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Resumo

Nos ultimos anos as infec¢des flngicas tém aumentado consideravelmente e um dos principais agentes
etiologicos causadores sao as leveduras do género Candida spp. Na microbiologia, o solvente organico
dimetilsulféxido (DMSO) é muito utilizado devido a sua caracteristica anfipatica. O DMSO tem uma
capacidade maior do que a da agua de dissolver certos antibiéticos ou futuros candidatos a
antimicrobianos, além de potencializar a acdo destes. Este estudo tem por objetivo avaliar o efeito do
DMSO sobre o crescimento de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Foram realizados
testes para verificar o impacto do DMSO nas concentracdes de 2,5%, 5%, 10%, 15% e 25% sobre o
crescimento das leveduras. Concentragdes de 15% e 25% promoveram uma inibi¢do do crescimento,
mantendo-se na linha de base. O DMSO a 10% promoveu uma diminuicdo do crescimento e
prolongamento da fase lag e concentracdes menores que 5% néao interferiram na viabilidade celular. O
presente estudo demonstra que o DMSO em baixas concentracdes (< 5%) pode ser usado como
solvente no preparo de suspens@es para cultivo e ensaio bioldégico de Candida spp.

Palavras-chave: DMSO. Viabilidade celular. Candida.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.
Introducao

Nos ultimos anos as infecgBes fungicas tém aumentado consideravelmente e um dos principais
agentes etiolégicos causadores dessas infec¢des sdo as leveduras do género Candida spp. A Candida
€ uma levedura comensal que habita diversas partes do nosso organismo como o trato gastrointestinal,
mucosa oral e vaginal. E uma levedura considerada oportunista, podendo causar patologias no
hospedeiro em situacées de desequilibrio do sistema imunolégico (LEON-GARCIA et al. 2017). Este
fungo causa a candidiase uma doenca infecciosa que tem se destacado no contexto mundial
(CORDEIRO; MATOS; MAYNARD, 2022). Este tipo de infeccdo pode se apresentar superficial, forma
mais comum, além da forma invasiva, que juntamente com a candidemia (infec¢do sistémica) detém
elevadas taxas de mortalidade variando entre 36% a 63% (BARANTSEVICH; BARANTSEVICH, 2022;
VASILEIOU et al., 2018).

A terapéutica antifingica enfrenta um grande desafio frente ao crescente relato de resisténcia aos
antifingicos e o reduzido nimero de antifingicos disponiveis comercialmente, fatores que impulsionam
a busca por novos agentes antifiingicos (ABRANTES, 2013; SILVA et al., 2021). Na microbiologia o
DMSO ¢ bastante utilizado como solvente em ensaios para avaliacdo de novos farmacos com atividade
antimicrobiana. Industrialmente, o DMSO é obtido através de varias etapas de sintese quimica e a partir
de varias fontes, sendo o lignossulfonato (subproduto da fabricacéo de papel a partir de madeira) a
principal fonte industrial (CARDOSO, 2011).
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O DMSO é um composto organico que possui caracter anfipatico, apresentando uma capacidade
maior do que a da agua de dissolver certos compostos ou futuros candidatos a antimicrobianos, além
de potencializar a acédo destes. Esta caracteristica possibilita ao DMSO uma facilidade para carrear
compostos através de membranas bioldgicas, fazendo com que o composto com atividade biolégica
alcance mais facilmente seu alvo. Além de sua propriedade solvente, 0o DMSO também é utilizado como
crioprotetor em suspensfes bacterianas e de esporos de fungos, usado também no preparo de
solucdes de drogas em ensaios de controle de fungos patogénicos (LEON-GARCIA et al., 2017).

Devido a sua propriedade de facilitar a penetragdo transmembranar e de carrear compostos, 0
DMSO pode apresentar um efeito sinergético com as drogas testadas contra fungos, quando utilizado
em baixas concentracfes, bem como um efeito inibitério de crescimento microbiano quando utilizado
em concentracao superior a 10%, devido sua toxicidade (RANDHAWA, 2008). Ainda como um solvente,
0 DMSO também pode ser utilizado na solubilizacéo de 6leos essenciais e extratos vegetais em ensaios
de atividade antimicrobiana de produtos naturais (PAPICH, 2016).

Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do DMSO sobre o crescimento
da Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata e Candida parapsilosis, determinando a faixa
de concentracéo de DMSO que exerce um efeito minimo de inibicao sobre o crescimento das leveduras,
além de identificar concentragGes que causam um impacto adverso no crescimento celular.

Metodologia

Foram utilizadas quatro linhagens controles: C. albicans (ATCC 24433), C. glabrata (ATCC 2001),
C. krusei (ATCC 20298) e C. parapsilosis (ATCC 22019). Todas as linhagens foram reativadas em
caldo Sabouraud-Dextrose (CSD) a 35+2°C, no intervalo de 24 a 48 horas, em seguida foram
transferidas para agar Sabouraud-dextrose (ASD) e incubadas novamente a 35+2°C por 24 horas. As
linhagens foram rotineiramente cultivadas em Chromagar para garantir a pureza das mesmas.

Para avaliar a interferéncia do DMSO no crescimento fangico foi determinada a curva de
crescimento para cada uma das linhagens avaliadas. Primeiramente, foi realizado o preparo do pré-
in6culo. O pré-indculo foi preparado a partir de colbnias isoladas de ASD. Esta etapa foi necessaria
para obtencdo de biomassa significativa para dar inicio ao experimento. Foi realizado um cultivo
overnight em CSD a 30°C por 16 horas com ciclo de agitacdo de 150 RPM em agitador orbital.

Antes de iniciar o ensaio, foi avaliada a densidade éptica (DO) do pré-inéculo. Para isso, 200 L da
cultura foram retirados de forma asséptica, as leituras de DOsoonm foram realizadas em uma microplaca
de poliestireno e a concentragdo da cultura foi ajustada para 0,1 (Tempo 0). Um volume do pré-indculo
foi transferido assepticamente para novo Erlenmeyer contendo 150 mL de CSD e em seguida, foram
realizadas a incubacdo a 30°C em agitador orbital com ciclo de agitacdo de 150 RPM totalizando 48
horas de cultivo. Em intervalos de tempo estabelecido foram realizadas as leituras de DOeoo nm a cada
hora até completar 12 horas iniciais, e posteriormente, a cada 12 horas. As leituras foram realizadas
até a fase estacionaria ser alcancada, em intervalos de tempo especificos (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7,
T8, T9, T10, T11, T12, T24 e T48).

Resultados

Foi verificado que na concentrag&o de 10% de DMSO houve diminuig¢&o significativa no crescimento
e um prolongamento da fase lag para todas as Candida spp. Nas concentracdes de 15% e 25% de
DMSO houve completa inibigdo do crescimento de todas as espécies avaliadas. E possivel observar
gue o DMSO nas concentracdes de 2,5% e de 5% n&o interferiu no padréo de crescimento das
linhagens analisadas (Figura 1).
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Figura 1 - Curva de crescimento de Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis
em caldo Sabouroud-dextrose com diferentes concentracdes de DMSO.
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Densidade éptica (OD)

Densidade optica (OD)

Tempo (h) Tempo (h)
—=— (ontrole > 2,5% ===-= 5% ——— 10% ——=— 15% ———— 25%
Fonte: O autor (2023).

Discussao

O DMSO é um composto considerado simples e adequado para solubilizar agentes terapéuticos,
bem como compostos que ndo sdo sollveis em &gua pura. Além disso, o0 DMSO apresenta
caracteristicas  consideradas particularmente importantes como penetracdo rapida e,
consequentemente, facilita a penetracdo de substancias nas membranas bioldgicas, atuando assim
como carreador; eliminac&o de radicais livres e efeitos na coagulagido (LEON-GARCIA et al., 2017).
Estudos tem demonstrado que o DMSO pode influenciar o desenvolvimento da cultura de Candida spp.,
promovendo a inibi¢do do seu crescimento e viabilidade celular (BASCH; GADEBUSCH,1968).

No presente estudo foi constatado que o DMSO na concentracdo de 10% provoca diminuicdo
significativa no crescimento e um prolongamento da fase lag; nas concentracbes de 15% e 25% o
DMSO promoveu a total inibicdo do crescimento de todas as espécies. De acordo com Farias et al.
(2018), esses efeitos podem ser atribuidos as propriedades do DMSO como um solvente organico polar
e suas caracteristicas fisico-quimicas Unicas. O DMSO em altas concentragdes pode ter efeitos toxicos
sobre as leveduras, podendo afetar a viabilidade celular e inibir o crescimento, prejudicando a
reproducdo. A capacidade do DMSO em atravessar as membranas celulares, pode resultar em
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alteracdes na estrutura e fungcdo dessas membranas, interferindo nos processos celulares essenciais
e afetando negativamente o crescimento das leveduras. As altas concentracdes de DMSO podem
alterar o equilibrio osmético das células, levando a variagdes nos gradientes de concentracédo dentro e
fora das células, podendo resultar em estresse osmotico para as leveduras, prejudicando seu
crescimento. O DMSO também pode interferir nos processos metabdlicos celulares, afetando a
producédo de energia e outros processos bioquimicos, ocasionando uma diminui¢éo no crescimento das
leveduras.

O DMSO em concentragdo superior a 1% nao interferiu na viabilidade celular de C. albicans, C.
glabrata, C. krusei e C. parapsilosis, entretanto este solvente afeta a expressao de proteinas da parede
celular, bem como a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo; afetando indiretamente
a capacidade de crescimento e desenvolvimento das Candida spp. (LEON-GARCIA et al., 2017).

Estudos demonstram que para Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa) e Staphylococcus
epidermidis (Gram-positiva), concentracdes de DMSO menores que 10% foram capazes de interferir
no crescimento bacteriano. Portanto, mesmo em concentracdes baixas, o0 DMSO pode por si s6
potencializar a acao antibacteriana. No teste realizado, os autores demonstraram que na concentracao
de 10% nao houve inibicdo total do crescimento, somente uma diminui¢cdo significativa na taxa de
crescimento das espécies avaliadas (BRITO et al., 2017).

Apesar da toxicidade sistémica do DMSO ser considerada baixa, as combina¢des de DMSO com
outros agentes toxicos provavelmente constituem seu maior potencial toéxico. Além de ser um solvente
importante, o DMSO também apresenta propriedades terapéuticas e € amplamente utilizado para tratar
injurias, desde manifestacdes cutdneas a infeccfes como as do trato urinario (MARTINS; VEIGA,
2002).

A avaliacdo do impacto do DMSO no crescimento das leveduras é importante para garantir que 0s
efeitos observados sejam devidos ao composto em estudo e ndo ao prdprio solvente, garantindo a
precisao e a confiabilidade dos resultados de pesquisas cientificas, bem como para garantir o sucesso
de aplicacdes industriais e biotecnoldgicas envolvendo leveduras.

Conclusao

O DMSO na concentracdo de 10% demonstrou ter impacto na curva de crescimento das leveduras,
ocasionando diminuigdo do crescimento e um prolongamento da fase lag de C. albicans, C. krusei, C.
glabrata e C. parapsilosis. Adicionalmente, concentragGes maiores que 10% (15 e 25%) promoveram
a inibicao total do crescimento de todas as espécies avaliadas. Assim, o presente estudo demonstra
que o uso de DMSO em concentracdes menores que 5%, apresenta efeito insignificante sobre o
crescimento de leveduras, podendo ser usado como solvente no preparo de suspensées para cultivo e
ensaio biolégico de Candida spp.
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