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RESUMO

Fungos filamentosos possuem potencial biotecnolégico por produzirem metabdlitos
com diversas atividades bioldgicas. A adaptacdo dos micro-organismos as drogas
conduz ao desenvolvimento de cepas resistentes, reduzindo a eficacia de terapias.
Este trabalho objetivou fazer uma bioprospecgcdo de substancias antimicrobianas
produzidas por fungos filamentosos isolados do solo de um coqueiral localizado nas
Véarzeas de Sousa — PB. A identificacdo dos fungos se deu por microcultivo em lamina
e técnicas moleculares. O potencial antimicrobiano foi investigado pelas técnicas de
bloco de gelose e difusdo em disco. As condi¢gOes de cultivo de Aspergillus terreus
URM 7731 foram avaliadas: meio, pH e tempo de cultivo. A cada 24h um frasco foi
retirado para avaliar crescimento celular, pH e atividade antimicrobiana frente a cepas
padrdo e multidrogas resistentes (MDR) de Staphylococcus aureus. O liquido
metabdlico foi extraido com solventes organicos para avaliar a melhores condicdes de
extracdo através da investigacédo das Concentragdes Minimas Inibitoria e Bactericida
(CIM/CMB). A interacao do extrato bruto (EBDic) e antibidticos utilizados na clinica foi
avaliada por checkerboard. Avaliou-se a capacidade de EBDic em inibir a formacéo
de biofilme e o potencial antioxidante. EBDic foi fracionado por cromatografia em
coluna. A fracdo que apresentou melhores resultados de CIM/CMB e EBDic foram
submetidos a espectrometria de massas os resultados desta analise foram utilizados
para construir as redes moleculares. Os 30 fungos isolados foram identificados como:
A. terreus (8/30), A. fumigatus (7/30), A. niger (7/30), Paecillomyces variotii (4/30), A.
fischeri (3/30) e A. nidulans (1/30). A. terreus URM 7731 apresentou os melhores
resultados de inibicdo frente a S. aureus (13,0 mm: bloco de gelose; 20,5 mm: disco-
difusdo). As melhores condi¢ces de cultivo foram: meio extrato de malte a 1,5%, pH
8,0, 96 h. O solvente organico que melhor extraiu os metabdlitos foi diclorometano
(CIM e CMB=31,25ug/mL para S. aureus padrao e 500ug/mL para S. aureus MDR).
EBDic reduziu a CIM de antibidticos frente a S. aureus multidrogas resistentes,
apresentando efeitos sinérgicos ou parcialmente sinérgicos. Na concentracdo de
250ug/mL, EBDic reduziu em 20% a capacidade de S. aureus padrdo produzir
biofilme. A fracdo F-15 apresentou os menores valores de CIM/CMB em relagédo as
demais fracbes. EBDic apresentou 98,12% de sequestro de radicais livres ABTS,

representando boa atividade antioxidante. A rede molecular gerada de EBDic e de F-



15 no modo negativo originou 376 nodos, destacando-se a presenca de emodina,
butirolactona I, sulchrin e metil dicloroasterrate. No modo positivo, a rede gerou 731
nodos, destacando-se metil asterrate e acido astérico. A. terreus URM 7731 possui
atividade antimicrobiana contra S. aureus padrdo e MDR, demonstrando perspectivas
sobre o seu potencial biotecnologico. Novos experimentos sdo necessarios a fim de

isolar e purificar os compostos que possuem potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: Aspergillus. Atividade antimicrobiana. Biologia Molecular. Codigo de

Barras de DNA Taxondémico. Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Filamentous fungi have biotechnological potential due the production of metabolites
with diverse biological activities. The adaptation of microorganisms to drugs leads to
the development of resistant strains, reducing the effectiveness of therapies. This work
aimed to realize a bioprospecting study about antimicrobial substances produced by
filamentous fungi isolated from the soil of a coconut grove located in Varzeas de Sousa
- PB. The identification of the fungi was done by microculture and molecular
techniques. The antimicrobial potential was investigated by gel block and disk diffusion
techniques. Culture conditions of Aspergillus terreus URM 7731 were evaluated:
medium, pH and culture time. A flask was withdrawn every 24 hours to evaluate cell
growth, pH, and antimicrobial activity against standard and Staphylococcus aureus
multidrug resistant strains (MDR). The metabolic fluid was extracted with organic
solvents to evaluate the best extraction conditions through the investigation of Minimal
Inhibitory and Bactericidal Concentrations (MIC/MBC). The interaction of the crude
extract (EBDic) and antibiotics used in the clinic was evaluated by checkerboard. The
ability of EBDic to inhibit biofilm formation and antioxidant potential were evaluated.
EBDic was fractionated by column chromatography. The fraction that presented the
best results of MIC/MBC and EBDic were submitted to mass spectrometry the results
of this analysis were used to build the molecular networks. The 30 isolated fungi were
identified as A. terreus (8/30), A. fumigatus (7/30), A. niger (7/30), Paecillomyces
variotii (4/30), A. fischeri (3/30) and A. nidulans (1/30). A. terreus URM 7731 showed
the best inhibition results against S. aureus (13.0 mm: gel block; 20.5 mm: disc-
diffusion). The best growing conditions were: malt extract at 1.5%, pH 8.0, 96 h. The
best organic solvent that extracted the metabolites was dichloromethane (MIC and
MBC = 31.25ug/mL for S. aureus without resistance and 500ug/mL for MDR). EBDic
reduced MIC for antibiotics against resistant MDR, exhibiting synergistic or partially
synergistic effects. At the concentration of 250 ug/mL, EBDic reduced the ability of S.
aureus to produce biofilm by 20%. The fraction F-15 presented the lowest values of
MIC/MBC in relation to the other fractions. EBDic presented 98.12% of ABTS free
radical sequestration, representing good antioxidant activity. The generated molecular
network of EBDic and F-15 in the negative mode gave rise to 376 nodes, with emphasis
on the presence of emodin, butyrolactone I, sulchrin and methyl dichloroasterrate. In

the positive mode, the network generated 731 nodes, emphasizing methyl asterrate



and asteric acid. A. terreus URM 7731 has antimicrobial activity against standard S.
aureus and MDR, demonstrating perspectives on its biotechnological potential. Further
experiments are needed in order to isolate and purify compounds having antimicrobial

potential.

Keywords: Antimicrobial activity. Aspergillus. DNA Barcoding. Mass spectrometry.
Molecular Biology.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre os recursos da biodiversidade é essencial para
compreender a natureza, e a avaliacdo acerca do consumo sustentavel pode
aumentar economicamente o crescimento de uma regido ou de um pais. Estima-se
gue existam 100 milhdes de espécies diferentes que coabitam o planeta. Cerca de 2%
dessas espécies sdo conhecidas pela comunidade cientifica, incluindo diferentes
espécies da fauna, flora e micro-organismos (CORREA et al., 2018).

Os micro-organismos compreendem muito da biodiversidade terrestre e
desempenham fun¢des importantes nos ciclos biogeoquimicos e no funcionamento
dos ecossistemas (BELL et al., 2005), exercendo controle bioldgico e biorremediacéo
nos ambientes em que vivem, com potencial biotecnolédgico reconhecido. Contudo, a
magnitude da biodiversidade microbiana ainda ndo €& conhecida e,
conseqguentemente, o potencial a ser explorado é imenso. De acordo com Silva et al.
(2014), o Brasil é considerado o pais mais rico do mundo em termos de biodiversidade,
porém é um dos menos estudados quando se refere ao seu potencial quimico-
farmacoldgico.

Nos estudos de bioprospeccao, por vezes, um numero consideravel de micro-
organismos € coletado. Porém, para entender a microbiota do ambiente e/ou explorar
o potencial biotecnoldgico dos micro-organismos, é necessario identifica-los. Diversos
métodos sao utilizados para identificar micro-organismos, como a identificacéo
fenotipica e as técnicas moleculares. Atualmente, € comum encontrar estudos que
utilizam mais de um método para proceder a identificacao.

Os fungos filamentosos sdo um grande grupo de organismos ubiquos e de
interesse biologico, pois representam uma fonte inestimavel de compostos bioativos.
Muitas espécies produzem metabdlitos Uteis, como pigmentos, enzimas, vitaminas e
antibiéticos, enquanto algumas outras espécies sdo infecciosas e causam doencgas.
Por esse motivo, pesquisadores tém estudado as espécies de fungos ndo apenas para
compreender doengas em humanos e plantas, mas também para identificar
metabdlitos para fins industriais (IWASHITA, 2002; SCHORBELE et al, 2013;
ALBERTI et al., 2017). (ALBERTI; FOSTER; BAILEY, 2017)

Segundo Smith et al. (2015), estudos farmacoldgicos e medicinais de fungos
mostraram que os basidiomicetos e ascomicetos constituem uma fonte imensa de

componentes biologicamente ativos, como agentes antimicrobianos e antioxidantes.
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De acordo com Guimaraes et al. (2010), varias razdes justificam a necessidade
urgente por novos agentes antibioticos: doencas infecciosas sdo a segunda maior
causa de mortalidade do mundo; altas taxas de resisténcia microbiana, especialmente
em ambientes hospitalares; o decréscimo constante observado no numero total de
novos agentes antimicrobianos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA)
e a necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acdo diferentes aos
farmacos em uso.

A descoberta de novos produtos naturais bioativos como condutores do
desenvolvimento  terapéutico pode ser inspirada pelo conhecimento
etnofarmacoldgico, ou alcancada através da triagem de uma colecédo de extratos para
bioatividade (NOTHIAS et al., 2018). Os testes in vitro e in vivo para a descoberta de
extratos ou compostos isolados a partir de diferentes fontes naturais é uma forma
comum de descobrir metabdlitos biolégicos ativos (SENTHIL-RAJAN et al., 2013).

Assim, conhecendo as propriedades biotecnoldgicas dos fungos filamentosos
e sua importancia na busca de substancias ativas entre seus metabdlitos com
potencial terapéutico, este trabalho visa verificar a producdo de agentes
antimicrobianos por diferentes espécies de fungos, além de desenvolver meios para
obter rendimentos satisfatorios de metabdlitos através da avaliacdo das condi¢des de
cultivo e analisar a constituicdo quimica de extratos, obtendo uma visdo geral de

moléculas potencialmente ativas presentes nessas amostras.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral:
Realizar um estudo de bioprospeccdo de fungos filamentosos, visando

identificar substancias com potencial antimicrobiano.

1.1.2 Objetivos especificos:

e |dentificar os fungos filamentosos coletados e isolados;
¢ Analisar os perfis de restricdo para diferenciacao intra-especifica;
e Selecionar o(s) possivel(eis) fungo(s) que apresente(m) atividade

antimicrobiana frente a micro-organismos de interesse clinico;
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Determinar as melhores condi¢des de cultivo para a producéo dos metabdlitos
de interesse, utilizando o isolado que apresentar os melhores resultados;
Obter extratos brutos dos caldos fermentados e promover particdes
liquido:liquido dos mesmaos;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) dos extratos para selecionar o melhor solvente
organico a ser utilizado nas extracdes dos metabdlitos secundarios;

Avaliar, frente a micro-organismos de interesse clinico, o tipo de interac&o entre
0 extrato bruto e agentes antimicrobianos disponiveis na prética clinica;
Avaliar a capacidade do extrato bruto de inibir a formacdo de biofilme
bacteriano;

Determinar a atividade antioxidante do extrato bruto;

Realizar o fracionamento do extrato bruto utilizando técnicas cromatogréficas e
determinar A CIM e a CMB das fases particionadas;

Obter dados de espectrometria de massas do extrato bruto e das fragbes e

analisa-los através do sistema de redes moleculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos estéo entre os organismos mais importantes do mundo, tanto pelos
papéis vitais que exercem no ecossistema como pela influéncia sobre os seres
humanos e em atividades relacionadas ao homem. S&o eucaritticos, heterotroficos e
altamente eficientes na degradacdo de uma grande variedade de substratos. Sua
nutricdo ocorre por absorcao, pois secretam enzimas no ambiente e depois absorvem
0s nutrientes restantes da digestdo (BENNETT, 1998; MUELLER; SCHMIT, 2007).

Podem ser encontrados em associagdo com outras espécies (por exemplo,
liguens ou micorrizas), como patdgenos de animas e plantas ou como saprébios de
vida livre. Estdo dispersos no meio ambiente, em vegetais, no ar atmosférico, solo e
agua (ANVISA, 2004; MUELLER; SCHMIT, 2007), porém, a maioria deles é terrestre,
vive no solo ou sobrevive em cadaveres de organismos multicelulares, como plantas
e animais, contribuindo para a reciclagem ambiental (KHAN et al., 2014).

Em numeros, igualam-se aos animais e superam as plantas. Ademais, Esposito
e Azevedo (2010) afirmam que, excluindo-se os insetos, os fungos constituem os mais
NnuUMerosos seres Vivos existentes. Paguigan et al., 2016 acrescentam que, embora
existam cerca de 5,1 milhdes de espécies fungicas no mundo, menos de 100 mil foram
cultivadas e/ou descritas até os dias atuais.

Os fungos filamentosos possuem como elemento constituinte basico a hifa, que
pode ter septacdo regular (fungos superiores) ou septos formados eventualmente,
para oclusdo de regides do micélio (fungos inferiores). A partir da hifa ou de
esporangios, sexuados ou assexuados, formam-se esporos, estruturas responsaveis
pela propagacao das espécies. Na grande maioria dos fungos, os esporos podem ser
chamados de conidios (ANVISA, 2004).

Os esporos, estruturas que resistem a radiacao ultravioleta (UV), dessecacao,
pressdo, calor e frio, quebram a dorméncia e comecam a germinar ao encontrar
condicdes favoraveis. A germinagdo € o mecanismo que transforma o esporo do
estado biolégico dormente, proporcionando o crescimento vegetativo do organismo.
Logo, o esporo é uma estrutura de reproducdo sexuada ou assexuada. Na reproducao
assexuada a velocidade com que os esporos podem ser produzidos e disseminados

é alta, 0 que representa uma vantagem. Por mais que seja um processo mais longo,
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a reproducdo sexuada proporciona variagdo genética na populacdo (SEPHTON-

CLARK; VOELZ, 2018). Estas caracteristicas séao ilustradas a seguir, na Figura 1.

Figura 1- (a) Representacao ilustrativa de hifas continuas (ndo-septadas ou
cerociticias) e septadas (apociticas). (b) Septacéo regular de hifas (ver seta). (c)
Reproducao assexuada nos fungos através de esporos assexuais (conidios),
formados por hifas especiais (conidioforos)

(a) (©)
--_/’2’ 1-‘ ,“; \/ Conidios X
h— e - DAY, (Spor®
hifa continua / hifa septada hidina ,,‘.ﬁ.‘ 5-";}}_£':,x; (®] ‘
'y Yos o
(b)

Germinagio
Comdioforos

[ Germinacto ]

Hifas

Fontes: (a) ANVISA (2004); (b) Public Health Image Library (PHIL) (disponivel em:
https://phil.cdc.gov/; acesso em 01/12/2018); (c) Machado et al., 2012.

Tais micro-organismos sao encontrados em quase toda a natureza, 0 que
demonstra sua capacidade de adaptacdo a uma variedade de ambientes. Quanto a
habilidade de crescer em quase todos os habitats da Terra, sdo superados apenas
pelas bactérias na capacidade de suportar condicdes extremas de temperatura e
escassez de fontes nutricionais. Considera-se que as regides tropicais possuem a
maior diversidade para a maioria dos grupos de organismos, incluindo os fungos
(BLACKWELL, 2011; JIANG et al., 2013; STUBIGER et al., 2016).

Muitas vezes, os fungos filamentosos sao reconhecidos como causadores de
sérios problemas no campo agricola, veterinario, médico e nas industrias alimentar,
farmacéutica e cosmética. Na agricultura e na industria de alimentos, sé&o
responsaveis pela deterioracdo de matérias-primas e alimentos processados, além de
apresentarem-se como risco para a saude devido a sua capacidade de produzir

alérgenos e micotoxinas, bem como causadores de micoses (BENNETT, 1998;
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FISHER et al., 2012; HAUGLAND et al., 2004; JIANG et al., 2013; LECELLIER et al.,
2014).

Fungos filamentosos presentes no meio ambiente hospitalar podem causar
infeccbes em  pacientes imunocomprometidos. Membros dos géneros
filogeneticamente relacionados Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces estédo entre 0os
fungos encontrados nestes ambientes internos (HAUGLAND et al., 2004). Porém, o
género Aspergillus (principalmente as espécies A. terreus, A. fumigatus, A. flavus e A.
niger) € o mais citado na literatura como fungo oportunista, especialmente em
pacientes transplantados de medula éssea e neutropénicos. A inalacdo de esporos é
a via mais comum de transmissdo e os surtos de aspergilose sdo associados a
reformas e construgdes, dentro e ao redor de hospitais (ANVISA, 2004). Nomura et al.
(2016) afirmam que, em seres humanos, principalmente imunocomprometidos, as
doencas fungicas sao dificeis de tratar porque os fungos estdo mais intimamente
relacionados com animais do que outros organismos.

Apesar deste impacto negativo, muitas espécies de fungos sdao
reconhecidamente importantes pelos aspectos industriais e biotecnolégicos. Outras
sdo particularmente relevantes para a humanidade, especialmente nos campos da
biotecnologia, agricultura, medicina, seguranca alimentar e no controle de pragas,
sendo utilizados como fontes de agentes bioativos (JIANG et al., 2013). Radzio e Kiick
(1997) citam A. niger, A. oryzae, Trichoderma reesei, Acremonium chryogenum e P.
chrysogenum como exemplos de fungos filamentosos utilizados em indastrias, os
quais sao “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS — Generally Recognized

as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration).

2.1.1 Aspergillus

O género Aspergillus (Eurotiomycetes, Ascomycota) é diverso, com alto
impacto econdmico e social. Suas espécies estdo amplamente distribuidas no mundo,
(SAMSON et al., 2014; SLOOTHAAK et al., 2016), principalmente no solo (KANG et
al., 2013). Membros deste género sédo espécies-modelo, estudados para entender 0s
processos de desenvolvimento em fungos, por varios motivos: sdo facilmente
cultivaveis em condi¢Oes laboratoriais, sua morfologia € bem caracterizada quanto ao
desenvolvimento de esporos assexuados e exibem sistemas de reproducdo sexual
homotalicos (auto-férteis) e heterotalicos (OJEDA-LOPEZ et al., 2018). Estima-se que
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mais de 250 espécies de Aspergillus foram catalogadas (SIMOES et al., 2013; SILVA
et al., 2015).

Os fungos deste género reproduzem-se assexuadamente (produz esporos
assexuais), porém algumas espeécies apresentam a forma sexuada, caracterizada
pela presenca de cleistotécios, ascos e ascosporos; neste caso, o fungo é classificado
como teleomorfo. A taxonomia do género baseia-se nos caracteres morfolégicos e
fisiologicos, bem como nas caracteristicas reprodutivas observadas.
Microscopicamente, apresentam sistema somatico formado por hifas regulamente
septadas de aproximadamente 4 mm de didametro. O género caracteriza-se por
apresentar a base do conidiéforo em forma de “T” ou “L”. E esta base que promove a
conexdo do conidiéforo & hifa somatica, sendo comumente denominada de “célula
pé”. O conididforo, simples e usualmente asseptado, € o ramo que se desenvolve a
partir da “célula pé”, podendo apresentar diferentes comprimentos. No seu apice,
forma-se a vesicula, a qual pode possuir diferentes formas e tamanho, dependendo
da espécie. Formadas diretamente na vesicula, as fidlides ddo origem aos conidios.
Em algumas espécies, o conidio fica diretamente ligado as fialides; essa caracteristica
pertence as espécies denominadas de unisseriadas. Outras espécies possuem
métulas, que sdo estruturas localizadas entre a vesicula e as fialides; a presenca
destas estruturas caracteriza estas espécies como bisseriadas. A coloracdo das
colbnias é a caracteristica principal macroscopica para a diferenciacéo das Secdes de
Aspergillus. Eles possuem vérios tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e
cinza (KLICH e PITT, 1988; KLICH, 2002; XAVIER et al., 2008). As Figuras 2a e 2b
ilustram os dois tipos de conidioforos citados.

Espécies deste género sdo conhecidas por deteriorar alimentos e produzir
micotoxinas, as quais sdo metabdlitos secundarios naturalmente produzidos por
fungos como os dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IQBAL et al., 2016).
As aflotoxinas, por exemplo, podem ser produzidas por A. flavus e A. parasiticus
(ALBERTI et al., 2017; DASAN et al., 2017; DENG et al., 2017), a ocratoxina A por A.
carbonarius, A. niger, A. tubingensis e A. ochraceus (LAHOUAR et al., 2017) e a
fumonisina B2 por A. welwitschiae e A. niger (MASSI et al., 2016). A aflatoxina B1 é
carcinogénica e, dentre os trés grupos citados, é a mais toxica (IQBAL et al., 2016;
DASAN et al., 2017; LIPPOLIS et al.,, 2017). A ocratoxina A é nefrotoxica,
potencialmente carcinogénica, teratogénica e pode ser encontrada em uma variedade

de produtos alimenticios, como cereais, graos, frutas diversas e especiarias. A
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fumonisina B2z é frequentemente encontrada em cereais e pode causar uma variedade
de efeitos toxicos em diferentes espécies animais, tendo sido associada com o cancer
esofagico em seres humanos (MASSI et al., 2016; LIPPOLIS et al., 2017).

Figura 2- (a) Conidiéforo unisseriado de Aspergillus; (b) Conidiéforo bisseriado de

Aspergillus.

Fialides
Métula

Vesicula

Conidioforo

Célula basal
ou
“Célula pé”

Fonte: Adaptado de Klich (2002)

Aspergillus spp. também séo frequentemente relatadas como patdégenos de
plantas e animais. Em humanos, o espectro da doenca varia de acordo com alguns
aspectos, como a colonizacdo e as condicbes alérgicas (MEIS et al.,, 2016). A
aspergilose invasiva é relacionada com um grande nuimero de mortes de causa
infecciosa em pacientes imunocomprometidos. Embora a maioria dos casos seja
causada por A. fumigatus, outras espécies podem desenvolver este agravo (PARK et
al., 2016), como A. flavus, que é bem conhecido por causar doencas respiratérias
induzida pela inalagéo dos conidios (SEPHTON-CLARK; VOELZ, 2018).

Apesar destes aspectos aqui citados, Aspergillus € um dos géneros fungicos
com maior importancia econdémica em biotecnologia (KOCSUBE et al., 2016). Fungos
deste género sao utilizados para a producdo de véarios metabdlitos com aplicagbes
industriais, como acidos organicos, aditivos alimentares, produtos farmacéuticos e
enzimas, ou ainda como agentes em fermentacdes de alimentos. A variedade de
metabdlitos produzida por espécies deste género pode estar relacionada a sua grande
diversidade (SAMSON et al., 2014; YANG et al., 2016).
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2.1.2 Paecilomyces

As espécies de Paecilomyces sdo comumente encontradas em amostras de
solo, nos produtos alimentares e em cosméticos. Algumas espécies deste género
podem causar deterioracdo alimentar, além de varias doencas em humanos, incluindo
sinusite, infeccbes de feridas, osteomielite, otite e peritonite (YANG et al., 2016). As
espécies mais comumente associadas a infeccbes sdo: P. lilacinus, P. variotii e P.
marquandii (CHEN e CHEN, 2016).

Contudo, algumas espécies sdo capazes de produzir uma variedade de
metabdlitos secundarios de diferentes classes quimicas e com atividades biolégicas
variadas, como agentes citotoxicos, antibacterianos e imunoestimulantes (TELES;
TAKAHASHI, 2013). H& relatos constatando que P. lilacinus tem sido amplamente
testado, pois produz substancias que atuam como agentes de biocontrole de
nematoides em plantas (VIGUERAS et al., 2014; YANG et al., 2015; ZHANG et al.,
2014). Ademais, Teles e Takahashi (2013) constataram que esta espécie produz um
composto inibidor da acetilcolinesterase e, portanto, pode representar um forte aliado
no tratamento da Doenca de Alzheimer. P. militaris € produtor de Militarinona A, um
alcaloide que possui atividade neurogénica. P. thermophila, como seu proprio nome
sugere, € um fungo termofilo produtor de enzimas lignocelulolitcas, como a f-
glicosidase (YANG et al., 2013), bem como de xilanases e quitinases (KOPPARAPU
et al., 2012). Ja P. variotii € produtor das enzimas a-amilase (MICHELIN et al., 2010),
fitase e tanase (MADEIRA et al., 2011).

Paecilomyces pertence ao filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Eurotiales e familia Trichocomaceae (TELES e TAKAHASHI, 2013). E
morfologicamente similar a representantes de Penicillium. O género foi revisto por
Samson, em 1974, que reconheceu e definiu 31 espécies e dividiu o género em duas
secOes: Paecilomyces secdo Paecilomyces, a qual contém principalmente membros
termofilos e Paecilomyces secdo Isarioidea, a qual € composta por mesofilos,
incluindo varias espécies entomopatogénicas ou nematoéfagas bem conhecidas, tais
como P. amoeneroseus, P. farinosus, P. fumosoroseus, P. javanicus, P. lilacinus, e P.
tenuipes (SAMSON, 1974; INGLIS; TIGANO, 2006). Samson (1974) também afirma
que P. varitiii e P. lilacinus séo as espécies mais comumente encontradas em habitats

como solo e estruturas marinhas, como esponjas.
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Espécies de Paecilomyces apresentam conidioforos simples ou agrupados,
arranjados em ramos verticilados ou irregulares, comportando as fialides. Estas, por
sua vez, possuem uma porc¢éo basal cilindrica ou elipsoide, que termina em um longo
pescoco cilindrico. Os conidios podem ser elipsoides a fusoides, unicelulares, hialinos
ou pigmentados. A Figura 3 representa esquematicamente estas caracteristicas
citadas, utilizando P. variotii como exemplo. Dependendo da espécie e do meio de
cultivo, as colonias podem apresentar coloracées brancas, amarelas, rosas ou
vermelhas (SAMSON, 1974; ALVES, 1998).

Figura 3 - Representacdo esquematica do conidiéforo do fungo P. variotti

Paecilomyces variotti

OO (O — Conidio

Fialide

Conidioforo
e

/

Fonte: Adaptado do site <http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/
pae.htm> (Acesso em 24/01/2017)

2.1.3 Metabdlitos secundérios produzidos por fungos

Os metabdlitos primarios sdo compostos que exercem papéis fundamentais na
sobrevivéncia das espécies. Como exemplo, desempenham fungbes ativas na
fotossintese e na respiragdo (AGOSTINI-COSTA et al., 2012) e incluem carboidratos,
lipideos, acidos organicos, entre outros (AHMED et I., 2017). Em contrapartida, 0s
metabolitos secundarios geralmente ndo estdo associados com o crescimento,

desenvolvimento ou reproducdo de um organismo, mas sao conhecidos por
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desempenhar um papel vital nos sistemas de defesa dos mesmos (DIKSHIT;
TALLAPRAGADA, 2018).

Geralmente, os metabdlitos secundarios possuem baixo peso molecular, porém
suas estruturas quimicas sdo complexas (YOGABAANU et al., 2017). Constituem um
grupo extremamente diversificado de produtos naturais, 0os quais sao sintetizados por
plantas, fungos, bactérias, algas e animais. A maioria dos metabdlitos secundarios,
como terpenos, compostos fendlicos e alcaloides séo classificados com base na sua
origem biossintética (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Embora seu papel ecoldgico ainda ndo tenha sido totalmente elucidado, muitos
metabdlitos secundarios exercem atividades que, provavelmente, fornecem ao
organismo produtor uma vantagem competitiva, facilitando a sobrevivéncia em seu
ambiente natural (YOGABAANU et al., 2017). Por exemplo, as toxinas auxiliam na
competicdo nos ambientes, auxiliando na protecao contra outros micro-organismos ou
insetos; as melaninas podem auxiliar na protecdo contra o estresse abidtico; dentre
outros (THROCKMORTON et al., 2016; ULAGANATHAN et al., 2017; WANG et al.,
2018). Portanto, a auséncia destes compostos ndo resulta em morte imediata dos
organismos, porém representa um comprometimento a longo prazo da sua
capacidade de sobrevivéncia (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por micro-organismos,
especialmente por alguns grupos selecionados de actinomicetos e fungos
filamentosos (DIKSHIT; TALLAPRAGADA, 2018). Segundo Khan et al. (2014), a
guimica dos fungos € um pouco mais complexa, pois sédo estruturalmente diferentes
das plantas e dos animais, apesar de compatrtilhar alguns padrées semelhantes com
tais espécies. Por exemplo, seguem as mesmas vias bhiossintéticas para a sintese de
metabdlitos secundarios, como terpenos e policetideos.

Para estimular a producdo de metabdlitos secundarios a partir de fonte
microbianas em geral, as condi¢bes de cultivo sdo exploradas para avaliar seus
efeitos sobre o rendimento do produto que se deseja obter. Um parametro avaliado é
a composicdo do meio de cultivo, pois o tipo e a natureza do carbono (C) e do
nitrogénio (N) fornecidos, bem como a relacdo C/N, tém um efeito dominante, pois
estdo diretamente associados ao crescimento da biomassa de um organismo e ao
rendimento de metabolitos selecionados (DIKSHIT e TALLAPRAGADA, 2018). Assim,

pequenas alteracbes nutricionais e/ou ambientais podem influir diretamente na
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quantidade, qualidade e diversidade dos metabolitos secundarios como produtos de
fermentacao (KHAN et al., 2014).

Geralmente, os metabolitos secundarios sdo produzidos préximo ao final da
fase de crescimento ativo, em uma etapa do ciclo de crescimento conhecida como
idiofase. S&o sintetizados a partir de compostos que sao derivados de vias
metabdlicas primarias, as quais ocorrem na trofofase, em condicfes controladas de
nutrientes (NIGAM; SINGH, 2014; YOGABAANU et al., 2017). A Figura 4 ilustra uma
curva de crescimento microbiano, mostrando as 4 fases tipicas, enfatizando a

trofofase e a idiofase.
Figura 4 - Fases do crescimento microbiano
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Fonte: O autor

Diferentes classes destes compostos sdo frequentemente associadas a um
conjunto restrito de espécies dentro de um grupo filogenético, constituindo compostos
bioativos (AGOSTINI-COSTA et al., 2012). Os metabdlitos secundarios de origem
fungica séo, geralmente, classificados em uma das seguintes categorias, baseando-
se na sua origem biossintética: policetideos, peptideos ndo-ribossomais, terpenoides,
derivados de triptofano prenilados ou compostos hibridos, tais como hibridos de
policetideos/peptideos ndo-ribossomais que incorporam componentes de varias vias
(HILLMAN et al., 2017).

No geral, os metabdlitos secundarios microbianos séo amplamente explorados,

relacionando-os as suas atividades biol6gicas com fins biotecnolégicos: sdo usados
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como antibioticos e outros medicamentos, toxinas, pesticidas e fatores de crescimento
de animais e plantas ( NIELSEN e NIELSEN, 2017). Hillman et al. (2017) afirmam que
0s metabdlitos secundarios de fungos séo frequentemente bioativos e quimicamente
diversos devido ao seu papel em conferir uma vantagem seletiva ao fungo produtor
em ambientes competitivos pois, de acordo com Souza et al. (2017), os fungos
representam uma parte dos ecossistemas naturais, podendo ser fontes promissoras
para a producdo de varios compostos e formando uma parcela cada vez mais
importante para os setores farmacéutico, agricola e industrial. Ademais, 0 sucesso
dos fungos filamentosos para a producao industrial de produtos biotecnoldgicos deve-
se em grande parte a versatilidade metabdlica destes micro-organismos (PIMENTA et
al., 2010; LOPES et al., 2013).

Muitos  farmacos disponiveis no mercado, como antitumorais,
imunossupressores, agentes antibacterianos, antifUngicos, antiparasitarios,
hipocolesterolémicos e anti-inflamatérios foram obtidos a partir do metabolismo
fungico (TELES e TAKAHASHI, 2012). Este fato reforca a importancia dos fungos
filamentosos como produtores de compostos bioativos de alto valor para a inddstria
farmacéutica. As tecnologias em evolucdo e a crescente acessibilidade do
sequenciamento estdo aumentando rapidamente o conhecimento por meio da
aquisicdo de dados genbmicos, transcriptbmicos e protedbmicos. Andlises de
bioinformatica mostraram que os fungos filamentosos s@o capazes de produzir
metabdlitos bioativos incalculaveis, mas numerosos aglomerados génicos que
codificam compostos potencialmente Uteis frequentemente permanecem
transcricionalmente silenciosos sob condicdbes de laboratério. Portanto, é
indispensavel desenvolver métodos de alto rendimento, verséateis e precisos para
explorar as capacidades metabdlicas completas dos fungos filamentosos para a
descoberta de novas drogas e prevencao de patdogenos (DENG et al., 2017).

Géneros como Aspergillus, Penicillium, Acremonium e Fusarium, todos
isolados tipicos do solo, sdo conhecidos por sua capacidade de sintetizar diversas
estruturas quimicas (OSAMWONYI e WAKIL, 2012). Destes, grande numero de
extratos fungicos e/ou produtos extracelulares foram obtidos a partir de espécies de
Aspergillus e Penicillium, destacando-se o0s produtos que possuem atividade
antimicrobiana (LOPES et al., 2013).

Embora o estudo sistematico dos metabdlitos secundarios fungicos tenha

comecado em 1922, foi com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em
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1928, que a exploracdo de metabdlitos secundarios comecou a se intensificar
YOGABAANU et al.,, 2017), fazendo com que os fungos filamentosos fossem
utilizados como produtores de metabdlitos secundarios com diferentes atividades
biol6gicas, como antimicrobiana, imunossupressora e hipolipemiante (LOPES et al.,
2013). Ademais, os fungos filamentosos estdo envolvidos na producdo de outros
metabalitos, incluindo acidos organicos, enzimas, exopolissacarideos e biofilmes para
usos industriais (JIANG et al., 2013). Estatinas utilizadas na reducao do colesterol,
griseofulvina antifiingica e acido micofendélico como imunossupressor sdo exemplos
de outros metabdlitos secundarios de fungos que atingiram com sucesso o0 mercado
farmacéutico (NIELSEN e NIELSEN, 2017).

Varios processos industriais empregando isolados de Aspergillus para a
producéo de acidos organicos foram desenvolvidos (por exemplo, acido citrico, acido
glucénico e acido kdjico), os quais possuem um status importante na producéo
biotecnoldgica de produtos quimicos. Por exemplo, A. niger produz &cido citrico,
enquanto A. terreus é capaz de produzir &cido itacénico. Os &cidos organicos sao
utilizados como aditivos alimentares, acidulantes, na nanomedicina, em inddstrias
quimicas, entre outros (YANG et al., 2016).

Os metabdlitos secundarios de Aspergillus também sao reconhecidos por suas
aplicacdes na industria farmacéutica. Segundo Haynes et al. (2012), a asperlicina,
empregada no tratamento de distarbios neurolégicos, é produzida por A. alliaceus. A.
nidulans produz a equinocandina B, um hexapeptideo conjugado com acidos graxos
gue possui forte atividade antifingica e cujos derivados semi-sintéticos sao utilizados
no tratamento de micoses invasivas (HUTTEL et al.,, 2016). (Kang et al. (2013)
concluiram que A. fumigatus também possui potencial antifangico. Wang et al. (2014)
destacaram a atividade anticancer do metabdlito aspergiolide A, produzido por A.
glaucus.

A habilidade que os fungos filamentosos possuem de crescer em substratos
simples e baratos e a sua capacidade de produzir uma vasta gama de metabolitos
comercialmente interessantes torna-os atraentes para explora-los como organismos
de producdo em biotecnologia (MEYER, 2008). Alguns exemplos de compostos
importantes produzidos industrialmente e que sao obtidos a partir de fungos
filamentosos sédo citados a seguir, no Quadro 1. Na Figura 5, sao ilustradas as
estruturas quimicas de alguns metabdlitos secundarios produzidos por fungos

filamentosos.



Quadro 1 - Exemplos de compostos industrialmente importantes produzidos por

fungos filamentosos

Compostos Micro-organismo Principais areas de aplicacéo
Acidos
Acido citrico Aspergillus niger Indastria de alimentos e bebidas

Acido itaconico A. terreus Industria de polimeros
Acido kdjico A. oryzae Industria de alimentos
Enzimas

a-amilase A. niger e A. oryzae Processamento do amido e

Celobiohidrolase e
Celulase
Fitase

Glicoamilase

Glicose oxidase

Lacase

Lipases

Pectina liase

Proteases

Quimosina

Xilanase

Trichoderma viride
e T. reesei
A. niger e A. oryzae
A. phoenicis e
Rhizopus delemar
A. niger e A. oryzae

A. fumigatus

A. niger e A. oryzae

T. reesei
A. niger, A. oryzae e
R. delemar
A. niger e Mucor
miehei
T. reesei, T. konignii

e A. niger

indastria de alimentos
Industria téxtil, de celulose de e
papel
Industria de alimentos
IndUstria de processamento do
amido
IndUstria téxtil e biossensor
IndUstria téxtil, de celulose de e
papel
Industria de alimentos e de
detergentes
Industria de alimentos
IndUstria de alimentos e de
detergentes

IndUstria de alimentos

Padarias, indUstria téxtil, de

celulose e de papel

Exopolissacarideos

Escleroglicano

Pululano

Sclerotium rolfsii

Aureobasidium

pullulans

Producgédo de petroleo e industria
de cosméticos
IndUstria farmacéutica e de

alimentos

Metabdlitos secundérios
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Cefalosporina

Ciclosporina

Ergotamina

Griseofulvina

Lovastatina

Acremonium
chrysogenum
Tolypocladium
nivenum
Claviceps purpurea
Penicillium

griseofulvum

Monascus rubber e

IndUstria farmacéutica

IndUstria farmacéutica

Industria farmacéutica

IndUstria farmacéutica

IndUstria farmacéutica

insaturados

Acido pantoténico

Hidrofobina

Biomassa

Acidos graxos poli-

Mucor circinelloides

F. oxysporum

T. reesei

F. venentatum

A. terreus
Penicilina P. chrysogenum Industria farmacéutica
Taxol Taxomyces IndUstria farmacéutica
andrenae
Zeranol Fusarium Anabolizante utilizado na criacéo
graminearum de gado
Outros

Indastria farmacéutica, de
alimentos e racoes
Industria farmacéutica, de
alimentos e racoes
Engenharia de tecidos e
nanotecnologia

IndUstria de alimentos

Fonte: Adaptado de Meyer (2008)

2.1.3.1 Metabdlitos secundarios produzidos por Aspergillus terreus

39

Aspergillus terreus (Trichocomaceae) é um ascomiceto filamentoso de

importancia biotecnolégica e médica (WANG et al., 2018). E a espécie mais

importante da secdo Terrei, reconhecida por ser ubiqua, estando presente em

diversos locais do meio ambiente: solos do deserto e de pastagens, além de montes

de compostagem; também sdo encontrados contaminando produtos vegetais como

milho, cevada e amendoim (SAMSON et al., 2011). Varios estudos foram realizados
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utilizando isolados de A. terreus oriundos do ambiente marinho (SUN et al., 2018; WU
et al., 2018; YANG et al., 2018).

Figura 5 - Formulas estruturais de metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos
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Fontes: (a) Calixto; Cavalheiro, 2012; (b) Fujita et al., 1993; (c) GUO et al., 2006; Refat
et al., 2017; (e) Costa, 2009; (f) Lu et al., 2019

Esta espécie emergiu como um fungo importante para a industria farmacéutica
devido a sua capacidade de produzir uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios (RAINA et al., 2012). Segundo Boruta e Bizukojc (2014), ha uma lista de
metabdlitos associados com espécies de Aspergillus disponiveis online
(https://www.aspergillus.org.uk), o qual destaca A. terreus como uma espécie

associada a um grande numero de moléculas.
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Aspergillus terreus é reconhecido como produtor de diversas classes de
metabodlitos secundarios, dentre elas alcaloides, terpenoides, policetideos,
butenolideos e xantonas (LIU et al., 2017; SUN et al., 2018), os quais desempenham
uma vasta gama de atividades biologicas. Contudo, destaca-se a producdo de
lovastatina, que é um potente farmaco utilizado para baixar o colesterol sanguineo
(BIZUKOJC et al., 2012) e foi a primeira estatina a ser aceita pelo FDA em 1987. De
acordo com Jahromi et al. (2012), lovastatina também pode ser produzida por outros
micro-organismos, como espécies de Penicilium, Monascus, Hypomyces,
Doratomyces, Phoma, Gymnoascus, e Trichoderma, mas apenas a lovastatina
produzida por A. terreus € comercializada. Outros metabdlitos secundarios produzidos
por A. terreus, assim como suas respectivas atividades bioldgicas, estéo listados a
seguir, no Quadro 2. A Figura 6 ilustra as estruturas quimicas de alguns metabdlitos

secundarios produzidos por A. terreus.

Quadro 2 - Metabolitos secundarios isolados a partir de cultivos de diferentes
linhagens de Aspergillus terreus, isoladas de locais distintos

Atividade Referéncia Composto Substrato de
biolégica isolamento
Antidiabética Dewi et al., 2015 Butirolactonas Solo
Anti-inflamatoria Liu et al., 2017 Terpenoides Endofitico/mangue
Liu et al., 2018 Butenolideos Corais
Antileishmanicida Elkhayata et al., | Terrenolide S Endofitico
2015
Hirota et al., 1983 | Acido terreciclico | N&o informado
A
Antimicrobiana Dewi et al., 2008 Emodina N&o informado
Wang et al., 2011 | Butirolactonas Mar
Barakat e Gohar, | Extrato bruto Mar
2012
Ibrahim et al., | Aspernolides Endofitico
2015 Fe G
Antioxidante Wang et al., 2013 | Polissacarideos Solo
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Trabolsy et al., | Terreina N&o informado
2014
Antioxidante Dewiet al., 2015 Isoaspulvinone E | Colegao de culturas
e Aspulvinone E
Sun et al., 2018 Butenolideos Mar
Turbyville et al., | Acido terreciclico | Rizosfera/deserto
2005 A
Antitumoral Li et al., 2016 AP2A Solo
(polissacarideo)
El-Sayed et al., | Taxol Endofitico
2018
Qietl., 2018 Butenolideos Mar
Antiviral Gao et al., 2013 Aspuvinonas Rizosfera/mangue
Wang et al., 2011 | Butirolactonas Mar
Citotoxica Lietal., 2015 Fumigaclavine | Endofitico
Guo et al., 2016 Butenolideos Endofitico
Hipocolesterolémica | Kamath et al., | Lovastatina Solo
2015
Lipolitica Parmar etal., 1997 | Lipase Solo

2.2 METODOS DE IDENTIFICACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A identificacéo e a classificacdo adequadas dos fungos sdo aspectos de suma

importancia para diversas areas, como a Microbiologia e a Biotecnologia. Bugni e

Ireland (2004) enfatizam que estes aspectos sdo fundamentais para o estudo de

produtos naturais, por exemplo. Sem identificacdo adequada, as investigacbes

guimicas dos fungos tornam-se dificeis, sendo impossiveis de reproduzir. Aléem disso,

tal caracterizagdo, combinada com os aspectos quimicos, pode fornecer ferramentas

adicionais para os micologistas classificarem os fungos.
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Figura 6 - Formulas estruturais de metabdlitos secundarios produzidos por
Aspergillus terreus

(a) Lovastatina
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Fontes: (a) Tavares et al., 2016; (b) Turbyville, 2005; (c) Hsu; Chung, 2012; (d) Zaehle
et al., 2014, (e) Boruta e Bizukojc (2014); (f) Steiger et al., 2013

Tradicionalmente, a taxonomia baseia-se em observacdes de caracteristicas
macroscopicas da colbnia e microscopicas de estruturas flungicas. A andlise da
colénia visa observar caracteristicas peculiares, como cor, textura, superficie e
pigmento difundido no meio de cultura. A observacdo das estruturas microscopicas,
como as hifas (hialina ou demécia; apocitica ou cenocitica) e os esporos (forma,
disposicéo, formacédo etc) sdo de suma importancia para a identificacdo de fungos
filamentosos. Para tanto, a morfologia microscopica pode ser visualizada utilizando a
técnica de microcultivo, que preserva a disposi¢ao original dos esporos sobre as hifas
e mantém integras certas estruturas formadoras de esporos (ANVISA, 2004). Porém,
guando nao houver producéo de estruturas reprodutivas, pode-se alterar as condi¢cdes
de cultivo. Para induzir a esporulacdo, pode ser utilizado meio de cultura seletivo,

aumentar a incidéncia de luz sobre a cultura, irradiacdo com doses reduzidas de luz
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ultravioleta. As estruturas observadas devem ser comparadas com as literaturas de
referéncia, através de chaves de identificacéo.

Embora os fungos tenham sido historicamente identificados e classificados por
caracteristicas morfoldgicas, os micologistas tém utilizado uma série de técnicas para
ajudar a identificar fungos e organizar sua sistematica (BUGNI e IRELAND, 2004). Isto
acontece porque a identificacéo fenotipica possui algumas limitacdes, como: recursos
humanos experientes para observacdo de caracteres morfologicos; as estruturas
esporulantes devem estar presentes, o que requer tempo para crescimento e
interpretacdo; € um método laborioso e demorado; por vezes, os isolados séo
morfologicamente semelhantes, mas pertencem a espécies diferentes (LAU et al.,
2013; STUBIGER et al., 2016).

Assim, a morfologia ainda desempenha um papel importante na taxonomia,
mas o uso adicional de outras técnicas esta se tornando mais comum (ANVISA, 2004;
BUGNI e IRELAND, 2004). Diversos pesquisadores tém relatado a importancia de
uma abordagem polifasica, ou seja, a combinacdo de diferentes ferramentas de
identificacdo, como caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares. Por exemplo, Zulkifli e Zakaria (2017) afirmam que a identificacédo
precisa de espécies de Aspergillus ao nivel de espécies envolve tanto os caracteres
morfol6gicos como os moleculares. Dependendo da espécie, a morfologia pode néao
ser suficiente, pois caracteristicas microscépicas e macroscopicas de algumas
espécies sdo semelhantes, como acontece com os Aspergillus Secéo Nigri.

A identificacdo de espécies microbianas tem sido amplamente realizada
utilizando técnicas moleculares modernas, as quais sao rapidas, especificas e
sensiveis (AL-HINDI et al., 2017). Métodos moleculares, como a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), sdo utilizados nos estudos de
identificacdo. O seu uso representa um avanc¢o importante nos estudos de organismos
minuciosos, muitas vezes incultivdveis. Alguns problemas, como a escassez de
caracteres morfolégicos (o que acontece, por exemplo, com leveduras), caracteres
nao correspondentes entre os taxons (por exemplo, estagios assexuais e sexuais) e
morfologias convergentes ndo interferem na utilizacdo desta técnica (BLACKWELL,
2011), representando, portanto, uma vantagem para a sua utilizagéo.

A PCR é uma técnica baseada na amplificacdo de uma regido especifica do
DNA, delimitada pela sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores. Esta reacéo ocorre

em trés etapas: (1) fase de desnaturacdo da dupla fita de DNA em alta temperatura,
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geralmente em temperaturas de 94 °C a 96 °C; (2) fase de anelamento, na qual o par
de oligonucleotideos iniciadores se liga a sequéncia complementar na fita de DNA; (3)
fase de extenséo da fita de DNA (CHEN; JANES, 2002). Os ciclos de temperatura
permitem a desnaturacéo da dupla-hélice do DNA, a ligacao dos primers e extensao
da fita pela enzima Taq DNA polimerase.

As sequéncias da regido ITS (Internal Transcribed Spacer — Espacadores
Internos Transcritos) e da B-tubulina sdo muito usadas para identificagdo molecular
de fungos. A regido ITS é usada para identificacdo inicial de Aspergillus. A B-tubulina
€ comumente utilizada como marcador secundario de identificacdo desta espécie,
sendo usada principalmente para fins confirmatérios em analises filogenéticas
(ZULKIFI e ZAKARIA 2017).

A amplificacdo da regidao ITS foi escolhida como um “marcador universal de
cédigo de barras de DNA para fungos”, sendo considerada o padrdo para a
identificacdo dos mesmos (LECELLIER et al., 2014). Tal regido esta localizada entre
0s genes 18S e 28S do rDNA e pode ser amplificada por oligonucleotideos iniciadores
especificos. O ITS é dividido em ITS1, localizado entre os genes 18S e 0 5.8S, e 0
ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S. Enquanto as regifes dos genes ribossomais
sdo altamente conservadas dentro da espécie, as regides dos espacadores ITS, por
evoluirem mais rapidamente, podem variar intraespecificamente na sequéncia de
bases e no comprimento, sendo frequentemente usadas para taxonomia de espécies
e géneros, pois € altamente conservado na espécie, mas € variavel entre espécies
(LUPATINI et al., 2008; MENEZES et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2014). A Figura 7
traz uma representacdo esquematica da regido do rDNA, com 0s espacos internos
transcritos (ITS1 e ITS2) e a localizagdo dos iniciadores para a amplificacdo desta

regiao.

Figura 7 - Regiao do rDNA com localizac&o dos iniciadores para a amplificacéo de

ITS1elITS2.

— ITS 1 ITs 2 ——
188 rDNA 5.85 285 rDNA
—_— —
Oligonueleotideo Oligonueleotideo
Iniciador i i Iniciador
Irs 1 Regido do ITS ITS 4

Fonte: LUPATINI et al., 2008
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A ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) € comumente
utilizado para atribuir taxonomicamente leituras de sequéncias individuais usando um
banco de dados com sequéncias de ITS ja nomeadas (YAMAMOTO et al., 2014).

Desde a descricao da técnica de PCR, modificacbes foram desenvolvidas para
atender outras necessidades e aplicacdes especificas. Sousa et al. (2015) enfatizam
gue métodos que empregam a PCR estdo entre as alternativas mais promissoras na
identificagdo de micro-organismos, sendo cada vez mais aplicados para este fim.

Uma das variacdes da técnica de PCR é a RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo. E uma
técnica baseada no corte de um fragmento de DNA por enzimas de restricdo, as quais
reconhecem sequéncias especificas do DNA e clivam a fita em fragmentos mais curtos
e de tamanhos diferentes. Com isso, perfis de restricdo séo gerados (TOLBA et al.,
2013). Os fragmentos sao separados por eletroforese em gel de agarose.

Dentre as aplicacfes desta técnica, a RFLP-PCR tem sido utilizada por varios
pesquisadores para detectar a variacdo intraespecifica em um género, pois 0s
organismos podem ser diferenciados pela analise de padrbes derivados da clivagem
do seu DNA. Se dois organismos diferirem na distancia entre os sitios de clivagem de
uma enzima de restricdo, o comprimento dos fragmentos produzidos vai diferir quando
o DNA for digerido com uma enzima. Logo, os perfis gerados para cada cepa/espécie
serdo distintos (GLEN et al., 2001). Logo, a presenca de diferentes fragmentos de
restricdo pode servir como um fingerprint genético de uma determinada espécie
(BALINI, 2015).

2.3 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Desde a década de 1940, os agentes antimicrobianos reduzem
significativamente os Obitos causados por doencas infecciosas. Estas substancias
foram utilizadas para o tratamento de inumeras infec¢des, as quais foram a principal
causa de morte na época. Desde entdo, 0 uso das mesmas tem sido benéfico e,
guando prescritas e administradas corretamente, seu valor na cura do paciente é
enorme ( PAPHITOU, 2013; SAHA et al., 2014).

No entanto, estas drogas tém sido utilizadas tdo amplamente que 0s micro-
organismos passaram a desenvolver mecanismos de adaptacdo, tornando os

medicamentos menos eficazes. Alguns micro-organismos podem desenvolver
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resisténcia a um ou a varios agentes antimicrobianos (ou classes relacionadas). Estes
altimos séo frequentemente referidos como cepas multirresistentes a farmacos
(MDR). As infec¢bes causadas pelas MDR séo dificeis de tratar e podem levar a um
aumento da morbilidade e mortalidade (DIJKSHOORN et al., 2007; SAHA et al., 2014).

O desenvolvimento da resisténcia geralmente é consequéncia do mau uso de
antibioticos, que exerce pressdo seletiva indevida sobre micro-organismos,
combinado com praticas ineficazes de controle de infeccdo que aceleram a sua
propagacéo (PAPHITOU, 2013). Os mecanismos de desenvolvimento da resisténcia
podem variar de patdogeno para patdogeno. Por exemplo, as bactérias sdo seres com
alta capacidade de adaptacao a diversos fatores; multiplicam-se rapidamente, sofrem
mutacdo e sdo promiscuas, podendo trocar material genético entre linhagens de
mesma espécie ou de espécies diferentes. Nelas, a resisténcia aos antibiéticos pode
ser causada por alguns fatores basicos: inativacdo do antibiético diretamente na
molécula bioativa por alteracbes quimicas, geralmente promovidas por enzimas
bacterianas; modificacdo do alvo, que leva a perda de sensibilidade ao antibi6tico;
mudancas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana, que
promovem reducdo da concentracdo do antibidtico sem sua modificacdo quimica;
transmissao do alvo, visto que algumas bactérias se tornam insensiveis a alguns
antibioticos porque sdo capazes de transmitir a inativacdo de uma determinada
enzima (GUIMARAES et al., 2010). Ademais, as bactérias podem utilizar mais de uma
estratégia para evitar a acdo dos antimicrobianos.

Em alguns casos, 0s micro-organismos tornaram-se tdo resistentes que
nenhum antibiético disponivel é eficaz contra eles. No ambiente hospitalar, a
erradicacao dos micro-organismos multidrogas resistentes (MDR) pode exigir medidas
especificas, como o isolamento dos pacientes e fechamento temporario de alas.
Ademais, o crescente numero de cepas resistentes a terapia disponivel aumenta o
tempo de internacéo e exige medicamentos de alto custo que, por vezes, sado de dificil
acesso. A presenca desses organismos, portanto, representa um fardo médico e
organizacional para os servicos de saude. Logo, este fato fez com que a resisténcia
antimicrobiana fosse listada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um dos
problemas mais importantes na saude publica global. (DIJKSHOORN et al., 2007,
LESKI et al., 2013; KIZIS et al., 2014; KIZIS et al., 2017).

Como alternativa para esta problematica, os profissionais de saude foram

forgcados a retomar o uso de agentes mais velhos. Antimicrobianos que estavam em
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desuso estdo sendo utilizados para tratar bactérias MDR porque, em alguns casos,
representam as Uunicas opcbes disponiveis que tém efeito positivo. Porém,
frequentemente, estes medicamentos possuem caracteristicas farmacocinéticas e de
toxicidade que limitam a sua eficacia clinica (KAYE et al., 2017).

Assim, sabendo que qualquer pessoa pode ser afetada (tanto pacientes
hospitalizados como pessoas da comunidade estdo em risco de infectar-se por
patbgenos multirresistentes), algumas estratégias podem ser adotadas para evitar o
desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos:
caracterizacdo dos genes responsaveis pela resisténcia; prevencao de infeccbes com
0 uso de vacinas; uso racional de antibioticos; estabelecimento de sistemas de
vigilancia eficazes na deteccéo precoce, controle e prevencao da disseminacdo de
micro-organismos resistentes; medidas educativas para sensibilizar as pessoas
guanto ao uso inadequado de antibiéticos; descoberta e desenvolvimento de novos
antibiéticos (GUIMARAES et al., 2010; PAPHITOU, 2013).

Varios autores defendem o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
como alternativa para solucionar a problematica da mdltipla resisténcia (GUIMARAES
et al.,, 2010; PAPHITOU, 2013; BRACARENSE e TAKAHASHI, 2014; SAHA et al.,
2014; MARTINEZ-KLIMOVA et al., 2016; KAYE et al., 2017), bem como para suprir a
necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acao diferentes dos farmacos
em uso, que sejam mais eficazes e apresentem menos efeitos adversos.

Produtos naturais sdo uma fonte prolifica de descoberta de drogas. Fontes
naturais, especialmente plantas e micro-organismos, tém sido exploradas a fim de
encontrar novos agentes antimicrobianos. Ao longo dos ultimos 30 anos, uma grande
fracdo de drogas anticancerigenas e anti-infecciosas veio de produtos naturais ou
derivados de produtos naturais (REN et al., 2017). Guimaraes et al. (2010) afirmam
gue a ampla biodiversidade existente no mundo € uma grande aliada na descoberta
de novos compostos com este potencial. Os mesmos autores acrescentam que
antibioticos de origem natural geralmente apresentam estruturas quimicas complexas,
as quais sao importantes para as interacdes especificas e reconhecimento por alvos
macromoleculares em micro-organismos patogénicos. Nos Ultimos anos, 0s
pesquisadores tém voltado atengéo para fontes naturais ainda pouco exploradas, pois
organismos obtidos de novos ecossistemas estao frequentemente associados a nova
diversidade quimica. Uma ampla diversidade de organismos tem sido explorada nos

mais diversos habitats, especialmente em locais de condi¢gdes ambientais extremas.
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Desde a descoberta da penicilina por Fleming, em 1928, os fungos filamentosos
tém sido uma importante fonte de novos medicamentos para utilizacdo terapéutica
(LAGUNA et al., 2015). Sabe-se que a producdo de metabdlitos secundarios com
potencial antimicrobiano por fungos ocorre de maneira natural, uma vez que a sua
sobrevivéncia nos habitats naturais depende da sua eficiéncia em barrar o
crescimento de outros micro-organismos co-habitantes (BRACARENSE e
TAKAHASHI, 2014). Alternativamente, quando tais metabdlitos ndo podem ser usados
diretamente como sdo encontrados na natureza, acabam servindo como um modelo

para o desenvolvimento de derivados sintéticos (ALBERTI et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FUNGOS FILAMENTOSOS E REATIVACAO

Neste estudo, 30 fungos filamentosos isolados anteriormente a partir de
amostras de solo de um coqueiral, localizado nas Varzeas de Sousa, Paraiba, Brasil
(MACHADO, 2015), foram avaliados quanto a producédo de substancias com potencial
antimicrobiano frente a diferentes isolados clinicos.

Os fungos encontram-se armazenados de duas maneiras: 1) em agua destilada
esterilizada, segundo a metodologia proposta por Castellani (1939) e 2) em tubos
inclinados contendo BDA (Batata Dextrose Agar - Anexo A), a 4°C.

A reativacao dos fungos procedeu-se a partir do estoque de tubos inclinados,
preservados a -4 °C. Para cada linhagem, retirou-se uma algada, a qual foi inoculada
em placa de Petri contendo 20 mL de BDA. As placas foram incubadas a 30 °C, por 5

dias.

3.2 IDENTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

3.2.1 Microcultivo em lamina

Os fungos foram identificados pela técnica de microcultivo em lamina, proposta
por Riddel (1950), com adaptacOes. Para a realizacdo da mesma, os fungos foram
previamente inoculados em placas de Petri contendo 20 mL do meio CYA (Czapek
Yeast Extract Agar - Anexo B), utilizando uma alca de platina em formato de “L”. Um
pequeno fragmento da colonia foi inoculado no centro do meio de cultura. Sobre o
meio inoculado, colocou-se uma laminula previamente esterilizada. As placas foram
incubadas em estufa B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), a 25 °C, durante 7 dias.
Apods crescimento adequado, a laminula, com o micélio aderido, foi retirada do agar,
invertida e colocada sobre uma lamina de vidro limpa contendo uma gota do corante
lactofenol azul de Amann. Em seguida, foi examinada ao microscopio 6ptico. Este

procedimento encontra-se ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 - Representacdo esquematica da técnica de microcultivo em lamina
proposta por Riddel, 1950 (com adaptagoes)

Incubagao Lactofenol
- azulde Amann \
LNy -
Laminula de = \ /a ﬁ \
vidro E - " _i
Indeulo ‘ —p | - | ‘
/ Agar CYA . Al ) J Observacdo em
g Lamina microscopio optico
' devidro | aminula com
25 =C; 7 dias micélio aderido

Fonte: O autor

Todas as linhagens foram submetidas a observacdo das caracteristicas
morfolégicas. Para a analise macroscopica, foram consideradas 0s seguintes
caracteres: diametro da col6nia; cor da colonia e do reverso; presenga de pigmento
soluvel e formacédo de exsudato. As caracteristicas microscopicas observadas foram:
seriacdo; morfologia e cor dos conidios; forma e diametro da vesicula; presenca de
cleistotécio. Literaturas de referéncia foram utilizadas para auxiliar a identificacéo
(KLINCH e PITT, 1988; RARPER e FENNELL, 1965; SAMSON, 1974).

3.2.2 Identificacdo molecular

3.2.2.1 Extracdo do DNA dos fungos

Para obtenc&o da massa micelial, seguiu-se o protocolo proposto por Andrade
(2015), com adaptacfes. Para a extracdo do DNA, todas as cepas fungicas foram
cultivadas em BDA e incubadas a 30 °C, por 120 horas. Decorrido este tempo, retirou-
se 5 blocos de gelose medindo 8 mm de diametro, utilizando um cortador de colbnias
esterilizado. Os blocos foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de BD (Caldo Batata Dextrose — Anexo C) e encaminhados para uma
incubadora de agitacao rotativa a 150 rpm, a 30 °C, por 72 horas.

O micélio foi separado do meio de cultivo por filtragdo a vacuo, utilizando papel
de filtro de malha 0,45 um previamente esterilizado. Em seguida, foi lavado duas
vezes com agua destilada esterilizada, a fim de eliminar quaisquer resquicios de meio
de cultivo e/ou outros interferentes. O micélio de cada linhagem foi congelado em

nitrogénio liquido e macerado, com o auxilio de grau e pistilo, até formar um pé fino
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(RAEDER; BRODA, 1985). As extracbes de DNA foram realizadas utilizando o
HiPurA™ Fungal DNA Purification Kit (Himedia), seguindo as especificacbes do
fabricante.

A efetividade do procedimento foi avaliada através da técnica de eletroforese
em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA — Anexo J), corado
com 0,1 uL.mL* de Sybr Safe®. Cinco uL do DNA extraido foram misturados a 3 pL
de tampéo de amostra (Anexo K) e aplicados nos pocos do gel. O resultado foi

observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

3.2.2.2 Amplificacdo e sequenciamento da regido ITS

Aregido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi amplificada através da Rea¢cdo em Cadeia
da Polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR), utilizando os primers universais
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3" e ITS4 5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’). A reacdo teve um volume final de 25 pL. As
concentracdes finais de cada componente da reacdo estdo dispostas a seguir, no
Quadro 3.

As reactes de PCR foram realizadas em um termociclador, programado com
uma desnaturacdo inicial de 95 °C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao 95 °C por 30 segundos, anelamento a 62 °C por 1 minuto, extenséo a
72 °C por 2 minutos e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Quadro 3 - Componentes das reacdes de amplificacdo dos genes ITS 1 e 4 por PCR

Reagentes Concentracao final para
uma reacao
DNA molde 50 ng.uL*t
Tampéo de reagao (20 mM Tris-HCI; pH 8.0) 1x
MgCl2 1,5 mM
dNTP 0,2 mM
Oligonucleotideo direto (Primer forward) 0,4 mM
Oligonucleotideo reverso (Primer reverse) 0,4 mM
Taq DNA polimerase 0,04 U
Agua Milli Q esterilizada g.s.p. 25 pL
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Apo6s a amplificacdo, a efetividade da reacao foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em TBE 0,5x concentrado, corado com 0,1 pL.mL? de Sybr
Safe®. Para tanto, 5 yL da amostra amplificada foi misturada a 3 uL de tampao de
amostra e aplicados no poco. Utilizou-se um marcador de peso molecular de 1 Kb. O
resultado foi observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

A concentracdo final de DNA amplificado foi determinada usando o
equipamento Nanodrop Spectrophotometer®. O material foi armazenado a -20 °C, até
uso.

As amostras foram sequenciadas pela empresa Macrogen (Coreia do Sul) e as
sequéncias comparadas no GenBank utilizando o software BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology Information -
www.ncbi.nim.nih.gov). As sequéncias foram alinhadas com software Clustal e a
arvore filogenética foi construida utilizando o programa MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis), versao 6.0. A topologia foi avaliada pela analise bootstrap (1000
resampling). Os ndmeros de registro das sequéncias no Genbank encontram-se no

Apéndice A.

3.2.2.3 Caracterizacdo molecular por PCR-RFLP

A caracterizacdo molecular dos isolados, em nivel de espécie, foi realizada pela
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - “Restriction Fragment Length
Polymorphism). Os produtos da amplificacdo da PCR de todas as cepas foram
submetidos ao tratamento com duas enzimas de restricdo: Hhal e Mwol. As reacdes
de digestédo enzimatica dos produtos da PCR de todas as linhagens foram realizadas
utilizando os reagentes citados no Quadro 4.

Quadro 4 - Volumes dos reagentes utilizados na digestdo enzimatica dos produtos
de PCR dos fungos, utilizando as enzimas Hhal e Mwol

Reagentes Hhal Mwol
Produto de PCR 15,0 pL 15,0 L
Enzima 1,0 uL 1,0 yuL
Tampéo 2,0 L 2,5 L

Agua Milli Q esterilizada - 1,5 pL

(Fonte: DIBA et al., 2014 e KIZIS et al., 2014, com adaptacgdes)
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Apés o preparo das reacgdes, os tubos foram incubados a 37 °C, por 120
minutos. A visualizacdo dos fragmentos gerados pela PCR-RFLP foi realizada apés
eletroforese em gel de agarose a 2,0% em TBE 0,5x concentrado, corado com 0,1
uL.mL?! de Sybr Safe®. Para tanto, todo o volume de reacéo foi adicionado ao poco
do gel juntamente a 4 yuL de tampéo de amostra. Para determinar o tamanho dos
fragmentos gerados, utilizou-se um marcador de 100 pares de base (pb). Os géis

foram observados em transiluminador de luz UV e fotodocumentados.

3.3 CARACTERIZACAO ULTRA ESTRUTURAL POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV)

Seis cepas (Aspergillus terreus URM 7731, A. fischeri URM 7737,
Paecilomyces varitotti URM 7739, A. niger URM 7748, A. nidulans URM 7810, A.
fumigatus URM 7811) foram inoculadas em meio CYA, seguindo o procedimento
descrito no item 3.2.1. ApGs o crescimento, discos de micélio de aproximadamente 5
mm de diametro foram retirados e submetidos ao procedimento indicado na Figura 9:

Figura 9 - Representacdo esquematica da técnica utilizada para caracterizagéo ultra
estrutural das espécies fungicas por Microscopia Eleténica de Varredura (MEV)

| Amostras: blocos de 5x5 mm |

|

Lavagem: Tampao PBS
(Phosphate Buffered Saline)

|

Fixacéo: 3% de Glutaraldeido + 4% de Formaldeido,
em tampé&o Cacodilato de Sodio a 0,1 M, pH=7,2,a 4 °C

|

Pés-fixagdo: 1% de Tetroxido de Osmio, em tampao
Cacodilato de Sodioa 0,1 M

|

Desidratagéo: Séries
crescentes de Etanol

|

‘ Secagem no ponto critico (em CO;) ‘

Fonte: FISCHER et al., 2012 (com adaptacdes)
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As amostras foram colocadas em suportes metalicos e revestidas com uma fina
camada de ouro (20 nm), em um dispositivo de pulverizacdo catddica no Q150T
(Quorum Technologies). As amostras foram examinadas usando 0 microscopio

eletronico de varredura, modelo EVO LS 15, operando a 10 kV.

3.4 NUMEROS DE REGISTRO

Depois de identificados, os fungos foram encaminhados para depdsito na
Micoteca URM, localizada no Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco. Os respectivos numeros de identificacdo
encontram-se no Apéndice A.

Os trabalhos desenvolvidos utilizando os fungos filamentosos identificados
neste estudo foram registrados na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). O
isolamento e a identificacdo das linhagens estéo registrados pelo codigo AOAOC4D,
enquanto que a investigacao da atividade antimicrobiana tem como codigo de registro
AFF38A2.

3.5 SCREENING: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.5.1 Micro-organismos teste

Todos os micro-organismos utilizados nos testes de avaliacdo do potencial
antimicrobiano dos fungos filamentosos foram cedidos pela Colecdo de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA). As linhagens e seus codigos de referéncia sdo citados a

seguir, no Quadro 5.

3.5.2 Suspensdes dos micro-organismos teste

Para obter as suspensdes microbianas, as bactérias foram previamente

cultivadas em agar BHI (Brain Heart Infusion - Anexo F) e incubadas a 37 °C por 24
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horas. Ja a levedura foi incubada em agar Sabouraud (Anexo G), a 30 °C, por 24 a 48

horas.

Quadro 5 - Micro-organismos utilizados na investigacao do potencial antimicrobiano
dos fungos filamentosos isolados do solo de um coqueiral, localizado nas Varzeas
de Sousa, Paraiba, Brasil

Micro-organismos-teste Referéncia

Staphylococcus aureus UFPEDA-02
Staphylococcus aureus (MDR) UFPEDA-699
Staphylococcus aureus (MDR) UFPEDA-709
Staphylococcus aureus UFPEDA-718
Staphylococcus aureus (MDR) UFPEDA-731
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-396
Klebsiella pneumoniae UFPEDA-416
Candida albicans UFPEDA-1007

(*) MDR — Multidrug-resistant

As suspensbes microbianas foram padronizadas de acordo com as
recomendacdes propostas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2017) para as bactérias e Vasconcelos et al. (2015) para a levedura. As colénias
isoladas foram suspensas em solucéo salina a 0,9%, de modo a obter suspensdes
diluidas com concentracdo final proxima a 1,5x108 UFC/mL para as bactérias e
1,5x10° UFC/mL para a levedura. Para tanto, as densidades épticas das suspensées
foram conferidas em um espectrofotdmetro. As absorbancias em 625 nm -para as
bactérias — e a 530 nm — para a levedura — deveriam estar compreendidas na faixa de
0,08 a 0,13.

3.5.3 Ensaio primério - Bloco de gelose

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos isolados, realizou-se um ensaio
primario seguindo o protocolo proposto por Ichikawa et al. (1971) e Balouiri et al.,
(2016) conhecido por “Método do Bloco de Gelose” ou “Teste de difusdo em Agar”.

Todas as linhagens fangicas foram cultivadas em BDA e incubadas a 30 °C,
por 5 dias. Verificando crescimento satisfatorio, foram retirados blocos medindo 8x8
mm, utilizando um perfurador esterilizado. Estes blocos foram colocados sobre os
micro-organismos teste previamente plaqueados em meios especificos: agar Mueller

Hinton para bactérias e agar Sabouraud para a levedura. As placas foram incubadas
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a 37 °C por 24 horas para bactérias e a 30 °C por 24 a 48 horas para a levedura. Este
teste foi realizado em triplicata.

Ap6s o periodo de incubagdo, os halos de inibicdo foram medidos e os
resultados foram expressos em forma de média aritmética (mm). Considerou-se que
houve atividade antimicrobiana quando a zona de inibi¢cdo foi maior ou igual a 11 mm
de diametro (KUMAR et al.,, 2014). Uma representacdo esquematica deste

procedimento é apresentada a seguir, na Figura 10.

Figura 10 - Representacdo esquematica do teste do bloco de gelose
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Fonte: O autor

3.5.4 Ensaio secundario — Disco difusao

A atividade antimicrobiana avaliada pela metodologia de difusdo em &agar
seguiu as normas preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2017, com adaptacdes). Os isolados que apresentaram resultados promissores
na etapa anterior foram selecionados para o0 ensaio secundario. Os fungos
selecionados foram cultivados em BDA, conforme descrito anteriormente.
Posteriormente, 3 blocos medindo 8x8 mm foram retirados utilizando um perfurador
esterilizado e inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de BD.
Os frascos foram submetidos a agitacdo de 150 rpm, a 30 °C, durante 120 horas.
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Decorrido o tempo de cultivo, o caldo fermentado foi obtido por filtracdo a vacuo,
utilizando papéis de filtro esterilizados de malha 0,45 pm.

Para esta etapa, foram utilizados os mesmos micro-organismos teste e
procedimentos citados no Quadro 5. O plaqueamento das suspensdes microbianas e
a incubacao das placas seguiu o procedimento descrito no item 3.5.2. Discos de papel
medindo 8x8 mm, previamente esterilizados, foram impregnados com 50 pL dos
caldos fermentados e, posteriormente, foram colocados sobre os micro-organismos
teste previamente plaqueados. As placas foram incubadas e os halos de inibicdo
foram medidos (mm). Este teste foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos em forma de média aritmética. Um esquema da realizacdo desta etapa

representado a seguir, na Figura 11.

Figura 11 - Representacdo esquematica do método de disco difusédo
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Fonte: O autor

3.6 AVALIACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

O isolado que apresentou melhores resultados na avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi selecionado para as etapas subsequentes. Inicialmente, a fim de
investigar a influéncia de diferentes condi¢cdes de cultivo no potencial antimicrobiano
do fungo, dois parametros foram avaliados: meio e tempo de cultivo. Os 3 meios de
cultivo avaliados foram: BD (SHU et al., 2013; PADHI e TAYUNG, 2015. Anexo C),
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Extrato de Malte a 1,5% m/v (KAOUADJI et al., 1993; PADHI e TAYUNG, 2015. Anexo
D) e Czapek modificado (SINGH et al., 2015. Anexo E).

O fungo selecionado foi cultivado em BDA e incubado a 30 °C, por 5 dias.
Posteriormente, 3 discos de micélio medindo 8x8 mm foram inoculados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL dos meios citados acima. Os frascos foram
encaminhados para agitacdo a 150 rpm, a 30 °C, durante 120 horas. A cada 24 horas,
um frasco de cada meio foi retirado a fim de avaliar o melhor tempo de cultivo com
relagdo a producdo dos metabdlitos.

Os caldos fermentados foram obtidos por filtrac&o a vacuo, utilizando papéis de
filtro esterilizados. A biomassa foi utilizada para avaliar o crescimento celular por peso
seco. O liquido metabdlico foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana, por
disco difusao (item 3.5.4), frente a cepas de S. aureus (sem padréao de resisténcia e
cepas resistentes; Quadro 5). Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
foram obtidos por média aritmética de cada variavel.

Apés determinar as condicbes de meio e tempo de cultivo, foi avaliada a
influéncia do pH na producdo do metabdlito secundéario pelo isolado Aspergillus
terreus URM 7731. Assim, 6 diferentes pH foram testados, variando de 4,0 a 9,0. Para
isso, utilizou-se HCI e NaoH para acidificar ou alcalinizar o meio, antes de autoclava-
lo. Trés discos de micélio de 8x8 mm do fungo previamente cultivado em BDA foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de extrato de malte a
1,5%, com diferentes pH. Os frascos foram encaminhados para agitagao a 150 rpm,
a 30 °C, por 96 horas. A biomassa foi utilizada para avaliar o crescimento celular, por
peso seco. Os caldos fermentados foram obtidos por filtracdo a vacuo e utilizados para
avaliacao da atividade antimicrobiana, por disco difusdo. As suspensodes bacterianas
foram plagueadas em agar Mueller Hinton. Sobre elas, foram colocados os discos de
papel embebidos com 50 pL dos caldos fermentados. As placas foram incubadas a 37
°C, por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram

obtidos por média aritmética de cada variavel avaliada.
3.7 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS
Apoés determinar as melhores condi¢des, foram realizados cultivo em larga

escala para proceder a extracdo dos metabolitos ativos. O isolado Aspergillus terreus
URM 7731 foi cultivado em BDA. Apos 5 dias de incubacdo, 5 discos e micélio
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medindo 8x8 mm foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50
mL de extrato de malte a 1,5%, pH 8,0. Os frascos foram incubados a 150 rpm, a 30
°C, por 96 horas.

O caldo fermentado foi separado da biomassa por filtragdo a vacuo, utilizando
papéis de filtro esterilizados. A extracdo dos metabdlitos secundarios foi realizada por
particdo liquido/liquido (CHAPLA et al., 2014, adaptado), utilizando os seguintes
solventes organicos: hexano, diclorometano e acetato de etila, na proporcao 1:1 (v/v).
O liquido filtrado foi extraido 3 vezes com cada solvente, utilizando um funil de
separacao. O excesso de agua foi retirado com sulfato de sodio (Na2SOs4) anidro. Os
solventes organicos foram evaporados em rotaevaporador sob presséao reduzida, a 50
°C, fornecendo os respectivos extratos brutos: EBHex, EBDic e EBACOEt. Uma

representacdo esquematica deste procedimento esta apresentada na Figura 12.

Figura 12 - Metodologia de obtencéo dos extratos brutos a partir do caldo
fermentado de Aspergillus terreus URM 7731
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[——
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.. Extrato de malte a 1,5%, pH (300 mL; 3x) (300 mL; 3x) (300 mL; 3x)
@ 80,150 rpm, 30 °C, 96 h
F__
Liquido extrativo
(900 mL)

EBHex EBDic EBACOEt
(233,4 mg) (43,3 mg) (93,3 mg)

Fonte: O autor

3.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os extratos brutos de hexano, diclorometano e acetato de etila foram avaliados
quanto a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) frente as cepas de Staphylococcus
aureus sem padréo de resisténcia (UFPEDA-02) e MDR (UFPEDA-699, UFPEDA-
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709, UFPEDA-718 e UFPEDA-731). A CIM de cada extrato foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocos (CLSI, 2017).

Distribuiu-se 180 pL de meio de cultura liquido (Caldo Mueller Hinton — Anexo
I) nacoluna 1 e 100 pL nos pocgos das demais colunas. Em seguida, foram adicionados
20 pL de cada extrato bruto a coluna 1 (concentragao inicial = 10.000 pg/mL,
solubilizados em Etanol) e procedeu-se a diluicdo seriada, transferindo-se 100 pL da
coluna 1 até a 9, sendo avaliadas as concentragdes de 1000 a 3,9 pg/mL de cada
extrato. ApOs a diluicdo seriada, cada poc¢o foi inoculado com 10 uL do inéculo
microbiano padronizado, preparado segundo informacgdes presentes no item 3.5.2 — 0
qual representa in6culo na ordem de 108 UFC/mL - e diluido, de forma que a
concentracdo de células bacterianas nos pocos resultou na ordem de 1,5x10°
UFC/mL. As colunas 10, 11 e 12 foram utilizadas para os controles: controle positivo,
controle do solvente (Etanol) e controle negativo (Gentamicina a 60 pg/mL).

O ensaio foi realizado em triplicata para cada micro-organismo teste e as
microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A Figura 13 traz uma
representacdo esquematica da investigacdo da CIM dos extratos brutos.

Figura 13 - Metodologia de microdiluicdo para determinacédo da CIM dos extratos
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Dado o tempo de incubacéo, realizou-se a leitura dos resultados utilizando
resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) na concentracdo 0,01%. Em
cada poc¢o, foram colocados 20 uL do corante, o qual possui cor azul. As microplcas
foram incubadas a 37 °C por 2 a 4 horas.

O mecanismo baseia-se na reducéo da resazurina (cor azul) em resarufina (cor
résea), quando ha crescimento microbiano (O’'BRIEN et al., 2000). Portanto, a
manuten¢do da cor azul indica auséncia de crescimento, enquanto a mudanca de
coloracdo para rosa indica que houve crescimento. A CIM é representada como a
concentracdo do ultimo poco da diluicdo que apresentou a cor azul.

A Concentracdo Bactericida Minima (CMB) foi determinada pelo cultivo dos
pocos que apresentaram turbidez, apds leitura visual, antes de adicionar resazurina
nos pocos. O cultivo foi realizado em Agar Mueller Hinton, utilizando alca de platina.
As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas. A CMB foi considerada como a

altima diluicdo que ndo apresentou crescimento microbiano em placa.

3.9 PRODUCAO E EXTRACAO EM LARGA ESCALA

Aspergillus terreus URM 7731 foi cultivado em meio liquido em escala
ampliada, conforme metodologia descrita no item 2.3. Foram realizados 8 cultivos de
1,5 litros, totalizando aproximadamente 12 litros de caldo fermentado. Ao final de cada
cultivo, os caldos fermentados foram separados da biomassa por filtracdo a vacuo e,
em seguida, foram extraidos com diclorometano. O solvente organico foi evaporado
em rotaevaporador para a obtencdo dos extratos brutos EBDic, os quais foram

armazenados a 4 °C até o uso.

3.10 DETERMINACAO DO SINERGISMO IN VITRO ENTRE O EXTRATO BRUTO E
ANTIBIOTICOS: METODO DO CHECKERBOARD

O método do checkerboard € comumente utilizado para avaliar combinacdes
antimicrobianas in vitro. Logo, esta etapa foi realizada para investigar se o extrato
EBDic é capaz de reduzir a CIM de agentes antimicrobianos comumente utilizados na
pratica clinica no tratamento de infec¢des causadas por Staphyloccus aureus. Assim,

os antibidticos utilizados no teste de sinergismo foram selecionados ap0s a realizacao
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de um antibiograma, a fim de confirmar a sensibilidade/resisténcia das cepas MDR
citadas no Quadro 1 diante de diferentes agentes antibacterianos.

Os in6culos das cepas UFPEDA-699, UFPEDA-709, UFPEDA-718 e UFPEDA-
731 foram padronizados segundo metodologia descrita no item 2.1.2. Utilizou-se a
metodologia de disco difusdo descrita por Kirby-Bauer (1966), o qual propde que as
suspensdes padronizadas sejam semeadas em placas contendo Agar Mueller Hinton.
Em seguida, discos contendo quantidades padronizadas de antibiéticos foram
dispostos sobre as placas semeadas. Foram utilizados os seguintes agentes
antibacterianos: cefoxitina (30 ug), cloranfenicol (30 pg), clindamicina (2 ug),
eritromicina (15 ug), gentamicina (10 ug), ciprofloxacina (5 ug) e oxacilina (1 pug). As
placas foram incubadas a 37 °C, durante 18 horas. Este teste foi realizado em
triplicata. Os halos de inibicao foram medidos e os resultados foram obtidos por média
aritmética.

Os perfis de sensibilidade/resisténcia das cepas UFPEDA-699 e UFPEDA-709
fizeram com que as mesmas fossem selecionadas para a determinag&o do sinergismo
in vitro. Na realizacdo desta etapa, utilizou-se gentamicina e ciprofloxacina para
UFPEDA-699 e oxacilina e ciprofloxacina para UFPEDA-709.

O estudo da interacdo entre EBDic e os antibiéticos foi realizado segundo
metodologia proposta por Lorian (2005). Inicialmente, deve-se determinar a CIM de
todos os compostos a serem avaliados frente as linhagens de interesse. Logo, a CIM
dos antibidticos foi determinada utilizando método de microdiluicdo em placa de 96
pocos (item 2.4). Para tanto, os mesmos foram testados em concentracbes que
variaram de 15 a 960 ug/mL.

Com base nos valores da CIM, foram preparadas solucbes de EBDic
(solubilizado em etanol a 100%) e dos antibiéticos (solubilizados em agua destilada
previamente esterilizada) em concentracdes 4 vezes maior (CIM x 4). As suspensdes
bacterianas foram padronizadas segundo metodologia descrita no item 2.1.2, porém
a concentracdo de células foi ajustada para 1,5x108 UFC/mL, utilizando solucéo salina
a 0,9% para realizar a diluicdo.

Para cada dupla de amostras (por exemplo, EBDic + cirpfloxacino), foram
utilizadas 2 microplacas de 96 pocos, sendo uma para realizagéao do teste (Placa 1) e
outra para diluicdo da amostra (Placa 2). Na Placa 1, foram distribuidos 100 yL de
Caldo Mueller Hinton (Anexo I) nas colunas 1 a 10, enquanto na Placa 2 a distribuigéo

ocorreu nas colunas 1 a 8. Na Placa 1, foram adicionados 100 uL da solugao do agente
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antimicrobiano, diluido previamente, de modo a obter uma concentracdo CIM x 4,
sendo que esta distribuicdo ocorreu na linha A, colunas 1 a 8. Apés homogeneizar,
realizou-se uma diluicdo seriada, coletando 100 yL da linha A e transferindo para linha
B, e assim procedendo até a linha G, da qual foram descartados 100 uL ao final do
procedimento. Vale ressaltar que a linha 9 serviu para avaliar o controle positivo, ao
passo que a linha 10 foi utilizada para avaliar o controle negativo.

A diluicdo do extrato EBDic foi realizada na Placa 2. Um volume de 100 pL do
extrato, previamente diluido na concentracéo CIM x 4, foi adicionado na coluna 8, nas
linhas de A a H. Realizou-se uma diluicdo seriada, na qual, apés homogeneizacéo,
100 uL foram transferidos da coluna 8 para a coluna 7, e assim sucessivamente até a
coluna 2. Ao final da diluicdo, 100 uL foram descartados da mesma.

A denominagdo “checkerboard” refere-se ao padrdo de diluicdo das
substancias avaliadas distribuidas na microplaca, pois os volumes da Placa 2 foram
transferidos para a Placa 1, a fim de avaliar concentracfes diferentes das duas
substancias em um mesmo volume final. Assim, todo o contetdo da coluna 8 da Placa
2 foi transferido para a coluna 8 da Placa 1, homogeneizado e, posteriormente, 100
ML foram descartados. O mesmo procedimento foi realizado para as demais colunas.

Ao final das diluicbes das duas substancias, 10 yL da suspensao do micro-
organismo foram adicionados a cada poco. Ao final, tem-se todas as amostras em
suas devidas concentracdes, sendo 0 po¢co mais concentrado equivalente a CIM,
diminuido sempre pela metade a cada poco. Todo este procedimento esté ilustrado a
seguir, na Figura 14.

A microplaca foi incubada a 37 °C, por 18 a 24 horas. Decorrido este tempo,
procedeu-se a revelacdo da placa utilizando o corante resazurina na concentracao
0,01% (item 3.8).

Os resultados foram analisados a partir do calculo do FICI (Fraction Inhibitory
Concentration Index). Observou-se 0 po¢o que possuia a menor concentracdo do

agente antimicrobiano em que ndo houve crescimento bacteriano.
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Figura 14 - Método do checkerboard, utilizado para avaliacdo do sinergismo entre o

extrato bruto e os antibioticos
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Fonte: O autor.

Onde:
FICI: Fraction Inhibitory Concentration Index

O FICI foi calculado segundo a equacgéo:

FICI = FICa + FICs

FICa: Fraction Inhibitory Concentration do agente antimicrobiano

FICs: Fraction Inhibitory Concentration Index do extrato EBDic

Para calcular FICa e FICs, utilizou-se as seguintes equacoes:

CMI (Conjugada A+B)

_ CMI (Conjugada A+B)

FICa =

CMI A (isoladamente) ’

FICs

CMI B (isoladamente)
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Para analise dos resultados, foram considerados os seguintes parametros: FICI
< 0,5 = Efeito sinérgico; 0,5 < FICI < 0,75 = Efeito parcialmente sinérgico; 0,75 < FICI
< 2 = Efeito aditivo; 2,0 < FICI < 4,0 = Efeito indiferente; FICI > 4,0 = Efeito antagbnico.

3.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO EXTRATO BRUTO AO
BIOFILME EM FORMACAO

A analise da atividade do extrato EBDic frente ao biofilme em formacao da
linhagem S. aureus UFPEDA-02 foi realizada segundo protocolo proposto por Ferreira
et al. (2018), utilizando microplacas de 96 pocos, compostas de poliestireno. No teste,
80 uL da suspensdo microbiana (1,5x108 UFC/mL), 80 uL do extrato EBDic
solubilizado em etanol (em diferentes concentracoes, baseados no valor da CIM frente
a linhagem UFPEDA-02: CIM x 8, CIM x 4, CIM x 2 e CIM x 1) e 40 yL de Caldo
Mueller Hinton (Anexo I) foram adicionados em cada poco-teste (colunas 4 a 7,
respectivamente).

A coluna 1 foi utilizada para controle de esterilidade do meio, ao passo que as
colunas 2 e 3 foram realizados o controle negativo (meio de cultura, suspensao
microbiana e ampicilina a 960 ug/mL) e o controle positivo (meio de cultura, suspensao
microbiana e etanol), respectivamente. A montagem da placa segue representada a
seguir, na Figura 15.

A microplaca foi incubada a 37 °C, por 24 horas. A avaliacdo da capacidade de
EBDic em inibir a formacéo do biofilme foi avaliada utilizando um leitor de microplacas
no comprimento de onda de 630 nm, apds tratamento das amostras contidas em cada
pOGo.

O contetdo dos pocos foi cuidadosamente removido utilizando uma
micropipeta multicanal. As células ndo-aderidas aos poc¢os foram removidas utilizando
200 pL de solugdo salina a 0,9%, com 3 lavagens seguidas. O biofilme foi fixado
utilizando 200 pL de metanol a 100%, por 20 minutos. Decorrido este tempo, o metanol

foi removido e a microplaca foi incubada a 50 °C, por 60 minutos.
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Figura 15 - Esquema representativo da distribuicdo dos compostos na microplaca de
96 pocos para investigagao da inibicdo de formacé&o de biofilme por EBDic
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Fonte: O autor

Em seguida, procedeu-se a coloragao do biofilme, utilizando 200 pL de cristal
violeta a 0,4% (v/v) e incubando a placa a 25 ° C por 25 minutos. O corante foi
removido e seu excesso foi retirado utilizando &gua destilada. Apds secagem
a temperatura ambiente, procedeu-se a descoloragao utilizando 200 uL de etanol a
95%, por 30 minutos. Em seguida, procedeu-se a leitura. A Figura 16 traz uma
representacdo esquematica deste procedimento.

Considerou-se que a formac&o de biofilme no controle (meio de cultura,
suspensao microbiana e etanol) representa 100% da formacgdo de biofilme. Os
potenciais de inibicdo da formacdo do biofiime pelo controle negativo e pelas

diferentes concentracfes de EBDic foram avaliados segundo a seguinte equacao:

ODgagnm @amostra
% inibigdo = 100 - x 100
ODgzgnm CcoOntrole
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Figura 16 - Representacdo esquematica da metodologia de avaliacdo do potencial
anti-formacgao de biofilme
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!

Passo ll: Lavagem
Solucdo salina esterilizada (3X)

Passo lll: Secagem
50 *C, 60 minutos

!

Passo IV: Coloragdo:
Cristal violeta, a 25 °C, 25 minutos

l

Passo V: Descoloragio
Etanol a 95%, por 30 minutos

!

Pas=so VI: Leitura
630 nm

Fonte: O autor

3.12 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.12.1 Determinacdo do teor de fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo método descrito por Yen et al.
(2018), com modificacdes. Um total de 1,0 mL de solug¢do de Folin (1:10 v/v) foi
adicionado a 0,5 mL do extrato EBDic solubilizado (500 pg/mL). Decorridos 10 minutos
de incubacdo a temperatura ambiente, os ensaios foram protegidos da luz por 3
minutos e 1,5 mL de Na2COs a 7,5% foi adicionado. Em seguida, os sistemas foram
novamente incubados e protegidos da luz a 25 °C, durante 120 minutos. Decorrido o
tempo de incubacéo, realizou-se a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 765 nm. Agua destilada foi usada como branco. Os ensaios foram realizados

em triplicata e os resultados foram expressos em forma de média aritmética.
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Uma curva de calibracdo de absorbancia em funcéo da concentracéo de acido
galico (0-500 pg/mL) apresentou a seguinte equacéo linear: Y = 0,0048x + 0,0016, R?
= 0,9999. Os fendis foram indicados em equivalente de acido galico (mgAGE/g de
EBDic).

3.12.2 Atividade Antioxidante Total (AAT)

A atividade antioxidante total promovida pelo extrato EBDic foi determinada em
funcdo do acido ascorbico, de acordo com Sanjukta et al. (2015). Um volume de 1,0
mL de EBDic na concentragdo de 800 pg/mL foi misturado a 1,0 mL de solugao de
fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfarico, 28 mM de sddio fosfato e molibdato de
amonio 4 mM), sendo incubado em &gua, a 95 °C, durante 90 minutos. Depois de
regressar a temperatura ambiente, os absorventes sdo medidos em espectrofotdmetro
a 695 nm contra um branco (1,0 mL de solucéo e 0,1 mL de agua). Uma curva padrao
com acido ascorbico (0 - 500 pg/mL) foi construida, obtendo a equacgao: Y = 0,0697x
+0,2268, R?2=0,9928. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em forma de média aritmética. A atividade antioxidante total foi calculada

utilizando a seguinte equacao:

Onde:
Ab = Absorbancia em branco;
As = Absorbancia da amostra;

Aaa = Absorbancia do Acido Ascoérbico.

3.12.3 Atividade de eliminacao de radicais DPPH

A capacidade de sequestro de radicais livres pelo extrato EBDic foi medida
usando o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), como descrito por Kumar
et al. (2014), com modificagbes. Utilizando 0,32 mL de EBDic na concentracdo de 800

Mg/mL, foram adicionados 2,0 mL da solu¢do de DPPH 1 mM em metanol. Apos o
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tempo de incubacdo de 25 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz, as
absorbancias foram medidas a 517 nm em espectrofotdbmetro. Utilizou-se como
controle a solu¢cado de DPPH adicionada ao metanol, sendo que metanol foi utilizando
como branco. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em forma de média aritmética. O sequestro de radicais DPPH foi calculado

utilizando a seguinte equacao:

Efeito de eliminacéio (%)=| —— | x 100

Onde:
Ac = Absorbancia do controle;

As = Absorbancia da Amostra.

3.12.4 Atividade de eliminacao de cations radicais ABTS

A atividade de eliminagcdo de cations radicais ABTS (2,2"-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) foi realizada usando o método proposto por Yen
et al. (2018), com modifica¢cdes. Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de
ABTS a 7 mM, utilizando etanol como diluente, e uma solucdo de persulfato de
potassio a 140 mM. O radical ABTS foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da
solucéo estoque de ABTS com 88 pL da solugéo de persulfato de potassio. A mistura
foi mantida no escuro a temperatura ambiente durante 16 horas. Em seguida, 1,0 mL
desta mistura foi diluido em etanol até uma absorbancia de 0.70 nm + 0.05 nm a 734
nm em espectrofotometro. Um volume de 30 uL de EBDic na concentracdo de 800
pg/mL foi misturado a 3,0 mL de solugdo ABTS, ap0s 5 minutos da mistura inicial.
Como controle, foi utilizada a solugdo ABTS adicionada ao etanol e como branco
utilizou-se etanol. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em forma de média aritmética. A inibi¢cdo percentual foi calculada de acordo

com a equacgao:
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Efeito de eliminacdo (%)=| —— | x 100

Onde:
Ac = Absorbancia da solugdo ABTS sem amostra;

As = Absorbancia da amostra.

3.13 CARACTERIZACAO QUIMICA

3.13.1 Cromatografia em Coluna flash

O extrato EBDic (800 mg) foi dissolvido em diclorometano, misturado com silica
e evaporado, até formar um poé fino. Esse material foi fracionado utilizando
cromatografia em coluna flash (26,5 x 2,6 cm), utilizando silica gel (230 — 400 Mesh)
e inicialmente empacotada com hexano. Como fase mével, a amostra foi eluida
utilizando-se um gradiente crescente de polaridade, composto pelos solventes hexano
e acetato de etila (Hex:AcOEt - 9:1; 8,5:1,5; 8:2; 7,5:2,5; 7:3; 6,5:3,5; 6:4; 1:1 v/v). Ao
passo que as fracdes eram recolhidas, eram submetidas a cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando cromatofolhas de aluminio TLC contendo Silica Gel 60 F254.
As 275 fracOes coletadas foram reunidas em 20 fracdes baseando-se nos perfis de
eluicdo que obtiveram. ApGs serem concentradas a temperatura ambiente, foram
reavaliadas por CCD para confirmar o perfil de eluicdo. As fracdes e os gradientes de
eluicdo utilizados estédo descritos na Tabela 1.

As 20 fracbes foram encaminhadas para investigacdo da atividade
antimicrobiana. Realizou-se a determinacdo da CIM e da CMB das fragOes,
previamente solubilizadas em etanol. Para tanto, utilizou-se o protocolo descrito no

item 2.4. As fragbes foram avaliadas nas concentragdes de 1000 a 3,9 ug/mL.



Tabela 1 - Fracionamento do extrato EBDic, gradiente de eluicdo utilizado e

rendimento das fracdes

Fracoes Tubos coletados  Gradiente de eluicao

F-1 la9 9:1

F-2 10a 19 8,5:1,5

F-3 20a 29 8,5:1,5

F-4 30a35 8,5:1,5

F-5 36a43 8,5:1,5

F-6 44 a 52 8,5:1,5

F-7 53 a 62 8,5:1,5

F-8 63 a 69 8,5:1,5

F-9 70 a 84 8,5:1,5

F-10 85a101 8,5:1,5

F-11 102 a 129 101 a112:8,5:1,5
113 a129: 8:2

F-12 130a175 7,5:2,5

F-13 176 a 185 7:3

F-14 186 a 209 175 a 205: 7:3

206 a 209: 6,5:3,5

F-15 210 a 214 6,5:3,5

F-16 215 a 235 215a219:6,5:3,5
220 a 235:6:4

F-17 236 a 260 6:4

F-18 261 a 264 11

F-19 265 a 270 1:1

F-20 271 a?275 1:1

3.13.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)
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Esta etapa seguiu o protocolo determinado por Cruz (2013). Dois miligramas

de EBDic foram dissolvidos em 60 pL de piridina. Em seguida, foram adicionados 100

pL do reagente de derivatizacdo BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida). A

mistura reacional foi aquecida a 70 °C durante 30 minutos para promover 0 processo
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de derivatizacdo. A amostra foi analisada em cromatografo a gas (CG) acoplado a
espectrometro de massas (EM) com ionizacdo por impacto de elétrons (EI) a 70 eV
(modelo GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu), com coluna cromatografica RTX-5MS (30
m/0.25 mm/ 0.25 um df). A temperatura do injetor utilizado foi de 290 °C, com
temperatura inicial de andlise de 80 °C por 5 minutos e posterior gradiente de
temperatura de 80 a 280 °C na razédo de 4 °C/minuto. O fluxo de géas (Hélio) foi de 0,8
mL/minuto, modo split. Os dados foram comparados com a biblioteca National Institute
of Standards and Technology (NIST, 2008).

3.13.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE/EM)

O extrato EBDic e a fracédo F-15 (Tabela 1) foram analisadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em cromatégrafo da marca Shimadzu, utilizando
coluna cromatografica analitica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 ym), acoplado
a espectrometro de massas (lon-Trap AmazonX, Bruker), com lonizagdo por
Eletrospray (IES).

Para realizacdo da andlise, pesou-se 1 mg de cada amostra, as quais foram
solubilizadas separadamente em 1 mL de metanol e filtradas em filtros PVDF (Fluoreto
de Polivinilideno), com malha de 0,45 ym. O método cromatografico desenvolvido
utilizou os solventes metanol (solvente B) de grau cromatografico e agua ultrapura tipo
I (Mili-Q), acidificada com acido férmico (0,1%v/v) (solvente A), com analise em
gradiente de concentracao (5 a 100% de B em 95 minutos). O volume de injecao foi
de 10 yL e taxa de fluxo foi de 0,6 mL/minuto. No espectrébmetro de massas, as
amostras foram submetidas a uma fragmentacéo sequencial em EM?2. Os parametros
utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da placa final 500 V, gas nebulizador 10 psi, gas

seco (N2) com fluxo de 8 mL/minuto e temperatura de 300 °C.

3.13.4 Rede molecular

Os dados espectrais de EBDic e da fracdo F-15, obtidos por analise em
CLAE/EM? no modo negativo, foram submetidos a plataforma online GNPS (Global
Natural Product Social Molecular Networking:

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp). Os parametros utilizados
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foram: cosseno acima de 0,7, com comparacdo de no minimo seis ions fragmentos e
até 10 ligacdes entre os nodos similares. Os espectros da rede foram comparados
com a biblioteca espectral disponivel no GNPS e todas as correspondéncias entre
estes (anotagdes), foram requeridas a fim de possuir um limite de pontuacdo acima

de 0,7 e a0 menos seis picos correspondentes entre si.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, as 30 linhagens de fungos foram identificadas utilizando
diferentes métodos. Através do primeiro teste de identificacdo realizado, o microcultivo
em lamina, os fungos foram fenotipicamente identificados em género e espécie, de
acordo com as morfologias macro e microscopica de suas coldnias crescidas em meio
CYA.

De todos fungos isolados e identificados, A. terreus foi a espécie encontrada
em maior numero (8/30), seguida por A. fumigatus (7/30) e A. niger (7/30),
Paecilomyces variotii (4/30), A. fischeri (3/30) e A. nidulans (1/30). Estes dados séo
ilustrados na Figura 17.

Figura 17 - NUmero de espécies fungicas isoladas nas Varzeas de Sousa-PB,
identificadas por microcultivo em lamina
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Fonte: O autor

A observacado dos caracteres macro e microscépicos forneceu informagdes de
suma importancia para a identificagdo dos micro-organismos deste trabalho. As

caracteristicas fenotipicas dos isolados estéo dispostas a seguir, nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Caracteristicas macroscoépicas das colénias do fungos crescidas em CYA
(incubacéo a 25 °C, durante 168 horas)

Fungos Diametro da Cor da colbnia/ Pigmentos Exsudato
coldnia (mm) Reverso sollveis

Aspergillus 45-68 Branco / Creme Ausente Ausente
fischeri

A. fumigatus 50-70 Verde / Creme Ausente Ausente

A. nidulans 51-59 Verde / Castanho Presente Presente

A. niger 62-70 Preta / Bege Ausente Ausente

A. terreus 53-62 Marrom / Marrom Presente Presente

Paecilomyces 40-42 Marrom / Marrom Ausente Ausente

variotii

Tabela 3 - Caracteristicas microscopicas dos fungos cultivados em CYA (incubacao

a 25 °C, durante 168 horas)

Fungos Seria-  Tamanh Forma/ Forma Diametro Cleistoté-
cao o dos cor dos da da cio
conidios conidios vesicula vesicula
(Lm) (Lm)
A. fischeri U 2-2,5 Globoso/  Piriforme 12,0- Presente
Verde 18,0
A. fumigatus U 2-3,5 Globoso/  Piriforme 17,5- Ausente
Verde 27,5
A. nidulans B 2,4-2,7 Globoso/ Piriforme 8,0-12,0 Presente
Verde
A. niger B 3,050 Globoso/ Globosa 27,0— Ausente
Preta 55,0
A. terreus B 2-2,5 Globoso/ Piriforme 15-17,5 Ausente
Marrom
P.variotii  Ausente  3,2-5,0  Elipsoide / Vesicula ausente Ausente
Castanho

Legenda: U - unisseriado; B - bisseriado

As Figuras expostas a seguir (18—23) ilustram as caracteristicas das colbnias e

as estruturas microscopicas citadas nas Tabelas 2 e 3.
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Figura 18 - Aspergillus fischeri URM 7737. A) Colbdnias cultivadas em CYA (25 °C,
por 168h); B) Conidiéforo (MO); C) Cleistotécio (MO); D) Hifas e conidios (MEV).*

Figura 19 - Aspergillus fumigatus URM 7811. A) Colonias cultivadas em CYA (25
°C, por 168h); B) Conidioforo (MO); C) Conidios (MO); D) Conidios (MEV).*

*(MO): Microscopia Otica; (MEV): Microscopia Eletrénica de Varredura.



Figura 20 - Aspergillus nidulans URM 7810. A) Colbnias cultivadas em CYA (25
°C, por 168h); B) Conidiéforo (MO); C) Cleistotécio (MO); D) Conidios (MEV).*

Figura 21 - Aspergillus niger URM 7748. A) Colbnias cultivadas em CYA (25 °C,
por 168h); B) Conidiéforo (MO); C) Conidios (MO); D) Conidios (MEV).*

A c

*(MO): Microscopia Otica; (MEV): Microscopia Eletrdnica de Varredura.

78
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Figura 22 - Aspergillus terreus URM 7731. A) Colbnias cultivadas em CYA (25 °C,
por 168h); B) Conidioforo (MO); C) Conidiéforos, com énfase nas cadeias de
conidios (MO); D) Conidios (MEV).*

Figura 23 - Paecilomyces variotii URM 7739. A) Coldnias cultivadas em CYA (25
°C, por 168h); B) Conidi6éforo (MO); C) Hifas (MO); D) Conidios (MEV).*

*(MO): Microscopia Otica; (MEV): Microscopia Eletrénica de Varredura.
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O solo é um sistema complexo que compreende fatores abidticos e bidticos,
incluindo macro, meso e micro-organismos. Comunidades microbianas presentes no
solo sdo importantes para o ciclo de nutrientes, decomposicdo da matéria organica,
entre outros (LIU et al., 2016). Os fungos representam um componente funcional
crucial do ecossistema subterraneo; porém, a diversidade fungica neste ambiente
ainda é subestimada. Sabe-se que, apesar da presenca de fungos no solo exercer
consequéncias diretas na qualidade e na fertilidade, este fato tem recebido pouca
atencao (MONKAI et al., 2017).

O isolamento de fungos de diferentes ambientes € importante para a avaliacao
da biodiversidade local. A identificacdo das espécies auxilia neste conhecimento, além
de ser Util para avaliar os papéis que eles podem exercer no habitat em que se
encontram. Ademais, pode fornecer cepas para diversas aplicagdes, como controle
bioldgico, remediacdo ambiental e processos industriais (BLACKWELL, 2011).

Os fungos filamentosos isolados neste trabalho pertencem aos géneros
Aspergillus e Paecilomyces, sendo ambos ascomicetos. De acordo com Kirk et al.
(2008) e Blackwell (2011), ha mais de 99.000 fungos descritos e, destes, 0s
ascomicetos e basidiomicetos constituem a grande maioria da diversidade fungica
mundial.

O género Aspergillus é bastante diverso, com alto impacto econémico e social.
Suas espécies ocorrem em todo o mundo, em varios habitats e sdo conhecidas por
deteriorar alimentos, produzir micotoxinas e, frequentemente, sdo relatados como
patdgenos humanos e animais. Porém, apesar destes pontos negativos, muitas
espécies sao utilizadas na biotecnologia para a producéo de varios metabdlitos como
antibioticos, acidos organicos, medicamentos e enzimas (SAMSON et al., 2014).

Do género Paecilomyces, observa-se que apenas a espécie P. variotii foi
isolada neste trabalho. P. variotii € um fungo filamentoso saprofitico que se encontra
no solo, no ar, em plantas em decomposi¢cado e em produtos alimentares (FELDMAN
et al., 2016). Segundo Laguna et al. (2015), P. variotii merece atencao especial, ndo
s6 por ser fonte de metabdlitos secundarios, mas também por sua capacidade de
produzir uma ampla variedade de enzimas, as quais podem converter substratos
baratos em bioprodutos de alto valor.

Diante da dificuldade de realizar a identificacéo de fungos do género Aspergillus
em nivel de espécie, a melhor abordagem para obter resultados mais precisos e

7

confidveis é a identificacdo polifasica, combinando métodos morfoldgicos e
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moleculares para alcancar uma identificacao final (DECONTARDI et al., 2018). Assim,
decidiu-se identificar todos os fungos isolados utilizando esta abordagem.

Quanto aos fungos filamentosos, a identificacdo morfolégica do género e da
espécie, dependendo do fungo, requer estudo microscépico mais detalhado para
delinear as estruturas caracteristicas (MURRAY et al. 2015). Os mesmos autores
citam que a analise microscopica fornece um delineamento importante na
identificacdo de fungos filamentosos. Esta afirmacé&o foi comprovada durante a
execucdo deste trabalho, pois a observacdo minuciosa das caracteristicas
morfologicas foi crucial para uma primeira identificacdo das linhagens.

Métodos de identificacdo fenotipicos tradicionais, como o microcultivo em
lamina, baseiam-se principalmente nas caracteristicas macroscopicas e
microscépicas das espécies. Alguns autores argumentam que estes métodos séo
bastante demorados (na maioria das vezes, necessita-se de 5 dias ou mais para que
haja desenvolvimento das colbnias), trabalhosos, por vezes ndo suficientemente
precisos e requerem um profundo conhecimento e experiéncia na andlise morfologica
de fungos (PRYCE et al., 2003; MIRHENDI et al., 2007; DIBA et al., 2014; LECELLIER
et al., 2014).

Métodos mais rapidos para identificar fungos sdo realmente necessarios,
especialmente no campo clinico, no qual ha relatos sobre o aumento da morbidade e
mortalidade associada a infec¢des causadas por fungos resistentes (PRYCE et al.,
2003). Rozynek et al. (2004) acrescentam que 0s principais problemas encontrados
no processo de identificacdo morfolégica de fungos é tempo requerido para o
crescimento das colbnias e a grande experiéncia necessaria para identificar fungos
em géneros e espécies. Porém, se estas problematicas forem superadas, havendo
crescimento satisfatorio das colénias e dispondo de recursos pessoais especializados
no uso de chaves de identificacdo micoldgica e técnicas de cultura, tais problemas
passam a ser pequenos e as técnicas tornam-se satisfatorias para a identificacdo dos
fungos, pois exigem menos recursos financeiros do que as técnicas moleculares,
sendo um ponto de partida para testes em que ha necessidade de saber a identidade
do micro-organismo de interesse e néo se dispde dos recursos onerosos exigidos
pela biologia molecular.

O DNA dos 30 fungos isolados neste trabalho foi extraido e amplificado
eficientemente. A amplificagédo da regido ribossomal ITS1-5.8S-ITS2 utilizando os

primers ITS1 e ITS4 resultou em um produto de amplificagéo (produto de PCR) de
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uma unica banda, com aproximadamente 600 pares de bases (bp) para todas as
espécies de Aspergillus (como exemplificado na Figura 24) e 500 bp para os isolados

de Paecilomyces variotii.

Figura 24 - Produto da amplificacdo do gene ITS, correspondente a regido ITS1-
5.8S-ITS2 de isolados da espécie Aspergillus terreus, usando os primers ITS1 e
ITS4. (M: Marcador 1Kb plus DNA Ladder; CN: Controle Negativo; S18: URM 7732,;
S22: URM 7733; S23: URM 7742; S27: URM 7743)
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Fonte: O autor

O uso de técnicas de biologia molecular, através da analise de DNA, possui a
vantagem de ser um processo rapido e altamente sensivel. Essas técnicas ndo estao
sujeitas a variagdes fenotipicas, a acao do ambiente, ao estagio de desenvolvimento
do fungo e a outros fatores que possam alterar a morfologia do organismo (MENEZES
et al., 2010).

De acordo com Al-Hindi et al. (2017), varias técnicas de biologia molecular
foram usadas para a deteccdo rapida de Aspergillus de amostras ambientais e
clinicas. Segundo Decontardi et al. (2018) Técnicas desenvolvidas a partir da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) como o sequenciamento de DNA, tém sido
ferramentas Uteis na identificagdo de varios organismos, dentre eles os fungos.

Entre os marcadores moleculares utilizados para este propdsito, destaca-se o
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer), que separa 0s genes
18S e 28S do rDNA e pode ser amplificada com primers especificos ancorados nessas

duas regides. Essa regido é altamente conservada intraespecificamente, mas variavel
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entre diferentes espécies, o que possibilita a distin¢cdo ao nivel especifico (FUNGARO,
2000; BARBOSA et al., 2013). No entanto, Lecellier et al. (2014) relatam que, em
aplicacbes de rotina, estes métodos também requerem habilidades laboratoriais
especiais, além de serem exigentes e caros.

O padrao de fragmento obtido da regido ITS para os fungos isolados neste
trabalho esta dentro dos encontrados por varios autores, tanto para Aspergillus spp.
(MAGNANI et al.,, 2005; MIRHENDI et al., 2007; CASTRILLO et al.,, 2012;
TRYFINOPOULOU et al., 2015) como para Paecilomyces spp. (INGLIS; TIGANO,
2006; DONG et al., 2012).

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o BLAST, o qual estabelece
comparacdes entre estas sequéncias e outras depositadas no GenBank, além de
fornecer informacdes quanto & homologia entre elas. De acordo com Stackebrant e
Goebel (1994), para considerar que isolados pertencem a diferentes espécies, €
necessario que ela possua uma homologia na sequéncia menor que 97%. Estes
dados podem ser observados na Tabela 4.

Dados morfolégicos e moleculares juntos podem resolver problemas
taxondmicos, fornecendo resultados confiaveis, como visto neste trabalho. Os
isolados A. niger URM 7809 e URM 7815, A. fumigatus URM 7811 e URM 7816 e A.
terreus URM 7814 néo foram identificados por métodos moleculares pois, diante dos
testes realizados, ndo foi possivel obter sequenciamentos confiaveis. Logo, a
identificacdo destes isolados foi realizada usando seus caracteres morfolégicos macro
e microscépicos, em comparacdo com as literaturas de referéncia.

Utilizando os sequenciamentos definidos, arvores filogenéticas das cepas
foram geradas para de Aspergillus (Figura 25) e Paecilomyces (Figura 26),
correlacionando os micro-organismos mais proximos pela similaridade que estdo
depositadas no Genbank.

As arvores filogenéticas obtidas pelas analises de agrupamentos com 0s
primers ITS1 e ITS4 selecionados evidenciou a proximidade genética entre as
espécies avaliadas e as sequéncias do Genbank. Os dados obtidos através da analise

morfoloégica e dos sequenciamentos estdo em concordancia.
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Tabela 4 - Numero de pares de base, homologia e similaridade entre os isolados e

Linhagens dos

Homologia

Similaridade

fungos / (%)
pares de base
Aspergillus niger
URM 7748 (572 pb)  Aspergillus niger KP940589.1 100%
Aspergillus tubingensis KF435033.1 100%
Aspergillus niger MG759551.1 100%
URM 7749 (593 pb)  Aspergillus niger KP940589.1 100%
Aspergillus tubingensis KF435033.1 100%
Aspergillus niger MG759551.1 100%
URM 7750 (548 pb)  Aspergillus niger KP940589.1 100%
Aspergillus tubingensis KF435033.1 99%
Aspergillus niger MG759551.1 100%
URM 7809 Apenas taxonomia classica -
URM 7812 (687 pb)  Aspergillus niger KP940589.1 99%
Aspergillus tubingensis KF435033.1 99%
Aspergillus sp. KP881422.1 99%
URM 7813 (566 pb)  Aspergillus niger KP940589.1 100%
Aspergillus tubingensis KF435033.1 100%
Aspergillus niger MG759551.1 100%
URM 7815 Apenas taxonomia classica -
Aspergillus nidulans
Aspergillus caespitosus EF550973.1 99%
URM 7810 (531 pb)  Aspergillus nidulans JN676111.1 99%
Aspergillus nidulans KU743895.1 99%
Aspergillus fumigatus
URM 7811 Apenas taxonomia classica -
URM 7734 (695 pb)  Aspergillus fumigatus KF305755.1 99%
Aspergillus oerlinghausenensis 99%
NR_138362.1
URM 7735 (620 pb)  Aspergillus fumigatus KT266801.1 100%
Aspergillus fumigatus KF305755.1 100%



URM 7736 (652 pb)
URM 7816

URM 7817 (608 pb)

URM 7818 (593 pb)

URM 7731 (558 pb)

URM 7733 (589 pb)

URM 7741 (583 pb)

URM 7742 (571 pb)

URM 7743 (604 pb)

URM 7744 (604 pb)

URM 7814

URM 7737 (552 pb)

URM 7738 563 pb)

Aspergillus fumigatus KF305755.1
Aspergillus fumigatus KT266801.1
Aspergillus viridinutans HM473077.1
Apenas taxonomia classica
Aspergillus fumigatus KF305755.1
Aspergillus oerlinghausenensis
NR_138362.1
Aspergillus fumigatus KT266801.1
Aspergillus fumigatus KF305755.1
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus KU319439.1
Aspergillus hortai FR837962.1
Aspergillus terreus MG250398.1
Aspergillus terreus KU319439.1
Aspergillus hortai FR837962.1
Aspergillus terreus KU319439.1
Aspergillus terreus MG250398.1
Aspergillus terreus KU319439.1
Aspergillus terreus MG250398.1
Aspergillus hortai FR837962.1
Aspergillus terreus KU319439.1
Aspergillus hortai FR837962.1
Aspergillus terreus MG250398.1
Aspergillus terreus KU319439.1
Apenas taxonomia classica
Aspergillus fischeri
Aspergillus fischeri NR_137479.1
Aspergillus oerlinghausensis
KT359601.1
Neosartorya fischeri AY373895.1
Aspergillus fischeri NR_137479.1
Neosartorya fischeri AY373895.1

98%
99%
99%

99%
99%

100%
100%

100%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
100%
100%

100%
99%

99%
100%
100%
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URM 7747 (617 pb)  Aspergillus oerlinghausensis 99%
KT359601.1
Neosartorya fischeri AY373895.1 100%

Paecilomyces variotii

URM 7739 (516 pb) Paecilomyces variotii FJ895878.1 99%
Paecilomyces formosus KT899889.1 99%

URM 7740 (561 pb) Paecilomyces variotii FJ895878.1 99%
Paecilomyces formosus KT899889.1 99%

URM 7745 (557 pb) Paecilomyces variotii FJ895878.1 99%
Paecilomyces formosus KC157764.1 99%

URM 7746 (547 pb) Paecilomyces variotii FJ895878.1 99%
Paecilomyces formosus KC157764.1 99%

pb: pares de base

A regido ITS do rDNA dos fungos € reconhecida como o “cédigo de barras
DNA” oficial por ser o marcador mais frequentemente sequenciado em tais micro-
organismos, além de envolver primers que podem sequenciar praticamente qualquer
DNA fungico (IRINYI et al., 2015; GAUTIER et al., 2016). Portanto, esta regido tem
sido utilizada em identificacBes de rotina, pois é relativamente facil de amplificar e
sequenciar e mostra boa variacao interespecifica (BRUN et al., 2013).

A regido ITS néo é variavel o suficiente para distinguir algumas espécies de
Aspergillus intimamente relacionadas. Conforme apresentado na Figura 11, todos os
isolados de A. fischeri e A. fumigatus estdo no mesmo clado. Segundo Samson et al.
(2014), essas espécies formam um clado bem suportado (98% de valor de bootstrap
- bs) indicando a estreita relacao entre elas. Além disso, eles foram colocados juntos
em um ramo com suporte estatistico moderado (77% bs), indicando que o Aspergillus
€ monofilético. Segundo Siqueira et al., (2016), este fato ocorre devido a relativa
incapacidade de diferenciar espécies afins, portanto, estas espécies de Aspergillus
sdo reconhecidas como indistinguiveis com base na sequéncia da regido ITS. Neste
estudo, a diferenciacdo dessas espécies foi alcancada usando tanto a identificacéo
morfologica (Tabelas 2 e 3) quanto os perfis de restricao, cujos dados sdo mostrados
adiante (Tabela 5). Nenhum deles obteve o mesmo perfil de digestéo, provando que

sao espécies diferentes.
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Figura 25 - Arvore filogenética ‘Neighboor-Joining’ gerada a partir de fragmentos
obtidos da regido ITS rDNA de espécies de Aspergillus isoladas de um coqueiral, em
relacdo a micro-organismos depositados no GenBank
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A. caespitosus EF550973.1
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Figura 26 - Arvore filogenética ‘Neighboor-Joining’ gerada a partir de fragmentos
obtidos da regido ITS rDNA de espécies de Paecilomyces isoladas de um coqueiral,
em relacdo a micro-organismos depositados no GenBank

- P. variotii URM 7740
L p yarioti URM 7745

P. variotii URM 7736

——————— P variotii F.J895878 1
sl P formosus KT899889 1

— P variotii JQ350881.1
l o
58 P, variotii URM 7746

Fonte: O autor

Embora as estruturas morfolégicas observadas em microcultivo em lamina
sejam extremamente Uteis para a identificacdo de micro-organismos, como foi
observado neste estudo, € muito dificil obter uma distingdo intra-espécies por este
meétodo. Varias técnicas alternativas tém sido utilizadas para este fim. Entre as
abordagens moleculares empregadas para decifrar a taxonomia de fungos, o
Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP) tem sido utilizado
nas identificacdes intra-espécies (KIZIS et al., 2014). Esta técnica é aplicada em
estudos genéticos, mapeamento molecular e programas de melhoramento genético
(ROSTAMI et al., 2015).

A caracterizacao inta-espécies dos fungos isolados neste trabalho foi realizada
utilizando a técnica PCR-RFLP. Os produtos de PCR dos 30 fungos foram digeridos
pelas enzimas de restricdo Hhal e Mwol, que criaram diferentes perfis de digestéao
para cada isolado. Os tamanhos dos fragmentos gerados apos a digestdo enzimatica
sdo apresentados na Tabela 5. A Figura 27 (A e B) ilustra os fragmentos gerados ap6s
digestao dos produtos de PCR de alguns fungos.

Mwol e Hhal foram selecionadas como as melhores enzimas para diferenciacao
das 30 espécies isoladas neste estudo. Ambas foram escolhidas mediante: 1)
avaliacdo minuciosa da literatura e 2) determinacéo de perfis de restricdo tedricos das
enzimas utiizando o programa  WebCutter 2.0, disponivel online
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). Assim, tais enzimas foram escolhidas por
apresentar padrdes de corte diferenciais para a identificacdo das espécies. Os
resultados demonstram que esta metodologia foi eficaz para a diferenciagao intra-

espécie dos isolados aqui identificados.



Tabela 5 - Tamanhos dos fragmentos (pb) dos produtos de PCR ap6és digestéo pelas

enzimas Hhal e Mwol para espécies de Aspergillus e Paecilomyces

Tamanho dos cortes (pb) dos

produtos de PCR apoés

digestao
Espécies Linhagens Hhal Mwol
URM 7809 220; 50 220; 150
URM 7748 e URM 7812 220; 190 220
Aspergillus URM 7749 360; 220; 50 360; 220
niger URM 7815 210; 180; 130 220
URM 7813 e URM 7750 200 210; 180; 130
URM 7811 350; 180; 100 220
Aspergillus URM 7734 210; 200 220
fumigatus URM 7735 e URM 7736  450; 350; 180 220
URM 7816 e URM 7817  350; 200; 180; 450; 220
50
URM 7818 330; 150 380; 50
URM 7731 320; 200 350; 200; 150
Aspergillus URM 7814 100 180
terreus URM 7741 e URM 7742  380; 350; 200  400; 350; 250;
180
URM 7733 350; 200; 180  420; 350; 200
URM 7743 e URM 7744 330; 180 280
Aspergillus URM 7737 350; 280 330; 210; 180
fischeri URM 7738 150 200; 100
URM 7747 150 340
Paecilomyces URM 7739 400; 180; 150 430; 180
variotii URM 7740 180; 150; 50 200; 100
URM 7745 e URM 7746  230; 190; 100 100
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Figura 27 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR ITS1-IT4 de
espécies de Aspergillus apés digestdo enzimatica. A) Digestdo enzimatica dos
produtos de PCR de URM 7811 (S4), URM 7735 (S7), URM 7736 (S8), URM 7816
(S24) e URM 7817 (S25) com Hhal. B) Digestdo enzimética dos produtos de PCR de
URM 7731 (S9), URM 7732 (S18), URM 7741 (S21), URM 7733 (S22) e URM 7742
(S23) com Mwol. M: Marcador DNA Ladder 100 bp

e
(Gl ]

800 bp

800 bp

350 bp
250 bp

150 bp

350 bp
250 bp

Fonte: O autor

Fragmentos de DNA medindo entre 50 pares de base (pb) b a 450 pb para
ambas as enzimas geraram perfis de digestdo para cada isolado, os quais foram Uteis
para distingui-los intraespecificamente. A. niger URM 7748 e URM 7812, A. niger URM
7813 e URM 7750, A. fumigatus URM 7735 e URM 7736, A. fumigatus URM 7816 e
URM 7817, A. terreus URM 7741 e URM 7742, A. terreus URM 7743 e URM 7744
apresentaram os mesmos perfis de restricdo para ambas as enzimas, o que significa
gue sao iguais entre si. A combinacgéo de duas endonucleases permitiu a geracéo de
todos os perfis de restricdo, mas Hhal permitiu distinguir A. niger URM 7748 e A. niger
URM 7812 de A. niger URM 7815, e A. fumigatus URM 7811 de A. fumigatus URM
7734 e de A. fumigatus URM 7735 / A. fumigatus URM 7736. Mwol foi util
principalmente para distinguir A. fischeri URM 7738 de A. fischeri URM 7747.

Estudos recentes envolvendo técnicas moleculares frequentemente resultam
na identificacdo de numerosas populacdes dentro de muitas das espécies que sao
filogeneticamente distintas. No entanto, estas espécies distinguem-se por
caracteristicas moleculares (JUDOVA et al., 2012), pois caracteres macro e
micromorfoldgicos geralmente ndo sao evidentes ou suficientes para o processo de
distincdo. Entre as abordagens moleculares usadas para decifrar a taxonomia de

Aspergillus, a PCR-RFLP tem sido usada com sucesso para identificar esta espécie
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(KIZIS et al., 2014). Usando PCR-RFLP, variacdes na sequéncia de DNA podem ser
detectadas, o que pode tanto detectar pequenas variacbes de nucleotideos, que
podem nao ser expressas em nivel de proteina, e detectar mudancas em regifes néo-
codificantes de DNA (EL- KHOURY et al., 2011).

Poucos estudos foram realizados utilizando PCR-RFLP para identificar fungos
do género Aspergillus em nivel de espécies (DIBA et al., 2014), o que também € valido
para espécies de Paecilomyces pois, de acordo com Ebrahimi et al. (2015), ha poucas
informacdes disponiveis sobre a caracterizagdo molecular de P. variotii e outras
espécies do género.

Existe uma variabilidade suficiente na regido do rDNA que pode servir como
alvo para identificagdo dos isolados de Aspergillus utilizando PCR-RFLP e as sub-
regides ITS1-ITS2 foram reveladas como marcadores para a discriminagao entre
espécies através da digestdo com enzimas especificas (DIBA et al., 2014). Alguns
estudos obtiveram resultados promissores com a digestdo enzimética utilizando Mwol
e Hhal, pois foi possivel realizar a diferenciagéo intra-espécies de Aspergillus por meio
da PCR-RFLP (MIRHENDI et al., 2007; DIBA et al., 2014; KIZIS et al., 2014; NASRI
et al., 2015; MIRHENDI et al., 2016).

Com relacéo a espécie P. variotii, apenas um estudo utilizando PCR-RFLP e
enzimas de restricdo para determinar a diversidade genética de 20 isolados da
espécie foi encontrado na literatura. Em seu trabalho, Rostami et al (2015) utilizaram
4 enzimas (EcoRlI, Mspl, Msel e Mbol) e, como resultado, concluiram que os isolados
pertencem a mesma linhagem. Portanto, o presente estudo traz o primeiro relato sobre
PCR-RFLP da referida espécie utilizando as enzimas Mwol e Hhal.

No entanto, com relacdo a PCR-RFLP, alguns problemas foram relatados.
DIBA et al. (2014), utilizando a enzima de restricdo Mwol nas regides ITS do rDNA,
desenvolveu um método para a identificacdo de varias espécies de Aspergillus
clinicamente importantes incluindo A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. nidulans, A.
terreus, A. clavatus, A. ochraceus e A. amstelodami. Mas, devido a proximidade dos
tamanhos dos fragmentos, alguns perfis ficaram complicados de delinear. Ademais,
os perfis de restricdo de A. fumigatus, A. clavatus e Neosartorya fischeri foram
semelhantes e, portanto, a diferenciagcdo ndo pode ser feita.

Com relacao aos testes de atividade antimicrobiana realizados neste trabalho,
dos 30 fungos avaliados, 14 (46,67%) apresentaram potencial antimicrobiano frente a
S. aureus (UFPEDA-02) e/ou K. pneumoniae (UFPEDA-396). As médias aritméticas
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dos halos de inibicdo encontrados no ensaio primario (bloco de gelose) séo

apresentadas a seguir, na Tabela 6.

Tabela 6 - Média aritmética dos halos de inibicdo (mm) dos isolados frente a micro-
organismos de interesse clinico, utilizando a metodologia do bloco de gelose

Médias aritméticas - halos de inibicdo (mm)

Fungos S.aureus Desvio K.pneumoniae Desvio
filamentosos UFPEDA-02 padrdo UFPEDA-396 padréao
A. fumigatus URM 7811 16,0 - 13,5 10,5
A. fumigatus URM 7735 16,5 +0,5 12,5 +0,5
A. fumigatus URM 7736 17,0 0 12,0 0
A. fumigatus URM 7816 16,5 +0,5 - -
A. fumigatus URM 7817 15,5 10,5 11,5 10,5
A. fumigatus URM 7818 15,5 +0,5 12,5 +0,5
A. terreus URM 7731 12,5 +0,5 14,0 +2,0
A. terreus URM 7814 - - 11,0 0
A. terreus URM 7732 - - 11,0 0
A. terreus URM 7741 11,5 +0,5 11,0 +1,0
A. terreus URM 7733 11,0 0 - -
A. terreus URM 7743 11,0 +0,5 14,5 +1,5
A. fischeri URM 7738 13,0 +1,0 - -
A. fischeri URM 7747 15,0 0 11,5 10,5

(-) ndo houve halo de inibicéo

Como é possivel observar na Tabela 6, nenhum dos 30 isolados apresentou
inibicdo frente as cepas de P. aeruginosa e C. albicans. Os isolados das espécies A.
nidulans e A. niger ndo promoveram inibicdo do crescimento dos isolados clinicos
testados sobre essas condi¢cbes. Porém, h& relatos que comprovam o potencial
antimicrobiano de A. nidulans frente a Escherichia coli e S. aureus (ZHANG et al.,
2015). Outro estudo afirma que tal fungo é produtor de penicilina (HERR e FISCHER,
2014). De acordo com Al-Shaibani et al. (2013), A. niger € um dos melhores micro-
organismos do ponto de vista farmacéutico, pois produz varias enzimas
industrialmente importantes, bem como outros produtos e, com relagédo a atividade

antimicrobiana, produz compostos antimicrobianos como acido tensiuico, nigerazina
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B e tensidol A. Os resultados encontrados no presente estudo encontram-se em
discordancia com Al-Shaibani et al. (2013). No entanto, 0s mesmos autores afirmam
que a producdo de metabdlitos secundarios pode ser afetada pelo estagio de
desenvolvimento do fungo e por fatores intrinsecos e extrinsecos do ambiente, como
substrato disponivel, pH, atividade da agua, temperatura, luz e disponibilidade de
oxigénio, o que pode justificar o fato de as 7 espécies de A. niger isoladas neste estudo
nao apresentarem atividade antimicrobiana contra os micro-organismos aqui testados.

De acordo com Balouiri et al. (2016), o método do bloco de gelose é
frequentemente utilizado para realcar o antagonismo entre micro-organismos. Durante
0 seu crescimento, as células microbianas secretam moléculas que se difundem no
meio, podendo impedir o0 crescimento do micro-organismo teste.

Analisando a Tabela 6, pode-se observar que os maiores halos de inibicéo
frente a S. aureus foram apresentados pelos isolados da espécie A. fumigatus,
variando de 15,5 a 17,0 mm. Frente a K. pneumoniae, o maior potencial de inibi¢do
foi apresentado pela espécie A. terreus, com halos entre 11,0 e 14,5 mm. A. terreus
ja possui potencial antimicrobiano comprovado frente a S. aureus e C. neoformans
(IBRAHIM et al., 2015); S. aureus e Enterobacter aerogenes (WANG et al., 2011); S.
aureus, Bacillus subtilis, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans, Alternaria alternata e A.
solani (MOSTAFA et al., 2016). A. fumigatus também ja foi avaliado quanto a atividade
antimicrobiana e demonstrou potencial frente a S. aureus, C. albicans e Micrococcus
luteus (FURTADO et al., 2002); S. aureus e E. coli (JUDOVA et al., 2012) e Malassezia
furfur (KANG et al., 2013).

A inibicdo apresentada pelas espécies deste trabalho encontra-se em
concordancia com a maioria das referéncias citadas acima, quando se trata de S.
aureus. Porém, nenhum estudo sobre o potencial antimicrobiano de A. terreus e A.
fumigatus frente a K. pneumoniae foi encontrado para estabelecer comparacdo com
os resultados encontrados. Ademais, as diferencas aqui encontradas (n&o houve
inibicdo frente a C. albicans, por exemplo) podem ser justificadas pelo motivo citado
anteriormente, ja que se tratam de cepas coletadas em lugares distintos e, portanto,
sao diferentes.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa, 0s micro-organismos que
apresentaram potencial antimicrobiano foram conduzidos ao cultivo em meio liquido
e, posteriormente, ao teste de disco difusdo. As médias aritméticas dos halos de

inibicdo (mm) frente a S. aureus sé&o apresentados a seguir, na Tabela 7.
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Tabela 7 - Médias aritméticas dos halos de inibicdo (mm) de isolados frente a micro-
organismos de interesse clinico, utilizando a metodologia de disco difusdo

Médias aritméticas — Halos de inibicdo (mm)

Fungos filamentosos S. aureus UFPEDA-02 Desvio padrao
A. fumigatus URM7735 13,0 +1,0
A. fumigatus URM 7736 11,5 10,7
A. fumigatus URM 7817 11,0 +1,0
A. terreus URM 7731 22,0 +1,5
A. terreus URM 7732 14,0 +0,5
A. terreus URM 7741 14,0 0,5
A. terreus URM 7733 18,0 +2,0
A. terreus URM 7743 15,0 +1,5

(-) ndo houve halo de inibic&o.

Nas condicdes testadas, nenhum fungo apresentou potencial antimicrobiano
frente a K. pneumoniae, nem mesmo aqueles que foram capazes de inibir seu
crescimento no ensaio primario. Esse fato pode ser justificado por se tratar de
metodologias diferentes, pois no bloco de gelose o micro-organismo teste foi
desafiado pelo fungo retirado diretamente do cultivo em &gar. JA& no ensaio
secundario, o teste foi realizado apds cultivo em meio liquido; ou seja, os fungos foram
submetidos a condi¢des diferentes.

Constatou-se que, nas condi¢oes testadas, a zona de inibicdo apresentada pela
linhagem A. terreus URM 7731 foi a maior (22,0 £1,5 mm). Portanto, para as demais
etapas realizadas neste estudo, utilizou-se este isolado. Conhecendo a importancia
de se encontrar novos compostos com propriedade antimicrobiana frente a micro-
organismos resistentes as drogas que hoje estdo disponiveis no mercado, foram
acrescentados isolados clinicos de S. aureus multidrogas resistentes (MDR).

As infecgbes por bactérias multirresistentes representam um problema
relevante de saude publica, pois acomete diversos paises e reflete risco a saude e a
seguranca dos pacientes (SOUZA et al., 2015). A epidemiologia do MRSA esta em
constante mudanca e tanto os clones circulantes como seus perfis de resisténcia a
antibiéticos variam consideravelmente, dependendo da regido e do pais (MEJIA et al.,

2010). Os mesmos autores afirmam que, em muitos paises, MRSA transformou-se
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em patdégeno nosocomial endémico. O Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) dos Estados Unidos informa que, em 2010, as infeccbes por MRSA
representaram 63% das infec¢cOes causadas por S. aureus nos EUA; em 1974, eram
apenas 2%, e 22% em 1995. Logo, surge a importancia da busca por novos agentes
antimicrobianos com potencial frente a estes micro-organismos.

Sendo assim, a fim de investigar a influéncia de diferentes condi¢cdes de cultivo
no potencial antimicrobiano de A. terreus URM 7731, inicialmente trés parametros
foram avaliados: crescimento celular, meio e tempo de cultivo. Nesta etapa, foi
possivel verificar que ndo houve halo de inibicdo para nenhum dos micro-organismos
avaliados quando o fungo foi cultivado no Caldo Czapek modificado. Assim, 0s
resultados da atividade antimicrobiana aqui apresentados dizem respeito ao cultivo do
referido fungo em Extrato de Malte a 1,5% e em Caldo Batata. Os resultados dessa
primeira etapa da avaliacdo das condicfes de cultivo estdo dispostos abaixo, nas
Figuras 28 (meio e tempo de cultivo), 29 (biomassa) e 30 (pH).

Através destes gréficos, pode-se observar que, nas condi¢des testadas, 0s
maiores halos de inibigdo foram encontrados durante as 96 horas de cultivo em Extrato
de Malte (23,5 mm para UFPEDA-02; 22,0 mm para UFPEDA-699; 20,5 mm para
UFPEDA-709; 20,0 mm para UFPEDA-718 e 19,5 mm para UFPEDA-731). Com
relacdo ao cultivo em Caldo Batata, observa-se que a inibicdo das cepas s se inicia
a partir de 72 horas de cultivo e, com excec¢ao da cepa UFPEDA-731 (na qual o maior
halo € encontrado em torno das 96 horas e mantém-se com o mesmo tamanho até as
120 horas), os maiores halos surgem em torno das 120 horas de cultivo. Zain et al.
(2009) afirmam que os metabdlitos secundarios ndo sdo compostos essenciais para
0 crescimento do micro-organismo, nem intermediarios chave do metabolismo basico
do mesmo. Porém, desempenham outros papéis na vida dos fungos. Geralmente, sdo
encontrados como uma mistura de moléculas estreitamente relacionadas. A producao
de metabdlitos secundarios € susceptivel a condigdo ambiental, ou seja, é restrita a
certas condicdes.

Com relacdo ao crescimento celular, na Figura 28 ilustra-se as curvas de
crescimento de A. terreus URM 7731 nos 3 meios em que foi cultivado. O meio Czapek
€ pobre em nutrientes, pois em sua composi¢cao possui apenas tracos de sais. Neste
trabalho, utilizou-se o meio Czapek modificado, proposto por Singh et al. (2015), os
quais propdem a adicéo de sacarose ao meio. Na Figura 9, observa-se que A. terreus

URM 7731 cresceu preferencialmente no referido meio, chegando a alcancar
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aproximadamente 10,5 g.L* de biomassa nos tempos 48 e 120 horas. As 72 horas de
cultivo, o crescimento cai subitamente e, depois, comeca a se elevar. Este fato é
comum quanto os componentes nutricionais do meio se esgotam, forcando o micro-
organismo a encontrar uma maneira de continuar sobrevivendo mesmo com escassez
de substrato. Porém, para este meio ndo houve atividade antimicrobiana. De acordo
com Arora e Chandra (2010), uma espécie fungica pode utilizar uma fonte particular
de carbono para o crescimento vegetativo, mas pode ndo ser capaz de usa-la para a
producdo de moléculas estruturais especializadas. Assim, A. terreus URM 7731
utilizou os componentes do meio para crescimento, e ndo para produzir os metabdlitos
de interesse.

No meio BD, houve um crescimento intermediario em relacado aos outros dois
meios avaliados. Nesta condigcdo, observa-se que a biomassa apresenta-se maior
durante as 96 horas de cultivo (5,7 g.L?) e, depois disso, comeca a decair.
Provavelmente, este fato aconteceu pelo mesmo motivo explanado para CZ.

Com relagdo ao Extrato de Malte, meio em que houve a maior atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos teste, é notério que A. terreus URM 7731
cresceu muito menos nele do que nos demais meios, atingindo seu crescimento
maximo (3,08 g.L?) as 96 horas de cultivo. Depois, este crescimento comeca a decair.
Logo, pressupde-se 0 micro-organismo desviou a rota de consumo dos nutrientes para
a producdo de metabdlitos secundarios.

Segundo Santos et al. (2013), os estudos da interacao das fontes de carbono
e nitrogénio no metabolismo das diferentes linhagens séo importantes na medida em
gue estes compostos apresentam uma complexidade estrutural e séo fontes utilizadas
pelos micro-organismos para um bom desempenho metabdlico. O efeito da interacé@o
das diferentes fontes de carbono e nitrogénio pode ser um fator importante para
promover melhoria na eficiéncia fermentativa para os micro-organismos melhorarem
a producdo de metabdlitos de interesse.

A biossintese de metabdlitos secundarios é regulada pelos componentes dos
meios de cultura como fontes de carbono, nitrogénio e outros fatores ambientais. Com
relagcdo aos componentes nutricionais que constituem os meios de cultivo utilizados
no presente trabalho, nota-se que trés fontes de carbono foram avaliadas: maltose

(Extrato de Malte), glicose (Caldo Batata) e sacarose (Czapek).
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Figura 28 - Gréficos dos halos de inibicdo (mm) produzidos por Aspergillus terreus
URM 7731 frente a cepas de S. aureus padrao (UFPEDA-02) e MDR (UFPEDA-699,
UFPEDA-709, UFPEDA-718, UFPEDA-731)
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Figura 29 - Curvas de crescimento (g.L) de Aspergillus terreus URM 7731 em
Caldo Czapek (CZ), Caldo Batata (BD) e Extrato de Malte em cultivo submerso, a
150 rpm, 30 °C, durante 120 horas
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Fonte: O autor

A fonte de carbono pode, muitas vezes, limitar o crescimento dos micro-
organismos. Segundo Gasong e Tjandrawinata (2016), ha uma maior concentracao
de fonte de carbono em Caldo Batata do que em Caldo Extrato de Malte. Santos et al.
(2013), ao compararem a utilizacdo de glicose e sacarose em um processo
fermentativo, encontraram que houve maior producdo de biomassa no meio com
sacarose. Peyer et al. (2016) encontraram que a maltose foi a fonte de carbono
preferida utilizada em um processo fermentativo, seguido da glicose. Logo, estes
resultados estdo em concordancia com o que foi encontrado no presente trabalho.
Assim, diante das informacdes aqui citadas, pressupde-se que a sacarose foi 0
carboidrato melhor associado ao crescimento do isolado A. terreus URM 7731,
seguida pela glicose e pela maltose.

O meio em que houve maior crescimento celular, CZ modificado, possui duas
fontes de nitrogénio: uma complexa (extrato de levedura) e outra convencional
(NaNOs3). O Extrato de Malte também é tratado como fonte de nitrogénio (CELESTINO

7z

et al, 2014). O nitrogénio € essencial para formar os aminoacidos e,
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conseguentemente, as proteinas; ndo é tdo importante quanto a fonte de carbono na
limitacdo do desenvolvimento microbiano, mas é essencial para a producdo de
antibioticos.

Logo, observando-se que o cultivo em Extrato de Malte apresentou melhores
resultados, as etapas subsequentes foram realizadas utilizando o meio Extrato de
Malte a 1,5% e os cultivos foram sempre interrompidos apds 96 horas do seu inicio,
pois foi durante este periodo que o fungo produziu maior quantidade do metabdlito de
interesse.

Ibrahim et al. (2015) conseguiram isolar, a partir do cultivo de uma cepa de A.
terreus, dois compostos com propriedade antimicrobiana frente a S. aureus e C.
neoformans. Porém, tais autores utilizaram fermentacdo solida com residuos
agroindustriais e ndo otimizaram as condi¢des de cultivo do referido fungo. Mostafa et
al. (2016) obtiveram resultados de inibicdo utilizando A. terreus contra S. aureus, B.
subtilis, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans, A. alternata e A. solani; porém, o processo
utilizado também foi a fermentacao sélida, sem otimizacdo das condi¢es de cultivo.
Tal fato pode justificar porque a cepa avaliada neste estudo nao inibiu o crescimento
de P. aeruginosa e C. albicans, pois as condi¢des oferecidas para cultivo de A. terreus
URM 7731 foram bastante distintas das que foram utilizadas pelos estudos acima
citados.

Durante o acompanhamento do pH, notou-se perfis variados nos resultados
obtidos pelos 3 meios de cultivo. A cada 24 horas, o pH foi medido e os resultados
foram plotados em um gréfico, o qual é exposto na Figura 30.

No cultivo de Extrato de Malte, observa-se uma discreta acidificacdo apés 48
horas de cultivo, a qual geralmente ocorre pela producéo de acidos orgéanicos. Para
CZ, o pH inicial (equivalente a 7,25) teve um aumento significativo a partir das
primeiras 24 horas de cultivo, chegando a atingir aproximadamente 10,0 até as 120
horas. O contrario € observado para BD, no qual ocorreu uma acidificacdo nas
primeiras 24 horas.

Sabe-se que na auséncia de meio tamponado, o valor do pH cai durante as
primeiras fases de fermentacdo e este fenébmeno pode ser tido como um reflexo da
atividade do fungo, que estd absorvendo aminoacidos, acumulando ions, excretando
gas carbonico no meio ou mesmo excretando ions H* durante a geragéo de ATP pela
respiracdo (DE MORAIS, 1984).
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Figura 30 - Representacédo das curvas de pH dos cultivos de Aspergillus terreus
URM 7731 em Caldo Czapek (CZ), Caldo Batata (BD) e Extrato de Malte em cultivo
submerso, a 150 rpm, 30 °C, durante 120 horas
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Fonte: O autor

Porém, em cultivos com fonte de nitrogénio, que leva a formac&o de amoénia no
meio de cultivo, o pH também determina a forma em que esta substancia se
apresenta. Por exemplo, em pH acima de 11,0, o nitrogénio encontra-se na forma nao-
protonada de amobnia, que é a forma que tem passagem livre pela membrana celular
e talvez isso justifique uma melhor assimilacdo do nitrogénio pelo fungo, no caso do
cultivo em CZ (BELKIN & BOUSSIBA, 1991).

Por fim, realizou-se novos cultivos variando o pH do meio, a fim de constatar
se tal parametro influencia no potencial de inibicdo do referido fungo frente aos micro-
organismos de interesse clinico. Foram avaliados 6 diferentes pH, 0os quais variaram

de 4,0 a 9,0. Os resultados obtidos nesta etapa estdo expostos na Figura 31.
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Figura 31 - Representacéo (em barras) do cultivo de Aspergillus terreus URM 7731
em Extrato de Malte a 1,5%, utilizando diferentes pH, a 150 rpm, 30 °C, durante 96
horas, frente a linhagens de Staphylococcus aureus
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O pH do caldo de cultivo é um dos parametros mais criticos que afetam o
crescimento e a biossintese de metabdlitos, e que varia entre diferentes organismos,
condi¢des operacionais e meios de cultivo utilizados (LACROIX et al., 1985; YANG,;
LIAU, 1998). Mudancas no valor intracelular do pH s&o indesejaveis. Isso justifica a
eficiente capacidade tamponante intracelular que 0s micro-organismos possuem,
sendo capazes de manter o valor de pH sempre 6timo (NEVES, 2013).

Como se pode observar na Figura 31, os halos de inibicdo foram maiores para
o caldo fermentado com pH=8,0 (UFPEDA-02: 17,0 mm; UFPEDA-699: 17,0 mm;
UFPEDA-709: 17,3 mm; UFPEDA-718: 16,5 mm; UFPEDA-731: 18,0 mm). Logo, para
atividade antimicrobiana, € mais interessante que os cultivos sejam realizados com o
pH do meio ajustado para 8,0 antes que 0 mesmo seja inoculado.

A avaliacdo das condi¢Bes de cultivo é til para o desenvolvimento de um
bioprocesso sustentavel, pois € possivel aumentar o rendimento de um metabdlito,
reduzir a duracdo do tempo de cultivo, minimizar custos e maximizar a producao
(CARVALHO et al. 2008; VENUGOPALAN e SRIVASTAVA, 2015). Assim, de acordo
com as condi¢cOes avaliadas, os cultivos seguintes passaram a ser realizados com o
isolado A. terreus URM 7731, em Extrato de Malte a 1,5%, com o pH ajustado para
8,0, durante 96 horas.

Na etapa subsequente, buscou-se determinar qual o solvente organico que
melhor extraia os metabdlitos de interesse presentes no liquido metabdlico. Para
tanto, o volume final obtido deste liquido, previamente separado da biomassa por
filtracdo a vacuo, foi dividido em 3 partes iguais, sendo que cada uma foi extraida por
um solvente: hexano, diclorometano e acetato de etila. Depois de rotaevaporados, 0s
extratos (EBHex, EBDic e EBACOEt) foram avaliados quanto ao potencial
antimicrobiano. Os resultados desse teste séo representados a seguir, na Tabela 8.

O solvente organico que melhor extraiu o metabdlito de interesse do liquido
metabdlico foi o diclorometano, tendo em vista que os menores valores de CIM foram
obtidos pelo EBDic. Para a cepa S. aureus UFPEDA-02, a CIM do EBDic foi 32 vezes
menor que a do EBHex e 4 vezes menor que a do EBACOEt. Contra os isolados
clinicos MDR, o EBHex néo teve atividade nas condi¢des testadas, ao passo que a
CIM do EBDic foi de 500 ug/mL para todos os isolados e para EBAcCOEt teve CIM de
500 pg/mL para os isolados UFPEDA-699, 709 e 731 e de 1000 ug/mL para UFPEDA-
718. Vale ressaltar que, neste caso, os valores de CIM e CMB coincidiram. Assim,

novos cultivos submersos foram realizados, afim de se obter grandes volumes de
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liguido metabdlico para extrair utilizando diclorometano. Estes extratos foram
rotaevaporados e armazenados a 4 °C para que outros testes de atividade biolégica

fossem realizados.

Tabela 8 - CIM e CMB dos extratos obtidos a partir da extracéo do liquido
metabdlico com solventes orgéanicos: Hexano (EBHex), Diclorometano (EBDic) e
Acetato de Etila (EBACOE)

CIM/CMB - Extratos (ug/mL)
Micro-organismos EBHex EBDic EBACOEt
S. aureus UFPEDA-02 1000 pg/mL 31,25 ug/mL 125 pg/mL
S. aureus UFPEDA-699 <1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pug/mL
S. aureus UFPEDA-709 <1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pyg/mL
S. aureus UFPEDA-718 <1000 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
S. aureus UFPEDA-731 <1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pug/mL

Em laboratérios de pesquisa, extragbes com solvente sdo necessarias e
bastante utilizadas. Diclorometano (ou cloreto de metileno, CH2Cl2) é um
hidrocarboneto alifatico incolor, halogenado, com um odor doce, suave, semelhante
ao odor do éter. Foi largamente utilizado na industria farmacéutica, bem como na
extracdo para alguns componentes de alimentos. Em laboratorios de pesquisa, €
conhecido como um bom solvente e usado como tal, porém o seu uso exige cuidados,
apesar da sua baixa toxicidade aguda (CAYOT et al., 2016).

Extracbes de metabdlitos secundarios utilizando solventes organicos de
polaridades distintas, com efeito comparativo, s&o mais comuns em estudos com
plantas do que com micro-organismos. Ademais, investigacdes utilizando
diclorometano como solvente extrativo também s&do mais comuns com espécies
vegetais (DIRAR et al., 2019; AFOUXENIDI et al., 2018; GOMEZ-BETANCUR et al.,
2015). Porém, Fernand et al. (2017) isolaram uma linhagem de Aspergillus niger de
camardes coletados no ambiente marinho, a qual foi cultivada sob fermentacdo
submersa, sendo o caldo fermentado foi extraido utilizando um sistema formado por
acetato de etila e diclorometano (1:1, v/v). Contudo, estes autores nao investigaram
atividades bioldgicas para estes compostos. Khebizi et al. (2018) isolaram dois

compostos com atividade antifingica, oriundos do extrato obtido apds extracdo do
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caldo fermentado por uma linhagem de Streptomyces sp., utilizando diclorometano
(1:1, viv).

E comum encontrar estudos que buscam extrair metabolitos secundarios
produzidos por micro-organismos, porém, a maioria dos autores procedem com a
extracdo utilizando apenas acetato de etila, sem investigar o poder extrativo de outros
solventes, ao contrario do que foi realizado no presente trabalho. Por exemplo,
Elissawy et al. (2019) isolaram uma linhagem de Aspergillus sp. oriundo de um
mangue, cultivaram-na sob fermentagcdo sélida e, posteriormente, procederam a
extracdo exaustiva utilizando acetato de etila, sendo que os compostos isolados foram
investigados quanto ao potencial antioxidante. Liu et al. (2018) isolaram uma linhagem
de A. terreus do ambiente marinho, a qual foi submetida a fermentacéo sélida e,
posteriormente, realizou-se uma extracdo utilizando acetato de etila. Tais autores
conseguiram isolar 12 compostos, os quais foram avaliados quanto aos potenciais
antimicrobiano e antioxidante. Sun et al. (2018) isolaram, utilizando acetato de etila
como solvente extrativo, compostos com atividade antioxidante produzidos por A.
luchuensis. Rajamanikyam et al. (2017) também utilizaram acetato de etila (1:1, v/v),
a fim de extrair metabdlitos secundarios a partir do caldo fermentado oriundo do cultivo
de A. allahabadii. Os dois compostos extraidos e identificados (maltol e acido kojico)
foram investigados quanto aos potenciais antimicrobiano, antioxidante, larvicida e
antidiabético.

Alkhulaifi et al. (2018) isolaram 7 linhagens de fungos filamentosos (5
Aspergillus spp. e 2 Fusarium spp.), sendo duas delas A. terreus. Apds realizar cultivos
submersos, os caldos fermentados foram extraidos utilizando n-butanol, solvente
organico mais polar que acetato de etila e diclorometano. O solvente foi rotaevaporado
e 0s extratos foram utilizados para investigar o potencial antimicrobiano dos fungos,
através de um screening. Al-Enazi et al. (2017) fizeram um estudo semelhante,
isolando fungos do solo e submetendo-os a cultivos submersos, cujos caldos
fermentados também foram extraidos com n-butanol; neste caso, os autores
investigaram o potencial anti-Candida dos fungos isolados.

Para avaliar se EBDic é capaz de diminuir a CIM de antibiéticos utilizados na
pratica clinica frente a cepas de S. aureus, utilizou-se o método do checkerboard.
Antes de realizar as combinagbes antimicrobianas in vitro nas microplacas de 96

pocos, 0s antibioticos utilizados neste teste foram selecionados apos a realizacéo de
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um antibiograma, a fim de confirmar a sensibilidade/resisténcia das cepas MDR. Os

resultados desta avaliacdo sédo apresentados a seguir, na Tabela 9.

Tabela 9 - Médias aritméticas (mm) dos halos de inibicdo produzidos por antibiéticos

frente a isolados de Staphylococcus aureus

Médias aritméticas - halos de inibicdo (mm) Padrao CLSI
Antibiéticos | UFPEDA- | UFPEDA- | UFPEDA- | UFPEDA- para S.
699 709 718 731 aureus
(2017); mm
Cefoxitina 30,0mm 26,0mmz 265mmz 265mmz* R<24; S=25
+0 0,0 0,5 0,5
Cloranfenicol 95mm+ 80mmz+ 23,0mmz+ 80mm=* R<12; S=18
0,5 0,0 1,0 0,0
Clindamicina 0,0 0,0 27,0mmz= 26,0mmz R<14; S221
1,0 0,0
Eritromicina 0,0 0,0 240mmz+ 244mmz+ R<13; S223
1,0 0,5
Gentamicina 0,0 0,0 18,0mmz+ 16,0mmz R<12; S=215
0,0 0,0
Ciprofloxacina 0,0 0,0 0,0 11,5mm+ R<15; S221
0,5
Oxacilina 205mm  190mmz+ 240mmz 185mmz+ R<28; S=29
+0,5 0,0 1,0 0,5

Legenda: R: resistente; S: sensivel

Comparando os halos de inibicdo obtidos com os valores considerados pelo

CLSI (2017) para classificar um isolado de S. aureus sensivel ou resistente a

determinada droga, pode-se concluir que as cepas UFPEDA-699 e UFPEDA-709 séo

resistentes a 6 antibiéticos, dentre os 7 testados, sendo sensiveis apenas a cefoxitina

nas condicOes testadas. Por esse motivo, tais isolados foram selecionados para a

determinacao do sinergismo in vitro entre os agentes antimicrobianos e EBDic.

Previamente, buscou-se determinar a CIM dos antibioticos gentamicina,

eritromicina, ciprofloxacina e oxacilina por microdiluicdo em placa. Para ambas as

linhagens, a CIM da eritromicina foi maior que 960 ug/mL e, segundo a CLSI (2017),



106

cepas de Staphylococcus spp. sédo consideradas resistentes a eritromicina quando a
CIM é maior ou igual a 8 pg/mL. Assim, decidiu-se nao utilizar este antibiético para
avaliacdo do sinergismo, diante do alto valor de CIM encontrado. Para a linhagem
UFPEDA-699, realizou-se o checkerboard entre ciprofloxacina-EBDic e gentamicina-
EBDic. Contudo, a CIM da gentamicina frente a linhagem UFPEDA-709 foi maior que
960 pg/mL, sendo que, de acordo a CLSI (2017), cepas de Staphylococcus spp. sédo
consideradas resistentes a gentamicina quando a CIM é maior ou igual a 16 pg/mL.
Assim, realizou-se a avaliagéo do sinergismo entre ciprofloxacina-EBDic e oxacilina-
EBDic.

Os resultados mostraram que a combinagcdo de antibiéticos com o EBDic
permitiu uma reducdo na CIM de diferentes drogas antimicrobianas sobre as cepas
testadas. Com relacdo a cepa UFPEDA-699, foi possivel observar que a associacéo
entre EBDic e ciprofloxacina fez com que a CIM do antibiotico caisse pela metade (30
Mg/mL isoladamente para 15 uyg/mL em associagcido), enquanto que a CIM da
gentamicina foi consideravelmente reduzida em 32 vezes (480 pg/mL isoladamente
para 15 pg/mL, quando associado a EBDic). Em ambos os casos, a CIM do EBDic
diminuiu em 8 vezes (500 pg/mL isoladamente para 62,5 ug/mL, quando associado
aos antibiéticos). Quanto ao isolado UFPEDA-709, a associacdo entre EBDic e
ciprofloxacina fez com que a CIM do antibiético fosse 4 vezes reduzida (60 ug/mL para
15 pyg/mL), enquanto a CIM da oxacilina reduziu 16 vezes (480 ug/mL para 30 pg/mL).
Nestes casos, a CIM do EBDic diminuiu em 4 vezes (500 ug/mL isoladamente para
125 pg/mL em associagao). Estes resultados sdo mostrados a seguir, na Tabela 10.

Todos os agentes antimicrobianos avaliados no checkerboard séo bactericidas.
Contudo, os trés pertencem a classes diferentes e, portanto, seus mecanismos de
acdo também séo diferentes. Gentamicina € um derivado aminoglicosidico, cujo efeito
bactericida acontece devido a interacao especifica a subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, interrompendo a sintese proteica. Ciprofloxacina, farmaco pertencente a
classe das fluoroquinolonas, age inibindo a topoisomerase IV de bactérias Gram
positivas e a topoisomerase Il das bactérias Gram negativas. Oxacilina é uma
penicilina semissintética, que age inibindo a formacdo de ligagdo cruzada entre
cadeias de peptideoglicano, impedindo a formacéo correta da parede celular
bacteriana (GUIMARAES et al., 2010).

A prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente a agentes antimicrobianos,

em especial S. aureus resistente a meticilina (MRSA), € uma questdo preocupante
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devido a possibilidade de causar infec¢des fatais que séo dificeis de tratar (ZEHRA et
al., 2019). Este agente etioldgico pode causar diferentes tipos de infec¢des, como as
comunitarias adquiridas e as nosocomiais, sendo que o aumento da prevaléncia de
cepas MRSA representa um problema sério para pacientes hospitalizados (MACEDO
et al., 2013). Logo, torna-se importante que pesquisas sejam realizadas visando a
descoberta de novos agentes antimicrobianos.

Varios estudos foram realizados utilizando compostos isolados de extratos
vegetais, micro-organismos e até mesmo compostos sintéticos combinados com
agentes antimicrobianos (CHAVES et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2018). Segundo
Macedo et al. (2013), o efeito sinérgico entre produtos naturais e agentes
antimicrobianos € uma area de enfoque de pesquisa fitoterapica com perspectiva de
desenvolvimento de novos farmacos, pois surge como uma ferramenta poderosa para

ajudar a selecionar uma terapia antimicrobiana mais eficaz e menos toxica.
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Tabela 10 - Resultados da avaliacédo do sinergismo entre o Extrato Bruto obtido com Diclorometano (EBDic) e os antibioticos,
realizado utilizando o método do checkerboard, frente a cepas de Staphylococcus aureus Multidrogas resistentes (MDR)

Staphylococcus aureus UFPEDA-699

Combinacdo CIMAtb CIMEBDic CIM Atb apés CIM EBDic ap6és FICa FICs FICI Efeito

Atb + (ug/mL) (ug/mL) combinacao combinacao

Extrato
Cip + EBDic 30 pg/mL 500 pg/mL 15 pg/mL 62,5 ug/mL 0,5 0,125 0,625 Parcialmente sinérgico
Gent + 480 pg/mL 15 ug/mL 62,5 ug/mL 0,031 0,125 0,156 Sinérgico
EBDic

Staphylococcus aureus UFPEDA-709

Atb + CIM Atb CIM EBDic CIM Atb ap6s CIM EBDic ap6és FICa FICs FICI Efeito

Extrato (Mg/mL) (Mg/mL) combinacao combinacao
Cip + EBDic 60 pug/mL 500 pg/mL 15 pg/mL 125 pg/mL 0,25 0,25 0,5 Parcialmente sinérgico
Oxa + EBDic 480 30 pug/mL 125 ug/mL 0,0625 0,25 0,312 Sinérgico

Mg/mL

Atb: Antibiético; CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; EBDic: Extrato Bruto obtido com Diclorometano; FICA: Fraction Inhibitory

Concentration do antibidtico; FICB: Fraction Inhibitory Concentration Index do extrato EBDic; FICI: Fraction Inhibitory Concentration

Index
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As interacdes entre antimicrobianos e produtos de origem natural podem
aumentar a eficacia dos antibioticos e sdo uma alternativa para o tratamento de
infeccbes causadas por micro-organismos resistentes a multiplas drogas,
especialmente cepas de MRSA para as quais uma terapia eficaz é limitada e cara
(MACEDO et al., 2013). Segundo Figueiredo et al. (2018) e Mun et al. (2018), esses
“adjuvantes dos antimicrobianos” podem agir aumentando o espectro da atividade
antibacteriana de antibiéticos conhecidos contra cepas resistentes, bloqueando a
resisténcia e combatendo as infec¢Bes bacterianas por meio de um efeito sinérgico
com o antibiético. Segundo Chaves et al. (2018), a associacao entre antibibticos e
compostos obtidos a partir de fontes naturais, estando isolados ou ndo, pode atuar
simultaneamente em diferentes locais-alvo, o que é responséavel pelos melhores
resultados observados em comparacdo com o antibiotico isoladamente.

Ferreira et al. (2018) avaliaram o sinergismo entre uma lectina isolada da planta
Alpinia purpurata e oxacilina frente a cepas MRSA. Vale ressaltar que, isoladamente,
a proteina ndo apresentou atividade frente a tais cepas, porém, quando associada ao
antibiético, observaram que houve efeito sinérgico, com FICI variando de 0,12 a 0,5.
Silva et al. (2018) encontraram efeito sinérgico entre um extrato obtido a partir das
folnas da planta Vernonia condensata, utilizando acetato de etila como solvente
extrativo, e ampicilina, frente a uma linhagem MRSA. A CIM do antibiético reduziu de
1000 pg/mL para 250 pg/mL, enquanto a do extrato reduziu de 1250 pug/mL para 78
pg/mL. Mun et al. (2018) investigaram a combinacdo entre punicalagin, um tanino
isolado da planta Punica granatum, e o antibiotico oxacilina frente a 6 cepas de MRSA.
Os efeitos foram sinérgicos para todos os ensaios, com FICI variando de 0,15 a 0,5,
havendo reduc¢des consideraveis nas CIMs tanto do composto como do antibiético.

EBDic também foi avaliado quanto a capacidade de inibir a formacdo de
biofilme. Para tanto, utilizou-se a linhagem Staphylococcus aureus UFPEDA-02, a
qual é capaz de formar biofiime em microplacas de poliestireno (FERREIRA et al.,
2018). Ao todo, foram avaliadas 4 concentracdes de EBDic: CIM x 8, CIM x 4, CIM x
2 e CIM x 1 (250 pg/mL, 125 ug/mL, 62,5 ug/mL e 31,25 ug/mL, respectivamente).

Considerou-se que a formacao de biofilme no controle positivo representa
100% da formacao de biofilme. Assim como Ferreira et al. (2018), ampicilina foi
utilizado como controle negativo neste trabalho. Para tanto, o antibiético foi capaz de
inibir a formacao do biofiime em 46,67%. EBDic, por sua vez, apresentou como

percentuais de inibicdo: 20%, 14,7%, 9,3% e 4,7% para as concentracdes de CIM x



110

8, CIM x 4, CIM x 2 e CIM x 1, respectivamente. Os resultados desta etapa estao

ilustrados a seguir, na Figura 32.

Figura 32 - Atividade anti-formacao de biofilme de EBDic contra a linhagem
Staphylococcus aureus UFPEDA-02, utilizando 4 concentracfes diferentes do
extrato e Ampicilina (960 pg/mL) como controle negativo
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Fonte: O autor

Biofilmes sdo comunidades microbianas complexas, as quais se ligam a um
tecido ou uma superficie abidtica. Sdo compostas por microcoldénias envolvidas em
uma matriz de substancias poliméricas produzidas pelos préprios micro-organismos
(MOURA et al., 2017), a qual serve para protegé-los das condices adversas externas
e aumentar a resisténcia aos antibiéticos (SILVA et al., 2018). Os mesmos autores
acrescentam que biofilmes bacterianos sdo responsaveis por 65 a 80% dos casos de
infeccbes cronicas e nosocomiais. Ademais, segundo Mataraci e Dosler (2012),
devido a maior resisténcia dos organismos associados aos biofilmes, os mesmos
representam um problema para a saude publica grave, considerando o potencial que
esses organismos possuem em causar infecgcbes graves em pacientes com
superficies inertes, como dispositivos medicos para uso interno (por exemplo,
cateteres) ou externo. Ainda é possivel destacar que, segundo Ko et al. (2019), a
formacdo de biofiilme é uma das causas de as bactérias estarem se tornando

resistentes a antibioticos.
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Silva et al. (2019) avaliaram a inibicdo da formacao de biofilme por S. aureus
utilizando uma lectina isolada da planta Punica granatum. Os autores encontraram
uma inibicdo de 50% quando a proteina foi testada numa concentracdo maior que 200
pg/mL. Ferreira et al. (2018), os quais estudaram a atividade anti-formacao de biofilme
pela cepa S. aureus UFPEDA-02 (ndo-resistente, a mesma testada no presente
trabalho) utilizando uma lectina isolada da planta Alpinia purpurata, encontraram uma
inibicdo de 50 a 60%, sendo que a maxima concentragao testada foi de 50 pg/mL.
Estes resultados se encontram em discordancia com o presente trabalho, tendo em
vista que o maior percentual de inibicdo encontrado foi de 20%, na maior concentracao
testada (250 ug/mL). Isto pode ter acontecido por EBDic ter sido avaliado em sua
forma bruta, portanto, os componentes ativos do extrato estavam em baixa
concentragao.

Rahman et al. (2017) avaliaram a inibicdo da formacé&o do biofilme de S. aureus
pelo extrato dos frutos de Amomum tsaoko. As concentracdes testadas variaram de
0,5 mg/mL a 4 mg/mL e o percentual de inibicdo variou de 16,18% a 47,06%,
respectivamente. Tais autores justificam este resultado afirmando que sem mais
analises, como o isolamento e a investigacdo do potencial de cada composto, fica
dificil explicar quais componentes sdo responsaveis por essa inibicao.

Jain et al. (2018) testaram o potencial anti-formacéo de biofilme por S. aureus
utilizando trés espécies diferentes de circuma (em sua forma pura) e seus alcaloides
e flavonoides. Cada substancia foi avaliada em concentracdes que variaram de 0,5 a
10 mg/mL, concentracdes bem mais elevadas que as testadas no presente trabalho.
O extrato bruto na concentracdo de 0,5 mg/mL teve percentual de inibicdo igual a
26,86%, valor muito proximo do que foi encontrado neste trabalho (20% para 0,25
mg/mL). Na mesma concentragdo, nenhum dos 6 compostos isolados obtiveram um
percentual de inibicdo maior. Contudo, os autores apenas afirmaram que cdrcuma e
seus flavonoides e alcaloides possuem atividade antibiofiime, mas n&o discutiram
estes resultados.

Bazargani e Rohloff (2016) estudaram a inibicdo da formagao de biofilme por
S. aureus utilizando 6leos essenciais e extratos brutos de hexano, diclorometano e
metanol de 3 plantas (Mentha piperita L., Coriandrum sativum L. e Pimpinella anisum
L.). Nos 3 casos, os melhores percentuais de inibicdo foram apresentados pelos 6leos
essenciais das plantas, variando de 67,5 a 91%, sendo importante ressaltar que 0s

mesmos foram avaliados na ordem de ug/mL. Com relacdo aos extratos, os de
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diclorometano, metanol e hexano obtidos de C. sativum e P. anisum néo inibiram a
formacéo de biofilme, apesar das altas concentracdes avaliadas (4 mg/mL). Apenas
0s extratos de M. piperita tiveram atividade, variando de 39,2 a 70%. Os autores
atribuem essas diferencas nos resultados ao processo extrativo, supondo que 0s
compostos ativos presentes nos 6leos poderiam ndo estar presentes nos extratos
obtidos com solventes organicos.

No presente trabalho, também foi avaliado o potencial antioxidante do extrato
bruto, o qual foi determinado através da capacidade dos componentes antioxidantes
presentes no EBDic em sequestrar os radicais estaveis DPPH, ABTS e AAT. Os fendis
totais foram medidos em funcdo do acido gélico. Nas condicfes testadas, EBDic
apresentou maior percentual de sequestro de radicais livres quando avaliado pelo
método do DPPH (89,7%), seguido pelo AAT (10,3%) e pelo ABTS (4,98%). A Tabela

11 mostra os resultados para cada um dos ensaios.

Tabela 11 - Resultados de fendis totais e atividades antioxidantes promovidas por
EBDic, na concentracédo de 800 pg/mL

Amostras DPPH (%) ABTS (%) AAT (%) Fenois
totais
(mgAGE/Q)
EBDic 89,70 + 13,4 4,98 + 0,58 10,30 + 0,01 289,5+0,40
BHT 93,13 +£ 0,56 98,12 £ 0,10 99,80 £ 0,50 -
Acido
o 90,04 £ 0,16 100 100
ascorbico -

(-): ndo determinado. BHT: Butylated hydroxytoluene

A busca por compostos que possuam potencial antioxidante justifica-se pelo
fato de os antioxidantes fornencerem grande beneficio para a melhoria da qualidade
de vida, pois sdo compostos que protegem o organismo dos danos causados pelos
radicais livres (OLIVEIRA, 2015), pois sdo capazes de neutralizar espécies reativas
de oxigénio (ERO) como o Oz (superéxido), RO- (radical alcoxila), NO (6xido nitrico),
H20:2 (perdxido de hidrogénio) e ROO- (radical peroxila) (ARORA e CHANDRA, 2010).

As ERO e os radicais livres contém elétrons desemparelhados na camada de

valéncia, logo séo instaveis e por isso reagem rapidamente com as outras substancias
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ou moléculas no corpo, levando a lesédo celular ou tecidual (CHALAMAIAH et al.,
2012). De acordo com Achkar et al. (2013), os radicais livres sdo um dos causadores
de reacbes de oxidagdo em sistemas biologicos, as quais tém ligagdo direta com o
surgimento de diversas doengas como cancer, doencas cardiovasculares, doenca de
Alzheimer e outros distarbios neurodegenerativos, aterosclerose, artrite reumatica,
catarata e inflamacéo (OLIVEIRA, 2015).

Segundo Chalamaiah et al. (2012), os antioxidantes sintéticos tém sido
relatados como compostos que trazem potenciais riscos a saude e, devido a isso, a
busca por antioxidantes naturais seguros é importante. Plantas e fungos sao
conhecidos pela producédo de compostos com propriedades antioxidantes e, de acordo
com Arora e Chandra (2010), os fungos tém sido utilizados em pesquisas pela
comunidade cientifica devido a sua capacidade de produzir uma ampla gama de
metabdlitos secundarios, dentre os quais hd compostos que possuem atividade
antioxidante.

O teste do DPPH, o qual € um radical livre estavel comumente usado para
avaliar a poténcia antioxidante in vitro, baseia-se na eliminacdo de radicais DPPH e
reflete a capacidade do extrato em transferir elétrons ou atomos de hidrogénio
(SANDHU; PUNIA; KAUR, 2016). Observou-se que EBDic foi capaz de sequestrar em
torno de 90% dos radicais DPPH livres presentes na amostra. Valor semelhante (83%)
foi encontrado por Wang et al. (2013), os quais investigaram a atividade antioxidante
de polissacarideos extracelulares isolados do caldo fermentado por uma linhagem de
A. terreus, utilizando o método do DPPH. Ja Sandhu et al. (2016) relataram que o
melhor percentual antioxidante de uma linhagem de A. awamorinakazawa foi de
66,8%, utilizando fermentacdo soélida e extraindo os metabdlitos com hexano.
Segundo estes autores, o tipo de substrato utilizado no cultivo pode inferir na
guantidade de fendis totais produzidos pelo fungo, o que pode explicar 0 menor
percentual obtido em comparagéo ao que foi encontrado no presente trabalho.

Dewi et al. (2015) avaliaram, também pelo método DPPH, o potencial
antioxidante de compostos isolados a partir de um extrato oriundo do cultivo submerso
de Aspergillus terreus, utilizando acetato de etila como solvente extrativo. Os autores
atribuem a atividade significativa & presencga de grupos fendlicos na estrutura dos 3
compostos avaliados. De acordo com Achkar et al. (2013), a atividade antioxidante
dos compostos fendlicos esta relacionada a sua estrutura quimica e a capacidade

redutora, gracas a ressonancia do anel aroméatico existente na estrutura, o que confere
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estabilidade. Segundo os mesmos autores, a atividade antioxidante € consequéncia
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais. Assim, supde-se
que a atividade antioxidante apresentada por A. terreus URM 7731 pode estar
relacionada com a presenca de fendis no EBDic (em torno de 290 mgAGE/g de
extrato).

Trabolsy et al. (2014) também atribuiram a atividade antioxidante de uma
linhagem de A. terreus a estrutura de um dos metabdlitos isolados a partir do seu
cultivo. No caso, trata-se da terreina, o qual € comumente produzido pela espécie e
extensivamente descrito na literatura. Segundo os autores, essa propriedade
antioxidante se deve a propriedade isomérica da estrutura da terreina.

Como foi discutido anteriormente, a producdo de metabdlitos secundérios por
micro-organismos e plantas € susceptivel a condicdo ambiental em que os mesmos
se encontram. Ou seja, no cultivo microbiano, as fontes nutricionais e as condi¢cdes
de incubacéo sédo determinantes nos tipos e quantidades de metabdlitos produzidos
por determinada espécie. Arora e Chandra (2010) também avaliaram a producédo de
compostos antioxidantes por uma linhagem de A. terreus e a influéncia que diferentes
fontes de carbono e nitrogénio teriam sobre o pontencial antioxidante da linhagem,
encontrando que glicose e nitrato de sodio foram as melhores fontes. Comparando
com o presente trabalho, EBDic foi produzido utilizando extrato de malte, o qual possui
maltose como fonte de carbono, a qual foi bem utilizada pela linhagem A. terreus URM
7731, considerando o resultado obtido a partir do teste do DPPH.

A atividade de eliminacdo de radicais ABTS livres reflete a doacdo de
hidrogénio pelo extrato, bem como pela capacidade de quebra da cadeia do mesmo.
Este ensaio é bastante utilizando porque pode ser usado para avaliar tanto
antioxidantes lipofilicos e como hidrofilicos (SANDHU et al., 2016). No presente
trabalho, pode-se observar que a capacidade de sequestro do radical ABTS por EBDic
nao foi satisfatério (apenas 5%). Segundo Handa et al. (2019), compostos podem
apresentar resultados diferentes para métodos distintos de avaliacdo da atividade
antioxidante. Neste caso, EBDic apresentou correlacédo positiva forte com DPPH e
uma forte correlacdo negativa com ABTS. Como explicam 0os mesmos autores, iSSo
implica que a atividade antioxidante de EBDic tem maior correlagdo com o mecanismo
de doacéo de hidrogénio (DPPH) do que com o mecanismo de doacéo de elétrons
(ABTS).
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O extrato EBDic foi fracionado por cromatografia em coluna flash, a partir da
qual foi possivel se obter 20 fracdes, baseando-se nos perfis de eluicdo (Tabela 1,
item 3.13.1). As 20 fraches foram encaminhadas para investigacdo da atividade
antimicrobiana. O rendimento das fracdes e os resultados referentes as CIM e CMB

das mesmas encontram-se descritos a seguir, na Tabela 12.

Tabela 12 - Concentra¢des Minimas Inibitérias (CIM) e Concentragbes Minimas
Bactericidas (CMB) das 20 fracGes oriundas do fracionamento do extrato EBDic,
utilizando cromatografia em coluna flash, frente a Staphylococcus aureus UFPEDA-

02
Fracbes | Rendimento CIM CMB
F-1 0,8 mg 250 yg/mL 500 pg/mL
F-2 5,1 mg 500 yg/mL 1000 pg/mL
F-3 55,4 mg 500 yg/mL 1000 pg/mL
F-4 20,9 mg 1000 pg/mL 1000 pug/mL
F-5 35,0 mg 500 ug/mL 1000 pug/mL
F-6 41,9 mg 500 yg/mL 1000 pg/mL
F-7 8,3 mg 500 yg/mL 1000 pg/mL
F-8 5,4 mg 1000 pg/mL 1000 pug/mL
F-9 43,9 mg 1000 pg/mL 1000 pug/mL
F-10 36,2 mg 500 yg/mL 500 pg/mL
F-11 101,6 mg 1000 pg/mL 1000 pg/mL
F-12 106,8 mg 500 ug/mL 1000 pug/mL
F-13 2,9 mg 500 ug/mL 500 pg/mL
F-14 2,5 mg 500 yg/mL 500 pg/mL
F-15 22,4 mg 125 yg/mL 125 pg/mL
F-16 6,9 mg 500 uyg/mL 500 pg/mL
F-17 9,5 mg 1000 pg/mL 1000 pug/mL
F-18 1,9 mg 500 uyg/mL 500 pg/mL
F-19 3,3 mg 1000 pg/mL 1000 pg/mL
F-20 2,0 mg 500 yg/mL 500 pg/mL

As menores CIM e CMB foram apresentadas pela fracdo F-15, com valores
iguais a 125 pg/mL. Este, por sua vez, € 4 vezes maior que a CIM/CMB do extrato
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EBDic antes de ser fracionado (31,25 ug/mL), inferindo, assim, que a juncgéo das 20
fracbes constitua um sinergismo. Ou seja, nas condi¢cOes testadas, as 20 fracdes
reunidas possuem maior potencial antibacteriano.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Figueiredo et al.
(2018) ao investigarem o potencial antimicrobiano do extrato obtido a partir algas da
espécie Canistrocarpus cervicornis, utilizando diclorometano como solvente extrativo,
e de compostos isolados a partir desse extrato. Os autores verificaram que 0s
diterpenos isolados tinham menor efeito modulatorio frente a cepas de S. aureus
guando comparados ao extrato bruto, e atribuem este resultado a presenca de outros
metabdlitos no extrato. Ferrari (2008) encontrou que as fracdes do extrato de
Lychnophora trichocarpha possuiam atividade anti-inflamatoria menor que o extrato
bruto, o que sugeria sinergismo entre as fracdes.

Diante dos resultados obtidos com a avaliacao da atividade antimicrobiana das
fracOes obtidas a partir de EBDic, foram realizadas andlises visando investigar a
composicao de EBDic e fracdo F-15 (a que apresentou melhores resultados de CIM e
CMB). Assim, primeiramente, EBDic foi sumetido a analise por CG-EM.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) € uma
tecnologia robusta, representando uma estratégia analitica vantajosa por possibilitar
a identificacdo de compostos presentes em matrizes complexas, com sensibilidade e
reprodutibilidade excelentes (SALVATORE et al., 2018). E usada principalmente para
analisar compostos volateis (com ponto de ebulicdo entre 20 e 350 °C) e metabdlitos
primarios polares apdés a derivatizacdo para torna-los volateis (TYC et al., 2017).

O processo de derivatizacdo torna um analito detectavel em métodos
cromatograficos, como o CG, e faz com que compostos altamente polares sejam
suficientemente volateis, de modo que possam ser eluidos a temperaturas razoaveis
sem decomposicdo térmica ou rearranjo molecular (ORATA, 2012). No presente
trabalho, as amostras foram submetidas ao processo de derivatizagdo porque,
segundo Salvatore et al. (2018), muitos metabolitos presentes em extratos fangicos
nao sao volateis ou podem vaporizar diante da exposicao a altas temperaturas. Assim,
EBDic e F-15  foram misturadas ao reagente BSTFA (N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida), o qual € um reagente universal de sililacdo (um dos
procedimentoos de derivatizagcdo mais comuns empregados na analise de CG-EM) e
tem melhor capacidade doar sililo do que outros reagentes (CARRO et al., 2013).
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Assim, apés a derivatizacdo, os compostos obtidos presentes nas amostras
tendem a ser mais volateis, de forma a apresentar melhor estabilidade térmica que os
originalmente presentes nas amostras ndo tratadas. Porém, mesmo utilizando este
artificio, perfil de metabdlitos secundarios obtido ndo foi satisfatorio. Desta forma,
buscou-se outro método analitico como ferramenta para conhecer as substancias
presentes nas amostras, escolhendo-se, assim, a rede molecular.

Rede molecular (do inglés, molecular networking) é uma estratégia
computacional que ajuda na visualizagdo e interpretacao da constituicdo quimica de
amostras, a qual pode ser detectada usando espectrometria de massas. Fornece uma
visdo geral de todos os ions de moléculas que foram detectados e fragmentados
durante a analise da amostra utilizando a técnica de espectrometria de massas, além
das relagcbes quimicas entre eles. Este método de espectrometria de massa baseado
em fragmentacdao é referido como EM/EM (QUINN et al., 2017).

Esta técnica fundamenta-se no pressuposto de que moléculas estruturalmente
similares compartilham padrbes de fragmentacdo de EM/EM similares. Logo, a
semelhanca dos espectros EM? pode ser usada como um critério para avaliacdo de
relacbes quimicas. De acordo com Yang et al. (2013), a rede molecular é
implementada em trés etapas fundamentais: 1) os espectros MS/MS da amostra
analisada sao coletados; 2) uma rede molecular usando “scores de cosseno” é
gerada. Estes dados que medem a relacdo em espectros EM/EM e podem ser
visualizados usando o Cytoscape, uma ferramenta utilizada para visualizar
correlagdes de grandes conjuntos de dados; a rede molecular € analisada. Portanto,
uma rede molecular consiste em uma representacdo visual da semelhanca quimica
de qualquer conjunto de compostos, na forma de uma relacdo molecular.

Usando um score de similaridade baseada em vetores, os espectros de
consenso séo plotados como nodos em uma rede, comparados entre si e vinculados
de acordo com seus graus de similaridade (OLIVON et al., 2017). Dentro da rede, um
nodo corresponde a um espectro de consenso MS/MS, que consiste em uma fusao
matematica de espectros EM/EM com padrfes de massa e pico precursor quase
idénticos e é tipicamente rotulado com a massa precursora. As arestas (linhas)
conectam nodos com 0s espectros de consenso EM/EM relacionados (YANG et al.,
2013). Os aglomerados resultantes (clusters) permitem a visualizacdo de moléculas
idénticas e analogas, viabilizando a deteccédo mais rapida de metabdlitos conhecidos

em comparacado com um banco de dados de produtos naturais e a identificacao de
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analogos baseados em estudos sistematicos de fragmentacdo (OLIVEIRA et al.,
2016).

Com base na similaridade de cosseno, os espectros de EM? das substancias
analisadas no presente estudo foram agrupados, formando clusteres. A rede
molecular gerada de EBDic e de F-15 no modo negativo possuiu 376 nodos (esse
valor diminuiu apés a remocéo do branco) (Figura 33). As intensidades das linhas
entre os nodos foram relacionadas aos valores de cosseno, indicando que quanto
maior a espessura, maior o grau de similaridade entre os nodos.

Diversos estudos ja foram realizados utilizando o método da rede molecular
como artificio para visualizar e interpretar a composicdo quimica de amostras
advindas de fungos (KLITGAARD et al., 2015; CARABALLO-RODRIGUEZ e PUPO,
2017; OPPONG-DANQUAH et al., 2018; FAN et al., 2019) bactérias (WATROUS et
al., 2012; DUNCAN et al., 2015; BOYA et al., 2017) e plantas (ABBAS-MOHAMMADI
et al., 2018; NOTHIAS et al., 2018; OLIVON et al., 2018).

A plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking),
desde sua introducdo no ano de 2012, permite andlise automatizada de redes
moleculares e compartilhamento comunitario de espectros brutos para bibliotecas
espectrais colaborativas ou dados experimentais (OLIVON et al., 2017). Com relacéo
ao presente estudo, através da biblioteca espectral da plataforma GNPS, um total de
40 anotacdes de metabdlitos foi exibido, incluindo antraquinonas, aminoacidos,
lactonas, benzofenonas, difenilas, entre outros.

O cluster A (Figura 34), apresentou a anotacao para a m/z 269 [M-H], sugerindo
a molécula de emodina, uma antraquinona comum a espécie A. terreus (DEWI et al.,
2008). Ao analisar o perfil de fragmentagcdo EM/EM m/z 269 [M-H], verificou-se a
presenca dos ions fragmentos m/z 241, 225, 210, 197, 182 e 171 que, de acordo Zhu
et al. (2012), caracteriza as fragmentacdes da molécula da emodina. A partir da
associacao da anotacao obtida pela biblioteca do GNPS, e levantamento de dados da
literatura, é possivel fazer o assinalamento putativo da substancia como emodina. A
rede molecular indica que esse metabdlito esta presente apenas em EBDic.

De acordo com Hsu e Chung, 2012, emodina apresenta diversas atividades
bioldgicas: antineoplasica, anti-inflamatdria e potencial toxicolégico para uso em
farmacologia, tanto in vitro quanto in vivo, além de demonstrar efeitos citotoxicos (por
exemplo, morte celular) através da interrupcdo do ciclo celular e da inducdo de

apoptose em células cancerigenas.
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Para o cluster B (Figura 34), foi indicado a anotacao de butirolactona | para os
nodos de m/z 423 (Figura 35), no tempo de retencédo de 72,4 minutos, presentes em
EBDic. Palonen et al. (2014) descreveram o perfil de fragmentag&o da butirolactona |
obtida de A. terreus no modo positivo. A analise de EBDic no mesmo tempo de
retencdo no modo positivo (72,4 minutos) apresenta um pico m/z 425 [M+H], cujo EM?
[425], apresentou os ions fragmentos de m/z 307, 331, 363 e 393 (Figura 16)
corroborando com Palonen et al. (2014) e sugerindo que os ions produzidos m/z 331
e m/z 393 resultam da clivagem de um grupo hidroxifenil e um grupo metoxila,

respectivamente, confirmando putativamente a anotacéo da biblioteca GNPS.

Figura 33 - Rede molecular do Extrato Bruto obtido com Diclorometano e da fragao
F-15, no modo negativo, demostrando os principais clusters anotados
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Figura 34 - Anotacdes para os clusters A, B, C, e D
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Os butenolideos, classe de derivados de aminoacidos, sdo uma classe de
metabolitos fungicos pertencentes as lignanas (QIl et al., 2018a). Segundo Ibrahim et
al. (2015), a espécie A. terreus € bem conhecida pela producéo de butenolideos. Os
mesmos autores acrescentam que as butirolactonas pertencem ao grupo destes
compostos e que sdo derivadas da desaminacao oxidativa de aminoacidos tais como
tirosina e fenilalanina. As butirolactonas sdo comumente estudadas, pois possuem
diversas atividades bioldgicas, como: antitumoral (QIl et al., 2018b), anti-inflamatoria
(LIU et al., 2018) citotoxica (GUO et al., 2016; LIAO et al., 2018), antidiabética (DEWI
et al., 2015a, 2015b) antioxidiante (DEWI et al., 2015a; DEWI et al., 2015b; IBRAHIM
et al., 2015), antimicrobiana e antimalaria (IBRAHIM et al., 2015).

No presente trabalho, foi possivel observar que EBDic possui atividade
antibacteriana -frente a S. aureus (com e sem padrao de resisténcia a antibiéticos) - e
antioxidante. Logo, estas propriedades podem ser relacionadas a presenca de
butirolactonas no extrato. Porém, outros testes de isolamento dos compostos e

elucidacédo estrutural sdo necessarios para afirmar esta correlacéo.

Figura 35 - Comparacéao entre o espectro de m/z 423 [M-H] da rede molecular
(preto) com o espectro da biblioteca disponivel no GNPS para a molécula de
butirolactona | (verde), no modo negativo, com as correspondéncias observadas
entre eles
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O cluster C (Figura 34) apresenta a anotacdo do nodo m/z 331 de sulochrin,
uma benzofenona que esta envolvida na via de producédo da lovastatina, tendo a
emodina como precursor. Contudo, sulochrin é produzida por A. terreus como um co-
metabdlito indesejado devido a toxicidade associada a outros contaminantes
produzidos e por dificultar as etapas de purificacdo na producéo em escala industrial
(DEWI et al., 2011). Logo, visando aumentar a producédo de lovastatina, pesquisas
envolvendo mutagénese e triagem foi ja foram realizadas visando eliminar a producéo
de sulochrin. A primeira delas foi realizada por Vinci et al. (1991), os quais
conseguiram modificar geneticamente uma cepa de A. terreus produtora de
lovastatina. Ao final, conseguiram um aumento de 20% na producao de lovastatina,

concomitante a uma reducéo de 83% da sulochrin.

Figura 36 - MS? do fon m/z 425 [M+H]
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O cluster D (Figura 34) apresenta a anotacdo do nodo m/z 429 para metil
dicloroasterrate, uma difenila. Este esqueleto € comum a varios metabdlitos de A.
terreus e possui cloro, sugerindo atividade biolégica associada a esta estrutura.
Hargreaves et al. (2002) elucidaram estruturas de éteres difenilicos produzidos por
espécies do género Aspergillus, dentre eles os compostos mono e dicloro derivados
do metil asterrate. Ambos apresentaram atividade anti-nematoda frente a

Caenorhabditis elegans.
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Realizou-se, também, a rede molecular de EBDic e da fracdo F-15 e de A.
terreus no modo positivo, originando 731 nodos. Porém, assim como no modo
negativo, esse valor diminuiu apés a remoc¢éo do branco. Os clusteres formados com
trés ou mais de trés nodos estdo representados na Figura 37. A biblioteca espectral
do GNPS exibiu 83 anotacdes, com classes de compostos como antraquinonas,
aminoacidos, éteres difenilicos, acido fenolicos, esteroides, alcaloides, entre outros.
O cluster A apresentou o0 nodo m/z 385 e o nodo m/z 371, cujas anotacgbes
corresponderam respectivamente ao composto metil asterrate e acido astérico, sendo
ambos éteres difenilicos comuns ao A. terreus.

Segundo Bizukojc e Ledakowicz (2009), tanto metil asterrate como &cido
astérico podem ser formados a partir de geodina e sulochrin. Como citado acima,
derivados de metil asterrate j4 foram isolados de cultivos de espécies do género
Aspergillus. Tanto sulochrin como metil dicloroasterrate foram visualizados na rede

molecular no modo negativo.



Figura 37 - Rede molecular do Extrato Bruto obtido com Diclorometano e da fragdo F-15, no modo positivo, e anotacdes para
o cluster A
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O acido astérico € um éter difenilico produzido por A. terreus, porém ja foi
isolado de outros micro-organismos como Oospora sulfurea-ochracea, Penicillium
frequentans, Scytalidium spp. e Phoma sp. E uma endotelina ndo-peptidica que atua
como inibidor do fator de crescimento endotelial vascular e como antagonista do
receptor da endotelina para o tratamento da fibrose pulmonar. Derivados do acido
astérico foram considerados Uteis no tratamento de infarto do miocardio e insuficiéncia
renal (LI et al., 2008).

As redes moleculares de EBDic e de F-15 foram geradas nos modos negativo
e positivo, originando 376 nodos e 731 nodos respectivamente. Estes numeros
diminuiram depois que a remocéo do branco foi realizada. Até o presente momento,
4 nodos foram investigados para o modo negativo e 2 nodos para o modo positivo. Os
dados foram confrontados com a literatura. Assim, demais nodos ainda serao
explorados, na tentativa de correlacionar 0s compostos presentes nas amostras com
as propriedades biol6gicas das mesmas.

Assim, conhecendo a composicédo destas amostras via rede molecular, novos
experimentos deveréo ser realizados objetivando extrair os compostos e elucidar suas
estruturas, além de se obter os compostos puros para repetir as atividades biolégicas
agui investigadas, além de investigar outros potenciais, como anti-inflamatério e anti-

tumoral.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu investigar potenciais biotecnoldgicos de linhagens
de fungos filamentosos isoladas de uma regido cuja microbiota era, até entéo,
inexplorada. Este fato € primordial em estudos de bioprospeccao, tendo em vista a
possibilidade de isolar tanto espécies novas de micro-organismos como produtos de
interesse biotecnoldgico. A regido das Varzeas de Sousa possui caracteristicas
peculiares referentes a sua localizacdo. O bioma da Caatinga é muito explorado no
que diz respeito a biodiversidade vegetal e microbiana, destacando a sua importancia
guanto a obtencdo de produtos de interesse biotecndgico diante da vasta gama de
metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies.

As técnicas utilizadas para identificar as linhagens mostraram-se efetivas, pois
os 30 fungos foram identificados em nivel de espécie. A utilizacdo de mais de um tipo
de método conferiu maior confianca aos resultados, comprovando a importancia da
abordagem polifasica. A partir da identificacao, foi possivel conhecer os possiveis
potenciais biolégicos das espécies.

Estudos envolvendo a otimizacao das condicfes de cultivo microbiano também
sdo essenciais para aumentar a producdo de metabdlitos de interesse e reduzir
custos. Assim, esta etapa foi realizada com a linhagem Aspergillus terreus URM 7731,
a que apresentou os melhores resultados durante a realizacdo do screening de
atividade antimicrobiana. Ademais, as etapas subsequentes prosseguiram a partir de
cultivos submersos da referida cepa: extracdo dos metabdlitos com solventes
organicos, avaliacdo de CIM e CMB, investigacdo do sinergismo com antibiéticos
disponiveis na pratica clinica, potencial antibiofilme e atividade antioxidante. Estes
testes foram realizados com o extrato bruto e forneceram resultados
consideravelmente promissores, fato que merece destaque diante dos altos custos
que as etapas de isolamento e purificagdo de compostos pode representar na
obtencdo de produtos direcionados a industria farmacéutica como potenciais
farmacos.

Por fim, técnicas cromatograficas e espectroscopicas foram utilizadas para
investigar a composi¢cdo quimica dos extratos produzidos pela cepa URM 7731,
comprovando que a mesma € capaz de sintetizar compostos com potencial
biotecnolégico que merecem ser explorados visando isolamento e purificacdo dos

mesmaos.
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APENDICE A - REGISTROS DAS LINHAGENS DOS FUNGOS NO GENBANK E
NA MICOTECA URM, IDENTIFICADOS UTILIZANDO CARACTERES MACRO E
MICROSCOPICOS E AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS1-5.8SrDNA-ITS2

Linhagens
Espécies Cdédigo no Registro URM
Genbank
- 7809
MG654697.1 7748
Aspergillus niger Tiegh MG654698.1 7812
MG654699.1 7813
MG654700.1 7749
- 7815
MG654701.1 7750
A. nidulans (Eidam) G. Winter MG654689.1 7810
- 7811
MH465124.1 7734
Aspergillus fumigatus Fresen. MH465125.1 7735
MH465126.1 7736
- 7816
MH465134.1 7817
MG654701.1 7818
MH465129.1 7731
- 7814
MG654690.1 7741
Aspergillus terreus Thom MH465131.1 7733
MG654691.1 7742
MG654692.1 7743
MG654693.1 7744
MH465127.1 7737
Aspergillus fischeri Wehmer MH465128.1 7738
MG654696.1 7747
MH465132.1 7739
Paecilomyces variotii Bainier MH465133.1 7740
MG654694.1 7745
MG654695.1 7746

(-): apenas identificacdo morfoldgica



ANEXO A - BDA: BATATA DEXTROSE AGAR

INFUSE0 A€ DALALAS. ...ceeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e eeeeas 200,0 g.L1
GlICOSE. ...ttt ettt 20,0 g.L?
AT ...t a e e e e e e aa e e e 15,0 g.L?
AQUA JESHIANA .S Pttt 1000 mL

(pH =5.6 £ 0.2 a 25 °C)

143



ANEXO B - CYA: CZAPEK-YEAST AGAR

SACAIOSE. ... teeeeeeeee et e e e e e e e e e e et e ettt e e e e e e e ee ettt ————————————— 30,0g.L?
EXtrato de 1eVeAUIa...........oouviiiiiii i e e 50g9g.L*
K2HP O ... 1,09. L%
AT ... e e a e e eaare e 15,0g. L?
Czapek CONCENrAdO™.........uuiiiii i e e e e e e e 10 mL. L?
Agua destilata (.S, P.....veeveeeeeeeeeeeeeeeeee et 1000 mL
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* Czapek concentrado: [30,0 g/100 mL de NaNOs, 5,0 g/100 mL de KCl, 5,0 g/100 mL
de MgSOg, 0,1 g/100 mL de FeSOa4, 0,1 g /200 mL de ZnSOg4, 0,05 g/100 mL de

CuSO4))



ANEXO C - BD: CALDO BATATA DEXTROSE

INFUSEO0 A DATALAS. ....eveeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e 200,0 g.L1
(€] 170 LTS 20,0 g.L?
Agua destilata 0.S.P......ccveeeeieeeeieeieeeeee e 1000 mL

(pH =5,1+0,2 a 25 °C)
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ANEXO D - EXTRATO DE MALTE

IMIAIEOSE. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ae e 800,0 g.L?
SUDSIANCIAS PrOtEICAS. ... ciiiieeeeeieeeeeeetie e e e e e e e 60,0 g.L?
Agua destilatda (.S.P......eoveeeeeeceecteeieee ettt 1000 mL

(pH =7,01)
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ANEXO E - CZAPEK MODIFICADO

SCAIOSE. ....eeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e et e e e ettt e e e e e e e e e e e e et r et ————————— 30,0g.L?
EXtrato de 1eVeAUIa...........oovviiiiiii e 5.0g.L*
K2HP O .. 1,09.L1
Czapek CoONCENradO™..........uiiiiiiiie e e e e e e e e e e 10 mL.L?

Y TV e L=y 11 F=To F= W TR TR 1000 mL
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ANEXO F - BHI: BRAIN HEART INFUSION

Substrato nutriente (extrato de cérebro, extrato de coracdo e peptonas) .....27,5 g.L*?
GlICOSE ...t e e e e ettt e e e raa e 2.0g.L*
ClOTELO 08 SOTIO ..ot e e e e e e e e e e e e e e s 1,0g.L*
Di-hidrogenofosfato de SOdio..............uuvvveiiiiiiiiiiiiee e 2,5mL.L?
o G RORTT 15,0 g.L?

Agua destilata [.S.P.....veeveeeceeeeeeeeete et 1000 mL



ANEXO G - AGAR SABOURAUD

=T 01 (o] o F- VOO PUPOPRRRRP 10,0 g.L?
(€] 170 1T RPN 40,0 g.L?
A - LRSS SURORR 15,0 g.L*
Y VT e L= 11 F=Te F= W TR TP 1000 mL

(pH Final =5,6 £ 0,2 a 25°C)
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ANEXO H - AGAR MUELLER HINTON

Peptona de CaSEINA .........cooiiiiiiiiiiiiie e 17,5¢9.L?
PepPtoNa 0€ CANNE.....cccii i e e e e e e e 2,0g.L?
7Y 10 1Tc (o TR 159g.L*
o T TP 17,0g.L?
Y TV e L=y 11 F= e F= N TR TR 1000 mL

(pH Final = 7,3 £0,1)

150



151

ANEXO | - CALDO MUELLER HINTON

Peptona de CASEINA .........cuiiiiiiiiiiiie e 17,59.L*
T o1 (o] g F= W e [ o= T [T 2,0g.L1
YN 0 1Tc (o NPT 159g.L*
AQUA JESHIANA .S Pttt 1000 mL

(pH Final =7,3+0,1)
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ANEXO J - TBE: TRIS-BORATO-EDTA
IS Bttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et 54,0 g.L*
ACIHO BOFICO.......veiveeeeeeeee ettt ettt ee e 27,59.L1

EDTA 0,5 M. 20 mL.L*?



ANEXO K - TAMPAO DE AMOSTRA
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