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TRESUMO

Infecgbes fungicas em humanos vem aumentando nos ultimos anos e acometem
principalmente pacientes imunocomprometidos, portadores do virus HIV,
transplantados ou com cancer. Os antifungicos empregados no tratamento
pertencem a poucos grupos de farmacos e o aparecimento de resisténcia
antifingica em muitos patégenos leva a necessidade de desenvolvimento de
novos agentes antifungicos. As cepas Trichosporon japonicum QU139 e Candida
catenulata LV102 apresentam atividade killer sobre diversas leveduras
patogénicas, apresentando bom potencial para desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. O objetivo do trabalho foi a otimizacdo das condicbes para
producdo e deteccdo dos compostos antimicrobianos, para seu futuro uso
terapéutico, e sua purificacdo. O efeito killer da cepa T. japonicum QU139 foi
avaliado pelo método dos pogos contra células sensiveis de Cryptococcus gattii
C20 nos meios GYP, YM e Queijo em diferentes pH e temperaturas. A maxima
atividade killer foi encontrada no meio GYP, pH 4,5 a 25°C ap6s 24 horas de
incubacao para T.japonicum QU139 e C. catenulata LV102. Nao foi possivel isolar
o composto antimicrobiano produzido pela levedura T.japonicum QU139 pelos
métodos de isolamento de proteina/glicoproteina, corroborando a hipétese de que
a toxina seja um glicolipideo.

Palavras chave: Candida catenulata, Cryptococcus gattii, leveduras killer, potencial
biotecnol6gico, Trichosporon japonicum.
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2ABSTRACT

Human fungal infections have increased in the last years and affect mainly
immunocompromised patients, carriers of HIV virus, transplanted or with cancer.
The antifungal agents used in treatment belong to a few groups of drugs and the
increase of antifungal resistance in many pathogens leads to the necessity of
developing new antifungal agents. Strains Trichosporon japonicum QU139 and
Candida catenulata LV102 showed Killer activity against several pathogenic yeasts,
having a good potential for the development of new antimicrobial agents. The
objective of the work was the optimization of conditions for production and
detection of the antimicrobial compounds, aiming their future terapeutic use, and
their purification. The killer effect of T. japonicum QU139 strain was evaluated by
the well method against sensitive cells of Cryptococcus gattii C20 in media GYP,
YM and Cheese in different pH and temperatures. The maximum killer activity was
found in media GYP, pH 4.5, 25°C after 24 hours of incubation for T.japonicum
QU139 and C. catenulata LV102. The isolation of the antimicrobial compound
produced by the yeast T.japonicum QU139 was not possible by the methods for
isolation of proteins/glicoproteins, corroborating the hypothesis that the toxin is a
glycolipid.

Key-words: Trichosporon japonicum, Candida catenulata, Cryptococcus
neoformans, Killer yeasts, biotechnological potential.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de infecgdes fungicas na populagdo humana causadas por
fungos patogénicos vem aumentando nos ultimos anos especialmente devido ao
elevado numero de pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), transplantados ou com cancer, contribuindo para o0 aumento assustador de
casos de micoses severas que leva todos os anos muitos pacientes a ébito. Os
agentes antifingicos utilizados pertencem a poucos grupos de farmacos, sendo
que existem relatos de resisténcia a muitos desses, enquanto outros apresentam
alta toxicidade para o organismo do paciente, por vezes, agravando ainda mais o
problema. Esses fatos levam a necessidade de desenvolvimento de novas

terapias.

Leveduras  basidiomicéticas capsuladas como  Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, causam uma doenca chamada criptococose e
tém se tornado uma das micoses mais comuns em pacientes
imunocomprometidos. C. neoformans acomete mais facilmente pacientes

imunocomprometidos, enquanto que C. gattii € responsavel pela manifestacao em



humanos e animais aparentemente imunocompetentes. C. gattii foi utilizada como

cepa sensivel neste trabalho.

Algumas leveduras possuem a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos que inibem o crescimento de outras leveduras, e em alguns
casos, de outros microrganismos eucariéticos e procariéticos, entretanto sao
imunes a acao de sua propria toxina. O fenémeno killer, como € conhecido, € uma
forma de competicdo bioldgica, semelhante a producdo de bacteriocinas em
bactérias. Existem duas classes de compostos antimicrobianos extracelulares em
leveduras: glicoproteinas e glicolipideos. As glicoproteinas podem ter efeito
fungicida ou fungistatico e sdo chamadas de micocinas (toxinas killer) e vem
sendo estudadas nos ultimos 40 anos, entretanto, a atividade fungicida dos
glicolipideos extracelulares tem sido recentemente descoberta.

Diversos fatores influenciam a atividade dos compostos antimicrobianos
produzidos pelas leveduras, entre eles podemos citar: 1) pH: a atividade killer é
expressa em pH baixo, entre 3,0 e 6,0 com o6timo em torno de 4,5; 2)
Temperatura: 6tima em torno de 15-20°C sendo inativadas em temperaturas
elevadas devido a natureza protéica da maioria das micocinas; 3) Presenca de
substancias que aumentam o tamanho do halo como glicerol e NaCl; 4) Agitacao:
meios estaticos sdo mais favoraveis que meios mantidos sob agitacdo para
estabilidade da toxina; 5) Quanto menos denso for o inéculo de células sensiveis,
mais rapida € a percepcao da atividade, especialmente quando esta foi baixa; 6)

Meios ricos nutricionalmente a base de glicose, extrato de levedura e peptona,



associados com tampéao citrato-fosfato favorecem a deteccdo da atividade de
cepas mesmo que apresentem baixa atividade; 7) Uso de cepa sensivel
apropriada.

A producao de compostos antimicrobianos em leveduras € comum e ja
foi descrita em mais de cem espécies e vinte géneros diferentes, entre elas,
Saccharomyces cerevisiae, cuja atividade Killer foi descrita por Bevan & Makower
em 1963. Desde la muito se tem conhecido sobre caracteristicas moleculares dos
compostos antimicrobianos produzidos, modos de acdo e desenvolvimento de
anticorpos monoclonais para producdo de vacinas contra fungos. Anticorpos
contra micocinas produzidas por Pichia anomala e Williopsis saturnus vem sendo
exaustivamente estudados para desenvolvimento de vacinas antifungicas.

O estudo dos sistemas killer tem contribuido para o conhecimento de
estrutura e funcdo de parede celular e do sistema de secrecdo. Além da area
clinica, as glicoproteinas e glicolipideos tém aplicabilidade na industria de
alimentos, especialmente em processos fermentativos e no biocontrole de
doencas causadas em plantas e crustaceos. Por estas caracteristicas
apresentadas, os compostos antimicrobianos mostram-se com bom potencial para
aplicacao e desenvolvimento de novos agentes antifingicos.

Em experimentos preliminares realizados em nosso laboratério, de 595
culturas de leveduras provenientes de diferentes substratos testadas para
atividade inibitéria contra fungos patogénicos ao homem, foram escolhidas 21
culturas com bom potencial. Essas 21 culturas foram testadas contra diversos

fungos patogénicos, incluindo diferentes espécies de Candida, Cryptococcus



neoformans, Cryptococcus gattii, dermatofitos, Sporothrix schenckii (agente da
esporotricose) e Fonsecaea pedrosoi (principal agente da cromoblastomicose).
Com os resultados obtidos, as leveduras Trichosporon japonicum QU139 e
Candida catenulata LV102 foram escolhidas para o desenvolvimento de um
antifngico de amplo espectro de acao.

Para dar continuidade a esta proposta, este trabalho tem os seguintes
objetivos:

e Padronizar as melhores condicbes de temperatura e pH para
producéo e deteccdo dos compostos antimicrobianos produzidos
pelas cepas C. catenulata LNV102 e T. japonicum QU139;

e Isolar e purificar o composto com atividade antifingica produzido

por T. japonicum QU139.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Drogas antifungicas

As drogas antifungicas usadas no tratamento clinico pertencem a
poucos grupos de farmacos e muitos patdégenos tem apresentado grande
resisténcia a boa parte dessas drogas, principalmente apdés a década de 1970
(Ghannoum & Rice, 1999; Lupetti et al., 2002; Kanafani & Perfect, 2008). Candida
albicans e Cryptococcus neoformans tem se manifestado com muita
agressividade, especialmente em pacientes com sistema imunolégico
comprometido, como portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), transplantados e pacientes com cancer.

Os agentes e modo de acao das mais importantes drogas antifingicas
podem ser divididos em quatro classes: 1) polienos (anfotericina B [AmB] e suas
formulacodes lipidicas): agem na alteracdo da funcao da membrana; 2) derivados
azoélicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, posaconazol): que inibem a
lanosterol 14-a-desmetilase, uma enzima chave para biossintese de ergosterol; 3)
5-flucitosina: inibidor da sintese de DNA e RNA; e 4) equinocandinas: inibidores da

sintese de B-1,3-glicanas. O tratamento mais comum para infecgdes fungicas é



baseado no uso de AmB, 5-flucitosina e fluconazol (Kabir et al., 2010), entretanto
essas drogas nem sempre sao efetivas no tratamento de C. albicans e C.
neoformans. O mecanismo de resisténcia aos antifungicos tem sido pouco
avaliado, quando comparado aos agentes antibacterianos, dificultando relaciona-
los, pois 0 alvo de agdo normalmente é diferente devido a estrutura de parede
celular e membrana citoplasmatica serem diferentes em procariotos e eucariotos
(Ghannoum & Rice, 1999).

O polieno AmB é o padrao ouro das drogas antifingicas sistémicas.
Todos os organismos susceptiveis aos polienos contém esteréis na membrana
citoplasmatica da célula, como leveduras, algas e protozoarios (Ghannoum &
Rice, 1999). Sua associacdo as moléculas de ergosterol na membrana
citoplasmatica do fungo forma canais através dos quais ha extravasamento de
conteudo citoplasmatico do microrganismo, causando a sua morte. Entretanto, a
interacado entre AmB e a membrana da célula humana contendo colesterol, resulta
no efeito toxico da droga para os seres humanos. O principal impacto é a
disfuncao renal, dificultando a filtracdo pelo glomérulo, sendo o0 seu uso
prolongado indesejavel. A resisténcia aos polienos tem sido emergente, e esta
envolvida com a alteracdo da composicao lipidica na membrana citoplasmatica
pela reducao do conteudo de ergosterol (Loeffler & Stevens, 2003; ).

Os derivados azolicos, como o fluconazol, apresentam vantagens sobre
os polienos pela possibilidade de administragcdo oral do medicamento (Nagappan
& Deresinski, 2007). Esses derivados atuam como inibidores de biossintese de

ergosterol, o mais prevalente esterol na membrana plasmatica fangica. A



resisténcia aos azéis € frequentemente descrita tanto em pacientes com AIDS
quanto imunocompetentes (Loeffler & Stevens, 2003; Kanafani & Perfect, 2008).

Inibidor de sintese de DNA e RNA, a 5-fluorocitosina entra na célula por
meio de uma permease, sendo depois convertida a 5-fluorouracil (5-FU) pela
enzima citosina desaminase. Apods, a 5-FU é convertida em acido 5-fluorouridilico
(FUMP) pela UMP-pirofosforilase, que é fosforilado e incorporado no RNA,
resultando na inibicdo da sintese protéica. As moléculas de 5-FU também sao
convertidas a monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina, um potente inibidor da
timidilato sintase, interrompendo a sintese de DNA e divisdo celular. Assim a
flucitosina interfere no metabolismo das pirimidinas, DNA, RNA e sintese protéica
(Ghannoum & Rice, 1999). E comum seu uso associado com AmB. O nivel de
resisténcia desse antifungico € muito baixo (Perfect et al., 2010).

A inibicdo de sintese de parede é ocasionada pelas equinocandinas,
que sao lipopeptideos que causam uma inibicdo ndo competitiva da sintese de -
1,3-glicanas com efeitos secundarios em outros constituintes, como aumento do
conteudo de quitina na parede celular e uma reducao no contetdo de ergosterol
na membrana plasmatica do fungo (Loeffler & Stevens, 2003). A caspofungina foi
a primeira equinocandina licenciada para uso clinico em varios paises, enquanto a
micafungina e a anidulafungina sdo de uso menos difundido (lkeda et al., 2007). A
micafungina é eficaz até mesmo contra isolados resistentes a polienos e azdlicos

(Wiederhold & Lewis, 2007).



2.2 Resisténcia as drogas antifungicas

As taxas de prevaléncia de micoses na populacdo brasileira vém
aumentando consideravelmente, mesmo entre as micoses consideradas n&o
ameacadoras para a vida, como as causadas por dermatofitos e outras micoses
superficiais (Brilhante et al., 2005; Roselino et al., 2008; Godoy-Martinez et al.,
2009). Micoses invasivas, como histoplasmose e paracoccidioidomicose, possuem
altas taxas de mortalidade e de morbidade, existindo varios estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil (Coutinho et al., 2002; Bittencourt et al.,
2005; Chang et al, 2007; Ferreira, 2009). Nas Ultimas décadas cepas de
C.neoformans e C. gattii tem se tornado mais virurentas ou resistentes as drogas
aumentando o numero de casos, muitos dos quais seguidos de 6Obito. (Moreira et
al., 2006; Costa et al., 2009; Perfect et al., 2010).

Resisténcia clinica é definida como falha na erradicacdo da infeccao
fungica ap6s a administracdo de agente antifingico com atividade in vitro contra o
organismo (Kanafani & Perfect, 2008). O uso extensivo de alguns antifungicos tem
provocado aparecimento de resisténcia em isolados clinicos e alertado para a
necessidade do desenvolvimento de novos agentes antifungicos (Metwally et al.,
2007; Pasqualotto & Denning, 2007). Alves et al. (2006), estudando isolados
clinicos de Candida spp., relataram susceptibilidade diminuida e resisténcia a
fluconazol. Apesar da resisténcia aos compostos azédlicos de linhagens de

Candida isoladas de sangue em hospitais de Sao Paulo ter sido baixa, houve uma



taxa de mortalidade de 61% e tendéncia a aumento de resisténcia entre cepas de
Candida rugosa (Colombo et al., 2007; da Matta et al., 2007).

Agravando ainda mais o problema da resisténcia aos agentes antifiingicos,
novas espécies de fungos tém sido relatadas como causadoras de micoses, como
cepas ambientais pertencentes ao género Rhodotorula, causadoras de fungemias
e com resisténcia intrinseca a triazéis e equinocandinas (Lunardi et al., 2006;
Cunha et al., 2009). Khan et al. (2007), por exemplo, relataram uma fungemia em
neonatos causada por Candida haemulonii, resistente a AmB, fluconazol e
itraconazol. Além disso, a terapia com um determinado antifungico pode levar ao
aparecimento de infeccdo secundaria por uma espécie resistente ao agente

utilizado (Petrikkos & Skiada, 2007).

2.3 Criptococose

A criptococose é uma das micoses pulmonar e meningocécica de
ocorréncia mais frequente no mundo. A doenca ocorre preferencialmente em
pacientes imunodeprimidos, com algum fator de predisposicdo, como
transplantados, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e pacientes
com cancer, acometendo principalmente o sistema nervoso central (Moreira et al.,
2006; Severo et al., 2009). Depois do inicio do uso das terapias antiretrovirais em
pacientes HIV positivos, a incidéncia de criptococose diminuiu significativamente,

entretanto, em pacientes nao infectados a incidéncia ndo mudou nesse periodo.
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Em paises desenvolvidos, a doenca ndo desapareceu pois o grupo de alto risco
continuou crescendo pelo avanco da medicina em transplantes e criacdo de novas
terapias imunossupressivas (Severo et al., 2009).

Os agentes causadores da doenca sdao C. neoformans e C. gattii. O
ultimo  geralmente  acomete  animais e humanos  aparentemente
imunocompetentes, entretanto ha relatos de infeccdo de pacientes portadores de

AIDS, que € mais comum para C. neoformans (Perfect et al., 2010).

2.4 Cryptococcus

C. neoformans / C. gattii sdo leveduras basidiomicéticas capsuladas,
que formam um complexo de espécies patogénicas subdividido em sorotipos,
incluido C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e var. neoformans (sorotipo D), e C.
gattii (sorotipos B e C), de acordo com a especificidade antigénica do
polissacarideo capsular (Severo et al., 2009; Springer & Chaturvedi, 2010). Este
género é frequentemente relacionado com aves domésticas (Costa et al., 2009) e
mais de cinqlienta espécies de arvores, ocorrendo em regides de climas tropicais
e temperados, inclusive no Brasil (Khan et al., 2007; Trilles et al., 2008; Springer &
Chaturvedi, 2010).

A viruléncia do género Cryptococcus esta associada com a producao de
oxidases e proteases, bem como propriedades antifagocitarias da capsula
polissacaridea. A infeccao é causada pela inalacdo de Cryptococcus spp., que
pode causar uma infeccdo pulmonar assintomatica, sendo que as leveduras se

mantém num estado latente, e em eventos subsequentes de imunossupressao,
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sao reativadas e causam a doenga (Severo et al.,, 2009). A levedura possui um
tropismo pelo Sistema Nervoso Central, devido as concentracbes 6timas de
nutrientes (tiamina, glutamina, &acido glutdmico, dopamina, carboidratos e

minerais) que podem ser assimilaveis por fungos (Severo et al., 2009).

2.5 Leveduras

As leveduras constituem um grupo de microrganismos eucariotos
unicelulares pertencentes ao Reino Fungi, apresentando caracteristicas tipicas de
fungos como presenca de parede celular rigida, nucleo organizado com
membrana nuclear, aclorofiladas, nutricdo heterotréfica por absorcdo de
nutrientes, reproducao assexuada por brotamento ou fissdo binaria, ndo formando
corpos de frutificacdo (Kurtzman & Fell, 1998). Este grupo esta relacionado aos
Filos Ascomycota e Basidiomycota e entre os fungos mitospéricos, que sao
aqueles sem reproducédo sexuada definida (Hawkswort et al., 1995). Geralmente
sado encontradas em ambientes terrestres, aquaticos e marinhos, na superficie de
frutos, folhas e outros substratos contendo agucares, frequentemente empregadas

em processos industriais (Kurtzman & Fell, 1998).

2.6 Leveduras produtoras de compostos antimicrobianos
Leveduras killer produzem compostos capazes de inibir o crescimento
de células sensiveis (Figura 1), mas sdo imunes a acao de suas proprias toxinas.

Sao reconhecidos sistemas killer em diferentes leveduras, cada um com um modo



12

de acao diferente. Leveduras ascomicéticas, em geral, sdo insensiveis as
micocinas produzidas por leveduras basidiomicéticas e vice-versa. Isso pode estar
associado a caracteristicas taxonémicas como formacao de estrutura de parede

celular (Golubev, 2006).

FIGURA 1. Acao killer de Candida catenulata LV102 sobre a cepa sensivel
Cryptococcus gattii C20. Fonte: Luciana Senter

2.7 Compostos antimicrobianos produzidos por leveduras

A produgcdo de compostos antimicrobianos nao € exclusiva de
leveduras. De 2000 a 2008, mais de 300 compostos antimicrobianos naturais tem
sido relatados (Sallen et al., 2010), dentre eles carotendides e polipeptideos,
isolados de plantas e microrganismos, que apresentam ampla atividade
antimicrobiana. Frequentemente sdo descritos novos compostos antimicrobianos

ativos contra microrganismos para biocontrole em alimentos (Comitini et al.,
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2004a, 2004b; Buzzini et al., 2004), em plantas (Avis & Bélanger, 2002; Santos &
Marquina, 2004), em crustaceos (Wang et al., 2007) e na area clinica (Polonelli et
al., 2003; Izgu et al., 2006; Magliani et al., 2008; Kabir et al., 2009).

De acordo com Golubev (2006), sdo conhecidos dois grupos de
compostos antimicrobianos produzidos por leveduras: glicoproteinas e

glicolipideos, com modos de acao diferentes e serdo apresentados a seguir:

2.7.1 Glicoproteinas

A maioria das micocinas sao proteinas ou glicoproteinas com massa
molecular de 10-30 kDa, entretanto, algumas podem ser maiores, como as
encontradas em Pichia anomala (47 kDa) e Williopsis saturnus (62 kDa) (Buzzini
et al., 2004; Golubev, 2006; Izgi et al., 2006). As micocinas podem ser codificadas
por genes nucleares ou pela associacdo de componentes RNA dupla fita (dsRNA)
viral ou DNA plasmidial linear dupla fita (dsDNA). A transmissdo do dsRNA pode
ocorrer durante a divisao celular, esporogénese, ou fusdo celular (Pintar &

Starmer, 2003; Magliani et al.1997; Schmitt & Breining, 2006).

2.7.1.1 Principais toxinas Killer descritas e modo de agdo

O fendtipo killer foi inicialmente descrito por Bevan & Makower (1963) em S.
cerevisiae (Figura 2), que possui linhagens produtoras de toxina killer (K+),

linhagens sensiveis (K- R-) e linhagens neutras, que nao produzem a toxina e nem
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sao sensiveis (K- R+). Na espécie sao descritos pelo menos trés diferentes virus
dsRNA satélites (M1, M2 e M28) que codificam diferentes toxinas (K1, K2 e K28,
respectivamente) e componentes de autoimunidade (Magliani et al., 1997; Schmitt
& Breining, 2006). O fendtipo requer a coexisténcia de dois diferentes virus
dsRNA, um virus auxiliar (L-A) e um virus codificante da toxina killer (M). In vivo
nao ocorrem os trés virus codificantes de toxinas killer (M1, M2 e M28), pois cepas
produtoras da toxina K1 podem ser sensiveis as toxinas K2 e K28. Cada toxina é
sintetizada como uma pré-toxina que sofrera modificacao p6s-traducao, resultando

na toxina ativa (Magliani et al. 1997).

Saccharomyces cerevisiae killer Saccharomyces cerevisiae sensivel
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FIGURA 2. Sistemas killer de Saccharomyces cerevisiae e modos de acéo.
Adaptado de Magliani et al. (1997).
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A micocina mais conhecida e bem estudada é K1 (20kDa) de S.
cerevisiae consistindo de dois polipeptideos a e B ligados por pontes dissulfitos
separadas por uma regiao y, necessdaria para a maturacdo. A subunidade B é
necessaria para o reconhecimento e ancoramento na célula, enquanto a
subunidade a age na membrana citoplasmatica produzindo um gradiente de
préton transmembrana (Magliani et al. 1997; Golubev, 2006).

Na toxina K28, apds a traducao da preprotoxina codificada pelo virus
killer codificante (Figura 3), o precursor da toxina é tranferido para o lumen do
Reticulo Endoplasmético com o auxilio de chaperonas (Ssaip-Ssa4p). Em
seguida a toxina entra pelo poro (Sec61p) e ocorre uma clivagem na regiao pre. A
protoxina dobra-se e é transferida ao Complexo de Golgi onde a subunidade y é
clivada pela endopeptidase Kex2p, restando apenas as subunidades a e B ligadas
por pontes dissulfitos. A toxina enviada para a vesicula secretéria é liberada para
0 meio extracelular, onde ira ligar-se aos receptores da célula sensivel (Schmitt &

Breinig, 2006).
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FIGURA 3. Processamento da preprotoxina e secrecao da toxina na via secretoria
da levedura. Adaptado de: Schmitt & Breinig (2006).

A acdo de K1, K2 e K28 ocorre em duas etapas: a primeira envolve um

rapido encoramento da toxina na parede celular da célula receptora, sem gasto de

energia. Em K1 e K2 o receptor primario é identificado como -1,6-glicanas

enquanto que K28 tem afinidade com a-1,3-mananoproteina. A segunda etapa

envolve gasto de energia para translocacdo da toxina através da membrana

citoplasmatica e interacdo com o receptor secundario na membrana. Em K1, o

receptor foi identificado como Kreip, uma proteina de superficie celular de

levedura, também envolvida na biossintese de B-1,6-glicana. Depois de ter
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atravessado a membrana citoplasmatica (Figura 4), a toxina K1 exerce seu efeito
letal formando canais i6bnicos e rompendo a membrana citoplasmatica (Magliani et
al. 1997; Schmitt & Breining, 2002). K28 entra no citoplasma por endocitose e
percorre a via de secrecdo no sentido inverso (Via Golgi e Reticulo
Endoplasmatico), entra no citossol e traduz o sinal téxico no nacleo da levedura,

inibindo a sintese de DNA no ciclo celular na fase G1/S.

1*Fase m

Manoproteina

Chitina

Parede celular

Membrana ﬁl‘

plasmatica

p-(1—6) glicana :

| 2*Fase

K* ATP, | MW metabélitos
FIGURA 4. Modo de acao das toxinas K1 de Saccharomyces cerevisiae. Adaptado

de Marquina et al. (2002).

A imunidade do fenétipo killer € essencial para a sobrevivéncia ja que as
toxinas agem na inibicdo das funcbes de células eucaridticas. A imunidade para
cada toxina é diferente. Para K1, a interagéo do receptor R2 (Kre1p) com a pro-
toxina durante a secrec¢ao, leva ao desvio do complexo receptor - pré-toxina para o
vacuolo. O receptor de membrana para K1 (Kreip), uma proteina de superficie

celular, esta envolvido na sintese de componentes de parede celular B -1,6-
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glicana. Entretanto a imunidade aparentemente ndo envolve a diminuicdo de

receptores na membrana, mas afeta a etapa de ligacdo do Krelp (Schmitt &

Breinig, 2006). Para K28, a toxina madura a/B é re-internalizada e transportada de

modo inverso na via secretéria. A subunidade B é rapidamente degradada pelo

proteossoma (Figura 5). Parte do precursor é desviado e ndo ubiquitinizado nem

degradado e pode servir como molde para preprotoxina no Reticulo

endoplasmatico e a secrecao da toxina ou como componente de imunidade para

formar um complexo com a toxina o/f reinternalizada.
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FIGURA 5. Autoimunidade da toxina K28 de Saccharomyces cerevisiae. Adaptado

de Schmitt & Breining (2006).
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Outro sistema killer conhecido é de Ustilago maydis, codificado por dsRNA,
composto por subunidades KP1, KP4 e KP6 que podem atingir células da mesma
espécie ou relacionadas. Seu modo de acdo € ainda nao estad claro. Em
Kluyveromyces lactis a toxina € ainda codificada por plasmideos de DNA lineares,
agindo no ciclo celular. Em Pichia e Williopsis, pode estar associada ao
cromossomo ou plasmideo de dsDNA e causa lise osmética. Outros sistemas killer
sdo conhecidos formando associagdo viral em Hanseniaspora uvarum e
Zygosaccharomyces bailii, e com caracteristicas cromossémicas em Candida e
Cryptococcus (Magliani et al., 1997; Golubev, 2006).

Outro exemplo de sistema killer é o de Pichia anomala. Essa levedura
produz uma toxina conhecida como PaKT, que atua interferindo com as B-glicanas
na parede celular, porém o mecanismo exato de acao continua nao identificado
(Cenci et al., 2004). A PaKT tem atividade contra varios fungos patogénicos do
homem, incluindo Cryptococcus neoformans e Pneumocystis jirovesii (Cenci et al.,
2004; Seguy et al., 1996, 1998). Recentemente, foi relatado que a cepa NCYC 434
de P. anomala produz uma outra toxina killer, denominada panomicocina. A
panomicina € uma glicoproteina monomérica com atividade de exo-B-1,3-
glicanase e é altamente estavel em pH entre 3 e 5,5 e temperaturas de até 37° C.
A hidrélise da B -1,3-glicana resulta em dano na parede celular e conseglente
morte do fungo sensivel (lzgu et al., 2006). Diferente do que é normalmente
relatado para a maioria das micocinas, algumas apresentam alta

termoestabilidade e tolerancia a uma ampla faixa de pH, como as produzidas por
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Pichia e Williopsis, devido ao grande numero de pontes dissulfeto nas moléculas

ricas em cisteina (Golubev, 2006; Kabir et al., 2009).

2.7.2 Glicolipideos

Enquanto a micocigenia (efeito inibitério de glicoproteinas) foi
descoberta em 1963 por Bevan & Makower, o efeito inibitério dos glicolipideos foi
descoberto trinta anos mais tarde por Golubev (1992). Os glicolipidios s&o toxinas
com uma porcao lipidica ligada ao radical glicosidico (Figura 6), sendo
consideradas como agentes emulsificantes com poder antimicrobiano,
apresentando maxima atividade em pH acido, estabilidade térmica e baixa
toxicidade para células animais (Puchkov et al., 2002; Golubev et al., 2002;
Golubev et al.,, 2004; Golubev, 2006, Mimee et al., 2009; Kulakowskaya et al.,
2010). Usualmente, os glicolipideos sao celobiolipideos, contendo celobiose na

porcao glicosidica.

A producdo de (glicolipideos requer um meio minimo com alta
concentragédo de carboidratos e baixo conteudo de fonte de nitrogénio. A presenca
de extrato de levedura (fonte nitrogenada) estimula a producao de biomassa e sua
auséncia estimula a producdo de floculosina, um glicolipideo extracelular
produzido por Pseudozyma flocculosa. O completo consumo da fonte de carbono

acarreta na diminuicdo imediata da producédo de floculosina. Isso sugere que o
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fungo seja capaz de catabolizar a celobiose lipidica durante o periodo de escassez
nutricional (Mimee et al., 2009).

Glicolipideos extracelulares com funcdo antimicrobiana tem sido
relatados em algumas espécies, como Ustilago maydis, Cryptococcus humicola,
Sympodiomycopsis paphiopedili, Pseudozyma fuziformata, Pseudozyma floculosa
e Trichosporon porosum (Golubev et al., 2004; Kulakowskaya et al., 2003; Mimee
et al., 2009; Kulakowskaya et al., 2009, 2010) e apresentam atividade inibitoria

contra um grande numero de cepas sensiveis.

o
CH,OH

13CH,

(CHy)s.12

4@”2
3‘H2
CHOH

{COOH

FIGURA 6. Celobiolipideo extracelular de Sympodiomycopsis paphiopedili VMK'Y -
2817. Fonte: Golubev (2006).

2.7.2.1 Modo de acao dos glicolipideos

Os celobiolipideos aumentam a permeabilidade nao seletiva da

membrana citoplasmatica. Células sensiveis a celobiolipideos mostram uma perda



22

de compostos intracelulares, incluindo eletrélitos e ATP. Os celobiolipideos podem
se intercalar na matriz lipidica alterando a integridade da membrana, causando
desintegracao celular e eventualmente morte (Golubev, 2006). A diferenca na
composicao dos lipideos da membrana citoplasmatica influencia no nivel de
sensibilidade aos celobiolipideos. A sintese de glicolipideos extracelulares
provavelmente é controlada por genes cromossémicos, ja que nao tem sido
relatada presenca de dsRNA ou DNA plasmidial em nenhuma espécie que secreta

celobiolipideos.

2.8 Aplicacao biotecnoldgica dos compostos antimicrobianos de leveduras

Como visto acima, os compostos antimicrobianos de leveduras ja foram
testados contra fungos patogénicos humanos, demonstrando o potencial das
mesmas para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos. Entretanto, as
micocinas ndo podem ser usadas oral ou intravenosamente por serem sensiveis a
proteases, antigénicas, inativadas a 37 °C e néo estaveis no pH humano (Magliani
et al., 1997; Polonelli et al., 2003; Golubev, 2006), portanto, ndo podem ser
diretamente utilizadas como agentes terapéuticos, ficando restritas ao uso topico.

O potencial de utilizacao terapéutica das toxinas killer foi ampliado pelo
uso das redes idiotipicas. Em linhas gerais, o desenvolvimento de um novo agente
antifungico baseado nessas toxinas comeg¢a com a obtencdo de anticorpos
monoclonais capazes de neutralizar a acdo da toxina in vitro. Esses anticorpos
sao obtidos pela técnica de hibridoma com camundongos imunizados com a toxina

e sao posteriormente usados na vacinagao idiotipica de outros camundongos,
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gerando anticorpos anti-idiotipicos e resultando na protecao desses camundongos
contra desafios com microrganismos patogénicos. Os anticorpos anti-idiotipicos
gerados a partir de anticorpos capazes de neutralizar a atividade da toxina séo,
em teoria, copias do sitio ativo da mesma.

Os anticorpos gerados podem ser policlonais, monoclonais ou
recombinantes, podendo ser IgA, IgG ou IgM. Além disso, pode-se obter derivados
sintéticos dos anticorpos anti-idiotipicos, denominados mimétopos, com atividade
protetora (Magliani et al., 2004). Anticorpos anti-idiotipicos ja foram obtidos
utilizando a toxina HM-1 de W. saturnus var. mrakii (Selvakumar et al., 2006),
apresentando estabilidade numa ampla faixa de pH (2 a 11) e tratamento térmico,
altamente efetivo como agente antifungico (Kabir et al., 2009; Krishnaswamy et al.,
2010), e a toxina PaKT de P. anomala (Magliani et al., 2004).

A vacinacdo de camundongos com um anticorpo monoclonal contra a toxina
killer de P. anomala (PaKT) conferiu protecao significativa contra desafios
intravenosos com C. albicans (Polonelli et al., 1993). A vacinacgao intravaginal de
ratos levou a producédo de anticorpos anti-idiotipicos naturais no fluido vaginal,
conferindo protegdo a mucosa contra desafio com C. albicans num modelo de
candidiase vaginal (Polonelli et al., 1994). Outros fungos que ja foram inibidos in
vivo com a utilizacdo de anticorpos anti-idiotipicos e mimétopos sintéticos foram
Aspergillus fumigatus, P. jirovesii, C. neoformans e Paracoccidioides brasiliensis

(Magliani et al., 2004).
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Uma outra abordagem para otimizagdo da atividade fungicida das toxinas
killer foi utilizada por Bracesco et al. (2006). Esses autores, trabalhando com as
toxinas K1 e K2 de S. cerevisiae, obtiveram um fator fungicida estavel (SKF), com
maior espectro de acéo e atividade em amplas faixas de pH e temperatura. Para
tanto, foram alteradas propriedades fisico-quimicas com adicdo de EDTA, um
guelante de metais. Isto também aumentou a estabilidade durante a estocagem a

baixas temperaturas.

Na linha do desenvolvimento de novos agentes antifingicos, vem a
pesquisa dos compostos antimicrobianos produzidos por leveduras, capazes de

inibir fungos e outros microrganismos sensiveis como sera destacado a seguir.



25

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Culturas de leveduras produtoras de compostos antimicrobianos

As culturas de leveduras produtoras de compostos antimicrobianos
utilizadas, Candida catenulata LNV102 e Trichosporon japonicum QU139, foram
originalmente isoladas de leite de vaca e queijo, respectivamente, comercializados
no Rio Grande do Sul (Spanemberg et al. 2004; Landell et al. 2006), e estao
depositadas na Colecdao de Culturas de Leveduras do Departamento de
Microbiologia da UFRGS. Todas as culturas estdo conservadas a 4°C em Agar

GYP (Anexo 1) inclinado, coberto com 6leo mineral estéril.

3.2 Cultura da cepa sensivel

A cepa sensivel Cryptococcus gattii C20 (HSL3), isolado clinico do
Hospital Sdo Lucas de Porto Alegre de paciente HIV®, sorotipo B, tipo molecular
VGIIl, mating type a, foi utilizada nos ensaios, gentilmente cedida pela Dra.

Marilene Henning Vainstein.
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3.3 Teste killer

O teste Killer, ou teste dos pocos, foi realizado de acordo com Woods &
Bevan (1968). Retirou-se 30uL de cada cultivo do respectivo tempo de incubacéo,
que foram inoculados em pocos (9mm de diametro) de uma placa de Petri
contendo os respectivos meio e pH, previamente inoculada com 10% células
sensiveis de C. gattii C20. Mensurou-se a atividade killer pelo diametro (mm) da
zona clara de inibicao entorno do poco depois da incubacao a 48 h a 25°C, sendo
definida a média das zonas de inibicdo das triplicatas dos pocos de dois

experimentos distintos.

3.4 Teste piloto

Realizou-se um experimento piloto para definir quais meios e pH sao mais
favoraveis para producao e deteccao da toxina killer de T. japonicum QU139, com
os meios GYP, YM e Queijo (anexo 1) tamponados com tampao citrato-fosfato
0,05M em diferentes pH (3,0; 4,0; 5,0; e 6,0) na temperatura de 25°C.
Aproximadamente 103 células de T. japonicum QU139 foram inoculadas em
frascos de 250mL contendo 100mL dos meios testados, incubados a 25°C com 80
rom, a 16, 24, 40 e 48 horas de incubacéao e realizado teste killer pelo método dos

pocos, conforme descrito no item 3.3, contra 10° células sensiveis de C. gattii C20.
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Definido o meio e pH mais indicado para a producdo do composto antimicrobiano,

foi avaliada a alteragao da temperatura de incubacao de 25°C para 30°C.

3.5 Otimizacao de pH, meios de cultivo e temperatura para producao

de compostos antimicrobianos

Com as condi¢bes mais indicadas de meio, pH e temperatura pelo
experimento piloto, foram realizados experimentos com as leveduras T. japonicum
QU139 e C. catenulata LV102 em meio GYP nos pH 4,0; 4,5; 5,0; e 55
tamponados com tampao citrato-fosfato 0,05M. Aproximadamente 1038 células das
leveduras produtoras do composto antimicrobiano foram inoculadas em frascos de
250mL contendo 100mL de caldo GYP, incubados a 25°C com 150 rpm, por até
48 horas de incubagéo. A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método
dos pogos, agora contra 103 células sensiveis de C. gattii C20, conforme descrito
acima, em intervalos de seis em seis horas, contando-se do momento de

inoculagao.

3.6 Monitoramento de células viaveis

Paralelamente ao teste de producdo e deteccdo dos compostos
antimicrobianos produzidos pelas leveduras estudadas, realizou-se o
monitoramento de células viaveis retirando-se aliquotas de 100uL em cada tempo
para contagem em meio GYP. O numero de geracbes e a taxa de crescimento

especifico foram calculados segundo as férmulas abaixo:



28

N=log Nt —log No
log 2

b
—|=Z

Onde:

N: Numero de geracoes da levedura

log Nt: log do numero de células no tempo final da fase log

log No: log do numero de células no tempo inicial da fase log

U: taxa de crescimento especifico

T= Tempo de duracao da fase log

Todos os dados numéricos representam a média de dois experimentos

distintos.

3.7 Concentracao de proteinas / glicoproteinas

As metodologias empregadas para concentracdo do composto
antimicrobiano da levedura T. japonicum QU139 como possivel peptideo protéico
foram realizadas de acordo com Scopes (1994), Santos & Marquina (2004),
Buzzini et al. (2004) e Comitini et al. (2004a): precipitacdo com sulfato de amdnio,

precipitacdo com etanol, ultrafiltracéo e liofilizagao, descritas a seguir.

3.7.1 Precipitacao com Sulfato de Aménio

O sobrenadante do cultivo de 100 mL de T. japonicum QU139 em meio
GYP, pH 4,5 foi precipitado com sulfato de aménio em quatro faixas de saturacéo

(0-20%; 20-40%; 40-65%:; e 65-80%). O experimento foi conduzido sob condi¢cdes
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de refrigeracao e agitacado. A quantidade de sal necessaria para atingir cada faixa
de saturacéo foi calculada com base no volume de sobrenadante do cultivo sujeito
a precipitacao segundo Scopes (1994). Apés a adicao da quantidade de sulfato de
amodnio adequada para a etapa de precipitacdo, a suspensao foi mantida por 30
minutos sob agitacdo e, apo6s, mais 30 minutos em repouso sob refrigeracao.
Entdo esta suspensao foi centrifugada (10.000 x g por 15 min), e o precipitado foi
ressuspendido em 2 ml de tampao citrato-fosfato (0,05M pH 4,5). A amostra
ressuspendida foi entdo dialisada contra 0 mesmo tampao overnight. Apds o
processo, inoculou-se 30uL em cada pogo da placa previamente inoculada com a
cepa sensivel para verificacdo da acao do produto obtido através do método dos

POCOS.

3.7.2 Precipitacao com Etanol

Um litro do cultivo de T. japonicum QU139 nas condicdes citadas em 3.7.1
foi centrifugado e filtrado (0,45um - MILIPORE), posteriormente precipitado com
70% do volume de etanol, e mantido a 4°C overnight. Apés centrifugacao 25 min a
3.000 x g, o precipitado foi suspendido em 50mL de tampao citrato-fosfato 0,05M

pH 4,5 e realizado o teste dos pocos.
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3.7.3 Ultrafiltracao

O protocolo de ultrafiltracdo foi adaptado de Comitini et al. (2004a), onde
100mL de cultivo foi filtrado-esteriizado em membrana com poro 0,45um,
concentrado para um volume final de 2mL em filtro Amicon YM10 (10kD cut-off),

mantido a 4°C e testado pelo método dos pocos.

3.7.4 Liofilizacao

O cultivo de células incubadas nas condicdes citadas em 3.7.1 foi filtrado e
liofilizado por cinco dias. O produto liofilizado foi suspendido em 50 mL de tampéao

citrato-fosfato pH 4,5 e testado pelo método dos pocos conforme descrito acima.

3.8 Teste co-cultivo

Um cultivo de 103 células sensiveis de C. gattii C20 em 10 ml de meio
GYP inativado foi adicionado ao cultivo de 100 mL de T. japonicum QU139 no
mesmo meio, pH 4,5 com agitacdo de 150 rpm por 24 h para saber se a cepa
killer necessitava de estimulo externo para producao do composto antimicrobiano.
O co-cultivo foi filtrado-esterilizado em membrana com poro 0,45um (Milipore), e

analisado pelo teste dos pogos.



4. RESULTADOS

4.1 Teste piloto

O experimento piloto da padronizacao dos meios e pH demonstra que os
meios GYP e YM nos pH 4,0 e 5,0 proporcionaram os maiores halos (mm)
produzidos pela levedura T. japonicum QU139 (Tabela 1) a 25°C em menor tempo
de incubacdo. Estas condi¢des foram testadas a 30°C em pH 4,5 para verificar o
comportamento da producdo e deteccdo dos compostos antimicrobianos, porém
os didmetros dos halos foram inferiores aos obtidos a 25°C (Tabela 2).

TABELA 1. Didmetros dos halos (mm) produzidos pela levedura T. japonicum

QU139 nos meios GYP; meio YM; e meio Queijo incubados a 25°C por até 48
horas.

GYP YM Queijo
16h 24h 40h 48h 16h 24h 40h 48h 16h 24h 40h 48h
pH30 0 0 17 17 15 22 0 O ooor oy
pH4,0 18 20 27 24 15 22 27 18 14 14 20 21
pH50 20 21 25 27 16 22 26 20 14 14 15 22
pH6,0 18 20 24 23 15 22 26 20 14 14 15 21

* O pH 3,0 nao foi testado para o meio queijo por apresentar halos menores que
os outros pH nos meios GYP e YM ou serem inexistentes.
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TABELA 2. Diametros dos halos (mm) produzidos pela levedura T. japonicum
QU139 nos meios GYP e YM a 30°C por até 48 horas.

Meios pH 4,5/30°C
16h 24h 40h 48h
GYP 19 20 18 11
YM 20 20 18 14

4.2 Otimizacao de pH, meios de cultivo e temperatura para producao

de compostos antimicrobianos

Os resultados da otimizagdo de pH em meio GYP demonstram que tanto
para a cepa T. japonicum QU139 como para C. catenulata LV102, os maiores
halos produzidos em menor tempo de incubacéo, ocorreram a 24 horas em pH 4,5
(Tabela 3).

TABELA 3. Diametros dos halos (mm) produzidos em menor tempo pelas
leveduras T. japonicum QU139 e C. catenulata LV 102.

LV 102 QU139

pH 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h 6h 12h 18h 24h 30h 36h 42h

48h

pH4,0 16* 18 17 24 26 27 27 26 o™ 29 24 25 27
pH45 16 22 22 29 27 28 26 27 O™ 32 26 26 26
pH50 18 19 23 27 29 29 28 27 O™ 32 24 22 22
pH55 18 22 23 25 26 27 22 26 o™ 24 021 21 22

24
26
23
19

* Dados sdo médias das triplicatas
** Dados ndo mensurados
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4.2 Monitoramento de células viaveis

Juntamente com a verificacdo da producdo de compostos
antimicrobianos pelas duas leveduras estudadas, tracou-se uma curva de
crescimento para cada levedura, que pode ser vista nas figuras 7A e 7B, enquanto
a taxa de crescimento especifico e o tempo de duragao das fases lag e log de
crescimento estdo demonstrados na tabela 4.

TABELA 4. Taxa de crescimento especifica e tempo de duracdo das fases lag e
log de Trichosporon japonicum QU139 e Candida catenulata LV 102 no meio GYP.

Taxa de crescimento especifico,u (h™") LV102 QU139
Tempo duracéao fase (horas)
LV102 QU139 lag log lag log
pH 4,0 0,67 0,87 6 30 12 12
pH 4,5 0,58 0,66 6 18 6 18
pH 5,0 0,61 0,63 18 12 6 18
pH 5,5 0,58 0,36 18 18 6 30

A taxa de crescimento especifico (u) foi calculada a partir da razdo do

namero de geragdes pelo tempo de duragéo da fase log.
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Os métodos de isolamento de proteinas seguidos pelos protocolos de
Scopes (1994), Santos & Marquina (2004), Buzzini et al., (2004) e Comitini et al.
(2004a) tiveram resultados negativos quanto a atividade antimicrobiana (Figura 8).
Os controles, realizados com os sobrenadantes dos cultivos contendo células,
foram sempre capazes de produzir halos de inibicdo sobre a cepa sensivel C.

gattii C20.

FIGURA 8. Teste de atividade killer de Candida catenulata LV102 sobre a cepa
sensivel Cryptococcus gattii C20 ap6s ultrafiltracdo. Fonte: Luciana Senter

4.3 Co-cultivo
Devido ao fato dos resultados obtidos pelos protocolos de concentracéo
de proteinas/glicoproteinas serem negativos, testou-se o co-cultivo de células killer

e sensiveis, para saber se 0 composto antimicrobiano somente seria secretado no
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ambiente com o estimulo da presenca da célula sensivel. Entretanto, o

sobrenadante testado também néo teve atividade sobre a cepa sensivel testada.
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5. DISCUSSAO

Muitos fatores podem influenciar na atividade de compostos
antimicrobianos produzidos por leveduras, como pH, temperatura e composicao
do meio. Normalmente sdo utilizados meios ricos nutricionalmente contendo
glicose, peptona e extrato de levedura com pH baixo (Golubev, 2006; Mimee et al.,
2009). Para definicdo das condi¢gdes de producdo e deteccdo do composto
antimicrobiano de T. japonicum QU139, foram testados trés meios de cultivo:
GYP, YM e meio Queijo. Na primeira fase dos testes com os meios citados acima,
a 25°C, os meios GYP e YM mostraram-se mais eficientes que o meio Queijo,
produzindo maiores halos (Tabela 1). Isso pode ter ocorrido pelo fato dos dois
primeiros meios serem possivelmente mais ricos nutricionalmente. O meio Queijo
nao foi escolhido também pelo motivo da instabilidade na composicao de marca
/lote de queijo para o outro, o que poderia influenciar na producao dos compostos.

A temperatura usualmente aplicada para a producdo de micocinas fica
entre 15-20°C. Em paises de climas mais quentes, aplica-se temperaturas de
25°C que é a temperatura média do ambiente, ndo havendo necessidade de salas

climatizadas. Altas temperaturas normalmente diminuem a atividade
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micocinogénica das leveduras (Golubev, 2006). Isso foi demonstrado pelo
experimento de cultivo a 30°C (Tabela 2). Embora o halo produzido tenha mantido
seu diametro a 24 horas de incubacao, esse foi seu pico, diminuindo a atividade
posteriormente quando comparado com a temperatura de 25°C. Fuentefria (2007),
verificou que a cepa Trichosporon insectorum QU89 teve sua atividade
antimicrobiana manifestada entre 26-40°C, em pH 4,0-5,4 no meio YM, mostrando
resultados similares a T. japonicum QU139, pertencente ao mesmo género.
Soares & Sato (2000) submeteram a toxina de S. cerevisiae Y500-4L a diferentes
temperaturas entre 8-30°C e perceberam que a maior atividade manifestava-se a
22°C em pH 4,5 e quanto mais préxima da temperatura maxima de incubacao
associada a pH préximo ao neutro, menor a atividade micocinogénica. Embora a
maior parte dos trabalhos avaliem a atividade das toxinas ja concentradas e
purificadas, corroboram as melhores condigdes de producdo dos compostos
antimicrobianos obtidas para as cepas T. japonicum QU139 e C. catenulata
LVvV102.

Quando comparamos o tamanho dos halos obtidos por T. japonicum
QU139 em meio GYP, verificamos que o pico de inibicdo ocorreu em menor tempo
para 0 meio com agitacado de 150 rpm de que o meio incubado a 80 rpm, em
ambas as temperaturas. Isso contradiz que compostos antimicrobianos produzidos
por leveduras sdo mais estaveis em meios estaticos de que com agitacdo. Poli
(2008) também constatou que a linhagem Kkiller que estudou (S. cerevisiae)
produziu maior quantidade de toxina sob agitacdo que em meio sem agitacao,

corroborando 0s nossos resultados.
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Nos pH 4,0, 4,5, e 5,0 o final da fase exponencial coincide com o pico
de producdo do composto antimicrobiano produzido para ambas as cepas,
ocorrendo um aumento da producdo da toxina durante a fase log, mantendo
estabilidade durante a fase estacionaria, entretanto T. japonicum QU139 teve a
producdo diminuida com o tempo (Tabela 3) enquanto que para C. catenulata
LV102 a producao se manteve praticamente estavel, assim como observado por
Comitini et al. (2004b) e da Silva et al. (2007). No pH 5,5 o pico de producéo dos
compostos antimicrobianos nao teve relagcdo com o final da fase exponencial,
ocorrendo na fase estaciondria para C. catenulata LV102 e no inicio da fase log
para T. japonicum QU139, também n&o tendo relacdo com os demais pH testados.

A levedura C. catenulata LV102 foi avaliada somente no meio GYP,
uma vez que em outros trabalhos envolvendo cepas killer do género Candida
(Yokomori et al., 1988; da Silva et al., 2007) foram utilizados meios de mesma
composi¢cao e pH aqui avaliados. Além disso, em experimentos prévios realizados,
ndo houve diferenca aparente na producdo e deteccdo dos compostos
antimicrobianos de C. -catenulata LV102 em comparacdo com T.
Jjaponicum QU139 (dados ndo mostrados).

Usualmente sdo aplicadas entre 10° e 10° células sensiveis para
deteccao da atividade micocinogénica, entretanto, como os resultados da analise
do sobrenadante eram sempre negativos, diminuiu-se a concentracao de células
sensiveis para 103 células, ja que de acordo com Golubev (2006), a concentracao
de células sensiveis interfere diretamente na deteccdo da atividade

micocinogénica, especialmente quando o composto antimicrobiano é produzido
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em baixa concentragdo. Todos os resultados dos experimentos aqui mostrados
foram obtidos depois dessa diminui¢cdo na concentracao de células sensiveis.

O tamanho dos halos de inibicdo produzidos tanto por T. japonicum
QU139 quanto por C. catenulata LV102 foram maiores que os obtidos por
Fuentefria et al. (2007), possivelmente pela diferenca no numero de células
sensiveis (10° células), pH (5,5), meio (YM) e o tempo de incubacéo aplicados no
trabalho (3-5 dias). Ambas as cepas foram testadas pelos autores contra uma
série de isolados clinicos e ambientais de C. gattii, C. neoformans var. neoformans
e C. neoformans var. grubii, apresentando inibicdo de praticamente todas as
cepas sensiveis testadas.

As metodologias para purificacdo dos compostos antimicrobianos
testadas neste trabalho s&o usualmente empregadas no isolamento de
glicoproteinas (Santos & Marquina, 2004; Soares & Sato, 2000). Aparentemente,
as glicoproteinas sao facilmente isoladas e apresentam ampla atividade no
sobrenadante, mesmo sem concentrar a amostra (Poli, 2008). Entretanto, na
andlise de T. japonicum QU139 e C. catenulata LV102, a atividade contra a célula
sensivel somente se manifestava quando havia o contato célula-célula, nao
havendo a minima deteccao de atividade quando somente o sobrenadante filirado
era aplicado nos pocos. Por esse motivo, realizou-se a tentativa de co-cultivo, com
a célula sensivel inativada e adicionada ao cultivo da cepa sensivel de T.
japonicum QU139, e incubados por 24 horas. Assim mesmo ndo foi detectada
atividade no sobrenadante analisado. Esse tipo de estimulo ainda nao foi relatado

para leveduras, mas algumas bactérias produtoras de bacteriocinas podem
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requerer a presenca da célula sensivel em co-cultivo para iniciar ou aumentar a
expressdo do composto antimicrobiano (Tabasco et al., 2009). E possivel que a
toxina, se for de natureza protéica, tenha degradado por condigdes muito
agressivas de precipitagdo e tenham perdido a atividade, ou mesmo pela agitagao
do cultivo, uma vez que os resultados obtidos se referem a acao da toxina quando

havia contato célula-célula.

Em estudos prévios realizados por Fuentefria (2007), a cepa T.
Jjaponicum QU139 apresentou material genético extracromossémico (dsRNA),
enquanto que em C. catenulata LV102 ndo foi detectada a presenga de
plasmideos ou dsRNA (Fuentefria, 2007), assim como relatado para outras cepas
killer do género Candida (Yokomori et al., 1988; da Silva et al., 2007), cuja

producao de glicoproteina é codificada por genes nucleares.

A ocorréncia de micocinas em Trichosporon pullulans com peso
molecular de 15kDa e associada a presenca de dsRNA, ja foi relatada por
Glolubev et al. (2002). Entretanto, mais recentemente relatou-se a producdo de
glicolipideo por Trichosporon porosum Pa20 (Kulakowskaya et al., 2009; 2010),
extremamente ativo conta fungos ascomicéticos e basidiomicéticos. E possivel
que o composto antimicrobiano estivesse em tdo baixa concentracdo que sua
atividade nao tenha sido detectada, mesmo quando realizada a etapa de
concentragdo do sobrenadante, ou tenha uma meia-vida muito curta, ocorrendo
degradacao durante o processo de isolamento. Ou ainda, que o0 composto

antimicrobiano produzido por T. japonicum QU139 seja um glicolipideo, conforme
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relatado recentemente, ndo sendo isolado pelas metodologias utilizadas para

proteinas/glicoproteinas testadas no presente trabalho.
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6. CONCLUSOES

As melhores condi¢gdes de cultivo para producdo e deteccdo dos
compostos antimicrobianos, foram obtidas em menor tempo de incubacao entre
pH 4,5-5,0, a 24 horas em 25°C, tanto para T. japonicum QU139 quanto C.
catenulata LV102.

As cepas T. japonicum QU139 e C. catenulata LV102 apresentaram o
mesmo perfil de producao e deteccao dos compostos antimicrobianos produzidos,
sendo que a primeira apresenta um espectro de inibicdo maior.

As substancias antimicrobianas produzidas por T. japonicum QU139
ndao devem ser proteinas/glicoproteinas, mas sim glicolipideos, pelos resultados
obtidos na tentativa de isolamento de glicoproteinas e pelo relato na literatura da
producéo de glicolipideo no género Trichosporon.

Foi importante testar a acdo dos compostos antimicrobianos produzidos
pelas cepas killer T. japonicum QU139 e C. catenulata LV102 contra a cepa
sensivel C. gatti C20, ja que este fungo normalmente acomete pacientes

imunocompetentes, apesar de ter sido isolado de paciente HIV positivo.



44

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Deve-se considerar que o trabalho apresenta algumas perspectivas:

Testar metodologias de extracao de glicolipideos;

Testar a deteccdo dos compostos antimicrobianos em pH
diferente da producéo;

Testar a associacdo do material extracromossémico com a
atividade antimicrobiana para T. japonicum QU139.

Purificacdo dos compostos antimicrobianos produzidos pelas
cepas T. japonicum QU139 e C. catenulata LV102.

Producdo de anticorpos para desenvolvimento de um novo

agente antifungico.
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Anexo 1

Listagem dos meios de cultura utilizados

Caldo GYP 2% glicose (Nuclear); 1% peptona (Himedia); 0,5% extrato de
levedura (Himedia)

Agar GYP 2% Agar (Himedia); 2% glicose (Nuclear); 1% peptona
(Himedia); 0,5% extrato de levedura (Himedia)

Caldo YM 1% glicose (Nuclear); 0,5% peptona (Himedia); 0,3% extrato de
levedura (Himedia); 0,3% extrato de malte (Himedia)

Agar YM 2% Agar (Himedia); 1% glicose (Nuclear); 0,5% peptona
(Himedia); 0,3% extrato de levedura (Himedia); 0,3% extrato de
malte (Himedia)

Meio Queijo 2% Agar (Himedia); 2% glicose (Nuclear); 1% peptona
(Himedia); 7,3% extrato de queijo;

Extrato de | 100g queijo minas frescal (Santa Clara); 300mL agua destilada.

Queijo
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