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RESUMO 

 

Nos últimos anos, estudos tem dado relevância a Trichosporon, considerando-o um 

gênero com espécies patogênicas oportunistas emergentes em pacientes acometidos por 

malignidades hematológicas. Dentre os fatores de virulência expressos por essas espécies 

patogênicas, destaca-se a formação de biofilmes, os quais mostram tolerância aos antifúngicos 

de uso terapêutico. Novas medidas eficazes de terapia se tornam necessárias. Biossurfactantes 

demonstram ser uma alternativa viável, por existirem estudos que comprovem a sua baixa 

toxicidade e redução da tensão superficial do meio. Assim, objetivou-se investigar o efeito de 

um biossurfactante (TIM96) de Bacillus subtilis frente a células planctônicas e sésseis de 

Trichosporon. Para tanto, foi avaliada a sensibilidade de cepas clínicas de T. asahii (n=3) e T. 

inkin (n=7), por meio do teste de microdiluição em caldo. Como controle, foi avaliada a 

sensibilidade das cepas frente a anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC) e voriconazol 

(VCZ), além da interação entre o surfactante e os antifúngicos supracitados. Investigou-se o 

tempo de morte das células fúngicas expostas ao TIM96 por análises do número de unidades 

formadoras de colônia (UFC), além do efeito sob o teor de ergosterol, danos às membranas 

fúngicas e hidrofobicidade em células planctônicas. A atividade inibitória do TIM96 frente à 

formação de biofilmes, bem como frente a biofilmes maduros, foi avaliada por análises 

espectrofotométricas de viabilidade celular e biomassa, além de microscopia confocal com 

corantes vitais. Por fim, a toxicidade do TIM96 foi avaliada em cultura de macrófagos 

murinos. Os valores de CIM do TIM96 variaram de 78,125 a 312,5 µg/mL; para os 

antifúngicos os valores de CIM variaram de 0,125 a 2 µg/mL para AMB; 1 a 8 µg/mL para 

FLC e 0,0312 a 0,125 µg/mL para VCZ. TIM96 em combinação com antifúngicos, apresentou 

indiferença farmacológica, com antagonismo. A curva de morte revelou que o declínio do 

número de colônias ocorreu após 6 horas de contato com o surfactante, com morte absoluta 

após 24 horas. Em concentrações sub-inibitórias, TIM96 reduziu o teor de ergosterol celular, a 

permeabilidade da membrana e alterou a hidrofobicidade superficial das células planctônicas 

de Trichosporon. TIM96 reduziu a adesão celular em até 96,89% e reduziu 99,2% da 

atividade metabólica do biofilme maduro. Concentrações de TIM96 que variaram de 78,125 a 

5000 µg/mL, apresentaram toxicidade às células de macrófagos murinos. Os resultados abrem 

perspectivas para a descoberta de novas estratégias antifúngicas. 

Palavras-Chave: Trichosporon, biofilmes, Bacillus subtilis. 



 

 

ABSTRACT 

 

In recent years, studies have given relevance to Trichosporon, a fungal genus that 

includes emerging opportunistic pathogenic species that infect patients presenting 

hematological malignancies. Among the virulence factors expressed by these fungal species, 

biofilm formation stands out, a cell community that presents tolerance to antifungal agents for 

therapeutic use. New effective therapeutic measures become necessary. Biosurfactants 

showed to be a viable alternative as they present low toxicity and reduction of the surface 

tension of the medium. Thus, the present study aimed to investigate the effect of a 

biosurfactant (TIM96) produced by Bacillus subtilis on planktonic and sessile cells of 

Trichosporon spp. For this, susceptibility of clinical strains of T. asahii (n = 4) and T. inkin (n 

= 6) was evaluated by the broth microdilution test. Susceptibility of the strains against TIM96, 

amphotericin B (AMB), fluconazole (FLC) and voriconazole (VCZ) was evaluated, as well as 

the interaction between the surfactant and the antifungal agents. Time-kill curve assay was 

evaluated with fungal cells exposed to TIM96 through analysis of the colony forming units 

(CFU). The effect of TIM96 on ergosterol content, damage to fungal membranes and cell 

hydrophobicity in planktonic cells were also evaluated. The inhibitory activity of TIM96 

against biofilm formation as well as mature biofilms was evaluated using polystyrene 

microplate and spectrophotometric analyzes of cell viability and biomass were performed, as 

well as confocal microscopy. Finally, the toxicity of TIM96 was evaluated in murine 

macrophages culture. MIC values of TIM96 ranged from 78.125 to 312.5 μg/mL; for 

antifungals, MIC values ranged from 0.125 to 2 μg/mL for AMB; 1 to 8 μg/mL for FLC and 

0,0312 a 0,125 µg/mL for VCZ. When tested in combination with antifungals, 

pharmacological indifference and antagonism were observed. Time-kill curve revealed that 

the decline in the number of colonies occurred after 6 hours of contact with the surfactant, 

with total death occurring after 24 hours. TIM96 at subinhibitory concentrations reduced the 

cell ergosterol content, also altering membrane permeability and surface hydrophobicity of 

planktonic cells of Trichosporon. Incubation with TIM96 in 10XMIC reduced cell adhesion 

up to 96.89%, interfering with the formation of biofilms. This concentration also interfered 

with mature biofilms with a reduction of metabolic activity up to 99.2%. Concentrations of 

TIM96 ranging from 78,125 to 5000 μg/mL showed toxicity to murine macrophages. The 

results open perspectives for the discovery of new antifungal strategies.  

Keywords: Trichosporon, biofilms, Bacillus subtilis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As micoses oportunistas têm se tornado um sério problema de saúde pública, 

sendo responsáveis pelo aumento das taxas de morbi-mortalidade dos pacientes acometidos 

(JAIN et al., 2010). Alguns fatores podem ser elencados como predisponentes para tal quadro 

infecioso, tais como: neutropenia, transplante de orgãos, uso de esteroides, quimioterapia 

antineoplásica, infusões intravenosas prolongadas e tratamento com antibióticos de largo 

espectro (WALSH et al., 2004a). Dentre os fungos causadores desse tipo de infecção, o 

gênero Trichosporon vem ganhando cada vez mais destaque, sendo relatado como um 

patógeno oportunista emergente (COLOMBO et al., 2011). 

O gênero Trichosporon compreende fungos leveduriformes basidiomicetos que 

são amplamente distribuídos na natureza, fazendo parte da microbiota humana permanente do 

trato gastrintestinal e da microbiota transitória da pele, mucosa orofaríngea e trato respiratório 

superior de humanos (COLOMBO et al., 2011). Esse gênero é muito bem relatado na 

literatura por causar infecções superficiais benignas, conhecidas como piedra branca, e 

também por causar infecções sistêmicas, sendo esse quadro decorrente do desequilíbrio 

imunológico no hospedeiro (SIDRIM; ROCHA, 2004; SILVESTRE et al., 2010). Infecções 

sistêmicas causadas por esse gênero, estão relacionadas a pacientes com doenças 

hematológicas malignas e, depois de Candida spp., são a segunda causa de infecção fúngica 

mais comum (GIRMENIA, et al., 2005). 

Como fatores de virulência desse gênero fúngico, podemos citar a produção de 

melanina (CARVALHO et al., 2014), a qual está em fase de investigação, porém tudo indica 

que possa contribuir para a sua virulência e influenciar na resposta imune do hospedeiro de 

forma a interferir com a função normal fagocítica de macrófagos, bem como a resistência a 

antifúngicos (EISENMAN; CASADEVALL, 2012), e a produção de biofilmes, sobretudo em 

superfícies como a de catéteres, representando um desafio real ao profissional de saúde 

(CHANDRA, J; MUKHERJEE, 2015). As células, quando associadas em comunidades 

sésseis, apresentam um perfil diferente de uma célula de vida livre, o que determina um 

fenótipo de resistência aos antifúngicos (RAMAGE et al., 2012). 

Biossurfactantes são compostos anfifílicos de origem biológica que tem conhecida 

capacidade de redução da tensão superficial do meio (BANAT et al., 2014). Essas 

biomoléculas apresentam características intrínsecas como agentes antimicrobianos, 

antifúngicos e antivirais que os levaram ao seu potencial uso na área médica. Podem ser 

utilizadas como revestimentos biológicos anti-adesivos para materiais médicos de inserção, 
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inibindo a formação de biofilmes bacterianos, causando sua dispersão em até 97%. Já existem 

relatos de biossurfactantes que são capazes de reduzir a formação de biofilmes de Candida 

albicans, podendo reduzir as infecções hospitalares, uso de drogas e produtos químicos 

sintéticos (RODRIGUES et al., 2006; COCHIS et al., 2012; BANAT et al., 2014). 

Sendo biofilme um importante fator de virulência e que o material complexo 

extracelular que compõe a matriz destes, representa um papel fundamental na defesa contra 

células fagocitárias, agindo como suporte na manutenção da integridade do biofilme, 

formando por fim, uma barreira que impede a difusão de substâncias tóxicas (NEGRI et al., 

2012), o objetivo do nosso trabalho é analisar qual o impacto do biossurfactante TIM96, 

isolado de uma cepa de Bacillus subtilis frente a espécies de Trichosporon, quanto a sua  

forma planctônica e séssil, investigando a sua atividade sobre a superfície da célula fúngica, 

bem como a sua capacidade de interferir nas etapas de formação dos biofilmes de 

Trichosporon. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Infecções fúngicas 

 

Fungos são seres eucariontes, heterotróficos, que morfologicamente podem se 

apresentar como leveduras ou filamentosos. Grande parte das espécies fúngicas é ubíqua no 

ambiente e pode interagir com plantas, animais ou seres humanos, estabelecendo com eles 

relação simbiótica, comensal ou patogênica (ROMANI, 2011). 

Nas últimas três décadas, as infecções fúngicas têm se tornado mais frequentes, 

resultando em elevadas taxas de morbi-mortalidade em algumas populações de pacientes 

(CHAGAS-NETO et al., 2008). À medida que a população de imunossuprimidos aumenta, a 

incidência de doenças fúngicas também cresce. Avanços tecnológicos para o tratamento de 

doenças graves, transplantes de órgãos, hemodiálise, nutrição parenteral e uso dispositivos 

invasivos, também contribuem para a colinização e invasão da pele e mucosas por fungos 

potencialmente patogênicos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). A incidência de infecções 

fúngicas nosocomiais tem atingido valores elevados nas últimas décadas, acarretando índices 

de mortalidade de até 60%, acometendo com frequência pacientes internados em unidades de 

terapia intensiva (HOTA, 2004). Doenças de base, extremos de idade e imunossupressão 

contribuem para o estabelecimento de infeções nosocomiais. Adicionalmente a utilização de 

dispositivos invasivos, tais como as sondas vesicais e nasogástricas, acessos intravenosos e 

ventilação mecânica, aumentam a vulnerabilidade dos pacientes a essas infecções 

(MAJUMDAR; PADIGLIONE, 2012). Dados epidemiológicos mostraram que as infecções 

fúngicas estão relacionadas ao emprego de catéter venoso central, representando 12% dos 

casos de sepse e 87% das infecções hematogênicas primárias, as quais são responsáveis por 

até 38% dos casos de óbito (RICHARDS et al., 2000; MERMEL et al., 2001). 

Por colonizarem a pele e proliferarem em diferentes partes do corpo humano, 

fungos do gênero Trichosporon vêm ganhando cada vez mais importância no cenário clínico. 

Algumas espécies são capazes de colonizar o sistema gastrointestinal, trato respiratório, pele e 

vagina. Podem causar desde infecções superficiais até profundas, sendo bem documentado 

causando infecções principalmente em pacientes com malignidades hematológicas e outras 

enfermidades relacionadas à imunossupressão do hospedeiro (COLOMBO et al., 2011). 
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2.1.1 O gênero Trichosporon: características gerais e identificação laboratorial 

 

Os fungos do gênero Trichosporon pertencem ao filo Basidiomycota, subfilo 

Agaricomycotina, classe Tremellomycetes, ordem Trichosporonales, família 

Trichosporonaceae (KURTZMAN et al., 2011). Atualmente, o gênero está subdividido em 5 

clados (cutaneum, ovoides, brassicae, gracile e porosum) que compreendem 51 espécies, 

sendo T. asahii, T. inkin, T. cutaneum, T. mucoides e T. ovoides as espécies mais clinicamente 

importantes (KURTZMAN et al., 2011; MARINÉ et al., 2015). São organismos amplamente 

distribuídos na natureza, sobretudo em áreas tropicais e temperadas. Podem ser encontrados 

em substratos como solo, madeira em decomposição, rios e lagos, bem como em excrementos 

de diversos animais como morcegos, pombos e bovinos (SUGITA et al., 2000; COLOMBO et 

al., 2011). Essas leveduras fazem parte da microbiota humana permanente do trato 

gastrintestinal e da microbiota transitória da pele, mucosa orofaríngea e trato respiratório 

superior (CHAGAS-NETO; CHAVES et al., 2008; VAZQUEZ, 2010). 

O gênero Trichosporon apresenta colônias que se apresentam em ágar sabouraud 

dextrose com textura glabrosa, podendo ser úmidas ou secas, com relevo cerebriforme, 

acompanhadas ou não de uma cobertura farinácea branca. Colônias de Trichosporon spp. 

apresentam crescimento que pode variar de 2 a 7 dias, com coloração típica 

predominantemente branca, pregueada e rugosa, seca ou opaca (Figura 1A). Cultivos em meio 

CHROMagar Candida (Difco®) (Figura 1B) apresentam uma coloração verde-azulada, 

tonalidades lilás com zona marginal da colônia não pigmentada em até 72 horas (BENTUBO, 

2008). Assim como os demais basidiomicetos, os fungos do gênero Trichosporon possuem a 

enzima urease dependente de níquel, sendo, portanto, capazes de degradar ureia em amônia e 

carbamato (Figura 1C) (DE HOOG et al., 2000; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005; 

COLOMBO et al., 2011). 

Trichosporon spp. apresentam blastoconídios (Figura 1D), hifas artroconodiadas e 

hifas verdadeiras (Figura 1E). Seus artroconídios (Figura 1F) são geralmente abundantes 

(LEE et al., 1990; AHMAD et al., 2005; BENTUBO et al., 2008; COLOMBO et al., 2011). 

Quanto à reprodução, é um fungo que se reproduz fundamentalmente de maneira assexuada 

(SIDRIM; ROCHA, 2004); a sua forma sexuada ainda não é conhecida (MORROW; 

FRASER, 2009; KUTZMAN et al., 2011). 
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Fisiologicamente, fungos do gênero Trichosporon possuem a capacidade de 

assimilar diversas fontes de carbono, incluindo monossacarídeos (pentoses e hexoses), 

dissacarídeos (celobiose, maltose, lactose, sacarose, melibiose, trealose) e polissacarídeos 

(amido e xilano). Algumas espécies também assimilam compostos aromáticos como única 

fonte de carbono, incluindo fenol, cresol, salicilatos, benzoatos e aminoácidos aromáticos 

(fenilalanina, tirosina e triptofano). Esses organismos, contudo, realizam apenas metabolismo 

oxidativo, não sendo capazes de realizar fermentação de compostos orgânicos (Kurtzman et 

al., 2011). 

 

Figura 1 – Aspectos morfofisiológicos de Trishosporon spp.: (A) Colônias de T. 

inkin em meio ágar batata, revelando coloração branca e aspecto cerebriforme 

(B) aspecto de Trichosporon sp. em CHROmagar Candida (Difco®), mostrando 

colônias de cor verde (setas em branco) (C) Prova da urease em meio Ureia de 

Christensen, mostrando reação positiva (cor rosa), em oposição ao controle 

negativo (cor amarela). (D) Pseudo-hifas (setas vermelhas) e blastoconídios (seta 

preta). (E) Hifa verdadeira (seta preta) e apressório (setas vermelhas). (F) 

Artroconídios (setas brancas). 

 

Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica – CEMM/UFC (2016). 

 

Além disso, apresentam como características a presença de carboidratos na 

composição da parede celular (xilose) e a relação guanina-citocina (57-60%), observando 

também a presença de septos doliporos (BISWAS et al., 2005; KURTZMAN et al., 2011; 

COLOMBO et al., 2011). Caracteristicamente, os basidiomicetos do subfilo Agaricomycotina 

são caracterizados por um septo tipo doliporo (Figura 2), o qual se apresenta como uma 
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estrutura semelhante a um capuz que recobre a porção da parede celular avolumada que 

circunda o septo celular central em uma estrutura tubular (hifa e/ou pseudohifa). Esses 

organismos possuem também glicose, manose e xilose como componentes principais de suas 

paredes celulares (KURTZMAN et al., 2011). 

 

Figura 1 - Septo tipo doliporo de Trichosporon coremiforme CBS 2482. 

 

Fonte: Imagem extraída de Guého et al. 1992. 

 

2.1.2 Infecções por Trichosporon spp. 

 

Piedra branca, uma tricopatia pura causada por espécies do gênero, muitas vezes 

se apresenta de forma assintomática e se caracteriza por uma massa muscilaginosa de 

coloração branca, cinza pálida ou amarelada, facilmente destacada do pelo e sem predileção 

por grupos raciais, faixas etárias ou sexo, podendo ocorrer sobre o couro cabeludo, 

sobrancelhas, pestanas, barba, axila ou sobre os pelos pubianos (GUÉHO et al., 1992; 

SIDRIM; ROCHA, 2004; ROSHAN et al., 2009). Essa doença geralmente está associada a 

falta de higiene e a umidade, o que propicia o crescimento do fungo (COLOMBO et al., 

2011). 

Outras infecções superficiais podem estar associadas ao gênero Trichosporon, a 

exemplo da onicomicose, onde a espécie do gênero mais frequentemente isolada é T. 

cutaneum. (CHAGAS-NETO et al., 2008; COLOMBO et al., 2011; HAN et al., 2000). O 

primeiro relato de caso de onicomicose por Trichosporon sp. foi descrito por Fusaro e Miller 

(1984) em um paciente do sexo masculino de 47 anos, sem co-morbidades, que apresentava 

infecção por causada por esses fungos nas unhas do quarto e quinto dígito de uma das mãos. 
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Sugere-se que Trichosporon spp. podem também desempenhar um papel 

importante nas infecções invasivas, havendo relatos de caso de infecção do microrganismo em 

pacientes com neoplasias hematológicas (GIRMENIA et al., 2005). Infecções sistêmicas 

causadas por espécies desse gênero são constantemente relatadas em associação ao uso de 

catéteres e outros dispositivos médicos invasivos (SILVESTRE, et al., 2010; MICELI et al., 

2011). Dessa forma, Trichosporon se comporta como fungo oportunista que apresenta vários 

fatores que permitem seu crescimento e estabelecimento no hospedeiro, assim como a 

capacidade de estabelecer a doença (COLOMBO et al., 2011; LIAO et al., 2015). 

As micoses oportunistas têm demonstrado ser um problema de saúde pública e 

este representa um desafio para o profissional de saúde, uma vez que também cresce o 

número de pacientes imunocomprometidos, os quais são tratados a base de quimioterápicos 

(JAIN et al., 2010). Fatores predisponentes podem ser apontados para causar tal quadro 

infeccioso, tais como: neutropenia, transplantes de orgãos, quimioterapia antineoplásica, 

infusões intravenosas prolongadas e tratamento com antibióticos de largo espectro. Embora 

espécies de Candida sejam as mais relacionadas as infecções fúngicas nosocomiais (WALSH 

et al., 2004a), o gênero Trichosporon vem ganhando mais destaque dentre os fungos 

chamados oportunistas emergentes (PFALLER; DIEKEMA, 2004; COLOMBO et al., 2011). 

Trichosporon está sendo relatado como a segunda causa mais comum de infecções 

fúngicas invasivas depois daquelas causadas por leveduras do gênero Candida em pacientes 

com malignidades hematológicas e, ocasionalmente (WOLF et al., 2001; GIRMENIA et al., 

2005;), sendo que, em relação as infecções causadas por Candida spp., sugere-se que espécies 

do gênero Trichosporon estão associados a maiores taxas de reisolamento na corrente 

sanguínea e consequentemente a um pior prognóstico (GIRMENIA et al., 2005). 

As tricosporonoses invasivas têm sido cada vez mais relatadas nas últimas 

décadas. A tricosporonose pode ser didaticamente dividida em: localizada, quando é 

caracterizada por infecções restritas a um único órgão, ou sistema. Esse tipo de infecção 

acomete mais comumente as válvulas cardíacas, peritônio, feridas cirúrgicas e sistema 

nervoso central (SNC) (COX; PERFECT, 1999). Já a forma disseminada geralmente ocorre 

em situações de neutropenia, sendo caracterizada por um estado febril inespecífico, o qual não 

cede a terapia com antibióticos ou antifúngicos. A infecção pode progredir rapidamente, 

podendo culminar em uma falência múltipla dos órgãos. Pulmões e rins são mais 

frequentemente envolvidos. Pacientes com acomentimento pulmonar, frequentemente 

apresentam dispneia e tosse com escarro escasso com presença de sangue. Hematúria e 

proteinúria caracterizam as manifestações clínicas de uma possível falência renal (COX; 
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PERFECT, 1999). O tratamento à base de antibióticos de largo espectro e a ruptura de 

barreiras anatômicas são a razão pela qual há o aumento da colonização da mucosa e infecção 

invasiva por leveduras desse gênero, com altas taxas de mortalidades que podem variar de 

60% a 80% (RICHARDSON; LASS-FLÖRL, 2008). 

Vale ressaltar, que as infecções sistêmicas causadas por espécies de Trichosporon 

comumente se associam ao uso de catéteres intravenosos (SUZUKI et al., 2010; DAVIES; 

THORNTON, 2014; ITURRIETA-GONZÁLEZ et al., 2014;). Além dos catéteres servirem 

como uma porta de entrada para os microrganismos, as colonizações da pele e do trato 

gastrointestinal, atuam como um reservatório desses patógenos (WALSH et al., 2004b). 

Dentre as espécies de Trichosporon, a mais relacionada a infecções invasivas é T. asahii 

(LIAO et al., 2015; RUAN; CHIEN; HSUEH, 2009), também considerado agente comum do 

meio ambiente (SUGITA et al., 2000b), seguido por T. mucoides e T. inkin (FLEMING; 

WALSH; ANAISSIE, 2002; MADARIAGA; TENORIO; PROIA, 2003), esta última 

relacionada a casos de endocardite, peritonite e transplante de medula óssea (CASERO et al., 

1996;  MORETTI-BRANCHINI et  al.,  2001;  MADARIAGA et  al.,  2003;  RAMOS  et al., 

2004; RIBEIRO et al., 2008; SILVESTRE et al., 2010). 

 

2.1.3 Fatores de virulência de Trichosporon spp. 

 

A virulência pode ser expressa por meio de inúmeros mecanismos com o objetivo 

comum de promoção da adesão, penetração e multiplicação de um parasita no tecido alvo de 

seu hospedeiro (FORATTINI, 2001). A capacidade de invasão tecidual de Trichosporon spp. 

depende da expressão de inúmeros fatores de virulência, tais como: glucuranoxilomananas na 

parede celular; exoenzimas, como fosfolipases e proteases; formação de hifas e pseudo-hifas; 

melanina e; biofilmes (MARINÉ et al., 2015). Esses componentes potencializam a capacidade 

que o microrganismo possui de colonizar, invadir seu hospedeiro, evitar o sistema 

imunológico e contribuir para o aumento da morbi-motalidade (CHOW et al., 2012). 

Glucuronoxilomanana (GXM), polissacarídio associado a parede celular, é um 

antígeno que tem sido associado à virulência de fungos do gênero Cryptococcus. Também 

produzido por Trichosporon spp. (FONSECA et al., 2009), sabe-se que é um importante 

componente da superfície celular, sendo expresso em grandes quantidades em cepas oriundas 

de infecções profundas (LYMAN et al., 1995). Manose (60%), xilose (24%) e glicose (8%), 

são os componentes mais comumente isolados de T. asahii. Em relação à GXM produzida por 

C. neoformans, a diferença está no terceiro componente que, ao invés de ser glicose, 
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encontramos como o terceiro mais comumente isolado o ácido glucurônico (COLOMBO et 

al., 2011). Isolados de Trichosporon spp. de infecções profundas tem demonstrado altas 

concentrações desse polissacarídio e apresentando a mesma propriedade imunomodulatória 

apresentada na criptococose, inibindo a fagocitose por monócitos (LYMAN et al., 1995). 

Karashima et al. (2002) apresentaram resultados que confirmam essa afirmação. Após 

sucessivas passagens de T. asahii em camundongos, evidenciou-se claramente o incremento 

na produção desse antígeno. 

A transição morfológica, ou seja, a capacidade que uma levedura tem de mudar 

morfologicamente de blastoconídios para pseudo-hifas e/ou hifas, é estimulada por condições 

ambientais e é um dos fatores mais importantes na virulência (VÁZQUEZ-GONZÁLEZ et 

al., 2013). Em Candida albicans, a transição de levedura para hifas está relacionada com a 

patogenicidade do fungo. A forma filamentosa possui uma estrutura que permite uma 

penetração no tecido do hospedeiro mais fácil do que quando este se apresenta em sua forma 

de levedura (GOW et al., 2002; YANG, 2003). Em experimentos realizados com espécies de 

Candida spp. em cobaias, mostrou-se que as leveduras que eram capazes de produzir hifas 

apresentavam uma maior capacidade de invasão ao tecido. Já as que por mutação perderam a 

capacidade de produção de hifas, diminuíram o seu potencial de penetração no tecido 

hospedeiro. (FELK et al., 2002). 

Uma outra característica importante na virulência presente em muitos fungos 

patogênicos é a habilidade de produção de enzimas capazes de degradar vários componentes 

de tecidos do hospedeiro (SILVESTRE et al., 2010). A expressão de enzimas extracelulares 

como as fosfolipases, lipases, esterases, dexorribonucleases (DNAses) e proteases, está 

associada com a virulência de isolados causadores de micoses importantes (GÁCSER et al., 

2007), permitindo a degradação de vários componentes teciduais do hospedeiro, auxiliando na 

invasão e obtenção de nutrientes (COLOMBO et al., 2011). 

Fosfolipases possuem um papel importante na invasão fúngica, permitindo a 

degradação de fosfolipídeos da membrana. Lipases e esterases, por sua vez, são enzimas 

responsáveis pela hidrólise de triglicerídeos (SCHALLER et al., 2005), sendo esterases 

relatada em quase todos os isolados clínicos analisados, sugerindo um papel na virulência de 

espécies de Trichosporon. (MONTOYA et al., 2015). 

Desoxirribonucleases (DNAses) tem sido relatada a sua produção em isolados 

clínicos de Trichosporon (BENTUBO et al., 2014; MONTOYA et al., 2015). Em T. asahii, a 

produção de β-N-Acetilhexosaminidases, responsável pela catalização da hidrólise de N- 

acetil-hexanamina, pode estar envolvida com a patogenicidade fúngica por meio da 
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degradação de oligossacarídeos do hospedeiro, a exemplo da N-acetil-glicosamina 

(ICHIKAWA et al., 2004). 

Proteases, por sua vez, apresentam importante papel na superação de barreiras 

físicas e imunológicas do hospedeiro, uma vez que, a atividade proteolítica de Trichosporon 

spp. pode estar relacionada a uma resposta adaptativa ao ambiente em que estejam inseridos, a 

exemplo da pele (MARINÉ et al., 2015). 

A melanina é um polímero que possui um alto peso molecular, amplamente 

funcional e bem distribuído na natureza. É produzida por meio de reações poliméricas 

oxidativas a partir de compostos fenólicos, que ao final, podem apresentar uma coloração que 

pode variar do marrom escuro ao preto (HAMILTON; GOMEZ, 2002). Esse pigmento único 

e biologicamente importante pode ser produzido por alguns fungos contribuindo para a sua 

virulência e influenciando na resposta imune do hospedeiro de forma a interferir com a função 

normal fagocítica de macrófagos, bem com a resistência a antifúngicos (EISENMAN; 

CASADEVALL, 2012; RAPARIA et al., 2010). Diversos patógenos fúngicos possuem a 

capacidade de produzir melanina: Fonsecaea pedrosoi (ALVIANO et al., 2004), 

Cryptococcus neoformans (CASADEVALL et al., 2000), Exophiala dermatitidis (PAOLO et 

al., 2006), Histoplasma capsulatum (NOSANCHUK et al., 2002), Blastomyces dermatitidis 

(NOSANCHUK et al., 2004) e Paracoccidiodes brasiliensis (GÓMEZ et al., 2001). 

Recentemente, foi relatado que, na presença do precursor L-DOPA, ocorre produção de 

melanina por cepas de Trichosporon. Esse achado pode estar intimamente relacionado à 

virulência de Trichosporon spp., embora sejam necessários mais estudos para o entendimento 

da função da melanina na patogenia do fungo (CARVALHO et al., 2014). 

 

2.1.4 Biofilme 

 

Biofime é considerado um fator de virulência de grande importância para os 

microrganismos, uma vez que essa organização celular oferece vantagens como proteção 

contra o ambiente, resistência a estresses físicos e químicos, cooperação metabólica e 

regulação da expressão gênica baseada na comunidade (RAMAGE et al., 2012). 

Biofilmes são comunidades microbianas sésseis, unidas entre si, de estrutura 

tridimensional, aderidas a uma superfície que pode ser biótica ou abiótica, recobertos por uma 

matriz extracelular polimérica (RAMAGE et al., 2012). O material complexo extracelular que 

compõe a matriz dos biofilmes tem um papel fundamental na defesa contra células 

fagocitárias, age como suporte na manutenção da integridade do biofilme, formando por fim, 
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uma barreira que impede a difusão de substâncias tóxicas (NEGRI et al., 2012). Não obstante, 

células sésseis de biofilmes apresentam uma resistência aumentada a agentes antimicrobianos 

e células de defesa do hospedeiro (RAMAGE et al., 2006), sendo relatados por possuírem 

uma resistência de até 1000 vezes maior que as células planctônicas (RAMAGE et al., 2012). 

De maneira geral, o aumento da densidade celular, o estado fisiológico em que as células se 

encontram, a presença de células persistentes, a matriz exopolimérica, o aumento da 

expressão de genes relacionados aos alvos das drogas e a resistência mediada por bombas de 

efluxo, são mecanismos envolvidos no fenômeno de resistência aos antifúngicos em biofilmes 

(RAMAGE et al., 2012). 

Quanto a matriz extracelular dos biofilmes, esta pode corresponder até cerca de 

85% do seu volume total, desempenhando papel fundamental na proteção das células fúngicas 

contra a resposta imunológica, sendo considerada um dos principais mecanismos de 

resistência aos antifúngicos. Possuindo constituição química complexa, pode funcionar como 

uma barreira físico-química, que reduz a penetração do antifúngico (RAMAGE et al., 2012). 

Infecções causadas por fungos quando associados em biofilmes, a exemplo de 

Candida, estão intimamente relacionadas ao uso de catéteres e são uma das principais causas 

para as altas taxas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos (HANSAN et al., 

2009). Esses dispositivos médicos podem se tornar colonizáveis por uma série de 

micorganismos fúngicos, proporcionando um nicho ideal para a formação de biofilmes 

(CHANDRA, J; MUKHERJEE, 2015; NETT; ANDES, 2006). Infecções desse tipo são 

difíceis de ser tratadas e podem requerer terapia antifúngica de longo prazo, bem como a 

remoção física do cateter para o controle da infeção (RAMAGE et al., 2012). Em biofilmes de 

Candida spp., por exemplo, isso demonstra a complicação no quadro clínico do paciente, uma 

vez que durante o desenvolvimento dos biofilmes, blastoconídios são dispersos.  Essa 

dispersão celular apresenta células que são capazes de formar biofilmes e com uma alta 

capacidade de adesão celular, apresentando também, maior virulência em modelo murino. 

Essas células podem ser liberadas já nos estágios iniciais de formação do biofilme, sendo o 

número máximo de células liberadas durante a fase intermediária (UPPULURI et al., 2010). 

O progresso da tricosporonose, uma doença sistêmica grave que acomete 

pacientes imunocomprometodos, pode estar relacionado à formação de biofilmes sobre 

catéteres venosos, vesicais ou relacionados a catéteres peritoneais, uma vez que promove a 

fuga às drogas antifúngicas e à resposta imune do hospedeiro (COLOMBO et al., 2011; 

DAVIES; THORNTON, 2014). T. asahii, relatado como principal causador de tricosporonose 

disseminada ou profunda, também foi relatado como causador de infecção em pacientes 
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neutropênicos, tendo como fator predisponente, o uso de dispositivos invasivos como 

catéteres intravenosos ou urinários (COLOMBO et al., 2011). Trichosporon spp., assim como 

muitas outras espécies fúngicas, podem produzir biofilmes por meio de eventos que vão desde 

a adesão até a maturação e que assim como Candida spp., podem aderir a superfícies de 

poliestireno após uma incubação de 30 min (COLOMBO et al., 2011; DI BONAVENTURA 

et al., 2006), sendo que a formação máxima do biofilme ocorre após as 6 horas de adesão e 

posterior maturação após 48 horas (CORDEIRO et al., 2015). A capacidade que espécies 

desse gênero possui de formar biofilmes pode ser resultado da hidrofobicidade da superfície 

celular intrínseca (DI BONAVENTURA et al., 2006; BUJDÁKOVÁ et al., 2013). 

 

2.1.5 Sensibilidade aos antifúngicos 

 

Infecções fúngicas invasivas necessitam de longos períodos de terapia a base de 

antifúngicos. Em muitos casos, há relatos de resistência por alguns fungos a esses 

medicamentos. Por essa razão existe a necessidade de realização de testes de sensibilidade in 

vitro para a avaliação do comportamento desses microrganismos frente às drogas disponíveis 

no mercado (PFALLER, 2012; POSTERARO et al., 2014). 

Devido a importância de realização do teste de sensibilidade, para se guiar as 

decisões clínicas com o objetivo de promoção de uma terapia adequada contra patógenos 

fúngicos obtendo-se os melhores resultados para o paciente, o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI), publicou documentos com padronização do testes de sensibilidade 

in vitro para fungos, onde aborda parâmetros como: pH do meio, inóculo a ser utilizado, 

condições de incubação, concentrações dos fármacos a serem utilizados e o critério adotado 

para a leitura (CLSI, 2008). 

O documento M27-A3 do CLSI, descreve como devem ser realizados os testes de 

sensibilidade aos antifúngicos para leveduras, não trata de forma específica o gênero 

Trichosporon. Mesmo assim, a comunidade científica utiliza de forma adaptada o documento 

do CLSI M27-A3, que trata a técnica de microdiluição em caldo, disponível desde 2008, 

padronizado para Candida spp. e Cryptococcus spp. (CLSI, 2008). 

Antifúngicos utilizados na terapêutica contemporânea se dividem de acordo com 

seu mecanismo de ação na célula fúngica: inibidores da síntese de ergosterol (azólicos, 

derivados morfolínicos e alilaninas), que embora possuam a mesma finalidade fisiológica, 

diferentes enzimas-alvo são inibidas; os que atuam sobre a permeabilidade da membrana 

celular por ligação ao ergosterol presente (derivados poliênicos); os que inibem a síntese de 
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parede celular (equinocandinas, nicamicina); os que inibem a síntese de ácidos nucleicos (5- 

flucitosina) e inibição da síntese dos microtúbulos (griseofulvina) (KATHIRAVAN et al., 

2012). Dentre eles, a anfotericina B e os derivados azólicos têm sido as drogas mais usadas no 

tratamento das tricosporonoses invasivas. 

O uso clínico dos azólicos iniciou-se em meados da década de 70, o que causou 

um grande impacto na terapia antifúngica, não só pelo largo espectro de ação, mas pela 

facilidade da administração via oral, com cetoconazol, um imidazólico. Na década de 90 

juntaram-se aos imidazólicos, os triazólicos fluconazol e itraconazol (ITZ), com melhor 

biodisponibilidade e atividade antifúngica mais intensa. Já na década seguinte, em 2002, 

voriconazol (VCZ) foi liberado para uso clínico, esse triazólico sintético da segunda geração, 

combina ampla espectro de ação com melhor biodisponibilidade (LARRU; ZAOUTIS 2013). 

Esses antifúngicos inibem a síntese do ergosterol, um importante esterol presente na 

membrana celular fúngica, atuando diretamente contra a enzima lanosterol 14α-demetilase, do 

citocromo P450 na via da biossíntese do ergosterol, acarretando a síntese de esteróis tóxicos 

para a célula fúngica (KATHIRAVAN et al., 2012). Esses são os antifúngicos mais usados na 

prática clínica de forma geral e, consequentemente, os mais estudados pela comunidade 

científica (VANDEPUTTE et al., 2012). 

Na década de 50 foi disponibilizado para uso anfotericina B, a primeira droga 

antifúngica aprovada pela U. S. Food and Drug Administration – FDA, a qual o espectro e 

eficácia a colocaram na posição ainda mantida, de droga de referência no controle de 

infecções disseminadas (FILIPPIN; SOUZA, 2006). Derivados poliênicos como a 

anfotericina B (AMB) atuam diretamente sobre a membrana celular do fungo, ligando-se ao 

ergosterol da membrana, aumentando assim a sua permeabilidade (KONTOYIANNIS; 

LEWIS, 2002). Esse aumento na permeabilidade da membrana gera grande perda de 

eletrólitos essenciais para a manutenção da célula fúngica, como potássio e magnésio, 

determinando a lise celular e morte fúngica, agindo como fungicida (ELLIS, 2002). Embora 

AMB seja a primeira droga de escolha em muitos casos de fungemia, Girmenia et al. (2005) 

relataram resultados de 55 pacientes com doenças hematológicas que haviam sido acometidos 

por tricosporonose disseminada que foram tratados com essa droga, com resposta clínica de 

apenas 13/55 (24%) dos pacientes avaliados.  

Kalkanci et al. (2010) realizaram um estudo onde foram examinados 107 isolados 

clínicos de Trichosporon, onde observou-se baixa sensibilidade a AMB, 5-FC e fluconazol 

(FLC). Foi relatado também, que (VCZ) apresentou os menores valores de CIM, sendo, 

portanto, o composto mais eficiente. Mekha et al., (2010), estudaram 101 isolados de T. asahii 
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oriundos de pacientes tailandeses acometidos por tricosporonose nos períodos entre 1997 e 

2007 e relataram baixa sensibilidade a AMB, 5-FC, FLU. Para esses isolados, a droga que se 

mostrou mais eficaz foi VCZ. Em outro estudo, chegou-se à conclusão que VCZ, ITC e FLU 

demonstraram uma maior eficiência em relação a AMB e que sozinha, AMB não é indicada 

para o tratamento de tricosporonose (PAPHITOU et al., 2002). LI et al. (2005), em trabalho 

conduzido com isolados clínicos obtidos a partir de uma coleção de culturas fúngicas da 

Universidade de Pequim, analisaram CIM relativamente altos de AMB, que variaram de 1 - 

16µg/mL para todos os isolados. Esses resultados sugerem que o tratamento de tricosporonose 

com AMB como única droga não é recomendado. 

Em estudo conduzido por García-Martos et al. (2001), foi demonstrado que a 

eficiência de AMB frente a Trichosporon é espécie-dependente. Em um estudo conduzido por 

Hazirolan et al. (2013), 90 isolados de T. asahii foram utilizados para se comparar e 

determinar os valores de CIM e concentração fúngicida mínima (CFM) de cinco triazois:  

FLC, ITC, posaconazol, VCZ e isoconazol. A análise dos resultados de uma forma geral 

mostrou que VCZ é o triazol mais ativo contra essa espécie fúngica. Dessa forma, segundo 

uma revisão feita por Júnior e Hennequin (2016), a terapia de primeira escolha deve contar 

com azólicos, particularmente VCZ, pois este exibe melhores atividades in vitro contra 

espécies de Trichosporon, e significativamente leva a um melhor resultado em pacientes com 

homeopatias subjacentes. 

Diferenças na sensibilidade aos antifúngicos são encontradas quando se analisa a 

concentração inibitória mínima (CIM) por local de isolamento do fungo. Cepas isoladas de 

sítios anatômicos profundos tendem a apresentar CIM mais elevado que isolados superficiais 

(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005). Ademais, altos valores de CIM de cepas de T. asahii à 

AMB, FLC, ITZ e 5-FC têm sido reportadas (MAKIMURA et al., 2004; PAPHITOU et al., 

2002), justificando, assim, a busca por novos agentes com potencial antifúngico. 

 

2.2 Biossurfactantes 

 

Biossurfactantes são compostos anfifílicos de origem biológica que em sua 

estrutura contém uma região hidrofílica (polar ou não) e uma região hidrofóbica (lipídio ou 

ácido graxo), que tem conhecida capacidade de redução da tensão superficial, e promovem 

atividade sobre a interface (BANAT et al., 2014; SATPUTE et al., 2010). 

Essas moléculas apresentam grandes vantagens no que diz respeito a sua 
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aplicabilidade, pois por serem de origem biológica, exibem a possibilidade de produção 

utilizando substratos renováveis, especialmente quando se trata de custos de produção 

(DESAI; BANAT, 1997; KOSARIC, 1992). 

Os surfactantes de origem biológica vêm ganhando cada vez mais espaço nas 

áreas industriais como a petrolífera, alimentícia, química e farmacêutica, uma vez que, em 

relação aos surfactantes de uso químico, apresentam biodegrabilidade, produção em 

substratos renováveis e baixa toxicidade (DESAI; BANAT, 1997; RODRIGUES et al., 2006). 

Por sua baixa toxicidade, torna-se possível seu uso em alimentos, cosméticos e produtos 

farmacêuticos, trazendo sobre si, grande atenção das indrústrias farmacêuticas e alimentícias 

(FLASZ et al., 1998). 

Tais compostos ainda apresentam a capacidade de atuar em condições peculiares 

de temperatura, pH e concentração de sal (COOPER et al., 1981; DESAI; BANAT, 1997). 

Estudos conduzidos por França et al., (2015) mostraram que um biotensoativo produzido por 

uma cepa de Bacillus subtilis apresentou eficiência mesmo em condições extremas de 

temperatura, salinidade e pH, removendo hidrocarbonetos e metais pesados a partir de 

sistemas contaminados, sendo, portanto, ideal para biorremediação. Esses compostos 

apresentam biodegrabilidade em água e solo, o que os tornam adequados para aplicações em 

biorremediações e tratamento de resíduos (MULLIGAN et al., 2001). 

Características intrínsecas como agentes antimicrobianos, antifúngicos e antivirais 

os levaram ao seu potencial uso na área médica. Essas biomoléculas além de todas essas 

características, podem ser utilizadas como revestimentos biológicos anti-adesivos para 

materiais médicos de inserção, que podem reduzir as infecções hospitalares, uso de drogas e 

produtos químicos sintéticos (RODRIGUES et al., 2006). 

Valraeds-Martine et al., (1995), verificaram a inibição da adesão de bactérias 

entéricas patogênicas por biossurfactante produzido por Lactobacillus, sugerindo assim, o 

desenvolvimento de agentes com potenciais anti-adesivos para o uso de catéteres, visando 

diminuir a formação de biofilmes. Cochis et al., (2012), demonstraram sua ação sobre 

biofilmes de Candida albicans, havendo inibição do biofilme formado sobre materiais de 

resina e silício. Uma possível explicação para tal fenômeno é a alteração da condição física e 

química do ambiente onde os biofilmes são formados. Por apresentar uma característica 

anfifílica, os biossurfactantes tendem a se acumular tanto na superfície quanto na interface 

meio-dispositivo, reduzindo assim a tensão superficial e o poder de repulsão. Dessa forma, os 

biosurfactantes podem interagir diretamente na inibição do processo de adesão fúngica ao 

substrato, o qual está intimamente relacionado com a hidrofobicidade celular (DESAI; 
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BANAT 1997; NITSCHKE et al. 2003; COCHIS et al. 2012). 

Podem também apresentar alto e baixo peso molecular, significando basicamente 

que, os de alto peso molecular apresentam maior eficiência em estabilizar emulsões de 

óleo/água. Já os de baixo peso molecular, apresentam uma maior eficiência em reduzir a 

tensão superficial e interfacial dos meios líquidos (ROSENBERG; RON, 1999). 

Os surfactantes sintéticos têm como base os seus grupamentos polares, já os 

biossurfactantes, classificam-se com base na natureza química do composto, sendo as maiores 

classes de biossurfactantes classificadas da seguinte forma: (1) glicolipídeos, (2) 

lipopolissacarídeos, (3) lipopeptídeos e lipoproteínas, (4) fosfolipídeos, ácidos graxos e 

lipídeos neutros (DESAI; IBRAHIM, 1997; RODRIGUES et al., 2006; BANAT et al., 2014). 

Glicolipídeos são geralmente carboidratos que se apresentam combinados com 

ácidos alifáticos de cadeia longa ou ácidos alifáticos hidroxilados. Alguns exemplos de 

glicolipídeos são os trealolipídeos, soforolipídeos e os raminolipídeos (MESQUITA 2004; 

BANAT et al., 2014). 

Lipopolissacarídeos são compostos de alto peso molecular, geralmente associados 

à produção de emulsão. Um exemplo é o emulsan, produzido por Acinetobacter 

calcoaceticus, com alto peso molecular e solúvel em água (MESQUITA 2004). 

Lipopeptídeos são eficazes na redução da tensão superfícial e interfacial. 

Surfactina, produzida por B. subtilis é considerado um dos biossurfactantes mais poderosos já 

relatado (BANAT et al., 2014). 

Fosfolipídeos embora sejam presentes em todos os microrganismos, existem 

poucos relatos de exemplos de sua produção extracelular. Um exemplo seria o biossurfactante 

produzido por Corynebacterium lepus (BOGNOLO, 1999). 

Ácidos graxos e lipídeos neutros são proteínas hidrofóbicas, e exemplos destes, 

são o ácido ustilágico e os ácidos corinomicólicos (MESQUITA 2004). 

Um dos mais poderosos biossurfactantes isolados de cepas de B. subtilis é a 

surfactina (Figura 3), que consiste de um peptídeo heptamero cíclico, ligado a uma cadeia 

longa ácida beta-hidroxi de 13 a 15 carbonos, sendo relatado como inibidor do crescimento de 

biofilmes de espécies bacterianas em placas de microtitulações e catéteres uretrais (BANAT et 

al., 2014), e capaz de reduzir a tensão superficial a baixas concentrações (DESAI; BANAT, 

1997). Esse biossurfactante já foi relatado como responsável por reduzir a biomassa de 

biofilme de Legionella pneumophila (LOISEAU et al., 2015). Surfactina possui a habilidade 

de desestabilizar as funções das membranas biológicas, conduzindo a um aumento da 

permeabilidade (BERNAT et al., 2016). Sendo esta, seu provável sítio de ação, uma vez que 
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surfactina apresenta uma natureza anfifílica (MEENA; KANWAR, 2015). 

 

 

Figura 2 - Estrutura química do biossurfactante surfactina. Imagem extraída de Banat et al., 

2014. 

 

Iturina A (Figura 4), é um lipopeptídio produzido por diversas linhagens de B. 

subtillis e que possui uma grande ação antimicrobiana. São classificados como lipopeptídios 

macrolídeos, ácidos, cíclicos, contendo ß-amino ácidos graxos, geralmente com uma cadeia 

carbônica de C11 a C17, sendo mais comum o ácido 12-metil tri ou tetradecanoico, ligada por 

ponte amida a um resíduo de aminoácido no anel lactona  (INÉS; DHOUHA, 2015). Iturina 

A, demonstrou atividade antifúngica, afetando a morfologia e a estrutura da membrana celular 

de C. albicans e Saccharomyces cerevisiae. Uma hipótese é que houve um desequilíbrio 

osmótico provocado por uma alteração da permeabilidade celular (THIMON et al., 1995). 

Vale ressaltar que esse biossurfactante também é relatado como um metabólito termoestável, 

resistente a proteases e solúvel em metanol (BERNAL et al., 2002). Além de desorganizar a 

membrana plasmática por meio de formações de pequenas vesículas e pela agregação de 

partículas intramembranares, degradando os fosfolipídeos liberando assim eletrólitos e 

produtos de alto peso molecular, também aumenta a condutância elétrica. Esse aumento 

estimula a discussão da capacidade de formação de poros membranares pelos lipopeptídios e 

de sua ação frente a microrganismos patogênicos (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004). 
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Figura 3 - Estrutura química do biossurfactante Iturina. Imagem extraída de Gong et al., 

2015. 

 

Fengicinas (Figura 5) são biossurfactantes lipopeptídicos cíclicos que contém de 8 

a 10 aminoácidos ligados a um ácido graxo de B. subtilis ou B. licheniformis. Por serem 

lipopeptídios, possuem a característica intrínseca relatada de inibir e dispersar biofilmes 

(DEXTER; MIDDELBERG, 2008; BANAT et al., 2014). Fengicina exibem forte atividade 

antifúngica, inibindo o crescimento de uma série de agentes patogênicos, em especial os 

fungos filamentosos (ONGENA; JACQUES, 2008), sendo seu mecanismo de ação relatado 

com a capacidade de interagir causando distúrbios na integridade da membrana 

citoplasmática, causando o aumento da permeabilidade (BERNAT et al., 2016). São relatados 

como fortes inibidores de biofilmes, causando dispersão de 90% do biofilme de 

Stphylococcus aureus e até 97% do biofilme de Escherichia coli (BANAT et al., 2014). 
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Figura 4 - Estrutura química do biossurfactante fengicina. Imagem extraída de Banat et al., 2014. 

 

B. subitilis é uma rizobactéria Gram-positiva, esporulante e produtora de diversos 

metabólitos secundários (MCKENNEY; EICHENBERGER, 2012; STEIN, 2005). É uma 

espécie bacteriana amplamente adaptada, sendo capazes de crescer nos mais diversos 

ambientes, que incluem solo, raízes das plantas e o trato gastrointestinal de animais (EARL et 

al., 2010). Essa espécie bacteriana já é muito bem relatada como produtora de lipopeptídios, o 

que a torna interessante para o estudo na área médica (DESAI; BANAT, 1997; BANAT et al., 

2014;). 

O gênero Bacillus degrada hidrocarbonetos e produz assim lipopeptídeos que são 

secretados para o meio onde se reúnem para formar micelas, que atuam para solubilizar o 

substrato. Esses biossurfactantes são excelentes espumantes e no geral muito ativos no nível 

de interface líquido-líquido, devido as baixas tensões interfaciais de 0,01 mN/m, que são 

capazes de gerar. Esses lipopeptídeos podem modular a hidrofobicidade bacteriana, por conta 

da capacidade que possui de adsorção na superfície celular expondo de forma alternada suas 

extremidades hidrófila e hidrofóbica, o que altera as propriedades da superfície de acordo com 

as necessidades específicas (AHIMOU et al., 2000; PERFUMO et al., 2010). 

Eventos como a produção de biofilmes podem estar intimamente relacionados 

com a resistência aos antifúngicos clássicos de uso clínico por isolados de Trichosporon, 

como também podem desempenhar um papel crucial na patogenia desse fungo. Sabe-se que 

biossurfactantes possuem um excelente desempenho como antifúngicos exibindo a 

possibilidade de produção utilizando substratos renováveis, com baixa toxicidade. Estratégias 

que contemplem os biossurfactantes como controle na formação de biofilmes por esses 
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fungos, sobretudo em ambientes hospitalares, são de grande valia. Visto a habilidade que os 

biossurfactantes tem de inibir a formação dos biofilmes de diversos microrganismos, é de 

grande interesse analisar o impacto desses sobre células de vida livre de Trichosporon spp., 

bem como sobre a formação, desenvolvimento e a maturação de biofilmes de isolados clínicos 

de Trichosporon. 
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA 

 

➢ O biossurfactante de B. subtilis é capaz de inibir o crescimento de cultivos 

planctônicos de Trichosporon spp.? 

➢ Quais os mecanismos de ação associados à atividade antifúngica do 

biossurfactante de B. subtilis frente a espécies de Trichosporon? 

➢ O biossurfactante de B. subtilis apresenta potencial citotóxico? 

➢ O biossurfactante de B.  subtilis é capaz de inibir a adesão dos biofilmes de 

Trichosporon spp.? 

➢ O biosurfactante de B. subtilis é capaz de interferir no desenvolvimento e 

maturação dos biofilmes de Trichosporon spp.? 

 

4 HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 

➢ O biossurfactante de B.  subtilis inibe o crescimento de cultivos planctônicos   

de Trichosporon spp. 

➢ O biossurfactante de B. subtilis age no envoltório celular fúngico, alterando a 

hidrofobicidade, o conteúdo do ergosterol e/ou provocando poros na membrana plasmática de 

espécies de Trichosporon. 

➢ O biossurfactante de B. subtilis não apresenta potencial citotóxico. 

➢ O biossurfactante de B. subtilis   inibe a adesão dos biofilmes de espécies de 

Trichosporon. 

➢ O biossurfactante de B. subtilis interfere no desenvolvimento e na maturação 

dos biofilmes de espécies de Trichosporon. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

 

➢ Investigar o efeito morfofisiológico do biossurfactante TIM96 frente a células 

planctônicas, e sésseis de espécimes clínicos de Trichosporon asahii e T. inkin. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

➢ Investigar a atividade inibitória do TIM96 em cultivos planctônicos de 

Trichosporon spp. 

➢ Avaliar o efeito do TIM96 sobre a hidrofobicidade celular em cultivos 

planctônicos de Trichosporon spp. 

➢ Determinar o potencial antifúngico do TIM96 frente cultivos planctônicos de 

Trichosporon spp. 

➢ Avaliar a atividade inibitória do TIM96 na adesão, formação e maturação dos 

biofilmes de Trichosporon spp. 

➢ Avaliar a atividade citotóxica do TIM96 frente a células de macrófagos 

murinos. 
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6 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Local de estudo 

 

O cultivo de Bacillus subtilis e a extração de biossurfactantes foram realizados no 

Laboratório de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH), sob supervisão da 

Prof.a Dr.a Vânia Maria Maciel Melo (Departamento de Biologia – UFC). Os experimentos 

envolvendo cultivos fúngicos foram conduzidos no Centro Especializado em Micologia 

Médica (CEMM), Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina 

(UFC). Análises de ultraestrutura por microscopia eletrônica de varredura foram realizadas na 

Central Analítica (UFC). 

 

6.2 Micro-organismos utilizados 

 

A cepa bacteriana foi isolada pelo LEMBIOTECH, de sedimentos do manguezal 

do rio Timonha (Barroquinha, Ceará), utilizando uma estratégia de enriquecimento para 

bactérias produtoras de esporos (Lima, 2013). A estirpe bacteriana foi identificada como 

Bacillus subtilis, por meio da análise da sequência do gene que codifica a subunidade menor 

do RNA ribossômico (rRNA 16S) (LANE et al., 1985), obtida através do sequenciamento do 

fragmento produzido, utilizando os iniciadores universais 27F e 1525R (MARCHESI et al., 

1998). A sequência encontra-se depositada no GenBank, com o número de acesso KU556326. 

Foram utilizadas cepas clínicas de Trichosporon inkin (n=7) e T. asahii (n=3). A identificação 

de cada isolado foi realizada por testes fisiológicos, como assimilação de carboidratos, 

crescimento a 37°C e hidrólise de ureia, além do método de microcultivo   em ágar malte 

(HIMEDIA, Brasil), segundo De Hoog et al. (2000). 

Além disso, a identificação das cepas foi confimada por sequenciamento da região 

espaçadora intergênica 1 (IGS1), da região do DNA ribossomal (DNAr), utilizando os primers 

26SF (5’-ATCCTTTGCAGACGACTTGA-3’) e 5SR (5’- AGCTTGACTTCGCAGATCGG-

3’) (RODRIGUEZ-TUDELA      et      al.,      2005).   O sequenciamento foi realizado no 

Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, utilizando um sequenciador automático 

ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). 

Detalhes sobre a origem de cada isolado, bem como o número de depósito na 

Micoteca do CEMM, estão mostrados na tabela 1. 
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Tabela 1 – Identificação dos espécimes clínicos de Trichosporon spp. utilizados neste 

estudo. 
Espécie Identificação Fonte Número de Acesso 

GenBank* 

Trichosporon 

asahii 

CEMM 05-6-072 Urina JX124945 

Trichosporon 

asahii 

CEMM 05-6-073 Catéter JX124961 

Trichosporon asahii (var. 

asahii)** 

CEMM 03-1-072 Lesão de pele ALBS01000003.1 

Trichosporon inkin CEMM 05-6-057 Cabelo com piedra branca   99% de similaridade com 

HM046988.1 

Trichosporon inkin CEMM 03-1-073 Unha *** 

Trichosporon inkin CEMM 05-6-074 Urina JX124953 

Trichosporon inkin CEMM 05-6-075 Área perigenital JX124985 

Trichosporon inkin CEMM 01-1-143 Superficial JX125002.1 

Trichosporon inkin CEMM 01-1-144 Superficial JX124989.1 

Trichosporon inkin CEMM 01-1-145 Urina JX124958.1 

Fonte: elaborada pelo autor. 

* Disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

** Cepa de referência CBS 2479 (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 

 

Antes de cada etapa experimental apresentada a seguir, as cepas foram repicadas 

em ágar batata e incubadas a 35ºC por 48h. A análise micromorfológica das colônias puras foi 

realizada em preparação tipo lâmina-lamínula com lactofenol azul algodão. 

 

6.3 Obtenção do biossurfactante de Bacillus subtilis 

 

Todos os testes deste trabalho foram realizados com o lipopeptídeo TIM96, semi- 

purificado e liofilizado, gentilmente cedido pelo Laboratório de Ecologia Microbiana e 

Biotecnologia (LEMBIOTECH) do Departamento de Biologia, Universidade Federal do 

Ceará. 

Para a produção do biossurfactante, a bactéria foi cultivada em Caldo Surfactina 

(MORÁN et al., 2000) por 48h a 30 °C. Ao final do tempo de incubação, a cultura foi 

centrifugada e o sobrenadante foi utilizado para a purificação do lipopeptídeo. O sobrenadante 

isento de células foi submetido à precipitação ácida, com HCl 12M pH 2.0, de acordo com a 

metodologia proposta por PEREIRA et al., (2013). O biossurfactante semi-purificado foi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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identificado, através da técnica de espectrometria de massas ESI-Q-TOF, como sendo uma 

mistura de três famílias de lipopeptídeos: surfactina, iturina e fengicina. Para a avaliação 

antifúngica, os biossurfactantes foram redissolvidos em meio RPMI 1640 (Sigma chemical 

corporation, St. Louis, EUA) pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS estéril na 

concentração de 10mg/mL, filtrados em membrana estéril de 0,22µm e mantidos a -20ºC. 

 

6.4 Células planctônicas 

 

6.4.1 Atividade antifúngica 

 

Os testes de sensibilidade em células planctônicas seguiram o método de 

microdiluição em caldo preconizado no documento M27-A3, estabelecido pelo Clinical & 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Foi preparada uma solução estoque de TIM 96 

em meio RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS; em seguida o material foi 

testado em concentrações que variaram de 4,882 µg/mL a 2500 µg/mL. Também foram 

testados os antifúngicos anfotericina B (AMB - Sigma chemical corporation, EUA), 

fluconazol (FLC - MERCK SHARP & Dohme, BRASIL) e voriconazol (VCZ – Pfizer, 

BRASIL), os quais foram diluídos em meio RPMI pH 7,0 e testados nos seguintes intervalos: 

0,0313 µg/mL a 16 µg/mL para AMB e VCZ e 0,125 µg/mL a 64 µg/mL para FLC (CLSI, 

2008). 

Uma suspensão de células de Trichosporon spp. foi preparada em solução salina 

estéril (0,9% NaCl), ajustando a turbidez à escala 0,5 de MacFarland e em seguida, a 

suspensão foi diluída em proporção 1:50 e depois 1:20 em meio RPMI 1640 pH 7,0 

tamponado com 0,165 M de MOPS. Alíquotas de 100 µL do inóculo final foram depositadas 

às microplacas previamente preparadas com 100 µL do meio de cultura suplementado com as 

drogas, distribuídas em diluições seriadas em escala 1:2. Foi utilizado como controle da 

qualidade do teste de sensibilidade, para os antifúngicos, a cepa de Candida parapsilosis 

ATCC 22019. 

A interpretação do resultado foi realizada por meio de leituras visuais após 

incubação das placas a 35 °C por 48h (CLSI, 2008). A concentração inibitória mínima (CIM) 

para AMB foi definida como a menor concentração capaz de inibir completamente o 

crescimento fúngico (CIM100%); para TIM96, foram determinados os valores de CIM50% e 

CIM100%, avaliando as menores concentrações capazes de inibir o crescimento fúngico em 

50% e 100%, respectivamente. Já para FLC e VCZ, a CIM foi definida como 50% de inibição 
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do crescimento fúngico, em comparação com os controles livres de droga. Para a 

Concentração fungicida mínima (CFM), definida como o menor valor capaz de matar a célula 

fúngica, foi realizada segundo Cantón et al. (2004), com adaptações. A CFM foi determinada 

pela semeadura dos poços onde não foi observado crescimento. Para tanto, o conteúdo dos 

poços foi homogeneizado por meio de pipetagens e alíquotas de 100 µL foram semeadas em 

tubos contendo ágar batata. Os tubos foram incubados a 35ºC por 48h para posterior inspeção 

visual. 

Os experimentos a seguir tiveram como base os valores de CIM que foram 

capazes de inibir em 100% o crescimento fúngico para TIM96 e AMB. Para FLC, foi a 

concentração capaz de inibir o crescimento fúngico em 50%, como recomenda o documento 

M27-A3 (CLSI, 2008). 

 

6.4.2 Interações farmacológicas entre TIM96 e antifúngicos clássicos pelo método de 

chekerboard 

 

A interação entre TIM96 e os antifúngicos clássicos AMB e FLC, a T. inkin (n=1) 

CEMM 05-6-075, foi realizada de acordo como o método de Checkerboard (tabuleiro de 

xadrez) em microdiluição em caldo (JOHNSON et al., 2004), com interpretação de resultados 

proposto por ODDS (2003). O biossurfacante TIM96 foi testado nas concentrações que 

variaram de (1,21875 a 78,125 µg/mL) associados a concentrações de AMB (0,0019 a 

2µg/mL) e FLC (0,0078125 a 8 µg/mL). Após 48h de incubação a 35ºC, as placas foram 

homogeneizadas e transferidas para novas placas de microtitulação de fundo chato e lidas em 

espectofotômetro a 540nm. 

A interação entre os fármacos e o TIM96 foi calculada pelo FICI (Indíce de 

Concentração Inibitória Fracionada), por meio da soma das concentrações combinadas 

divididas pelas concentrações isoladas do TIM96 e de cada antifúngico. Dessa forma, temos: 

FICI ≤ 0,5 = sinergismo; FICI > 4,0 = antagonismo; e 0,5 < FICI > 4,0 = sem interação 

(ODDS, 2003). 

 

6.4.3 Tempo de morte 

 

O ensaio de tempo de morte foi realizado de acordo com Cantón et al. (2003) com 

adaptações. As drogas testadas, TIM96 e AMB, foram diluídas em RPMI 1640 pH tamponado 

com 0,165 M de MOPS 7,0. Para TIM96, foram utilizadas as concentrações 2xCFM e CFM, 
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de cada cepa estudada.  Quanto a AMB, foi utilizada a concentração CIM, também de cada 

cepa. Foram utilizadas as cepas CEMM 05-6-075, 01-1-143 e 01-1-145 como representativas 

da espécie T. inkin, e as cepas CEMM 05-6-072, 05-6-073 e 03-1-072, como representativas 

da espécie T. asahii. Para a confecção dos inóculos foi preparada uma solução de salina 

estéril, ajustando-se a turbidez à escala 0,5 de McFarland. Posteriormente, essa solução foi 

diluída em 1:50 e 1:20 em meio RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS. Em 

seguida, alíquotas do inóculo final foram transferidas para tubos de ensaio estéreis, os quais já 

continham as concentrações a serem testadas de cada droga em meio RPMI 1640 pH 7,0 para 

cada cepa. Os tubos foram então incubados a 35ºC e analisados nos intervalos de tempo 0, 2, 

4, 6 e 24h, por meio de contagem do número de unidades formadoras de colônia (UFC). Em 

cada corte de tempo, alíquotas de 100 µL dos poços inoculados eram retiradas, diluídas em 

salina estéril (1:10) e semeadas em placas contendo ágar batata. As placas foram incubadas a 

35ºC por 48h, para a posterior contagem de colônias. 

 

6.4.4 Efeito do tim96 sobre o teor de ergosterol de células planctônicas 

 

O ensaio de redução do ergosterol foi realizado conforme descrito por Moran et 

al., (2007), com adaptações. Foram utilizadas as cepas CEMM 05-6-075, 01-1-143 e 01-1-145 

como representativa da espécie T. inkin, e as cepas CEMM 05-6-072, 05-6-073 e 03-1-072, 

como representativas da espécie T. asahii, além de Candida parapsilosis ATCC 22019, como 

controle positivo do teste, afim de elucidar se o mecanismo de ação do  biossurfactante 

envolve a redução do teor totais de esteróis. FLC foi utilizado como controle de qualidade da 

droga, em sua concentração CIM, uma vez que diminui a síntese do egosterol, bloqueando a 

enzima 14-α-demetilase, presente no citocromo P-450 da célula fúngica e impedindo a 

demetilação do precursor lanosterol em ergosterol (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002). 

Primeiramente a cepa foi repicada em ágar batata e incubada a 35ºC por 48h. Após o período 

de incubação, foi montado um sistema de icrodiluição em caldo. Foi utilizado como meio de 

cultura RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS. Posteriormente, o inóculo foi 

ajustado na escala 0,5 de MacFarland em salina 0,9% estéril, sendo diluído em RPMI nas 

escalas 1:50 e 1:20 (CLSI, 2008). O inóculo ajustado foi transferido para os poços 

previamente preparados com o surfactante em suas concentrações CIM/2 e CIM/4 e FLC, em 

sua concentração CIM, sendo incubados por 48 h a 35 ºC. Como controles de crescimento 

positivo, foram incubados apenas o fungo com RPMI. Após a incubação, o volume de cada 

tubo foi homogeneizado e transferidos para eppendorf estéreis. Diluições seriadas de 1/10 
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foram realizadas em salina 0,9% estéril, até atingir a escala 0,5 de McFarland, o que 

corresponde a aproximadamente 2,5x106 céls/mL. Cerca de 1mL de cada cultura foi 

centrifugada por 5 minutos a 12.000g e o pellet obtido foi resuspenso em 500 µL de 

KOH/EtOH e incubado em banho maria a 95 ºC durante 1 h. Em seguida, foi adicionado   600 

µL de hexano a cada microtubo, o qual foi homogeneizado em vortex. As soluções foram 

novamente centrifugadas a 12.000g por 5 minutos e toda a camada superior do hexano, a qual 

concentrava os esteróis totais foi removida, transferida para tubos estéreis. A absorbância foi 

lida em espectrofotômetro a 295 nm. A quantificação dos esterois totais da membrana foi 

realizada em comparação com uma curva padrão de ergosterol (Sigma-Aldrich, EUA) 

(CORDEIRO et al., 2014). Toda a experimentação foi realizada em duplicata. 

 

6.4.5 Dano à membrana celular 

 

O efeito do biossurfactante TIM96 sobre a integridade da membrana foi realizado 

seguindo a metodologia de DEVI et al., (2010), com modificações. Para este estudo, foram 

utilizadas as cepas CEMM 05-6-075, 01-1-143 e 01-1-145 como representativas da espécie T. 

inkin, e as cepas CEMM 05-6-072, 05-6-073 e 03-1-072, como representativas da espécie T. 

asahii. Os inóculos foram preparados como descrito anteriormente para o teste de 

sensibilidade e diluídos em proporção 1:50 e depois 1:20 em RPMI 1640 pH 7,0 tamponado 

com 0,165 M de MOPS. Volume de 100 µL dos inóculos foram transferidos para poços de 

placas de microdiluição de 96 cavidades contendo RPMI pH 7,0 suplementado com TIM96 

nas concentrações CIM, CIM/2 e CIM/4, para cada cepa testada. As placas foram incubadas a 

35ºC por 48 h. Para o controle positivo do ensaio, foi empregado a droga feniletilideno (N'- 

[(E)-1-(fenil)etilideno]piridina-4-carbohidrazida), uma hidrazida derivada da hidrazona, cujo 

mecanismo de ação antifúngica envolve dano à membrana plasmática e, por conseguinte, 

positividade ao teste ora descrito (CORDEIRO et al., 2014), em concentrações CIM/2 e 

CIM/4. Após o período de incubação, as suspensões foram homogeneizadas, centrifugadas a 

13,416 × g durante 10 min e transferidas para novas placas de microdiluição. Alíquotas de 2 

µL do sobrenadante foram então coletadas e analizadas em 260 nm e 280 nm para ácidos 

nucleicos e proteínas respectivamente, em Nanodrop® (Thermo Scientific, EUA). O ensaio foi 

realizado em triplicata. 
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6.4.6 Citotoxicidade 

6.4.6.1 Cultura de células e avaliação da atividade citotóxica 

 

A linhagem de monócitos/macrófagos murinos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foi 

adquirida junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantida em meio DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100U/L 

de penicilina e 100U/L de estreptomicina, DMEM completo (DMEMc) em uma atmosfera de 

95% ar/5% CO2 a 37°C. As células serão subcultivadas após atingir uma confluência de 80% 

(KÄMMERER et al., 2011). Para avaliar a citotoxicidade do TIM96 foi utilizado o ensaio do 

MTT (SIGMA-ALDRICH, Alemanha) (Mosmann, 1983), que se baseia no fato deste sal 

{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il) - 2,5 - difeniltetrazólio]} ser reduzido pelas 

mitocôndrias das células viáveis a um composto (sal de formazan), sendo a quantidade deste 

um indicativo da viabilidade celular. As células RAW 264.7 foram plaqueadas na 

concentração de 1x105 células/ mL em placa de 96 poços. As células foram incubadas com 

TIM96 (39,06 - 5000 μg/mL) por 24 horas. Após este período, foi adicionado o MTT 

(5mg/mL) e as células foram então incubadas por mais 3h. Após isto, o sobrenadante foi 

descartado e adicionou-se DMSO, e decorridos 15 min de agitação, a absorbância foi 

mensurada em 540 nm (Freshney, 1994; Sung et al., 2010; Wang et al., 2016). 

 

6.4.7 Alteração na hidrofobicidade celular 

 

O ensaio de hidrofobicidade foi realizado de acordo com Anil et al., (2001), com 

modificações. Para tanto, foram utilizadas as cepas CEMM 05-6-075, 01-1-143 e 01-1-145 

como representativas da espécie T. inkin, e as cepas CEMM 05-6-072, 05-6-073 e 03-1-072, 

como representativas da espécie T. asahii., as quais foram cultivadas em tubos de ensaio 

estéreis, contendo meio RPMI pH 7,0 suplementado com TIM96 (CIM/2 e CIM/4). Para o 

controle positivo do teste, foi empregado o anti-séptico químico clorexidina, segundo Anil et 

al., (2001), que sabe-se possuir mecanismo antifúngico capaz de alterar a hidrofobicidade 

celular, representando positividade ao teste. Para este, foi utilizado sua concentração (CIM/2). 

Os tubos contendo 6 mL de células ajustadas na escala 0,5 de McFarland, foram incubadas a 

35ºC sob agitação de 80 rpm por 48h. Após esse período, os tubos foram centrifugados a 2500 

xg por 5min. o sobrenadante foi descartado e precipitado obtido foi lavado com tampão PBS; 

em seguida, repetiu-se o procedimento a fim de remover o meio de cultura ao máximo. Os 

volumes foram completados para 10 mL com PBS e dividos em quatro tubos, representando 
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dois controles e dois testes, cada um contendo 2,5 mL de volume final. Em seguida, 

acrescentou-se 0,5 mL de xilol (Dinâmica, Brasil) tanto nos tubos controles, quantos nos 

testes; o material foi incubado em banho-maria a 37ºC por 10 minutos, homogeneizados em 

vórtex por 15 segundos e novamente incubados em banho-maria a 37ºC por 30 min, para 

promoção da separação das fases imiscíveis. 

Após essa etapa de incubação, a fase aquosa, inferior, foi cuidadosamente 

recolhida por pipetagem e transferida para tubos de hemólise, os quais foram vortexados 

vigorosamente por 15 segundos. Os resíduos restantes de xilol foram evaporados por fluxos 

de ar unidirecionados aos tubos por 2 minutos, ou até não perceber mais restos de xilol no 

sistema. A absorbância dos tubos controles e testes foram lidas em espectofotômetro a 540nm. 

RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS estéril foi utilizado como controle 

negativo do teste. 

O índice de hidrofobicidade superficial celular (IHSC) foi calculado de acordo 

com Borghi et al., (2011), utilizando-se a fórmula da figura 1, na qual a densidade ótica (DO) 

controle é a densidade ótica do controle antes do tratamento com xilol e DO teste é a 

densidade ótica do teste depois do tratamento com xilol. 

 

Quadro 1: Equação para determinação do IHSC em células incubadas por 48h em 

contato com o TIM96 e Clorexidina. 

 

6.5 Obtenção do biossurfactante de Bacillus subtilis 

6.5.1 Formação de biofilme 

6.5.1.1 Efeito do TIM96 na adesão celular 

 

No presente estudo, os biofilmes de Trichosporon spp. foram formados segundo 

metodologia descrita por Cordeiro et al., (2015). A fim de investigar o efeito do TIM96 sobre 

a adesão celular, culturas de T. asahii (n=4) e T. inkin (n=6) foram inicialmente mantidas em 

ágar batata por 48h a 35 °C. Após esse período, foram preparadas suspensões fúngicas em 

RPMI 1640 pH 7,0 tamponado com 0,165 M de MOPS e suas densidades foram ajustadas  

para 2x106 células/mL com o auxílio de uma Câmara de Neubauer. Em seguida, 100 µL de 

IHSC = 

(DO controle – DO teste) 

    

DO controle 

X 100 
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cada inóculo foi transferido para micropoços de placas de 96 cavidade de fundo chato, 

previamente preparados com igual volume de RPMI pH 7,0 suplementado com TIM96 em 

concentração 10xCIM para cada cepa. Como controle positivo do teste foi empregado AMB, 

também na concentração 10xCIM para cada cepa. As placas foram incubadas a 35ºC sob 

agitação de 80 rpm por 6 horas (CORDEIRO et al., 2015). Decorrido esse tempo, os 

sobrenadantes foram aspirados e os poços lavados duas vezes com PBS-Tween 20 (0,005% 

v/v) e a capacidade de formação de cada um dos biofilmes foi avaliada quanto a sua 

viabilidade por meio de ensaio de colorimetria por XTT (2,3-bis (2-metóxi-4- nitro-5- 

sulfofenil) - 5 - [(fenilamino)carbonil] - 2H - hidróxido de tetrazólio), conforme o sub-item 

6.5.2.1. 

 

6.5.1.2 Efeito do TIM96 no desenvolvimento do biofilme 

 

Os biofilmes foram formados conforme Cordeiro et al. (2015) com um inóculo 

inicial de 1x106 células/mL. O potencial anti-adesivo do TIM96 foi avaliado frente a biofilmes 

em formação, com análises de tempo em 24 e 48 h de crescimento. AMB foi utilizado como 

droga padrão e controle positivo do teste. Passado o período de adesão de 6 h, todo o 

sobrenadante foi cuidadosamente retirado e os poços contendo os biofilmes foram lavados 

com PBS-Tween 20 estéril. As drogas TIM96 e AMB, diluídas em RPMI 1640 pH 7,0 

tamponado com MOPS, foram acrescidas aos biofilmes, num volume de 200 µL em suas 

concentrações 10xCIM para cada cepa. Após cada intervalo de tempo (24 e 48 h), os 

biofilmes foram lavados com PBS – Tween 20 estéril e analisados quanto a sua viabilidade 

por XTT (item 5.1.2.2), e por coloração do cristal violeta (5.1.2.4). Toda a experimentação foi 

conduzida em triplicata. 

 

6.5.1.3 Efeito do TIM96 sobre o biofilme maduro 

 

Os biofilmes foram formados conforme Cordeiro et al. (2015), com um inóculo 

inicial de 1x106 células/mL. Após o período de maturação de 48 h, os biofilmes foram lavados 

com PBS – Tween 20 estéril, e as drogas TIM96 e AMB, diluídas em meio RPMI 1640 

tamponado com MOPS, pH 7,0, foram testadas frente aos biofilmes em suas concentrações 

10xCIM para cada cepa, afim de avaliar o seu potencial antifúngico sobre os biofilmes 

maduros. As placas foram incubadas por mais 48h, nas condições descritas acima. 
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6.5.2 Métodos quantitativos para a avaliação de resultados em biofilmes 

6.5.2.1 Atividade metabólica 

 

A análise da viabilidade foi realizada por meio de ensaio de colorimetria por XTT, 

conforme Martinez e Casadevall, (2006), com adaptações. Após lavagem com PBS, os poços 

contendo os biofilmes foram preenchidos com 50 µL de PBS estéril, 75 µL de XTT estéril 

(1mg/mL em PBS – Sigma, EUA) e 6 µL de menadiona (1 mM em acetona – Sigma, E.U.A). 

As placas foram incubadas a 35 ºC, 80 rpm por 5 h, ao abrigo da luz direta. Após o período de 

incubação, a solução de XTT foi coletada, transferida para novos poços de fundo chato e as 

placas lidas em espectofotômetro a 492nm. A mudança colorimétrica que reduziu o XTT a 

formazan é resultante da atividade metabólica celular, inferida pela atividade das 

desidrogenases mitocondriais (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006). 

 

6.5.2.2 Biomassa 

 

Após a lavagem com PBS, os biofilmes foram desidratados com metanol 

(Dinamica, Brasil) por aproximadamente 5 min. O sobrenadante foi removido e secas ainda 

dentro da cabine de fluxo laminar. Passado esse proceso de secagem, foram adicionados 200 

µL de cristal violeta a 0,3% em cada poço. O conteúdo foi retirado e cada poço foi lavado 

levemente com água destilada estéril, por duas vezes, 30 minutos após a adição do cristal 

violeta. Após as lavagens, o corante foi removido com a adição de 200 µL de ácido acético a 

33%, que permaneceu em contato com os biofilmes por 30 segundos. O sobrenadante foi 

então removido e transferido para novas placas de microtitulação de fundo chato e lidos em 

espectofotômetro a 590 nm (Peeters et al., 2008) Toda a experimentação foi realizada em 

triplicata. 

 

6.6 Fisiologia dos biofilmes 

6.6.1 Microscopia confocal 

 

A influência do biossurfactante TIM96 sobre a viabilidade e ultraestrutura dos 

biofilmes de Trichosporon spp. foi avaliada pela técnica de microscopia confocal, de acordo 

com Di Bonaventura et al., (2006). Foram adicionados sobre os biofilmes, alíquotas do 

corante Live/Dead TM (Invitrogen, EUA), e levados para observação em Microscópio 

Confocal Nikon C2, com comprimento de onda a 488nm para a detecção do corante Syto9, 
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que identifica células viáveis na cor verde, e a 561 nm para a detecção de iodeto de propídio, 

o qual identifica células não viáveis. Para a análise das imagens, pontos equidistantes foram 

selecionados a partis das imagens tridimensionais do biofilme e a quantificação colorimétrica 

foi realizada utilizando o software ImageJ 1.50i (COLLINS, 2007).  

 

7 RESULTADOS 

7.1 Células planctônicas 

7.1.1 Sensibilidade das células planctônicas de Trichosporon spp. Ao TIM96 e aos 

antifúngicos 

 

A sensibilidade das células planctônicas das espécies de T.asahii e T. inkin frente 

ao biossurfactante TIM96, bem como aos antifúngicos AMB e FLC, está apresentada na 

tabela 1. 

Observou-se que o TIM96 inibiu o crescimento das cepas de Trichosporon spp. 

utilizadas neste estudo, em valores de CIM que variaram de 156,25 a 312,5 μg/mL. Já para 

AMB, os valores de CIM variaram de 0,0312 a 2 μg/mL e para FLC foram encontrados 

valores de CIM variaram de 1 a 8 μg/mL. 
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Tabela 2. Concentração inibitória mínima e concentração fungicida mínima de TIM 96 

e concentração inibitória mínima de anfotericina B e fluconazol isolados, frente a cepas de T. 

inkin e T. asahii. 

CIM (µg/mL) 

 Cepa  TIM96     

     AMB FLC VCZ 

  50% 100% C

F

M 

   

 CEMM 05-6-072 39,06 78,125 7

8

,

1

2

5 

0,125 8 0,125 

 CEMM 05-6-073 156,25 312,5 3

1

2

,

5 

2 4 0,125 

T. asahii CEMM 03-1-072 78,125 312,5 3

1

2

,

5 

1 1 0,0312 

 CEMM 01-1-143 78,125 156,25 1

5

6

,

2

5 

0,125 2 0,0625 

 CEMM 01-1-144 78,125 156,25 3

1

2

,

5 

0,5 2 0,0625 

 CEMM 01-1-145 78,125 156,25 3

1

2

,

5 

0,0312 2 0,0312 

T. inkin CEMM 05-6-057 78,125 156,25 1

5

6

,

2

5 

2 1 0,0312 

 CEMM 05-6-074 78,125 156,25 1

5

6

,

2

5 

0,125 1 0,0312 

 CEMM 05-6-075 78,125 156,25 1

5

6

,

2

5 

0,25 2 0,125 

 
 CEMM 03-1-073 156,25 312,5 3

1

2

,

5 

0,25 4 0,0625 

 

CIM: Concentração Inibitória Mínima; CFM: Concentração Fungicida Mínima; 

TIM96: Biossurfactante extraído de cepas de Bacillus subtilis; AMB: Anfotericina B; FLC: 

Fluconazol. 

 

7.1.2 Interações farmacológicas entre TIM96 e antifúngicos clássicos pelo método de 

chekerboard 

 

Não foram observadas interações do tipo sinergismo nem antagonismo entre as 

combinações formadas com TIM96 e os antifúngicos AMB e FLC. Os valores de FICI obtidos 

indicam antagonismo entre TIM96 e os antifúngicos (FICI > 4,0). 

 

7.1.3 Tempo de morte 

 

A atividade fungicida de TIM96 foi avaliada em períodos estabelecidos de tempo 

(0, 2, 4, 6 e 24 h), para todas as cepas utilizadas. AMB foi o controle positivo do teste, uma 
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vez que já se conhece o seu potencial como fungicida. O declínio do número de colônias foi 

observado a partir da 6ª hora de incubação, com morte total para ambas as concentrações de 

TIM96, na 24ª hora. Para AMB, observou-se com exceção de uma cepa (CEMM 05-6-075), o 

declínio também a partir da 6ª hora, embora nos períodos estudados, Trichosporon sp., 

mostrou-se capaz de sobreviver às concentrações estudadas até 48 h. Os resultados do teste 

podem ser observados nas figuras 6, 7 e 8: 
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Figura 5 - Tempo de morte representativo de T. asahii após a exposição ao TIM96 e AMB, para as seguintes 

cepas: (A) CEMM 05-6-072, (B) CEMM 05-6-073 e (C) CEMM 03-1-072. 
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Figura 6 - Tempo de morte representativo de T. inkin após a exposição ao TIM96 e AMB, para as seguintes 

cepas: (C) CEMM 01-1-143, (D) CEMM 01-1-145 e (E) CEMM 05-6-075. 
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Figura 7 - Tempo de morte de C. parapsilosis ATCC 22019, em incubação com AMB a 2µg/mL (valor de CIM). 

 

7.1.4 Influência do TIM96 sobre o teor de ergosterol celular 

 

O teor de ergosterol foi determinado para cada cepa avaliada no teste, em 

diferentes concentrações das drogas em estudo (CIM/2 e CIM/4) para TIM96 e (CIM) para 

FLC. Depois do período de incubação com a droga, observou-se uma redução significativa do 

teor de ergosterol em ambas as concentrações de TIM96 utilizadas no teste. FLC foi utilizado 

como controle positivo do teste e os resultados podem ser observados na figura 9: 

 

 

Figura 8 - Teor de ergosterol em cutivos planctônicos de Trichosporon spp. em RPMI 1640 pH 7,0 tamponado 

com 0,165 M de MOPS sem antimicrobiano (barras pretas), representando os controles, ou suplementado com 

TIM96 CIM/2, TIM96 CIM/4 ou ainda, Fluconazol (FLC). C. papapsilosis ATCC 22019 (CP) incubada com 

FLC para controle do teste. Os asteriscos indicam as diferenças estatísticas significativas em relação aos 
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controles (p<0,05). Resultados expressos por média ± desvio padrão. 

 

7.1.5 Efeito do TIM96 sobre o dano à membrana celular 

 

O efeito do TIM 96 e da droga feniletilideno sobre a membrana celular de 

Trichosporon spp. está exposto na figura 10, para dosagens de ácidos nucleicos e proteínas, 

respectivamente. 

Observou-se que o biossurfactante TIM 96 foi eficiente em causar dano sobre 

integridade da membrana celular das cepas de Trichosporon spp., de forma significativa, em 3 

das 4 cepas estudadas em suas concentrações CIM, CIM/2 e CIM/4. Da mesma forma, o 

feniletilideno, controle positivo do teste, foi eficaz em suas concentrações CIM/2 e CIM/4, 

para todos os isolados clínicos. Para a análise de proteínas, o biossurfactante não apresentou 

diferenças, em relação ao controle, apenas para um dos isolados clínicos testados, em 

concentrações CIM e CIM/2. Já para Feniletilideno, sua concentração CIM/4, foi o suficiente 

para danificar a membrana a ponto de liberar proteínas para o sobrenadante. Resultados do 

teste são apresentados nas figuras 10: 

 

 

Figura 9 - Absorbância do conteúdo extracelular dos isolados de Trichosporon após exposição a diferentes 
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concentrações de TIM96 e feniletilideno, testados isoladamente. Leitura realizada em 260 nm (A) para detectar a 

concentração de ácidos nucléicos e 280 nm para detectar a concentração de proteínas (B). Asteriscos (*) 

representam diferença estatística significativa em comparação com o controle (p<0,05). 

 

7.1.6 Avaliação da atividade citotóxica 

 

A atividade do TIM96 revelou um comportamento tóxico sobre culturas de células 

de macrófagos murinos RAW 264.7. O resultado do comportamento do TIM96 sobre essas 

células pode ser observado na figura 11: 

 

 

Figura 10 - Atividade citotóxica do TIM96 sobre culturas de células RAW264.7. TIM96 (barras cinzas) mostrou- 

se tóxico a partir da concentração 78,125 µg/mL em relação ao controle (p<0,05). Asteriscos (*) representam 

diferença estatística significativa em comparação com o controle (p<0,05). 

 

7.1.7 Alteração na hidrofobicidade celular 

 

O efeito causado pelo TIM96, em suas concentrações sub-inibitórias, sobre a 

hidrofobicidade da superfície celular foi de redução. A exposição à droga por um período de 

48 h foi capaz de reduzir significativamente, em relação aos controles, a sua hidrofobicidade, 

com exceção do isolado clínico CEMM 05-6-073. Clorexidina, utilizada como controle 

positivo do teste, obteve resultados semelhantes em sua concentração sub-inibitória. Os 

resultados podem ser observados na figura 12: 
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Figura 11 - Hidrofobicidade celular superficial relativa de T. asahii (n=3) e T. inkin (n=3), após 48 h de 

exposição a TIM96 ou Clorexidina em suas concentrações sub-inibitórias. Controle do teste realizado com C. 

parapsilosis ATCC 22019. Resultados expressos por média ± desvio padrão. Asteriscos (*) representam 

diferença estatística significativa em comparação com o controle (p<0,05). 

 

7.2 Células associadas em biofilme 

7.2.1 Máxima formação dos biofilmes 

 

A máxima formação dos biofilmes de Trichosporon está exposta na figura 13. 

Resultados realizados a partir da técnica de cristal violeta e expressos em absorbância a 540 

nm. Uma vez que todas as cepas de Trichosporon utilizadas neste estudo se mostraram boas 

formadoras de biofilmes, decidiu-se trabalhar com todas para os ensaios a seguir. 

 

 

Figura 12 - Capacidade de formação de biofilme de isolados de T. asahii (barras cinza-claro) e T. inkin (barras 

pretas), utilizando a metodologia de quantificação de biomassa por cristal violeta. 
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7.2.2 Efeito do TIM96 sobre a adesão do biofilme 

 

O efeito do potencial inibitório do TIM 96 sobre a capacidade de adesão das cepas 

de Trichosporon spp., bem como a sensibilidade a AMB, um fármaco que se sabe, tem um 

alto potencial antifúngico, está à mostra na figura 14. TIM96 e AMB inibiram (p<0,05) as 

células e consequentemente, o biofilme. Asteriscos representam diferença estatística 

significativa em comparação com o controle. 

 

 

Figura 13 - Adesão de células à superfície expostas ao TIM 96 (barras cinza-claro)  e AMB (barras cinza-escuro), 

ambas isoladamente, nas concentrações 10XCIM, após o período de adesão de 6 h. Controles positivos estão 

representados pela barra preta. A quantificação se deu por meio da metodologia de redução do XTT. Resultados 

expressos em porcentagem. Asteriscos (*) representam diferença estatística significativa em comparação com o 

controle (p<0,05). 

 

7.2.3 Efeito do TIM96 sobre o biofilme em formação 

 

No tocante a formação do biofilme, em 24 h de crescimento, os valores de 

inibição para TIM 96 e AMB, estão representados na figura 15, frente a cepas de T. inkin e T. 

asahii, respectivamente. 

Foi observado que em 24 h de crescimento os valores de inibição do TIM 96 e 

AMB continuam interferindo no processo de formação dos biofilmes (p<0,05), tanto para a 

análise por redução do XTT, quanto para a análise de biomassa. 
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Figura 14 - Potencial inibitório de TIM96  (barras cinza-claro) e AMB (barras cinza-escuro), isoladamente, em 

suas concentrações 10XCIM, frente a cepas das espécies de T. asahii (n=4) e T. inkin (n=6), após 24 h de 

crescimento. Controles positivos foram representados por barras pretas. A quantificação dos resultados se deu 

por meio da redução do XTT (A) e por cristal violeta (B). O resultado foi expresso em porcentagem relativa de 

492 e 540nm, isoladamente. Asteriscos (*) representam diferença estatística significativa em comparação com o 

controle (p<0,05). 

 

Na análise de 48 h de formação dos biofilmes, ainda se percebe pouca atividade 

metabólica dos biofilmes, bem como pouca biomassa, mostrando que as concentrações 

10XCIM utilizadas de ambas as drogas, ainda são eficazes em interferir significativamente 

(p<0,05) com a formação dos biofilmes. Os resultados de viabilidade e biomassa são 

mostrados, respectivamente na figura16: 
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Figura 15 - Potencial inibitório de AMB  (barras cinza-escuro) e TIM96 (barras cinza-claro), isoladamente, em 

suas concentrações 10XCIM, frente a cepas das espécies de T. asahii (n=4) e T. inkin (n=6), após 48 h de 

crescimento. Controles positivos livres de antimicrobianos foram representados por uma barra preta. A 

quantificação dos resultados se deu por meio da redução do XTT (A) e por cristal violeta (B). O resultado foi 

expresso em porcentagem relativa de 492 e 540nm, isoladamente. Asteriscos (*) representam diferença 

estatística significativa em comparação com o controle (p<0,05). 

 

7.2.4 Efeito do TIM96 sobre o biofilme maduro 

 

O tratamento dos biofilmes maduros com concentrações de 10XCIM de TIM96 

interferiu significativamente na viabilidade de 8 das 10 cepas (p<0,05) e concentrações 

10XCIM de AMB, em 3 das 10 cepas testadas (p<0,05), como observado na figura 17: 
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Figura 16 - Sensibilidade dos biofilmes maduros ao TIM96 e AMB, separadamente. Controles sem adição de 

antimicrobianos (barra preta). 10XCIM (barras cinza-escuro), 10XCIM de TIM96 (barras cinza-claro), foram 

testados para se avaliar por meio da redução de XTT e análise de biomassa por cristal violeta. Asteriscos (*) 

representam diferença estatística significativa em comparação ao controle (p<0,05). Resultados expressos em 

porcentagem. 

 

7.3 Fisiologia dos biofilmes 

7.3.1 Microscopia confocal  

 

Alterações estruturais nos biofilmes e em células associadas a esses biofilmes após a 

exposição a TIM96 foram observadas utilizando-se microscopia confocal (figura 18). Além da 

fragmentação do biofilme e uma redução das células viáveis, como observado em (A e D), 
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também, uma redução na espessura do biofilme na concentração testada quando comparado 

ao seu respectivo controle. Além disso, as imagens revelaram que os biofilmes produzidos por 

T. asahii eram compostos por densas massas de blastoconídios viáveis, hifas e pseudo-hifas. 

TIM96 causou uma redução significativa na biomassa (G) e espessura (H) dos biofilmes de 

Trichosporon. 

 

Figura 17 - Imagens de microscopia confocal de T. asahii CEMM 05-6-072 e T. inkin CEMM 05-6-074. 

Controle de crescimento de biofilme livre de drogas (A e D, respectivamente), após exposição a 10 × CIM AMB 

(B e E, respectivamente) e 10 × CIM TIM96 (C e F, respectivamente). Biomassa (G) e espessura (H) de 

biofilmes maduros de Trichosporon (48 h) em meio RPMI (barras pretas). RPMI suplementado com 10 × CIM 

AMB (barras brancas) e RPMI suplementado com 10 × CIM TIM96 (barras cinza). Os gráficos representam a 

intensidade colorimétrica das células vivas e mortas/danificadas coradas com SYTO9 e iodeto de propídio, 

respectivamente. 

 

8 DISCUSSÃO  

 

Tricrosporonose é uma doença fúngica invasiva, causada por espécies de 

Trichosporon, que acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos. Colonização do 

trato respiratório ou gastrointestinal, precedem as infecções invasivas por Trichosporon spp. 

(WALSH et al., 2004). Essas infecções se relacionam de forma particular às enfermidades 
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hematológicas malignas, como linfomas e leucemias (GIRMENIA et al., 2005). Em pacientes 

acometidos por essas enfermidades, a tricosporonose costuma estar associada a um 

prognóstico ruim, com índices de mortalidade de até 80% (RICHARDSON; LASS-FLÖRL, 

2008), sendo o uso de catéteres considerado uma porta de entrada para possíveis infecções, 

dado o fato que Trichosporon pertence à microbiota do hospedeiro (JUNIOR, et al., 2010; 

MICELI et al., 2011; CHO et al., 2015). Dentre os fatores de virulência dos fungos, destaca-se 

a capacidade de produção de biofilmes (DI BONAVENTURA et al., 2006). A capacidade que 

os microrganismos do gênero Trichosporon possuem de formar biofilmes é importante na 

relação parasita-hospedeiro e, consequentemente, no estabelecimento de processos 

infecciosos, uma vez que células em biofilmes possuem resistência a diversos antifúngicos, 

bem como possibilitam uma persistência do microrganismo no sítio infeccioso (DI 

BONAVENTURA et al., 2006; HASAN, et al., 2009; RAMAGE et al., 2012). Tendo em vista 

esses fatos, torna-se necessária a busca por novas alternativas de controle a essa problemática 

e, nessa perspectiva, este é um dos poucos estudos que investigaram o uso de um 

biossurfactante extraído de uma cepa de B. subtilis frente a células planctônicas e sésseis de 

espécies de Trichosporon. 

 

A primeira etapa desse trabalho objetivou investigar o efeito do TIM96 frente 

células planctônicas de Trichosporon spp. in vitro. Para tanto, foi avaliado o efeito inibitório 

do surfactante sobre cepas clínicas de T. asahii e T. inkin. Foi constatado que o surfactante foi 

capaz de inibir em até 100% o crescimento visível para todos os isolados em concentrações 

que variaram de 78,125 a 312,5 µg/mL. Esse potencial antimicrobiano dos biossurfactantes já 

havia sido relatado na literatura científica. Em estudo conduzido por Saravanakumari & Mani 

(2010), foi relatado que biossurfactantes produzidos por Lactococcus lactis possuiam 

atividade antimicrobiana para patógenos como Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

multirresistentes. Em outro estudo, Rautela et al. (2014) realizaram uma microdiluição em 

caldo utilizando meio RPMI 1640 tamponado com MOPS 16 M, pH 7.0, afim de determinar a 

CIM de um lipopeptídeo extraído de uma cepa de Bacillus amyloliquefaciens. Esse 

biossurfactante inibiu completamente o crescimento visível de cepas de C. albicans com 

valores de CIM qua variaram de 2 a 4 mg/mL, superiores aos valores de CIM de TIM96 

encontrados no presente estudo. Em outro estudo, Deepak & Jayapradha (2014) observaram a 

atividade inibitória de um biossurfactante lipopeptídico de uma cepa de Bacillus thuringiensis 

frente ao patógeno fúngico Fusarium oxysporum. Foram testadas concentrações do 

biossurfactante que variaram de 0,01 - 0,25 mg/mL, observando-se inibição do crescimento 
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das colônias fúngicas em concentrações ≥ 0,05 mg/mL. Rodrigues et al. (2006) reportaram 

um estudo onde observou-se a atividade antimicrobiana de dois biossurfactantes, sendo um 

extraído de Lactococcus lactis e outro de Streptococcus thermophilus, frente a uma variedade 

de bactérias e leveduras, como C. albicans e C. tropicalis. Os resultados obtidos mostraram 

que para o biossurfactante de L. lactis, o CIM para C. albicans foi de 50 mg/mL e para C. 

tropicalis foi ≥ 5 mg/mL. Para o biossurfactante extraído de S. thermophilus, o resultado da 

CIM para C. albicans foi de 50 mg/mL e para C. tropicalis o CIM foi ≥ 3 mg/mL. Minif et al. 

(2015) conduziram um estudo onde foi avaliada a eficiência antifúngica de um biossurfactante 

lipopepitídico extraído de uma cepa de B. subtilis frente ao patógeno fúngico Fusarium  

solani. Para tanto, a atividade antifúngica foi mostrada por meio de um experimento de disco- 

difusão, onde concentrações que variaram de 0,1 a 3,0 mg/mL foram utilizadas. Os resultados 

obtidos mostraram que a concentração de 3,0 mg/mL foi definida como a CIM, sendo capaz 

de inibir o crescimento fúngico. 

Quanto a sensibilidade aos antifúngicos, foram utilizados AMB e os azólicos VCZ 

e FLC, sendo esses os dois azólicos mais comumente utilizados no tratamento das 

tricosporonoses invasivas, tomando por base a última década (LIAO et al., 2015). No presente 

estudo, AMB apresentou valores de CIM que variaram de 0,125 a 2 µg/mL. Segundo 

Rodriguez-Tudela et al. (2005), cepas de Trichosporon spp. que apresentam CIM ≥ 2 µg/mL 

para AMB seriam consideradas como cepas resistentes a este fármaco. A resistência de 

espécies de Trichosporon spp. à AMB é reportada na literatura, sendo T. asahii a espécie mais 

frequentemente relatada com esse fenótipo (WOLF et al., 2001; RODRIGUEZ-TUDELA et 

al., 2005; LIAO et al., 2015). No presente estudo, apenas uma das quatro cepas de T. asahii 

apresentou CIM = 2 µg/mL. Quanto aos azólicos, FLC e VCZ apresentaram valores de CIM 

que variaram de 1 a 4 µg/mL e 0,0312 a 0,125 µg/mL, respectivamente. Como reportado na 

literatura, os azólicos apresentam uma maior eficácia frente a Trichosporon spp., sendo VCZ 

o composto mais eficiente em infecções experimentais em modelos animais, bem como em 

pacientes (WALSH et al., 2004a; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005; KALKANCI et al., 

2010; LIAO et al., 2015). 

No presente estudo, a atividade fungicida de TIM96 foi avaliada por meio de uma 

curva de morte. Neste experimento, AMB foi utilizada como controle positivo, uma vez que 

apresenta ação fungicida, causando a morte da célula fúngica por meio do extravasamento de 

íons (KONTOYIANNIS; LEWIS, 2002; ESPADA et al., 2008; OLIVEIRA, 2008).   Os 

resultados revelaram que o declínio do número das colônias de Trichosporon ocorreu após 6 h 

de contato com o biosssurfactante, com morte absoluta após 24 h. O experimento foi 
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conduzido em testes com concentrações que variavam de 78,125 a 625 µg/mL. Em realação a 

AMB, não foi encontrado um corte de tempo onde houvesse morte fúngica, mas um declínio a 

partir de 6 h após a incubação, exceto para uma cepa de T. inkin CEMM 05-6-075, onde esse 

declínio não foi observado. Ademais, ensaios de tempo de morte com biossurfactantes 

lipopeptídicos frente a cultivos de Candida já foram relatados na literatura. Em um desses 

estudos, células planctônicas de C. albicans foram incubadas na presença do surfactante em 

meio RPMI 1640, 0,16 M MOPS, pH 7.0, onde o tratamento dessas células com o 

biossurfactante em concentrações que variaram de 4 – 6 mg/mL durante 3 h, diminuiram as 

UFC/mL em mais de 90% (RAUTELA et al., 2014), demonstrando que esses biotensoativos 

são capazes de causar a morte de células fúngicas em concentrações superiores ao CIM. A 

hipótese é que essas moléculas biológicas agem na membrana plasmática, desestabilizando-a, 

causando extravasamento intracelular e consequente morte da célula fúngica (EEMAN et al., 

2006; GRAU et al., 1999; RAUTELLA et al., 2014). 

Com o objetivo de compreender o mecanismo de ação do TIM96 nas células 

fúngicas, foi investigado o efeito do biossurfactante sobre o conteúdo total de ergosterol 

celular e sobre a permeabilidade da membrana. De acordo com os resultados obtidos, TIM96 

mostrou-se mais eficaz em reduzir o teor de esterois totais em suas concentrações sub- 

initórias (CIM/2 e CIM/4), quando comparado ao FLC (CIM), em três das quatro cepas 

utilizadas no teste. Sendo o ergosterol o principal esterol da membrana plasmática dos fungos, 

importante componente estrutural e regulador da fluidez da membrana (ZHANG; RAO et al., 

2010), é importante que mais estudos sejam realizados afim de elucidar como o TIM96 reduz 

a quantidade de esterol da membrana fúngica. Vale ressaltar que esse resultado explica o 

motivo pelo qual TIM96 apresentou atividade antagônica com FLC. Uma vez que ambas as 

drogas são capazes de reduzir o ergosterol da membrana fúngica, é capaz de ter acontecido 

uma competição pelos sítios ativos de ligação das mesmas, justificando o antagonismo 

encontrado no presente estudo. 

Ademais, os resultados mostraram que TIM96 é capaz de alterar a integridade da 

membrana das células de Trichosporon spp. tornando-as mais permeáveis a moléculas   como 

ácidos nucleicos e proteínas. A dispersão desses componentes intracelulares sugere que um 

dos efeitos do TIM96 sobre a célula fúngica seja a formação de poros na membrana, ou o 

rompimento da membrana citoplasmática, provocando morte celular. A liberação do conteúdo 

intracelular é considerada um forte indicativo de danos graves e irreversíveis (DEVI et al., 

2010). Outros componentes presentes no surfactante TIM96 (surfactina, fengicina e iturina) 

também são capazes de interagir com a membrana plasmática. Surfactina é capaz de realizar 
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interações hidrofóbicas. Este composto penetra espontâneamente nas membranas lipídicas por 

meio dessas interações (EEMAN et al., 2006; GRAU et al., 1999). Já se sabe que o 

lipopeptídeo fengicina causa distúrbios na integridade da membrana citoplasmática, causando 

o aumento da permeabilidade e lise (BERNAT et al., 2016). Já iturina tem seu mecanismo de 

ação relacionado com a ruptura da membrana plasmática por meio da formação de pequenas 

vesículas (RODRIGUES et al., 2006). Quanto ao controle positivo de droga utilizada no teste, 

feniletilideno foi capaz de causar danos irreversíveis à membrana fúngica de Trichosporon 

spp., mesmo em concentrações subinibitórias. A capacidade dessa droga em causar dano à 

membrana fúngica já havia sido relatado por Cordeiro et al. (2014), que testaram seu efeito 

sobre o patógeno dimórfico Histoplasma capsulatum, o que corrobora com os resultados 

obtidos neste trabalho. Dessa forma, o resultado obtido com TIM96 reforça a ideia de que 

biossurfactantes podem agir na membrana plasmática, o que explicaria sua atividade 

fungicida. Uma outra possível explicação para tal fenômeno seria a interação que os 

biossurfactantes promovem com a bicamada lipídica (BANAT et al., 2014). 

Com o objetivo de avaliar o potencial citotóxico de TIM96, células de macrófagos 

murinos 264.7 foram incubadas com o biossurfactante afim de se investigar quais 

concentrações do referido surfactante poderiam ser potencialmente tóxicas. Os resultados 

mostraram que todas as CIM utilizadas para as espécies de Trichosporon neste estudo foram 

tóxicas. Em um estudo conduzido por Deepak e Jayapradha (2014), foi realizado um ensaio 

de citotoxicidade com culturas de células HEP-2, com o intuito de se avaliar um 

biossurfactante lipopepitídico extraído de uma cepa de B. thuringiensis, utilizando-se para 

tanto o ensaio padrão MTT. Os resultados mostraram que mesmo em concentrações de 

10XCIM o referido biossurfactante não apresentou comportamento tóxico para as células 

epiteliais humanas. Dessa forma, pode-se observar resultados discrepantes ao se utilizar 

ensaios com diferentes cultivos celulares. Nos resultados do presente estudo, o biossurfactante 

TIM96 apresentou comportamento citotóxico em concentrações a partir de 78,125 µg/mL, 

referente ao menor valor de CIM achado para Trichosporon. Os resultados do presente estudo 

apontam para a importância de outros ensaios de citotoxicidade, com outros cultivos 

celulares, afim de se elucidar o real poder citotóxico de TIM96. 

Uma vez que células de Trichosporon spp. são intrinsecamente hidrofóbicas (DI 

BONAVENTURA et al., 2006; COLOMBO et al., 2011), cultivos planctônicos de espécies 

desse gênero foram avaliados quanto a alteração da hidrofobicidade de sua superfície após 

incubação com TIM96 e clorexidina, separadamente. Os resultados mostraram que 

concentrações subinibitórias de TIM96 foram capazes de diminuir a hidrofobicidade da 
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superfície celular, interferindo na interação célula-substrato, o que possivelmente impediria a 

formação de biofilmes. Dostalkova et al. (2015) demonstraram a influência do meio de cultivo 

na hidrofobicidade celular em T. asahii, concluindo que em meios quimicamente complexos, 

as células têm um comportamento mais hidrofóbico em relação às células cultivadas em meio 

mínimo. Assim, a hidrofobicidade tem uma correlação com a habilidade de adesão a 

superfícies, como já descrito para Candida (ANIL et al., 2001). Sendo assim, a próxima etapa 

foi investigar a capacidade do TIM96 em interagir com os biofilmes de espécies de 

Trichosporon. 

A interação que as células planctônicas possuem com determinados substratos é 

determinante na formação do biofilme microbiano (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). 

Para tanto, uma concentração determinada de 106 células/mL, foi utilizada como padrão para a 

formação do biofilme de Trichosporon spp. Essa concentração tem sido utilizada por alguns 

autores para ensaios de biofilmes fúngicos (DI BONAVENTURA et al., 2006; CORDEIRO et 

al., 2015). Inicialmente, biofilmes de Trichosporon spp. foram formados afim de se avaliar a 

máxima capacidade de formação das espécies em estudo. Os resultados dados em 

porcentagem da densidade ótica a 540 nm, demonstraram que essas espécies são ótimas 

formadoras de biofilme. Com base nesse resultado, esse trabalho avaliou diferentes etapas da 

formação do biofilme de Trichosporon spp. 

Para tanto, analisou-se a princípio a capacidade que TIM96 e AMB apresentam de 

inibir o processo de adesão das células planctônicas ao substrato, o qual determina a primeira 

etapa de formação do biofilme (RAMAGE et al., 2012). Os resultados demonstraram que o 

biossurfactante TIM96 em concentrações 10xCIM foi capaz de interferir no processo de 

adesão dos biofilmes das espécies fúngicas em estudo. Esses resultados corroboram com 

estudos anteriores. Valraeds-Martine et al. (1996) verificaram a inibição da adesão de 

bactérias entéricas patogênicas por um biossurfactante produzido por Lactobacillus, sugerindo 

que biossurfactantes possuem a capacidade anti-adesiva. Cochis et al. (2012) avaliaram o 

potencial inibitório de 3 biossurfactantes provenientes de endófitos de Robinia pseudoacacia 

e Nerium oleander em concentrações que variaram de 78,1 – 312,5 µg/mL frente a biofilmes 

de C. albicans. Os resultados demonstraram que todos os 3 biossurfactantes foram capazes de 

reduzir a formação do biofilme fúngico em concentrações que variaram de 78,1 – 156,3 

µg/mL. Os resultados do estudo de Cochis et al. (2012) se assemelham aos achados para 

células planctônicas do presente estudo. Essses resultados abrem uma nova perspectiva 

quanto a novos ensaios com biofilmes de Trichosporon, com concentrações mais baixas, uma 

vez que a padronização deste estudo foi de 10XCIM de cada cepa.  Em pesquisa conduzida 
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por Sriram et al. (2011) um biossurfactante lipopeptídico produzido por uma cepa de B. 

cereus foi capaz de inibir em até 57% a adesão de S. epidermidis. Machado et al. (2010) 

conduziram um estudo onde foram testadas 7 diferentes soluções de clorexidina a diferentes 

concentrações que variaram de 0,06 a 1 % frente a biofilmes de Candida. Os resultados 

demonstraram uma redução de células viáveis do biofilme de Candida, sugerindo que as 

células dos biofilmes expostas as diferentes concentrações de clorexidina foram destruídas. 

Ademais, foi avaliada a capacidade que TIM96 desestabilizar o processo de 

formação dos biofilmes de Trichosporon nos tempos de 24 e 48 h, quando os biofilmes 

atingem a sua maior quantidade de biomassa (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006; LATIFF 

et al., 2010). Os resultados desse estudo demonstraram uma inibição do processo de 

formação/amadurecimento dos biofilmes incubados com TIM96 em concentração 10xCIM, 

que mostrou ser eficaz frente aos biofilmes nos dois intervalos de tempo, uma vez que em 

relação ao controle positivo do teste, AMB em concentração 10xCIM, os resultados de 

inibição foram muito próximos. Isso demonstra que TIM96 além de possuir a capacidade de 

dispersar os biofilmes bacterianos, também possui a capacidade de dispersar o biofilme 

fúngico, assim como outrora já relatado na literatura para biossurfactantes lipopeptídicos 

(BANAT et al., 2014). 

No tocante a análise dos biofilmes maduros, foi avaliada a capacidade de inibição 

dessas estruturas pelo biossurfactante TIM96 e AMB, isoladamente, em concentrações 

10xCIM. Fenótipos de resistência a antifúngicos por biofilmes já são bastante documentados 

na literatura (DI BONAVENTURA et al., 2006; RAMAGE et al., 2012; ITURRIETA- 

GONZALEZ et al., 2014). Os biofilmes formados pelas cepas de Trichosporon spp. utilizadas 

neste estudo foram capazes de suportar concentrações 10XCIM de AMB, o que comprova que 

células em biofilmes conseguem ser mais resistentes que células planctônicas (RAMAGE et 

al., 2012), além de comprovar a resistência a fármacos antifúngicos em Trichosporon (DI 

BONAVENTURA et al., 2006; ITURRIETA-GONZALES et al., 2014). Quanto ao TIM96, os 

resultados mostraram que o composto é capaz de desestabilizar o biofilme fúngico. Esse 

resultado se deve provavelmente a sua natureza anfifílica capaz de interagir entre o substrato e 

o biofilme, destacando-o e interferindo na consolidação do biofilme naquele meio (BANAT et 

al., 2014). 

A microscopia confocal revelou uma composição altamente heterogênea de 

estruturas fúngicas nos biofilmes maduros de Trichosporon, tais como blastoconídeos, hifas e 

pseudo-hifas. No entanto é importante notar que os biofilmes tratados com TIM96 

apresentaram menos estruturas filamentosas que os controles. Isto é digno de nota, uma vez 
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que existe um maior nível de resistência das hifas a antimicrobianos e ao controle 

imunológico em relação aos conídios. Sendo os biossurfactantes considerados moléculas 

biológicas antimicrobianas, com excelente atividade anti-adesiva (BANAT et al., 2014), a 

microscopia confocal realizada no presente estudo mostrou que TIM96 comprovou e 

enfatizou seu efeito anti-adesivo contra biofilmes de Trichosporon. O resultado encontrado na 

presente pesquisa corrobora com estudos anteriores onde 3 biossurfactantes foram capazes de 

reduzir o biofilme de C. albicans, em concentrações que variaram de 78,1 – 312,5 µg/mL 

(COCHIS et al., 2012). 

O presente estudo mostrou que TIM96 possui potencial antifúngico contra 

Trichosporon na forma planctônica, bem como em biofilme. Novas pesquisas deverm ser 

conduzidas a fim de se avaliar o efeito antifúngico e anti-adesivo de TIM96 frente a outras 

espécies fúngicas. Estudos adicionais devem ser realizados para determinar quais os 

componentes químicos estão relacionados com a atividade antifúngica. Os resultados obtidos 

na presente pesquisa apontam para a importância de trabalhos de bio-prospecção de novos 

biossurfactantes que podem fornecer novas biomoléculas com novos e diversos mecanismos 

de ação antifúngica e anti-adesiva. 
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9 CONCLUSÕES  

 

1. TIM96 foi capaz de inibir o crescimento fúngico in vitro de espécies de Trichosporon 

apresentando potencial antifúngico. 

2. TIM96 foi capaz de provocar uma redução do teor de ergosterol total de espécies de 

Trichosporon em concentrações subinibitórias, além de induzir alterações na estrutura da 

membrana plasmática em concentrações também inibitórias. Isso permitiu o escape de 

macromoléculas importantes para o crescimento fúngico, como ácidos nucleicos e proteínas, 

causando danos irreversíveis à célula fúngica. 

3. O composto apresentou atividade citotóxica em linhagens de macrófagos murinos. 

4. TIM96 foi capaz de alterar a hidrofobicidade da superfície celular de espécies de 

Trichosporon 

5. TIM96 foi capaz de inibir a adesão fúngica e consequente formação do biofilme de 

espécies de Trichosporon, diminuindo a sua viabilidade. 

6. TIM96 foi capaz de interferir no processo de desenvolvimento e maturação do biofilme de 

espécies de Trichosporon, reduzindo a sua viabilidade bem como a sua biomassa. 
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ANEXO  

 

1. MEIOS DE CULTURA 

 

1.1 Ágar Batata 

Infusão de batatas* 500mL Dextrose 10 g 

Ágar bacteriológico 15 g 

Água deionizada q.s.p 1000 mL 

 

*250g de batatas (Solanum tuberosum) cozidas em 500 mL de água por 1h, 

seguido de filtração em gaze e reconstituição do volume para 50 0mL. 

 

O meio de cultura foi preparado conforme as instruções do fabricante, fervidos 

para dissolução do ágar e autoclavado a 121ºC por 15 minutos. Após isso, foram esfriados a 

50ºC e distribuídos em alíquotas de 4,0 mL em tubos de ensaio estéreis sob condições 

assépticas. 

 

1.2 Meio RPMI 1640 

RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sódio 10,4 g Água destilada 

q.s.p. 1000 mL 

 

Adicionar lentamente o pó sob agitação em água destilada e ajustar o pH final 

para 7,0 utilizando-se solução MOPS com uma concentração final de 0,165 mol/L. Completar 

o volume com água destilada e filtrar em membrana milipore 0,22 µm, em bomba a vácuo. 

 

2 Soluções 

 

2.1 Solução salina 0,9%  

      Cloreto de sódio – NaCl 0,90 g  

      Água destilada 100mL 

 

2.2 MOPS (ácido 2-[N-morfolino] propanosulfônico) 

MOPS em pó 6,9 g 
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Dissolver o MOPS em 200 mL de água destilada autoclavada e armazenar na 

geladeira em garrafa envolvida com papel alumínio. 

 

2.3 Solução alcoólica de KOH 20% 

Hidróxido de potássio – KOH em pó 7,89 g 

Dissolver o KOH em 50 mL de álcool etílico 60%. Utilizar em seguida. 

 

2.4 Tampão PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,05% de Tween 20 

Cloreto de sódio - NaCl 

8 g Cloreto de potássio - KCl 

0,2 g Fosfato de sódio dibásico - Na2HPO4 

1,44 g Fosfato de potássio monobásico - KH2PO4 

0,24 g Água deionizada 800 mL 

Tween 20 500 µL  

Água destilada 1000 mL 

 

Dissolver todos os sais em 800 mL de água deionizada. Ajustar o pH para 7,4 

utilizando solução de ácido clorídrico 1 mol/L e acrescentar 500 µL de Tween 20, em seguida 

completar para 1000 mL com água destilada. 

 

2.5 Solução de Cristal Violeta 0,3% 

Cristal violeta em pó 2g 

Álcool etílico 95% 20 mL 

Oxalato de amônio 0,8g 

Água destilada 80 mL 

Água destilada estéril 8,5 mL 

 

Solução A: dissolver 2 g de cristal violeta em 20 mL de álcool etílico 95% 

Solução B: dissolver 0,8 g de oxalato de amônio em 80 mL de água destilada 

 

Misturar as soluções A e B para o preparo da solução-mãe de cristal violeta a 2%. 

Esterilizar por autoclavação a 121 °C por 15 minutos. Para o preparo de 10 mL da solução de 

cristal violeta a 0,3%, adicionar 1,5 mL da solução-mãe em 8,5 mL de água destilada estéril. 
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2.6 Solução de Ácido Acético 33% 

Água deionizada 67mL 

Ácido acético P.A. 33 mL 

Adicionar 33 mL de ácido acético em 67 mL de água deionizada. 

 

2.7 Lactofenol azul-algodão 

Ácido láctico 20g 

Fenol 20g 

Glicerina 20g 

Azul-algodão 0,05g 

Água deionizada 20 mL 

 

 

 

 


