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Resumo - Doencas flingicas causadas por Sporothrix schenckii e Candida spp. afetam humanos e
animais de producdo/estimacdo e representam um desafio na busca de novas terapias,
principalmente devido ao fendomeno de resisténcia. Doencas bacterianas causadas por
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa provocam graves infeccoes em
animais e em humanos podendo ser causadoras de infeccdes hospitalares. Os heteropolidcidos
(HPAs) s@o produtos sintéticos que apresentam atividade bioldgica sobre microrganismos de
relevancia humana e animal. Este trabalho visa a pesquisa de atividade bioldgica in vitro dos HPAs
sobre S. schenckii, C. albicans, C. tropicalis, S.aureus, E. coli e P. aeruginosa como uma proposta
terapéutica nas doencas animais e humanas causadas por estes microrganismos. Utilizando as
técnicas de difusdo em 4gar e diluicdo em meio liquido, os agentes submetidos aos tratamentos com
os HPAs (0,28uM) tiveram o crescimento inibido variando com a espécie. Efeitos significativos
foram obtidos frente aos microrganismos testados, apresentando maior efeito inibitdrio sobre as
bactérias do que sobre os fungos. Os resultados mostraram potencial atividade antimicrobiana dos
HPAs.
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Area do Conhecimento: Medicina Vetrindria

de producdo e de estimagdo e em humanos
(AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; VINCENT
et al., 2010; SWINNEY et al., 2008).
Heteropolidcidos foram eficazes na inibi¢do do
crescimento de M. pachydermatis (SILVA et

Introducao

Doencas fungicas emergentes, como a
esporotricose (S. schenckii) e a candidiase
(Candida spp), se encontram entre as
principais patologias causadas por fungos

tanto na medicina veterindria como na
medicina humana (PERLROTH et al., 2007,
RAMOS & SILVA et al., 2007). Além disso,
as doencas bacterianas causadas por S. aureus
(NOSKIN et al., 2007), E. coli (WU et al.,
2006) e P. aeruginosa (KOLA et al., 2010) s@o
mundialmente conhecidas como patdgenos nas
infeccoes  hospitalares, além de serem
causadores de diversas infecgdes em animais

al., 2005), cepas de Candida spp e S. aureus
(DIAS et al., 2004 a,b). Os heteropolidcidos
potencializaram o efeito de antibidticos 3 -
lactamicos contra bactérias resistentes a
meticilina (YAMASE, et al, 1996). A
resisténcia a drogas entre os microrganismos
tem crescido de forma preocupante no mundo
(NOSKIN et al.,, 2005) e tais ocorréncias
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suscitam novos estudos de

farmacoldgicos.

principios

Metodologia

Sintese dos HPAs

A partir da férmula genérica Hn[XM,04¢],
os atomos H, X e M foram substituidos e
obtidos sais de HPAs. Os oxoanions
N212WO4.2H20, Na2M004.2H20, NaVO3.H20,
Na,Si03.5H,0, Na2HPO4 foram utilizados
nas reagdes para obtencdo dos seguintes
HPAS:  Ag3[PMo12Osl,  Agz[PWi12040],
Ag4[SiW12040] € Ag4[SiW10V2040]. Para a
obtencdo dos sais de HPAs adicionou-se
excesso de solu¢do aquosa concentrada de
AgNO3.

Ensaio de inibi¢cdo em meio liquido

Utilizou-se para o estudo da inibicdo de
crescimento as cepas: C. albicans ATCC
10231, C. tropicallis ATCC 28707, S.
schenckii ATCC 0199, S. schenckii cepa
clinica, S. aureus ATCC 25923, S. aureus cepa
clinica (LSA 88), E. coli ATCC 25922, E. coli
cepa clinica, P. aeruginosa ATCC 29336, P.
aeruginosa cepa clinica, na presenca de
Ag3[PMo1204], Ag3[PW204],
Agi[SiW1204] e Agy[SiWoV,04] na
concentracdo de 0,28uM.

Preparou-se uma solucdo de inéculo com
densidade O6ptica igual a 0,5 McFarland,
segundo leitura realizada pelo
espectrofotometro  Densimat  (bioMérrieux,
Franca) com feixe de 550nm. Com o auxilio
de uma micropipeta, distribuiu-se um volume
de 1900 pL de caldo Sabouraud dextrose
quando Candida ou caldo BHI quando
bactérias e S. schenckii a trés tubos de ensaio,
uma vez que os ensaios foram realizados em
triplicata. Estes trés tubos receberam os rétulos
“controle”. Adicionou-se entdo 100 pL da
solu¢do de in6culo do microrganismo em cada
tubo. Em outros trés tubos, rotulados como

“tratamento” adicionou-se 1800 pL de caldo
Sabouraud ou BHI, 100 pL da solucdo de
inoculo D.O. 0.5McF do microrganismo e 100
puL da suspensdo dos HPAs testados.

ApOs estes procedimentos os tubos foram
levados a estufa a 37°C, e realizaram-se
leituras periddicas de densidade Optica até que
os controles sem tratamento atingissem a
capacidade maxima de leitura do fotdmetro.

Ensaio de difusao em agar

Utilizou-se para o ensaio de difusdo em
Agar Mueller-Hinton as cepas: S. aureus
ATCC 25923, S. aureus cepa clinica (LSA
88), Pseudomonas cepa clinica, E. coli ATCC
25922 na presengca de Agz[PMo,04],
Ag3[PW12040], Agy[SiW 12049] €
Ag4[SiW19V2040].

Preparou-se uma solugdo estoque de cada
in6culo com densidade O6ptica igual a 0,5
McFarland, segundo leitura realizada pelo
espectrofotometro Densimat  (bioMérrieux,
Franca) com feixe de 550nm. Aliquotas de
100puL do indéculo dos fungos ou bactérias
foram semeadas na superficie do meio de
cultura, com o auxilio de um suabe estéril. Em
cada placa semeada foram perfurados orificios
circulares, com perfurador, de 5,0 mm de
diametro, onde foram preenchidos com 50uL
(cada) dos HPAs na concentracio de
0,28uM/mL e seus controles positivo e
negativo. Apds incubacdo das placas por 24h,
em estufa tipo B.O.D. a 37°C, os diametros
dos halos de inibicio foram medidos com o
auxilio de um paquimetro.

Resultados

Observou-se que no ensaio de inibi¢do em
meio liquido, Ags;[PMo;,04] exibiu efeito
inibitério para o crescimento das cepas de
Candida testadas, enquanto que o HPA
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Aga[SiW)V,040] apresentou moderada

inibicdo em ambas cepas comparando-se com
seus respectivos controles. Os resultados estdo
apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Curva de crescimento de C.
albicans ATCC 10231 (grafico A) e C. tropicallis
ATCC 28707 (grafico B) na presenca de
solucoes dos sais de HPAs Ag;[PMo;,04] e
Agy[SiW1V,04] nas concentracées de 30,04 pg
e 45,60 pg, respectivamente, em meio Caldo
Sabouraud.

O sal de HPA Ags;[PMo;,04] exibiu efeito
inibitdrio para o crescimento das duas cepas de
S. schenckii testadas, enquanto que o
Aga[S1W9V1040] ndo inibiu o crescimento da
cepa clinica, mas inibiu moderadamente a cepa
ATCC 0199. Os resultados estdo apresentados
na figura 2.
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Figura 2: Curva de crescimento de S.
schenckii ATCC 0199 (grafico A) e cepa clinica
(grafico B) na presenca de solucées dos sais de
HPAs Ag3[PM012040] (3 Ag4[SiW10V2040] nas
concentracoes de 30,04 pg e 4560 pg,
respectivamente, em meio Caldo BHI.

Observou-se que os sais de HPAs
Ag3[PMo1,04], Ag3[PW,040] e
Ag4[SiW,040] exibiram efeito inibitério para
o crescimento de todas as cepas de bactérias
testadas, enquanto que o Ags[SiW;oV,049] ndo
apresentou inibicdo do crescimento em
nenhuma das cepas. Os resultados estdao
apresentados nas Figuras 3,4 € 5.
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Figura 3: Curva de crescimento de S. aureus
ATCC 25923 (grafico A) e cepa clinica (grafico
B) na presenca de solucoes dos sais de HPAs
Ag3[PMo01,04], Ags[PW1;,04], AgySiW;,04] e
Agy[SiW,,V,04] nas concentracoes de 30,04 pg,
46,28 pg, 46,28 ng e 45,60 ng, respectivamente
em meio caldo BHI.
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Figura 4: Curva de crescimento de E. coli
ATCC 25922 (grafico A) e cepa clinica (grafico
B) na presenca de solugoes dos sais de HPAs
Ag3[PMo01,04], Agi[PW1;,04], AgySiW,04] e
Agy[SiWyV,04] nas concentracoes de 30,04 pg,
46,28 ug, 46,28 pug e 45,60 ng, respectivamente
em meio caldo BHI.
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Figura 5: Curva de crescimento de P.
aeruginosa ATCC 29336 (grafico A) e cepa
clinica (grafico B) na presenca de solucoes dos
sais de HPAs Ag3[PM012040], Ag3[PW12040],
Agy[SiW;,04] € Agy[SiW)V,04] nas
concentracoes de 30,04 pg, 46,28 ug, 46,28 ug e
45,60 pg, respectivamente em meio caldo BHI.

Na utilizagdo dos sais de HPAs
Ag3[PMo01,04], Ag3[PW204] €
Aga[SiW,040] no ensaio de inibicdo em agar
houve formacdo de halos em todas as cepas
bacterianas testadas, comparando-se com o0s
controles. Enquanto que o Ags[SiWoV,04]
ndo apresentou inibicdo em nenhuma das
cepas. Os resultados estdo apresentados na
Figura 6.

Agy[SIW,04], AgsSiW)V204%] ¢ ND = Nao
detectavel.

Discussao

SILVA et al. (2005) trabalharam com a
levedura causadora de otite infecciosa em
animais domésticos e testaram a atividade
inibitdria de heteropolidcidos em meio sélido e
liquidoo. Com um dos  compostos,
Ag3[PMo0,040], também utilizado neste
trabalho, porém em concentragdo diferente,
observaram o efeito inibitério deste sal de
HPA. Os autores encontraram maior atividade
no HPA com heterodtomo central fésforo do
que com silicio, enquanto que os resultados
dos compostos com os mesmos heterodtomos
neste trabalho apresentaram  resultados
divergentes. No presente trabalho, os fungos
Candida albicans (Fig. 1 A), C. tropicalis
(Fig. 1 B) e S. schenckii (Fig. 2) apresentaram
respostas diferenciadas, onde o composto de
silicio inibiu discretamente as leveduras
testadas, porém o composto de silicio utilizado
por Silva et al. (2005) contra a levedura
Malassezia pachydermatis apresentava
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composi¢do diferente daquela utilizada neste
trabalho. Bau (2006), também testou o HPA
Ag;3[PMo,040] sobre diferentes espécies de
Candida, com resultados de inibicdo que
variaram de acordo com a espécie da levedura
testada, mostrando que os fungos podem
responder de forma diferenciada. Maiores
investigacdoes sobre a atividade do referido
HPA nas diferentes concentragcdes sao
necessarias.

Os resultados da atividade dos HPAs
ilustrados nos gréficos anteriores, contra as
bactérias S.aureus LSA88 e ATCC 25923,
mostraram que os dois novos compostos do
metal de  transicdo  tungsténio (W)
(Ag3[PW12040], Ag4[SiW12040]) inibiram o
crescimento de ambas as cepas (Fig. 3),
apresentando um perfil semelhante ao de
outros autores (Dias et al., 2004).

Conclusao

A andlise dos resultados da aplicagdao dos
sais de HPA Ag3[PM012040], Ag3[PW12040],
Ags[SiW,040], provaram eficiéncia na
inibi¢do do crescimento de bactérias e fungos
testados, enquanto que o sal de HPA
Aga[SiW)V,040] ndo apresentou inibi¢do
significativa sobre as cepas testadas.

No ensaio de inibicdo em meio de cultura
liquido, observou-se que os sais de HPA
Ag3[PMo01,04], Ag3[PW2040],
Ags[SiW,040] tiveram efeito fungistitico e
bacteriostdtico sobre os cultivos de todas as
cepas testadas.

Os ensaios de difusdio em  4gar
demonstraram a sensibilidade dos
microrganismos testados aos sais de HPA
Ag3[PMo1204], Ag3[PW204],
Aga[SiW,040], pela formacdo de halos de
inibicdo ao redor dos pocos preenchidos com
0S Mesmos.
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