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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE LIQUIDOS METABOLICOS
E EXTRATOS MICELIAIS DE FUNGOS MARINHOS ISOLADOS DE CORAIS

RESUMO

Fungos filamentosos produzem uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios que tem
significativo impacto na sociedade. Alguns metabdlitos sdo explorados pela sua atividade
como antibiéticos e outros estdo envolvidos em doencas, na interacdo dos fungos com os
mais variados substratos. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi isolar e identificar
fungos filamentosos associados a corais, bem como testar a atividade antimicrobiana dos
respectivos extratos metabdlicos. Foram coletados fragmentos de sete espécies de Coral a
saber: Favia gravida, Palythoa caribaeorum, Protopalythoa variabilis, Zoanthus sociatus,
Millepora alcicornis, Siderastrea siderea e Carijoa riisei na Praia de Porto de Galinhas-PE.
Apbs isolamento em quatro meios de cultura, Agar Sabouraud, Extrato de Malte, Tubaki e
Batata Dextrose Agar, foram obtidos e preservados 64 isolados flingicos, sendo 0s géneros
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma os mais frequentes nas amostras de corais isoladas
tanto em periodo de verdo quanto inverno. Apoés isolamento os fungos foram cultivados em
meio Liquido Sabouraud, Batata Dextrose ou Extrato de Malte para avaliar a atividade
antimicrobiana. Foram obtidos 384 amostras de metabdlicos brutos (liquido e extrato
micelial) apés cultivo dos fungos. Sendo o liquido metabdlico obtido apenas pela filtracdo do
meio de cultivo apds 20 dias de incubacdo e o Extrato micelial apés maceracédo do micélio
em diferentes solventes organicos de polaridades distintas. Os melhores resultados de
atividade antibacteriana foram dos liquidos metabdlicos dos isolados COP6.2 e CO06.3
identificados como Aspergillus aculeatus e Aspergillus fumigatus, respectivamente. A
amostra do fungo CO6.3 apresentou atividade antibacteriana na menor concentracao
minima inibitéria (125 ul ml-1) de liquido metabdlico contra Shiegella flexneri, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Kocuria
rhizophila e frente a bactéria Streptococcus pyogenes o resultado foi ainda melhor chegando
a menor concentragdo de 62,5 ul ml-1. Podendo ser considerado um resultado relevante,
considerando a dificuldade em se encontrar na natureza antimicrobiana para bactérias Gram
negativas.

Palavras-Chave: Fungo marinho. Bactéria. Antibacteriano.



EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF METABOLIC LIQUIDS AND
MICELIAIS EXTRACTS OF MARINE FUNGI ISOLATED FROM CORALS

ABSTRACT

Filamentous fungi produce a wide diversity of secondary metabolites that have significant
impact on society. Some metabolites are operated by your activity as antibiotics and others
are involved in diseases, fungal interaction with a wide range of substrates. In this context,
the objective of this study was to isolate and identify filamentous fungi associated with corals,
as well as test the antimicrobial activity of their metabolic extracts. Were collected fragments
of seven Coral species: Favia gravida, caribaeorum, Protopalythoa Palythoa Zoanthus
sociatus, variabilis, Millepora alcicornis, sidereal and Siderastrea Carijoa riisei in Porto de
Galinhas-PE. After isolation in four culture media, Sabouraud Agar, malt extract, Potato
Dextrose Agar and Tubaki, were obtained and preserved 64 fungal isolates, being the
genera Aspergillus, Penicillium and Trichoderma the most frequent in the isolated coral
samples both in summer as winter. After isolation fungi were grown on Sabouraud liquid
medium, potato Dextrose or malt Extract to evaluate antimicrobial activity. 384 metabolic
samples were obtained gross (liquid and Mycelial extract) after cultivation of fungi. Being the
metabolic liquid obtained by filtration of the medium after 20 days of incubation and the
Mycelial Extract after maceration of the mycelium in different organic solvents of different
polarities. The best results of antibacterial activity of metabolic isolates were liquid COP6.2
and CO6.3 identified as Aspergillus aculeatus and Aspergillus fumigatus, respectively. The
sample of the fungus CO6.3 presented antibacterial activity in smaller minimum inhibitory
concentration (125 ul ml-1) of liquid metabolic against Enterobacter cloacae, Shiegella
flexneri, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Kocuria
rhizophila and front the bacterium Streptococcus pyogenes the result was even better getting
the lowest concentration of 62.5 ul ml-1. And may be considered a relevant result,

considering the difficulty find antimicrobial in nature for Gram-negative bacteria.

Keywords: Marine fungus. Bacteria. Antibacterial.



LISTA DE FIGURAS

Figura1l.1  Diversidade de Corais coletados na Praia de Porto de Galinhas.
Figura 1.2  Distribuicdo de Géneros Fungicos isolados de Cnidarios

coletados em Porto de Galinhas.



Tabela 1.1

Tabela 1.2

Tabela 1.3

Tabela 1.4

LISTA DE TABELAS

Diversidade de Géneros flungicos encontrados por espécie de

Coral.

Numero de isolamento de fungos filamentosos associados as
respectivas espécies de corais em quatro meios de cultura em
duas coletas em Porto de Galinhas — PE.

Extratos Metabdlicos com atividade Antimicrobiana, bactéria
utilizada e Concentracdo Minima de Atividade.

Liquidos Metabolicos com atividade Antimicrobiana, bactéria

utilizada e Concentracédo Minima de Atividade.



ANVISA
AS
ATCC
BD
BDA
CAV
CBM
CDC
CIM
DMSO
ME
MEA
MH
MHA
mL
MRSA
NCCLS
ORSA
SAB
SUS
B
TCC
UFC
UFPE
YES
Mg.mL-1

LISTA DE ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Agar Sabouraud

American Type Culture Collection.Aflatoxinas
Batata Dextrose Liquido

Batata Dextrose Agar

Centro Académico de Vitoria

Concentracao Bactericida Minima

Centers for Disease Control and Prevention
Concentracao Inibitéria Minima
Dimetilsulfoxido

Extrato de Malte Liquido

Extrato de Malte Agar

Mueller Hinton

Mueller Hinton Agar

Mililitro

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
National Committee for Clinical Laboratory Standards
Staphylococcus aureus resistente a Oxacilina
Sabouraud Liquido

Sistema Unico de Sautde

Meio TUBAKI

Cloreto de 2,3,5-trifeniltretazolio

Unidade Formadora de Colonias
Universidade Federal de Pernambuco
Sacarose extrato de levedura

Micrograma por mililitro.



%

ML
°C

LISTA DE SIMBOLOS

intervalo de tempo
horas
porcentagem
Microlitro

Graus Celsius



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt nans 13
2 OBJIETIVOS ...ttt et ae e 16
2.1 OBJETIVO GERAL ..ottt ettt sttt s e e s et s et s e e s e e s e e e e ea s e aa s e aba s e ean e aeasaeaneeeaneaenns 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......evivieieeceeeeeeeee ettt ettt sttt ettt etens et teneeaesseneesensaeenes 16
3 REVISAO DE LITERATURA .....oiioecteeee ettt 17

4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS BRUTOS DE FUNGOS
ISOLADOS DE CORAIS COLETADOS DA PRAIA DE PORTO DE GALINHAS, PE,

B IRA S oo 25
5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSAOD ... 41
REFEREN CIAS ..ot 43

ANEXO A NOTMAS A ROVISTA ettt e a e e 50



13

1 INTRODUCAO

Os ecossistemas marinhos representam mais de 95% da biosfera e comportam
uma ampla variedade de organismos que produzem substancias bioativas potentes,
Unicas e diversificadas, as quais sdo resultantes de suas adaptacGes as complexas
condi¢des impostas pelo meio (SCHWARTSMANN et al., 2001). Essas substancias
tém sido alvo de investigacdes devido ao grande potencial de aplicacdo industrial,
como farmacos, cosméticos, suplementos nutricionais, sondas moleculares,
produtos quimicos finos e agroquimicos (DEVI; RAJENDRAN; SUNDARAM, 2011).

Estudos envolvendo a biossintese dessas substancias tém mostrado que
muitas das moléculas bioativas inicialmente encontradas em plantas e animais
marinhos sdo de fato produzidas ou metabolizadas por seus micro-organismos
associados (DAVIDSON et al., 2001; TARMAN et al., 2011; SANTOS, 2015). Desta
forma, € uma area interessante a pesquisa com micro-organismos associados a

corais, esponjas entre outros animais marinhos.

Corais sao invertebrados marinhos e sésseis. Estruturalmente sdo organismos
muito simples, apresentando uma simetria radiada, com tecidos especializados,
embora ndo possuam sistemas e 6rgdos (RUPPERT; BARNES, 1996). A disposicéo
espacial de microrganismos em cada parte do hospedeiro favorece a ocorréncia de
interacdes intercelulares e interespecifica criando assim complexas comunidades
altamente diferenciadas e especializadas (ROHWER et al., 2002). Essa diversidade
de superficies habitaveis permite também, que 0s micro-organismos associados
desenvolvam respostas adaptativas especificas, como a producdo de toxinas,
moléculas sinalizadoras e outros metabolitos secundarios, que sdo utilizados como
estratégias de defesa para prevenir a colonizacdo ou crescimento de potenciais
competidores (EGAN et al., 2008).

A vida no mar exige adaptacdes em seus habitantes para adequar a sua
maquinaria bioquimica a fim de lidar com condi¢cdes extremas, que impliquem
exposicdo a altas pressdes hidrostética, alta salinidade, temperaturas variaveis,

baixa de oxigénio e luz. Assim, os organismos podem ter o potencial para induzir
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vias metabolicas primarias e secundarias para dar origem a metabolitos

estruturalmente Unicos e potencialmente ativos (NIU S. et al., 2015).

A diversidade microbiana pode ter um papel importante na manutencdo da
gualidade dos ecossistemas e pode ser utilizada como indicadora de qualidade
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; NUNES, 2006). No entanto, a variedade destes micro-
organismos € tdo vasta quanto desconhecida, pois o estudo da abundancia
microbiana apresenta muitos obstaculos, como as dimensdes microscoépicas,
descricOes taxondmicas incompletas e inexisténcia de meios de isolamento e cultivo
apropriados para a vasta maioria dos micro-organismos (HUNTER-CEVERA, 1998).
Através de ferramentas biotecnoldgicas, essa diversidade microbiana pode ser
acessada como uma importante fonte para a descoberta de novas drogas, agentes
terapéuticos e moléculas bioativas, com aplicacdo nas areas médicas, industriais e

ambientais (EGAN et al., 2008).

O desenvolvimento de pesquisas utilizando micro-organismos marinhos tornou-
se importante pela grande diversidade de espécies que podem ser isoladas.
Também pela possivel variedade e ineditismo das moléculas obtidas, pela
possibilidade de cultivo in vitro visando a producdo em escala industrial com custo
mais reduzido do que na sintese quimica e ainda por evitar a realizacédo de repetidas

coletas, como necessario para plantas e animais (LIRA, 2007).

Os fungos sé@o os principais decompositores da cadeia alimentar e em
ambientes marinhos sdo colonizadores de substratos lenhosos e herbaceos que
incluem madeira submersa, manguezais, areia, plantas, sedimentos, algas,

invertebrados, estuario, plancton e até residuos plasticos (ZETTLER et al., 2013).

Varios sdo os substratos utilizados para a obtencdo de fungos e montagem da
colecdo para estudos de compostos bioativos. Gomes (2007) estudou os fungos
filamentosos isolados de sedimento do manguezal de Barra das Jangadas, Jaboatao
dos Guararapes, Pernambuco, Brasil, e encontrou uma grande diversidade de

fungos filamentosos associados ao substrato estudado.

Em outra pesquisa foram encontrados fungos em troncos submersos no mar
e troncos nas aguas do Artico, o que apoia a ideia demonstrada sobre o potencial
para isolamento de linhagens fangicas marinhas eficazes para os mais diversos

substratos (RAMA et al., 2014). Nas Ultimas duas décadas, fungos filamentosos
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marinhos tem sido reconhecidos como uma importante fonte de produtos naturais

biologicamente ativos e incomuns (BLUNT et al., 2014).

Os fungos estdo entre 0s organismos eucariontes mais importantes na
producéo de compostos bioativos. Apesar disso, apenas 7% de aproximadamente
1,5 milhdes de espécies sdo conhecidas, e desses, apenas uma pequena parcela ja
foi investigada como fonte de novos metabolitos secundarios (SURYANARAYANAN
et al., 2009). Os fungos marinhos sao recursos promissores de produtos naturais,
seu potencial ainda nao foi totalmente investigado. Existem possivelmente inUmeros
fungos marinhos contendo novas estruturas notaveis, bem como compostos
bioativos (LIBERR et al. 1995; EBEL, 2010). Tarman et al. (2011) descreveram o
isolamento e a elucidagao da estrutura de um novo produto natural a partir de um
fungo marinho isolado de uma alga vermelha e sua atividade antimicrobiana frente a

bactérias patégenas a humanos e a peixes.

Pelo método de cultivo de micro-organismos 0S compostos podem ser
produzidos em quantidade necessaria para o desenvolvimento de quimica medicinal
e ensaios clinicos. Entre as cepas de fungos marinhos cultivaveis mais investigados,
os fungos do género Aspergillus sdo a fonte mais prolifica de metabdlitos
secundarios bioativos, incluindo esterois (LIU et al., 2014). Diante da permanente
busca de novos produtos naturais com atividade antibacteriana produzida pelos
fungos derivados de ambiente marinho houve o recente isolamento de novos
compostos bioativos a partir do extrato bruto do fungo Aspergillus similanensis
associados esponja marinha (PROMPANYA et al., 2014).

Levando-se em consideracdo o fato de que a conservacdo e a utilizacao
sustentavel da diversidade biolégica requer um conhecimento abrangente sobre a
rigueza de espécies, abundancia e distribuicdo, e que pouco se sabe sobre a
diversidade biolégica e funcional das comunidades microbianas marinhas,
especialmente de corais, estudos envolvendo o isolamento, triagem e preservacéo
de fungos derivados do mar podem levar a descoberta de novas moléculas ativas
e/ou enzimas extracelulares de aplicacdo em diversos setores de importancia sécio-

econdmica.

Diante do exposto temos que Metabdlitos secundarios de fungos extraidos a partir
de organismos marinhos possuem capacidade de gerar compostos bioativos em

beneficio da saude humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

. Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos metabdlicos de fungos isolados de

corais na Praia de Porto de Galinhas - PE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Isolar, identificar e preservar fungos filamentosos obtidos a partir de fragmentos de
corais.

. Comparar a aparicdo dos fungos quanto a sazonalidade.

° Estimular a producéo de liquido e extrato metabdlicos pelos fungos.

° Testar o potencial antimicrobiano dos liquidos metabdlicos e extratos de micélio

fungico frente a bactérias patogénicas ao homem.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O ambiente Recifal e Os Cnidérios
Os recifes de corais sdo um dos ecossistemas mais espetaculares e
complexos do mundo e s&o caracterizados pela mais alta densidade de animais de
todos os ambientes do planeta, além de apresentarem diversidade comparavel
aguela encontrada em florestas tropicais (SPALDING; RAVILIOUS; GREEN, 2001)
(Figura 1.1).

Figura 1.1 — Diversidade de Corais coletadas na Praia de Porto de Galinhas. a)
Palythoa caribaeorum b) Protopalythoa variabilis ¢) Zoanthus sociatus d) Siderastrea
sidérea.

Fonte: Fotos da autora.

O filo Cnidaria € um conjunto de organismos bastante diverso que inclui as
aguas-vivas, anémonas-do mar, corais, hidrozoarios, gorgbnias, entre outros,
compreendendo cerca de 11.000 espécies existentes separadas em quatro classes:
Hydrozoa, Anthozoa, Scyphozoa e Cubozoa (BRUSCA; BRUSCA, 2007). Os
cnidarios bentdnicos sdo de consideravel importancia ecolégica nos ambientes
recifais por apresentarem associa¢cdes com uma variedade de invertebrados. Além
disso, os ambientes de substratos consolidados construidos por esses animais
provém maior estabilidade e protecdo para muitos individuos sésseis (BAYER,
1961).

A simbiose em corais € caracterizada por uma associacao fechada e dinamica
entre o animal (hospedeiro) e uma diversidade de micro-organismos associados
(simbiontes) incluindo, protozoarios, fungos, arqueas, bactérias e virus (WEGLEY et
al., 2007; LINS-DE BARROS et al., 2010; RYPIEN; WARD; AZAM, 2010).

As relacfes intimas entre simbiontes e hospedeiros sugere uma evolucao
paralela de cnidarios e simbiontes (FURLA; ALLEMAND; SHICK, 2005) e o
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conhecimento dos micro-organismos associados aos corais € critico para o
entendimento sobre a evolucéo, distribuicdo no presente e o futuro destino de recifes
de coral e dos ecossistemas que os suportam (MUSCATINE; PORTER, 1977).

Blunt et al. em trabalhos de revisdo entre 2000 e 2012, observaram que 0s
organismos marinhos com maior nimero de estudos sao as esponjas, seguidas das
algas, em menor numero o0s cnidarios e dos micro-organismos simbiontes ou
associados, observando-se para estes Ultimos, um crescente nimero de substancias
isoladas.

As ameacas aos recifes de coral em todo o mundo déo carater de urgéncia as
pesquisas nos referidos ambientes e o conhecimento da comunidade microbiana
associada a corais e como tais associa¢cdes mudam ao longo do tempo é uma das
principais ferramentas para o conhecimento da saude dos recifes (BOURNE; MUNN,
2005). O monitoramento da comunidade de simbiontes ao redor do mundo &
essencial para o conhecimento da resposta a longo prazo dos recifes de coral frente
as mudancas climaticas (YELLOWLEES; REES; LEGGAT, 2008).

Fungos Associados a Organismos Marinhos

Estima-se que o Reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5 milhdes de
espécies, com representantes habitando praticamente todos 0s ecossistemas
existentes no planeta (HAWKSWORTH, 2001). Algumas espécies sdo importantes
patdgenos de plantas, de animais e do homem, outros sdo capazes de estabelecer
uma relacdo mutualistica com seu hospedeiro, quer seja planta, alga, cianobactéria
ou animal (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; MUELLER; BILLS;
FOSTER, 2004).

Os fungos séo seres eucariotos, podendo ser hapldides, dipléides ou
polipléides; possuem parede rigida quitinosa constituida de polimeros de amino-
acucares. Sao heterotroficos, desprovidos de clorofila e incapazes de produzir
energia por meio da luz e do gas carbbnico. Os fungos sdo altamente eficientes na
degradacédo de ampla variedade de substratos (MINAMI, 2003). Os microrganismos
marinhos se tornaram importante fonte de compostos biologicamente ativos, mais
especificamente, os fungos pela diversidade de metabdlitos secundarios produzidos,
e relatados na literatura (BUGNI; IRELAND, 2004; CRUZ et al. 2006; GESNER et al.
2005; SHIGEMORI et al. 2004).
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O interesse em micologia marinha surgiu apos estudos publicados em 1944,
onde os autores demonstraram a existéncia de microrganismos marinhos que
cresciam e reproduziam-se em pedacos de madeira submersos apds determinados
periodos de tempo (DAMARE, 2006). Na mesma década Proksch et al. (2008)
isolaram o fungo marinho Cephalosporium acremonium de amostras de agua do mar
da regido da Sardenha (ltalia), fonte da cefalosporina C, precursora de modernos
compostos antibioticos que sdo indispensaveis para o tratamento de numerosas
infeccbes bacterianas

Os fungos filamentosos derivados de ambiente marinho, tém sido foco de
interesse e estudos devido principalmente, ao fato de pouco se conhecer sobre a
biodiversidade e recursos genéticos dos micro-organismos que habitam o referido
ecossistema. Acredita-se que as caracteristicas fisico-quimicas unicas do ambiente
marinho propiciaram aos fungos adaptacdes fisiologicas especiais, as quais podem
ser exploradas do ponto de vista biotecnolégico (HYDE et al., 2000).

A pesquisa de fungos derivados do ambiente marinho ja levou a descoberta
de mais de 272 novos compostos, incluindo muitos com estrutura unica (IRELAND,
2004). Esses fungos sé@o geralmente denominados fungos derivados do ambiente
marinho. Isto se explica pelo fato de que o ambiente marinho compreende fungos
obrigatoriamente marinhos e também espécies facultativas. Fungos marinhos
crescem e esporulam exclusivamente no habitat natural, enquanto os facultativos
habitam ambientes terrestres ou de agua doce, mas também consegue se
desenvolver no ambiente marinho (DAS; LAYA; KHAN, 2006; BUNGUI; IRELAND,
2004).

A adaptacdo metabdlica dos fungos ao meio marinho explicaria o fato de que,
aproximadamente, 30% dos fungos marinhos que produziram novos compostos
pertencem aos géneros Penicillium e Aspergillus, representantes abundantes no
meio terrestre (JENSEN; FENICAL, 2002). Somente no ano de 2008, segundo
revisdo de Blunt et al. (2010), entre os 231 microrganismos marinhos e fitoplancton
isolados, 33 pertenciam ao género Penicilium e 56 ao género Aspergillus
evidenciando a facil adaptacao a vida marinha.

Essa diversidade dos géneros fungicos e o numero de isolados por amostra
variam consideravelmente de acordo com a localidade. Fungos marinhos dos
géneros Acremonium, Arthrium, Coniothyrium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Phoma,

Trichoderma, e Verticillium foram isolados nas regides temperada, subtropical e
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tropical, com diferentes prevaléncias de género por regido. Adicionalmente certos
fungos predominam dependendo do organismo em estudo, e a prevaléncia de
género pode variar no mesmo organismo coletado em uma mesma regido (HOLLER
et al., 2000).

O papel dos fungos associados ao coral tem sido descrito quase sempre
como relacdes de parasitismo ou mutualismo, 0 contexto pode ser determinante em
tal relacdo. Colocacao filogenética e dados ambientais fornecem relativamente um
pequeno insight sobre essas questdes. Porque o estado tréfico, funcionalidade e
morfologia variam de acordo com as espécies relacionadas. Muitos dos fungos
detectados no estudo de Amend et al. (2012) pertencem a clados de parasitas,
incluindo fungos patogénicos de plantas e dermatofitos, tais como Malassezia, mas a
relacdo Coral-fungo pode ndo necessariamente indicar parasitismo. Ainda Sobre o
estudo de Amend estudos de taxonomia funcional e de transcriptoma indicam que
fungos associados a Coral representam uma diversificada comunidade
metabolicamente ativa. Porem pouco se sabe de fato como se da estas relacdes e
espera-se que, com trabalhos futuros possam-se desvendar a funcional relacéo

nutritiva entre estes organismos.

Metabdlitos Secundérios de Fungicos Marinhos

No que se refere a quimica de microrganismos, o descobrimento da
penicilina, isolada dos fungos Penicillium notatum e P. chrysogenum, em 1929 foi o
passo inicial para o inicio das pesquisas de metabdlitos ativos, porém o real
interesse nesta substancia como potencial antibidtico deu-se somente na década de
40, quando reduziu em 10 vezes o numero de mortalidade no periodo entre a
Primeira e a Segunda Guerra Mundial (BUGNI e IRELAND, 2004; BUTLER, 2004;
TAKAHASHI e LUCAS, 2008). Desde entdo, os fungos terrestres tém sido fonte de
classes de metabolitos como cefalosporinas, ciclosporinas, griseofulvinas (PIETRA,
1997), sendo superados somente pelos Actinomicetos.

A partir do metabolismo fungico, pode-se dispor de diversos compostos
naturais que apresentam atividades biolégicas. O metabolismo dos fungos pode ser
dividido em duas partes: primario, o qual fornece energia e precursores quimicos as
células, que sdo essenciais para o crescimento e reproducdo dos organismos; e o
secundério que ndo aparenta ter funcdo 6bvia no crescimento celular (BRAKHAGE
et al., 2010).
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Entre os fungos microscopicos, certos géneros como Aspergillus e Penicillium
(conhecidos por sua ubiquidade e caracterizados geralmente pela formagéo
abundante de esporos) tém sido utilizados para a busca de compostos bioativos,
sendo que de aproximadamente 6.500 metabdlitos bioativos de fungos
microscépicos, mais de 30% foram obtidos destes dois géneros (TAKAHASHI;
LUCAS, 2008; SURYANARAYANAN et al., 2009).

Dentro deste contexto, a prospeccdo quimica de metabdlitos flngicos
apresenta-se como uma perspectiva de suma importancia, pois sabe-se que
microrganismos podem ser cultivados em larga escala em fermentadores,
produzindo uma série de moléculas bioativas que podem atuar no combate a
patégenos. Ademais, ha possibilidade de que novos compostos de valor econdmico
sejam descobertos, como novos antibioticos, antifingicos, agentes terapéuticos,
produtos quimicos, enzimas, entre outros (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

A producéo de metabdlitos secundarios por fungos em geral envolve enzimas
gue ndo sao usadas no crescimento e frequentemente comeca quando o
crescimento cessa, na fase estacionaria da curva de crescimento fungico. O periodo
no qual existe a producdo dos metabdlitos secundarios € denominado idiéfase, que
ocorre em seguida do periodo de crescimento, denominado troféfase (BENTLEY;
BENNETT, 1988). Pouco € conhecido sobre as fun¢des que os metabolitos podem
desempenhar para os organismos dos quais se originaram. Frequentemente existe
uma correlacdo proxima entre a producdo de metabolitos secundarios e
diferenciacdo na cultura liquida, ou seja, somente em simbiose estes
microrganismos produzem compostos diferenciados (GLOER, 2007; PROKSCH et
al., 2008).

Considerando o grande numero de substancias isoladas dos fungos
marinhos, sabe-se que cerca de 70-80% apresentam atividades biologicas
(FAULKNER, 2001; FAULKNER, 2002), principalmente, atividade antibidtica e
antitumoral (PIETRA, 1997; BUGNI; IRELAND, 2004; MAYER; HAMANN, 2005,
BHADURY et al., 2006; BLUNT et al., 2007). Também sé&o relatadas as atividades de
inibicAo do ciclo celular, inibicdo da fosfatase/quinase, antiviral, antioxidante,
antiinflamatéria e antiprotozoaria (KELECOM, 2002; BLUNT et al., 2004; BUGNI;
IRELAND, 2004; MAYER e HAMANN, 2005; BLUNT et al., 2006, 2007, 2011).

Wang et al. (2011) isolaram do coral Echinogorgia rebekka no sul da China,

18 isolados diferentes de fungos filamentosos. Entre eles fungos dos géneros
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Aspergillus, Penicillium, Nigrospora e Alternaria. Esses isolados foram submetidos a
testes de produgcdo de antimicrobianos, sendo constatado que Penicillium e
Cladosporium inibiram o crescimento de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Micrococcus tetragenus, demonstrando que o ambiente marinho pode ser importante

fonte de novos compostos bioativos, especialmente antibioticos.

Antibidticos e Atividade Antimicrobiana de Fungos Marinhos

Antibiéticos sdo definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de
inibir o crescimento ou causar a morte de microrganismos. Quando causam a morte
das bactérias sdo chamados bactericidas e, quando promovem a inibicdo do
crescimento microbiano, bacteriostaticos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os antibioticos sdo os metabolitos secundarios mais conhecidos, classe de
compostos que forma um grupo heterogéneo de moléculas biologicamente ativas
com diferentes estruturas e modos de acao, que atuam sobre DNA, RNA, sintese de
proteinas, na funcdo da membrana plasmatica, no transporte de elétrons,
esporulacao, germinacdo e muitos outros alvos (DEMAIN, 2000).

A questdo da emergéncia das infeccoes e da resisténcia bacteriana esta
relacionada a mudancas de origem comportamental, tecnologica, econbmica e
ambiental que permeiam as sociedades modernas. Por exemplo, as mudancas de
estilos de vida, o desenvolvimento de testes diagnosticos mais precisos, 0 aumento
exponencial da populacdo, associado ao aumento da prevaléncia de individuos
imunodeprimidos e de sua sobrevida, a elevacdo do consumo indiscriminado de
agentes antimicrobianos, as limitacbes de medicamentos antimicrobianos e a
utilizacdo destas substancias nos alimentos sdo alvos apontados como fatores
associados ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana, permitindo a
subsequente selecdo de espécies resistentes e tornando-se responsaveis por esse
sério problema de saude publica mundial. (MCPHEE; PAPADAKIS; RABOW, 2011;
AGUIAR et al., 2012). O uso indiscriminado de antibiéticos € citado como um dos
principais fatores do surgimento de bactérias resistentes aos farmacos presentes no
mercado, por isso, se faz indispensavel a busca por substancias naturais com
atividades antimicrobianas (CARVALLO et al., 2002; SADER et al., 2001).

Novas abordagens para o desenvolvimento de novos antibidticos tem sido
realizadas, como ferramentas de quimica combinatéria. Porém apenas poucos

novos antibioticos tem sido produzidos pelas industrias farmacéuticas atualmente.
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Portanto, a busca por novos antibiéticos continua a fim de combater patégenos
emergentes, bactérias, fungos resistentes e micro-organismos previamente
suscetiveis que desenvolveram resisténcia, para melhorar as propriedades
farmacolbgicas e para descobrir compostos mais seguros, potentes e de amplo
espectro (CORTEZ LOPES, 2011).

Segundo a Sociedade Americana de Doencgas Infecciosas, cerca de 2 milhdes
de infeccdes resistentes a drogas séo relatadas a cada ano, ocasionando aumento
de custos para o sistema de saude (34 bilhdes de dolares por ano) (MAHAJAN,;
BALACHANDRAN, 2012). O estudo da resisténcia bacteriana geralmente é baseado
em microrganismos de importancia epidemioldgica, tais como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e fungos leveduriformes,
responsaveis por diferentes processos infecciosos. Por exemplo, S. aureus
resistente a meticilina (também conhecido como MRSA - Methicillin-resistant S.
aureus) € uma bactéria muito propagada em ambientes hospitalares que se tornou
resistente a varios antibioticos. De acordo com o centro para Controle e Prevencéo
de Doencas dos EUA (CDC), infecces causadas por Staphylococcus ocasiona mais
Obito nos EUA do que a AIDS (MAHAJAN; BALACHANDRAN, 2012).

Resisténcia bacteriana € um dos maiores desafios de saude publica global
desde o uso da penicilina nos anos 40, obrigando as industrias farmacéuticas a
desenvolverem novas estratégias de combate a infecgbes bacterianas emergentes.
Muitas bactérias apresentam, de forma intrinseca, resisténcia a mais de uma classe
de agentes antimicrobianos. Alguns dos mecanismos que as bactérias possuem
para driblar e resistir ao ataque dos antibidticos sdo: (a) aquisicdo de genes
codificadores de enzimas que podem degradar ou modificar quimicamente o
antibidtico levando a inativacdo, (b) bombas de efluxo fazendo com que ocorra
expulsdo do antibidtico pela célula antes que atinja o alvo e (c) mudanca de
permeabilidade da membrana pela aquisicdo de genes ou mutaces que limitam o
acesso do agente ao alvo via ‘downregulation’ dos genes de porinas (TENOVER,
2006; SALMOND; WELCH, 2008). Desta forma, a exploracédo de novas fontes para o
isolamento de compostos e moléculas que sejam capazes de reverter algumas
destas situacdes sao necessarias.

Em estudo Vita-Marques et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana de

fungos isolados na costa de Sao Paulo. Entre os 57 isolados de fungos avaliados,
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somente um apresentou fraca atividade para Pseudomonas aeruginosa e trés
apresentaram boa inibicdo da levedura Candida albicans.

Em recente revisdo sobre fungos isolados de diversos substratos de origem
marinha Jim et al. (2016) encontraram resultados relevantes no que diz respeito a
atividade antibacteriana de fungos marinhos. A partir do Coral Dichotella gemmacea
foi isolado o fungo Aspergillus versicolor, e a partir deste foram isolados dois
derivados de nucleosideos que apresentaram atividade antimicrobiana frente
Staphylococus epidermidis com valor de MIC de 12,5 ul ml-1. Ao observar estudos
relacionados a plantas de mangue o estudo mais relevante sobre o assunto se
refere a um fungo endofitico da planta Avicennia marina, a partir desta foram
isolados cinco novos compostos, destes, trés apresentaram atividade contra
S.aureus, com valores de MIC de 32.0, 0.25 e 8.0 ug/mL. Nos estudos relacionados
a fungos obtidos de Algas o mais relevante se tratou do fungo Aspergillus ustus
isolado de uma alga verde, um dos compostos isolados do fungo apresentou
atividade contra S. aureus e E. coli. Em se tratando dos estudos sobre a agua do
mar o resultado que mereceu destaque esta relacionado ao fungo Trichoderma sp.
isolado do mar da Groelandia, os compostos isolados a partir de seus metabdlitos
apresentaram acao inibitoria contra a bactéria S. epidermidis com resultado de MIC
de 24 ul ml-1.

Diante das informacdes expostas, justifica-se pesquisar sobre a microbiota de
corais, especialmente fungos cultivaveis com aplicacdo biologica para atividade
antimicrobiana. Principalmente no que se refere ao litoral do Nordeste, que mesmo

sendo tao vasto existem escassos estudos sobre 0 tema na regiéo.
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4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS BRUTOS DE FUNGOS
ISOLADOS DE CORAIS DA PRAIA DE PORTO DE GALINHAS, PE, BRASIL

4.1 RESUMO

Fungos filamentosos produzem metabdlitos explorados pela atividade como antibiéticos, a
partir de diferentes substratos em ambiente marinho. Nesse contexto, o objetivo do trabalho
foi isolar e identificar fungos filamentosos associados a Corais da praia de Porto de
Galinhas-PE, BR; bem como testar a atividade antimicrobiana destes fungos frente a
bactérias patogénicas ao homem. Foram coletados as seguintes espécies de coral para
estudo: Favia gravida, Palythoa caribaeorum, Protopalythoa variabilis, Zoanthus sociatus,
Millepora alcicornis, Siderastrea siderea e Carijoa riisei. Os fragmentos coletados foram
plagueados em placas de Petri, a medida que se expressavam eram realizados repiques.
Apos isolamento foram obtidos 63 isolados flngicos, pertencendo aos géneros Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, Talaromyces e Syncephalastrum. Foram obtidos 384 amostras de
metabdlicos brutos (liquido e extrato micelial) apés cultivo dos fungos em meio liquido
Sabouraud e Batata Dextrose para avaliar a atividade antimicrobiana. Os melhores
resultados de atividade antibacteriana foram dos liquidos metabdlicos das espécies
Aspergillus aculeatus (COP6.2) e Aspergillus fumigatus (C06.3). A amostra do fungo C06.3
apresentou atividade antibacteriana na menor concentragdo minima inibitoria (125 ul mi™) de
liquido metabdlico contra Shiegella flexneri, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Kocuria rhizophila e Streptococcus
pyogenes. Um resultado relevante, considerando a dificuldade em se encontrar na natureza

antimicrobianos para bactérias Gram negativas.

Palavras Chave: MIC, bactéria, fungo marinho, extrato micelial
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Antimicrobial activity of crude extracts of fungi isolated from corals of Porto de
Galinhas, PE, Brazil

4.2 ABSTRACT

Filamentous fungi produce metabolites operated by activity as antibiotics, from different
substrates in the marine environment. In this context, the objective of this study was to
isolate and identify filamentous fungi associated with Corals of Porto de Galinhas-PE, BR; as
well as test the antimicrobial activity of these fungi pathogenic to bactétias front man. Were
collected the following coral species to study: Favia gravida, Palythoa caribaeorum,
Protopalythoa variabilis, Zoanthus sociatus, Millepora alcicornis, Siderastrea siderea and
Carijoa riisei. The fragments were plaqueados in Petri dishes, as they expressed were
carried out raises. After isolation 64 fungal isolates were obtained, belonging to the genera
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Talaromyces and Syncephalastrum. 384 metabolic
samples were obtained gross (liquid and Mycelial extract) after cultivation of fungi in
Sabouraud liquid medium and Potato Dextrose to evaluate antimicrobial activity. The best
results of antibacterial activity were metabolic fluids of Aspergillus aculeatus (COP6.2) and
Aspergillus fumigatus (C06.3). The sample of the fungus CO6.3 presented antibacterial
activity in smaller minimum inhibitory concentration (125 ul/ml-1) of liquid metabolic against
Enterobacter cloacae, Shiegella flexneri, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Kocuria rhizophila and Streptococcus pyogenes. A relevant

result, considering the difficulty find antimicrobial in nature for Gram-negative bacteria.

Keywords: MIC, bacteria, marine fungi, extract mycelia.
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4.3 INTRODUCAO

Os ecossistemas marinhos representam mais de 95% da biosfera e comportam uma
ampla variedade de organismos que produzem substancias bioativas potentes, Unicas e
diversificadas, as quais sao resultantes das adapta¢cées as complexas condi¢cBes impostas
pelo meio (SCHWARTSMANN et al., 2001). Tais substancias tém sido alvo de investigacbes
devido ao grande potencial de aplicacdo industrial, como farmacos, cosméticos,
suplementos nutricionais, sondas moleculares, produtos quimicos finos e agroquimicos
(DEVI; RAJENDRAN; SUNDARAM, 2011).

Estudos envolvendo a biossintese dos referidos compostos tém mostrado que muitas
das moléculas bioativas inicialmente encontradas em plantas e animais marinhos séo de
fato produzidas ou metabolizadas por micro-organismos associados (DAVIDSON et al.,
2001; TARMAN et al., 2011; SANTOS, 2015). Segundo Rohwer et al., (2002) a disposicdo
espacial dos micro-organismos em cada parte do hospedeiro favorece a ocorréncia de
interacdes intercelulares e interespecifica criando assim complexas comunidades altamente
diferenciadas e especializadas. Tal diversidade de superficies habitaveis permite também,
gue 0s micro-organismos associados desenvolvam respostas adaptativas especificas.
Dentre estas respostas, destacam-se a producdo de toxinas, moléculas sinalizadoras e
outros metabolitos secundarios, que séo utilizados como estratégias de defesa para prevenir
a colonizacado ou crescimento de potencias competidores (EGAN et al., 2008).

A diversidade microbiana pode ter um papel importante ha manutencao da qualidade
dos ecossistemas e pode ser utilizada como indicadora dessa qualidade (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006; NUNES, 2006). No entanto, a variedade destes micro-organismos é tao
vasta quanto desconhecida, pois 0 estudo da abundancia microbiana apresenta muitos
obstaculos, como as dimensdes microscopicas, descricbes taxondmicas incompletas e
inexisténcia de meios de isolamento e cultivo apropriados para a vasta maioria dos micro-
organismos marinhos (HUNTER-CEVERA, 1998).

O desenvolvimento de pesquisas utilizando micro-organismos, como os fungos
marinhos tornou-se importante pela ampla diversidade de espécies que podem ser isoladas,
bem como pela variedade de metabdlitos que podem ser produzidos por estes micro-
organismos (LIRA, 2007). Dentre estes metabdlitos, destacam-se 0s que apresentam
atividade antimicrobiana (PROMPANYA et al., 2014).

A conservacdo e a utilizacdo sustentavel da diversidade biologica requer
conhecimento abrangente sobre a riqueza de espécies, abundancia e distribuicdo, e que
pouco se sabe sobre a diversidade biolégica e funcional das comunidades marinhas
microbianas. Estudos envolvendo o isolamento, triagem e preservacao de fungos derivados

do mar podem levar a descoberta de novas moléculas ativas e/ou enzimas extracelulares de
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aplicacdo em diversos setores de importancia socio-econémica. Diante do exposto o
presente estudo teve por objetivos avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
metabdlicos de fungos isolados de corais coletados na Praia de Porto de Galinhas, PE,
Brasil.

4.4 MATERIAL E METODOS
Coleta dos corais

Foram realizadas duas coletas durante a maré baixa na regido rochosa do
mesolitoral ao longo da barreira de corais da Praia de Porto de Galinhas — PE (8°33'33”S e
34°59’'00"W). A primeira, foi realizada em janeiro de 2016, durante o periodo seco, com
pluviosidade média de 0,0 mm. A segunda, foi realizada em maio de 2016, durante periodo
chuvoso, com pluviosidade média de 30,0mm. As coletas foram autorizadas pelo SISBIO
(ICMBio n° 03/2014), através da liberacdo Numero: 50226-1, bem como da Secretaria de
Meio Ambiente da Cidade de Ipojuca, conforme norma técnica 154/2007 do MMA.
As amostras de corais foram coletadas com auxilio de martelo e form&o, no caso dos corais
duros e de bisturi, no caso dos corais moles, ao serem coletados eram acondicionados em
sacos plasticos estéreis com agua do mar e mantidos em recipiente térmico. Até serem
processadas, no processamento foram lavadas com agua do mar previamente esterilizada
com intuito de eliminar os micro-organismos presentes no exterior dos corais e realizado o
plaqueamento direto em placa de Petri e amostras foram separadas para identificacdo por

especialista da area.

Isolamento e purificagdo dos fungos filamentosos

Para o isolamento dos fungos filamentosos foram utilizados os meios de cultura:
Extrato de Malte agar (MEA), Meio TUBAKI (TB), Agar Sabouraud (AS) e Batata Dextrose
Agar (BDA). Todos os meios de cultivo utilizados foram preparados com agua do mar
natural esterilizada e o antibiético Cloranfenicol (300 mg L™) a fim de inibir o crescimento de
bactérias. Foi realizado o plagueamento direto dos fragmentos de coral, sendo estes
fragmentos de 1 a 1,5 cm, para a fragmentacéo dos corais moles foi utilizado bisturi estéril,
para os corais duros martelo e formao previamente esterilizados. As placas foram mantidas
em temperatura ambiente e acompanhados por 20 dias, ao longo dos quais os fungos que
se expressaram foram repicados, isolados e purificados por fragmentacdo de micélio nos
respectivos meios de cultura sélidos onde foram originalmente obtidos.

A fim de purificar os isolados de fungos filamentosos, fragmentos de coldnias de
fungos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo. Apds confirmagao

da pureza, as culturas de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces foram
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mantidas em Agar Extrato de Malte (MEA) e os demais géneros em Batata Dextrose Agar
(BDA) a25°C (=2 °C).

Identificagdo das espécies atravées da taxonomia classica

Para a identificacdo através de taxonomia classica de todas as amostras de fungos
foram observadas caracteristicas macroscopicas (coloracdo, aspecto e diametro das
colénias) e microscopicas (microestruturas somaticas e reprodutivas). A identificacédo foi
realizada através de literatura especifica, como: Klick & Pitt (1988); Klich (2002), Pitt (1991),
Raper & Thom (1949), Samson et al., (2004), Ellis (1971), Ellis (1976), Carmichael et al.,
(1980), Sutton (1980), Domsch et al., (1993), Klich (2002), Hesseltine & Fennel (1995),
Benny (1982), Schipper (1978), Schipper (1984), Schipper (1990), Domsch (1993), dentre

outros.

Preservacéo dos fungos filamentosos marinhos
Um representante de cada espécie identificada foram preservados em agua
destilada esterilizada, através do método Castellani (1967), bem como em 6leo mineral

esterilizado, para estudos posteriores, conforme protocolos descritos por Sola et al., (2012).

Producao de extratos metabolicos

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro cada isolado foi inoculado em
frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo meio de cultura liquido, idéntico ao que foi
isolado. Em cada Erlenmeyer, contendo 50 mL do meio de cultura liquido (Sabouraud,
Batata Dextrose, Extrato de Malte ou TUBAKI), foram inoculados trés discos de micélios
com aproximadamente 3 mm de diametro. Os frascos foram incubados de forma estatica,
durante 20 dias, a temperatura ambiente e luminosidade ndo controladas. ApoOs este
periodo, o liquido metabdlico foi separado da massa micelial através de filtracdo, utilizando
papel de filtro estéril. A partir da massa micelial foram obtidos extratos organicos por sistema

de esgotamento a frio, de acordo com metodologia descrita por Ribeiro et al. (2006).

Andlise da atividade antimicrobiana de extratos metabdlicos

As bactérias patogénicas ao homem testadas frente aos extratos e liquidos
metabdlicos foram obtidas da colecdo de cultura do Departamento de Antibiéticos da UFPE:
Escherichia coli (ATCC 25922), Acinetobacter baumani (ATCC 19606), Shigella flexneri
(ATCC 12022), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Enterobacter cloacae (ATCC
13047), Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, € Gram-
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Staphylococcus aureus ORSA

(Resistente a Oxacilina), Kocurie rhizophila (ATCC 9341), Streptococcus pyogenes.
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O teste de atividade antimicrobiana foi conduzido segundo procedimento da norma
técnica da ANVISA M7-A6 Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de Crescimento Aerdébico: Norma Aprovada -
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), em triplicata.

Para o teste, foram distribuidos 100 pyL do meio caldo Mueller-Hinton (MH)
HIMEDIA® em todos os poc¢os da placa de 96 pocos, em seguida, foram adicionados 100 L
de cada metabdlito na 12 fileira da placa (sentido horizontal). Posteriormente, realizou-se
diluicdo seriada dos metabdlitos até os pocos da fileira G. Foi utilizada uma suspenséao
bacteriana correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland com solugéo salina 0,85
%, correspondente a uma concentracdo de aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL Esta
solucao foi diluida 1:90 a fim de obter a suspensao padrao. Depois, foram distribuidos 20 uL
da suspensédo bacteriana em cada poco na placa, exceto os pocgos controle. A placa foi
vedada e incubada na estufa a 37 °C por 18-24 h. Para leitura dos testes foi observada a
menor concentracdo dos metabdlitos que teve acdo de inibir o crescimento bacteriano, ap6s
revelacdo com corante vital.

Ap6s a incubacdo de crescimento, adicionou-se 20 uL de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) (1% v/v) em agua destilada, a cada poco das placas, que foram
levadas para incubacdo de revelacdo durante 02 horas em temperatura ambiente. Nos
pocos onde as amostras ndo apresentam acdo antimicrobiana, ocorre a formacdo da
coloracdo vermelha. Essa coloracdo se deve a reacdo do TTC com os ions hidrogénio
formados durante a respiracao celular, e que origina uma substancia vermelha e insolavel,
conhecida como formazan, indicando a presenca de células bacterianas viaveis no meio
(JOHNSON et al., 1985; RAHMAN et al., 2004).

A concentracao inibitéria minima (CIM) corresponde & menor concentracéo capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano nos pocos via leitura a olho nu (CLSI, 2012),
ao passo gque a concentracdo bactericida minima (CBM) é a menor concentracdo em que o
composto apresenta acdo bactericida (BARON e FINEGOLD, 1990). O uso do TTC
dispensa a necessidade de inoculagéo do contetdo dos pogos onde foi obtida a CIM, uma
vez que este demonstra de forma satisfatoria em que pogos ainda estdo presentes células
viaveis, e, portanto tanto a CIM como a CBM foram determinadas mediante uso do referido
corante vital.

Como no presente trabalho os liquidos metabdlicos foram testados em seu estado
bruto, sem a separacdo dos compostos especificos, a atividade antimicrobiana foi avaliada
no tocante as concentragfes inibitorias determinadas para o método, sendo reduzida a
metade a medida que se realiza cada diluicdo: 1000; 500; 250; 125; 62,50; 31,25;

15,63uL/mL. Os liquidos metabdlitos utilizados no estudo foram testados apés filtragdo. Por
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se tratar de extratos brutos a atividade apresentada se da em concentracdes elevadas
devido a presenca de diversos componentes nos liquidos metabdlicos flungicos.

4.5 RESULTADOS

Foram coletadas e identificadas sete espécies de corais na Praia de Porto de
Galinhas- PE, como ilustrado na tabela 1.1, a saber: Favia gravida (Verrill, 1868), Palythoa
caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860), Protopalythoa variabilis (Duerden, 1898),
Zoanthus sociatus (Ellis, 1768), Millepora alcicornis (Linnaeus, 1758), Siderastrea siderea
(Ellis & Solander 1786) e Carijoa riisei (Duchassaing & Michelotti, 1860).

Ao todo, foram obtidos 62 isolados de fungos, distribuidos em seis géneros, sendo:
Alternaria (1), Aspergillus (32), Penicillium (18), Talaromyces (2), Trichoderma (7) e
Syncephalastrum (2). Como ilustrado na Figura 1.2.

il JTrichoderma
Syncephalastrum
M Talaromyces

M Alternaria

Figura 1.2 — Distribuicdo de Géneros fungicos isolados de Cnidarios coletados na

Praia de Porto de Galinhas

Quanto a sazonalidade, no periodo seco foram obtidos 31 isolados e no chuvoso 32.
As espécies de corais que apresentaram maior nimero de isolados de fungos foram, P.
caribaeorum (21) e P. variabilis (20) (Tabela 1).

Os géneros mais representativos foram Aspergillus e Penicillium, com 32 e 18
espécies, respectivamente.
Quanto aos meios de cultura utilizados para o isolamento dos fungos, os meios MEA Tubaki
e BDA, apresentaram maior niumero de isolados, sendo: 20, 18 e 16, respectivamente
(Tabela 2).



32

Tabela 1.1 — Diversidade de Géneros fangicos encontrados por espécie de Coral

coletado

Espécie de Coral Géneros Isolados

Favia gravida Penicillium

Palythoa caribaeorum Aspergillus, Penicillium

Protopalythoa variabilis Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Talaromyces,
Alternaria

Zoanthus sociatus Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Syncephalastrum

Millepora alcicornis Aspergillus

Siderastrea siderea Penicillium

Carijoa riisei Aspergillus, Penicillium

Foi observado crescimento fungico em todos os fragmentos de corais cultivados nos
4 meios de cultura utilizados. Entretanto, os meios de cultura Batata Dextrose Agar (BDA),
Agar Extrato de Malte (MEA) e Tubaki, apresentaram maior recuperacéo de fungos (Tabela
1.2).

Tabela 1.2 — Numero de isolados de fungos filamentosos associados as respectivas

espécies de corais em quatro meios de cultura em duas coletas em Porto de Galinhas — PE

Espécies de corais Meio de Cultura

BDA MEA TUB AS
F. gravida 1 0 1 0
P.caribaeorum 7 5 4 5
P. variabilis 4 9 7 0
Z. sociatus 2 5 0 2
M. alcicornis 2 1 0 2
S. siderea 0 0 3 0
C. riisei 0 0 3 0

Legenda - BDA- Batata Dextrose Agar; MEA- Extrato de Malte; TUB- TUBAKI; AS- Agar

Sabouraud.

Foram testados 252 amostras de metabdlitos brutos produzidos por fungos

filamentosos isolados de diversas espécies de corais, sendo 63 do liquido metabdlico obtido
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por filtracdo da cultura liquida micelial em diferentes meios de cultivo e 189 extratos
organicos de micélios fungicos, obtidos utilizando-se trés solventes de polaridades
diferentes. Todo experimento foi realizado em triplicata. Dentre os testes realizados trés
extratos organicos e 25 liquidos metabdlicos apresentaram atividade antimicrobiana.

Os fungos dos quais 0s extratos organicos apresentaram atividade antimicrobiana
foram COP4.1 identificado como Trichoderma koningii, CO3.2 Aspergillus carbonarius
C0O2.2. Ambos apresentaram atividade com a fracao Etérica do extrato organico. Sendo o
isolado COP4.1 (Trichoderma koningii) o que apresentou atividade para maior diversidade
de bactérias testadas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. C0O3.2 (Aspergillus carbonarius) apresentou atividade apenas para
a bactéria S. aureus. Enquanto o isolado CO2.2 Penicillium sp. Apresentou atividade apenas
para S. aureus. Como pode ser observado na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 — Extratos metabdlicos que apresentaram atividade Antimicrobiana, bactéria

utilizada e concentragdo minima de atividade em pL.

Fungo

Produtor Ec Ab Sf St Ecl Sm Kp Pa Sa ORSA Kr Sp
COP4.1 ETER 1000 - - - - - - 1000 1000 - - 1000
(T. koningii)

CO2.2 ETER - - - - - - - - 1000 - - -

(Penicillium sp.)

CO3.2 ETER - - - - - - - - 1000 - - -
(A. carbonarius)

Legenda: Ec - Escherichia coli (ATCC 25922), Ab - Acinetobacter baumani (ATCC 19606),
Sf - Shigella flexneri (ATCC 12022), St - Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Ecl -
Enterobacter cloacae (ATCC 13047), Sm - Serratia marcescens, Kp - Klebsiella
pneumoniae, Pa - Pseudomonas aeruginosa, As - Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
ORSA - Staphylococcus aureus, Kr - Kocurie rhizophila (ATCC 9341), Sp - Streptococcus
pyogenes.

- Nao apresentou atividade antimicrobiana.

Os liquidos metabdlicos dos isolados COP6.2 e CO06.3 identificados como
Aspergillus aculleatus obtido através do Coral Zooanthus sociatus, e Aspergillus fumigatus
de Siderastrea siderea respectivamente. Apresentaram atividade contra todas as bactérias
testadas: Escherichia coli, Acinetobacter baumani, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, ORSA - Staphylococcus aureus resistente a Oxacilina,
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Kocurie rhizophila, e Streptococcus pyogenes em variadas concentrages como mostrado
na tabela 1.4.
Tabela 1.4 — Concentracdo minima inibitéria dos Liquidos metabdlitos e Fungos que

apresentaram atividade antimicrobiana.

Fungo

Produtor Ec Ab Sf St Ecl Sm Kp Pa Sa ORSA  Kr Sp
A.aculleatus(COP6.2) 500 500 500 500 500 500 500 500 250 500 500 500
A. fumigatus (C06.3) 500 500 125 250 125 125 125 125 500 250 125 625
Syncephalastrum sp(COP11.6) - - - - - - - - 1000 - - -
P. citrinum (COP10.7) 1000 - - - - - - - 1000 - - -
A. carbonarius (C03.2) 1000 - - - - - - - 500 - - -
P. citrinum (C08.2) - - - - - - - - 1000 - - -
P. paxilli (CO2.5) 1000 - - - - - 1000 - 1000 - - -

Syncephalastrum sp.(COP9.1) 1000 - - - - - - - - - - -

P. waksmanii (COP11.2) 1000 - - - - - - - - - - -
P. citrinum (COP5.2) 1000 - - - - - - - - - - R
A. parasiticus (C0O8.1) 1000 - - - - - - - - - - R
T. viride (COP9.3) 1000 - - - - - - - - . - -
Aspergillus sp. (COP7.1) 1000 - - - - - - - 125 - - -
Penicillium sp. (CO7.4) 1000 - - - - - - - - - R R
P. citrinum (CO3.6) 1000 - - - - - - - - - R R
A. flavus (CO3.1) 1000 - - - - - - - - - - R
A. flavus (CO2.4) 1000 - - - - - - - - - - R
A. Parasiticus (COP11.3) 1000 - - - - - - - 500 - - -
A. Parasiticus (COP2.1) - - - - - - - - 250 - - R
P. citrinum (COP5.1) - - - - - - - - 250 - - R
Aspergillus sp. (COP7.2) 1000 - - - - - - - 1000 - - -
A. viridinutans (COP10.1) 1000 - - - - - - - 1000 - - -
P. citrinum (COP1.1) - - - - - - - - 500 - - R
Penicillium sp. (COP9.4) - - - - - - - - 500 - - -

Legenda: Ec - Escherichia coli (ATCC 25922), Ab - Acinetobacter baumani (ATCC 19606), Sf -
Shigella flexneri (ATCC 12022), St - Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Ecl - Enterobacter
cloacae (ATCC 13047), Sm - Serratia marcescens, Kp - Klebsiella pneumoniae, Pa - Pseudomonas
aeruginosa, As - Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e ORSA - Staphylococcus aureus resistente a

Oxacilina, Kr - Kocurie rhizophila (ATCC 9341), Sp - Streptococcus pyogenes.

- Nao apresentou atividade antimicrobiana.
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4.6 DISCUSSAO

Com relagdo a recuperacgao dos fungos nos diferentes meios de cultura utilizados

resultado semelhante foi encontrado por Menezes et al. (2010) ao estudar a diversidade de
fungos associados a algas, ascidias e esponjas encontrando no meio de cultura MEA,
melhores resultados quanto a recuperacao de fungos filamentosos.
O aparecimento de fungos em todos os fragmentos coletados corrobora com o relato de
Jones (2000) de que condi¢cbes determinantes para a presenca de fungos no ambiente
marinho séo relatadas indicando que os fatores que influenciam o crescimento de fungos no
mar ou associados a organismos marinhos sdo: a disponibilidade de substrato para
colonizacdo, distribuicdo geogréafica e temperatura, salinidade, competicdo por inibicao,
microhabitat, nutrientes organicos dissolvidos, concentracdo de hidrogénio, efeitos
osmoticos, disponibilidade de oxigénio, poluentes, abundancia de propagulos na agua,
habilidade de aderir em um substrato, pressao hidrostatica, especificidade do substrato e
luminosidade. Todos esses fatores associados contribuiram para a distribuicdo dos fungos
nos substratos coletados.

ApoOs identificacdo morfologica dos isolados, 0os géneros encontrados nos corais
foram Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Syncephalastrum, Alternaria e Talaromyces. A
prevaléncia do género Aspergillus e Penicillium corrobora os achados relacionados a
microbiota fungica a partir de organismos marinhos como: fitoplancton, algas, esponjas,
Cnidarios, Briozoarios, moluscos, tunicados, equinodermes e manguezais como afirma Blunt
et al.(2010) que em revisdo sobre o assunto observou a prevaléncia destes dois géneros
evidenciando a grande capacidade adaptativa destes a vida marinha.

A prevaléncia do género Aspergillus se mostra promissora no tocante a possibilidade
metabdlicos ativos com atividade antimicrobiana, confirmado pelo trabalho de Xu et al.
(2015) que em estudos relatou ser Aspergillus um dos géneros de fungos marinhos
dominante cujas estirpes produziram muitos dos novos compostos antibacterianos e
antifingicos descobertos, mais do que qualquer outro género encontrado.

A baixa frequéncia de fungos com atividade antimicrobiana significativa pode ser
explicada pelo fato de Metabdlitos Secundarios apresentam algumas caracteristicas como:
distribuicdo taxondmica restrita - nem todas as linhagens de uma mesma espécie sdo
capazes de produzir determinado metabdlito-; ndo sdo essenciais para o0 crescimento e
reproducdo do organismo; condicbes de cultivo, especialmente a composi¢cdo do meio,
controlam a formacdo destes metabdlitos; sdo produzidos como um grupo de estruturas
intimamente relacionadas; podem ser superproduzidos e séo codificados por conjuntos de
genes dispensaveis (KELLER et al., 2005; MARTIN et al., 2005; YU & KELLER, 2005;
NIGAM, 2009).
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A atividade antimicrobiana apresentada para as bactérias E. coli, S. flexneri, E.
cloacae, S. marcescens, K. pneumoniae e P. aeruginosa Gram negativas € de suma
importancia pois estas apresentam maior resisténcia a medicamentos devido a estrutura da
parede celular que é composta por uma camada de peptideoglicano e trés outros
componentes que a envolvem externamente, lipoproteina, membrana externa e
lipopolissacarideo, sendo a membrana externa rica em lipidios, torna-se impermeavel a
substancias hidrofilicas e o Unico meio de entrada sédo as proteinas transmembranicas, as
porinas que controlam o0 que passa para dentro e fora da célula com base no tamanho
molecular (VIGNOLI; SEIJA, 2007).

Nos testes de atividade antimicrobiana frente a linhagem de S. aureus, Gram-
positiva, ndo-resistente, os liquido metabdlicos apresentaram melhor atividades inibitoria,
atingindo menores concentracfes. O resultado era esperado uma vez que segundo
Guimaraes, Momesso e Pupo (2010), bactérias Gram-negativas sao mais resistentes a acéo
de antibiéticos, em decorréncia da natureza complexa da parede celular das mesmas, que
ndo permite que os antibiéticos transpassem efetivamente a barreira lipidica da camada
externa dessas bactérias. Além disso, as bactérias Gram-negativas apresentaram maior
sensibilidade, indicando que os extratos brutos possuem acéo seletiva frente a constituicao
guimica da parede celular bacteriana. Sugerindo que talvez essa acdo positiva se deva a
polaridade do extrato (RIBEIRO 2015).

Considerando estudos com fungos isolados de organismos marinhos coletados no
litoral Norte do Estado de Sao Paulo, cita-se Vita-Marques et al. (2008) que avaliaram, entre
outras, atividade antibacteriana frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Salmonella cholaraesusis ATCC 10708, e a levedura Candida albicans ATCC
10231. Entre os 57 isolados de fungos avaliados, somente um apresentou fraca atividade
para P. aeruginosa e trés apresentaram boa inibicdo da levedura. O que vem de encontro
aos resultados obtidos com o presente trabalho, onde ao se considerar extratos brutos
espera-se menores atividades biologicas devido a composicao diversa dos extratos.

Diante dos resultados apresentados pOde-se perceber que o0s extratos organicos
apresentaram menor atividade antimicrobiana, apenas no estado mais concentrado, e frente
a uma pequena diversidade de bactérias, isso pode ser explicado pela necessidade que o
fungo apresenta na natureza de lancar os metabolitos para meio externo a fim de melhor
interagir com o ambiente ao seu redor. Ao lancar os metabdlitos no meio externo as
interacBes necessarias ocorrem de forma mais eficaz e com resposta mais rapida. Isso
justifica o melhor desempenho dos liquidos metabdlitos que conseguiu em um dos casos 0
valor de MIC de 62,5 ul ml-1. Confirmando que, mesmo o liquido apresentando em sua

composicao, além dos metabdlitos secretados pelo fungo, os compostos do meio de cultura
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utilizado, ainda assim a capacidade de inibir o crescimento das bactérias patogénicas ao
homem ficou evidente nos testes, mostrando que a investigagdo dos compostos presentes

no complexo pode gerar resultados ainda mais promissores.

4.7 CONCLUSOES

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho evidencia o potencial de fungos
associados a organismos marinhos para a obtencdo de produtos bioativos e abre
perspectivas para a continuidade da pesquisa, uma vez que a resisténcia aos antibiéticos
continua a crescer em hospitais e na comunidade, envolvendo patégenos gram-positivos e
gram-negativos; indicando ser esta area de grande relevancia para a busca de novos
farmacos. Uma vez que mesmo estudando os extratos brutos foram encontrados resultados
positivos de acdo antimicrobiana pelos fungos A. aculleatus e A. fumigatus frente a uma
gama consideravel de bactérias patogénicas dentre elas algumas Gram negativas.O fungo
identificado como CO06.3 -  Aspergillus fumigatus, apresentou atividade bastante
significativa. Atingindo MIC de 62,5 uL frente a bactéria Streptococcus pyogenes, revelando
gue metabdlitos de fungos do ambiente marinho apresentam potencial acdo antimicrobiana,
e abre perspectiva para estudos com relacdo aos compostos presentes nos extratos brutos
utilizados no presente estudo, podendo revelar um potencial ainda maior das moléculas que
constituem o extrato.

Diante dos resultados encontrados percebe-se a necessidade da intensificacdo dos
estudos sobre a diversidade de fungos associados a Corais e de seus potenciais
antimicrobianos, para que haja o entendimento do papel e das interacbes de fungos

filamentosos na microbiota dos corais.
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5 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A descoberta de novos compostos ativos contra infeccées microbianas é uma
necessidade devido ao alto numero de casos de resisténcia as terapias
antimicrobianas existentes em ambiente clinico. Mesmo com intensas pesquisas na
busca de novos antibiéticos, além de novas substancias, também novos alvos
terapéuticos sao foco de muitos grupos de pesquisa, na investigacado de alternativas
para combater mecanismos de viruléncia e resisténcia dos microrganismos
patogénicos.

Estudando os fungos filamentosos isolados de sedimento do manguezal de
Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, Brasil, Gomes (2007)
encontrou a predominancia de anamorfos 44 espécies. Penicillium foi o género com
maior numero de espécies (21), seguido de Aspergillus (11), Trichoderma (5),
Fusarium e Phoma (2), Cladosporium, Microsphaeropsis e Stilbella (1 espécie). Na
presente pesquisa 0s generos Aspergillus e Penicillium também foram dominantes
com 49% e 34% dos isolados respectivamente.

A quantidade de fungos isolados foi abaixo do esperado quando comparado
aos estudos de Menezes et al. (2010) que isolaram 256 fungos de 3 esponjas e uma
ascidia coletadas no litoral de S&o Paulo. Porém, deve ser considerado que a
investigacdo da diversidade de fungos associados e/ou simbiontes de organismos
marinhos da costa Pernambucana ainda é inexplorada e o microambiente em que
estes se encontram (baixa poluicdo, proximidade da costa, presenca de correntes
marinhas e variacdes da temperatura da agua) pode ser um fator determinante para
0 numero de espécies isoladas. E se levando em consideracdo ao substrato em
estudo ha escassos relatos sobre sua microbiota associada.

A investigacdo de compostos bioativos utilizando método de rastreamento
como ponto de partida representou uma ferramenta Gtil para obter-se um panorama
geral das propriedades antibitica dos metabdlitos presentes nos filtrados e extratos
dos fungos associados a corais marinhos da Praia de Porto de Galinhas. Para o
rastreamento da atividade antibacteriana foram utilizadas 384 amostras (192

extratos organicos de micélios e 192 filtrados) e identificadas 1 amostra com inibigéo
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de crescimento superior a 50% e outra com capacidade inibitéria ainda menor
(12,5%).

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho evidencia o potencial de
fungos associados a organismos marinhos para a obtencédo de produtos bioativos e
abre perspectivas para a continuidade da pesquisa de metabdlitos bioativos, uma
vez que a resisténcia aos antibidticos continua a crescer em hospitais e na
comunidade, envolvendo patégenos gram-positivos e gram-negativos, bem como
parasitos; indicando ser esta area de grande relevancia para a busca de novos

farmacos.
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orientacdes para o autor.

Confirme que os dados de contato de pelo menos trés revisores potenciais (nome, filiacéo e
endereco de e-mail) estavam preparados.

Confirme que todas as pesquisas satisfazem as diretrizes éticas, incluindo a adesao aos
requisitos legais do pais de estudo.

Confirme que todos os autores leu e aprovou a versao final apresentada.

Aviso de Copyright

Autores que publicam com este diario de acordo com 0s seguintes termos:

Sociedade iraniana de Ictiologia é os detentores de direitos autorais dos artigos publicados.
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O 1JAb vai licenciar esses artigos sob uma Creative Commons Attribution License que
permite que outras pessoas para compartilhar o trabalho com um reconhecimento de
trabalho autoria e publicacéo inicial nesta revista.

Os autores tém permissédo para postar seu trabalho on-line (por exemplo, em repositérios
institucionais ou em seu site), pois pode levar a intercambios produtivos, bem como anterior
e maior citagéo do trabalho publicado (ver o efeito de acesso aberto).

Declaragédo de privacidade

Os nomes e enderecos de e-mail inseridos neste site diario serdo usados exclusivamente
para os fins declarados do presente Jornal e ndo estardo disponiveis para qualquer outra

finalidade, ou a qualquer outra parte.



