1,4 %, apos retirada da camada S.
Alguns autores ja tem revelado a importancia dessa camada proteica na adesao
de Lactobacillus spp. como foi revelado por Kos e colaboradores (2003) onde a
remocado da camada proteica diminuiu a capacidade de autoagregacédo entre
isolados de L. acidophilus M92. Em outro estudo, Golowczyc e colaboradores
(2009) mostraram que o isolado de L. kefir teve uma diminuicdo na sua
capacidade de adesao a leveduras do género Candida, apos remocao da camada
S.

Tabela 9: Habilidade de coagregacdo de patégenos por L. jensenii P6A apds 4
horas de incubacdo em PBS

Micro-organismos (%) coagregacédo
patogénicos Periodo de incubacéo (h)
0 1 2 3 4
Escherichia coli 3,4+0,7 26,8+0,2 27,5+0,5 27,8+0,0 27,4+0,1
Staphylococcus saprophyticus 5,9+0,6 7,840,2 8,6+0,3 7,9+0,0 7,4+0,3
Enterobacter aerogenes 6,6+0,7 9,9+4,4 9,7+2,8 10,6+£5,2 10,3+4,8
Klebsiella pneumoniae 17,3+0,6 10,2+0,2 7,3+0,4 10,4+0,1 7,2+0,4
Candida albicans 10,3+0,6 13,5+0,2 18,5+0,3 25,6+0,1 25,9+0,4
Candida krusei 6,9+0,7 16,7+0,9 1,5+0,5 4,5+0,1 6,9+0,5
Candida tropicalis 7,6+0,7 20,240,2 13,7+0,6 8,8+0,2 3,1+0,6
Aspergillus niger 2,040,7 0,3+0,2 0,3+0,3 0,9+0,1 1,7+0,1

(%) coagregacao
apoOs remoc¢ao da camada de proteina

(camada S)
Escherichia coli 1,4+0,5 2,8+0,6 1,5+0,2 1,2+0,0 1,4+0,4
Staphylococcus saprophyticus 0,7+0,2 3,5+0,0 2,8+0,0 8,9+0,0 2,440,2
Enterobacter aerogenes 2,8+0,1 1,5+0,4 0,1+0,8 2,7+5,2 3,3x0,4
Klebsiella pneumoniae 14,8+0,2 8,7+0,2 6,2+0,5 11,1+0,2 5,240,1
Candida albicans 8,7+0,3 10,5+0,1 15,2+0,2 17,1+0,0 15,2+0,6
Candida krusei 6,03+0,4 10,1+0,3 12,2+0,4 13,6+0,6 9,4+0,7
Candida tropicalis 4,9+0,0 10,3+0,0 11,8+0,0 6,4+0,1 0,1+0,5
Aspergillus niger 1,2+0,1 0,2+0,5 0,1+0,0 0,4+£0,5 0,7+0,0

Média dos resultados de dois experimentos separados * desvios padrdes
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Tabela 10: Habilidade de coagregacdo de patdégenos por L. gasseri P65 apés 4
horas de incubacdo em PBS

Micro-organismos patogénicos (%) coagregagéo
Periodo de incubacéo (h)
0 1 2 3 4
Escherichia coli 5,5+2,8 3,3¥2,6 3,1+3,6 2,6x3,4 4,5+11
Staphylococcus saprophyticus 6,5+2,6 4,6+2,4 6,0+3,2 7,8+3,0 6,615,2
Enterobacter aerogenes 2,629 5,927 5,9+3,6 7,8+3,6 9,7+6,2
Klebsiella pneumoniae 4,242,9 3,64+2,7 3,4+3,7 2,613,1 4,4+1,5
Candida albicans 8,9+2,7 2,3+0,9 8,4+5,6 10,7+5,9 7,5+4,1
Candida krusei 2,2+1,3 6,2+2,8 3,1+4,2 6,1+3,9 6,2+0,4
Candida tropicalis 9,0+2,6 10,9+2,4 25,4+6,9 9,6+5,9 11,9+1,0
Aspergillus niger 2.3+2.8 1,8+2,3 3,6+3,6 3,3+3,5 4,2+0,8

(%) coagregagéo
ap6s remocédo da camada de proteina

(camada S)
Escherichia coli 0,5+0,2 1,3+0,2 2,1+0,8 1,7+0,5 2,5+0,1
Staphylococcus saprophyticus 1,2+0,6 13,8+0,4 0,2+0,3 6,4+0,6 4,8+0,5
Enterobacter aerogenes 3,6+0,2 2,5£2,7 0,5+0,6 3,5+0,7 6,8+0,6
Klebsiella pneumoniae 5,8+0,8 6,3+0,2 9,9+0,7 3,440,3 2,640,1
Candida albicans 5,6+0,6 1,9+0,6 6,0+0,6 7,2+0,5 4,7+0,6
Candida krusei 2,5+0,1 6,6+0,7 1,8+0,2 4,6+0,6 2,1+0,6
Candida tropicalis 8,5+2,6 9,9+0,6 15,2+0,7 7,8+0,4 10,1+0,5
Aspergillus niger 0,6+2,8 0,3+0,2 1,4+0,5 2,7+0,3 4,5+0,6

Média dos resultados de dois experimentos separados + desvios padrdes

5.3.2 Avaliacdo da producao de peréxido de hidrogénio pelos isolados de L.
jensenii Pea € L. gasseri Pgs

Apbs exposicdo das placas de MRS adicionadas de TMB inoculadas com L.
jensenii Pga € L. gasseri Pgs a0 ambiente, ndo houve o aparecimento de coloracao
azul, indicativa da producéo de peroxido de hidrogénio. Estudos tém mostrado a
importancia da microbiota vaginal como barreira para o desenvolvimento de
infeccbes e da producdo de peroxido de hidrogénio por lactobacilos na
manutengao da saude do trato geniturinario (RABE & HILLIER, 2003). A auséncia
ou redugéo na produgédo de perdxido de hidrogénio favorece o crescimento de
anaerobios, que em condi¢cdes normais estdo em menor nimero no canal vaginal
(ODUYEBO et al., 2013). Embora alguns autores afirmem que deve haver relacéo
entre a espécie e a capacidade de producéo de H,O, mas, ndo entre a origem da
linhagem (proveniente de mulheres com ou sem VB) e a producdo de H,O;
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(JUAREZ et al., 2005), os dados encontrados neste estudo podem reforcar a
mostram que estas espécies ndo sdo produtoras de perdxido de hidrogénio,

consequentemente diminuindo a protecao da mucosa vaginal.
5.3.3 Determinacédo da concentragdo micelar critica

Um importante parametro para avaliar a efetividade de um biossurfactante € a
medida concentracdo micelar critica. Este indice € usado para estimar a
concentragdo minima de um biossurfactante necessaria para atingir o menor
valor de tensdo superficial, nesta concentragdo comecam a se formar o0s
agregados de micelas (RON & ROSEMBERG, 2001; MULLIGAN, 2005). Uma
diminuicdo nos valores de tensdo superficial foi observada com o aumento da
concentracdo de biossurfactantes (Figuras 11). Os valores de concentracéo
micelar critica correspondem a 11,34 mg.mL™ (+0,03) e 11,67 mg.mL™ (+0,05)
para L. jensenii Pea € L. gasseri Pgs, respectivamente. Esses dados mostram que
acima destas concentracdes a tensdo superficial permanece estavel, néo
havendo nenhuma reducédo significativa com o aumento da concentracdo. Os
valores de CMC se encontram dentro da faixa jA descrita para diferentes
moléculas tensoativas produzidas por micro-organismos que variam entre 1,0
mg.mL* a 20,0 mg.mL*(RODRIGUES et al., 2006) e abaixo dos valores
encontrados para a surfactina, lipopeptideo produzido por Bacillus subtilis, que
apresentou CMC de 19 mg.ml* (BARROS et al., 2008). Por outro lado, o
biossurfactante produzido L. paracasei apresentou CMC de 2,5 mg.mL™
(GUDINA et al., 2010), L. fermentum (RC-14 e B54) apresentaram CMC de 1,0
mg.L * e 2,5 mg.mL™, respectivamente (VELREADS et al., 1996a) valores bem
proximos do surfactante sintético, dodecilsulfato de sédio (SDS) que apresenta
CMC de 2,1 mg.mL™" (CHEN et al., 2006).
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Figura 11: Efeito da concentracdo do biossurfactante na tensédo superficial. A CMC
foi determinada pela intercessdo da linha de regressdo que melhor descreve as
duas partes da curva, acima e abaixo da CMC. (A) CMC do biossurfactante
produzido por L. jensenii Pga. (B) CMC do biossurfactante produzido por L. gasseri
I:)65
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5.3.4 Determinacgao do efeito da concentragcdo dos biossurfactantes sobre a

atividade emulsificante

A relacdo entre a concentragcdo dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii
Pea € L. gasseri Pgs e a atividade emulsificante expressa pelo indice de
emulsificacado (E24) foi avaliada utilizando uma fase organica de tolueno (Figura
12).

De forma geral, os valores de indice de emulsificagdo foram crescentes com o
aumento da concentracdo do biossurfactante até a concentragéo de 20 mg.mL™.
Para o biossurfactante produzido por L. jensenii Pga 0s valores variaram de 21 %
nos ensaios contendo 0,5 mg.mL™ do biossurfactante para 88,7 % nos ensaios
com 20,0 mg.mL™. A partir de 1 mg.mL™ n&o houve aumento significativo na
atividade emulsificante (P>0,05). Nenhuma atividade emulsificante foi observada
nos ensaios com concentracbes abaixo de 0,25 mgmL® J& para o
biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs, 0 indice de emulsificacdo variou de
10,0 % nos ensaios com 1,0 mg.mL™ para 77,0 % nos ensaios com 20,0 mg.mL™.
Ap6s a concentracdo de 5 mg.mL™ ndo houve aumento significativo na atividade
emulsificante (P>0,05). A estrutura quimica destes compostos pode levar a
variacfes na saturacdo da atividade emulsificante. Um bioemulsificante produzido
por Penicilium sp., apresentou o aumento na atividade emulsificante até a
concentracdo 66,7 mg.mL™, este composto apresenta em sua estrutura uma alta
concentracdo de compostos organicos como: acido miristico e &cido oleico
(LUNA-VELASCO et al., 2007). Em contrapartida, outros bioemulsificantes
apresentaram valores similares , com atividade emulsificante maxima em
concentracdes de 2 mg.mL* e de 4 mg.mL*, podendo apresentar estrutura
quimica semelhante (LUNA-VELASCO et al., 2007; CAMARGO-DE-MORAIS et
al., 2003).
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Figura 12: Efeito da concentracdo dos biossurfactantes produzido por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs na atividade emulsificante expressa pelo indice de emulsificacdo (E24), usando
tolueno como composto hidrofébico

5.3.5 Avaliacédo da estabilidade dos biossurfactantes

Considerando que a atividade emulsificante de compostos tensoativos
microbianos pode ser explorada em diversos setores industriais, e que a
aplicabilidade destas biomoléculas em varios setores depende de sua
estabilidade a diferentes valores de pH e temperaturas, presenca de eletrélitos e
ainda, da capacidade de emulsificagcdo de diferentes fases organicas, estes
parametros foram avaliados para biomoléculas produzidas por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs.

5.3.5.1 Estudo da atividade emulsificante em diferentes valores de pH

A estabilidade das emulsdes formadas pelos biossurfactantes produzidos por L.
jensenii Pga € L. gasseri Pgs ndo variaram nos testes com valores de pH entre 2 a

10, ficando os indices de emulsificagdo em torno de 66,34 % (+1,1).

Embora as atividades emulsificantes dos compostos produzidos por L. jensenii
Pea € L. gasseri Pes ndo tenham sido alteradas pela faixa de pH avaliada, a perda

de atividade dos compostos produzidos por outros lactobacilos em condi¢cdes
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acidas ja foi descrita. Os autores atribuiram a perda de atividade a presenca de
grupos de carga negativa a parte polar das moléculas (PORTILLA-RIVERA et al.,
2008), levando a neutralizacdo dos compostos nesta faixa de pH (VELRAEDS et
al., 1996, HOWARD et al., 2000; RODRIGUES et al. 2006b).

5.3.5.2 Estudo de estabilidade dos biossurfactantes apés exposicao a 100 °C

A exposicdo dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs a
temperatura de 100°C por até 60 min ndo afetou a atividade emulsificante. Os
indices de emulsificacdo para estes ensaios foram calculados em 66 % (+ 2,82) e
64 %, respectivamente. Gudifia e colaboradores (2010) também relataram a
estabilidade do biossurfactante produzido por L. paracasei ap0s exposi¢do por
120h a 60°C. Em outro estudo, Desai e Banat (1997) observaram que o
tratamento térmico (autoclavagem a 120° C por 15 min) de biossurfactantes
produzidos por P. aeruginosa e Bacillus spp., provocou mudancas na atividade
emulsificante. A estabilidade do biossurfactante quando submetido a elevadas
temperaturas, sugere sua utilizagdo em industrias de alimentos, farmacos e
cosmeéticos, principalmente onde se faz necessério a esterilizacdo nos processos
industriais (KHOPADE et al., 2011).

5.3.5.3 Influéncia da adicao de eletrélitos na atividade emulsificante

Os testes de adicdo de cloreto de potassio e bicarbonato de sodio as emulsées
formadas com tolueno pelos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs mostraram que a alteracdo da concentracdo de ions nao afetou as
emulsbes formadas. Os indices de emulsificacdo dos biossurfactantes produzidos
por L. jensenii Pga € L. gasseri Pes permaneceram entre 62% e 65,3%,
respectivamente, quando se adicionou cloreto de potadssio mesmo em
concentracbes de sais acima dos limites de saturacdo. Ao adicionar bicarbonato
de sodio também n&o houve alteracdo nos indices de emulsificacao,
permanecendo entre 58,43 % e 65,54 % para o biossurfactante produzido por L.

jensenii Pga € L. gasseri Pgs, respectivamente. Por outro lado, a adicdo de 800 ug
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a 2000 pg de cloreto de sodio as emulsfes resultou na diminuicdo da altura da
camada emulsionada em torno de 30 % quando se avaliou o biossurfactante
produzido por L. jensenii Pga € 31 % para o biossurfactante produzido por L.
gasseri Pgs, podendo considerar que uma alteracdo da carga pode levar a
floculagdo. Trabalhos anteriores demonstraram que a atividade emulsificante dos
surfactantes comerciais como, Tween 80 e dodecil sulfato de sddio (SDS) tendem
a diminuir com o acréscimo de NacCl, caindo cerca de 10 % em uma concentracao
de 12 % do sal (PHETRONG et al., 2008). Apesar de os tensoativos biolégicos
serem menos sensiveis a acdo dos eletrolitos (LUNA-VELASCO et al., 2007,
SINGH et al., 2007), alguns deles também podem perder muito de sua atividade
emulsificante quando expostos a altas concentragbes de NaCl (ILORI et al.,
2005). Alguns autores tém demonstrado que a adicdo de sal pode levar a uma
reducdo da estabilidade de emulsfes 6leo/agua, nas quais 0 agente emulsionante
possua proteina em sua estrutura. Nessas emulsdes, as goticulas de gordura
possuem carga elétrica resultante dos grupamentos proteicos e da agua, com a
adicdo de sal hd uma reducéo das forcas de repulsdo entre as goticulas de
gordura que, entdo, tendem a se aproximar levando a floculacdo e a perda de
estabilidade (DAS & KINSELLA, 1990). A estabilidade a altas concentracdes de
sais é muito importante na inddstria, principalmente coméstica, uma vez que 0s
biossurfactantes tém sido muito utilizados na formulacdo de produtos de beleza
como shampoos e condicionadores, onde se usam bases galénicas com altas
concentracbes de sais (GHARAEI-FATHABAD, 2010), também na recuperacdo
de petréleo de ambientes marinhos, onde a salinidade chega a 3 %.

5.3.5.4 Determinacdo da atividade emulsificante em diferentes fases

organicas

Os biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs apresentaram
capacidade de emulsificagdo diferenciada frente aos diferentes substratos
hidrofébicos avaliados. O composto ativo de superficie produzido por L. jensenii
Pea emulsificou os substratos querosene, tolueno, hexano, xileno. Para os 6leos

vegetais (algodao, oliva girassol) os valores de E24 variaram de 61 % a 70 %,
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emulsificou o Oleo diesel (28,3 %), mas apresentou baixos indices de
emulsificacdo para a gasolina e hexadecano (Figura 13).

Avaliando a capacidade de emulsificagdo do biossurfactante produzido por L.
gasseri Pgs (Figura 14), observaram-se maiores indices de emulsificagdo quando
foram usados Oleos vegetais (algoddo, oliva e girassol) como substrato
hidrofobico, apresentando menores indices de emulsificacdo quando se utilizou os
solventes: gasolina, 6leo diesel, hexano, xileno e hexadecano. Para os solventes

querosene e tolueno os indices foram de 28,0 % e 64,6 %, respectivamente.

A estabilidade das emulsdes produzidas pelos biossurfactantes estudados neste
trabalho sugere o possivel uso destes na indastria alimenticia, onde é desejavel
que os compostos ativos de superficie de origem microbiana sejam capazes de
produzir emulsfes estaveis, de melhorar a textura de produtos alimenticios, de
retardar o endurecimento de cremes e pastas, e ainda, de emulsificar
flavorizantes oleosos (NISTSCHKE & COSTA, 2007). Estes compostos podem
também ser interessantes para industria cosmética, onde um biossurfactante com
poder de emulsificar varios Oleos vegetais pode ser usado como agente
emulsificante e espumante (GHARAEI-FATHABAD, 2010).

Vérios estudos tém mostrado que biossurfactantes poliméricos de alta massa
molecular podem variar quanto a sua capacidade de emulsificar diferentes
compostos hidrofébicos (BENINCASA et al.,, 2002). Os diferentes resultados
apresentados pelo biossurfactante de L. jensenii Pga quando se usou 6leo diesel e
gasolina pode ser explicado pelo fato destes substratos serem constituidos por
uma mistura complexa de hidrocarbonetos, entretanto os componentes da
gasolina possuem cadeias carbOnicas menores, o Oleo diesel possui uma
densidade maior (CAMARGO-DE-MORAIS et al. 2003; LUNA-VELASCO et al.
2007). Os oOleos vegetais por sua vez, possuem uma composicao diferente dos
hidrocarbonetos, sendo compostos, sobretudo, por triglicerideos. No entanto

estes compostos ja demonstraram bons indices de emulsificacdo quando se usou
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0leo de oliva produzido por Penicillium citrinum (CAMARGO-DE-MORAIS et al.
2003; DASTGHEIB et al., 2008).
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Figura 13: Atividade emulsificante do biossurfactante produzido por L. jensenii Pga
na concentracdo de 5 mg.mL-1 na fase aquosa, utilizando diferentes substratos
hidrofébicos. Atividade emulsificante expressa pelo indice de emulsificacdo (E24)
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Figura 14: Atividade emulsificante do biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs
na concentracdo de 5 mg.mL™ na fase aquosa, utilizando diferentes substratos
hidrofébicos. Atividade emulsificante expressa pelo indice de emulsificacédo (E24)
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5.3.6 Utilizagdo dos biossurfactantes na reducao de biofilmes de micro-
organismos patogénicos formados em superficies de placas de poliestireno

Para avaliar a capacidade de reducdo de biofilmes por dois isolados de
lactobacilos, L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs, foram usados os seguintes micro-
organismos: E. coli, S. saprophyticus, E. aerogenes, K. pneumoniae, C. albicans,
C. krusei e C. tropicalis. O isolado de L. jensenii Pga apresentou percentuais de
64 % de reducgao de biofilme formado por E. aerogenes a uma concentracao de
180 uL.mL™ de extrato intracelular. Para os outros micro-organismos, a reducéo
nao passou de 36 % na mesma concentragao (Figura 15).

Avaliando os resultados obtidos para extrato intracelular do isolado L. gasseri Pgs,
pode-se observar que 0s maiores percentuais de reducdo de biofilme foram
apresentados para C. krusei (36,3 %) E. coli (46,4 %) S. saprophyticus (39,1 %) e
para os demais micro-organismos os valores de reducao de biofilme foram de até
33 % (Figura 16).
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Figura 15: Percentual de reducé&o de biofilmes de micro-organismos patogénicos
formados na superficie de placas de poliestireno, na presenga de diferentes
concentracdes de extrato intracelular produzidos por Lactobacillus jensenii Pga.
Ensaio realizado apés 24 h de incubacao e em quatro repeticdes
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Figura 16: Percentual de reducdo de biofilme de micro-organismos patogénicos
formados na superficie de placas de poliestireno, na presenca de diferentes
concentracdes de extrato intracelular produzidos por Lactobacillus gasseri Pegs.
Ensaio realizado apés 24 h de incubagao e em quatro repeti¢cdes.
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Assim como neste trabalho outros autores vem elucidando a capacidade de
inibicdo de formacao de biofilme por biossurfactantes produzidos por diferentes
micro-organismos, incluindo espécies de Lactobacillus. Gudifia e colaboradores
(2010) observaram que o biossurfactante produzido por L. paracasei foi capaz de
inibir a adesédo de S. aureus em torno de 70 % a uma concentracdo definida de
25 mg.mL™. Em outro estudo, ja foi observado que biossurfactantes produzidos
por Lactobacillus inibiram a formacg&o de biofilme de C. albicans entre 81 % a 82
% a concentracdes de 312,5 pg.mL™ e 625 ug.mL™ (GUDINA et al., 2013).

5.3.7 Avaliagdo da atividade antiadesiva dos compostos produzidos por L.

jensenii Pga € L. gasseri Pgs

Devido a afinidade por superficies, os biossurfactantes tém sido usados como
uma nova estratégia para inibir a adesdo microbiana em superficies abidticas e
mucosas. Esta atividade antiadesiva dos biossurfactantes parece estar
relacionada as mudancas nas caracteristicas iniciais hidrofilicas ou hidrofobicas
das superficies dos materiais expostos a estes compostos (NEU, 1996). Diante
disso, foi avaliada a capacidade de inibicdo da adesdo de micro-organismos
patogénicos apos acondicionamento das placas de poliestireno com solucdes de
biossurfactantes. O biossurfactante produzido por L. jensenii Pga apresentou
maior inibicdo de adesdo para C. krusei, seguida de S. saprophyticus e E.
aerogenes com valores de 47 %, 44 % e 40 %, respectivamente. Enquanto que o
composto produzido por L. gasseri Pgs apresentou maior inibicéo para E. coli e K.
pneumoniae, com valores 38 % e 32 %, respectivamente (Figuras 17 e 18).
Provavelmente a inibicdo de adesédo ocorreu devido a formacdo de um filme

condicionante na superficie da placa, apos o tratamento com os biossurfactantes.
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Figura 17: Porcentagem de reducao adesdao de micro-organismos patogénicos a
superficie de placas de poliestireno condicionadas com biossurfactante produzido
por Lactobacillus jensenii Pga
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Figura 18: Porcentagem de reducdo da adesdo de micro-organismos patogénicos
a superficie de placas de poliestireno condicionadas com biossurfactante
produzido por Lactobacillus gasseri Pgs
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Estudos tém mostrado que o pré-condicionamento de superficies com
biossurfactantes podem inibir ou diminuir a formacdo subsequente de biofilmes
(MEYLHEUC et al., 2006; FALAGAS et al., 2009). Mirelles e colaboradores (2001)
observou que o tratamento de cateteres uretrais com surfactina inibiu totalmente a
formacdo de biofilmes de Salmonella entérica, E. coli e Proteus mirabilis. Em
outro estudo foi relatada a inibicdo da adeséo de bactéria entérica patogénica E.
faecalis por biossurfactante produzido por Lactobacillus acidophyllus (VELRAEDS
et al.,, 1996). Recentemente, Colchis e colaboradores (2012) demonstraram que
biossurfactantes produzidos por bactérias endofiticas foram capazes de inibir a
formacdo de biofilme de C. albicans em resinas e materiais siliconados de
dispositivos meédicos. Resultados como estes tém sugerido o uso de
biossurfactantes com propriedades antiadesivas no controle de biofilmes em

superficies diversas.

5.3.8 Determinacdo da hidrofobicidade celular dos micro-organismos
patogénicos apoés incubacdo com os biossurfactantes produzidos por L.

jensenii Pea € L. gasseri Pgs

A hidrofobicidade celular dos micro-organismos foi quantificada a fim de relacionar
a alteracdo na superficie celular ocorrida apds exposi¢cdo dos micro-organismos
aos biossurfactantes. Os percentuais de células aderidas ao hexadecano foram
de 27 %, 11 % e 2 % para C. krusei, S. saprophyticus e E. aerogenes, apos 24 h
de incubacdo com o biossurfactante produzido por L. jensenii Pga, Para o
biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs 0S percentuais de células aderidas ao
hexadecano foram de 17 % e 1,5 % para E. coli e E. aerogenes (Figura 19).
Segundo Chae e colaboradores (2006), os micro-organismos avaliados neste
estudo podem ser classificados como fortemente hidrofébicos, por apresentarem
percentuais acima de 30 % de adesao celular ao hexadecano. Autores sugerem
gue a hidrofobicidade das células microbianas pode influenciar a adesdo a
superficies inertes. Em superficies hidrofobicas, as interacdes hidrofobicas séo
consideradas as principais forcas envolvidas e, portanto a hidrofobicidade da

parede celular exerce forte influéncia na adesdo (SOMMER, et al.,, 1999).
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Alteracdes na hidrofobicidade da superficie celular podem impedir a adesao ou
mesmo desprender biofilmes pré-formados. As alteragbes na hidrofobicidade
celular destes micro-organismos ap0s a exposi¢cao aos biossurfactantes reforcam
os resultados obtidos na reducdo de biofilme e inibicdo de adesdo microbiana,

mostrados anteriormente.
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Figura 19: Hidrofobicidade celular de micro-organismos patogénicos apos
exposicdo de 24h aos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pgs € L. gasseri
Pes, expressa em percentuais de células aderidas ao hexadecano

5.3.9 Caracterizacdo dos 4&cidos graxos e monossacarideos por
cromatografia gasosa dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga €

L. gasseri Pegs

As analises de ésteres de acidos graxos da porcéo lipidica dos biossurfactantes
produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs indicaram a presenca de 5 tipos de
acidos graxos com diferentes tipos de saturagfes, e com cadeias contendo de 12

a 20 carbonos. As analises indicaram uma maior concentracdo de acidos graxos
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de 15 carbonos (éter metilico do 9 metil-pentadecanoato) para o biossurfactante
produzido por L. jensenii Pga constituindo 69 % da fracdo lipidica do
biossurfactante. Para o biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs houve uma
maior concentracdo de acidos graxos de 20 carbonos (éter metilico do acido
eicosanoico) constituindo 47,43 % da fracao lipidica do biossurfactante (Tabela
11).

Os dois compostos apresentaram 0S mesmos acUcares, com excecao da
ramnose, que nao foi detectada no biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs.

No entanto as porcentagens variaram entre os isolados (Tabela 12).

Tabela 11: Composicéo de &cidos graxos dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii
Pea € L. gasseri Pgs

Esteres de acido graxos Concentragao (%)
L. jensenii Pga L. gasseri Pgs
9 metil éster do 4cido dodecanoico 69,00 -
12 metil éster do tetradecanoato 31,00 -
14 metil éster do pentadecanoato 9,88 9,70
9-metil éster do acido octadecanoico e 16,91
Metil éster do acido octadecanoico - 16,08
Metil éster do acido eicosanoico - 47,43

Tabela 12;: Composicdo de monossacarideos dos biossurfactantes produzidos por L.
jensenii Pgs € L. gasseri Pgs

Monossacarideos Concentracgao (%)
L. jensenii Pga L. gasseri Pgs
galactose 38,12 25,50
glicose 47,99 40,67
ramnose 10,44 -

ribose 3,46 33,80
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Estes resultados indicam que a composi¢cdo quimica € similar aos descritos
anteriormente para biossurfactantes de alto peso molecular, produzidos por
bactérias e leveduras caracterizados pela presenca de acidos graxos, em sua

maioria, de 16 e 18 carbonos.

Esta composicdo também ja foi encontrada em outros biossurfactantes, como o
Yansan produzido por Yarrowia lipolytica, apresentou uma fracdo lipidica
composta principalmente por acido hexadecanoico (35.8 %), acido octadecanoico
(21,4 %) e &cido 9-octadecanoico (Z) (6,9 %) (AMARAL et al., 2006). E ainda,
Emulsan, um biossurfactante produzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG -1
possui em sua molécula 5 a 15 % de lipideos e acidos graxos de 12, 14, 16 e 18
carbonos (KOSARIC et al., 1987).

Com relacdo a composicao de biossurfactantes produzidos por bactérias lacticas
estudos tem mostrado que Lactococcus lactis 53 produziu um biossurfactante
composto por glicoproteinas com o0s acucares glicose, ramnose, fucose e
manose (RODRIGUES et al. 2006a). Outros biossurfactantes produzidos por
Lactobacillus spp. também tém sido caracterizados como uma mistura de varios
grupos estruturais. A caracterizacdo do biossurfactante produzido por L.
fermentum B54 demonstrou uma grande quantidade de proteinas, contendo
menor quantidade de polissacarideos e grupos fosfatos (VELREADS et al.,
1996).

5.3.10 Caracterizacdo dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pega €
L. gasseri Pgs por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

O método FTIR é amplamente usado para caracterizar grupos de compostos,
uma vez que o espectro de absor¢cdo de compostos organicos no infravermelho
apresenta bandas de absorcéo caracteristicas de grupos quimicos especificos. A
presenca de uma banda larga a 3500-3200 cm™ nos espectros dos
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biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs indica a presenca
de grupos OH (e, possivelmente, NH) presentes em glicoproteinas. Observa-se,
também, uma banda a cerca de 1650 cm™, correspondente ao estiramento de
ligacdo C=0 de ligacdes peptidicas. A banda de absorcdo observada na regido
préxima a 1700 cm™, parcialmente sobreposta a banda de 1650 cm™, pode ser
atribuida ao estiramento de ligagdo C=0 de ésteres de lipideos. Bandas intensas
sdo observadas a 1100-1300 cm™, indicativas da presenca de ligagdes C-O de

acucares (Tabela 13 e Figura 20).

Vérios estudos tém mostrados estruturas semelhantes para bactérias lacticas. Os
espectros de biossurfactantes produzidos por L. lactis, L. paracasei e L. pentosus
apresentaram bandas a cerca de 3200-3500 cm™, caracteristicas de ligacdes
glicoproteicas (GUDINA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2006; MOLDES et al.,
2013). Uma banda a cerca de 1675 e 1725 cm™ correspondendo a ligagées C=0
(grupos carbonila) e NH (peptideos) também foram encontradas no
biossurfactante de L. pentosus e ainda, bandas em 2900 cm™ e 1000-1200 cm™
(MOLDES et al., 2013), indicando a presenca de glicoproteinas. Os
biossurfactantes produzidos por L. fermentum 126 e L. rhamnosus CCM 1825
também foram avaliados. E os resultados mostraram bandas a cerca 3285, 1635
e 1549 cm™ para L. fermentum 126, que sdo tipicas de ligagdes N-H, CO-N de
proteinas. Espectros semelhantes foram apresentados para L. rhamnosus. Outras
bandas mostradas a cerca de 2964, 2929 e 1458 cm™ e de 2961, 2936 e 1453
cm™ para os biossurfactantes produzidos por L. fermentum 126 e L. rhamnosus
CCM1825, respectivamente, correspondem a ligacdes CH de grupos alifaticos e
ainda, picos em 1200 a 1000cm™ confirmam a presenca de fracbes de
polissacarideo (BRZOZOWSKI et al, 2011). Comparando os dados de
espectroscopia no infravermelho dos compostos produzidos por L. jensenii Pga €
L. gasseri Pgs com o0s reportados para outros biossurfactantes produzidos por
bactérias lacticas pode-se concluir que estes compostos estédo relacionados com
aqueles produzidos por L. lactis e L. paracasei sugerindo que 0S mesmos
possuem uma estrutura complexa composta por glicolipoproteinas. As bandas

principais e 0s grupos quimicos correspondentes sdo mostrados abaixo.
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Tabela 13: Correspondéncia entre espectro IR e grupos funcionais detectados em
biossurfactantes produzidos por bactérias lacticas

Absorvancia (cm™)

Grupos funcionais

3200-3600 grupamentos OH e NH

1725-1675 grupamentos C=0

1520 grupamentos N-H em proteinas
1400-1460 C-H vibracdes dos grupos CH, e CHs
1000-1300

Abaixo de 1000

C-O grupamentos de aguUcares
OH deformac6es vibracbes/CN
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5.4 Avaliacdo das atividades bioldgicas dos compostos quimicos Biginelli e

benzazdis e interacdo entre biossurfactantes e benzazdis

5.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos

diidropirimidona

Trinta e um compostos de Biginelli (diidropirimidona) foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana contra leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e
fungos filamentosos do género Aspergillus, e bactérias E. aerogenes, E. coli, K.
pneumoniae e S. saprophyticus. De modo geral, os compostos diidropirimidona
apresentaram valores de inibicdo de crescimento em concentracdes acima de 64
ng.mL™?, concentracBes consideradas altas para esta classe de compostos.
Baseado em outros trabalhos, como citado por Pothiraj e colaboradores (2008)
foram demonstrados quatro compostos diidropirimidona com atividade inibit6ria
de crescimento contra A. niger, A. flavus, Trichoderma viride, T. harzianum e
Sclerotium rolfsii em concentragbes que variaram de 244 a 289 pg.mL™. No
entanto, outro trabalho revelou um composto com atividade antimicrobiana,
contra Trichoderma hammatum, T. koningii e A. niger em concentracdes na faixa
de 0,025 a 0,035 pg.mL™ (SINGH et al., 2008). Essa variacdo na concentragao
do composto com atividade antifungica pode ser explicada pelo fato de a acgéo
antifingica ser dependente da estrutura dos compostos bioativos. O aumento de
grupos heterociclicos no composto aumentam a atividade por proporcionar
estabilidade aos mesmos e também por aumentar a permeabilidade celular a
materiais lipossoluveis, controlando ou amentando a atividade antifungica
(POTHIRAJ, 2008).

5.4.2 Avaliagédo da atividade antimicrobiana dos compostos benzazéis

Quarenta e quatro compostos benzazéis (benzoimidazéis e benzotiazois) foram
avaliados quanto a capacidade de inibicdo do crescimento microbiano (Tabela
15). Para as bactérias, a inibicho de crescimento, quando ocorreu, foi a
concentracdes de 500 pg.mL™. Para leveduras e para o A. niger a inibicdo
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ocorreu em concentracbes que variaram 31,2 pg.mL* a 500 pg.mL*. Os
compostos benzoimidazois 106, 113, 116 e 117 e os benzotiaz6is T04, T15 e T17

apresentaram as menores concentragées inibitorias.

Tabela 14: Determinagao da concentragéo inibitéria minima de compostos benzoimidazois e
benzotiazbis contra bactérias, leveduras e fungos patogénicos do trato geniturinario

Estrutura MM (g.mol) E.c K. E.a S.s Ca Ck Ct An

102 239,24 500 - - - 250 250 500 250

- -- 500 250 500 500

107 N 240,28 500 500 - - 500 500 500 250
N
H

109 N 21023 500 500 500 500 250 250 250 125
N
H

111

210,23 500 500 500 500 500 500

HO
Cr0)
\
N
H
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Tabela 14: Determinac¢ao da concentracéo inibitéria minima de compostos benzoimidazoéis e
benzotiazdis contra bactérias, leveduras e fungos patogénicos do trato geniturinario
(continuacéao)

113 183,21 500 500 500 500 250 125 125 31,2

H
N N
-

115

@N@ 195,24 500 500 500 500 250 250 500 125
v\
H

117 N 224,28 250 -- -- 500 125 62,5 500 625
N
H

119 238,24 - -- - - 500 500 500 250
HOOC

-0

O ™
N
H

123 @N\ 228,70 500 -- 500 -- 500 250 500 500
>—< >—d
N
H

TO02 N 256,29 500 -- 500 500 250 250 500 500
S
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Tabela 14: Determinac¢ao da concentracéo inibitéria minima de compostos benzoimidazoéis e
benzotiazdis contra bactérias, leveduras e fungos patogénicos do trato geniturinario
(continuacéao)

T 04 O2N 256,29 250 -- -- -- 62,5 125 62,5 125

T 06 N 254,38 - - - - - - - -
\>_©7N(CH3)2
S

T08 @N\ C 229,27 -- -- -- -- 500 250 500 250
F
S

T10 227,28 - - - - - - - -

CIC)

T12 N S 217,31 - - - - - - - -
(<0
S

T14 N O 201,24 - -- - - 500 250 500 250
<
S

T16 @N@ 212,27 500 - - - 500 125 500 125
\
¢ \

T18 OCH, 241,31 - -- -- -- 500 125 500 500

Cr-O)
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Tabela 14: Determinacado da concentracéo inibitéria minima de compostos benzoimidazoéis e
benzotiazéis contra bactérias, leveduras e fungos patogénicos do trato geniturinario
(continuacéao)

T19 HOOC 255,29 = = - - - - -

CL-O
-
S
T21 N -
(:EQ_O 217,33

T20 255,29 - - -

*E.c. Escherichia coli; K.p. Klebsiella pneumoniae; E.a. Enterobacter aerogenes; S.s.
Staphylococcus saprophyticus; C.a. Candida albicans, C.k. Candida krusei, C.t. Candida
tropicalis, A.n. Aspergillus Niger * I: benzoimidazbis e T: benzotiazdis * -- crescimento em
500pg.mL™*

O grande progresso da quimica orgénica a partir do final do século passado, e a
necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes no combate as varias
doencas, estimulou a busca por farmacos de origem sintética, com consequente
incremento do seu arsenal terapéutico. Varios sdo os métodos de estudo e
obtencdo de novos compostos, um deles é a variacdo ou modificagdo molecular
(KOROLKOVAS, 1982). Esta modificacdo realiza mudancas estruturais na
molécula original, criando uma série de derivados analogos, permitindo avaliar a
influéncia exercida pela modificacdo de um atomo ou grupo de atomos, sobre a
atividade biolégica, que a droga original apresenta. Resultados semelhantes tém
sido demonstrados por outros autores que tém se empenhado na busca de novos
compostos benzoimidazoéis com atividade antimicrobiana. Kumar e colaboradores
(2006), mostraram que o derivado 2-(6 fluorocroman-2-il)-1-aquil/acil/aroil-1H-
benzoimidazol apresentou atividade antibacteriana contra  Salmonella
typhimurium. Por outro lado, Zhang e colaboradores (2009) demonstraram que 0s
derivados de actinonina ligado a um anel heterociclico benzoimidazol
apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, K. pneumoniae e
Sarcina latea. Outros autores demonstraram que 0s compostos tiazolidinona e
azetidinona apresentaram atividade antimicrobiana contra varios micro-
organismos patogénicos como, S. aureus ATCC9144, S. epidermidis ATCC 155,
K. pneumoniae ATCC 29665 and E. coli ATCC 25922, C. albicans ATCC 2091 e
A. niger ATCC 9029 (SELVAN et al., 2011). Em outro estudo realizado por Sheng

e colaboradores (2003), o0 medicamento lansoprazol mostrou-se como um potente
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antimicrobiano contra Fusobacterium nucleatum, micro-organismo associado a
gengivite, que serve como ancora para colonizadores secundarios da placa

dentaria.

543 Avaliagdo da interagdo antimicrobiana dos biossurfactantes
produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pes € benzoimidazdis 106, 116 e
17 e benzotiazois T0O4 e T17

Para este ensaio foram selecionados os compostos benzazéis 106, 116, 117, T16
e T17 que se destacaram na inibicdo de crescimento de C. albicans
apresentando MIC de 250 pg.mL™?, 62,5 pg.mL™, 125 pg.mL™, 62,5 pg.mL™ e
62,5 upg.mL™, respectivamente. Estes compostos foram associados aos
biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs, que apresentaram
CIM’s de 128 pg.mL™ e 16 ug.mL™, para C. albicans e E. coli, respectivamente.
Nos ensaios, 0s compostos benzazdis foram usados nas concentracdes
correspondentes as concentragdes inibitérias minimas. Nos experimentos com C.
albicans, houve sinergismo nas associacfes entre o biossurfactante produzido
pelos isolados L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs com 0 composto benzoimidazol 106
e benzotiazol T17. Quando testados contra E. coli, houve sinergismo (IFIC < 0,5)
entre os compostos 106, 116, 117, T17, incluindo o cloranfenicol, associados ao
biossurfactante produzido por L. jensenii Pga. Para o biossurfactante produzido
por L. gasseri Pgs, somente houve sinergismo (IFIC < 0,5) na associacao entre o
biossurfactante e o benzoimidazol 106. A avaliacdo da interacdo entre o
composto benzotiazol T16 e biossurfactante produzido por L. gasseri Pgs se
caracterizou como antagonista apresentando (IFIC > 4) e as demais se
caracterizaram como indiferentes (0,5 < IFIC < 4).(tabela 15). Estes dados
sugerem que o biossurfactante pode favorecer a entrada e penetracao atraves da
membrana celular aumentando a atividade dos compostos benzazois e
cloranfenicol.

Autores tém mostrado que a associacdao de dois ou mais farmacos podem ser
administrados visando principalmente aumentar a eficacia, reduzir as dosagens

individuais e os possiveis efeitos colaterais de cada farmaco. Estas associacfes
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podem resultar em efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbénicos. (ADWAN &
MHANNA, 2008).

Tabela 15: Valores de ICIF correspondentes a diferentes interacbes entre
biossurfactantes, antimicrobianos convencionais e benzazb6is

Compostos L. jensenii Pgp L. gasseri Pgs
Concentragdo ICIF Concentragéo ICIF
BsPga/BZ BsPgs/BZ
(ug.mL™) (ug.mL™)
Candida albicans
106 4/62,5 0,5 2/62,5 0,37
116 32/125 4 4/31,25 0,75
117 32/125 4 32/125 4
TO4 2/31,25 0,62 4/125 2,25
T17 2/7,81 0,24 1/7,81 0,18
Cetoconazol 4/16 1,25 64/32 4
Escherichia coli
106 2/62,5 0,37 1/62,5 0,56
116 1/7,81 0,062 16/62,5 2
117 1/125 0,184 16/125 2
TO4 32/125 4 64/500 12
T17 1/7,6 0,184 1/125 2
Cloranfenicol 6,25/8 0,375 12,5/16 1,25

Sinergismo ICIF < 0,5, indiferente 0,5 < ICIF < 4 e antagonismo ICIF > 4.

Em outro estudo foi reportado que o uso de surfactina pode aumentar o efeito de
enrofloxacina contra Mycoplasma pulmonis (FEHRI et al., 2007). Rivardo e
colaboradores (2011) testaram a eficacia da acéo de inibicdo de crescimento do
biossurfactante lipopeptidico V9T14 associado a outros antibioticos contra E. coli
uropatogénica. Estes autores demonstraram que o lipopeptideo sozinho néo foi
capaz de diminuir a populacéo de E. coli no biofilme pré-formado, mas associado
a ampicilina teve um efeito sinérgico de atividade biocida, incluindo outros
antibiéticos como cefazolina, ciprofloxacina e ceftriaxone. Outros estudos tém
mostrado que o uso da terapia combinada pode favorecer a entrada de
antibioticos pouco solluveis na célula microbiana, como é o caso do uso de um
biossurfactante. Consequentemente, o efeito inibitério desejado € obtido a uma
menor dose administrada dos antibidticos (VAN BOGAERT et al., 2011). Alguns
autores tém sugerido que o biossurfactante interage com a membrana da célula

microbiana formando poros, e deste modo, faciltando a absorcdo do
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medicamento. Poe outro lado, acredita-se que esta acdo também possa facilitar a
introducdo do composto através da camada de exopolissacarideo de bactérias em
biofilme (RIVARDO et al., 2011). Portanto, devido a possibilidade de maior influxo
da substancia com acdo farmacolégica, pode-se esperar que o0s resultados
obtidos para os biossurfactantes produzidos por lactobacilos, possam contribuir
para a descoberta de uma nova estratégia de tratamento de infec¢des causadas
por E. coli e C. albicans uma vez que se observou uma acdo sinérgica entre 0s

compostos benzazois e biossurfactantes.

5.4.4 Curva de sobrevivéncia de C. albicans e E. coli em exposicdo aos

biossurfactantes e benzazois

Para avaliar o efeito da agdo dos agentes antimicrobianos em concentracoes
minimas de inibicdo e em combinacdo sobre E. coli e C. albicans, os ensaios de
viabilidade celular foram feitos usando MTT. Foram selecionados compostos
biossurfactantes e benzazoéis que apresentaram atividade antimicrobiana sobre os
E. coli e C. albicans. Avaliando separadamente cada composto pode-se observar
que para C. albicans os biossurfactantes atingiram o maximo de reducdo de
atividade metabolica em 24 h porém com pouca variacdo até 48 h. Os benzazéis
também atingem o maximo de reducdo apds 48 horas, chegando a 95.5% de
reducdo na atividade metabdlica. Em combinacdo, os compostos apresentaram
maior porcentagem de reducado da atividade metabdlica a 24 h, variando de 80%
a 93% de reducao da atividade metabdlica. Chegando a 99 % de reducdo na

atividade metabdlica, apds 48 h de incubacéo (Figuras 21 e 22).

Para E. coli, observou-se que quando avaliados separadamente houve
crescimento até 8 horas de exposicdo aos compostos biossurfactantes e
benzazois. ApO0s esse periodo nota-se que ha a diminuicdo na atividade
metabdlica para todos os compostos, porém para biossurfactante produzido por L.
gasseri Pgs a diminuicdo da ativiade metabdlica ocorreu apos 12 h de exposicao.
Em combinag&o pode-se observar que houve variagdo no crescimento da bactéria

apos exposicdo aos compostos associados. De modo geral, todas as associagdes
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atingiram perfis mais altos de reducdo apos 24 h de exposicao, atingindo 99% de
reducdo na atividade metabdlica (Figuras 23 e 24).
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Figura 21: Curva de sobrevivéncia mostrando a reducdo da viabilidade celular de
C. albicans ap0s exposicao aos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs € compostos benzazdis
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Figura 22: Curva de sobrevivéncia mostrando a reducdo da viabilidade celular de
C. albicans ap6s exposicao aos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs associados aos compostos benzazdis
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Figura 23: Curva de sobrevivéncia mostrando a reducgéo da viabilidade celular de
E. coli apOs exposicado aos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs € compostos benzazbis
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Figura 24: Curva de sobrevivéncia mostrando a reducdo da viabilidade celular de
E. coli apés exposicdo aos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs associados aos compostos benzazdis
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A curva de sobrevivéncia vem reforcar a dinamica de acéo dos biossurfactantes
separadamente e em combinacéo. Foi observado maior percentagem de reducao
da atividade metabdlica quando os compostos foram combinados, com perfis em
torno de 99 % de reducdo da atividade metabolica. Diante disso, podemos
sugerir que o uso combinado dos benzazo6is com biossurfactantes pode melhorar
a atividade destes compostos e diminuir as concentragcdes de inibicdo de

crescimento celular.

5.4.5 Avaliacdo da atividade antiadesiva dos compostos benzazois

Os compostos benzazéis 106, 116, 117, TO4 e T17 foram avaliados quanto a sua
capacidade de inibir a adesdo microbiana de E. coli, E. aerogenes, K.
pneumoniae, S. saprophyticus, C. albicans, C. krusei e C. tropicalis em placas de
poliestireno ap6s lavagem com tampao PBS e o0s resultados estdo apresentados
nas figuras 25, 26 e 27. O benzoimidazol 106 apresentou capacidade de reducéo
de adesédo em perfis que variaram entre 45 % e 73 % na concentracdo de 62,5
ng.mL™? para todos os micro-organismos testados, aumentando esse perfil na
concentracdo de 500 pug.mL™ Para S. saprophyticus, os valores encontrados
variaram entre 73 % a 75 % nas concentracdes de 62,5 pg.mL™ e 500 pg.mL™,
respectivamente. O composto benzoimidazol (116) apresentou perfis de reducéo
entre 50 % e 74 % na menor concentracdo, os maiores perfis foram atingidos ao
se testar a concentracdo de 500 pg.mL™, chegando a um perfil de 80 % de
reducdo para C. albicans e C. krusei. O composto benzoimidazol (117)
apresentou uma variacao de 48 % a 74 % de reducdo na adesao de C. albicans

com 62,5 ug.mL™, atingindo 82 % de redugdo com 500 pg.mL™.

Os compostos benzazois T04 e T17 apresentaram valores de reducéo de adeséo
abaixo de 20 % para todos 0s micro-organismos testados em todas as

concentracdes avaliadas (dados ndo mostrados).
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Figura 25: Porcentagem de reducdo na adesdo micro-organismos patogénicos em
placas de poliestireno usando o composto benzoimidazol 106
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Figura 26: Porcentagem de reducdo na adesdo de micro-organismos patogénicos
em placas de poliestireno usando o composto benzoimidazol 116
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Figura 27: Porcentagem de reducdo da ades&do de micro-organismos patogénicos
em placas de poliestireno usando o composto benzoimidazol 117
Micro-organismos em biofiimes sdo um desafio para classe médica, por

apresentarem tolerancia a antibiéticos e ao sistema imune do hospedeiro (JOHN
et al.,, 2011; LEITE, et al., 2011). Por esta razdo, é urgente a necessidade de
desenvolver tratamentos antimicrobianos para prevenir ou tratar infeccOes
associadas a biofilmes (KUEHN, 2011). Além do que, dispositivos médicos tém
gerado uma grande preocupacdo pela facilidade da instalagcdo de biofilmes
microbianos. Pesquisas tém sido realizadas envolvendo cateteres empregnados
com antibidticos, ou revestidos, o que impediria a adesdao de microrganimos e
consequentemente a formagédo de biofiilme, uma vez que estes dispositivos

meédicos estdo relacionados a infeccdes nosocomiais devido a colonizacao por
bactérias (DAROUICHE, 2004).

Os benzoimidazois, como omeprazol, sdo compostos usados como inibidores de
sédio para controle de acidez estomacal, quando avaliados quanto a atividade
antimicrobiana, se mostraram ativos contra Helicobacter pylori e estreptococos

orais e atualmente tém-se avaliado sua capacidade de inibicdo de formacéo de
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biofilme. Em estudo realizado por Singh e colaboradores (2012) foi demonstrado
que esomeprazol diminuiu a biomassa microbiana aderida, além de promover
alteracdes morfoldgicas no biofilme de dois patégenos associados a formacéo de
carie. Também, Sambanthamoorthy e colaboradores (2011) identificaram um
novo benzoimidazol que preveniu a formagdo de biofime de patdgenos
bacterianos, incluindo S. aureus e P. aeruginosa. Os benzoimidazois avaliados
neste estudo apresentaram atividade de inibicdo de adesdo em perfis que
chegaram a 80 % na reducéo para S. saprophyticus e C. krusei e a 82 % para C.
albicans, mostrando-se como compostos promissores no combate ao biofilme

microbiano em dispositivos médicos.

5.4.6 Determinacdo da hidrofobicidade celular dos micro-organismos

patogénicos apoés incubagdo com os compostos benzazdis 106, 116, 117

A hidrofobicidade celular dos micro-organismos foi relacionada a alteracdo na
superficie celular ocorrida apés exposicdo dos micro-organismos aos compostos
benzazois. Os maiores percentuais de células aderidas ao hexadecano variaram
de 63 % (+0,06) a 80 % (£0,03), ap0Os exposicao de K. pneumoniae, C. krusei e C.
albicans, aos compostos 106, 116 e 117. Para E. coli os percentuais ficaram em
torno de 43 % (x0,05)a 47 %(+0,02) para os trés compostos. Os demais micro-
organismos apresentaram baixos indices de adesédo celular ao hexadecano com
percentuais variando entre 2 e 11 %. (Figura 28). C. tropicalis. E. aerogenes, E.
coli e S. saprophyticus mostraram sofrer alteracdes na superficie celular apos

eXpOosicao aos compostos.
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Figura 28: Hidrofobicidade celular de micro-organismos patogénicos apos
exposicdo de 24h aos compostos benzazois ( 106, 116 e 117), expressa em
percentuais de células aderidas ao hexadecano

Estudos tém sugerido que a carga da superficie celular e a hidrofobicidade podem
afetar a capacidade dos micro-organismos aderirem as superficies, estas duas
propriedades possuem um papel importante nos estagios iniciais da adesédo
(PARIZZI et al., 2004). A importancia do caracter hidrofébico da superficie das
células na adesdo foi explicada por Busscher e colaboradores (1990) e van
Looschecht e colaboradores (1990). Porém, acredita-se haver uma diferenca na
hidrofobicidade e carga superficial de bactérias, podendo variar entre espécies,
sorotipos ou linhagens. Estas alteragcbes podem ser influenciadas por variacdes
no estado fisiologico das células e composi¢cdo do meio de suspensdo ou pode
envolver expressao de diferentes proteinas entre as linhagens (NWANYANWU et
al., 2012).Outros autores sugerem que os diferentes graus de hidrofobicidade da
superficie celular de distintos isolados de Candida spp. estariam relacionados
com uma maior ou menor capacidade das leveduras se aderirem a materiais

inertes e asseguram que as espécies C. tropicalis, C. glabratta e C. krusei sao
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mais hidrofobicas que C. albicans C. stellatoidea e C. parapsilosis (KLOTZ 1985;
SARAMANAYAKE et al., 1995).

5.4.7 Triagem de biossurfactantes e benzazéis quanto a sua atividade
citotoxica em células tumorais

Os compostos biossurfactantes e benzazéis foram testados quanto a capacidade
de inibir a proliferacdo de células tumorais. Nos experimentos foram avaliadas
cinco linhagens de células tumorais, e uma linhagem de células normais (VERO)
(Figura 28). As células tumorais HL60 foram mais susceptiveis aos compostos
como T16, 106, 117, com uma atividade semelhante ao controle etoposideo (eto a
10uM), farmaco usado na terapia antitumoral. O composto 106 foi ativo em todas
as linhagens testadas, e ainda apresentou baixa (<20 %) toxicidade para células
VERO. Os biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs ndo
inibiram o crescimento de células tumorais, porém ndo apresentaram atividade
citotoxica contra células normais. As substancias com inibicdo da proliferacao
celular maior que 50% tiveram suas IC50 determinadas a fim de avaliar a poténcia
e seletividade para células VERO. Os compostos benzazéis (106 e 117)
apresentaram concentracdes de IC50 acima do controle etoposideo para a célula
HL60. Para as células MDA e para células VERO as concentracBes foram

comparaveis com o controle etoposideo (>100) (Tabela 16).
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Figura 29: Avaliacdo da atividade citotéxica das substancias em células tumorais e
células Vero

Tabela 16: Valores de IC50 (uM) dos compostos benzazoéis 106 e 117 nas respectivas
linhagens de células

106 117 Etoposideo
HL60 56,12 + 12 43,89+2,3 1,8+0,72
MDA-MB-231 >100 >100 >100
Vero >100 >100 >100

Dados representativos de experimentos feitos em triplicata

De modo geral, estudos tém mostrado a baixa toxicidade celular de
biossurfactantes. Em um estudo realizado por Deghan-Noudeh e colaboradores
(2005) foi demonstrado que o lipoptideo (surfactina) produzido por B. subtilis
ATCC6633 apresentou baixa toxicidade sobre eritrocitos quando comparada aos
surfactantes sintéticos SDS, BC, TTAB e CTAB. Em outro estudo, este
biossurfactante produzido por P. fluorescens apresentou baixa toxicidade sobre

fibroblastos, em contrapartida, este composto foi capaz de induzir apoptose de
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células de melanoma A375, pela interagdo das micelas com a membrana celular,
aumentando assim, sua permeabilidade (JANEK et al., 2013). Em outros estudos,
o lipopeptideo produzido por B. subtilis apresentou atividade antitumoral em
células LoVo (KIM et al., 2007) e o lipopeptideo ciclico de Bacillus natto T-2
induziu apoptose nas células de leucemia K562 em humanos, por um aumento da
fosforilacdo extracelular regulada por quinases (WANG et al.,, 2009). Os
glicolipideos extraidos e purificados a partir da cultura de células de Candida
antarctica T-34, mostraram-se efetivos na inibicdo de células da linhagem B16 de
melanoma de rato e humano, causada pela condensacdo da cromatina e
fragmentacdo da molécula de DNA, levando a apoptose celular (ZHAO, et al,
2000; SUDO et al., 2000).

Vérios estudos tém mostrado o efeito citotéxico de compostos heterociclicos da
classe dos benzazois. Arulmughan e colaboradores (2013) demonstraram trés
compostos benzoimidazoéis com atividade citotéxica em células tumorais MCF-7
(cancer de mama) e HT-29 (cancer de colon). Também, estudos sobre sintese e
atividade bioldgica de novos benzazoéis mostraram cinco compostos com atividade
antitumoral contra células MCF-7, HepG2 (hepatocarcinona) e PC3 (cancer de
prostata) (SHEHAB, et al., 2010). Diante do exposto, o composto benzoimidazol
I06 avaliado neste trabalho se mostrou como uma alternativa no tratamento de

cancer humano, mostrando baixa toxicidade para células normais.
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6. CONCLUSOES

Diversas bactérias lacticas apresentaram potencial para a producdo de
biossurfactantes, mostrando que de 52 isolados de Lactobacillus spp. seis
isolados de L. crispatus, cinco L. gasseri, trés de L. jensenii, dois de L. johnsonii
e um isolado de L. colehominis, L. vaginalis e L. reuteri, apresentaram atividade

surfactante ou emulsificante indicativo de producédo de biossurfactantes;

De modo geral, as condicbes de aerobiose favoreceram o crescimento e a

producao de biossurfactantes pelos lactobacilos;

Seis compostos de Biginelli inibiram o crescimento de C. albicans e E. coli em
concentracdes de 64 pg.mL™* e 128 pg.mL™?, respectivamente. Os compostos
benzazais 106, 116, 117, TO4 e T17 apresentaram atividade antimicrobiana contra

leveduras do género Candida e A. niger;

A concentracao inibitéria minima apresentada pelos biossurfactantes produzidos
por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs contra E. coli, E. aerogenes, K. pneumoniae e

S. saprophyticus foi de 16 pg.mL™;

A atividade emulsificante dos biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L.
gasseri Pgs permaneceu estavel em variacdes de pH de 2 a 10 e apds tratamento
a 100 °C por 60 min e adicao de cloreto de potassio e bicarbonato de sédio. Mas
se desestabilizaram apés adi¢do de cloreto de sodio;

Os biossurfactantes produzidos por L. jensenni Pga € L. gasseri Pes foram
capazes de emulsificar diferentes substratos, tais como: querosene, tolueno e
xileno. O biossurfactante produzido pelo isolado L. gasseri Pgs apresentou
melhores indices de emulsificacdo para querosene e tolueno. Para os Oleos
vegetais 0s compostos se comportaram de maneira parecida emulsificando o

Oleo de algodéo, 6leo de girassol e 6leo de oliva;
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Os biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs apresentaram
atividade antiadesiva contra micro-organismos patogénicos, pela alteracdo da
hidrofobicidade celular e ainda, foram capazes de remover o biofilme formado em

placas de poliestireno;

A caracterizacdo quimica parcial dos biossurfactantes produzidos por 19 isolados
de Lactobacillus spp. sugere que 0s mesmos S80 compostos por concentragoes

variadas de proteinas, carboidratos e lipideos;

A caracterizacdo de acidos graxos e monossacarideos dos biossurfactantes
produzidos pelos isolados de L. jensenii Pga € L. gasseri Pgs indicou o predominio
de acidos graxos de 12, 15, 18 e 20 carbonos e dos acucares: galactose, glicose,
ramnose e ribose. Estes compostos apresentaram em sua estrutura maior

porcentagem de glicose 47,99 % e 40,97 %, respectivamente.

A espectroscopia no infravermelho mostrou uma estrutura de glicolipoproteina

para os biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pes;

Os compostos benzazdis 106 e T17 apresentaram sinergismo entre 0s
biossurfactantes produzidos pelos isolados L. jensenii Pea € L. gasseri Pgs contra
C. albicans e sendo que para E.coli os compostos benzazois 106, 117 e T17
apresentaram sinergismo quando associados ao biossurfactante produzido por

L.jensenii Pegp,;

Os compostos 106, 116, 117 apresentaram atividade antiadesiva contra micro-

organimos patogénicos;

Os compostos benzazéis 106, 117 apresentaram atividade citotdéxica contra as
células tumorais HL60 acima de 50 % de inibicdo da viabilidade celular. Sendo o
composto 106, ativo em todas as linhagens, com um perfil de menos de 20% de
inibicdo da proliferacdo celular para células VERO, sugerindo baixa toxicidade.
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Os biossurfactantes produzidos por L. jensenii Pga € L. gasseri Pg nao
apresentaram atividade citotoxica contra células tumorais e apresentaram baixa

toxicidade para células normais (VERO).
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ANEXO I:

Tabela 2: Analise de varidncia (ANOVA) dos dados de crescimento de diferentes
isolados de Lactobacillus cultivados em aerobiose e anaerobiose

Parametro Graus de Soma Média Valor de F Valor de P
liberdade guadratica guadratica

CONDICAO DE CULTIVO 1 0.645176 0.645176 9.635 0.0032 *

ISOLADO 23 8.701629 0.378332 5.650 0.0000*

BLOCO 1 0.002109 0.002109 0.031 0.8599"

CONDIGAO DE 23 3.105938 0.135041 2.017 0.0209*

CULTIVO*ISOLADO

Erro 47 3.147330 0.066964

Total corrigido 95 15.602183

CV (%) =72.94 Média geral:0.3547708 Numero de observacdes: 96
* - significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade
ns - ndo significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade

Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA) dos dados de E24 para condi¢des de cultivo
aerobiose e anaerobiose), diferentes extratos (intracelular e extracelular) e solvente
hidrofébico tolueno

Parametro Graus de Soma Média Valor de  Valorde P
liberdade guadratica guadratica F
Expresséo 1 714.240181 714.240181 2.814 0.0961™
Condigdes de cultivo 1 383.538427 383.538427 1.511 0.2215™
Isolado 23 23592.077646 1025.742506 4.041 0.0000*
Bloco 1 379.837769 379.837769 1.496 0.2237™
Expresséao x cultivo 1 2595.985810 2595.985810 10.227 0.0018*
Expresséao x isolado 23 20067.084224 872.481923 3.437 0.0000*
Condicdes de cultivo 23 20136.848478 875.515151 3.449 0.0000*
isolado
Erro 117 29698.581183 253.834027

CV (%)= 82.36 Média geral: 11.5286458 Numero de observagdes: 191
Total corrigido 190 97568.193717

* - significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade
ns - ndo significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade

Tabela 4: Analise de variancia (ANOVA) dos dados de E24 para condigdes de cultivo
(aerobiose e anaerobiose), diferentes extratos (intracelular e extracelular) e solvente
hidrofébico querosene.

Parametro Graus de Soma Média Valor de  Valor de
liberdade quadrética guadrética F P

Expresséao 1 827.095052 827.095052 9.714 0.0023*
Condigdes de cultivo 1 32.095052 32.095052 0.377 0.5404™
Isolado 23 16191.248698 703.967335 8.267 0.0000*
Bloco 1 50.532552 50.532552 0.593 0.4426™
Expresséo x 1 260.167969 260.167969 3.055 0.0831™
condigdes de cultivo

Expresséao x isolado 23 9946.561198 432.459183 5.079 0.0000*

Condic¢des de cultivo 23 12085.311198 525.448313 6.171 0.0000*
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X isolado

Erro 118 10047.580729 85.148989
CV (%)= 80,04 Médiageral: 11.5286458 Numero de observagdes: 192
Total corrigido 191 49440.592448

* - significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade
ns - ndo significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade

Tabela 5: Analise de variancia (ANOVA) dos dados de atividade surfactante para condi¢fes
de cultivo (aerobiose e anaerobiose), diferentes extratos (intracelular e extracelular) e
solventes hidrofébicos (tolueno e querosene)

Parametro Graus de Soma Média Valor de Valor de
liberdade quadratica guadrética F P

ISOLADO 23 44.125000 1.918478 17.732 0,0000**

CONDI(;AO DE CULTIVO 1 1.008333 1.008333 9.320 0.0024*

EXPRESSAO 1 2.133333 2.133333 19.718 0.0000*

EXPxCONDI(;AO DE 1 0.833333 0.833333 7.702 0.0058*

CULTIVO

EXPxISOLADO 23 52.116667 2.265942 20.943 0.0000*

CONDICAO DE 23 10.191667 0.443116 4.096 0.0000*

CULTIVOxISOLADO

ERROR 403 43.602083 0.108194

TOTAL 479 154.625000

CV(%) = 8.10 Média geral:4.0625000  Numero de observacdes:480

* - significativo, pelo teste de F, no nivel de 5% de probabilidade



