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RESUMO

A criopreservacdo € a metodologia de escolha em muitos bancos de
microrganismos, pois conduz a uma situacdo de dorméncia metabdlica e, em consequéncia, as
culturas mantém-se estaveis por longos periodos. Ao reduzir a temperatura pode, todavia,
ocorrer a formagéo de cristais de gelo que tendem a promover leséo celular. A leséo celular,
por sua vez, pode ser evitada pelo processo de vitrificagdo que ocorre, combinando uma
solugdo concentrada com o congelamento rapido. A literatura relata o uso de carboidratos
como agentes vitrificadores e crioprotetores. Também informa que a técnica de imobilizacéo
de células em alginato de sédio permite o fracionamento da cultura e favorece a preservacao
de microrganismos. O objetivo deste trabalho consiste em avaliar a viabilidade dos fungos dos
géneros Malassezia spp. e do grupo dos Zigomicetos imobilizados em alginato de sodio,
utilizando glicose e lactose como crioprotetores. Doze cepas de espécies de Malassezia spp (9
M. furfur, 2 M. globosa, 1 M. simpodialis) e doze cepas de Zigomicetos (7 Mucor sp. e 5
Rhizopus sp.) pertencentes a micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica da
Universidade Federal do Ceara. O género Malassezia abrange leveduras lipodependentes
associadas a varias enfermidades dermatoldgicas, compreendem na atualidade 13 espécies.
Zigomicetos, por sua vez, sdo fungos saprofitas e ubiquos cujas hifas, por apresentarem
elevado tamanho e reduzido contetdo protéico, estdo mais vulnerdveis a danos mecanicos.
Dessa forma, constituem grupos fungicos de preservacdo dificil em estoque, portanto, uma
metodologia que mantenham a viabilidade de Malassezia spp. e Zigomicetos também poderia
ser empregada com eficiéncia para a estocagem de outros fungos. As estruturas flngicas
foram removidas e transferidas para duas solugcfes de estoque, formadas por 3% de caldo
Sabouraud, 1,5% de alginato de sddio e diferenciadas nas concentra¢Ges de glicose e lactose
de 9% ou 23%. Em seguida, foram adicionadas esferas plasticas, medindo 0,7cm de didmetro
com orificio central e 0,5cm de comprimento. Apdés a gelificacdo i6nica com cloreto de célcio,
cada cepa foi estocada a temperatura de -20 °C e -80 °C distribuidas em cinco tubos
criogénicos de 1,5mL contendo cinco esferas cada uma, sendo avaliados em cinco periodos.
Apos nove meses, foi verificado que ndo houve recuperacdo de nenhuma cepa de Malassezia
spp. Com relacdo as espécies de Zigomicetos, observou-se que, apds nove meses de estoque,
quatro cepas mostraram viaveis a -80 °C, empregando glicose a 9%, seis cepas foram
preservadas a -80 °C, utilizando glicose a 23%; finalmente, seis e sete exemplares foram
recuperados a -80 °C, utilizando lactose a 9% e 23%, respectivamente. Dessa forma, o uso de
carboidratos como crioprotetores, em conjunto com a técnica de imobilizacdo de células em
alginato de sodio, constitui alternativa @ manutencéo de algumas espécies fangicas.

Palavras-chave: Criopreservacdo. Imobilizacdo de células. Alginato de sodio. Malassezia
spp.,. Zigomicetos. Glicose. Lactos.
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1 INTRODUCAO

1.1 Métodos de preservacdo de culturas

A compilacdo de organismos em colec¢des bioldgicas data de 1750, um periodo
caracterizado pela emergéncia da sistematica como ciéncia. No século XIX, foram criadas as
primeiras cole¢bes de culturas de microrganismos, inicialmente com base no acervo de
amostras particulares de cientistas. Desde entdo, o estudo de culturas mantidas em colecdes
permanentes tem proporcionado grande avanco na preservacdo da biodiversidade e na
compreenséo da biopotencialidade microbiana. Colegdes de culturas microbianas sédo centros
de conservacao de recursos genéticos ex situ que tém como principais objetivos a preservagédo
e o fornecimento de material bioldgico e informagdo associada para pesquisa e
desenvolvimento cientifico e industrial; a realizacdo de pesquisa (morfologia, fisiologia,
genética, preservacao etc.); a conservacao da biodiversidade; o depdsito de material envolvido
em processos de patente; a educacdo e capacitacdo de recursos humanos, além do
funcionamento como centros de informacdo para a formulacdo de politicas e para o publico
em geral. Desta forma, os bancos de cultura sdo reconhecidos por seus valores cientifico,
educacional e profissional, mediante troca de materiais e treinamento académico (CANHOS
etal., 1995).

A preservacdo de recursos microbioldgicos é considerada meta prioritaria do
Programa Nacional de Biotecnologia e Recursos Genéticos do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia do Brasil, que desde 2002, incentiva a formacdo de bancos de espécies
microbianas por intermédio do Sistema de Informacdo de Colecdes de Interesse
Biotecnoldgico (SICol). Dentre as acbes previstas neste Programa, citam-se a ampliacdo e o
fortalecimento da infraestrutura de suporte a biotecnologia, incluindo as cole¢des de culturas
(KURY et al., 2000).

De acordo com o WFCC (World Federation of Culture Collections), o Brasil
possui mais de 37.700 culturas microbianas, estocadas em 53 bancos diferentes. Dentre as
colecBes de culturas fungicas de maior expressdo no Pais, pode-se mencionar: Colecdo de
Culturas do Centro Especializado em Micologia Médica Universidade Federal do Ceara; a
Colecéo de Fungos da Universidade Federal de Pernambuco; Cole¢édo de Culturas de Fungos
do Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro; a Micoteca do Instituto de Medicina Tropical



de Sdo Paulo; a Colecdo de Fungos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; e a
Colecao de Microrganismos do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz, da Universidade de Séo Paulo (WFCC, 2011).

Atualmente, a micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM)
alberga em torno de 4000 cepas fdngicas, tanto de origem humana, veterinaria como
ambiental, estando estas cadastradas em um programa de computacdo apropriado,
denominado SISCEMM. Nos ultimos anos, diversas pesquisas buscando estabelecer o0s
métodos mais adequados para manutencdo da viabilidade de espécies fungicas estocadas
foram realizadas (BRILHANTE et al., 2004; GIRAO et al., 2004; SOARES-JUNIOR et al.,
2007) Atualmente, o acervo é mantido em diferentes condicdes de estoque (salina a
temperatura de 25 °C; em meio agar-batata a -20 °C com ou sem a adi¢do do crioprotetor, e -
80 °C em glicerol.

Em decorréncia da grande diversidade bioldgica dos fungos, nenhum método de
armazenamento € completamente satisfatério, requerendo-se a conjuncdo de dois ou mais
procedimentos para garantir melhor recuperacdo das cepas. Considerando-se a indiscutivel
importancia cientifica das colecdes de culturas e a necessidade da busca de métodos mais
eficazes na preservacdo das espécies fungicas, esta pesquisa pretende investigar o efeito
crioprotetor da lactose e glicose em células fangicas imobilizadas em alginato de sédio como

método de preservacao de cepas estocadas em micoteca.

Em Micologia, as técnicas mais preconizadas para o estoque de culturas sdo (1)
congelamento a -20 °C ou a -80 °C (utilizando-se &gar-batata acrescido ou ndo de
crioprotetores); (2) estoque em agua destilada ou em salina (0,9%); (3) conservacao em agar-
Sabouraud ou agar-batata com tampao de 6leo mineral a temperatura de 25 °C; (4) liofilizacao
apos imersdo das células fangicas em leite desnatado skin milk e (5) congelamento em
nitrogénio liquido (BREIEROVA et al., 1987; BOUCHET et al., 1989; BARCHIESI et al.,
1994; DINIZ-MENDES et al., 1999). Cada uma dessas técnicas apresenta vantagens e
desvantagens intrinsecas. Por exemplo, o congelamento e descongelamento de uma mesma
cepa sem repique posterior pode levar a danos permanentes nas células fingicas por meio de
eventos como desnaturacdo protéica, aumento da concentracdo de eletrolitos e de radicais
livres, desidratacdo celular, alteragcdes no pH e formagéo de cristais, no espaco intracelular
(CAVALCANTE, 2006; MARIANO, 2006). Ja o estoque em temperatura de 25 °C, apesar da

praticidade, necessita de mao de obra qualificada para a realizagdo de repiques continuos das
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cepas e vigilancia, a fim de evitar a contaminacdo das culturas por &caros micéfagos. Em
adicdo, cepas de alguns fungos, como os dermatdfitos, por exemplo, podem desenvolver
pleomorfismo, comprometendo a estabilidade fenotipica das cepas e inviabilizando pesquisas
futuras (LARONE, 2002)

1.1.1 Manutenc¢ao em agua destilada ou solucéo salina a temperatura de 25 °C

Essa forma de estocagem é baseada no método desenvolvido por Castellani
(1939). The National Collection of Pathogenic Fungi emprega essa metodologia, que consiste
em armazenar na forma de hifas e conidios suspensos em &gua destilada estéril em tubos de
ensaio ou microtubos hermeticamente fechados, mantendo-se a temperatura de 25 °C
(DIOGO, 2005; BORMAM, 2006).

Essa técnica apresenta vantagens em relacdo a outros processos, tais como o baixo
custo, a capacidade de evitar o pleomorfismo das espécies fungicas e facilidade de manuseio e
transporte (RODRIGUES, 1992). Uma alteracdo dessa forma de estocagem consiste na
substituicdo da agua destilada por solugdo fisioldgica salina, a fim de favorecer o equilibrio da
pressdo osmética e contribuir para a manutencéo de fungos de reduzida viabilidade (GIRAO
etal., 2004).

Apesar da simplicidade desse método de estocagem, existem desvantagens, como
necessidade de mao de obra especializada para a realizacdo de repiques, frequente
monitoramento para prevenir a contaminacao das culturas por acaros micéfagos e cuidado

para evitar a evaporacao da agua (LARONE, 2002).
1.1.2 Manutenc&o em 6leo mineral

Esse método consiste em adicionar 6leo mineral autoclavado até cobrir a cultura
flngica em 1 centimetro acima do topo. E particularmente Gtil em locais de clima tropical,
pois a camada de 6leo mineral impede a desidratacdo das culturas, previne a evaporacdo da
agua quando empregada em conjunto com o método de Castellani e evita a penetracdo de
acaros micofagos. Algumas cepas, todavia, permanecem a crescer lentamente, podendo
conduzir a alteracdes na morfologia, de tal forma que existe a necessidade de repique em
intervalos de um a dois anos (DESHMUKH, 2003). Essa metodologia é amplamente
empregada, para preservacdo de cepas de origem ambiental, clinica e industrial por longos
periodos, conservando as caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas (SANTOS,

2003; BRAZ et al., 2009).
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1.1.3 Nitrogénio liquido

Baseados nos eventos fisico-quimicos que ocorrem durante 0 processo de
congelamento em condi¢fes naturais, os protocolos iniciais de criopreservacdo utilizavam
congelamento em duas fases: congelamento lento, até uma temperatura de pré-congelamento
(- 30°C a - 40 °C), a uma velocidade de congelamento definida (1 a 10 °C/hora) e fazendo uso
de um congelador programavel, seguido de imersdo direta em nitrogénio liquido (BENITO et
al., 2004).

Nesse tipo de estocagem, as cepas ndo tém prazo de validade, de forma que
elimina o inconveniente de constantes repicagens, além de diminuir a chance de
contaminagdes. Outra caracteristica importante desse processo € que, pelo fato de o
metabolismo do fungo ser totalmente inibido, as possibilidades de ocorrerem mutacdes e
perda de viabilidade do fungo diminuem (CAMPOS, 2004). A conservacdo de
microrganismos em nitrogénio liquido a -196 °C ou em vapor de nitrogénio liquido a -150 °C,
embora seja considerada uma das técnicas mais efetivas na preservacéo de fungos por longo
periodo, é considerado incompativel com a realidade de muitos laboratorios, em razdo do
elevado investimento e da necessidade de uma infraestrutura adequada para manutencao desse
método (CAVALCANTE, 2006).

1.1.4 Liofilizacéo

A liofilizacdo é o método de preservacdo de microrganismos por décadas e é o
preferido por varios centros de estudo para manutencdo de cole¢des de culturas incluindo The
American Type Culture Colection (ATCC) e National Collection of Type Cultures (NCTC).
Esse método consiste na secagem ou desidratacdo celular alcancada por meio do
congelamento da cultura, seguindo-se para a producdo de vacuo e elevacdo gradativa da
temperatura, o que diminui a pressdo adjacente e permite que a agua congelada passe
diretamente da fase solida para a gasosa, mantendo intactas as estruturas celulares que seriam
destruidas pela evaporacdo. Geralmente, recomenda-se a liofilizacdo de culturas cuja
concentracdo esteja acima de 107 células para garantir que haja células suficientes apés os
processos de liofilizagdo, estocagem em longo prazo e reconstituigdo para a propagagéo da
cepa (MORGAN, 2006).

A sobrevivéncia de microrganismos, na maioria dos casos, € obtida

principalmente pela desidratagdo e ndo pelo congelamento, pois a amostra deve ser
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desidratada para um teor de umidade apropriado (SANTOS, 2001). Portanto, a liofilizagdo
consiste em um método ideal para estocagem de espécies diversas, evitando assim que 0s
microrganismos sejam alvo de mutacdes, bem como mantém as caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas das cepas, impedindo o pleomorfismo no momento do recultivo, eliminando a
contaminacdo por outros microrganismos e facilitando o0 manejo dos estoques, pois ndo requer
muito espaco. Alguns dermatéfitos, no entanto - por exemplo, espécies de Epidermophyton
floccosum, desprovida totalmente de microconidios e espécies de Microsporum gypseum, que
produz poucos microconidios - possuem menor possibilidade de se manterem viaveis com a
liofilizacdo (BUNSE et al, 1991).

1.1.5 Criopreservacao

A criopreservacdo € a metodologia de escolha em muitos bancos de
microrganismos, pois conduz a uma situacdo de dorméncia metabélica em virtude do
resfriamento e, em conseqliéncia, as culturas mantém-se estaveis por longos periodos
(CAVALCANTE, 2006). De forma geral, a criopreservagéo inclui reducdo da temperatura,
desidratacdo celular, congelamento e degelo (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

Todos 0s organismos vivos possuem a capacidade de enfrentar condi¢cfes térmicas
adversas ao adequar-se as modificacdes de temperatura de 25 °C (GROB, 1999). O tratamento
prévio de células pela exposicdo a um estresse leve induz a uma resisténcia maior na
exposicdo a um estresse mais intenso, fendmeno conhecido como toleréncia, adaptacdo
fenotipica ou habituacdo (THAMMAVONGS et al., 2000).

Ocorrendo a uma reducdo repentina de temperatura, 0S organismos passam por
algumas mudancas biogquimicas e fisioldgicas, geralmente descritas como resposta ao choque
térmico ou ao resfriamento (JONES & INOUYE, 1994; GRAUMANN & MARAHIEL,
1996). Além disso, ao serem expostos ao congelamento, produzem proteinas especificas
denominadas proteinas da aclimatacdo ao frio ou proteinas transicionais de choque térmico
(PANOFF et al., 1995). Portanto, essa resposta abrange diversos processos celulares,
inclusive a aquisicdo de uma criotolerancia (CAVALCANTE, 2006).

A proporcdo que a temperatura se aproxima de 0 OC, a atividade celular
metabolica é reduzida e a expectativa de vida das células é elevada. Portanto, a
criopreservacdo interrompe a atividade celular, retornando as suas funcbGes apds o
descongelamento (BARBAS & MASCARENHAS, 2009). A célula e seu meio externo
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atingem um estado de super-resfriamento e, em seguida, ocorre a formacéo de gelo no meio
extracelular. O contetdo da célula super-resfriada permanece descongelado, possivelmente
porque a membrana plasmética e a parede celular impedem que os cristais de gelo presentes
nos espacos intercelulares penetrem a célula e promovam o congelamento do citoplasma
(SANTOS, 2001).

Multiplos fatores modificam a eficacia da criopreservacdo de microrganismos,
como a espécie, cepa, tamanho, formato celular, fase e taxa de crescimento, temperatura de
incubacdo, meio de crescimento, pH, osmolaridade, aeracdo, conteldo de agua e lipidio na
célula, composicdo do meio de congelamento, temperatura, taxa e periodo de estocagem e
degelo e meio apropriado para reconstituicio (CALCOTT, 1978; HECKLY, 1978;
ASHWOOD-SMITH, 1980; KIRSOP & SNELL, 1984; KIRSOP & DOYLE, 1991; DAY &
MCLELLAN, 1995; HUBALEK, 1996; HUBALEK, 2003).

A taxa de congelamento pode ser lenta o bastante para permitir a saida de agua
das células por osmose (BARBAS & MASCARENHAS, 2009). Caso o congelamento seja
lento, a agua se difunde do interior da célula supercongelada para o meio externo em virtude
da diferenca de pressao de vapor da agua, que é maior dentro da célula do que nos espacos
intercelulares congelados, e solidifica-se na superficie das células ou entre o citoplasma e a
parede celular (MAZUR, 1970). Com isso, a célula desidrata-se, perde turgor, aumenta a
concentracdo de solutos no seu interior e ndo congela o conteddo intracelular. Portanto, o
método de congelamento lento é um procedimento complexo, no qual a velocidade de
congelamento e a temperatura de pré-congelamento tém um papel critico na preservacdo da
viabilidade do material (SANTQOS, 2001; OZKAVUKCU, 2002).

No congelamento rapido, a célula ndo estd pronta para perda de agua repentina,
portanto, a desidratacdo por congelamento ndo ocorre e, para manter o equilibrio, as células se
tornam cada vez mais super-resfriadas, e a solucdo intracelular, que contém alto teor de agua
livre, congela-se, formando cristais de gelo, o que ocasiona morte celular (OZKAVUKCU,
2002). Estudos especulam, todavia, que a eficacia da criopreservacdo em répida taxa de
congelamento de espermatozoides, hemacias e células bacterianas pode ser melhorada com a
utilizacdo de agentes crioprotetores mais viscosos, por exemplo: glicerol, propilenoglicol e
acucares. Enquanto isso, crioprotetores com baixa viscosidade como DMSO e metanol, os
quais ndo modificam a estrutura do material congelado, exercem pobre protecdo a essas
células (MORRIS, 2006).
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A formacdo de gelo no meio intracelular proporciona ruptura do sistema de
membranas celulares, resultando em perda da semipermeabilidade e da compartimentacéo
celular. A injaria mecénica passada pelas células advém de dois fenémenos: o comportamento
préprio da agua, que se expande ao congelar-se, e a formacgdo de cristais de gelo. Evitar a
formacgdo desses cristais ndo é simples, pois a agua apresenta muitas funcdes bioldgicas
essenciais nos microrganismos e, portanto, esses possuem elevados teores de agua. Dessa
forma, ocorre excessiva formacéo de cristais de gelo intracelular, caso sejam congelados em
estado hidratado. Consequentemente, 0 sucesso de um protocolo de criopreservacdo depende
da desidratacdo para um teor de umidade que seja reduzido o suficiente para evitar a formacao

de gelo intracelular, porém ndo tdo baixo que ocasione desidratacdo (SANTOS, 2001).
1.1.5.1 Agentes Crioprotetores

Agentes crioprotetores reduzem o estresse fisico e quimico derivado do
congelamento e do degelo das células. As caracteristicas fisico-quimicas ideais para um
crioprotetor devem abranger baixo peso molecular, alta solubilidade em éagua e baixa
toxicidade celular (GONZALEZ, 2004)

A presenca de um agente crioprotetor apropriado, na composicdo do meio
utilizado para o congelamento, geralmente aumenta a sobrevivéncia de microrganismos
mantidos a temperaturas abaixo de 0 °C . Existe, entdo, uma grande quantidade de compostos
quimicos simples e complexos com potencial fungdo crioprotetora, porém poucos apresentam
resultados satisfatérios, por exemplo: dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, carboidratos, soro
sanguineo, albumina, skim milk, peptona, extrato de levedura, e extrato de malte. Esses
compostos podem ser adicionados durante o crescimento do microrganismo ou anterior ao
congelamento (HUBALEK, 2003).

Crioprotetores sdo agrupados de acordo com a taxa de permeabilidade na célula e
quanto a formacdo de estado vitreo amorfo. Crioprotetores de alta taxa de penetracdo na
célula sdo, por exemplo: etanol, metanol, etilenoglicol, propilenoglicol e o DMSO. Ja os
monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos, proteinas e o polietilenoglicol néo

penetram a célula e proporcionam uma crioprotecao extracelular (MORGAN, 2006).

As diferencas de permeabilidade dos crioprotetores afetam os mecanismos pelos
quais exercem seus efeitos. Crioprotetores penetrantes (glicerol, DMSO, etilenoglicol,

propilenoglicol) promovem rearranjo lipidico e protéico, resultando no aumento da fluidez da
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membrana, grande desidratacdo a baixas temperaturas, reduzem a formacdo de gelo
intracelular e aumentam a sobrevivéncia por criopreservacdo. Também desenvolvem a fungéo
de solventes de agucares e sais do proprio meio de preservacao. Esses agentes atuam no meio
intracelular ou extracelular e a capacidade de permeabilidade esta diretamente relacionada
com a hidrofilicidade desses compostos, em razdo da presenca de grupos quimicos capazes de
formar fortes pontes de hidrogénio (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

Crioprotetores semipermedveis induzem uma desidratagdo parcial antes do
congelamento, depositam-se entre a membrana e a parede celular, atuando como uma camada
de tampdo, impedindo assim a expansdo do gelo e conferindo uma protecdo mecéanica a
célula. Crioprotetores ndo permeaveis formam uma camada viscosa na superficie do
microrganismo, causando um efluxo parcial de dgua da célula, inibem a expanséo de cristais
de gelo e mantém a estrutura de gelo amorfo muito proximo a célula, protegendo-a quanto a
formacdo de gelo extracelular. Ndo ha, porém, interacdo direta desses agentes crioprotetores
com a membrana e a parede celular (HUBALEK, 2003).

Muitas substancias com propriedades crioprotetoras elevam a permeabilidade da
membrana, diminuem o ponto de congelamento da &gua e de fluidos bioldgicos por meio de
acOes coligativas. Portanto, reduzem a concentra¢ao de sais dissolvidos em solucdo e evitam
assim o choque osmotico. Além de efeitos coligativos, a acdo crioprotetora de determinados
compostos pode estar relacionada com a capacidade de defender a superficie da célula do
estresse hiperosmolar. Crioprotetores também podem proteger microrganismos e suas

proteinas contra desidratacdo, destruicdo térmica e radiacdo (HUBALEK, 2003).
1.1.5.2 Dimetilsulfoxido (DMSO)

Inicialmente empregado na criopreservacdo de hemacias e espermatozoéides, é
produzido pela oxidacdo do dimetil sulfeto. O dimetilsulfoxido (DMSQO) é um crioprotetor
bastante conhecido, empregado como solvente apolar em laboratérios e na inddstria.
Classificado como sulféxido, o grupamento S-O presente na molécula é quimicamente inerte,
e € caracterizado pela elevada eficiéncia e rapida penetracdo celular. Acredita-se que 0o DMSO
diminua o ponto de congelamento, o que conduz a formacdo de gelo somente em baixas
temperaturas, - 40°C a - 50°C (MASSUMOTO, 1997).

A literatura relata amplo uso do DMSO como crioprotetor nos estoques de
diversos microrganismos, tanto eucariotos como procariotos, inclusive leveduras e fungos

filamentosos, nas concentragcdes que variam desde 1% a 32%. Também possui propriedades
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radioprotetoras, portanto, € denominado agente crioprotetor universal. Apesar de alguns
estudos sugerirem que DMSO apresenta efeito crioprotetor superior ao glicerol e aos demais
crioprotetores, esse pode ser toxico para alguns sistemas bioldgicos, principalmente quando

mantidos por longo periodo em temperaturas acima de 5 °C (HUBALEK, 2003).

1.1.5.3 Glicerol

Sua atividade de crioprotecdo foi inicialmente aplicada em 1913, quando Keith
observou que a adicdo de glicerol em variadas concentracdes (5 - 42%) em suspensédo de
Escherichia coli permitiu manté-las viavel por seis meses mantidos a - 20 °C. Portanto, o
inicio da criotecnologia moderna foi marcado com a descoberta de que o glicerol protegia
células eucarioticas contra os danos de congelamento (POLGE et al.,1949; LOVELOCK e
BISHOP, 1959). Dessa forma, alcodis poli-hidricos como o glicerol, por exemplo, tém sido
amplamente empregados como agente crioprotetor e, juntamente com DMSO, sdo 0s
crioprotetores mais utilizados em Microbiologia. O uso de alcodis monovalentes é pouco
freqliente em decorréncia da elevada toxicidade a diversos sistemas bioldgicos (HUBALEK,
2003).

1.1.5.4 Carboidratos

Os acucares (sacarose, trelose, glicose, lactose) como substancias crioprotetoras
ndo apresentam citotoxicidade, mesmo quando se acumulam em grande quantidade. Em
compara¢do com 0s crioprotetores tradicionais, esses aclcares mostram alta eficiéncia na

estabilizacdo de membranas celulares durante o congelamento (HUBALEK, 2003).

Carboidratos estdo presentes em muitas estruturas biologicas vegetais. De fato,
sementes contém entre 10 — 20% de dissacarideos e oligossacarideos. Dessa forma, a mistura
desses compostos inibe a cristalizagdo e, portanto, ajuda na preservacdo desses organismos
em condigdes adversas (BUITINK, 2000; MORGAN, 2006).

Conforme se adiantou h& pouco, 0 uso de carboidratos como crioprotetores foi
descrito em 1913 quando Keith utilizou uma solucdo de cana de aglcar para preservacao de
bactérias a - 10 °C e as manteve por oito meses. Desde entdo, foram realizados diversos
estudos empregando glicose, lactose sacarose e maltose, em variadas concentragdes sozinhas
ou em combinagd0 com outros crioprotetores, para manutencdo de microrganismos
(HUBALEK, 2003).
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De forma geral, aclcares ndo sdo capazes de se difundir através da membrana
plasmaética, pois atuam criando uma pressdo osmotica que induzem a desidratacdo celular,
portanto, agem como agentes osmoticos externos, removendo 0 excesso de agua intracelular
através de um gradiente osmotico e conduzindo a uma baixa incidéncia de formacdo de
cristais de gelo dentro da célula. Também elevam a sobrevivéncia de espécies no processo de
criopreservacao, pois podem exercer a fungédo de solutos, reduzindo o ponto de congelamento
e minimizando a formagéo do gelo extracelular (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

No estado amorfo, ocorre o aprisionamento de solutos, evitando sua concentragéo,
permitindo a continuidade das ligacdes por pontes de hidrogénio entre a solucdo vitrea e a
superficie hidrofilica das células (KOSTER, 1991). Os componentes hidroxila das moléculas
de acucar tem a capacidade de proteger a células da injuria causada pelo congelamento do
meio bioldgico pela sua capacidade de capturar sais, como NaCl, em meio viscoso ou em fase
cristalina (GONZALEZ, 2004).

Relata-se, amilde, que aglcares exibem uma melhora na tolerancia a dessecacgao
em muitos organismos em virtude da estabilizacio de membranas e proteinas, pela
substituicdo da agua em torno de residuos polares dentro dessas estruturas macromoleculares.
Esses acUcares preservam a estrutura e a funcdo de proteinas durante a desidratagdo, pois
previnem a desnaturacdo protéica pela formacgdo de pontes de hidrogénio, as quais ajudam a

manter a estrutura terciaria das proteinas na auséncia de agua (MORGAN, 2006).

Pesquisas sugerem que a glicose na concentracdo de 9% pode ser empregada
como crioprotetor na preservacdo de espécies dermatofiticas a -20 °C (SOARES-JUNIOR,
2007). Enquanto isso, os dissacaridios trealose, sacarose e maltose na concentragdo de 23%
aumentaram a sobrevida de espécies de Geotrichum candidum, apds liofilizagdo (HAMOUDI
etal., 2007).

1.1.6 Vitrificacao

No processo de vitrificagdo ocorre uma combinacdo do uso de uma solucao
concentrada com o congelamento rapido para evitar a formacdo de cristais de gelo, sem o
emprego de equipamentos para o controle da taxa de congelamento. Dessa forma, o sélido
assim formado é, na realidade, uma solucgéo de elevada concentracdo, que possui a estrutura
molecular de um liquido viscoso e ndo de uma estrutura cristalina, embora conserve as
propriedades mecanicas de um sélido (KOSTER, 1991; OZKAVUKCU, 2002).
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A vitrificacdo restringe a difusdo de substratos e de produtos dentro da célula,
levando a um estado de quiescéncia metabolica e resultando na exclusdo de reacdes quimicas
dependentes do processo de difusdo, o que assegura a estabilidade durante o periodo de
dorméncia, além de outras vantagens, como limitacdo da perda de agua, limitacdo da
cristalizacdo de sais e proteinas no citoplasma, protecdo contra mudancas no pH a medida que
a agua é removida, e prevencdo de colapso celular durante extensiva perda de agua
(SANTOS, 2001).

A permeabilidade dos crioprotetores torna a membrana celular mais plastica e
promove a ligacdo da &gua intracelular, o que reduz a excessiva desidratacdo, diminui a
toxicidade por sais e previne a formacdo de cristais de gelo dentro da célula. Os
crioprotetores, ao penetrar a célula, estimulam a formacdo de uma estrutura de gelo finamente
cristalina, formando, assim, um tipo de gel conhecido como fase vitrea. Dessa forma, impede
qgue a célula seja objeto de injaria hiperosmolar e lesbes de superficie causadas por sais
(HUBALEK, 2003).

Os formadores de estado vitreo compreendem carboidratos, proteinas e polimeros.
A vitrificacdo constitui uma solucdo supersaturada com alta viscosidade. Essa situacdo
promove alta protecdo durante o congelamento, pois a formacdo do estado vitreo induz
suficiente viscosidade dentro e ao redor da celula, estabilizando a mobilidade molecular.
Outra propriedade da vitrificacdo consiste em reter produtos liberados pela célula dentro de
uma estrutura vitrea antes de congelar, significando que ndo ha concentracdo e inicio de
mudangas eletroquimicas irreversiveis na membrana plasmatica durante a estocagem
(MORGAN, 2006).

Compostos como acgucares ou glicerol previnem lesdes celulares por meio do
congelamento de fluidos celulares por interceptacdo de sais (NaCl), em razdo da alta
viscosidade ou a formacdo de uma fase vitrea. Dessa forma, em uma solucdo altamente
viscosa de aclcar e agua, acondicionada a uma temperatura inferior a 0 °C, as moléculas de
agua ficam aprisionadas entre as moléculas do acucar, inibindo, assim, a formacéo de cristais
de gelo (HUBALEK, 2003).

Embora se creia que os agucares sejam 0s principais componentes promotores da
formacdo do estado vitreo (MORGAN, 2006), também é demonstrado que polipeptideos
podem alterar as propriedades vitreas do aglcar. Dessa forma, as proteinas possuem maior

estabilidade acima da temperatura de transicdo do estado vitreo do que os carboidratos. 1sso
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sugere que proteinas também exercem importante funcdo na constituicdo para a vitrificagéo.

Isso pode explicar por que soro e leite desnatado possuem efeito protetor (BUITINK, 2000).
1.1.7 Imobilizacéo de células

Nos ultimos anos, as industrias alimenticias, de biocombustiveis, de produtos para
controle de pragas na agricultura e de bioprodugdo enzimética tém desenvolvido e aprimorado
técnicas de imobilizacdo de células microbianas, com o objetivo de aumentar a producéo de
metabolitos para uso como biocatalizadores, bem como a aplicacdo de microrganismos para o
controle bioldgico de fitopatdgenos (LEWIS & PAPAVIZAS, 1985; BOFO et al., 2005;
CANILHA et al., 2006; CARVALHO et al., 2006; BUENO & GATTAS, 2009). Por meio de
técnicas diferentes, as células microbianas e/ou seus produtos metabolicos sdo aprisionadas
em esferas ou laminas formadas por suportes quimicamente pouco reativos ou inertes, onde
sdo preservadas suas funcGes metabolicas de forma continua ou descontinua (PARK et al.,
2006).

Os suportes empregados para a imobilizagdo microbiana podem ser de origem
bioldgica, como alginato, &gar, carragena, derivados da celulose, quitosana, ou sintética, como
a poliacrilamida e polivinil alcool (PVA) (MORETINI & MELO, 2007). Em geral, os
suportes naturais sao atdxicos, embora sejam mais quebradicos e de menor durabilidade, ao
passo que o0s polimeros sintéticos possuem maior resisténcia fisica, conquanto possam
apresentar toxicidade celular (CARVALHO et al., 2006; COVI1ZZI et al.,2007; ZHANG et al.,
2007). Dados da literatura mostram que o alginato de sédio e criogéis de polivinil alcool sdo
0s suportes quimicos mais eficientes na imobilizacao de células microbianas (CARVALHO et
al., 2006; COVIZZI et al., 2007; BUENO e GATTAS, 2009).

Polimeros naturais, como alginato e quitina, sdo amplamente empregados como
matrizes para o aprisionamento de células microbianas pela técnica de emaranhamento. Esses
polimeros também s&o conhecidos por se unirem fortemente a ions metélicos (Figura 1). O
alginato de sodio é um polissacarideo solivel em agua e extraido de véarias espécies de algas
marinhas. Em contato com cations metalicos, tais como calcio (Ca®*), a substancia é alvo de
gelificacdo e se mantém estavel por longos periodos. Por sua vez, criogeis de polivinil alcool
sdo polimeros sintéticos muito empregados na imobilizacdo celular, uma vez que apresentam
termoestabilidade e resisténcia a decomposi¢do microbiana. Em adicdo, tais substancias sdo

guimicamente inertes e possuem baixo custo e as células microbianas imobilizadas mostraram
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ser mais estaveis por mais tempo do que células ndo aprisionadas (SAG et al., 1995; YAKUP
etal., 2001; CUNHA et al., 2005; ZHANG et al., 2007; MORETINI e MELO, 2007).

B DG

Alginato de sodio &
homopeinate de calulas

Clorews d= Calcio

Figura 1- Mecanismo de gelificagdo idnica alginato de sodio - cloreto de célcio. O
gotejamento do alginato de s6dio na solucédo de cloreto de célcio produz uma malha de textura
gelatinosa, formato esférico, semelhante as gotas vertidas. As células que estavam
homogeneizadas na solucdo de alginato de sddio sdo entdo aprisionadas.

Fonte: GOVIZZI et al., 2007

Muitos produtos microbianos de interesse industrial sdo imobilizados, nas formas
de massas esféricas ou elipticas de hifas formadas pelos fungos sob condi¢des de submersao
em cultura (Figuras 2 e 3) (GEHRIG et al. 1998, HELLENDOORN et al. 1998). Pellets
estaveis de micélios podem ser usados como biomassa naturalmente imobilizada, o que
permite a aplicacdo de um processo de utilizacdo continua, aperfeicoando o desenvolvimento
das culturas e direcionando o metabolismo para a producdo de metabdlitos especificos,
indisponiveis em condicBes de crescimento micelial livie (BRAUN & VECHT-LIFSHITZ,
1991).

Apesar da grande vantagem do uso de células imobilizadas em processos
biotecnoldgicos, até 0 momento, poucos estudos investigam 0 seu uso na preservacdo de

cepas fungicas em colecbes (COVIZZI et al., 2007).
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Figura 2 - Zigomicetos imobilizados em esferas de
alginato de sddio mergulhadas em solucdo de cloreto de
célcio. Fonte: CEMM — 2009

Figura 3 — Crescimento de Zigomicetos a partir de esferas de alginato de sodio. As
setas apontam a esferas inoculadas no meio de cultura. Fonte: CEMM 2009.

1.1.8 Estocagem de microrganismos em esferas de plastico

Sistemas comerciais originalmente desenvolvidos para 0 armazenamento de
células bacterianas Microbank (Prolab Diagndsticos, Austin, Texas) consistem em frascos
estéreis, que contém esferas plasticas coloridas e um fluido crioprotetor. As esferas sdo
lavadas com &cido, possuem natureza porosa e permitem a adesdo das células a superficie,
servindo como veiculos para as células a serem armazenadas. Portanto, a principal vantagem
desse método consiste no congelamento individualizado das esferas, pois, como as células
estdo aderidas as contas, evita-se a degradacdo de todo o sistema, podendo ser removidas
facilmente com risco minimo de descongelamento. Por outro lado, a raspagem do material
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fangico a partir da cultura em agar ao longo do tempo pode dar origem a danos celulares em
decorréncia do congelamento e descongelamento da cultura (ESPINEL-INGROFF, 2004;
BAKER & JEFFRIS, 2006; SILVA et al., 2008).

1.3 Malassezia spp.

O género Malassezia, antigamente também conhecido como Pityrosporum,
pertenceu a divisdo Basidiomicota, classe Hymenomycetes, ordem Tremellales e familia
Filobasidiacea (DE HOOG et al., 2002). A atual classificagdo filogenética do reino Fungi
inclui este género no filo Basidiomycota, subfilo Ustilaginomycotina e ordem Malasseziales,
sem, no entanto, agrupa-lo em determinada classe, pois apresenta caracteristicas que tanto
podem classificd-lo na Classe Exobasidiomycetes, quanto na Classe Ustilaginomycetes
(HIBBETT et al., 2007).

Atualmente, sdo 14 as espécies conhecidas do género Malassezia, no entanto, até
1996, compreendia apenas trés espécies: Malassezia sympodialis, Malassezia pachydermatis
e Malassezia furfur, de acordo com as caracteristicas dos &cidos nucléicos, demostrando
relagdo guanina-citosina de 54, 55,5 e 66%, respectivamente (VARGAS et al., 2004). Por
meio de ensaios bioquimicos, fisioldgicos e moleculares, Guého et al. (1996) revisaram a
taxonomia do género, que passou a albergar mais quatro espécies: Malassezia globosa,
Malassezia slooffiae, Malassezia obtusa e Malassezia restricta. Novas analises moleculares
permitiram a inclusdo de quatro novas espécies: Malassezia dermatis, Malassezia japonica,
Malassezia yamatoensis e Malassezia nana (SUGITA et al., 2002, 2003, 2004; HIRAI et al.,
2004). Mais recentemente, trés novas espécies lipodependentes foram identificadas:
Malassezia equina, Malassezia caprae e Malassezia cuniculi (PRADO et al., 2007
CABANES et al., 2007, 2010).

O género Malassezia é composto por leveduras lipofilicas que fazem parte da
microbiota cutdnea do homem e animais. O seu isolamento a partir do meio ambiente é
excepcional, pois sua sobrevivéncia estd condicionada a presenca de uma fonte lipidica,
excetuando-se a espécie Malassezia pachydermatis, que é menos exigente no requerimento de
lipidios para seu desenvolvimento (GIRAO, 2004, PRADO et al., 2007).

Malassezia spp. lipodependente foi considerada por muitos anos como organismo
ndo cultivavel in vitro. Os primeiros a isolar o fungo foram Acton e Panja em 1927, que
usaram o meio de Petroff glicerinado, adicionado de violeta de genciana. Seis anos depois,

Ota e Huang (1933) descreveram o isolamento da levedura em meios enriquecidos com
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manteiga. Posteriormente, Benham, em 1941, pds em evidéncia a lipofilia do microrganismo
ao adicionar diversas substancias graxas ao meio (VARGAS et al., 2004).

Portanto, em virtude da natureza lipofilica do género, varios meios de cultura
acrescidos com diferentes fontes lipidicas tém sido empregados. Agar-Sabouraud
suplementado com azeite de oliva estéril foi usado pela primeira vez. Gordon (1951) cultivou
0 agente da ptiriase versicolor em &gar-Sabouraud-glicose coberto de 6leo de oliva. Na década
de 90 do ultimo século, diversos pesquisadores concluiram que os meios suplementados com
leite de vaca ou bile de boi apresentaram resultados superiores ao meio com 6leo de oliva na
recuperacdo de leveduras lipodependentes do género, ndo sendo os lipidios essenciais para o
crescimento de M. pachydermatis (VARGAS et al., 2004). Outros meios seletivos, tais como
agar-Dixon, agar-Notman e Ushijima, foram também desenvolvidos e aplicadas com sucesso
(CAFARCHIA et al., 2011).

Existe certa dificuldade para a escolha de métodos de estocagem para leveduras
do género Malassezia, pois, embora 0 método de Castellani seja um dos mais eficientes e
utilizados para a maioria dos fungos, ndo é eficaz para leveduras do género Malassezia spp.
Dados da literatura sugerem que, para tais fungos lipofilicos, 0 método mais adequado é o
congelamento a -80 °C, imediatamente apds o primeiro isolamento, sendo adicionado glicerol
como agente crioprotetor (CRESPO et al, 2000).

Dessa forma, a preservacao de leveduras do género Malassezia, principalmente as
espécies dependentes de fonte de lipidio, constitui grande desafio, especialmente em razéo do
desequilibrio na homeostase resultante das condi¢cdes de conservacdo (CRESPO et al., 2000).
Girdo et al (2004), avaliando diversos métodos de conservacdo, observaram a continuidade da
propriedade de ndo lipodependéncia das cepas de M. pachydermatis e evidenciaram que mais
de 78,8 e 66,7% das cepas, apds seis e nove meses de estoque, respectivamente, conseguiram
manter sua caracteristica de crescer em meio sem adicdo de lipidios (CRESPO et al., 2000).

Morfologicamente, as leveduras do género Malassezia variam de 1,5 a 10 um de
tamanho e apresentam geralmente formato unipolar e ovéide. Diferente de outras Malassezia
spp., as células de M. globosa normalmente sdo esféricas, com brotamentos emergindo de
uma base estreita (CAFARCHIA et al., 2011).

Espécies de Malassezia colonizam a pele e podem causar pitiriase versicolor
(especialmente por M. globosa) e outras doencas dermatologicas em imunocompetentes,

assim como infecgdes fungicas relacionadas a neonatos, pacientes pediatricos e
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imunodeprimidos (especialmente M. furfur). A partir dos anos 80, as leveduras do género
Malassezia destacaram-se, principalmente na Medicina humana, em decorréncia das formas
recidivantes de dermatite seborréicas ou de foliculites em individuos. A distribuicdo de novos
casos € esporadica ou esta associada a surtos nosocomiais em pacientes em unidade de terapia
intensiva, especialmente em contexto pediatrico. Esses organismos, no entanto, s&0 menos
virulentos do que outros patdgenos fangicos. (SANTOS et al., 2008; MICELI et al., 2011).
Na Medicina veterinaria, causam principalmente as otites externas nos carnivoros domesticos,
além de relatos em animais silvestres (CRESPO et al., 2002; SANTOS et al., 2008).

Os métodos bioquimicos e fisioldgicos disponiveis para identificacdo de espécies
de Malassezia (Tabela 1) baseiam-se em perfis de crescimento em meios de cultura,
enriquecidos ou ndao com fonte de lipidio, crescimento em temperatura de 37 °C e 40 °C,
assimilacdo de diferentes tweens e PEG-35 6leo castor (Cremophor EL, Sigma), avaliacdo da
atividade das enzimas catalase, urease e b-glucosidase ou teste da esculina (CAFARCHIA et
al., 2011).

Os testes fenotipicos para a identificacdo das espécies de Malassezia demandam
tempo e seus resultados sdo subjetivos ou inconclusivos. Além disso, sdo incapazes de
diferenciar as espécies M. dermatis, M. nana, M. japonica, M. yamatoensis, bem como as
espécies M. caprae e M. equina, identificadas em 2007 (MIRHEND et al., 2005).
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Tabela 1-Caracteristicas fisiologicas e bioquimicas de espécies de Malassezia (adaptado de Cafarchia et al., 2011).

A Perfil de Crescimen'go Assimilagdo de tween (T) e Atividade enzimatica
Espécies Agar-Sabouraud simples Agar-Dixon Cremophor EL
32°C 32°C 37°C 40°C | T20 | T40 | T60 | T80 | Cremophor EL | Catalase | Urease b-glicosidase
(Esculina)

M. pachydermatis + + + + +/- + + (%) - +/- + +/-
M. furfur - + + + + + + + + + + -
M. sympodialis - + + + - + + + - + + +
M.globosa - + (+) (+ - - - - - ¥ ¥
M. obtusa - + (+) (+ - - - - - + ¥ +
M. restricta - + + - - - - - - - + -
M. slooffiae - + + + + + + - - + + -
M. dermatis - + + + + + + + - + + -
M. japonica - + + - - + + - - + n 2
M. yamatoensis - + + - + + + - - + n 2
M. nana - + + + - + + + - + + -
M. caprae - + - + - - - - - + + +
M. equina - + (¥) - - @ | @ | (= - + + -
M. cuniculi - -1 (%) + + - - - - - + + +

positivo (+); negativo (-); fracamente positivo (z); variavel positivo ou negativo (+/-); desconhecido (?)
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Diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de aperfeicoar a
identificacdo dessas leveduras. Dentre 0s novos métodos, estd o uso de técnicas moleculares,
porém, alguns desses, como PCR (polymerase chain reaction) fingerprinting, RAPD-PCR
(random amplification of polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length
polymorphism) e DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), produzem resultados
pouco promissores para anélises de rotina, por serem laboriosos e exigirem equipamentos de
alto custo (CANTEROS et al., 2007) .

Mirhendi et al. (2005) descreveram um simples método de PCR com enzimas de
restricdo para a identificacdo e diferenciacdo de 11 espécies de Malassezia spp. A
amplificagdo  do PCR  foi realizada  utilizando-se ~ os  primers  5—
TAACAAGGATTCCCCTAGTA - 3’ ¢ 5°- ATTACGCCAGCATCCTAAG - 3’ ¢ a digestdo
enzimatica foi obtida com a utilizacdo das enzimas Cfol e BstF51, seguida de eletroforese em
gel de agarose 1,5%. Usando a enzima Cfol, distinguem nove diferentes espécies de
Malassezia, incluindo M. furfur, M. pachydermatis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae, M. nana, M. japonica e M. yamatoensis, mas M. sympodialis e M. dermatis
produziram o mesmo padrdo. Estas duas espécies, contudo, podem ser diferenciadas usando a
enzima BstF51.

Dessa forma, métodos moleculares, embora possuam limitagdes, sdo empregados
para a identificagdo dessas espécies (Tabela 2) e também para o melhor entendimento da
ecologia e epidemiologia de Malassezia spp., assim como sua associacdo com doencas
(CAFARCHIA et al., 2011).
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Tabela 2-Técnicas moleculares para identificacdo e diferenciacéo de espécies de Malassezia

spp. (adaptado de Cafarchia et al., 2011).

Técnica molecular

Regibes do DNA
pesquisadas

Espécies de leveduras do género Malassezia estudadas

Sequenciamento ITS-1 M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
direto de DNA M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa, M. nana
LSU M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa, M. nana
CHS-2 M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa,
ITS-2e1GS-1 M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. pachydermatis,
M. japdnica
PCR-RFLP ITS-1,ITS-2e M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
LSU M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa, M. nana,
M. japonica, M. yamatoensis e M. dermatis
PCR-SSCP ITS-1e CHS-2 M. globosa, M. sympodialis, M. pachydermatis,
PCR tempo real ITS-1eITS-2 M. globosa, M. restricta, M. sympodialis, M.

pachydermatis,

RAPD DNA genbémico M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
total M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa,
AFLP DNA genémico M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis,
total M. pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa, M.
dermatis
DGGE SSuU M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis, M.
pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa,
PFGE DNA M. furfur, M. globosa, M. restricta, M. sympodialis, M.

cromossémico

pachydermatis, M. slooffiae, M. obtusa,
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1.4 Zigomicetos

Dentre os diversos fungos pertencentes a classe Zigomicetos, os exemplares dos
géneros Rhizopus e Mucor,0s quais sdo microrganismos saproéfitas ubiquos, da ordem
Mucorales, familia Mucoraceae. Esse fungos possuem hifas hialinas largas, cujas dimensdes
variam de 4 a 20 micrémetros e cenociticas. As septacdes sdo mais comumente observadas
nos esporangioforos, em regides proximas aos esporangios ou em hifas vegetativas de
culturas maduras. Podem apresentar tanto a reproducgdo assexuada, mediante a producdo de
esporangiosporos, como também reproducdo sexuada, caracterizada pela producdo de

zigosporos, apos a fusdo dos 6rgdos sexuais isogamicos (SIDRIM e ROCHA, 2004).

A escolha do método de preservacdo de culturas para Zigomicetos constitui
grande desafio em virtude do baixo teor de proteina celular, dando as suas hifas uma
aparéncia vazia. Em adicdo, as hifas de Zigomicetos possuem poucos septos, e as
ramificacGes podem estar dispostas em angulos aleatérios, incluindo em angulos retos e
angulos ndo agudos. Portanto, em consequiéncia do tamanho e do baixo contetdo protéico, as
hifas de Zigomicetos estdo mais vulnerdveis a danos mecéanicos e frequentemente entram em
colapso, mostrando uma aparéncia de “fita trangada” observada na microscopia (NICHOLS et
al., 2011). Portanto, o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a preservacédo de

Zigomicetos poderia ser aplicada para outros fungos.

Os Zigomicetos sdo fungos termotolerantes que crescem em temperaturas que
variam de 36 a 43 °C. Estdo amplamente distribuidos na natureza, em substratos organicos,
incluindo pées, frutas em decomposicao, material vegetal, solo e excrementos de animais. As
melhores condi¢bes ambientais para 0 crescimento e a esporulacdo dos Zigomicetos nesses
substratos sdo observados a temperatura de 25 °C e elevada umidade (RICHARDSON,
2009).

Os Mucorales mostram crescimento rapido em diversos meios de cultura (agar-
Sabouraud, agar-batata, &gar-malte), com maturacdo das coldnias em quatro dias apos
incubacdo em temperatura de 25 °C ou 37 °C. Colonias de fungos do género Rhizopus sp. e
Mucor sp. apresentam micélio aéreo com textura algodonosa e de coloracdo branca, marrom,
cinza ou preta (SIDRIM e ROCHA, 2004). A maioria dos isolados sdo heterotalicos, assim
zigosporos estdo ausentes e, portanto, a identificacdo se baseia principalmente na morfologia

dos esporangios. Isso inclui o arranjo e o numero de esporangiosporos, a forma, a cor, a
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presenca ou auséncia de columela e apdfises, assim como o arranjo dos esporangiosforos e a
presenca ou auséncia de rizéides (LASS-FLORL, 2009).

As ferramentas diagnosticas que podem ser utilizadas sdo a cultura e exames
histopatoldgicos, empregando diferentes coloragfes (Grocott-Gomori, PAS, calcofluor e
hematoxilina-eosina) para visualizacdo de hifas de Zigomicetos em espécimes clinicos
(SEVERO et al., 2010); no entanto, a identificacdo de Zigomycetes e o diagnostico de
zigomicoses sdo notoriamente dificeis. Usando varios alvos moleculares e aumentando o
ndmero de sequéncias disponiveis de DNA em bancos de dados internacionais, estudos
mostram que a identificagdo molecular de Zigomycetes € precisa ao nivel de espécie
(DANNAOQUI, 2009). A regido ITS pode ser usada como um destino de primeira linha
molecular tanto para a identificagdo de Zygomycetes em cultura pura como em amostras
diretamente de espécimes clinicos (ALVAREZ et al., 2009). O gene 18S ribossomal é
caracterizado por uma taxa relativamente baixa de evolugdo molecular e, portanto, representa
um marcador adequado para identificacdo taxonémica. Ademais, em decorréncia de algumas
variaces particulares, esse gene tem a vantagem de ser explorado para distinguir entre 0s
varios géneros de fungos e espécies pertencentes a mesma ordem. Portanto, ferramentas
moleculares, como o0 PCR-RFLP, que permitam a amplificacdo de parte da regido 18S rDNA

poderiam sem empregadas com sucesso (MACHOUART et al., 2006).

A compreensdo das necessidades nutricionais dos Zigomicetos indica em quais
substratos esses fungos podem ser encontrados. A glicose é a principal fonte de carbono para
0 crescimento. Da mesma forma como outros fungos, Zigomicetos possuem uma exigéncia
para as proteinas e para uma variedade de substancias organicas e inorganicas. O pH de um
determinado ambiente pode afetar notavelmente o crescimento e a esporulacdo. Outro fator
gue também pode afetar a qualidade do crescimento € a exposicdo a luz. A ampla distribuicéo
ecologica e o rapido crescimento sdo importantes para o desenvolvimento de doencas
(RICHARDSON, 2009).

Zigomicetos podem desenvolver processos infecciosos, principalmente nos
pulmdes, infeccdes cutaneas, gastrointestinais e rinocerebral. Os principais fatores que podem
contribuir sdo: sistema imunolégico debilitado, neutropenia, uso prolongado de corticéides,
Diabetes mellitus mal controlado, queimadura, desnutricdo. As principais portas de entrada de
Zigomicetos sdo normalmente os pulmdes, pele e trato gastrointestinal. Uma propriedade

caracteristica dos Zigomicetos é a tendéncia a invadir 0s vasos sanguineos e causar trombose,
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processo que resulta em necrose posterior dos tecidos envolvidos (MANTADAKIS E
SAMONIS, 2009).

Nos Zigomicetos, a unidade de dispersdo € normalmente um esporangiosporo
situado dentro de um esporangio. Normalmente, um esporangio pode conter até 100.000
esporos, enquanto esporangios menores podem formar apenas algumas centenas de esporos
(RICHARDSON, 2009).

O aspecto do esporangio promove importantes dicas para a diferenciacdo desses
microrganismos. Portanto, existem esporangéangio nas formas globosa, piriforme e na forma
de vaso. Para os Mucorales de esporéngio globoso, a diferenciacdo ao nivel de género é
realizada pela observacdo da producdo e localizacdo de rizoides e pela ramificacdo dos
esporangioforos. Essas duas caracteristicas, sozinhas, permitem distinguir Rhizopus spp. que
produzem rizoides nodais na base do esporangiéforo e a presenca de esporangioforos ndo
ramificados. Absidia spp. produz esporangioforo ramificada e rizoides internodais, enquanto,
Mucor sp. produz esporangioforo ramificados e ndo apresenta rizdides (RIBES et al., 2000).

1.4.1 Mucor sp.

Esse género foi criado por Micheli e Saint Amans, em 1921. S&o fungos de
crescimento rapido com maturacdo por volta do segundo ao quarto dia da semana, em VAarios
meios de rotina laboratorial. Na Macromorfologia, as col6nias de Mucor sp. mostram-se com
uma textura algodonosa alta e exuberante, com tonalidade branca ou amarelada nos primeiros
dias, tornando-se cinza ou castanha durante a maturagdo dos esporangios. O reverso da
coldnia geralmente é branco ou, ainda, acompanha a coloracdo do verso, ndo se observando
pigmento difusivel no meio (CORDEIRO et al., 2004).

Na observacdo microscopica de Mucor sp. ndo se constata a presenca de rizéides,
apofise e estolbes. Os esporangiéforos sdo derivados isoladamente do micélio e podem
apresentar ou nao ramificacdo. Cada esporangiésforo termina em uma columela discretamente
bulbosa, que se estende para o esporangio esférico de parede lisa. Os esporangioporos séo
esféricos ou elipsoides e podem ser hialinos ou apresentar pigmentagdo amarela-marrom
(KONEMAN, 2008). A membrana do esporangio € muito fragil, rompendo-se com facilidade,
deixando apds a ruptura um colarete que fica aderido a base da columela (Figura 4)

(CORDEIRO et al., 2004).
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Figura 4 — Na Micromorfologia de espécie de Mucor sp. ndo se observa a presenca
de rizoides. (A) A seta aponta esporangioforos que sdo derivados isoladamente do
micélio e podem apresentar ou ndo ramificacdo. (B) A seta aponta o esporangio que
contém os esporangiosporos. Fonte: CEMM — 2010

1.4.2 Rhizopus sp.

Esse género foi criado por Ehrenberg em 1820. As coldnias apresentam textura
algodonosa de crescimento denso e tom branco, as quais ocupam, na maioria das vezes, todo
0 espaco do recipiente onde estdo crescendo. A medida que essas coldnias vdo formando
estruturas de frutificacdo, sua tonalidade muda para cinza ou amarelo-acastanhado. O reverso

das colbnias € branco, ndo apresenta pigmento difusivel no meio (CORDEIRO et al., 2004).

Na analise microscépica, observa-se a producdo de rizoides distintos, semelhantes
a raizes, o que é fundamental para a identificacdo das espécies. Os rizoides, semelhantes a
raizes, caracteristicamente derivados das hifas imediatamente adjacentes aos esporangioforos,
sdo denominados nodais. O esporangioforo medindo até 1000 micrdmetros terminam em uma
columela céncava que se estende para o esporangio sacular. O colapso semelhante a um
guarda-chuva do esporangio pdés-maduro é observado, com maior frequéncia, como uma

caracteristica secundéria nas culturas mais antigas (Figura 5) (RIBES, 2000).
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Figura 5 - Micromorfologia de Rhizopus sp.. A seta indica o colapso semelhante a um
guarda-chuva do esporangio pés-maduro, observado com maior frequéncia, como uma
caracteristica secundaria nas culturas mais antigas. (Fonte: CEMM 2010)
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

2.1 A glicose e a lactose podem ser empregadas como agentes crioprotetores,
mantendo as caracteristicas fenotipicas de espécies dos géneros Malassezia, Mucor e

Rhizopus submetidas a criopreservacao?

2.2 Sistemas formados por células imobilizadas em suportes de alginato de sédio

favorecem a manipulacdo de espécies Malassezia spp., Mucor sp e Rhizopus sp. em estoque?

2.3 A temperatura de estocagem influencia na manutencdo de Malassezia spp., Mucor

sp e Rhizopus sp.?
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3 HIPOTESES CONSIDERADAS

3.1 Os carboidratos glicose e lactose exercem agéo crioprotetora, podendo ser
empregados em métodos de preservacao de espécies dos géneros Malassezia, Mucor e
Rhizopus.

3.2 A imobilizacéo de celulas em alginato de sddio facilita a manipulagdo de células
de Malassezia spp., Mucor sp e Rhizopus sp em estoque.

3.3 A escolha da temperatura de estocagem adequada permite otimizar a recuperagéo
de cepas de Malassezia spp., Mucor sp e Rhizopus sp submetidas a criopreservagéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o uso de lactose e glicose como agentes crioprotetores, em diferentes
concentracdes e temperaturas, em sistemas formados por celulas fungicas imobilizadas em

suportes de alginato de sddio.

4.2 Obijetivos especificos
4.2.1 Realizar a revalidacgdo fenotipica convencional para leveduras do género Malassezia.

4.2.2 Determinar, por técnica de Biologia Molecular, a identificacdo para os exemplares de

Malassezia spp..

4.2.3 Realizar a revalidacdo fenotipica convencional para os fungos pertencentes ao grupo dos

Zigomicetos exemplificados pelos géneros Rhizopus sp. e Mucor sp..

4.2.4 Promover a imobilizacdo de Malassezia spp., Rhizopus sp. e Mucor sp. em alginato de
sodio.

4.2.5 Investigar o emprego de glicose e lactose nas concentracdes de 9 e 23% como
crioprotetores em sistemas constituidos por Malassezia spp., Rhizopus sp. e Mucor spp

imobilizados em alginato de sédio.

4.2.6 Avaliar, apds diferentes periodos, a viabilidade das cepas fangicas imobilizadas e

estocadas em temperaturas de -20 °C e -80 °C.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Microrganismos
5.1.1 Colecao de espécies fungicas CEMM

A micoteca do CEMM é um acervo que armazena fungos em diversas técnicas de
estocagem. Em relacéo ao género Malassezia, a colecdo disponibiliza estocagem a -20 °C em
agar-Dixon e em solucéo de cloreto de sédio 0,9% a temperatura de 25 °C. Em relacdo aos
fungos pertencentes & classe dos Zigomicetos, a micoteca do CEMM alberga espécies
pertencentes aos géneros Rhizopus e Mucor, preservadas a -80 °C em glicerol, a -20 °C em

agar-batata, com e sem adicéo de glicerol, e em solucdo salina a temperatura de 25 °C.
5.1.2 Recuperacdo das cepas estocadas na micoteca do CEMM

Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizadas cepas provenientes da Micoteca
CEMM - UFC, sendo 12 cepas de leveduras do género Malassezia (Tabela 3) e 12 cepas de

fungos do grupo dos Zigomicetos, representados pelos géneros Rhizopus e Mucor (Tabela 4)

Para recuperacdo das cepas apos a retirada do estoque, os exemplares do género
Malassezia foram semeados para um tubo de ensaio contendo agar-Dixon e incubados a 32 °C
e observados diariamente por um periodo de até 15 dias, a fim de verificar o crescimento e a
manutencdo da viabilidade das cepas. Enquanto isso, os fungos dos géneros Rhizopus e
Mucor foram semeados em &gar-batata, mantidos a temperatura de 25 °C e observados

diariamente por até sete dias.

36



Tabela 3 — Relagéo das cepas de Malassezia spp. da Micoteca do CEMM utilizadas nesta

pesquisa.

Numeracdo do CEMM

Cepa fungica

CEMM 03-6-065

Malassezia sp.

CEMM 03-6-066

Malassezia sp.

CEMM 03-6-067

Malassezia sp.

CEMM 03-6-068

Malassezia sp.

CEMM 03-6-069

Malassezia sp.

CEMM 03-6-070

Malassezia sp.

CEMM 03-6-071

Malassezia sp.

CEMM 03-6-072

Malassezia sp.

CEMM 03-6-073

Malassezia sp.

CEMM 03-6-074

Malassezia sp.

CEMM 03-6-075

Malassezia sp.

CEMM 03-6-076

Malassezia sp.

Tabela 4 — Relacgdo das cepas de Zigomicetos da Micoteca do CEMM utilizadas nesta

pesquisa.

Numeracdo da micoteca do CEMM

Cepa flngica

CEMM 03-1-030 Rhizopus sp.
CEMM 03-1-067 Mucor sp.
CEMM 03-2-006 Rhizopus sp.
CEMM 03-4-013 Rhizopus sp.
CEMM 03-4-027 Rhizopus sp.
CEMM 03-4-086 Mucor sp.
CEMM 03-4-087 Mucor sp.
CEMM 03-4-088 Mucor sp.
CEMM 03-4-089 Mucor sp.
CEMM 03-5-016 Mucor sp.
CEMM 03-5-025 Rhizopus sp.
CEMM 05-2-044 Mucor sp.
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5.1.3 Revalidacao fenotipica convencional para leveduras do género Malassezia

Apdbs a confirmacdo da viabilidade das cepas estocadas, com a observacdo da
presenca de coldnias com macromorfologia caracteristicas do género Malassezia, laminas
foram confeccionadas e coradas pela técnica de Gram, tornando possivel a visualizagdo de

blastoconidios tipicos de Malassezia spp.

Foi realizada a fenotipagem das cepas de Malassezia spp. fazendo-se a juncao de
caracteristicas morfologicas e bioquimicas, de acordo com Guého et al. (1996), Guillot et al.
(1996) e Hoog et al. (2000), como: atividade de B-glicosidase (hidrélise da esculina), catalase
e urease; assimilacdo do tween 20 (10%), tween 40 (0,5%), tween 60 (1%) tween 80 (0,1%)
(Sigma Chemical Co.,St Louis, MO), e Chremophor EL (10%) (Sigma Chemical Co.,St
Louis, MO) em 4&gar-Sabouraud dextrose 2% (Himedia Laboratories, Mumbai, India) bem
como a capacidade de crescer em agar-Sabouraud simples e termotolerancia a 32 °C e 37 °C.

Todos os testes foram realizados com culturas de Malassezia spp. com quatro a
cinco dias de incubacdo. O teste de atividade de B-glicosidase foi realizado utilizando meio-
base constituido de agar-bacteriolégico (Himedia Laboratories, Mumbai, India) contendo
esculina (Sigma Chemical Co.,St Louis, MO) e citrato férrico (Sigma Chemical Co.,St Louis,
MO). Para tanto, uma porcéo da col6nia foi repicada ao meio e este incubado a 32°C, sendo
examinado durante quatro dias, a fim de verificar o surgimento de pigmento enegrecido

difundido no meio.

Para verificar a producdo de catalase, uma gota de peréxido de hidrogénio foi
adicionada a uma lamina de vidro e imediatamente uma porc¢éo da coldnia de Malassezia spp.
foi colocada em contato com o perdxido de hidrogénio. A observacdo de bolhas indica uma
reacao positiva para a producdo desta enzima. Outra enzima testada foi a urease, no entanto,
esta prova é utilizada apenas para identificacdo de M. pachydermatis. Neste teste, um
fragmento da coldnia fangica foi repicado no meio agar-ureia de Chistensen, operagdo
seguida de incubacdo a 32°C por 24 horas. Havendo producdo desta enzima, hd mudanca da

coloracdo do meio, passando de amarelo a réseo intenso.

Para o teste de assimilacdo de tween e Chremophor EL, foi produzido agar-
Sabouraud dextrose 2% e adicionado a este tween 20 (10%), tween 40 (0,5%), tween 60 (1%)
tween 80 (0,1%); para o Chemophor EL a concentracdo foi de 10% (v/v). Apds total
solubilizacdo sob aquecimento, 0os meios foram autoclavados e distribuidos em tubos de

ensaio e inclinados. Para o teste de crescimento em &gar-Sabouraud dextrose 2% simples, 0
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mesmo procedimento foi realizado, no entanto ndo houve suplementacgéo de lipidios ao meio.
Para realizacdo do teste, um fragmento da colonia foi repicado aos tubos e estes incubados
durante quatro dias a 32°C. Apds o periodo de incubacdo, o teste foi considerado positivo
qguando houve crescimento de colonia. A avaliacdo da resisténcia a 37 °C foi realizada em
agar-Dixon onde porc¢des das colnias de Malassezia spp. foram repicadas e incubadas nesta
temperatura durante sete dias. Os testes foram considerados positivos quando houve

crescimento fangico.
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Fluxograma de identificacdo fenotipica de leveduras do género Malassezia
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5.1.4 Identificagdo molecular de Malassezia spp.
5.1.4.1 Extracdo de DNA de leveduras do género Malassezia

Para a extracdo do DNA das espécies de Malassezia, foi utilizado o método de
esferas de vidro adaptado de Ausubel et al., 2002 e descrito como segue.

As cepas de Malassezia spp. foram semeadas em meio agar-Dixon e incubadas a
temperatura de 32 °C por quatro dias. Passado esse periodo e com o crescimento das colonias,
foi adicionado ao tubo da cultura 1 mL de agua destilada estéril e as coldnias fungicas foram
raspadas suavemente com alga de platina, de modo a evitar que pedacos de meio de cultura
fossem removidos. A suspensdo de leveduras foi transferida para microtubos estéreis;
centrifugadas (10000 rpm/ 5 min) e removido o sobrenadante. Adicionou-se ao microtubo
1mL de agua deionizada, agitando-se no vortex até as células se dispersarem. Foi centrifugado
(12000 RPM / 5 min) e retirarado cuidadosamente o sobrenadante e descartado. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes para a lavagem de leveduras cultivadas em meios
oleosos como Malassezia spp. Agitou-se no vortex, rapidamente, e foram adicionados: 200l
do Breaking buffer, as esferas de vidro (cinco unid/tubo) e 200l de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (F:C:A) com agitacdo no vortex por 3 min para lisar cerca de 80% a 90% das
células (o F:C:A deve ser agitado vigorosamente para homogeinizacdo antes de ser
adicionado em cada amostra). Foram acrescidos 200 pl de tampdo Tris-EDTA, agitados no
vortex brevemente e centrifugados por cinco minutos. A fase aquosa foi removida para novo
frasco (aproximadamente 400 pl — fase acima); ap6s esse passo, foi vista formacdo de trés
fases. Retirada apenas a fase superior, evitando aspirar a fase opaca, que contém proteinas e
restos celulares.

Para a precipitacdo, adicionou-se 1 ml de etanol absoluto (100%) gelado e
misturado 50 vezes por inversdo total; os microtubos foram armazenados em freezer -20 °C
por periodo compreendido entre 18 e 20 horas. Transcorrido esse tempo, foram centrifugados
por 30 minutos; desprezado o sobrenadante, cuidadosamente, foi adicionado ao pellet 1 mL
etanol 70% gelado e centrifugado por cinco minutos. Foi descartado o sobrenadante e
aguardou-se gue este secasse a temperatura de 25 °C (os tubos permaneceram deitados em
papel absorvente); o pellet foi ressuspenso em 50ul de agua ultra pura, autoclavada, deixando
o material eluir por 15 minutos no gelo (ou a 4 °C); e finalmente armazenado em freezer -20

°C até o uso.
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5.1.4.2 Reagdo de PCR

A reacdo de PCR e a digestdo com enzimas de restricdo foi efetuada de acordo
com Mirhendi et al. ( 2005) e e Byung Ho Oh et al. (2009), com algumas adaptacGes.Para a
reacao de PCR, foram utilizados primers direcionados a sequéncia 26S rDNA. A amplificacdo
da  regido-alvo  foi  realizada  utilizando-se  os  primers  Foward 5-
TAACAAGGATTCCCCTAGTA-3’ e Reverse 5’- ATTACGCCAGCATCCTAAG-3".

A amplificacdo do PCR foi conduzida para um volume final de 50 pl. Portanto,
para cada reacdo, foram empregados: 1ul de DNA molde, 0,5 uM de cada primer, 0.20 mM
de cada desoxinucleotidio trifosfato (ANTPs), 5 pul de tampdo 10X para PCR e 1.25 U de Taq
polymerase. A desnaturagao inicial foi a 94,8 °C por cinco minutos e seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94,8 °C por 45 segundos. O anelamento foi a temperatura de 55,8 °C por 45
segundos e a extensdo a 72,8 °C por 1 minuto, com uma extensdo final de 72,8 °C por 7
minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em eletroforese em gel de agarose
1,5% (peso/volume) em tampdo TBE e corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e

fotografado sobre um transluminador UV.
5.1.4.3 Digestdo do amplicon por enzimas de restricéo

A escolha das enzimas de restricdo foi adaptada da metodologia proposta por
Mirhendi et al., ( 2005) e Byung Ho Oh et al., (2009). Portanto, empregaram-se as enzimas
Hhal (New England BiolLabs, Estados Unidos) e BTSC | (New England BiolLabs, Estados
Unidos) que sdo consideradas isoesquisomeros das respectivas enzimas CFol e BSTF51, uma

vez que reconhecem as mesmas sequéncias.

A reacdo com as enzimas de restri¢do foi realizada por intermédio da incubacédo a
temperatura de 37,8 °C por trés horas de uma aliquota de 21,5 pl de volume do produto de
PCR com 10 U de cada enzima, separadamente, resultando em um volume final de 25 pl.
Finalmente, as bandas correspondentes aos cortes enzimaticos foram visualizadas em
eletroforese em gel de agarose 1,5% e os fragmentos de restricdo foram analisados

pelo tamanho e numero em transiluminador UV.

42



5.1.5 Revalidacao fenotipica de Mucor sp. e Rhizopus sp.

A revalidacdo fenotipica desses microrganismos foi alcancada pela anélise
micromorfolégica. Portanto, a diferenciacdo ao nivel de género foi realizada pela observacdo
da producdo e localizagdo de rizoides e pela ramificagdo dos esporangioforos. Essas
caracteristicas permitiram distinguir Rhizopus spp. que produzem rizoides nodais na base do
esporangioforo ndo ramificados. Mucor spp. ndo produz rizoides e pode apresentar
esporangidforos ramificados (RIBES et al., 2000; DE HOOG et al., 2002; KONEMAN et al.,
2008).

5.2 Desenvolvimento da técnica de imobilizacdo de células para a criopreservacdo de

espécies fungicas

Para realizacdo da etapa correspondente a imobilizacéo de células, foi empregada
a metodologia proposta por Lewis e Papavizas (1985). Desse modo, realizou-se uma mistura
da cultura fangica, com 1,5 % (p/v) de alginato de sddio. Para formacdo das esférulas, goteja-
se essa mistura em um Erlenmeyer, sob agitacdo, contendo solugdo de CaCl, 0,25M. As
esferas mantidas nessa solugcdo por 30 minutos deverdo ser filtradas e lavadas com agua

destilada estéril para remover o excesso de célcio.

As esferas de alginato de sodio, apos congelamento, formam agregados em razéo
do elevado teor hidrico. Portanto, com o intuito de alcancar a melhor adaptacéo da técnica, foi
inicialmente avaliada a melhor maneira de se obter o descolamento das esferas entre si, sem a
necessidade de descongelamento, sendo essa etapa imprescindivel no momento da
reconstituicdo das cepas, visto que a alternéncia do estado fisico do sistema pode ocasionar
lesbes nas células por cristais de gelo. Dessa forma, para essa avaliacdo inicial, foram
realizados ensaios sem 0 acréscimo de espécies flungicas, apenas a producdo de esferas de
alginato de sodio por gotejamento em cloreto de célcio.

Primeiramente, foi avaliada a resisténcia das esferas ao congelamento. Dessa
forma, as esferas de alginato foram submetidas a temperatura de - 20 °C e - 80 °C e avaliadas
apos 15 dias. Também foram realizados ensaios para verificacdo de controle microbioldgico,
em que as esferas de alginato, antes e depois do teste de resisténcia ao congelamento, foram
transferidas para frascos contento caldo BHI (Brain Heart Infusion) e agar-Sabouraud e
incubados por 24-48 horas em estufa a temperatura de 35 °C.
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Em paralelo, foram realizados ensaios para promover o descolamento das esferas
entre si ap6s o congelamento. Entdo procedeu-se a secagem das esferas, em estufa a
temperatura de 50 °C, dentro de placas de Petri sob papel filtro e em frasco Erlemeyer no
interior da capela de fluxo laminar préximas a chama por periodo de 1 hora. Para esse mesmo
propdsito, separadamente, as esferas foram mergulhadas em d6leo mineral, tendo sido
acrescentados, ao alginato de sédio, argila, carbonato de célcio e alcool polivinilico. Em
seguida, foram armazenadas em freezer a temperatura de - 20 °C e - 80 °C e avaliadas apés 15
dias. Finalmente, foi testado o emprego de esferas plasticas (migcangas) envolvendo todo o

sistema de imobilizacdo de alginato de sédio.

5.2.1 Criopreservacdo de espécies fungicas imobilizadas em alginato de sodio e esferas

plasticas

A imobilizacdo de células fungicas foi realizada pelo processo de gelificacéo
ibnica (LEWIS e PAPAVIZAS, 1985), com modificacdes referentes ao prévio congelamento
do cloreto de calcio e o acréscimo de esferas plasticas para a preservacdo da estrutura fisica
do material aprisionado em seu interior. Trabalhos publicados por Soares-Junior et al. (2007)
e Hamoudi et al. (2007) forneceram informac6es para a escolha dos agentes crioprotetores
glicose e lactose, ambos nas concentracdes de 9% e 23%. As cepas foram recuperadas de
estoque em solucédo salina, mantidas a temperatura de 28 °C e cultivadas em tubos contendo
agar-batata.

A solucdo de cloreto de célcio 0,25M foi previamente congelada, em tubo de
vidro rosqueével (16 cm de comprimento por 150 mm de largura), a fim de constituir uma
superficie de sustentacdo para esferas plasticas estéreis (0,7cm de didmetro, e com orificio
central de 0,4 cm), promovendo maior homogeneidade ao processo de imobilizacdo de células
a medida gque descongela (Figura 6-A; 6-B).

Os exemplares do género Malassezia spp. foram semeados em &gar-Dixon e
incubados a 32 °C, sendo observados diariamente por um periodo de até 15 dias. Em seguida,
as culturas foram raspadas e transferidas para o meio formado por: alginato de sodio (1,5%)
caldo Dixon (3%), glicose (9% ou 23% p/v) e lactose (9% ou 23% p/v)

As cepas de Zigomicetos foram semeadas em A&gar-batata e mantidas a
temperatura de 25 °C, sendo observadas diariamente por até sete dias, para a constatacdo do

crescimento. Em seguida, as culturas foram raspadas e transferidas para 0 meio imobilizacéo-
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criopreservacao, formado por alginato de sddio (1,5% p/v), caldo Sabouraud (3% p/v), glicose
(9% ou 23% p/v) e lactose (9% ou 23% p/v).

As estruturas flngicas homogeneizadas em solugdo de imobilizago-
criopreservacao foram acrescidas esferas plasticas que, em seguida, foram colocadas sob o
cloreto de célcio congelado (Figura 6-C). Amedida que o cloreto de calcio descongelava,
entrava em contato com o alginato de sddio e promovia a gelificacdo e o aprisionamento das
estruturas fangicas no interior das esferas plésticas. Finalmente, cada cultura foi entdo
fracionada em esferas plasticas e acondicionada em tubos criogénicos de 1,5mL de volume,
contendo cinco esferas cada qual (Figura 6-D) e estocadas a temperatura de -20 °C e -80 °C,

sendo avaliadas em 15, 45, 90, 180 e 270 dias para observacao da viabilidade.

Figura 6 - (A) cloreto de célcio previamente congelado; (B) esfera de plastico; (C)
mistura das células fungicas com solucdo de alginato de s6dio. A medida que o
cloreto de célcio descongela, ocorre o aprisionamento das células fungicas no interior
das esferas plasticas; (D) acondicionamento em criotubos. Fonte: CEMM, 2010
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6 RESULTADOS
6.1 Analise fenotipica para Malassezia spp.

A avaliacdo fenotipica destas cepas deu-se inicialmente com a caracterizacao
macromorfoldgica das col6nias, tendo sido observado que todos os exemplares produziram
coldnias com coloracdo amarelo-creme e textura seca (Figura 7-A). Apds esta verificagdo,
laminas com fragmentos das coldnias foram coradas pelo método de Gram, para evidenciar a
morfologia dos blastoconidios. Dessa forma, foi possivel visualizar células fungicas
leveduriformes ovais e/ou elipticas com brotamento unipolar com a presenca de colarete
(Figura 7-B).

Figura 7- (A) Macromorfologia de leveduras de Malassezia sp. col6nias com
coloracdo amarelo-creme e textura glabrosa seca. (B) Bastoconidios de Malassezia
sp. corados pelo método de Gram. A setas indicam o “colarete”, através do qual
emergem brotamentos. Fonte: CEMM, 2009.

O primeiro teste bioquimico realizado foi o teste da catalase. Todas as cepas
analisadas (n=12) foram capazes de dismutar o peroxido de hidrogénio. Das 12 cepas
estudadas, nenhuma apresentou crescimento em meio &gar-Sabouraud sem suplementagéo

lipidica. Portanto, todas as cepas trabalhadas foram lipodependentes. Para o teste de atividade
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de B-glicosidase (Figura 8), apenas uma cepa foi positiva. O uso do Cremophor EL, como

fonte lipidica, foi verificado em nove cepas (tabela 5).

Para o teste de assimilacdo de tween 20; trés foram negativas, uma assimilou
fracamente, enquanto oito das 12 cepas foram positivas, isto é, assimilaram este composto.
Para o teste de assimilacdo de tween 40, foi observado que duas cepas ndo assimilaram,
enquanto dez assimilaram. Uma cepa assimilou fracamente o tween 60, como fonte exdgena
de lipidios, duas cepas ndo assimilaram e nove cepas assimilaram. Por fim, para o teste de
assimilacdo do tween 80, foi verificado que duas cepas assimilaram fracamente, duas cepas

ndo assimilaram, enquanto oito das 12 cepas assimilaram o tween 80 (tabela 5).

Figura 8 - Testes biogimicos para identificacdo de espécies de Malassezia spp. Reagdo
positiva para esculina a esquerda, pois ocorre a hidrélise da esculina em esculetina e glicose,
mediante a acdo da enzima b-glucosidase, que libera sais de ferro sollveis e promove o
enegrecimento do meio. Reagdo negativa a direita. Fonte: CEMM, 2010.

47



Tabela 5 — Resultados dos testes fisiologicos das cepas de Malassezia spp

Codigo CEMM | Espécies ] Perfil de Crescimento Assimilagdo de tween (T) e Atividade enzimatica
Agar-Sabouraud simples | Agar-Dixon Cremophor EL
32°C 32°C | 37°C | T20* | T40* | T60* | T80* | Cremophor | Catalase | Urease b-glicosidase
EL (Esculina)

CEMM 03-6-065 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-066 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-067 M. sympodialis - + + - + + (*) - + + +
CEMM 03-6-068 M. furfur - + + (#) + + + + + + -
CEMM 03-6-069 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-070 M. furfur - + (#) + + #) &) + + + -
CEMM 03-6-071 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-072 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-073 M.globosa - + - - - - - - + + -
CEMM 03-6-074 M. furfur - + + + + + + + + + -
CEMM 03-6-075 M.globosa - + + - - - - - + + -
CEMM 03-6-076 M. furfur - + + + + + + + + + -

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo; () crescimento fraco; * tween 20 na concentracao de 10%; tween 40 a 0,5%; tween 60 a 1%; tween 80 a 0,1% em agar-

Sabouraud dextrose.

48



6.2 Analise Molecular para Malassezia spp.

Os primers (Foward 5~ TAACAAGGATTCCCCTAGTA-3’ e Reverse 5’-
ATTACGCCAGCATCCTAAG-3’) amplificaram com sucesso parte da regido-alvo (26S
rDNA) para todas as cepas de Malassezia estudadas, gerando produtos de PCR de

aproximadamente 580 pb de tamanho (Figura 9).

1 2 3 4 K5 6 I8 9 10 1l 12: 13

580 ph

Figura 9 - Visualizacdo da reacdo de PCR em eletroforese em gel de agarose 1,5%
direcionado a regido 26S rDNA (bandas de 1 — 13: marcador de peso molecular de 100 pb,
CEMM 03-6-065, CEMM 03-6-066, CEMM 03-6-067, CEMM 03-6-068, CEMM 03-6-069,
CEMM 03-6-070, CEMM 03-6-071, CEMM 03-6-072, CEMM 03-6-073, CEMM 03-6-074,
CEMM 03-6-075, CEMM 03-6-076). Fonte: CEMM, 2010.

Os produtos resultantes da reagdo de PCR foram submetidos & digestdo
enzimatica. Com o emprego das enzimas Hhal e BTSC I, verificou-se corte nas sequéncias
CGC/C e GGATG (2/0), respectivamente, e dessa forma, tomando como referéncia Byung
Ho Oh et al., (2009), que identificou espécies de Malassezia de acordo com 0 tamanho e o
numero de fragmentos de restricdo do DNA, visualizados em eletroforese em gel de agarose
1,5%, pdde-se classificar as espécies em estudo. De tal modo, com o emprego das enzimas
Hhal e BTSC , foi possivel discriminar as espécie de Malassezia spp.

Portanto, de acordo com a restricdo gerada pela enzima Hhal, M. furfur
apresentou duas bandas de tamanho aproximado de 100 pb e 300 pb, sendo a espécie
predominante (nove cepas), seguindo de M. globosa, com bandas de 100 pb e 500 pb (02
cepas) e M. simpodialis com bandas de 200 pb e 400 pb (01 cepa) (Figura 10).
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Figura 10 - Restricdo enzimatica promovido pela enzima Hhal. Visualizagdo em eletroforese
em gel de agarose 1,5%. (bandas 1-13: marcador de peso molecular de 100 pb,
CEMM 03-6-065, CEMM 03-6-066, CEMM 03-6-067, CEMM 03-6-068, CEMM 03-6-069,
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-071, CEMM 03-6-072, CEMM 03-6-073, CEMM 03-6-074,
CEMM 03-6-075, CEMM 03-6-076). Fonte: CEMM, 2010.

Com a restricdo promovida pela enzima BTSC I, M. furfur e M. simpodialis
apresentaram duas bandas de tamanho aproximado de 180 pb e 400 pb, e M. globosa, com
uma banda de aproximadamente 600 pb (Figura 11).
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Figura 11 - Restricdo enziméatica promovida pela enzima BtsC I. Visualizacdo por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%. (bandas 1 — 13: marcador de peso molecular de 100 pb,
CEMM 03-6-065, CEMM 03-6-066, CEMM 03-6-068, CEMM 03-6-069, CEMM 03-6-070,
CEMM 03-6-071, CEMM 03-6-072, CEMM 03-6-074, CEMM 03-6-076, CEMM 03-6-067,
CEMM 03-6-073, CEMM 03-6-075). Fonte: CEMM, 2010.

6.3 Analise fenotipica de Mucor sp. e Rhizopus sp.

A avaliacdo fenotipica destas cepas deu-se inicialmente pela caracterizacdo
macromorfoldgica das col6nias, tendo sido observado que todos os exemplares produziram
coldnias de crescimento rdpido com coloracdo da colbnia variando de branco a cinza e
abundante producéo de esporangidforos eretos. Na observagdo microscopica de Mucor sp. ndo
se notou a presenca de rizoides. Os esporangioforos sdo derivados isoladamente do micélio e
podem apresentar ou ndao ramificacdo (Figura 12-A). Na analise microscépica de Rhizopus
sp., evidenciou-se a producdo de rizoides semelhantes a raizes, o que é fundamental para a

50



identificacdo das espécies. O esporangidforo medindo até 1000 micrémetros terminam em
uma columela cdncava que se estende para o esporangio sacular. O esporéngio semelhante a
um guarda-chuva é observado, com maior frequéncia, como uma caracteristica secundaria nas

culturas mais antigas (Figura 12-B)

Figura 12 - (A) Na Micromorfologia de Mucor sp. ndo se observam rizdides. A seta aponta o
esporangidéforo que pode ou ndo ser ramificado. (B) Micromorfologia de Rhizopus sp. A seta
indica o0 esporangio semelhante a um guardachuva, o que é caracteristico de culturas mais
antigas. Fonte: CEMM 2010

6.4 Resultados da adaptacdo da técnica de imobilizacédo de células em alginato de sodio
para a criopreservacao de fungos

Quanto a resisténcia a temperatura de - 80 °C, as esferas formadas pela gelificagdo
ibnica por gotejamento de alginato de sédio em cloreto de calcio preservaram seu formato

esférico quando submetidas as temperaturas de - 20 °C e - 80 °C.

Quando as esferas de alginato de s6dio foram submetidas aos procedimentos de
secagem, tanto em estufa dentro de placas de Petri sob papel filtro, como também em frasco
Erlemeyer no interior da capela de fluxo laminar préximo a chama, por periodo de uma hora,
ndo ocorreu contaminagdo microbiana, no entanto, a secagem foi ineficiente e ainda ocorreu

perda de volume em decorréncia da desidratacédo (Figura 13).
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Figura 13 - (A) Secagem de esferas de alginato de sodio em placas. (B) secagem de esferas
de alginato de sodio proximo a chama. Fonte: CEMM 2009

As esferas mergulhadas em 6leo mineral mostraram-se ineficientes, uma vez que
depois de submetidas ao congelamento em freezer - 80 °C, ocorreu congelamento do 6leo
mineral, dificultando o descolamento e ocasionando ruptura das esferas (Figura 14-A). O
acrescimo de argila, carbonato de célcio e ou alcool polivinilico ndo evitou a formacéo de
aglomerados de esferas e ndo foi possivel desprendé-las com facilidade (Figura 14-B).

Figura 14 - (A) Congelamento do éleo mineral, dificultando a reconstituicdo das esferas. (B)
Aglomerados de esferas de alginato de sédio. Fonte: CEMM 2009

Experimentalmente foi constatado que uso de esferas plasticas representou o
método mais eficiente para abrigar as esferas de alginato de sddio, pois ndo foi detectada
contaminagdo microbiana e também protegeram as esferas de alginato de sodio da formacao
de aglomerados congelados, evitando, assim, a ruptura no momento da reconstituigéo.
Ademais, ndo houve a necessidade de aguardar o desgelo das contas 0 que representa uma
vantagem em relacdo a outros métodos de estocagem, pois as demais esferas ndo utilizadas

podem ser novamente guardadas, sem haver descongelamento.
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6.5 Resultados de viabilidade de cepas de Malassezia spp.

Empregando os carboidratos glicose e lactose em diferentes concentracoes (9 e 23%),
em sistemas de imobilizacdo de células submetidos a criopreservagdo, constatou-se que a
recuperacdo de cepas de Malassezia spp. foi detectada até o periodo de 90 dias, sendo que o
maior numero de cepas viadveis foi observado nos periodos anteriores (15 e 45 dias). Em

relacdo a temperatura, a preservacéo a - 80 °C mostrou-se mais eficiente (Tabela 6).

Tabela 6 - Cepas de Malassezia spp. recuperadas em estoque até o periodo de 270 dias

-20°C -80°C -20°C -80°C
Glicose Glicose Lactose Lactose
Cepas Tempo 9% 23% 9% 23% 9% 23% 9% 23%
Malassezia spp. 15dias 10 11 12 12 12 12 12 12
(n=12)
45dias 08 07 08 08 07 07 08 08
90dias O 01 02 03 0 0 01 02
180 dias 0 0 0 0 0 0 0 0
270 dias 0 0 0 0 0 0 0 0

6.6 Resultados da viabilidade de cepas de Mucor sp. e Rhizopus sp.

Com relacdo as espécies de Zigomicetos, foi possivel recuperar exemplares até
270 dias ap6s a estocagem inicial, sendo observadas maior taxa de viabilidade nos tempos 15,
45, 90 e 180 dias de estocagem (Tabela 7). Também foi constatado que a temperatura de - 80
°C mostrou-se mais eficiente para a recuperacdo de cepas de Zigomicetos em relacdo a

estocagem a - 20 °C (Tabela 7).

Tabela 7 - Exemplares de Zigomicetos recuperados em estoque até o periodo de 270 dias

-20°C -80°C -20°C -80°C
Glicose Glicose Lactose Lactose
Cepas Tempo 9% 23% 9% 23% 9% 23% 9% 23%

Zigomicetos (n=12) 15 dias 08 09 11 11 09 08 10 11
45 dias 04 06 06 09 08 06 09 10
90 dias 04 05 06 08 06 03 05 08
180 dias 01 01 04 08 03 01 05 08
270 dias 0 0 04 06 01 0 05 07
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A exemplo das cepas de Malassezia spp. 0s exemplares de Zigomicetos viaveis
ap0s o processo de estocagem mostraram suas caracteristicas macromicromorfoldgicas

preservadas (Figura 15).

Figura 15 — Macromorfologia (A) e Micromorfologia (B) de Malassezia sp. ap6s 45 dias de
estoque a temperatura de - 80 °C, utilizando glicose na concentracdo de 23%.
Macromorfologia (C) e Micromorfologia (D) de Rhizopus sp. ap6s 180 dias de estoque a
temperatura de - 80 °C, utilizando glicose na concentracdo de 23%. Macromorfologia (E) e
Micromorfologia (F) de Mucor sp. ap6s 180 dias de estoque a temperatura de - 80 °C,
utilizando glicose na concentragdo de 23%. Fonte: CEMM, 2011.
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7 DISCUSSAO

Os fungos sdo um importante grupo de microrganismos que podem ser utilizados
para a producédo de alimentos, farmacos e para o controle biolégico de fitopatdgenos e devem
ser mantidos exemplares depositados em colegdes de culturas para satisfazer os requerimentos
legais da conservacdo da biodiversidade, como também para depdsitos de patentes e formacéo
de pesquisadores (RYAN et al., 2001). Portanto, diversos métodos sdo empregados para
conservacao de fungos, apresentando, cada um deles, vantagens e desvantagens (MARIANO,
2006). N&o somente a manutencdo da viabilidade, mas também ¢é importante que
caracteristicas, como producédo de enzimas e metabolitos, estruturas reprodutivas, viruléncia,
entre outros, ndo sejam perdidas, 0 que pode ocorrer dependendo do método de preservagédo
aplicado (ABADIAS et al., 2001, VOYRON et al., 2009). Tais perdas justificam a tentativa
de desenvolver métodos alternativos de conservagdo de microrganismos, especialmente para
cepas industriais e de laboratérios de pesquisa. Na escolha de um método para preservacao de
um determinado grupo de fungos, deve ser considerada a capacidade de manutencdo das

caracteristicas fenotipicas, genotipicas e patogénicas das cepas estocadas.

Neste trabalho, foi proposto o desenvolvimento de uma metodologia de
criopreservacao baseada na imobilizacdo de células em alginato de sddio e o emprego dos
carboidratos glicose e lactose como opcdes de agentes crioprotetores. A imobilizacdo de
células em alginato de sddio consiste em método alternativo ainda pouco explorado para a
estocagem de microrganismos e, embora seja muito utilizado para a criopreservacdo de
material vegetal, pode ser adaptado para sistemas fungicos. As células aprisionadas em
matrizes esféricas de alginato de sodio sdo mais faceis de manusear durante a preservacao,
estocagem e reconstituicdo das cepas, em razdo do fracionamento da cultura, e também
permitem um adequado controle da desidratacdo que pode reduzir a formacao de cristais de
gelo durante o congelamento (RYAN, 2001). Para o sucesso de um processo de
criopreservacao, também € necessario o uso de substancias crioprotetoras. Os carboidratos sdo
exemplos de crioprotetores, pois promovem a vitrificacdo que protege a célula durante o
congelamento, tornam a membrana celular mais plastica, reduzem a excessiva desidratacéo,

diminuem a toxicidade por sais e evitam a formacao de cristais de gelo (HUBALEK, 2003).

Os microrganismos selecionados para esta pesquisa pertencem aos géneros
Malassezia, Rhizopus e Mucor, pois ja é conhecida a dificuldade desses microrganismos de

permanecerem viaveis nos mais diversos metodos de preservacdo (CRESPO et al., 2000;
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SCHLOTTFELDT et al., 2002; RICHARDSON et al., 2009). Assim, o emprego de sistemas
que permitam a conservagao de microrganismos de baixa viabilidade constitui o passo inicial

para o desenvolvimento de protocolos de estocagem mais eficientes para 0s demais grupos.

Desde um trabalho publicado por Guého, Midgley e Guillot (1996), onde se
fundamentam as bases para a reclassificacdo das espécies de Malassezia, mediante testes
bioquimicos e moleculares, 0 género Malassezia passou por varias mudancas taxonémicas.
Considerando a classificagdo atual, o género Malassezia alberga 14 espécies: M.
pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M.obtusa, M. restricta, M. slooffiae,
M. dermatis, M. yamatoensis, M. japonica, M. nana, M. caprae e M. eqliina e M. cuniculi
(SUGITA et al., 2002, 2003, 2004; HIRAI et al., 2004; CABANES et al., 2007, 2010). A
importancia na diferenciacdo das espécies de Malassezia ndo reside apenas no fato da
identificacdo por si s6, mas, sim, na possibilidade da existéncia de possiveis diferencas, ainda
ndo determinadas, na sua patogenicidade e no comportamento a ante os diversos métodos de
estocagem (CRESPO et al., 2000; SCHLOTTFELDT et al., 2002). Ja € descrita variacdo na
freqiiéncia e intensidade das lesdes, além de diferengas na sua sensibilidade in vitro a varios
antifungicos (GUPTA et al., 2000). Assim, pesquisas que abranjam as particularidades destas

leveduras sdo de suma importancia para melhor entender o género Malassezia.

Neste estudo, foram empregadas 12 cepas da micoteca do CEMM. Nenhuma cepa
foi capaz de crescer em agar-Sabouraud sem suplementacdo lipidica, portanto, todas as cepas
trabalhadas eram lipodependentes. Dentre os testes fenotipicos utilizados para a identificacéo,
inclui-se o teste de atividade da enzima catalase. Esta enzima faz parte de um grupo que reduz
os efeitos toxicos de espécies reativas do oxigénio. Espécies reativas de oxigénio sdo
produzidas em células do sistema imunoldgico do hospedeiro, como os leucdcitos, neutrofilos
e macrofagos, cuja funcdo é promover a lise dos microrganismos fagocitados (ABBAS,
LICHTMAN, 2005). Todas as cepas estudadas tiveram atividade de catalase positiva, de
modo que se verificou que nenhuma destas pertencia a espécie M. restricta, Unica espécie do
género Malassezia que ndo produz catalase (CARBANES et al., 2007). Outro aspecto
fenotipico observado foi a capacidade de hidrolisar a ureia, por meio da enzima urease
(GUEHO, MIDGLEY, GUILLOT, 1996), no entanto, a atividade desta enzima pode ser
modificada pelo periodo e condicbes de manutencdo do microorganismo (GIRAO et al.,
2004).
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Apenas uma cepa (n=12) (CEMM 03-6-067) foi capaz de produzir 3-glicosidase e
hidrolisar a esculina. Alguns autores, no entanto, divergem sobre as espécies que sao capazes
de produzir esta enzima, além do fato de que, entre isolados da mesma espécie, pode ocorrer
ou ndo a producido de P-glicosidase (KANEKO et al., 2006, CABANES et al., 2007,
CAFARCHIA et al., 2011).

Além de critérios que avaliam a atividade enzimatica, a identificacdo primaria de
Malassezia spp passa pela capacidade de assimilacdo de diferentes tweens e cremophor EL. O
tween é um surfactante ndo idnico, pouco toxico para as membranas bioldgicas, constituido
por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. A diferenca entre os tweens esta na
cadeia carbonica do acido graxo esterificado, logo, os tweens 20, 40, 60 e 80, possuem 0
acido oléico, esteérico, palmitico e laurico, respectivamente, como 0s acidos graxos
correspondentes (AYORINDE et al.,, 2000). Cremophor EL é um polietoxetileno,
emulsificante ndo i6nico obtido pela reacdo de Oxido de etileno e do 6leo de mamona,

produzindo uma mistura de &cido ricinoléico, glicerol e seus éteres (MAYSER et al., 1997).

Nesta pesquisa, foi detectada a presenca de duas espécies (CEMM 03-6-073,
CEMM 03-6-073) que ndo utilizaram tweens como fonte lipidica. Pelo fato de que todos os
exemplares trabalhados assimilaram pelo menos trés dos quatro tweens, sugere-se que esses
exemplares sejam de M. globosa (CABANES et al., 2007); no entanto, ¢ sabido que ha grande
dificuldade de recuperacdo destas espécies in vitro, principalmente pds-estocagem (CRESPO
et al., 2000). A tnica cepa que foi capaz de produzir -glicosidase (CEMM 03-6-067) ndo
cresceu em meio agar-Sabouraud acrescido de cremophor EL, assimilou tweens 40, 60 e
fracamente o tween 80, caracteristicas sugestivas de M. simpodialis.

Foi observado que nove (CEMM 03-6-065, CEMM 03-6-066, CEMM 03-6-068,
CEMM 03-6-069, CEMM 03-6-070, CEMM 03-6-071, CEMM 03-6-072, CEMM 03-6-074,
CEMM 03-6-076) cepas de 12 foram capazes de crescer em meio agar-Sabouraud acrescido
de cremophor EL. As espécies de M. furfur sdo capazes de assimilar o cremophor EL e
constitui em importante caracteristica discriminatoria (KANEKO et al., 2006, CAFARCHIA
et al., 2011 ). Essas nove cepas também assimilaram os tweens 20, 40, 60 e 80, porém uma
exemplar (CEMM 03-6-068) apresentou pouco crescimento em meio suplementado com
tween 20 e 01 cepa (CEMM 03-6-070) ndo apresentou crescimento satisfatorio em meios com
tweens 60 e 80. Assim, pode-se sugerir que estes exemplares pertenceriam as espécies M.

furfur ou M. dermatis
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A termotolerancia a 40 °C foi ndo foi uma caracteristica fenotipica testada, pois 0s
dados obtidos neste teste eram inconclusivos, de modo que ndo foi incluida nas identificacGes
deste estudo, pois, como verificado por Canteros et al. (2007), esta caracteristica é variavel,
pois estes autores verificaram que cepas de M. furfur ndo se desenvolvem a 40 °C. Outros
autores que realizaram classificacdo fenotipica de Malassezia spp. também ndo utilizaram

resultados de termotoleréncia em suas chaves de identificacdo (KANEKO et al., 2006).

E possivel que haja discrepancias entre métodos moleculares e técnicas baseadas
em ensaios bioquimicos e fisiologicos, portanto, ferramentas moleculares sdo desenvolvidas
para o aperfeicoamento da identificacdo, o melhor entendimento da epidemiologia e ecologia
das especies de Malassezia spp., assim como sua associa¢do com doencas (CAFARCHIA et
al., 2011).

Para confirmar a identificacdo fenotipica, foi empregada a técnica de PCR, que
amplificou com sucesso parte da regido alvo (26S rDNA) para todas as cepas de Malassezia
estudadas, gerando produtos de PCR de aproximadamente 580 pb de tamanho, como também
verificado por Mirhend et al (2005). Para a restricdo enzimatica, primeiramente, utilizou-se a
enzima Hhal, obtendo-se nove cepas com duas bandas de tamanho aproximado de 100 pb e
300 pb sendo a espécie predominante (M. furfur), sequindo-se de duas cepas com bandas de
100 pb e 500 pb (M. globosa) e uma cepa com bandas de 200 pb e 400 pb (M. simpodialis),
resultado também obtido por Byung Ho Oh et al (2009). Com a restricao efetuada pela enzima
BstC I, M. furfur e M. simpodialis apresentaram duas bandas de tamanho aproximado de 180
pb e 400 pb e M. globosa com uma banda de aproximadamente 600 pb, resultado semelhante;
para essas espécies também foi observado por Byung Ho Oh et al (2009). Portanto, o emprego
de procedimentos genéticos combinados com testes fenotipicos mostrou-se ser o0 mais
adequado para definir as espécies de Malassezia spp. em estudo. Isto é confirmado por
Canteros et al. (2007), que obteve para as espécies de leveduras do género Malassezia mais
frequentemente envolvidas em patologia humana como M. sympodialis, M. furfur e M.
globosa, a concordancia entre testes fenotipicos e moleculares entre 84-96%, indicando que
estudos baseados na bioquimica e fisiologia desses microrganismos sdo Uteis para a
identificacdo presuntiva destes membros do género em laboratorios que ndo possuem acesso a
tecnologia molecular. Neste estudo de revalidacdo de cepas de Malassezia spp., ficou
revelado que, das 12 amostras analisadas, nove pertenciam a espécie M. furfur, diferente do
resultado encontrado por Crespo et al. (2000), que identificaram 97% de M. globosa em

amostras clinicas. Resultado diferente também foi encontrado por Kindo et al. (2004), em que
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as espécies mais prevalentes encontradas foram M. sympodialis (58,33%), M. globosa
(39,58%) e M. restricta (2,08%).

Em virtude da evolugdo taxondmica do género Malassezia e a da baixa
viabilidade in vitro, alguns pesquisadores tentaram melhorar a preservacdo destas leveduras
em colecBes (CRESPO et al., 2000; GIRAO et al., 2004). As técnicas que apresentam
resultados mais promissores, todavia, sd0 pouco acessiveis aos laboratérios de Micologia,
como a liofilizagdo ou criopreservacdo em nitrogénio liquido. Estes dados indicam que este
género possui deficiéncias, que se tornam pertinentes para o estudo de técnicas conservativas

eficazes para este grupo fangico.

No experimento sob relatorio, das doze cepas de espécies de Malassezia spp
(nove M. furfur, duas M. globosa, uma M. simpodialis) imobilizadas em alginato de sodio
submetidas ao congelamento a temperatura de - 20 °C e - 80 °C, empregando glicose e lactose,
foi detectada viabilidade até 90 dias de estocagem e, embora isto ndo seja estatisticamente
significativo, em razdo do reduzido numero de cepas avaliadas, o melhor resultado foi
alcancado utilizando glicose na concentragdo de 23% (trés cepas) a temperatura de -80 °C.
Corroborando Crespo et al (2000), que apontam a dificuldade de preservacdo do género
Malassezia em micoteca, neste estudo, foi possivel recuperar nimero significativo de cepas
somente até 45 dias de estoque. Isto pode estar relacionado com a dificuldade de promover
suspensdes homogéneas de leveduras lipodependentes (CRESPO et al.,2000). Ademais, nesta
pesquisa, foi observado experimentalmente o fato de que a viscosidade do meio de
imobilizacdo — criopreservacdo ndo contribuiu para uma distribuicdo uniforme de células

aprisionadas em esferas plasticas.

De fato, a taxa de recuperacdo obtida para as espécies de Malassezia spp. foi
inferior em relacdo a outras técnicas testadas. Girdo et al. (2004), em estudo, para investigar a
manutencdo das cepas de M. pachydermatis, testaram diferentes condi¢fes de estoque, como
salina com 6leo mineral a 28 °C, bem como em agar-Dixon, &gar-Dixon acrescido de glicerol
e agar-Dixon acrescido de DMSO a - 20 °C, e afirmam que, embora a técnica de estocagem
em salina seja pouco onerosa e de facil execucdo para preservacdo de microrganismos, nao se
mostra eficaz na manutencdo de cepas de M. pachydermatis, conforme foi observado com 0s
indices de recuperacdo de 39,6 e 8,4% das cepas estocadas durante seis e nove meses,
respectivamente. Salientaram, também, que o uso de 6leo mineral com salina melhora a

viabilidade das cepas, em ambos 0s periodos de estoque, isto sendo provavelmente decorrente
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da capacidade de prevenir a evaporacdo da dgua e diminuir a atividade metabdlica do fungo
estocado; e evidenciaram que melhores resultados foram alcancados para M. pachydermatis
mantidas a - 20 °C em meio &gar-Dixon acrescido de crioprotetor, pois 78,8 e 66,7% das

cepas permaneceram viaveis apos seis e nove meses de estoque, respectivamente.

No tocante ao género Malassezia, ndo foram obtidos resultados interessantes,
considerando que a recuperacdo dessas cepas sO foi possivel até 90 dias de estocagem com
melhores resultados obtidos nos periodos anteriores (15 e 45 dias). A dificuldade de
recuperacdo de Malassezia spp. também foi relatada por Crespo et al (2000), utilizando

diversos metodos de estocagem.

Para esta pesquisa foram escolhidos os géneros Rhizopus e Mucor por serem 0S
representantes do grupo do Zigomicetos mais comuns na micoteca do CEMM. Considerando
Ribes et al. (2000), que descreveram acerca dos Mucorales produtores de esporangios
globosos, as caracteristicas mais importantes para a diferenciacdo ao nivel de género sdo a
observacdo de rizbides e a producdo de esporangiéforos, ramificadas ou ndo. Estas duas
caracteristicas, por si, permitem a distin¢do de Rhizopus sp. com base na producéo de rizéides
nodais e a presenca de esporangioforos ndo ramificados. Portanto, como resultado deste
ensaio, considera-se que a presenca de rizéides do género Rhizopus e sua auséncia do género

Mucor foram as principais caracteristicas morfoldgicas que distinguiram esses géneros.

A identificacdo desses microrganismos procedeu-se segundo paréametros
morfologicos até o nivel de género, e ndo foi possivel chegar ao nivel de espécie, em
consequecia da dificuldade e da possibilidade de identificacdo errdnea desses exemplares.
Essa dificuldade também foi constatada em Roden et al. (2005), que revisaram 929 casos de
Zigomicoses e constataram pobre identificacdo até o nivel de espécie. Além disso, para a
maioria dos isolados, a identificacdo foi duvidosa. Kontoyiannis et al. (2005) compararam a
identificacdo morfolégica com molecular de 27 isolados clinicos e notaram que a
identificacdo fenotipica apresentou erro em mais de 20% dos casos. Embora para todo
trabalho cientifico seja de suma importancia a identificacdo de exemplares fungicos até o
nivel de espécie, porém essa pesquisa, em particular, visava a avaliar a viabilidade fingica
ante métodos de estocagem. No primeiro momento, ndo havia interesse em uma identificacdo
completa, visto que a dificuldade de manter a viabilidade desses microrganismos em micoteca

¢ comum, a principio, a todas as espécies do mesmo género. Para identificacdo, porém, a que
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especies as cepas estudadas pertenciam, poderia ter sido feito uso de técnica de Biologia
Molecular (MACHOUART et al., 2006; ALVAREZ, 2009; DANNAOQUI, 2009).

Em paralelo & etapa de revalidacdo das cepas em estudo, foi realizada uma
adaptacdo da técnica de imobilizacdo em alginato de sddio, proposta por Lewis e Papavizas
(1985), para a criopreservacdo de especies fangicas. Foi verificado que o gotejamento de
alginato de sodio em solucdo de cloreto de calcio formou esferas por gelificacdo idnica e apds
submeté-las ao congelamento, formaram agregados que dificultavam a reconstituicdo da cepa,
invalidando o principio de fracionamento da cultura proposto pela técnica. Dessa forma, para
solucionar essa limitacdo, procedeu-se conforme proposto por alguns autores (LEWIS &
PAPAVIZAS, 1985; CARNEIRO & GOMES, 1997; MORETINI & MELO, 2007:
PRABAKARAN & HOTI, 2008) e também de forma empirica. Para impedir a formacéao
de agregados de alginato de sodio e obter o descolamento, sem a necessidade de
descongelamento, fotam testadas a secagem, o acréscimo de argila, carbonato de célcio,

alcool polivinilico, 6leo mineral, ndo obtendo resultados satisfatorios.

Prabakaran e Hoti (2008) verificaram a excelente viabilidade e atividade larvicida
da cultura liofilizada de Bacillus thuringiensis var. israelensis, quando imobilizados em
alginato de sddio e preservadas a temperatura de 4 °C por periodo de dez anos. Isto porque as
esferas de alginato apresentaram varias vantagens, como melhora na estabilidade contra

condicdes extremas de pH, variacdes de temperatura e radiacdo ultravioleta.

Com o emprego de esferas plasticas do tipo micangas, semelhantes a sistemas
comerciais de estocagem (microbank), foi possivel imobilizar as células fungicas no interior
de esferas plasticas, evitando a formacdo de agregados congelados e facilitando o manuseio
dos estoques, sendo possivel a observacao de viabilidade, tanto para Malassezia spp (até 90
dias) como para Rhizopus spp. e Mucor spp (até 270 dias). Resultados semelhantes também
foram observados por varios autores que utilizaram sistemas comerciais de estocagem
baseados em esferas plasticas. Balkacemi et al., (1997) lograram manter viaveis cepas de
Aspergillus fumigatus em esferas a temperatura de - 80 °C. Espinel-Ingroff et al., (2004)
notaram viabilidade de 99,3% e 96,2%  para leveduras e fungos filamentosos,
respectivamente, preservados em sistemas de esferas plasticas a temperatura de — 70 °C. Da
mesma forma, Baker e Jeffris (2006) avaliaram a viabilidade de 21 espécies de
dermatofitosm, e observaram que todas as 200 cepas examinadas mantiveram viabilidade

guando armazenadas a temperatura de - 70 °C em diferentes periodos, que variavam de uma

61



semana a 24 meses. Silva et al., (2008), ao investigarem a viabilidade de leveduras
conservadas a temperatura de -20 °C, utilizando contas, e glicerol como agente crioprotetor,
obteveram viabilidade de 90% ap0s 4 anos.

Foi observado que os carboidratos glicose e lactose exercem efeito crioprotetor
em culturas imobilizadas em alginato de sodio; até mesmo para as espéecies de Malassezia
spp., pois, no periodo de ate 90 dias de estocagem uma cepa apresentou viabilidade a - 20 °C e
trés cepas a - 80 °C, quando foi utilizada a glicose na concentragéo de 23%. Resultado melhor
foi obtido com Rhizopus sp. e Mucor sp., para essa mesma concentracdo de glicose trés cepas
de Rhizopus sp. e trés cepas de Mucor sp. permaneceram viaveis apos 270 mantidos a - 80 °C,
Soares Junior et al. (2007), utilizando glicose como agente crioprotetor nas concentracdes de
9% e 12%, verificaram taxa de recuperagdo de 100% e 93,3%, respectivamente, em
dermatdfitos (Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes e M. canis) submetidos a
nove meses de estocagem a -20 °C, sem desenvolvimento de pleomorfismo das cepas
dermatofiticas analisadas. Devido ao reduzido numero de cepas testadas ndo foi possivel
relacionar se 0 aumento da concentracdo de carboidratos pode melhorar a recuperacéo de
cepas em estoque, no entanto, Hamoudi et al. (2007), constataram que 0 aumento da taxa de
sobrevivéncia de Geotrichum candidum, imediatamente ap6s a liofilizacdo, foi diretamente
proporcional a concentracdo de dissacarideos, visto que, na concentracdo de 9%, a taxa de
viabilidade ap6s a liofilizacdo foi de menos de 20%, e quando a concentracdo aumentou para
23%, a taxa de recuperacéo ficou entre 25% e 85%.

Portanto, os carboidratos tém a habilidade de estabilizar as membranas celulares e,
exercer importante funcdo de protecao para as estruturas biol6gicas da desidratacdo provocada
pelos métodos de criopreservacdo e liofilizacdo (HINCHA et al., 2008). Evidéncias sugerem a
formulacdo de duas hipoteses diferentes sobre o modo de acdo dos carboidratos. Primeiro,
sugere-se que eles sejam excelentes agentes vitrificadores e, por conseguinte, seu efeito
protetor é atribuido a vitrificacdo das membranas celulares e das biomoléculas (KOSTER,
1991). Outra hipétese, denominada hipoOtese da substituicdo da agua, propbe que estes
acucares podem substituir a agua removida das biomoléculas, mantendo, dessa forma, as
estruturas hidrofilicas na sua orientac@o hidratada e evitando perda de funcionalidade, mesmo
apos a desidratacdo (CROWE et al., 1988).

Um fato que pode interferir no resultado é a compatibilidade entre o agente

protetor e a temperatura de estocagem requerida (MORGAN, 2006). Teixeira et al. (1995)
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observaram que acido ascorbico e 0 monossodio glutamato forneciam importante protecdo a
cepas bacterianas, desde que estocadas a 4 °C, todavia um efeito prejudicial foi observado a
20 °C. Os resultados obtidos apontam que a estocagem & temperatura de - 80 °C foi mais
eficiente para exemplares de Malassezia spp. O fato é confirmado por Cespo et al. (2000), ao
observarem que a viabilidade ap6s 18 meses para todos os exemplares de Malassezia spp.
testadas (n=24) submetidos ao congelamento a - 80 °C, enquanto as outras técnicas testadas
(liofilizacdo, estocagem em &gua destilada e diferentes meios de cultura a 4 °C, 25 °C e 28 °C)

apresentaram taxa de recuperacéo de 1%.

No tocante a estocagem de Rhizopus sp. e Mucor sp , os resultados apontam que o
acondicionamento a temperatura de - 80 °C foi mais eficiente do que a - 20 °C. Isto corrobora
0s achados de Passarell & McGinnis (1991), que obteviveram viabilidade para diversos
fungos, inclusive exemplares do grupo dos Zigomicetos, estocados a - 70 °C.

Embora a quantidade de cepas analisadas ndo seja suficiente para uma anélise
estatistica mais detalhada, foi observado que a taxa de sobrevivéncia para cepas de Rhizopus
sp. e Mucor sp. foi superior aquela para as espécies de Malassezia spp.. 0 que pode ser
explicado pelo fato de ndo existir uma metodologia que atenda as necessidade de preservacédo
para todos os microrganismos. Também foi verificado que algumas cepas dentro de cada
género foram mais resistentes as condicbes de estocagem, quando avaliadas durante o0s
periodos de 15, 45, 90, 180 e 270 dias. Esses resultados apontam que a aplicacdo de um
protocolo de preservacdo ou uma de suas variantes nem sempre produz 0 mesmo resultado
para a totalidade de isolados testados, mesmo que pertencam a0 mesmo género ou a mesma
espécie (VOYRON et al., 2009). Esses achados sugerem que a resposta a um método de
preservacdo pode ndo ser apenas dependente das particularidades ou das necessidades de um
determinado género, ou mesmo da espécie, mas pode variar em funcdo de cada cepa em
particular, o que parecendo que a resposta aos diversos métodos de preservacao pode ser cepa
especifica. Ryan et al. (2001) reforcaram essa observacdo quando verificaram que a produgéo
de metabolitos secundarios foi interrompida em alguns isolados de Metarhizium anisopliae
apos criopreservacao e liofilizacdo, enquanto outras cepas da mesma espécie ndo foram
afetadas. Borman et al. (2006) também notaram que 96% de fungos filamentosos preservados
de acordo com a metodologia de Castellani se mantiveram viaveis apds um periodo de 16 a 20
anos, e sugeriram que a viabilidade ndo estd comprometida com o aumento do tempo, porém é
influenciada pelas caracteristicas de cada organismo em particular, assim como a idade do

in6culo estocado inicialmente.
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Por fim, esta dissertacdo trouxe resultados significativos para compreensdo dos
géneros Malassezia, Rhizopus sp. e Mucor sp. em relagdo a sua identificacdo e técnicas de
estocagem em micotecas. Além disso, mostrou que a técnica de imobilizagdo de células e o
uso de carboidratos podem ser empregados como ferramentas alternativas para a manutencao
de microrganismos de baixa viabilidade. Considerando, porém, a dificuldade de manutencgéo
de fungos em micotecas, conforme apresentado ao longo desse ensaio, estudos mais

detalhados fazem-se necessarios para o aperfeicoamento dessa metodologia.
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8 CONCLUSAO

1 A identificacdo fenotipica convencional utilizada para o género Malassezia, foi
capaz de distinguir as espécies M. sympodialis, M. furfur e M. globosa entre si. N&o e,
todavia, capaz de discriminar de forma conclusiva todas as espécies do referido género, o que

torna imprescindivel o uso de técnicas de Biologia Molecular.

2 A viabilidade de leveduras do género Malassezia preservadas por intermédio da
técnica de imobilizagdo em alginato de s6dio mostrou-se inferior em relacdo a outras

metodologias de estocagem.

3 A preservagdo de Rhizopus sp. e Mucor sp., imobilizados em alginato de sédio
com o uso de glicose e lactose na concentracdo de 23%, mostrou-se ser mais adequada, visto
que foram recuperadas cepas até 270 dias mantidas em freezer a - 80 °C, sendo que 0s

melhores resultados foram observados nos periodos anteriores.

4 Foi verificado o fato de que glicose e lactose podem ser empregadas como
agentes crioprotetores na criopreservacdo de culturas, minimizando os danos celulares

provocados pela formacéo de cristais de gelo.

5 A Imobilizacdo de células em alginato de sddio, somada ao uso de esferas
plasticas, pode representar uma ferramenta eficiente para a manipulacdo de culturas em

estoque.
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APENDICES

Meios de Cultura e Reagentes

Meio Dixon modificado

Obijetivo: Promove o crescimento de fungos lipofilicos, especialmente leveduras do género

Malassezia
Composicéo Fabricante Quantidade
Agar extrato de Malte Himedia 36
Bile Bovina dessecada Sigma 20 ¢
tween 40 Sigma 10 ml
Glicerol Sigma 2ml
Agar bacterioldgico Difco 12 g
Oleo de oliva puro 2 ml
Agua destilada g.s.p 1000 ml

Preparo: Dissolver o extrato de malte, a bile, o agar-Mycosel em &gua destilada, sob

aquecimento, adicionar o tween 40, o azeite e o glicerol. Homogeneizar e ajustar o pH final

para 6,0. Autoclavar, por 15 minutos, a 121 °C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de

ensaio. Deixar solidificar na posicao inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de

6 cm.

Agar Sabouraud com 6leo de oliva

Obijetivo: promover o crescimento de fungos lipofilicos, especialmente do género Malassezia.

E um bom substituto para o agar Dixon.

Composicéo Fabricante Quantidade
Agar sabouraud 2% de | Himedia 1000 ml
dextrose

Bile bovina dessecada Sigma 309

Oleo de oliva puro 1 ml
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Preparo: Adicionar ao Agar Sabouraud a bile bovina, o 6leo de oliva. Homogeneizar.
Autoclavar, por 15 minutos, a 121 °C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio.
Deixar solidificar na posicéo inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.

Adicao de diferentes concentracdes e tipos de tween:
Agar Sabouraud com 10% de tween 20

Obijetivo: utilizado para diferenciacdo de espécies do género Malassezia, especialmente M.
furfur e M. sloofiae (capazes de assimilar o tween 20 e crescer no meio), de M. globosa (néo

apresenta crescimento nesse meio).

Composigéo Fabricante | Quantidade

Agar sabouraud 2% de dextrose (desidratado) | Himedia | 1000 ml

tween 20 Sigma 100 ml

Preparo: hidratar o 4gar Sabouraud em agua destilada sob aquecimento. Acrescentar o tween
20. Homogeneizar bem a mistura. Autoclavar, por 15 minutos, a 121 °C. distribuir em
aliquotas de 3 ml, em tubos de ensaio.

Agar Sabouraud com 0.5% de tween 40

Objetivo: Utilizado para a diferenciacdo de diferentes espécies de Malassezia, especialmente
M. sympodialis (que assimila tween 40 e mostra crescimento) de M. obtusa (ndo apresenta

crescimento no meio).

Composicédo Fabricante | Quantidade

Agar sabouraud 2% de dextrose (desidratado) | Himedia | 1000 ml

tween 40 Sigma 5ml

Preparo: hidratar o agar Sabouraud em agua destilada sob aquecimento. Acrescentar o tween
80. Homogeneizar bem a mistura. Autoclavar, por 15 minutos, a 121 °C. distribuir em

aliquotas de 3 ml, em tubos de ensaio.
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Agar Sabouraud com 1% de tween 60:

Composicéo Fabricante | Quantidade

Agar sabouraud 2% de dextrose | Himedia | 1000 ml

tween 60 Sigma 10 mi

Preparo: Preparar o agar Sabouraud e acrescentar o tween 60. Homogeneizar e autoclavar, por
15 minutos, a 121 °C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio. Deixar solidificar na

posi¢do inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.

Agar Sabouraud com 0,1% de tween 80:

Obijetivo: Utilizado para separar M. furfur de M. sloofiae. Essa diferenciacdo baseia-se na
constatacdo de que M. sloofiae sé assimila o tween 80 em altas concentracdes, sendo incapaz
de fazé-lo nessa concentracdo de 0,1%, ao contréario de M. furfur, que assimila o tween 80

mesmo em pequenas concentrag(”)es.

Composicéo Fabricante | Quantidade

Agar sabouraud 2% de dextrose | Himedia | 1000 ml

tween 80 Sigma 1ml

Preparo: Preparar o 4gar Sabouraud e acrescentar o tween 80. Homogeneizar e autoclaver, por
15 minutos, a 121 °C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio. Deixar solidificar na

posicdo inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.

Esculina

Obetivo: utilizado para promover o diagnostico diferencial entre vérias espécies de
Malassezia sp. a diferenciacdo baseia-se na capacidade de algumas espécies de hidrolizar a
esculina em esculetina e glicose, através da acdo da enzima b-glicosidase. Essa hidrdlise é
evidenciada através da liberacdo de sais de ferro solGveis, que sdo prontamente incorporados

no meio, promovendo um enegrecimento do mesmo.
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Composigéo Fabricante | Quantidade
Esculina Sigma 1lg

Citrato ferrico Reagen 05¢g

Agar bacteriologico | Difco 169

BHI caldo Himedia |25¢g

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Preparo: pesar todos os componentes e dissolvé-los sob aquecimento até liquefacdo do agar.

Esterilizar em autoclave, por 15 minutos, a 121 °C, distribuir, aliquotas de 1,5 ml em tubos de

ensaio. Deixar solidificar na posi¢&o inclinada. Acondicionar sob refrigeracéo, até 0 momento

de uso

Agar uréia de Christensen’s

Objetivo: Utilizado para diferenciar as leveduras pertencentes aos filos Ascomycotina (por

exemplo., Candida sp., que ndo hidrolisa a uréia) e Basidiomicotina (por exemplo, Malassezia

sp., que hidrolisa a uréia). Esse teste baseia-se na capacidade de determinadas espécies

fangicas de produzir a enzima uréase, a qual hidrolisa a uréia, liberando aménia e

alcalinizando o meio, fazendo com que a coloracdo do meio passe do amarelo para o rosa

escuro.
Composicdo da Solucdo A Fabricante | Quantidade
Agar base uréia (Christensen’s) | Vetec 299

Agua destilada q.s.p. 100ml

Preparo: suspender o &gar base uréia e, em agua destilada, misturar até dissolver

completamente. Esterilizar por filtracdo. Distribuir, aliquotas de 100 ml, e manter, sob

refrigeracéo, até o momento do uso.

Composicdo da Solucdo B | Fabricante | Quantidade
Agar bacterioldgico Himedia | 159
Agua destilada g.s.p. 900 ml
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Preparo: Dissolver o 4gar em agua destilada. Distribuir, aliquotas de 90 ml, em bal6es de

vidro e esterilizar em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.

Para preparar 100 ml do meio, € necessario fundir 90 ml da solucéo B, esperar esfriar até que
a mesma atinja aproximadamente 50 °C e adicionar 10 ml da solu¢do A. Homogeneizar bem a
mistura e distribuir, aliquotas de 1 ml, em tubos de ensaio estéreis. Deixar solidificar na

posicao inclinada.

A leitura desse teste deve ser feita até 96 horas apds semeado, uma vez que, em longo prazo,
com o esgotamento do substrato do meio, os fungos morrem e, consequentemente, liberam

metabdlitos alcalinos que promoverao a viragem da coloragdo do meio, inutilizando a leitura.

Preparo das solucdes para extracdo de DNA de leveduras

1 ° - Preparo das solucdes estoque

NaCl 5M

Reagente Fabricante Quantidade
Cloreto de sddio (NaCl) QEEL 14,61

Agua destilada 50 ml

SDS 10%

Reagente Fabricante Quantidade
SDS Sigma 1449

Agua destilada 50 ml
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EDTA 0,5M

Reagente Fabricante Quantidade
EDTA Sigma 9,305¢
Agua destilada 50 ml

Obs: ajustar o PH para 8,0

Tris-HCI 1M

Reagente Fabricante Quantidade

Tris Merck 6,057 g

HCI Dinamica 2,1 ml (ajustar o pH p/ 8)
Agua destilada 50 ml

Pesar em balanca analitica, a quantidade de TRIS, EDTA, NaCl e SDS
Dissolver os reagentes em 50 ml de dgua destilada até sua completa homogeneizagao
. Aferir o pH que deve ser ajustado para 8,0

. Transferir as solu¢des para tubo falcon de 50 ml
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2 ° Preparo do Breaking buffer a partir das solucGes estoques

Breaking buffer

Reagente Quantidade
Tris-HCI 0,5ml
EDTA 0,1 mi
NaCl 1mil

SDS 1% 5ml

2 % Triton X-100 1mil

Agua destilada g.s.p 50 ml

Obs: o Breaking buffer deve ser mantido a temperatura de 25 °C

3°-Preparo do Tampéo TE

Reagente Quantidade
Tris-HCI 1M 500 ul
EDTA 100 ul
Agua destilada g.s.p 50 ml

4° - Preparo do Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico (F:Cl:Al) (24:24:1)

Reagente Fabricante Quantidade
Fenol Nuclear 12,5 ml
Cloroformio Dindmica 12 ml
Alcool isoamilico Synth 0,5 ml
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Reagentes para estocagem de fungos por imobilizacéo de células

Cloreto de Calcio 0,25M

Reagente Fabricante Quantidade
Cloreto de célcio Sigma 36,759
Agua destilada q.s.p. 1000 ml
Alginato de sédio 2%

Reagente Fabricante Quantidade
Alginato de sodio Dinamica 20 ¢

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Meio de estocagem por imobilizacéo acrescido de glicose 9%

Reagente Fabricante Quantidade
Alginato de sodio 2% Dinamica 20 ¢

Caldo Sabouraud Himedia 30g
Glicose Himedia 90g

Agua destilada q.s.p. 1000 ml
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Meio de estocagem por imobilizacédo acrescido de glicose 9% (Para leveduras lipofilico-

dependente)

Reagente Fabricante Quantidade
Caldo Sabouraud Himedia 309
Extrato de Malte Himedia 10 g

Bile bovina dessecada Fluka 15¢
Alginato de sodio Dindmica 209
Glicose Himedia 90g

Oleo de oliva puro 2 ml

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Meio de estocagem por imobilizacéo acrescido de glicose 23%

Reagente Fabricante Quantidade
Alginato de sodio Dindmica 209

Caldo Sabouraud Himedia 309
Glicose Himedia 230 g
Agua destilada q.s.p. 1000 ml
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Meio de estocagem por imobilizacéo acrescido de glicose 23% (Para leveduras lipofilico-

dependente)

Reagente Fabricante Quantidade
Caldo Sabouraud Himedia 309
Extrato de Malte Himedia 10 g

Bile bovina dessecada Fluka 15¢
Alginato de sodio Dindmica 209
Glicose Himedia 230 g

Oleo de oliva puro 2 ml

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Meio de estocagem por imobilizacéo acrescido de lactose 9%

Reagente Fabricante Quantidade
Alginato de sodio Dindmica 209

Caldo Sabouraud Himedia 30g
Lactose Vetec 90g

Agua destilada q.s.p. 1000 ml
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Meio de estocagem por imobilizacdo acrescido de lactose 9% (Para leveduras lipofilico-

dependente)

Reagente Fabricante Quantidade
Caldo Sabouraud Himedia 309
Extrato de Malte Himedia 10 g

Bile bovina dessecada Fluka 15¢
Alginato de sodio Dindmica 209
Lactose Vetec 90g

Oleo de oliva puro 2 ml

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Meio de estocagem por imobilizacéo acrescido de lactose 23%

Reagente Fabricante Quantidade
Alginato de sodio Dindmica 209

Caldo Sabouraud Caldo Sabouraud 30g
Lactose Vetec 230 ¢
Agua destilada q.s.p. 1000 ml
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Meio de estocagem por imobilizacao acrescido de lactose 23% (Para leveduras lipofilico-

dependente)

Reagente Fabricante Quantidade
Caldo Sabouraud Himedia 30g
Extrato de Malte Himedia 10g

Bile bovina dessecada Fluka 15¢
Alginato de sodio Dindmica 209
Lactose Vetec 230 g

Oleo de oliva puro 2 ml

Agua destilada q.s.p. 1000 ml
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Tabelas de resultados

Cepas flngicas vidveis

Temperatura -20 °C

Temperatura — 80 °C

Periodo

Crioprotetor

Rhizopus sp.

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Mucor sp.

15 dias

Glicose 9%

CEMM 03-2-006
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-4-013
CEMM 03-5-025
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

45 dias

Glicose 9%

CEMM 03-2-006

CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-2-027

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

90 dias

Glicose 9%

CEMM 03-2-006

CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-2-027

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

180 dias

Glicose 9%

sem crescimento

CEMM 03-4-089

sem crescimento

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

270 dias

Glicose 9%

sem crescimento

sem crescimento

sem crescimento

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089
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Cepas fangicas viaveis

Temperatura -20 °C

Temperatura — 80 °C

Rhizopus sp.

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Mucor sp.

15 dias

Glicose 23%

CEMM 03-2-006
CEMM 03-2-027

CEMM 03-5-016
CEMM 05-2-044
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-4-013
CEMM 03-5-025
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 05-2-044
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

45 dias

Glicose 23%

CEMM 03-2-006

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

90 dias

Glicose 23%

CEMM 03-2-006

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-2-006
CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

180 dias

Glicose 23%

CEMM 03-2-006

sem crescimento

CEMM 03-2-006
CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

270 dias

Glicose 23%

sem crescimento

sem crescimento

CEMM 03-2-006
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-089

Cepas Fungicas Viaveis

Temperatura -20 °C

Temperatura — 80 °C

Rhizopus sp.

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Mucor sp.

15 dias

Lactose 9%

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-4-013
CEMM 03-5-025
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

45 dias

Lactose 9%

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089

90 dias

Lactose 9%

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067

180 dias

Lactose 9%

CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-4-088

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067

270 dias

Lactose 9%

CEMM 03-1-030

sem crescimento

CEMM 03-4-013
CEMM 03-2-027
CEMM 03-1-030

CEMM 03-5-016
CEMM 03-1-067
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Cepas Fungicas Viaveis

Temperatura -20 °C

Temperatura — 80 °C

Rhizopus sp.

Mucor sp.

Rhizopus sp.

Mucor sp.

15 dias Lactose 23% | CEMM 03-2-006 |CEMM 03-5-016 | CEMM 03-2-006 CEMM 03-5-016
CEMM 03-5-025 CEMM 03-1-067 CEMM 03-4-013 CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-086 CEMM 03-5-025 CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-087 CEMM 03-2-027 CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088 CEMM 03-1-030 CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089 CEMM 03-4-089
45 dias Lactose 23% | CEMM 03-2-006 CEMM 03-1-067 CEMM 03-2-006 CEMM 03-5-016
CEMM 03-5-025 CEMM 03-4-087 CEMM 03-4-013 CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-088 CEMM 03-2-027 CEMM 03-4-086
CEMM 03-4-089 CEMM 03-1-030 CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089
90 dias Lactose 23% | CEMM 03-2-006 CEMM 03-4-087 CEMM 03-2-006 CEMM 03-1-067
CEMM 03-4-088 CEMM 03-2-027 CEMM 03-4-086
CEMM 03-1-030 CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089
180 dias Lactose 23% | CEMM 03-2-006 | sem crescimento CEMM 03-2-006 CEMM 03-1-067
CEMM 03-2-027 CEMM 03-4-086
CEMM 03-1-030 CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-088
CEMM 03-4-089
270 dias Lactose 23% | sem crescimento sem crescimento CEMM 03-2-006 CEMM 03-1-067
CEMM 03-2-027 CEMM 03-4-086
CEMM 03-1-030 CEMM 03-4-087
CEMM 03-4-089
Cepas fangicas viaveis
Temperatura - 20 °C Temperatura — 80 °C
Periodo | Crioprotetor Malassezia spp. Malassezia spp.
15dias | Glicose 9% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-066
CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-067
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-068
CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-071
CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-072
CEMM 03-6-075 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-074
CEMM 03-6-075
CEMM 03-6-076
45 dias | Glicose 9% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-068
CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-071
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-074
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-076
90 dias | Glicose 9% Sem crescimento CEMM 03-6-069

CEMM 03-6-071
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Cepas flngicas vidveis

Temperatura - 20 °C

Temperatura — 80 °C

Periodo | Crioprotetor Malassezia spp. Malassezia spp.
15 dias | Glicose 23% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-067 CEMM 03-6-066
CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-067
CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-068
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-071
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-072
CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-075 CEMM 03-6-074
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-075
CEMM 03-6-076
45 dias | Glicose 23% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-072
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-074
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-075
CEMM 03-6-076
90 dias | Glicose 23% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-073

Cepas fangicas viaveis
Temperatura - 20 °C Temperatura — 80 °C

Periodo | Crioprotetor Malassezia spp. Malassezia spp.
15 dias | Lactose 9% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-066 CEMM 03-6-066
CEMM 03-6-067 CEMM 03-6-067
CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-068
CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-071
CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-072
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-074
CEMM 03-6-075 CEMM 03-6-075
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-076
45 dias | Lactose 9% CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-067
CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-068
CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-069
CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-070
CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-071
CEMM 03-6-075 CEMM 03-6-072
CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-073
CEMM 03-6-074
90 dias | Lactose 9% Sem crescimento CEMM 03-6-069
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Cepas fangicas viaveis

Temperatura -20 °C

Temperatura — 80 °C

Periodo | Crioprotetor Malassezia spp. Malassezia spp.

15 dias | Lactose 23% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-066 CEMM 03-6-066

CEMM 03-6-067 CEMM 03-6-067

CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-068

CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-069

CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-070

CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-071

CEMM 03-6-072 CEMM 03-6-072

CEMM 03-6-073 CEMM 03-6-073

CEMM 03-6-074 CEMM 03-6-074

CEMM 03-6-075 CEMM 03-6-075

CEMM 03-6-076 CEMM 03-6-076

45 dias | Lactose 23% CEMM 03-6-065 CEMM 03-6-065
CEMM 03-6-066 CEMM 03-6-066

CEMM 03-6-067 CEMM 03-6-067

CEMM 03-6-068 CEMM 03-6-068

CEMM 03-6-069 CEMM 03-6-069

CEMM 03-6-070 CEMM 03-6-070

CEMM 03-6-071 CEMM 03-6-071

CEMM 03-6-076

90 dias | Lactose 23% Sem crescimento CEMM 03-6-065

CEMM 03-6-070
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