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RESUMO

Bentivoglio ECRO. Atividade in vitro de formulacdes de lipides catidnicos contra bactérias
multirresistentes, fungos e microalgas de interesse médico humano e veterinario. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2016.

Infec¢bes microbianas podem ser causadas por bactérias, fungos, virus e algas. O presente estudo
avaliou a atividade in vitro de formulacGes de lipides catidnicos contra bactérias multirresisténtes
(MRs), fungos e microalgas de interesse medico humano e veterinario. A atividade biocida de
bicelas de brometo de dioctadecildimetilaménio (DBB) foi avaliada contra bactérias gram-
negativas produtoras de [B-lactamases de amplo espectro e carbapenemases mundialmente
disseminadas. Para fungos (Candida albicans, Trichophyton rubrum) e microalgas (Prototheca
zopfii), a atividade biocida de DBB, sem e com a associagdo a drogas antifungicas (ex.,
miconazol, terbinafina e anfotericina B), foi avaliada determinando-se adicionalmente a atividade
sinérgica. Nanodispersoes catidnicas de DBB exibiram atividade bactericida, fungicida e algicida,
mesmo para patdgenos MRs, sendo que a sua associacao com outros antimicrobianos resultou em
uma atividade sinérgica que poderia favorecer a producdo de formulages com potencial para

aplicacdo clinica humana e veterinéria.

Palavras-chave: Candida albicans. Trichophyton rubrum. Prototheca zopfii. Bactérias
multirresistentes. DBB. Terbinafina. Anfotericina B.



RESUMO

Bentivoglio ECRO. In vitro activity of cationic lipids formulations against multiresistants
bacterias, fungi and microalgae from human and veterinary medical interest. Master thesis
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Microbial infections can be caused by bactérias, fungi, virus and algae. This study evaluated in
vitro activity from cationic lipds formulations against multiresistant bacterias (MRs), fungi and e
microalgae from human and veterinary. The Biocidal activity from bromide
dioctadecildimetilammonium biceles (DBB) was evaluated against gram-negative bactérias f-
lactamases producers and carbapenemases from broad spectrum with wide spread dissemination.
For fungi (Candida albicans, Trichophyton rubrum) and microalgae (Prototheca zopfii), the
biocidal activity from DBB wuth and without antifungal drugs (ex., miconazole, terbinafine e
amphotericin B), was also evaluated by synergistic activity. Cationic nanodispertions of DBB has
shown bactericidal, fungicidal and algicidal activity, even for MRs patogens, thus , the
association with the others antimicrobials resulted in a synergistic activity wich could foment the

production of the formulations with a potential application in human and veterinary medicine.

Keywords: Candida albicans. Trichophyton rubrum. Prototheca zopfii. Multiresistant Bacterias.
DBB. Terbinafine. Amphotericin B.



Introducéo

Os microorganismos convivem com o ser humano desde a origem da vida, colonizando
diversos ambientes, tendo importante participacdo em processos biotecnoldgicos e de producéo
de alimenticia. Em contra partida, também tem sido participes de grandes catéstrofes
epidemioldgicas de satde publica mundial. (Gales et al., 2003; Gold et al., 1956)

InfeccBes microbianas reconhecem agentes etiolégicos como bactérias, fungos, virus e
algas. Muitos destes microorganismos tém estabelecido uma relacdo simbidtica com seus
hospedeiros, sejam humanos ou outros animais, porém, situac6es de desequilibrio fisioldgico tém
favorecido o estabelecimento de processos infecciosos de origem enddégena. Da mesma forma,
populagdes microbianas colonizam diferentes ecossistemas em que dividem com o homen e
outros animais, podendo-se levar ao estabelecimento de infec¢des de origem exdgena que tendem

a disseminar dentro de uma populacdo. (Dismukes, 2000; Gold et al., 1956; Klastersky, J, 2004)

Inicialmente, muitos dos processos infecciosos que atingiam aos seres humanos
resultavam de agentes etioldgicos desconhecidos, culminando ao estabelecimento de grandes
epidemias e pandemias com altos indices de morbimortalidade. Com o inicio da Microbiologia
como uma ciéncia, os avangos cientificos da época levaram ao estabelecimento de técnicas que
permitiram a identificacdo dos primeiros agentes infecciosos. Como consequéncia, 0s primeiros
compostos antimicrobianos foram desenvolvidos, produzindo-se uma revolucdo na medicina.
Entretanto, 0 uso exacerbado de tais compostos levou a emergéncia de microorganismos
resistentes, 0s quais de forma rapida adaptaram-se para compartilhar e mobilizar os determinantes
genéticos de resisténcia através de processos de transferéncia horizontal de genes conhecidos
como conjugacdo e transformacdo. Este evento genético tem contribuido para o fenémeno da
resisténcia adquirida, que na atualidade define um perfil de microorganismo multirresistente
(Gales et al, 2003a; Theuretzbacher, 2012). Versateis mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos comecgaram a serem identificados mundialmente entre os diferentes
microorganismos. Por outro lado, tolerancias a agentes antimicrobianos puderam ser observadas

desde o primeiro momento de utilizacdo de uma droga (Davies, Davies, 2010).



Além da utilizacdo em tratamentos terapéuticos na medicina humana, antimicrobianos séo
altamente utilizados na medicina animal; no tratamento profilatico, como por exemplo, na
agricultura, e animais de producdo, entre outros. Consequentemente, atividades antropogénicas
como descartes de residuos industriais, desinfetantes e agentes antimicrobianos, acabam por
contaminar o0 meio-ambiente (rios, solos, oceanos, etc) proporcionando grandes reservas
ambientais de resisténcia. Um ambiente rico em diversidade microbioldgica, como o esgoto,
também pode favorecer a selecdo de organismos resistentes (Davies, Davies, 2010; Fontes et al.,
2011; Moura et al., 2010).

Ainda, uma problematica adicional relacionada a doencas infecciosas é a emergéncia de
novos agentes etioldgicos, 0s quais tem se estabelecido gradualmente de forma oportunista. De
fato, muitos destes novos agentes tém sido identificados pela primeira vez em hospedeiros
imunocomprometidos, por patologias de base ou processos invasivos (ex., transplantes, dialises)

ou quimioterapias. (Davies, Davies, 2010)

1.1 Bactérias multirresistentes (MRs)

Bactérias MRs sdo classificadas como aquelas que expressam, pelo menos, resisténcia a

trés classes diferentes de antibidticos (Magiorakos et al., 2012).

Para conferir resisténcia bacteriana, adaptacGes moleculares foram desenvolvidas, como
aquisicdo de DNA exdgeno, através de plasmideos, transposons ou ainda por captacdo direta e
incorporacdo por recombinacdo homdloga, obtendo genes que codificam novas vias metabdlicas,
através da transferéncia génica horizontal. Mutantes espontaneos de resisténcia existem desde um
primeiro momento e podem espalhar em uma populacdo bacteriana, tendo a possibilidade de
selecionar clones endémicos que podem originar surtos de infecgdo, muitas vezes adquirindo um

carater pandémico (Frost et al., 2005; Moura et al., 2010).

Dentre as diferentes classes de antibidticos comercialmente disponiveis, os -lactdmicos
tem sido utilizados continuamente, tanto na pratica médica (humana/veterindria) como no

agronegocio, contribuindo para o aparecimento da resisténcia, onde o principal mecanismos em



bactérias gram-negativas esta associado com a expressdo de enzimas B-lactamases, muitas das
quais sdo codificadas por genes adquiridos e mobilizados por plasmideos (Al-Bayssari et al.,
2015).

Atualmente, a disseminacdo de beta-lactamases de amplo espectro (ESBL) e
carbapenemases sdo um problema de salde publica mundial. Enquanto dentre as ESBL as
principais variantes endémicas no Brasil sdo as CTX-M, nas carbapenemases ha uma grande
variedade de enzimas subdivididas bioquimicamente como serino-enzimas e metalo-beta-
lactamase. Curiosamente, cada género tem adquirido preferencialmente um tipo de enzima. Por
exemplo, Klebsiella pneumoniae expressa preferencialmente KPC, Pseudomonas aeruginosa,
SPM; Acinetobacter baumannii, OXA; e Escherichia coli, CTX-M-15 (Potron, Poirel,
Nordmann, 2015; Téngdén, Giske, 2015).

As principais espécies Gram-negativas que geralmente sdo associadas a infec¢des
hospitalares sdo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii e Enterobacter spp (Gales et al., 2012; Girdo et al., 2008; Kiffer et al.,
2005; Lincopan et al., 2005, 2006; Pavez, Mamizuka, Lincopan, 2009; Rossi, 2011; Sader et al.,
2001; Theuretzbacher, 2012). Devido & resisténcia aos carbapenémicos e a dificuldade no
desenvolvimento de novas drogas (Tillotson, 2008) a alternativa de alcancar efeitos sinérgicos

entre as classes de antibioticos se fez necessaria.

Carbapenémicos sdo geralmente utilizados em tratamentos de pacientes com infec¢fes
hospitalares graves por serem antibidticos de amplo espectro de atividade, e por sua boa
permeabilidade através da membrana externa bacteriana e estabilidade frente a muitas f-

lactamases (Franco et al., 2010; Fritsche et al., 2005; Gales et al., 2003).

1.2 Antifangicos e micoses superficiais

Micoses podem ser definidas pelo estabelecimento de infec¢bes nas quais os fungos ultrapassam
barreiras de resisténcia do corpo. Geralmente s&o oportunistas, uma vez que atingem

preferencialmente pacientes com disturbios e condigdes favoraveis, como por exemplo, pessoas



com imunodeficiéncias consequentes de processos fisiologicos, patologias de base,
procedimentos invasivos e tratamentos com altas taxas de reagdes adversas como no caso da

quimioterapia (Garcia-Cuesta, Sarrion-Pérez, Bagan, 2014; Pana, Farmaki, Roilides, 2014).

Antifingicos podem ser agentes fungicidas ou fungistaticos, para os quais existe uma
pequena quantidade de compostos comercialmente disponiveis, além de nem sempre possuirem
toxicidade seletiva e acabando por ocasionar danos nas células do hospedeiro. Assim como para
bactérias, o fendbmeno da resisténcia também tem surgindo para os antifngicos. De fato, algumas
espécies de leveduras do género Candida, vém desenvolvendo resisténcia a az6is como o
fluconazol (Gongalves et al., 2016). Igualmente, muitas das infeccGes superficiais, como as
onicomicoses, resultam em falhas terapéuticas (Ameen et al., 2014; Gupta, Paquet, Simpson,
2015). Especificamente para onicomicoses, fatores como idade, diabetes mellitus, doencas
vasculares, imunosupressdo, psoriase e praticas de esporte, favorecem seu estabelecimento no
hospedeiro suscetivel (Milobratovic et al., 2013). Tais infec¢des podem ser classificadas em 5
grupos como: distal, superficial, proximal, candidal, e total. O caso mais comum € a distal (90%

dos casos) seguida pela superficial (10% dos casos) (Schelfman, 1999)

Existem diversos tipos de tratamento para onicomicoses, como por exemplo a remocgéo
fisica ou quimica, terapias com farmacos de uso oral, topico ou também terapia fotodinamica.
Dentro destas variedades, é necessario saber qual o tipo de fungo causador da infec¢édo, 0s riscos
e os beneficios, para melhor direcionar o tratamento (Gupta, Paquet, Simpson, 2013). Para a
escolha do antifungico leva-se em consideracdo diferentes varidveis, tais como a espécie de
fungo, idade, satde do paciente, genética, quantidade de unhas afetadas e gravidade de lesbes

(lorizzo, Piraccini, Tosti, 2010).

Alguns tratamentos com farmacos de indicacdo oral como griseofulvina, ketoconazol ja
ndo sao mais utilizados. Fluconazol, itraconazol e terbinafina, sdo eficazes, porém trazem efeitos
colaterais indesejaveis quando circulam pelo sangue. Uma vez que ndo sao liberados diretamente
no local, sua administracdo deve ser realizada por um periodo longo, seu efeito € limitado e
frequentemente é associado a hepatotoxicidade (Schlefman, 1999; Gupta, Paquet, Simpson,
2013). Desta maneira, antifngicos de uso topico sdo alternativas para diminuirem efeitos
colaterais, sendo de entrega direta ao local infectado, favorecendo o seu uso durante terapias

prolongadas, (Monti et al., 2011; lorizzo, Piraccini, Tosti, 2010)



Representantes de farmacos de uso tdpico, como por exemplo, a almorofina e o
ciclopirox, ndo séo tdo eficazes em monoterapias por encontrarem barreiras para atravessar a
unha e atingir a matriz da infeccdo (Gupta, Paquet, Simpson, 2015). Outros como clotrimazol e
miconazol sdo de primeira escolha na terapia topica (Dupont, 2006). Atualmente ha formulacbes
em esmaltes (que utilizam tioconazol, terbinafina, ciclopirox e amorolfina) que proporcionam

melhorias quando s&o utilizados em conjunto com a terapia sistémica (Shemer, 2012)

1.2.1 Drogas antifungicas: anfotericina B, miconazol e terbinafina

Descoberta em 1953, e aprovada para utilizacdo pela FDA (Food and Drug
administration) em 1965, a anfotericina B continua sendo o principal antifngico utilizado para
infeccbes sistémicas, embora seja altamente toxica (Dismukes, 2000; Gold et al., 1956;
Klastersky, J, 2004; Vandeputte, Wachtel, Stiller, 1956). Trata-se de um farmaco poliénico,
anfipatico, produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus. A molécula possui
uma estrutura macrociclica, com 37 carbonos fechados por lactonizacdo (Ganis et al., 1971;
Asher, Schurartzman, 1977) (Figura 1). A sua atividade pode ser fungistatica ou fungicida,
dependendo do microorganismo em questdo, e da concentracdo de pico sérico. Anfotericina B
liga-se ao ergosterol onde altera a permeabilidade celular do fungo, induzindo a formacéo de
poros nas membranas lipidicas, levando ao escape de ions potassio e metabolitos, e
posteriormente a morte celular. E associada a efeitos colaterais, principalmente nefrotoxicidade,
por possuir afinidade ao colesterol e outros componentes da célula mamifera (Brajtburg, Bolard,
1996). Devido a sua alta hidrofobicidade, a droga ndo solubiliza em meio aquoso (Hillery, 1997),
se tornando entdo, pouco sollvel na grande maioria dos solventes, solubilizando somente em

DMSO, vesiculas de lectina, e esterois de membranas naturais (Asher, Schurartzman, 1977).

Algumas espécies de Candida apresentam resisténcia ao farmaco, o que tem sido
associada com a auséncia de ergosterol e producdo de enzimas capazes de degradar a droga
(Young, Hull, Heitman, 2003; Pianscatelli,, Hamdan, 1994)

A propriedade anfipatica de anfotericina B permite a sua incorporagdo em lipossomos e

formulacdes lipidicas, que diminuem a sua toxicidade (Larabi et al., 2004). Tal estratégia tem



sido recorrentemente utilizada pelas pelas indUstrias em suas formas comerciais, como
Ambisome, Albecet e Amphocil. Ambisome consiste em uma formulagdo com lipossomos
unilamelares compostos de HSPC (fosfatidilcolina hidrogenada de soja), DSPG (diéster
fosfatidilgricerol) e colesterol (Bekersky et al., 1999). Albecet é um complexo de lipideos com
tamanho relativamente grande, aprovada em 1995 pela (FDA) Food and Drug Administration.
Amphocil é formulado com sulfato de colesterila sédica formando um complexo estavel com
anfotericina B, em dispersdo coloidal, que ndo permite que anfotericina B se ligue a células

mamiferas, reduzindo a sua toxicidade (Bekersky et al, 1999; Hillery, 1997).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos antifungicos, anfotericina B, miconazol e terbinafina,

utilizados no presente estudo.

Miconazol foi o primeiro az6l a ser introduzido em terapias fangicas sistémicas e,
posteriormente, seu uso foi restrito para terapia topica. A droga age inibindo a sintese do
ergosterol da parede fangica, e em altas concentracdes pode também alterar a sintese de acidos
graxos, modificando funcdes de alguns grupamentos enzimaticos levando ao acimulo de 14a
metil esterdis, 0 que ocasiona o rompimento do agrupamento das cadeias acil dos fosfolipidios.
Seu uso é indicado no tratamento de candidiases, dermatofitoses e onicomicoses. Sua estrutura
quimica (C18H14N20C14) deriva do imidazol (Figura 1), apresentando solubilidade na presenca de
solventes organicos, como por exemplo, metanol, porém € pouco soltvel em &gua e cloroférmio
(Asher, Schurartzman, 1977) A terbinafina € uma alilamina sintética, amplamente utilizada no
tratamento de onicomicoses, efetiva contra uma diversidade de fungos, como por exemplo,
Aspergillus spp., Candida parapsilosis e Histoplasma capsulatum, uma vez gue inibe a esqualeno
epoxidase na biossintese do ergosterol, tendo efeito fungicida; porém, contra C. albicans possui
acdo fungistatica. Estruturalmente, a droga é altamente lipofilica (Figura 1), o que contribui com
a sua acdo queratinofilica, sendo bastante eficaz contra dermatofitos. (Bennet, 2006). A droga foi
primeiramente aprovada na Europa para uso em 1991, e nos EUA em 1996. (Balfour, Faulds,
1992; Bennet, 2006)

Em formulacdes de uso tdpico, a retencdo da droga no local de infeccdo se da por um
periodo curto, encontrando barreiras (como por exemplo stratum corneum) para acessar 0s Sitios

de infecces, afetando a efetividade da droga. (Gupta, Paquet, Simpson, 2015)

1.3 Microalgas e infecgbes emergentes

Agentes microbianos infecciosos de importancia médica/veterinaria podem englobar
também microalgas, como por exemplo, a Prototheca. Trata-se de uma alga aclorofilada (o que
pode vir a ser a razdo de sua patogenicidade), dividida em quatro espécies: zopffi, moriformes,



wickerhamii, e stagnora. (Pore et al ,1983, 1985), atualmente uma espécie derivada de P. zopffi,
P. blaschkheae (Roesler, et al. 2006) Dessas, wickerhamii e zopffi sdo associadas a infec¢Oes
mamarias em vacas, sendo a uUltima mais comumente encontrada como agente infeccioso. Em
humanos, a P. wickerhamii infecta areas cutaneas ocasionando feridas, articulacdes, ou ainda
sistemas. (Thiele, Bergmann 2002; Lass-Florl, Mayr, 2007). S&o classificados trés tipo de P.
zopffi onde o tipo Il predomina em casos de mastite. (Janosi et al, 2001a) Por possuir a parede
celular mais espessa, a alga resiste a processos de pasteurizacdo de leite, a digestdes e aos
principais antimicrobianos comercializados, levando assim, a distdrbios gastrointestinais em
humanos que consomem o leite contaminado e a destruicdo das glandulas mamarias da vaca, a
deixando para descarte ou reproducdo (Costa, Ribeiro, 1999; Janosi et al., 2001la; Kirk,
Mellemberger, 2002). Agentes poliénicos, como Anfotericina B e Nistatina, apresentam
resultados favoraveis contra a infec¢do in vitro, porém in vivo a susceptibilidade é baixa.
Infecgbes por Prototheca zopffi geram um grande impacto na producdo leiteira, tornando-se
assim, alvo de muita preocupacao. (Gomes et al., 1999; Janosi et al., 2001a; Kirk, Mellenberger,
2002; Bexiga, Cavaco, L Vilela, 2003)

1.4 Lipides catiénicos e bicelas

Lipides catidnicos sintéticos sdo compostos versateis com propriedades antimicrobianas e
que podem ser utilizados para carregar drogas, antigenos e DNA (Carmona-Ribeiro, Vieira,
Lincopan, 2006; Lincopan et al., 2009; Rezaee et al., 2016; Ghanbari, Hosseinkhani, 2013 ).
Dentre eles, o brometo de dioctadecildimetilaménio (DBB) se caracteriza por ser um aménio
quaternario que possui uma regido altamente hidrofobica permitindo-lhe interagir com diversos
compostos. Como lipidio catiénico, possui duas longas cadeias hidrocarbonadas, altamente
hidrofébicas (C18) e uma cabega polar catidnica hidrofilica com um contra-ién monovalente (Br-
) (Figura 2). Sua conformacédo permite a formacdo de vesiculas em solugdo aquosa, que quando
sonicadas com sonda (Tip) transformam-se em fragmentos de bicamadas denominadas bicelas
(Durr, Gildenberg, Ramamoorthy, 2012) (Figura 2). Esses fragmentos de bicamada oferecem

bordas hidrofobicas que facilitam a solubilizacdo de farmacos e substancias lipofilicas (Lincopan,



2004). Por outro lado, a superficie catibnica das bicelas pode interagir eletrostaticamente com

superficies de carga oposta (Figura2).

O grupamento aménio quartenario possui efeito antimicrobiano amplamente conhecido, e
sdo exemplos desse grupo os polieletrélitos, brometo de cetiltrimetilaménio, DBB e cloreto de
dioctadecildimetilamonio (DDC). A resposta biocida atrelada a amoénios quartenarios anfifilicos
se da pela reversdo de carga celular, de negativa para positiva, por serem compostos cationicos.
Ja para a célula de mamiferos, sua toxidade é mais baixa. (Russel, Hugo, Ayliffe, 1999,

Campanhd, Mamizuka, Carmona-Ribeiro, 1999)

Brometo de dioctadecildimetilaménio (DDAB)

Brometo de dioctadecildimetilaménio bicela (DBB/Droga)

Figura 2 - Estrutura do lipide catibnico brometo de dioctadecilaménio (DDA). Vesiculas
sonicadas de DDA formadas em solugdo aquosa ddo origem a nanofragmentos de bicamada
conhecidos como bicelas. A incorporacdo de drogas hidrofobicas pelas bicelas pode acontecer

nas bordas dos nanofragmentos de bicamada.



Como citado anteriormente, existe uma falta de compostos antimicrobianos de amplo
espectro que atinjam diferentes tipos de procariotos e eucariotos patogénicos (fungos, parasitas e
microalgas), sejam multirresistentes, oportunistas e/ou emergentes. Por um lado, bactérias
clinicamente importantes tem adquirido resisténcia para grande parte dos compostos. Por outro,
antifungicos, antialagae e antiparasitarios, além da quantidade reduzida de compostos
comercialmente disponiveis, apresentam diversos problemas que afetam a efetividade dos
esquemas terapéuticos, como por exemplo, a dificil solubilizacéo, toxicidade, pobre absorcdo e
resisténcia apresentada por algumas espécies. Estes fatos fazem com que a busca por novas
formulagdes seja digna de ser investigada. Assim, bicelas de lipides sintéticos podem ser
versateis e veiculos menos onerosos de apresentacdo e solubilizagdo de drogas hidrofébicas,
apresentando atividade antimicrobiana adicional. Embora, tanto a atividade antimicrobiana como
o efeito sinérgico e capacidade de solubilizar drogas, das bicelas de DDA (DBB) tenham sido
previamente demonstradas, o presente estudo foi conduzido para contribuir com informacao
adicional, estudando especificamente a atividade de DBB contra bactérias multirresistentes
expressando beta-lactamases de amplo espectro e carbapenemases mundialmente endémicas. Sua
atividade foi também avaliada pela primeira vez contra microalgas do género Prototheca, visando
“a priori” uma aplica¢do em medicina veterinaria e, adicionalmente o efeito sinérgico associado a
incorporagdo de anfotericina, miconazol e terbinafina foi explorada contra Candida albicans,
Trichophyton rubrum e Prototheca zopfii.

6 Conclusdo

Bicelas de lipides cationicos de dioctadecildimetilambnio (DBB) sdo nanoestruturas versateis,
com atividade antimicrobiana de amplo espectro intrinseca, que podem suplementarmente
carregar drogas antifungicas.

1. A atividade antibacteriana de DBB foi confirmada, porém, neste estudo descrevemos pela
primeira vez a sua atividade contra bactérias Gram-negativas multirresistentes, produtoras de

beta-lactamase de amplo espectro e carbapenemases endémicas em centros médicos.

2. Como reportado, a atividade antibacteriana foi associada a mudanca da carga superficial
bacteriana (cationizagdo) induzida por bicelas de DDA (DBB).



3. A atividade de DBB contra espécies de Candida foi confirmada e adicionalmente, este estudo
reporta a atividade de DBB contra Trichophyton rubrum.

4. Bicelas de DDA apresentam atividade algicida promissora contra Prototheca zopfii.

5. O efeito sinérgico de DBB e miconazol contra espécies de Candida foi confirmado, enquanto
que o efeito de DBB combinado com terbinafina foi, em sua maioria, indiferente.

6. DBB solubilizou anfotericina B na proporcdo 1:400, sendo que para espécies de Candida
apresentou uma atividade fungicida (CFM) mais eficiente que anfotericina B solubilizada em
DMSO:metanol.

7. A atividade algicida de anfotericina B solubilizada em DBB (AnB/DBB) foi superior que

anfotericina B solubilizada em DMSO:metanol.

8. Anfotericina B solubilizada em DBB (AnB/DBB) apresentou estabilidade estrutural durante no

minimo 3 semanas de armazenamento em geladeira.
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