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RESUMO 

 

 

 

 

Leveduras do gênero Candida são comensais colonizando o trato gastro 
intestinal e genital. Estes micro-organismos são oportunistas e responsáveis 
por 15% dos casos de infecções adquiridas nos hospitais, sendo assim um 
patógeno de importância clínica. Nos últimos anos têm ocorrido modificações 
na epidemiologia destas infecções, com um aumento no número de casos de 
espécies não albicans em infecções invasivas. A emergência de infecções 
fúngicas e a ocorrência de resistência intrínseca e adquirida têm refletido no 
aumento da   busca por novos antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi 
avaliar a atividade antifúngica das substâncias extracelulares produzidas pela 
cepa RV7S3 (Burkholderia sp.) para o controle de leveduras do gênero 
Candida. Foram realizadas a identificação e a caracterização bioquímica da 
substância. Avaliou-se a atividade antifúngica por testes de difusão em ágar e 
concentração inibitória mínima (CIM), e o efeito da ação desta substância sobre 
a formação de biofilme. A atividade hemolítica também foi avaliada. Os dados 
sugerem que a provável substância antifúngica apresenta atividade de uma 
lipase, uma enzima da classe das hidrolases. A menor concentração capaz de 
inibir 90% do crescimento fúngico foi de 0,38 µg mL-1. Pelo teste de difusão em 
ágar observou-se formação de halos de inibição do crescimento fúngico com 
diâmetro igual ou superior a 10 mm, apresentando média de 17,5 ± 0,5 mm. 
Este produto apresentou baixa atividade hemolítica. A substância antifúngica 
provocou a redução da viabilidade celular do biofilme. A atividade antifúngica,  
a baixa atividade hemolítica sugerem o potencial desta provável hidrolase 
como agente antifúngico, entretanto novos estudos farmacológicos e 
bioquímicos serão necessários para confirmar esta hipótese. 

 
Palavras Chave: Leveduras; Produção de antimicrobiano; Lipase; 
Antifúngicos.    

 

 

 

 

 

 

 



 

 
LASSIE, Flávia Soares. Bioactive substances produced by Burkholderia sp. 
with antifungal activity in Candida spp.. 2014. 61p. Thesis (Master in 
Microbiology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Candida species are commensal colonizing the gastrointestinal and genital 
tract. These micro-organisms are opportunistic and caused around 15% of 
infections cases acquired in a hospitals, and it is a pathogen of clinical 
importance. In recent years was observed some changes in the epidemiology of 
these infections, increasing the number of cases of non-albicans which species 
causing invasive infections. The emergence of fungal infections and the 
occurrence of intrinsic and acquired resistance are reflecting the increased 
interest to search new antimicrobials. The aim of this study was to evaluate the 
antifungal activity of extracellular polypeptides produced by strain RV7S3 
(Burkholderia sp.) to control a Candida spp. The identification and biochemical 
characterization of the substance and the antifungal activity were carried out as 
agar diffusion as a minimum inhibitory concentration (MIC). The hemolysis tests 
were also evaluated. The results suggest that the antifungal substance is likely 
a lipase, an enzyme of the hydrolase class. The protein showed a MIC with 038 
µg mL-1. In the diffusion in agar the inhibition zone formed halo with 17.5 ± 0.5 
mm diameter. The hemolysis tests were low. The antifungal substance 
decreased the cell viability of the biofilm. The antifungal activity plus a low 
cytotoxicity and hemolytic activity shows a great potential of this polypeptide will 
be an antifungal agent, however a new pharmacological and biochemical 
studies are needed to confirm this hypothesis. 
 

Key words: Yeast, Production of antimicrobial, Lipase, Antifungal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Figura 1- Biofilme de Candida glabrata (ATCC 2001) em Caldo Sabouraud em 
48h de incubação...............................................................................................20 

Figura 2- Alvos celulares dos fármacos antifúngicos........................................21 

Figura 3- Estrutura molecular de antifúngicos azóis. Molécula de imidazol 
(cetoconazol) e molécula de triazol (fluconazol)................................................22 

Figura 4- Ação da anfotericina B formando poros na membrana plasmática de 
fungos................................................................................................................23 

Figura 5- Reações de biotransformações de lipídios.....................................28 

Figura 6- Ação catalítica da lipase: hidrólise de triacilglicerídeo formando 
glicerol e ácidos graxos.....................................................................................29 

 

ARTIGO 

Figura1- Efeito do pH na atividade enzimática do extrato precipitado produzido 
por Burkholderia sp............................................................................................58 

Figura 2- Termoestabilidade do extrato enzimático bruto.................................58 

Figura 3- Perfil cromatográfico de exclusão molecular utilizando coluna de gel 
filtração Superdex 75 em FPLC e PBS pH 7.4. Frações com atividade 
antifúngica encontradas nos tubos, 14, 15 e 16................................................59 

Figura 4- Atividade biológica das frações testadas com leitura em 
espectrofotômetro 530 nm.................................................................................59 

Figura 5- Atividade antifúngica sobre formação de biofilme pelo método de 
XTT....................................................................................................................60 

Figura 6- Atividade Antifúngica do extrato precipitado sobre biofilme de C. 
glabrata por microscopia de fluorescência........................................................61 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE TABELAS 

 

 

ARTIGO 

Tabela 1- Titulação do ensaio de hemólise.......................................................62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

FDA- Food and Drug Administration 

RNA- Ácido Ribonucléico 

DNA- Ácido Desoxirribunucléico 

MFS- Superfamília dos Facilitadores Maioritários 

Epa- Adesinas epiteliais 

ATCC- American Type Culture Collection 

KDa- Quilodaltons 

UV- Ultra- violeta 

CIM- Concentração Inibitória Mínima 

r RNA- Ácido Ribonucléico Ribossômico 

AN- Ágar Nutriente 

AS- Ágar Sabouraud 

CLSI- Clinical and Labororatory Standards Institute 

TTC- 2,3,5- Triphenyl- tetrazolium chloride 

p NPP- p Nitrophenyl Phosphate 

PBS- Phosphate buffered saline 

MTT- 3-( 4,5- Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-Diphenyltetrazolium Bromide 

SFB- Soro Fetal Bovino 

pH- Potencial Hidrogeniônico 

SDS-PAGE- Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Eletrophoresis 

PAGE- Polyacrylamide Gel Eletrophoresis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 14 

2 OBJETIVOS .................................................................................................. 16 

2.1 OBJETIVO GERAL ............................................................................................... 16 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................. 16 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ......................................................................... 17 

3.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE LEVEDURAS DO GÊNERO Candida DE INTERESSE CLÍNICO 
E SEU PAPEL NAS INFECÇÕES FÚNGICAS ........................................................................ 17 

3.1.1 Candida sp. ........................................................................................................ 17 
3.1.2 Biofilme .............................................................................................................. 19 

3.2 ANTIFÚNGICOS ....................................................................................................... 21 

3.2.1 Mecanismos de resistência das células planctônicas aos antifúngicos .............. 24 

3.3 PRODUÇÃO DE COMPOSTOS ANTIBIÓTICOS POR BACTÉRIAS ....................................... 26 

3.3.1 Burkholderia sp. ................................................................................................. 27 

3.4 LIPASES ................................................................................................................. 28 

3.4.1 Lipases microbianas ........................................................................................ 320 

4. CONCLUSÃO .............................................................................................. 33 

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 34 

ARTIGO............................................................................................................ 41 



 14

1 INTRODUÇÃO 

 

 

A incidência e prevalência de micoses graves continua sendo 

um problema de sáude pública, apesar do tratamento com agentes 

antifúngicos. Estas infecções são importantes causa de morbimortalidade, 

especialmente em indivíduos imunocomprometidos (ESPINEL- INGROF et al., 

2009).  

Espécies de Candida são a causa mais comum de infecções 

fúngicas invasivas, como infecções de corrente sanguínea, de liquídos 

corporais estéreis, de tecidos e orgãos. Das espécies de Candida que causam 

infecções em humanos, Candida albicans é a mais prevalente, sendo isolada 

em 42,1% dos casos. Entretanto, estudos têm mostrado que o número de 

casos de infecções por Candida não albicans tem aumentado 

significativamente, especialmente por Candida glabrata (26,7%). Pfaller et al. 

(2012) relataram que 57,9% dos casos de candidemia foram causadas por 

Candida não albicans, enquanto C. albicans foi responsável por 42,1%.  

Os fatores de risco para o desenvolvimento de infecções 

fúngicas invasivas estão relacionados a utilização de antibióticos de largo 

espectro, cateteres e nutrição parenteral, cirurgias de grande porte, 

rompimentos de barreiras como mucosas, e o uso de imunossupressores entre 

os quais, quimioterapia e radioterapia (PFALLER et al., 2012). 

Diversas razões justificam a necessidade de novos agentes 

antimicrobianos como o fato de as doenças infecciosas serem a segunda maior 

causa de mortalidade no mundo; altas taxas de resistência dos micro-

organismos aos antimicrobianos, especialmente em ambientes hospitalares; o 

decréscimo constante observado no número total de novos agentes 

antimicrobianos aprovados pelo Food and Drug Administration; a necessidade 

de agentes que atuem por mecanismos de ação diferentes aos fármacos 

disponíveis comercialmente. (GUIMARÃES et al., 2010). 

Sabe-se que as bactérias são fontes promissoras para o 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. A platensimicina, isolada 

de Streptomyces platensi, apresentou atividade inibitória de amplo espectro 
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contra bactérias Gram positivas e encontra-se em fase de estudos pré-clínicos 

(GUIMARÃES, 2010). A pesquisa de novos antibióticos é continua, com o 

objetivo de combater patógenos, bactérias e fungos, naturalmente resistentes e 

aqueles que desenvolvem resistência. Visa também, melhorar as propriedades 

farmacológicas dos farmácos (DEMAIN, 2000). 

Entre os micro-organismos produtores de antibióticos 

destacam-se bactérias do gênero Burkholderia, que produzem antimicrobianos 

contra fungos e bactérias tais como: pirrolnitrina, cepacina A e B, cepacidina A, 

entre outros (EL-BANNA, WINKELMANN; 1998; PARKER et al., 1984; LEE et 

al., 1994). 

Dessa forma, neste trabalho foram pesquisadas substâncias 

bioativas produzidas por Burkholderia sp. com ação em leveduras do gênero 

Candida. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade antifúngica das substâncias extracelulares 

produzidas pela cepa RV7S3 (Burkholderia sp.) no controle de leveduras do 

gênero Candida. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1 Obter substâncias bacterianas extracelulares com atividade 

antimicrobiana contra o crescimento de leveduras do gênero Candida; 

 

2.2.2 Caracterizar por métodos bioquímicos o extrato enzimático parcialmente 

purificado; 

 

2.2.3 Avaliar a atividade antifúngica in vitro, por teste de difusão em ágar e 

determinação da concentração inibitória mínima, com a fração mais ativa, 

contra leveduras do gênero Candida; 

 

2.2.4 Avaliar a atividade antifúngica sobre a formação de biofilme de Candida; 

 

2.2.5 Avaliar a atividade citotóxica em hemácias de carneiro;  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE LEVEDURAS DO GÊNERO Candida DE INTERESSE 

CLÍNICO E SEU PAPEL NAS INFECÇÕES FÚNGICAS  

 

3.1.1 Candida sp. 

 

O gênero Candida compreende mais de 150 espécies, mas 

apenas uma minoria está relacionada à candidíase humana, uma vez que 

cerca de 65% das espécies são incapazes de crescer à temperatura de 37 ºC, 

o que permitiria se desenvolver como agentes patogênicos ou comensais de 

seres humanos. Existem mais de 17 espécies de Candida causadoras de 

infecções em humanos e mais de 90% das infecções fúngicas invasivas são 

causadas por espécies de Candida (RODRIGUES et al., 2013). Entre elas 

destacam-se C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis. Contudo, 

outras espécies de Candida, como C. lusitaniae e C. krusei vêm aumentando 

sua incidência nas últimas décadas (HAZEN, 1995; ZER et al., 2002). C. 

albicans é a espécie de levedura que mais frequentemente causa infecções, 

porém as espécies não-albicans, como C. glabrata vem emergindo em 

pacientes em unidades de terapia intensiva (LIMA et al., 2006). 

As leveduras do gênero Candida quando em meio solidificado, 

contendo ágar Sabouraud dextrose, apresentam colônias mucoides ou secas, 

cremosas, de aspecto liso ou rugoso e coloração branco-amarelada, visíveis 

após 24- 48 horas de incubação. Microscopicamente, as células são globosas, 

ovaladas ou ovalada-alongadas, medindo 3-30 µm de diâmetro. Estas se 

reproduzem assexuadamente por brotamento, no qual saliências 

protoplasmáticas surgem a partir da célula mãe e crescem até finalmente se 

separarem para formar uma nova célula. 

Estes agentes são comumente designados como patógenos 

oportunistas, por fazerem parte da microbiota normal do homem e de outros 

animais, colonizando mucosas do trato gastrointestinal (50 a 70%), boca (30 a 
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50%), vagina (5 a 30%) e pele (4 a 7%) (CASTRO et al., 2006; CASTRO e 

LIMA, 2010).  

A infecção por algumas espécies de Candida pode ser 

facilitada pela capacidade destes micro-organismos desenvolverem micélio e 

pelo formato tubular da sua forma filamentosa, o qual diminui a capacidade de 

ser fagocitada por células do sistema imunológico e proporciona maior 

aderência à superfície da célula (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990). C. 

albicans e C. dubliniensis são espécies capazes de crescer na forma 

leveduriforme ou na forma de hifa e pseudohifa (CLAUDINO, 2007). C. albicans 

só ocorre no solo ou na água quando os mesmos são contaminados por 

dejetos humanos e de animais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).  

A maior parte das infecções causadas por C. albicans é de 

origem endógena, porém a transmissão exógena, principalmente intra-

hospitalar, tem sido relatada, inclusive com outras espécies do gênero. A 

candidíase da mucosa oral, também chamada de estomatite cremosa ou 

sapinho, caracteriza-se pelo aparecimento de placas brancas, isoladas ou 

confluentes, aderentes à mucosa, com aspecto membranoso, ás vezes 

rodeadas por halo eritematoso. Essa forma de micose é a mais frequente em 

pacientes imunossuprimidos e em recém- nascidos quando associada à 

candidíase da mucosa vaginal da mãe. A candidíase orofaríngea é a infecção 

fúngica mais comum entre os pacientes infectados pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (WINGETER et al., 2007). Na mucosa vaginal, 

as lesões assemelham-se às da boca e são encontradas principalmente em 

mulheres grávidas com corrimento, em diabéticas ou em pacientes que 

receberam terapêutica antimicrobiana prolongada (TRABULSI; ALTERTHUM, 

2008). 

Candidemia é uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade nos serviços de saúde. C. albicans é a espécie mais 

frequentemente descrita nestes casos, porém o isolamento de C. glabrata e C. 

parapsilosis vem aumentando e varia de acordo com estudos populacionais 

conduzidos nas diferentes áreas geográficas. No Norte Europeu e nos Estados 

Unidos da América há relatos de elevados números de casos relacionados à C. 

glabrata, já na Espanha e no Brasil há diminuição do número de casos 



 19

provocados por C. glabrata e aumento do número de casos por C. parapsilosis 

(GUINEA, 2013). 

Hii et al. (2013),  relataram as mudanças na epidemiologia 

desta infecção fúngica em um Hospital de Taiwan, apesar de C. albicans ainda 

ser a espécie mais frequentemente descrita, as taxas de candidemia desta 

espécie diminuíram de 64,8% para 43,6%, já a proporção de C. glabrata 

aumentou de 1,1% para 21,6%.  

O perfil demográfico do paciente e a exposição à antifúngicos 

também influenciam na distribuição e frequência de Candida spp. C. albicans é 

mais frequente em pacientes com idade de até 18 anos, já C. glabrata é 

comumente relatada em pacientes com idade avançada (GUINEA, 2013). 

Inicialmente C. glabrata foi classificada no gênero Torulopsis, 

devido a falta de pseudohifas. Em 1978 confirmou-se que a espécie não 

apresentava crescimento dimórfico, apenas a forma de blastoconídios, então 

sugeriu-se que Torulopsis glabrata fosse classificado no gênero Candida 

(FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL; 1999). O genoma de C. glabrata foi sequenciado 

mostrando um ancestral comum o Saccharomyces cerevisiae (DUJON et al., 

2004). 

Em meio ágar Sabouraud dextrose, C. glabrata apresenta 

colônias brilhantes, lisas, creme e são menores do que aquelas produzidas por 

C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis. Já em em meio CHROMagar® 

Candida, forma colônias brancas, rosa ao roxo (RODRIGUES; SILVA; 

HENRIQUES; 2013). 

 

 

 

3.1.2 Biofilme 

 

A patogenicidade das espécies de Candida está associada a 

expressão de fatores de virulência que contribuem para a evasão das defesas 

do hospedeiro, adesão, formação de biofilme, principalmente em dispositivos 
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médicos e a produção de enzimas hidrolíticas como as proteases, fosfolipases 

e hemolisinas (RODRIGUES et al., 2013). 

Biofilme é uma comunidade complexa e estruturada de micro-

organismos, com um extraordinário grau de organização celular envolta por 

uma matriz extracelular de polissacarídeos, aderidos entre si a uma superfície 

ou interface (RODRIGUES, 2013; HENRIQUES, 2013). A capacidade de 

espécies de Candida em formar biofilmes é um importante fator que contribui 

para causar doenças em humanos (RAJENDRAN et al., 2010). De maneira 

geral as células sésseis dentro dos biofilmes são menos sensíveis aos agentes 

antimicrobianos do que as células planctônicas (KUHN, 2004; GHANNOUM, 

2004). 

C. glabrata coloniza tecidos, bem como superfícies abióticas, 

nas quais se desenvolve o biofilme, mesmo não apresentando capacidade de 

formar filamentos. Espécies de Candida aderem aos tecidos através de 

proteínas específicas, chamadas de adesinas, e em C. glabrata estas são 

denominadas Epa (adesinas epiteliais) (RODRIGUES et al., 2013). 

A habilidade de formar biofilme auxilia C. glabrata a 

sobrevivência como organismo comensal e patogênico de seres humanos, 

aumentando sua capacidade de evadir da resposta imune do hospedeiro, de 

resistir aos tratamentos antifúngicos e suportar a pressão competitiva com 

outros micro-organismos (SILVA et al., 2010). 

Comparando a formação de biofilme de C. glabrata com outras 

espécies de Candida, a atividade metabólica do biofilme e das células 

planctônicas é menor do que das outras espécies. A biomassa total também é 

menor quando comparado com espécies não albicans como C. parapsilosis e 

C. tropicalis (SILVA et al., 2010). 

O biofilme formado por C. glabrata é composto por múltiplas 

camadas de blastoconídios, com ausência total de hifas e pseudohifas, sendo a 

matriz rica em proteínas e hidratos de carbono (Figura 1). Os polissacarídeos 

extracelulares são muito importantes para compor a matriz do biofilme, e o de 

maior relevância para as leveduras é o β 1,3- glucano o qual está associado à 

proteção dos micro-organismos contra agentes antifúngicos (SILVA et al., 

2009). 
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Figura 1- Biofilme de Candida glabrata (ATCC 2001) em Caldo Sabouraud em 

48 h de incubação. Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20401483 

 

 

3.2 ANTIFÚNGICOS 

  

Poucos antifúngicos estão disponíveis comercialmente, quando 

comparados aos antibacterianos. A dificuldade de se alcançar a toxicidade 

seletiva nas células fúngicas é maior do que nas células bacterianas, visto que 

os fungos por serem células eucarióticas apresentam sua maquinaria celular 

semelhante à dos animais. Assim os fármacos antifúngicos que afetam o 

metabolismo da célula fúngica frequentemente atuam nas mesmas vias 

metabólicas do hospedeiro, tornando-os tóxicos (ESPINEL- INGROFF, 2009). 

As micoses são de difícil tratamento devido ao número limitado 

de agentes antifúngicos disponíveis e a aquisição de resistência aos fármacos,  

antifúngicos poliênicos e azóis que constituem o principal recurso terapêutico. 

O fluconazol é o principal fármaco de escolha para o tratamento de infecções 

causadas por Candida sp., entretanto tratamentos por longo período de tempo 

e exposições repetitivas podem resultar no desenvolvimento de resistência a 

este fármaco (SANGLARD et al., 1995).   

Os antifúngicos são classificados com base no sítio-alvo e na 

estrutura química (Figura 2). 
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Figura 2- Alvos celulares dos fármacos antifúngicos. Fonte: SteinJ. Internal 

Medicine. Mosby. St. Louis. 199412 

As principais classes de antifúngicos existentes são:  

- azóis: agentes fungistáticos sintéticos que possuem amplo espectro de ação, 

agem principalmente em leveduras e fungos filamentosos como Trichosporon 

sp. Os principais fármacos disponíveis incluem fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol, miconazol. Esses farmácos inibem a atividade da enzima 

lanosterol 14α - desmetilase, uma enzima chave na biossíntese do ergosterol, 

alterando a estrutura da membrana plasmática dos fungos (BAKER et al., 2004; 

DEMAIN, 2009; SANCHEZ, 2009). Esses antifúngicos são amplamente 

utilizados para tratamento de vasta gama de infecções causadas por Candida, 

particularmente em indivíduos HIV positivos com candidíase orofaríngea 

(SAAG e DISMUKES, 1988), infecções na medula óssea e em pacientes 

transplantados renais.   
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Figura 3- Estrutura molecular de antifúngicos azóis. Molécula de imidazole 

(cetoconazol) e molécula de triazol (fluconazol). Adaptada de Pereira, (2007). 

 

- alilaminas: agentes de origem sintética, inibem a enzima esqualeno epoxidase 

que está envolvida na síntese do ergosterol a partir do esqualeno na parede 

celular dos fungos. A diminuição do ergosterol e o acúmulo de esqualeno 

afetam a estrutura e função da membrana, como a troca de nutrientes. O 

principal farmáco representante desta classe é a terbinafina que é utilizada no 

tratamento de infecções fúngicas da unha (DEMAIN, 2009; SANCHEZ, 2009).   

- fluoropirimidinas:  flucitosina (5- fluorocitosina) é um pró-fármaco, atua 

interferindo na biossíntese de ácidos nucléicos. Após ser convertida em 5-

fluoroacila pela enzima citosina deaminase, substitui a uracila por 5- 

fluorouracila no RNA do fungo, gerando erros de codificação do RNA e inibição 

de síntese de DNA e proteínas (DEMAIN, 2009; SANCHEZ, 2009). 

- griseofulvina: derivada de Penicilinum griseofulvum, inibe a mitose das células 

fúngicas pela sua ligação à tubulina e a uma proteína associada aos 

microtúbulos, rompendo, assim a organização do fuso mitótico (RANG et al., 

2009).  

- polienos: se ligam às membranas celulares e interferem na permeabilidade e 

nas funções de transporte, formando um poro na membrana, provocando assim 

a perda de íons potássio intracelulares (Fig. 4). Os principais fármacos que 

compõem esta classe são a anfotericina B (uso sistêmico) e a nistatina (uso 

tópico). A anfotericina B exerce ação seletiva, ligando-se a membrana de 

fungos, apresentando maior afinidade ao ergosterol do que o colesterol de 

mamíferos. Estes fármacos mostram-se ativos contra a maioria de fungos e 

leveduras (DEMAIN, 2009; SANCHEZ, 2009). 
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Figura 4- Ação da anfotericina B formando poros na membrana plasmática de 
fungos. 

 

-equinocandinas: são peptídeos cíclicos semissintéticos. Os principais 

representantes desta classe são caspofungina, micafungina e anidulafungina. A 

micafungina apresenta amplo espectro de ação em espécies de Candida. 

Segundo Messer et al. (2006), este novo fármaco apresentou boa atividade in 

vitro contra isolados de Candida spp. resistentes ao fluconazol. Este antifúngico 

age inibindo a síntese de glucana presente na parede celular de fungos, por 

meio da inibição da enzima β 1,3-glucana sintase. A inibição desta enzima 

causa um esgotamento dos polímeros de glucana na célula, resultando em 

uma parede celular anormal, fraca e incapaz de resistir ao estresse osmótico. 

Toxicidade associada à equinocandina é rara, pois sua ação é específica sobre 

a glucana presente na parede celular, e as células de mamíferos não possuem 

essa estrutura (CHEN e SORRELL, 2007). 

 

 

3.2.1 Mecanismos de Resistência das células planctônicas aos antifúngicos 

 

A maioria dos isolados C. albicans é sensível a todos os 

agentes antifúngicos disponíveis. Entre as espécies não-albicans, C. tropicalis 

e C. parapsilosis também são sensíveis aos azóis. C. tropicalis possui menor 

sensibilidade ao fluconazol do que C. albicans. C. lusitaniae, responsável por 

1–2% das candidemias é sensível aos azóis, porém possui alta resistência 

intrínseca a anfotericina B (SINGH, 2001; COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2008; 

CRUCIANI e SERPELLONI, 2008). C. krusei apresenta resistência intrínseca 

ao fluconazol e C. glabrata desenvolve resistência rapidamente após contato 
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com este fármaco. Ambas têm emergido como importantes agentes em 

infecções sistêmicas em pacientes hospitalizados (REX et al., 2000; 

SPELLBERG et al., 2006). No entanto, seus mecanismos moleculares de 

resistência ainda são poucos conhecidos e necessitam de maiores estudos 

(GUINEA et al., 2006; ROGERS et al., 2006). 

O constante e inadequado uso de antifúngicos, pode ter 

proporcionado à seleção de isolados resistentes, tornando muitos fármacos 

ineficientes. A resistência clínica é observada nas últimas décadas 

principalmente em pacientes imunocomprometidos com candidose de 

orofaringe. O estudo de mecanismos genéticos que originam a resistência a um 

antibiótico é fundamental para orientar a adequada utilização do fármaco, pois 

esta vem sendo a forma de intervenção mais amplamente utilizada no combate 

às infecções (CASALI et al., 2003). 

Existem diferentes tipos de mecanismos de resistência a 

fármacos em eucariotos. O mecanismo mediado pela superexpressão de 

bombas de efluxo é bastante estudado em espécies de Candida. Neste, o 

efluxo de fármacos é facilitado por dois tipos de bombas que estão localizadas 

na membrana citoplasmática: os transportadores ABC, que utilizam ATP como 

fonte de energia para impulsionar o transporte e os transportadores da 

Superfamília dos Facilitadores Maioritários (MFS). Esse mecanismo leva a 

diminuição do acúmulo celular de fármaco e, portanto acabam sendo 

insuficientes para a inibição de seus alvos (MORSCHHÄUSER, 2009; 

RODLOFF et al., 2011).  

Outro mecanismo é a alteração na composição dos esteróis e 

no alvo dos antifúngicos (MARICHAL et al., 1999; SANGLARD, 2002). A 

afinidade reduzida da ligação da 14 α-desmetilase ao antifúngico parece ser 

um importante determinante de resistência em diversas leveduras. O aumento 

da atividade desta enzima e altos níveis de ergosterol são observados em 

cepas resistentes (ZAITZ et al., 1998). O ERG11 é o gene que codifica a 

proteína citocromo P450 14 α-desmetilase em diversas espécies de interesse 

médico, incluindo Cryptococcus spp., Histoplasma capsulatum e Candida spp. 

(REVANCAR et al., 2004). Várias mutações de ponto na sequência do gene 

ERG11 resultam em mudanças de aminoácidos na proteína que levam a 

alterações conformacionais resultando no decréscimo da afinidade desta aos 



 26

antifúngicos azólicos (SANGLARD, 2002, RODERO, 2003). Em relação a P450 

14 α-desmetilase a resistência também pode ocorrer devido ao aumento da 

concentração desta enzima no interior celular, isto pode ocorrer pelo aumento 

da taxa de transcrição do gene ERG11 ou pela amplificação cromossômica do 

mesmo (MARICHAL et al., 1999). 

A pré-exposição ao fármaco pode resultar no rápido 

desenvolvimento de resistência antifúngica in vivo, podendo selecionar clones 

resistentes ou conjuntos de células resistentes em uma população 

heterogênea, fenômeno denominado de heteroresistência. A presença da 

droga também pode influenciar a transcrição de genes de resistência dentro de 

uma população clonal de células. Este fenômeno foi documentado em 

leveduras do gênero Candida (MARR, 2001) e Cryptococcus (MONDON, 1999; 

YAMAZUMI, 2003).  

 

 

3.3 PRODUÇÃO DE ANTIBIÓTICOS POR BACTÉRIAS 

 

Os antimicrobianos são compostos naturais ou sintéticos 

capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias 

(Guimarães et al., 2010). 

As bactérias dos gêneros: Acinetobacter, Agrobacterium, 

Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia e Streptomyces 

(Raaijmakers et al., 2002), destacam-se por produzirem inúmeros compostos 

metabólicos que apresentam atividade antibiótica. O interesse crescente por 

bactérias produtoras de antibióticos está relacionado a necessidade de 

descobrir novos fármacos, mais eficientes do que os existentes no mercado, 

além do interesse na utilização como biocontrole. Oliveira et al. (2011) 

descreveram a produção de metabólitos por Pseudomonas sp. contra 

Xanthomonas citri pv. citri, causadora do cancro cítrico.  

Pseudomonas sp. intrinsicamente relacionada ao gênero 

Burkholderia sp. produz as cepafunginas I, II, III, que são classificados como 

acilpeptídeos neutros, solúveis em soluções alcoólicas e em dimetil sulfóxido. 
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Estes possuem atividade inibitória contra fungos e leveduras como C. albicans, 

Aspergillus fumigatus, Microsporum canis, Trichophyton rubrum e etc (SHOJI et 

al., 1989). 

Nishida et al. (1965) relataram a produção do antimicrobiano 

pirrolnitrina por cepas de Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. Este composto 

apresenta amplo espectro de ação, sendo altamente ativo contra fitopatógenos 

de interesse agronômico.   

 

 

3.3.1 Burkholderia sp. 

 

A bactéria Burkholderia sp., pertencente à família 

Pseudomonadaceae, é comumente isolada de plantas da rizosfera, e foi 

descrita pela primeira vez em 1950 por Walter Burkholder que a isolou da 

podridão do bulbo da cebola, (GONZÁLEZ; BRICEÑO; CALDERÕN, 2009). 

Burkholderia sp. é um bastonete Gram-negativo, aeróbio, 

possui requerimentos nutricionais simples, grande versatilidade metabólica, 

temperatura ótima de crescimento de 37 ºC, mas pode crescer também à 42 

ºC. Apresenta reação de catalase e oxidase geralmente positiva. 

Esse micro-organismo possui uma complexa taxonomia, sendo 

classificado em nove genomovares ( PARKE; GURIAN-SHERMAM, 2001): 

- B. cepacia (genomovar I)  

- B. multivorans (genomovar II) 

- B. cepacia (genomovar III) 

- B. stabilis (genomovar IV) 

- B. vietnamiensis (genomovar V) 

- B. cepacia (genomovar VI) 

- B. ambifaria (genomovar VII) 

- B. anthina ( genomovar VIII) 
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- B. pyrrocinia (genomovar IX) 

B. cepacia tem sido bastante estudada devido ao alto potencial 

de controle biológico contra fitopatógenos. Esta atividade inibitória é atribuída a 

produção dos metabólitos secundários como cepacina, pirrolnitrina e 

altericidina (GONZÁLEZ et al., 2009). 

Parker et al. (1984) relataram a primeira descrição da atividade 

antibiótica em B. cepacia, na qual descobriram que a cepacina A apresentava 

atividade contra Staphylococcus sp., mas foi pouco eficiente contra 

Streptococcus sp. e a maioria dos Gram-negativos. Já a cepacina B apresentou 

atividade para micro-organismos Gram-negativos. 

El- Banna e Winkelmann (1997) isolaram de B. cepacia, um 

composto denominado de pirrolnitrina que apresentou atividade inibitória contra 

fungos filamentosos, leveduras e bactérias Gram-positivas, como por exemplo 

Streptomyces.  Este composto possui efeito inibitório do sistema transportador 

de elétrons em mitocôndrias isoladas da Neurospora Crassa (EL – BANNA, 

1998; WINKELMANN, 1998). 

Cepacidina A foi um outro composto isolado de B. cepacia que 

apresentou atividade antifúngica contra fungos fitopatogênicos como Fusarium 

oxysporum, Rhizopus stolonifer. Este composto foi classificado como um 

glicopeptídeo formado pela mistura de: cepacidina A1 e cepacidina A2 (LEE et 

al., 1994). 

 

3.4 LIPASES 

 

As lipases (triacilglicerol acilhidrolase, E.C 3.1.1.3) são 

definidas como carboxilesterases que catalisam reações de hidrólise, 

esterificação e transesterificação (Figura 5) de acilglicerídeos com cadeias com 

mais de dez átomos de carbono, agindo na interface óleo-água (BORKAR et 

al., 2009). Essas reações geralmente são processadas com alta regio/ 

enantioseletividade, tornando as lipases um importante grupo de 

biocatalisadores (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012). Estas hidrolases 
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têm sido extensivamente utilizadas nas sínteses orgânicas e mais de 20 % das 

biotransformações são realizadas com lipases.  

Baseado na estrutura tridimensional das lipases, estas são 

classificadas como serina hidrolases pois o sítio ativo da enzima é composto 

pela tríade catalítica Ser-Asp (Glu)-His similar a serina proteases  

(ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012). 

 

 

Figura 5- Reações de biotransformações de lipídios. Adaptada de Vulfson, 

(1994) 

As lipases catalisam a hidrólise da ligação éster do 

triacilglicerol produzindo glicerol e ácidos graxos livres, na presença de água 

representada na figura 6. Através da hidrólise parcial dos triacilglicerídeos 

obtêm-se flavorizantes utilizados em alimentos de animais e humanos  

(ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012).  
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Figura 6- Ação catalítica da lipase: hidrólise de triacilglicerídeo formando 

glicerol e ácidos graxos. Adaptada de Castro, (2004) 

Dependendo da fonte, a massa molecular das lipases pode 

variar entre 20 a 60 kDa, a atividade em pH na faixa de 4 a 9 e temperatura 

ambiente até 70°C, mas com atividade ótima na faixa entre 30 e 40°C. Sua 

termoestabilidade varia consideravelmente em função da origem, sendo as 

lipases microbianas as de melhor estabilidade térmica (MALA, 2008; 

TAKEUCHI, 2008). 

A produção de lipase geralmente é infuenciada pela 

composição do meio de cultura, fonte de carbono e nitrogênio, concentração de 

oxigênio, temperatura, pH do meio de cultivo, presença de indutores, 

estimuladores, inibidores (ELIBOL, 2001; OZER, 2001). 

Os métodos utilizados para purificação de lipases não são 

específicos para este fim. Em geral são utilizadas técnicas baseadas em 

extração, precipitação, interações hidrofóbicas, cromatografia, gel filtração, 

cristalização e cromatografia por troca iônica. A purificação de lipases em 

escala industrial deve ser realizada utilizando-se uma técnica rápida, barata e 

que possa ser realizada em larga escala (KOBLITZ, 2006; PASTORE, 2006). 

Um método simples e confiavél para se determinar a atividade 

lipolítica é a utilização do surfactante Tween 80 em meio sólido, no qual a 

formação de zonas opacas ao redor das colônias crescidas indica micro-

organismo produtor de lipase. Outra técnica utilizada para identificar a 

produção de lipase é através da formação de halos claros ao redor das 

colônias em placas de ágar contendo tributirina; e halos laranja fluorescente, 

visível após irradiação UV em comprimento de onda de 350 nm, em placa 

contendo ágar e rodamina B (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012).  

A atividade de lipase no sobrenadante pode ser quantificada 

pela hidrólise de ésteres p-nitrofenílicos de ácidos graxos, com tamanhos de 
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cadeias maiores que 10 carbonos seguida pela detecção espectrofotométrica 

em 410 nm (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012). 

As lipases destacam-se entre as hidrolases devidos as suas 

variadas aplicações, sendo utlizadas nas indústrias de detergentes, 

medicamentos, alimentos (panificação, queijos), cosméticos, biodiesel, 

biossensores e também no tratamento de efluentes (JAEGER; REETZ, 1998; 

HOUDE et al., 2004; HASAN et al., 2006). 

Lipases também podem ser utilizadas como agentes 

terapêuticos, no tratamento de insuficiência pancreática, cuja suplementação é 

feita com pancreatina (extraída de pâncreas suíno ou bovino), entretanto são 

inativadas devido à sua instabilidade em pH inferior a 4 e hidrólise proteolítica. 

Uma alternativa terapêutica seria a utilização de lipases microbianas que são 

estavéis e ativas em pH ácido e resistentes à hidrólise por proteases digestivas 

(MESSIAS et al., 2011). 

As enzimas lipases também têm sido utilizadas nas indústrias 

alimentícias, na obtenção de ácidos graxos essenciais como o ácido linoléico e 

o ácido α- linolênico, além de serem aditivos de alimentos para modificar e 

realçar as propriedades organolépticas (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 

2012). 

 

3.4.1 Lipases microbianas 

 

A maioria das lipases microbianas são enzimas extracelulares, 

produzidas dentro da célula e exportada para a superfície celular ou ambiente 

externo. Estas enzimas geralmente apresentam pH ótimo neutro ou alcalino, 

são termoestáveis (CHAUHAN, 2013; CHAUHAN, 2013; GARLAPATI, 2013) e 

podem ser produzidas por fermentação submersa ou fermentação em estado 

sólido (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012).  

As lipases podem ser de origem animal (pancreática, hepática e gástrica), 

vegetal e microbiana (bactérias e fungos). Nos animais, estas enzimas 

participam do metabolismo de lipídios, como a digestão, a reconstituição de 



 32

gorduras e no metabolismo de lipoproteínas, já nas plantas são encontradas 

em tecidos de reserva de energia (MARTINS et al., 2008). 

Muitos micro-organismos têm sido objetos de estudos devido a 

capacidade de produção de lipases que possuem ampla aplicação industrial 

(MASSADEH et al., 2012). As lipases microbianas apresentam uma série de 

vantagens tanto industrialmente como economicamente, devido à estabilidade, 

seletividade, ampla especificidade de substrato, atividades catalíticas variadas, 

capacidade de alta produção em curto período de tempo e possibilidade de 

manipulação genética (CHAUHAN, 2013; CHAUHAN, 2013; GARLAPATI, 

2013).    

Lipases produzidas por várias espécies do gênero 

Pseudomonas têm sido utilizadas industrialmente em reações orgânicas e de 

produção de detergentes. Estas lipases também têm sido bastante utilizadas 

na síntese de biopolímeros, biodiesel, na produção de medicamentos como 

anti-inflamatórios, compostos químicos, flavorizantes e aromatizantes 

(BORKAR et al., 2009). 

Dentre as bactérias produtoras de lipases podemos citar os 

seguintes gêneros: Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, 

Staphylococcus (ANDUALEMA, 2012; GESSESSE, 2012). 

 Burkholderia sp. têm sido descrita como produtora de lipases 

alcalinas e têm sido amplamente aplicadas na biodegradação de poluentes 

ambientais. Essas lipases são utilizadas como aditivo de formulações de 

detergentes e apresentam  melhor estabilidade a agentes oxidantes e 

detergentes comerciais em relação as lipases comerciais ( RATHI et al., 2001). 

O uso de lipases na indústria farmacêutica vem crescendo nos 

últimos anos, consideravelmente. Lactonas isoladas de Streptomyces 

apresentam atividade citotóxica contra células de melanoma e tumor de cólon. 

Outras lactonas isoladas de Penicillium, apresentam efeito inibitório sobre a 

síntese de colesterol (LONGO JÚNIOR; BOMBONATO; FERRAZ, 2007).  
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4. CONCLUSÃO 

 

Os resultados da caracterização bioquímica da substância 

antifúngica produzida por Burkholderia sp cepa RV7S3 sugere uma atividade 

de lipase a qual é termoestável, e apresenta um pH ótimo de 4,5. 

A substância apresentou atividade antifúngica tanto em células 

planctônicas quanto no biofilme de C. glabrata, em concentrações que não 

causam hemólise de sangue de carneiro.  

Em conjunto esses resultados sugerem o potencial desta 

provável hidrolase como agente antifúngico. 
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RESUMO 

 

Leveduras do gênero Candida são comensais colonizando o trato gastro 
intestinal e genital. Estes micro-organismos são oportunistas e responsáveis 
por 15% dos casos de infecções adquiridas nos hospitais, sendo assim um 
patógeno de importância clínica. Nos últimos anos têm ocorrido modificações 
na epidemiologia destas infecções, com um aumento no número de casos de 
espécies não albicans em infecções invasivas. A emergência de infecções 
fúngicas e a ocorrência de resistência intrínseca e adquirida têm refletido no 
aumento da busca por novos antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi 
avaliar a atividade antifúngica das substâncias extracelulares produzidas pela 
cepa RV7S3 (Burkholderia sp.) para o controle de leveduras do gênero 
Candida. Foram realizadas a identificação e a caracterização bioquímica da 
substância. Avaliou-se a atividade antifúngica através de testes de difusão em 
ágar e concentração inibitória mínima (CIM), e o efeito da ação desta 
substância sobre a formação de biofilme. A atividade hemolítica também foi 
avaliada. Os dados sugerem que a provável substância antifúngica apresenta 
atividade de uma lipase, uma enzima da classe das hidrolases. A menor 
concentração capaz de inibir 90% do crescimento fúngico foi de 0,38 µg mL-1. 
Pelo teste de difusão em ágar observou-se formação de halos de inibição do 
crescimento fúngico com diâmetro igual ou superior a 10 mm, apresentando 
17,5 ± 0,5 mm. Este produto apresentou baixa atividade hemolítica. A 
substância antifúngica provocou a redução da viabilidade celular do biofilme. A 
atividade antifúngica, baixa atividade hemolítica sugerem o potencial desta 
provável hidrolase como agente antifúngico, entretanto novos estudos 
farmacológicos e bioquímicos serão necessários para confirmar esta hipótese. 

 
Palavras Chave: Leveduras; Produção de antimicrobiano; Lipase, 
Antifúngicos.    
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ABSTRACT 
 
Candida species are commensal colonizing the gastrointestinal and genital 
tract. These micro-organisms are opportunistic and caused around 15% of 
infections cases acquired in a hospitals, and it is a pathogen of clinical 
importance. In recent years was observed some changes in the epidemiology of 
these infections, increasing the number of cases of non-albicans which species 
causing invasive infections. The emergence of fungal infections and the 
occurrence of intrinsic and acquired resistance are reflecting the increased 
interest to search new antimicrobials. The aim of this study was to evaluate the 
antifungal activity of extracellular polypeptides produced by strain RV7S3 
(Burkholderia sp.) to control a Candida spp. The identification and biochemical 
characterization of the substance and the antifungal activity were carried out as 
agar diffusion as a minimum inhibitory concentration (MIC). The cytotoxicity and 
hemolysis tests were also evaluated. The results suggest that the antifungal 
substance is likely a lipase, an enzyme of the hydrolase class. The protein 
showed a MIC with 038 µg mL-1. In the diffusion in agar the inhibition zone 
formed halo with 17.5 ± 0.5 mm diameter. The cytotoxicity and hemolysis tests 
were low. The antifungal substance decreased the cell viability of the biofilm. 
The antifungal activity plus a low cytotoxicity and hemolytic activity shows a 
great potential of this polypeptide will be an antifungal agent, however a new 
pharmacological and biochemical studies are needed to confirm this hypothesis. 
 

Key words: Yeast; Production of antimicrobial; Lipase; Antifungal 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Leveduras do gênero Candida podem causar diversos 

processos infecciosos em humanos os quais variam de acordo com as relações 

entre o hospedeiro e a microbiota. Estes micro-organismos são comensais, 

porém em determinados indivíduos e situações específicas podem tornar-se 

patogênicos, sendo responsáveis desde infecções fúngicas superficiais a 

infecções sistêmicas (SILVA et al., 2012). Os fatores de risco que contribuem 

para essas infecções são utilização de antibacterianos de amplo espectro, 

corticosteroides, quimioterapia, diálise e uso prolongado de cateteres 

(PFALLER et al., 2012). 

Candida albicans é a espécie mais frequentemente descrita em 

casos de infecções relacionadas à assistência à saúde em diferentes sítios 

anatômicos. Esta espécie é comumente isolada do trato urinário, responsável 

por 70% dos casos clínicos, seguido por C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. 

dublinienses. No Brasil a prevalência dos isolados em urina é de 35 a 70% para 

C. albicans, 5 a 52% para C. tropicalis e de 7 a 9% para C. glabrata 

(RODRIGUES, MEZZARI, FUENTEFRIA, 2011).  

 A frequência de infecção da corrente sanguínea por Candida 

sp. tem aumentado em todo o mundo, porém este episódio é mais notável na 

América do Norte, no qual estes fungos constituem-se na quarta causa mais 

comum desta enfermidade nos hospitais terciários. C. albicans é agente mais 

comum, seguido por C. glabrata (PFALLER et al., 2012). 

 O tratamento das candidíases é difícil devido ao número 

limitado de agentes antifúngicos disponíveis e a facilidade com que estes 

micro-organismos adquirem resistência a esses fármacos. Antifúngicos 

poliênicos e azóis constituem o principal recurso terapêutico no tratamento de 

candidíase, porém espécies não albicans como C. glabrata e C. krusei 

apresentam naturalmente sensibilidade reduzida ao fluconazol (FRANÇA, 

RIBEIRO, QUEIROZ-TELLES, 2008). 

Para reduzir o problema da resistência algumas medidas 

devem ser utilizadas, como o controle do uso desses fármacos, pesquisas 

sobre o funcionamento dos mecanismos genéticos de resistência e sobre os 
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alvos potenciais para o desenvolvimento de novos antifúngicos, oferecendo 

assim, um tratamento apropriado e eficiente com maior especificidade 

(NASCIMENTO et al., 2000).  

Sabe-se que os solos abrigam grande diversidade de espécies 

microbianas fundamentais ao funcionamento deste ecossistema. Neste 

contexto, as bactérias são fontes importantes de novos fármacos e outros 

metabólitos de interesse industrial (ZHANG, 2008; XU, 2008). 

Bactérias antagonistas são possíveis fontes de pesquisa para 

novos fármacos com atividade antimicrobiana, já que os metabólitos que 

produzem podem inibir o crescimento de outras bactérias, fungos filamentosos, 

leveduras e protozoários (CAIN et al., 2000). É fundamental a expansão dessa 

área de pesquisa de produtos naturais e um aumento nos incentivos 

econômicos para pesquisas acadêmicas, atraindo o investimento de indústrias 

farmacêuticas (MOSSIALOS et al. 2010; WHO, 2011). O Laboratório de 

Ecologia Microbiana trabalha na pesquisa de micro-organismos produtores de 

compostos com atividade antibiótica contra fitopatógenos (OLIVEIRA et al., 

2011). Mais recentemente, essa atividade vem sendo testada contra patógenos 

de importância humana. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade 

antifúngica das substâncias extracelulares produzidas pela cepa RV7S3 

(Burkholderia sp.) no controle de leveduras do gênero Candida.  

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Micro-organismos 

 

2.1.1 Leveduras 

 

Oito isolados clínicos de leveduras das espécies Candida albicans, C. 

tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei, provenientes de pacientes 

portadores de diabetes, vírus da imunodeficiência humana (HIV) e candidíase 

vaginal da coleção do Laboratório de Biologia Molecular de Micro-organismos 

da Universidade Estadual de Londrina foram cultivados em caldo Sabouraud à 
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37 ºC por 24 horas. Os isolados foram estocados em caldo Sabouraud 

contendo glicerol 40% a – 20 ºC e em nitrogênio líquido. 

 

2.1.2 Bactéria produtora de antifúngico 

 

A bactéria antagonista do gênero Burkholderia (cepa RV7S3), 

produtora das substâncias antifúngicas, foi isolada a partir de amostras de solo 

da rizosfera de gramínea. A identificação do gênero foi realizada a partir do 

sequenciamento do gene 16S rRNA. A bactéria foi armazenada em caldo 

nutriente contendo glicerol 40% a – 20 ºC e em nitrogênio líquido. A atividade 

antifúngica da cepa de Burkholderia RV7S3 foi inicialmente avaliada contra os 

oito isolados clínicos de Candida spp. O teste de antagonismo foi realizado em 

ágar Sabouraud. Na placa de Petri a cepa RV7S3 foi inoculada no centro do 

ágar nutriente adicionado de CuCl2 . 2 H2O (100 mg L
-1). Após o cultivo a 28 ºC 

por 48 horas de Burkholderia sp., uma suspensão das leveduras em caldo 

Saboraud foi vertido sobre a colônia de Burkholderia previamente crescida em 

ágar nutriente. Em seguida a placa foi incubada a 37 ºC por 24 horas e 

avaliado o tamanho do halo formado ao redor da colônia de Burkholderia.  

 

2.2 Obtenção de substâncias bioativas a partir de culturas de Burkholderia sp. 

 

A cepa RV7S3 foi inoculada em ágar nutriente suplementado 

com 100 mg L -1 CuCl2 . 2 H2O e incubada por 24 h a 28 °C. A partir do segundo 

subcultivo as células foram ressuspendidas em solução salina esterilizada 

(0.85%) a uma D.O 590 = 0.390 que corresponde a uma densidade celular de 

1x108 UFC mL-1. Cerca de 500 µL desta suspensão foram inoculados em 5 L 

de caldo nutriente com 100 mg L -1 de CuCl2 . 2 H2O. A cultura foi incubada a 28 

ºC durante 72 h, sob sistema de aeração por turbina com vazão de 170 L min-1 

de ar atmosférico esterilizado. Após o cultivo, as células foram separadas do 

meio líquido por centrifugação (9,000 rpm 20 min-1., 4 ºC) e descartadas.  

O sobrenadante livre de células foi concentrado em 

rotaevaporador (Büchi® R 215) a 10% do volume e em seguida filtrado em 

algodão. Após foi realizada uma partição líquido-líquido na razão 1:2 (v/v) em 

alíquotas de 100 mL em funil de separação com acetato de etila. A fase aquosa 
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da partição foi fracionada e precipitada com sulfato de amônio (Sigma) a 20%. 

O sedimento foi ressuspenso em volume mínimo de tampão fosfato- NaCl 0,85 

% (PBS) pH 7.4, colocado em um membrana e dialisado em água-deionizada a 

4 ºC por 24 horas. 

Um volume de 10 mL do extrato precipitado foi centrifugado a 

10.000 rpm por 10 minutos, filtrado com membrana de 0.45 µm (Milipore®) e 

aplicados em coluna SUPERDEX 75 10/ 300 GL GE. As condições de corrida 

utilizadas foram: fluxo de 0.5 mL min-1 e pressão de 1.5 MPa. As frações 

coletadas foram liofilizadas e o precipitado ressuspendido em 1 mL de PBS pH 

7.4, e testadas quanto a atividade biológica contra Candida spp. 

Os extratos bruto e parcialmente purificados foram esterilizados 

por filtração utilizando-se membranas de acetato celulose 0,22 µm (Millipore®). 

Para a determinação da concentração proteica dos extratos 

enzimáticos obtidos (bruto e parcialmente purificado) foi utilizada a técnica 

descrita por Bradford (1976), tendo como padrão albumina de soro bovino. 

 

2.3 Análise de polipeptídio em gel de poliacrilamida 

 

As amostras obtidas do sobrenadante e da precipitação com 

sulfato de amônio foram designadas respectivamente de extrato bruto e 

parcialmente purificadas e foram analisadas após eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) ou não. 

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes (SDS PAGE 12%) ou não (PAGE 10%) foram realizadas como 

descrito por Laemmli (1970). Após a eletroforese os géis foram corados em 

solução de prata (Blum et al., 1987).  

 

 

2.4 Avaliação da atividade antifúngica através de difusão em ágar e 

concentração inibitória mínima 

 

A cepa de C. glabrata (db 59), foi utilizada como cepa controle 

na verificação da qualidade do antibiótico produzido após o cultivo da cepa 
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RV7S3, por ter apresentado alta sensibilidade ao polipeptídio com atividade 

antifúngica no teste de antagonismo direto. 

A avaliação da atividade antifúngica foi realizada pelo método 

de difusão em ágar. Inicialmente as leveduras (a partir do estoque 

criopreservado) foram cultivadas em ágar Sabouraud por 24h a 37 ºC. As 

células foram ressuspensas em NaCl 0,85% (p/v) até obter uma suspensão 

celular de 106 células mL-1, estimada por contagem direta das células em 

Câmara de Neubauer. As células foram inoculadas em ágar Sabouraud (AS) 

(Fluka®) pela técnica de pour plate. Poços de 9 mm de diâmetro equidistantes 

foram realizados no meio, e nestes foram adicionados 150 µL do sobrenadante 

bruto esterilizado. Como controle foi adicionado somente caldo nutriente (CN) 

acrescido com CuCl2 . 2H2O. As placas foram incubadas por 24 h 37 °C e feita 

a leitura da medida do diâmetro dos halos de inibição do crescimento (mm). 

Todos os testes foram realizados em duplicata. 

 

2.2.7 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

 Após a análise da difusão em ágar, Candida glabrata foi 

utilizada nos ensaios posteriores. 

A CIM foi determinada pelo método de microdiluição em caldo 

em microplacas com 96 poços, de acordo com o proposto pelo CLSI, (2008) 

com modificações. O inóculo foi preparado a partir de cultura de C. glabrata (db 

59) e C. tropicalis cultivadas em AS por 24 horas a 37 ºC. Foi adicionado 100 

µL de cada inóculo nos seus respectivos poços na placa, contendo a 

substância antifúngica na concentração que variou de 3,04 a 0,0112 µg. mL-1. 

Fluconazol (Pharmascience®) de 0.125 a 64 µg mL-1 foi utilizado como controle. 

Foram realizados controle de esterilidade do meio de cultivo, de crescimento do 

inóculo e esterilidade da substância antifúngica. As microplacas foram 

incubadas por 24 h 37 °C e observado o crescimento celular. Este foi revelado 

com a adição de 10 µL de uma solução de cloreto de 2, 3, 5-trifenil tetrazólio 

(TTC) 1% e incubado por 20 min. à 37 ºC. Todos os testes foram realizados em 

duplicata. 
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2.3 Caracterização bioquímica das substâncias bioativas com ação antifúngica  

 

2.3.1 Determinação da atividade lipolítica do polipeptídio bioativo 

 

Uma mistura reativa foi preparada com 1 mL de solução de 

palmitato de ρ- nitrophenila (ρNPP) em isopropanol a 3 mg mL-1 e dissolvidos 

em 10 mL de uma solução de 450 mL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 8.5 

contendo 2 g de Triton X-100. A mistura foi homogeneizada em temperatura 

ambiente até a completa dissolução do substrato. Uma alíquota de 0.3 mL de 

extrato enzimático diluído 1:10 foi incubada a 37 ºC por 10 minutos e 

adicionada de 0.7 mL de mistura reativa, permanecendo nas condições de 

ensaio por 3 minutos. Ao branco foi adicionado 1 mL de tampão Tris-HCl 50 

mM pH 8.5; no controle do teste foram adicionados 0.7 mL de tampão e 0.3 mL 

de extrato enzimático; no controle de substrato foram adicionados 0.3 mL de 

tampão e 0.7 mL de mistura reativa. A hidrólise do substrato palmitato de ρ- 

nitrophenila (ρNPP) pela lipase em meio aquoso gera a liberação da substância 

cromogênica ρ- nitrofenol que foi definida como a liberação de 1 µmol de ρ- 

nitrofenol por minuto de reação, por mL do extrato enzimático nas condições da 

reação. 

 

2.3.2 Avaliação de atividade lipolítica através da técnica de zimografia 

 

O zimograma foi realizado de acordo com a metodologia 

descrita por Castro-Ochoa et al (2005) como modificações. Foram preparados 

30 mL de meio de cultura para atividade lipolítica (ágar bacteriológico 15 g ; 

óleo de oliva 2% (m/v) ; Tween 80 0.001 g e rodamina B 0.001 %, 1000 mL de 

H2O) vertidos sobre a placa de Petri e o gel nativo da eletroforese contendo o 

material precipitado foi depositado sobre o meio. As placas foram incubadas a 

55 ºC por 18h. A atividade lipolítica foi determinada através da formação de 

halo revelado pela exposição à luz UV-A 365nm. 
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2.3.3 Efeito do pH na estabilidade das substâncias bioativas 

 

Alíquota de 1 mL do extrato precipitado foi tratado com 2 mL 

das seguintes soluções tampão acetado de sódio pH= 3.6; 4.0; 4.5; 5.0 e 5.6 ; 

tampão fosfato de sódio: pH= 6.0; 6.5; 7.0; 7.5 e 8.0 e tampão Tris-HCl: pH= 

8.5 e 9.0 e incubado a 25 ºC por 24 horas a 120 rpm. Após este período foi 

determinada a atividade enzimática segundo metodologia descrita no item 

2.3.1. Concomitantemente realizou-se o teste de atividade biológica através do 

método de difusão descrito no item 2.2.6, utilizando-se das mesmas soluções 

tampão. 

 

2.3.4 Termoestabilidade 

 

Alíquotas do extrato precipitado foram mantidas em diferentes 

condições de temperatura, aquecidas em banho maria à 37, 70, 80, 110 e 120 

ºC por 30 minutos e resfriadas à - 20 ºC e 4 ºC por 24 h. A atividade antifúngica 

foi analisada através do método de difusão em ágar como descrito 

anteriormente. 

 

2.4. Avaliação da atividade antimicrobiana das substâncias bioativas 

 

Durante o processo de purificação as frações obtidas foram 

avaliadas através de testes realizados em microplacas com 96 poços de 

microdiluição em caldo. O inóculo foi preparado a partir de colônias de C. 

glabrata (db) 59 cultivadas em ágar Sabouraud por 24 horas a 37 ºC.  

 

 

2.5 Detecção de atividade hemolítica do extrato precipitado 

 

A atividade hemolítica foi verificada em placas de 96 cavidades 

com fundo em “U”, seguindo técnica descrita por Bohach et al (1988).  

Hemácias de carneiro foram lavadas três vezes com PBS 0.05 M pH 7.2 de 

uma concentração de 1% (v/v). Cerca de 50 µL da suspensão de hemácias foi 

adicionado em cada poço teste da placa. O extrato precipitado foi adicionado 
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em concentrações que variaram de 3,04 – 0,0112 µg mL-1. Como controle 

positivo de hemólise foi utilizado água destilada e como controle negativo PBS. 

A placa foi incubada em estufa BOD a 37 ºC por 1 h, e após este período 

levadas à geladeira (4 ºC) por 12 h. Todos os testes foram realizados em 

triplicata. 

 

2.6 Atividade antifúngica do extrato precipitado sobre a formação de biofilme de 

Candida glabrata 

 

A atividade antifúngica do extrato precipitado sobre a 

viabilidade celular do biofilme foi analisada através do método de XTT (2,3- Bis- 

(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) e de 

microscopia por fluorescência através de LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit. 

O método de XTT foi realizado em microplacas de 96 poços. C. 

glabrata foi cultivada em ágar Sabouraud a 37 ºC por 18 h, após o período de 

incubação ajustou-se a densidade celular a uma D.O520nm= 0.380. Uma alíquota 

de 100 µL da suspensão celular foi adicionada a cada poço da placa, e a 

mesma foi incubada a 37 ºC por 1.5 h a 75 rpm, após esse período, o conteúdo 

dos poços foi aspirado e os poços lavados uma vez com PBS. Adicionou-se 

150 µL de RPMI 1640 em cada poço e em seguida foi incubado a 37 ºC por 24 

h a 75 rpm. Após incubação, os poços foram lavados uma vez com PBS 

esterilizado e foi adicionado o extrato precipitado nas concentrações de 30.4 a 

0.059 µg mL-1, em duplicata e incubados a 37 ºC por 48 h. Foi considerado 

controle positivo uma suspensão de células sem substância antifúngica. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Asys HiTech UVM 340), λ = 

490 nm. 

A microscopia de fluorescência para análise da viabilidade do 

biofilme foi realizada em placas de 24 poços contendo lamínulas circulares. O 

inóculo e o preparo do biofilme foi o mesmo utilizado pelo método de XTT. 

Alíquota de extrato precipitado na concentração de 7.6 µg. mL-1 foi adicionada 

em duplicata. Ao biofilme formado e tratado, os procedimentos utilizados para a 

coloração das lamínulas por fluorescência foram seguidas de acordo com as 

recomendações do fabricante. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

As lipases são encontradas em diversos organismos, incluindo 

plantas, animais, fungos e bactérias, entretanto a principal fonte para aplicação 

industrial são os micro-organismos dentre estes destaca bactérias do gênero 

Burkholderia (Padilha, 2010). 

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases) são enzimas 

pertencentes à família das hidrolases, catalisam a hidrólise de longas cadeias 

de acilgliceróis, com cadeia acila constituída por mais de 10 átomos de carbono 

formando ácidos graxos e glicerol, agindo na interface óleo/água (CHIA-FENG 

et al., 2012; MESSIAS et al., 2011).  

Estas têm sido utilizadas extensivamente em diversos 

processos como na composição de detergentes, aditivos em alimentos para 

modificar e realçar as propriedades organolépticas, no tratamento de efluentes, 

nas indústrias têxteis, cosmética, e outras aplicações. Na indústria 

farmacêutica têm sido utilizadas na síntese de intermediários de medicamentos 

anti-inflamatórios. As aplicações de lipases variam conforme o tipo de reação 

catalisada, por exemplo, em reações de transesterificação são utilizadas para 

converter óleos em biodiesel (CHIA-FENG et al., 2012).  

As lipases são utilizadas pelos micro-organismos como 

mecanismo de defesa, devido sua ação fosfolipídica, quando secretadas 

proporcionam competição com a microbiota, facilitam a digestão de lipídios e 

ácidos graxos livres liberados auxiliando na adesão tecidual célula-célula e 

célula-hospedeiro (MESSIAS,et al., 2011). 

A partir da precipitação com 20% de sulfato de amônio foi 

produzido 0.45 g L-1 de substância bioativa parcialmente purificada para cada 

10 L de sobrenadante. O extrato proteico antifúngico apresentou atividade 

lipolítica de 820 UI/ mL. Na avaliação qualitativa da atividade de lipase por meio 

da irradiação de luz ultravioleta dos meios de cultura contendo o corante 

rodamina B foi observado a presença de fluorescência do composto formado 

entre os ácidos graxos livres no meio e o corante.  

A produção de lipases por Burkholderia sp. também foi descrita 

por outros autores. Chia-Feng et al. (2012) observaram que cepas de 
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Burkholderia sp. produziram lipases e apresentaram menor atividade quando 

comparado com o nosso resultado (com 45.8 UII/mL e 122.3 UII/mL mas em 

meios de cultura e tempo de cultivo diferentes). Por outro lado, Zhengyu et al. 

(2009) relataram a produção de lipases por B. cepacia mas identificaram a 

atividade através da hidrólise do óleo de oliva no teste de placa contendo o 

corante Rodamina B. 

O extrato enzimático foi mais ativo entre o pH de 4.0 a 4.5 

(Figura 1) mas as lipases bacterianas geralmente apresentam carácter neutro 

ou básico, porém algumas espécies de Pseudomonas  apresentam pH ótimo 

de 4.8 (Gupta et al., 2004), similar ao pH ótimo do polipeptídio analisado neste 

estudo. 

O pH altera a estabilidade da enzima pois modificações no pH 

alteram o caráter iônico dos grupos aminos e carboxílicos da proteína, afetando 

o sítio catalítico e conformação da enzima. Estas mudanças conformacionais 

influenciam na interação enzima-substrato afetando a estabilidade da enzima 

(GUPTA et al, 2004). 

A substância antifúngica se mostrou termoestável 

apresentando maior atividade biológica a 37 ºC e 70 ºC, entretanto ainda se 

manteve ativa nas outras temperaturas testadas, porém com menor atividade. 

(Figura 2). A estabilidade térmica é um requisito importante para a 

comercialização de lipases, sendo que geralmente apresentam temperatura 

ótima entre 30-60 ºC (Gupta et al., 2004). 

Dependendo da fonte, a atividade de lipase se mantém em 

temperatura entre ambiente e 70 ºC, mas com atividade ótima na faixa entre 30 

a 40 ºC, variando sua termoestabilidade em função da origem. As lipases 

microbianas são as de melhor estabilidade térmica (CASTRO et al., 2004). 

Foram detectadas três frações ativas na cromatografia de 

exclusão molecular (Figura 3), as frações que apresentaram atividade biológica 

foram identificadas e fracionadas (Figura 4). A metodologia usada foi eficiente e 

de baixo custo. 

A massa molecular da substância semi-purificada foi estimada 

entre 26- 37 kDa. Padilha (2010) detectou lipases com massa molecular 

variando entre 20 e 75 kDa, em Burkholderia cepacia. 
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Foram observados para o extrato bruto e extrato precipitado respectivamente 

para C. glabrata halos de inibição de 17.5 ± 0.5 mm e 19 ± 1mm. 

A CIM da substância antifúngica foi realizada para as cepas C. 

glabrata e C. tropicalis. A CIM foi de 0.38 µg mL-1 para ambas as cepas, e ≤ 

0.25 µg mL-1 para o fluconazol utilizado como controle. 

Espécies de Candida não albicans apresentam valores maiores 

de CIM paras o azóis do que C. albicans (Godoy et al. 2003) em hospitais da 

América Latina. Isolados de C. glabrata frente ao fluconazol apresentaram 

valores para CIM50 e CIM90 de 2 e 4 µg/mL, respectivamente. Atividade 

antifúngica de substâncias obtidas de bactérias também foi descrita por 

Spadari (2013). Em seu trabalho o autor descreveu a atividade de substância 

bioativa produzida por actinomicetos em Candida e dermatófitos, apresentando 

halo de inibição de 8.75 mm  

Quanto ao teste de hemólise do sobrenadante e do extrato 

enzimático precipitado com sulfato de amônio (20%) apenas as concentrações 

3.04 e 1.52 µg/mL apresentaram atividade hemolítica (Tabela 1). 

A substância antifúngica na concentração de 7.6 µg mL-1 

(12.5%) se mostrou ativa contra células do biofilme de C. glabrata evidenciando 

a redução da viabilidade celular quando comparada ao controle positivo da 

reação sem extrato precipitado (Figura 5), quando comparadas as imagens do 

controle positivo com o biofilme tratado (Figura 6). 

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

Os resultados da caracterização bioquímica da substância 

antifúngica produzida por Burkholderia sp cepa RV7S3 sugere uma atividade 

de lipase a qual é termoestável, e apresenta um pH ótimo entre 4.0 e 4.5. 

A substância apresentou atividade antifúngica tanto em células 

planctônicas quanto no biofilme de C. glabrata, em concentrações que não 

causam hemólise de sangue de carneiro.  

Em conjunto esses resultados sugerem o potencial desta 

provável hidrolase como agente antifúngico. 
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Figura 1. Efeito do pH na atividade enzimática do extrato precipitado produzido por 

Burkholderia sp. 

 

 

 

Figura 2. Ensaio de termoestabilidade do extrato proteico bruto produzido por 

Burkholderia sp. 
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Figura 3.  Perfil cromatográfico de exclusão molecular utilizando coluna de gel filtração 

Superdex 75 em FPLC e PBS pH 7.4. Frações com atividade antifúngica encontradas 

nos tubos, 14, 15 e 16 (1 mL por tubo) (seta indica). 

 

 

 

 
Figura 4. Atividade biológica das frações testadas com leitura em espectrofotômetro 

λ= 530 nm. Frações com atividade antifúngica encontradas nos tubos, 14, 15 e 16. 
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1* Controle de crescimento 

Figura 5. Atividade antifúngica sobre formação de biofilme pelo método de XTT 
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Figura 6. Atividade Antifúngica do extrato precipitado sobre biofilme de C. glabrata por 

microscopia de fluorescência. A. Biofilme tratado com 7,6 µg mL-1 de extrato proteico 

(24h). B. Controle positivo sem tratamento com o extrato proteico.  
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Tabela 1. Titulação do ensaio de hemólise 

 Concentração (µg mL-1) Sobrenadante RV7S3 Extrato precipitado 20% 

3,04  + + 

1,52  + + 

0,76  - - 

0,38 - - 

0,19 - - 

0,095 - - 

0,0475 - - 

(+) presença de hemólise  (-) ausência de hemólise 
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