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RESUMO
A resisténcia de micro-organismos aos farmacos lateate utilizados no mercado € resultado de
fatores como: mutacbes genéticas, intercambio ddenmh genético, selecdes evolutivas e
proliferacdo de clones com multiplas resisténc@gestando um problema de saude publica. Sendo
metabolicamente versateis, principalmente quanpoolucdo de enzimas e metabdlitos secundarios,
os fungos filamentosos, despertam grande inteqg@seepresentarem uma opcao biotecnolégica aos
antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi pradezdeterminar a atividade da enzima fungiga,
glucanase, frente a células de Candida albicang-glucanag extracelular foi obtida a partir de
cultivo submerso de Trichoderma reesei. A atividaakemicrobiana foi analisada frente as células de
Candida albicans para determinacdo da concentragdibitoria minima (CIM). Os resultados
mostram CIM para a enzima produzida de 1,0 mg/mjuanto para a enzima comercializada de
0,625 mg/mL. Os resultados contribuem em possamisacbes de produtos biotecnoldgicos, as
enzimas fungicas, na busca por novas alternatiseepguticas.

Palavras-chave: enzimag;glucanases, atividade antimicrobiana, resistémsiaerobiana,
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INTRODUCAO

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos atuainetilizados no mercado (LEVY,
2005), evidencia um grande problema na saude piiscitando a importancia do enfoque
em pesquisas que abordem a prospeccéo de prodttwais com atividade biologica para se
descobrir agentes mais efetivos, menos toxicosrediferentes mecanismos de agéo, além da
correta utilizacdo dos farmacos ja disponiveis rocado. (ANDERSON, 2005).

Dentre as importantes fontes naturais no desemaehtio de novos farmacos, os
microrganismos tém se destacado. Sendo metabolitamersateis, principalmente quanto a
producdo de metabdlitos secundarios, os microsgas tém demonstrado resultados
bastante promissores, produzindo diferentes conmpes@struturais e um grande namero de
compostos biologicamente ativos (BUTLER et al.,£200AN et al., 2010).

Glucanases sdo enzimas com amplas aplicacfes rmtiigicas. Sdo produzidas por
fungos filamentosos e leveduriformes, e por baateque hidrolisam ligacdes glicosidicas do
tipo B-1,3 presentes @-D-glucanas, liberando glicose como produto priaciFLEURI;
SATO, 2008).

A principal funcédo estrutural dgsglucanas é auxiliar a manutencao da rigidez e
integridade da parede celular de fungos e leved(B&/IOUR et al., 1992; STONE,
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CLARKE, 1992), e podem ser degradadas pglgtucanases (KUMAR; DEOBAGKAR,
1996) sendo estas, hidrolases que participam disgtee do processo de controle bioldgico,
uma vez que hidrolisan-1,3-1,6-glucanas constituintes da parede celuklaratjuns
patdgenos (IORIO et al., 2008).

As leveduras sao fungos oportunistas que estde @stragentes etiologicos mais
comuns, causando infeccbes com diagndstico e teatandificeis e com altos indices de
mortalidade (PERLROTH ET al., 2007).

Candida albicansé considerada uma das leveduras mais patogénaias op ser
humano, causando um grande numero de infeccOfedunbas, as quais em doentes
imunocomprometidos podem ser fatais (LENGELER t28I00; SELITRENNIKOFF et al.,
2001).

Assim como outros fungos, as espéciesCamdida sdo organismos eucarioticos e
possuem parede celular bem definida, composta pappmoteinag3}-1,3-D-glucanasp-1,6-
D-glucanas, quitina e uma pequena quantidade deipas e lipidios (AKPAN; MORGAN,
2002).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ad&oB-glucanase produzida por
fermentacdo ou adquirida comercialmente sobrefdrbedeC. albicans

MATERIAL E METODOS

Cultivo dos Micro-organismos Culturas dos fungo$richoderma reesgiQM 9414)
foram utilizados para a producéo de glucanase.epasfungicas foram mantidas em meio
solidificado BDA (batata-dextrose-agar) e submetidarepiques periédicos a cada 30 dias.
Para obtencdo dos esporos 10 mL de agua destitdel doram adicionados sobre os
cultivos fangicos por raspagem superficial dasucak obtendo suspensdes de esporos (10
esporos/mL) para o inoculo.As enzinfaglucanases foram obtidas por meio de cultivos em
meio liquido segundo Rapp (1989), durante 6 diag,rim a 30 °C.

C. albicansfoi cultivada em meio agar Sabouraud e mantidaestiufa a 35.5° C por
48h para o seu completo desenvolvimento. A manéted@ cepa foi realizada a partir de
repiques quinzenais

Obtencdo do extrato enzimatico o meio de cultura resultante proveniente da
fermentacao, apos filtracdo para eliminar a bioma®s fracionado com sulfato de amoénio e
triturado em almofariz (DAWSON et al., 1969). Aditou-se lentamente sulfato de amonio
ao meio contendo a enzima até atingir o indiceatiracao desejado e em seguida o extrato
foi deixado em repouso “overnight” em geladeiraeatafugado por 20 min a 8000 rpm a 4
°C. Apés, o precipitado foi suspenso em tampao watby dialisado sob agitacdo e
refrigeracdo neste mesmo tampéo. Ao final da di@iextrato clarificado foi congelado e
liofilizado.

Ensaio de atividade deff-Glucanase 250 pL de uma solugdo de laminarina (1%)
dissolvida em 50 uM de tampé&o de acetato pH 4,8%d da solucdo de enzima foram
usadas para a reacao. Depois de 30 min a 37 feagao foi interrompida pela adi¢ao de 1,5
ml de reagente DNS. Esta mistura foi fervida dwanbco minutos e depois 5mL de agua
foram adicionados. O acucar redutor formado foecledo em leitura a 540 nm por um
espectrofotometro (Miller, 1995). Os brancos foraonfeccionados da mesma maneira,
excetuando que as enzimas foram previamente desdasupor fervura a 5 minutos.
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Determinacdo da atividade antifangica os extratos enzimaticos obtidos foram
liofilizados e posteriormente avaliados quanto ésenca de atividade antimicrobiana frente
ao fungo leveduriformeC. albicansde acordo com as normas preconizadas pelo CLSI,
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLS08).

Em tubos tipo eppendorf foram preparadas soluddssextratos, solubilizados em
meio RPMI-1640. Para a obtencdo de in6culos fortitizadas culturas de 48 horas @Ge
albicans As suspensdes de. albicansforam padronizadas na concentragéo de 2 % 10
células/mL. Como controle positivo utilizou-se Atgiacina B.

Em microplacas estéreis de 96 pocos, realizaradihksedes seriadas das amostras e
dos controles, posteriormente acrescidas dos iagctdtalizando um volume final de 20D
por poco para avaliacdo da atividade antifungicamicroplacas foram seladas e incubadas a
35 °C por 48 horas. Definiu-se como CIM a menorcentracdo do agente antimicrobiano
capaz de inibir completamente o crescimento doarganismo.

RESULTADOS E DISCUSSOES
O fungo filamentosoTrichoderma reese(QM 9414) cultivado em meio liquido
submerso mostrou-se produtor de glucanase, nag;6esdle cultivo utilizadas.

O extrato liofilizado de3-Glucanase apresentou atividade bioldgica frer@adida
albicansna concentracéo de 1,00 mg/mL (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antifungida vitro de enzimag-glucanases frente@ albicans

Amostras CIM (mg/ml)
B-Glucanase produzida 1,00

B-Glucanase comercial (Sigma) 0,625
Controle positivo (Anfotericina B) 0,10

Controle negativo -

N&o permanecem ainda muito claros os mecanismas pglais a enzima exerce
atividade antifungicaB-Glucanase possui atividade auxiliar na producaedfieroplastos de
C. albicans (DOMANSKI, MILLER, 1968). Possivelmente a camada @Glucana é
destruida por acdo da enzima, demonstrando aspexidade antimicrobiana. Outros estudos
(XU et al., 2013) demonstram gfieGlucanase podem induzir filamentagédo @malbicans
indicando que a enzima pode atuar como um antiéfdongatural que induz a modificacdes
morfolégicas nas quais ocorre rompimento das rageelulares.

CONCLUSOES

Os resultados contribuem em possiveis aplicagdef-glacanases como produtos
biotecnoldgicos na busca por novas alternativasdaeéuticas.
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