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RESUMO

A tuberculose (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis € uma das enfermidades mais
letais do mundo, causando milhdes de mortes todos os anos. Devido aos tratamentos
inadequados e ao surgimento de cepas multirresistentes aos farmacos utilizados nos
tratamentos, a busca por novos compostos antimicrobianos tem sido reportada com freqiéncia
na literatura cientifica. Farmacos desenvolvidos a partir de produtos naturais tém sido um alvo
frequente de pesquisa e dentre as perspectivas, resultados promissores tém sido obtidos com a
descoberta de compostos antimicrobianos sintetizados por micro-organismos endofiticos.
Trabalhos anteriores demonstraram que um fungo endofitico da espécie Aspergillus fumigatus
isolado de Copaifera multijuga Hayne (copaiba), produz compostos antimicrobianos, os quais
sdo secretados para o substrato de crescimento. A utilizacdo direta desse substrato (caldo de
fermentacdo) em testes de antibiose in vitro contra M. tuberculosis permitiram detectar sua
atividade antimicrobiana contra o patdégeno, quando comparada ao controle negativo. Partindo
desse resultado, foi objetivo do presente trabalho proceder a analise e purificacdo desses
compostos, atraves do fracionamento do caldo de fermentacdo de A. fumigatus mutantes e ndo
mutantes, visando a selecdo de fracGes que apresentem maior capacidade de inibi¢do contra
M. tuberculosis. Induziu-se a mutacdo do isolado selvagem por meio da exposicdo da cultura
fangica a luz ultravioleta. O isolado selvagem e os mutantes derivados desse isolado foram
testados quanto a antibiose contra o micro-organismo indicador, Staphylococccus aureus,
tendo sido a atividade antimicrobiana avaliada por meio de comparagfes entre os testes de
antibiose in vitro e os cromatogramas dos extratos fungicos fracionados em n-butanol por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Apoés isso, extratos em n-butanol de
isolados selvagens foram submetidos ao fracionamento quimico por Cromatografia Liquida
de Média Pressdao (MPLC) e as fracbes obtidas foram avaliadas contra M. smegmatis. Apds
este ensaio, as fragdes que apresentaram antagonismo foram selecionadas para o ensaio contra
M. tuberculosis, além de serem analisadas em CLAE Analitica. Foram selecionadas 18
colbnias mutantes e destas, oito apresentaram antagonismo contra S. aureus. A partir da
analise dos cromatogramas dos isolados, correlacionou-se a atividade antimicrobiana um pico
com menos de um minuto de retencdo. No fracionamento quimico, foram obtidas 30 fracdes e
destas, apenas duas (F4 e F13) apresentaram atividade contra M. smegmatis. Das duas fracdes,
apenas F4 apresentou antagonismo frente a M. tuberculosis com CIM de 256ug/mL. Os
cromatogramas, tanto de F4 quanto de F13, apresentam picos no inicio da analise. O
cromatograma de F4 mostra dois picos, com tempos de retencdo de 2,1 e 2,4 minutos. Esses
dados iniciais auxiliardo na otimizagéo e futura purificagédo dos compostos.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, Mycobacterium spp., atividade
antimicrobiana



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis is one of the most lethal diseases in
the world, causing millions of deaths every year. Due to the inadequate treatment and the
emergence of multidrug-resistant strains, the search for new antimicrobial compounds have
been often reported in the scientific literature. Drugs developed from natural products have
been a frequent research target and promising results have been obtained with the discovery
of antimicrobial compounds synthesized by endophytic microorganisms. Previous work
demonstrated that an endophytic Aspergillus fumigatus species, isolated from Copaifera
multijuga Hayne (copaiba), produces antimicrobial compounds, which are released into the
growth substrate. The direct use of this substrate (fermentation broth) in antibiosis assays
against M. tuberculosis in vitro allowed detecting antimicrobial activity against the pathogen
when compared to the negative control. So, the objective of this work was the analysis and
purification of these compounds by the fractionation of A. fumigatus mutant and non-mutant
fermentation broth, aiming the selection of fractions with higher capacity for inhibit M.
tuberculosis. Mutants were obtained by the induction of the fungal culture to ultraviolet light
exposition. The wild and mutant derivatives isolates were tested for antibiosis against the
indicator organism, Staphylococcus aureus and the antimicrobial activity has been evaluated
by comparing in vitro antibiosis assays and fungal extracts on n-butanol by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). After, n-butanol extracts of wild isolates were subjected to
fractionation by Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC), and the fractions were
evaluated against M. smegmatis. After this test, the fractions that showed antagonistic activity
were selected for testing against M. tuberculosis, and analyzed in analytical HPLC. Among 18
mutants selected, eight showed antagonism against S. aureus. A peak with less than a minute
of retention was correlated with the antimicrobial activity. On the fractionation, 30 fractions
were obtained and among these, only two (F4 and F13) showed activity against M. smegmatis
and only F4 showed antagonism against M. tuberculosis with an MIC of 256ug/mL. The
chromatograms of both F4 and F13 showed peaks at the beginning of the analysis. The F4
chromatogram showed two peaks with retention times of 2.1 and 2.4 minutes. These data will
be useful in future optimization and purification of compounds.

Key words: Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, Mycobacterium spp., antimicrobial
activity
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1 INTRODUCAO

Mycobacterium tuberculosis é o agente causal da tuberculose (TB), uma das doencas
contagiosas mais incidentes e letais no mundo, principalmente em se tratando dos paises em
desenvolvimento (GRUTZMACHER et al., 2012). A sua letalidade se deve principalmente ao
surgimento de cepas multirresistentes aliado aos tratamentos inadequados, o que torna a
doenca uma das principais preocupacdes da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (PETRINI
e HOFFNER, 1999). Dado o exposto, ha um grande interesse pela busca de novos farmacos,
com a esperanga de se encontrar drogas mais eficazes no tratamento da TB.

Micro-organismos endofiticos tém sido reportados como promissores quando
considerada a producdo de novos compostos antimicrobianos, visto que podem secreta-los
quando cultivados em laboratério (ISAKA et al., 2001; OLIVEIRA, 2008; PRINCE, 2008).
Carvalho (2005, 2010) isolou 45 fungos endofiticos associados a copaiba (Copaifera
multijuga Hayne), e desses, nove apresentaram atividade contra M. tuberculosis e foram
identificados. Ainda, dentre as fracbes que apresentaram atividade antimicobacteriana, uma
fragdo do fungo Aspergillus fumigatus se destacou por ter apresentado reduzida Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), além de baixa citotoxicidade. Consequentemente, esse isolado se
tornou o melhor candidato para a continuidade dos estudos relacionados a atividade
antimicobacteriana.

A producdo de compostos antimicrobianos por micro-organismos, na maioria das
vezes, € bastante sutil, dificultando a purificacdo dessas moléculas. Uma das alternativas
utilizadas na tentativa de incrementar essa producdo é a aplicacdo de métodos de
melhoramento das cepas, visando obter variantes genéticos que agreguem qualidades de
seguranca bioldgica, alta eficiéncia, qualidade e producédo superiores as amostras originais.
Dentre os métodos de melhoramento passiveis de serem empregados, podem-se citar 0s
agentes indutores de mutag0es, tais como a luz ultravioleta (AZEVEDO, 1998).

Pelo exposto, esse estudo teve como proposta obter mutantes a partir de um isolado de
A. fumigatus promissor para a producdo de compostos antimicobacterianos (CARVALHO
2005, 2010). Esses mutantes foram comparados com o isolado selvagem em relacdo a
caracteristica de interesse, tendo sido o processo acompanhado por técnicas de deteccdo de
antibiose em placa e cromatografia. Por meio do fracionamento quimico dos caldos de
fermentacdo do isolado selvagem de A. fumigatus, selecionou-se fragGes com atividade

antimicobacteriana e procedeu-se a analise de seus perfis cromatogréaficos.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos Endofiticos Associados a Atividade Antimicrobiana

Micro-organismos endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que vivem no
interior das plantas, aparentemente sem causar nenhum dano ao hospedeiro (AZEVEDO,
1998). Dentre os enddfitos, os fungos constituem-se em uma fonte valiosa de produtos
bioativos (AZEVEDO, 1998; HOFFMAN et al., 2007).

Inimeros medicamentos comercializados e utilizados atualmente na prética clinica séo
derivados de metabolitos secundarios produzidos por fungos ou por processos fermentativos
associados a eles (FERRARA, 2006) e nesse contexto, estima-se que aproximadamente 25%
dos produtos naturais biologicamente ativos conhecidos foram obtidos a partir de fungos
(KONGSAEREE et al., 2003). Além da elevada capacidade metabdlica, os fungos apresentam
vantagens sobre outras fontes naturais, uma vez que constituem-se em recursos renovaveis e a
producdo em larga escala dos metabdlitos bioativos pode ser obtida em meios de cultura
utilizando tecnologia existente e ja conhecida (CAFEU, 2007).

Fungos endofiticos apresentam uma complexa interacdo com seus hospedeiros
vegetais e podem, a principio, produzir uma vasta gama de moléculas bioativas, inclusive,
aquelas sintetizadas primariamente pelos hospedeiros aos quais estdo associados (FERRARA,
2006). Essa observacdo pode estar relacionada a eventos de recombinacdo genética ocorrida
entre o enddfito e a planta hospedeira, ao longo de anos de evolucdo (TAN e ZOU, 2006).

Acredita-se que fungos endofiticos isolados de plantas popularmente conhecidas como
detentoras de qualidades terapéuticas e medicinais, sdo, por si s@, e quando cultivados de
maneira apropriada, uma importante fonte de produtos antimicrobianos. No entanto, apesar de
muitas especies de endofitos serem freqiientemente isoladas de uma unica planta hospedeira,
somente alguns isolados serdo capazes de produzir indices desejaveis de moléculas com
alguma atividade bioldgica (STROBEL, 2003).

Produtos naturais e/ou seus derivados semi-sintéticos podem constituir em novos
farmacos antimicobacterianos, 0s quais podem apresentar qualidades desejaveis para a
terapéutica da TB (PAVAN et al., 2009). Fungos endofiticos do género Phomopsis, por
exemplo, constituem uma importante fonte de metabodlitos secundarios com atividade anti-
micobacteriana (ISAKA et al., 2001; CHOMCHEON et al., 2005; PRINCE et al., 2012).

Lima et al. (2011) isolaram 315 fungos endofiticos de Piper aduncum L. e desses, 15

inibiram consideravelmente o crescimento de M. tuberculosis. Extratos de fungos endofiticos
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isolados de plantas medicinais na Tailandia também foram reportados como detentores de
forte atividade anti-micobacteriana in vitro (WIYAKRUTTA et al., 2004).

Além da deteccdo de isolados potencialmente produtores de compostos
antimicrobianos, a oportunidade de isolamento e purificacdo de compostos ou moléculas de
interesse a partir desses isolados é altamente desejavel no meio cientifico. Dentre esses
relatos, pode-se citar Prince (2008), o qual obteve o acido pirenochaético A, a partir do extrato
bruto de um fungo endofitico isolado de Michelia champaca (atualmente Magnolia
champaca), uma arvore ornamental cultivada na Asia. Essa substincia, além da baixa
citotoxicidade, apresentou excelente atividade anti-micobacteriana (CIM de 3,9ug/mL),
apenas inferior a isoniazida (CIM de 0,03ug/mL). Outros quimioterapicos utilizados no
esquema terapéutico da TB apresentam CIM para M. tuberculosis equivalente ou superior ao
acido pirenochaético A: etambutol (CIM de 1 a 5ug/mL), pirazinamida (CIM de 6,25 a
50ug/mL) e a estreptomicina (CIM de 4 a 8ug/mL) (ARBEX et al., 2010).

Na Amazo6nia, Carvalho (2005) e Oliveira (2008) isolaram fungos de C. multijuga
Hayne e Caesalpinea ferrea, respectivamente, obtendo cerca de 20% de isolados com
atividade antimicobacteriana, dentre a totalidade de isolados. Assim, acredita-se que produtos
naturais, especialmente aqueles obtidos de fungos, oferecem uma diversidade quimica ampla
e passivel de ser explorada para o tratamento de doencas de alta expressividade, incluindo a
TB (SOUZA, 2005).

2.2 Importéancia Biotecnoldgica de Fungos do Género Aspergillus

O género Aspergillus compreende mais de 260 espécies (SAMSON e VARGA, 2009)
amplamente encontradas na natureza. Existem relatos de seu isolamento a partir de plantas, do
solo, do ar, da agua e de material em decomposi¢do (SLIVINSKI, 2007).

De modo geral, fungos do género Aspergillus produzem uma grande variedade de
produtos naturais bioativos para aplicacbes diversas, tais como na area da saude, na
agricultura e na industria. Dentre esses compostos, podem-se destacar as enzimas, obtidas a
partir de processos biotecnolégicos (SCHUSTER et al., 2002), tal como ocorre para a especie
A. niger, utilizada para a producéo de acido citrico e &cido glucénico, dentre outras aplicagdes
na area da inddstria alimenticia (NIELSEN et al., 2009), além da atividade antimicrobiana
(HASEGAWA et al., 2007).

Wang et al. (2002) isolaram de A. clavatus o composto brefeldina A, com propriedades
antivirais, antifangicas e citotoxicas contra varias linhagens de células tumorais. Os

compostos nigeraspirona A e naftoquinonamina, com propriedades antifungicas contra
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Candida albicans, foram isolados de A. flavus e A. ustus, respectivamente (ZHANG et al.,
2007). Ja A. oryzae foi relatado como produtor de orizina C, que apresenta efeito inibitdrio
sobre o desenvolvimento de Escherichia coli (QIAO et al., 2010). Aspergillus spp. também
foram relatados como produtores de compostos antioxidantes (LI et al., 2004a). Dadas as
informacdes relatadas na literatura, observa-se que Aspergillus constitui um género ubiquo,
cujas propriedades podem e devem ser estudadas, visando a obtencdo e purificacdo de
compostos de interesse biotecnologico.

Na classificacdo de Samson et al. (2011), a espécie A. fumigatus pertence ao Reino
Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Eurotiomycetes, Subclasse
Eurotiomycetidae, Ordem Eurotiales e Familia Trichocomaceae. Pertencem a essa espécie
fungos amplamente distribuidos na natureza, tendo um papel essencial na reciclagem de
carbono e nitrogénio. Ainda, é um reconhecido patégeno humano e oportunista, com
prevaléncia em individuos imunocomprometidos (LATGE, 2001), além de se apresentar como
patdgeno de animais (mamiferos, passaros e insetos), nos quais 0 alvo mais expressivo € o
sistema respiratério (STEVENS, 2001). Também sdo relatados A. fumigatus isolados como
endofitos, os quais apresentam, nesses casos, ampla producdo de conidios (REMENTERIA et
al., 2005) e variabilidade intra-especifica elevada (DEBEAUPUIS et al., 1997). Seus conidios
sdo relativamente pequenos (2 a 3um) e encontram-se dispersos no ar em concentracfes que
variam de 1 a 100 conidios/m® (LATGE, 2001).

Liu et al. (2004) detectaram a presenca de compostos inibidores de C. albicans do tipo
fumigaclavina C, asperfumdide, fumitremorgina C e physcion em A. fumigatus endofitico
isolado de Cynodon dactylon. Fumifungin e sinerazol, novos compostos antifungicos, foram
isolados a partir do caldo de fermentacdo de A. fumigatus isolado de uma amostra de solo do
Himalaia (MUKHOPADHYAY et al., 1987) e da Tailandia (ANDO et al., 1991),
respectivamente. Além desses compostos, é ainda relatada a producao de dicetopiperazinas e
inibidores do ciclo celular por A. fumigatus (CUI et al., 1995; FURTADO et al., 2005).

Carvalho (2005, 2010) realizou a selecdo de fungos endofiticos de C. multijuga
Hayne, com atividade inibitdria contra M. tuberculosis, seguida da extracdo de metabolitos
secundarios e seu fracionamento. Dentre as andlises realizadas, uma fracéo de A. fumigatus se
mostrou a mais promissora por apresentar CIM menor, baixa citotoxicidade e consideravel

atividade contra M. tuberculosis.
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2.3 Caracteristicas Gerais de Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. pertencem a familia Staphylococcaceae e caracterizam-se por
compreender bactérias gram-positivas, cujas celulas podem ser encontradas isoladas, aos
pares ou em cadeias curtas. Medem em torno de 0,5 a 1,5um de didmetro, reduzem nitrato a
nitrito e sdo fermentadores de glicose com producdo de acidos, tanto em condicGes de
aerobiose quanto de anaerobiose (TRABULSI et al., 2005). S&o bactérias ubiquas, ndo
esporulantes, resistentes, apresentam crescimento otimizado a 37°C e produzem pigmentos de
coloragéo amarela (HOLT et al., 1994).

Nesse grupo, S. aureus destaca-se pela sua importancia clinica. Trata-se de um
integrante comum da flora bacteriana, podendo se apresentar como um colonizador inofensivo
ou como um agente patogénico ativo, dependendo da cepa e das condi¢fes ambientais as
quais estara exposta. Acredita-se que cerca de 30 a 50% dos individuos adultos saudaveis sdo
colonizados por este patogeno (PEACOCK, 2001), na forma assintomatica.

S. aureus tem como seu principal reservatorio o homem, onde pode ser encontrado nas
fossas nasais de 20 a 40% dos adultos. E comum que 0s micro-organismos encontrados no
trato respiratério possam se propagar direta ou indiretamente para feridas da pele (RICARDO,
2004), causando quadros sintomaticos. Dentre 0s casos sintomaticos, S. aureus pode causar
infeccdes na pele, em tecidos moles, nos 0ssos, nas articulagdes, nos implantes, estando
presentes também em quadros como pneumonia, septicemia e sindrome do choque téxico
(MONECKE et al., 2011). O processo infeccioso pode variar de infec¢es cutaneas cronicas
relativamente benignas até infeccdes sistémicas potencialmente fatais (FOSTER, 2005).

Conhecida como a principal causa de infecgfes hospitalares na América Latina
(GUZMAN-BLANCO et al., 2009) e a segunda infeccdo mais comum em pacientes
ambulatoriais, S. aureus € a espécie mais virulenta do género Staphylococcus
(O’CALLAGHAN et al., 2007). Produz polissacarideos, peptidoglicanos, &cido teicoico,
proteases, adesinas, exoenzimas e toxinas que contribuem para a sua Vviruléncia
(CUNNINGHAM et al., 1996; O’RIORDAN ¢ LEE, 2004), aléem de produzir biofilme
(HAMMER et al., 2005).

Individuos que apresentam colonizagdo por S. aureus em quadro assintomatico séo
mais propensos a desenvolver infeccbes posteriores, tendo como agravantes aqueles
acometidos por diabetes tipo 1, usuarios de drogas injetaveis, pacientes dependentes de

hemodialise, pos-cirargicos, HIV positivos e imunossuprimidos (LOWY, 1998).
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Um aspecto importante da viruléncia de S. aureus reside na existéncia de cepas
resistentes aos agentes antimicrobianos, especialmente a meticilina (STEFANI e GOGLIO,
2010). Tais cepas sdo frequentemente multidroga-resistentes (MDR) e estdo associadas ao
aumento das taxas de morbidade, mortalidade e custos de tratamento (McKINNON et al.,
2011).

A maioria das infeccGes hospitalares € adquirida através da exposicdo de pacientes
susceptiveis a cepas de estafilococos, através de contato direto com individuos que
apresentem bactérias de seu proprio reservatorio (LOWY, 1998). S. aureus estd ainda
associado as doencas transmitidas atraves da ingestdo de alimentos contaminados com suas
enterotoxinas (KIKUCHI et al., 2003).

2.4 Género Mycobacterium

O género Mycobacterium, Unico da familia Mycobacteriaceae, da ordem
Actinomycetales, é constituido por espécies do complexo M. tuberculosis, M. leprae e as
demais, denominadas de micobactérias ndo-tuberculosas (FERREIRA e SOUZA, 2000).

As micobactérias sdo bacilos alcool-4cido resistentes (BAAR) (DORRONSORO e
TORROBA, 2007), aerébicos, ndo produzem esporos e podem apresentar ainda, resisténcia a
compostos antimicrobianos e patogenicidade. Dentre essas caracteristicas, a alcool-acido
resisténcia, a resisténcia aos antimicrobianos e a patogenicidade estdo associadas a parede
celular, cuja camada externa contém grande quantidade de acido micdlico, formando uma
camada resistente a dgua, mas permeavel aos nutrientes que entram lentamente na célula
bacteriana, contribuindo para a taxa vagarosa de crescimento dessas células (TORTORA,
2006).

O género Mycobacterium inclui patégenos importantes para humanos e animais, tais
como M. tuberculosis, agente etioldgico da TB e M. leprae, agente causador da lepra ou
hanseniase (TORTORA, 2006). Vale salientar que o complexo M. tuberculosis inclui ainda, as
espécies M. africanum, M. bovis, M. cannetti, M. caprae, M. microti e M. pinnipedi, também
consideradas patogénicas (COROS et al., 2008).

Outras especies de micobactérias séo encontradas na natureza (principalmente no solo
ou na agua), constituindo-se em espécies patogénicas facultativas (TORTORA, 2006). M.
smegmatis, por exemplo, € uma micobactéria encontrada no ambiente, de caracteristica
normalmente ndo patogénica e de crescimento rapido (NEWTON et al., 1993), estando
associada a lesbes dos tecidos moles apds trauma ou cirurgia e provavelmente, a casos de
carcinogénese peniana (COLD e TAYLOR, 1999).
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Caracteristicas proprias de M. smegmatis, tais como o crescimento rapido, a facilidade
de cultivo em meios de cultura, a ndo patogenicidade e a estrutura da parede celular
semelhante as demais micobactérias (LI et al., 2004b), transformam essa espécie em um
organismo modelo ideal para investigacdes de forma indcua e segura (SINGH e REYRAT,
2009).

Muitas micobactérias menos estudadas sdo usualmente saproéfitas, embora algumas
espécies possam apresentar carater oportunista e até mesmo letal (JORDAN et al., 2007).
Essas, conhecidas como micobactérias ndo-tuberculosas (MNT), tém emergido como micro-
organismos importantes associados a infecgdes respiratdrias e a outras doencas oportunistas.
Entre as diferentes MNT, o complexo M. chelonae-abscessus representa um grupo que
consiste em trés espécies proximamente relacionadas: M. chelonae, M. abscessus e M.
immunogenum que, com frequéncia, estdo associadas a contaminacdo hospitalar e das
tubulacdes do sistema hidrico (WILSON et al., 2001).

2.4.1 Mycobacterium tuberculosis e a tuberculose (TB)

M. tuberculosis (Figura 01) é o agente causal da TB, uma das enfermidades infecto-
contagiosas mais letais e antigas da humanidade, com ampla distribuicdo no mundo,
ocasionando a morte de cerca de 2 milhdes de pessoas a cada ano (SMITH, 2003;
BERESFORD et al., 2007), devido a complicacdes pulmonares (CTAT, 2000) e
extrapulmonares (BRASIL, 2002).
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Figura 01 — Mycobacterium tuberculosis. Em (A), micrografia eletrénica de
varredura de M. tuberculosis. Em (B), M. tuberculosis corados (em vermelho) pela

técnica de Kinyoun, em amostra de escarro.
Fonte: http://medicineworld.org (A) e Prof?. Dr?. Luciana Botinelly Mendonga Fujimoto (B)
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M. tuberculosis foi descrito em 1882 pelo bacteriologista aleméo Robert Koch, sendo
também conhecido, em sua homenagem, como bacilo de Koch (CAMPOS, 2006). E uma
micobactéria aerobia ndo esporulante que reside principalmente nos fagolisossomos dos
macrdfagos alveolares.

As micobactérias tm a forma de bacilo, medindo cerca de 1 a Spym de comprimento
por 0,45um de largura. Apresenta uma parede celular com grande proporcdo de lipidios e
acido micolico, os quais conferem um carater hidrofébico a mesma, que constitui em uma
barreira efetiva para muitos dos agentes antimicrobianos convencionais (BRENNAN, 1989;
DRAPER, 1998; KONEMAN et al., 2001). M. tuberculosis apresenta ainda, multiplicacéo
lenta e alta proporcdo de cepas resistentes (MITCHISON e NUNN, 1986; MITCHISON,
2004).

Embora o genoma completo de M. tuberculosis tenha sido mapeado, falhou-se no
controle da epidemia (FARGA e CAMINERO, 2011). O sudeste asidtico e o Pacifico
ocidental apresentaram, juntas, 58% dos casos de TB em 2012, sendo que a India e a China
apresentaram o maior nimero de casos. No mesmo periodo, a Africa apresentou cerca de 25%
da totalidade de casos, além da taxa mais elevada de casos e dbitos em relacdo a populagéo
geral (média de 255 casos para cada 100 mil habitantes) (WHO, 2013).

Pelo fato de a TB ter raizes sociais intimamente associadas a distribuicdo de renda
desigual, o grau de incidéncia da doenca reflete o nivel de desenvolvimento de um pais
(GRUTZMACHER et al., 2012). O Brasil ocupa 0 16° lugar no ranking de paises em nimero
de casos de TB. Em 2013 foram registradas 71.123 novas infec¢des, com incidéncia de 35,4
pacientes para cada 100 mil habitantes. O Amazonas é o estado que registra a maior taxa do
pais: 70,6/100 mil habitantes, seguido pelos Estados do Rio de Janeiro (com 61,7/100 mil
habitantes) e Mato Grosso (50,6/100 mil habitantes) (BRASIL, 2014).

Constituem-se em populagdes mais vulneraveis, as indigenas (3x mais), os presidiarios
(28x), os moradores de rua (44x), devido a dificuldade de acesso aos servicos de salde e as
condicBes especificas de vida (SINAN, 2013). Outro agravante € a susceptibilidade de
individuos soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), visto que a TB
representa a maior causa de morte em pacientes portadores do virus (DORMANS et al.,
2004). A correlagdo AIDS-TB amplia a necessidade de novas opgdes de tratamento (MOREL,
2006), uma vez que a AIDS contribuiu para o aumento do percentual de habitantes com
menor defesa imunoldgica e para o ressurgimento de cepas de M. tuberculosis multi-
resistentes a drogas (UJVARI, 2003).
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Entre 12 a 15% dos casos notificados de TB estdo associados a co-infecgdo pelo HIV,
sendo a TB responsavel por 32% do agravamento das condi¢des de saude desses pacientes.
Esse percentual representa o triplo se comparado ao indice de qualquer outra causa patologica
(SINGH, 2004). O surgimento de cepas multirresistentes de TB em pacientes soropositivos
para o HIV e o declinio das condi¢des socioeconémicas aumentam a dificuldade em controlar
a doenca (LECHNER et al., 2008). Em um panorama geral, em 2012, foram registradas 4,4
mil mortes devido a complicacdes associadas a TB, representando uma taxa de 2,3 mortes
para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2014).

Uma série de fatores contribui para a disseminacdo da TB, dentre 0s quais se
destacam: i) uso incorreto e/ou inadequado da terapéutica; ii) abandono do tratamento pelos
pacientes acometidos, tdo logo seja observada uma melhora no quadro; iii) alta capacidade
infectante do bacilo; iv) elevados indices de viagens migratorias; e v) ocorréncia de grandes
aglomerados populacionais (PETRINI e HOFFNER, 1999), principalmente nos grandes
centros urbanos.

Melhorias e avancos nas instala¢fes de unidades de salde ofereceram a perspectiva da
erradicacdo da TB até o final do século XX, mas a doenca ressurgiu devido a resisténcia
global contra drogas anti-TB (NAZIR et al., 2010).

A resisténcia a multidrogas (MDR) contra TB preocupa as autoridades de salude em
todo o mundo. M. tuberculosis multirresistente apresenta resisténcia a pelo menos duas das
drogas mais eficazes utilizadas no tratamento: a isoniazida e a rifampicina. Esses
medicamentos de primeira linha sdo utilizados em pacientes que apresentem TB sensivel a
esses medicamentos (PORTELA et al., 2012). Segundo Dalcolmo et al. (2007), atesta-se um
novo caso de MDR quando se apresenta um diagnostico confirmado por cultura, identificacdo
e teste de sensibilidade de M. tuberculosis, o qual deve apresentar resisténcia a rifampicina,
isoniazida e a mais um terceiro farmaco utilizado na terapéutica da TB. Em um quadro mais
grave, cita-se a TB extremamente resistente (XDR), na qual a resisténcia aos medicamentos
de primeira e segunda linha sd&o muito pronunciados (CDC, 2010) e os pacientes nao
respondem satisfatoriamente aos tratamentos de escolha.

Segundo Mitchison (2005) os tipos de resisténcia de M. tuberculosis podem ser
resumidos em: i) Natural, com surgimento decorrente de mutagdo esponténea,
independentemente de exposicao prévia a farmacos. E diretamente proporcional ao nimero de
bacilos; ii) Inicial, com o paciente se apresentando para tratamento, exibindo resisténcia a um
ou mais farmacos. N&o se conhece o0 historico de tratamentos anteriores; iii) Primaria, com

pacientes ndo tratados previamente, infectados por uma fonte doente com forma resistente; e
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iv) Adquirida ou secundéaria, com quadro de reincidéncia, resultante de uso prévio de
medicacdo de forma inadequada.

A monoterapia, ou seja, a utilizacdo de apenas um farmaco no tratamento, induz a
selecdo de populagfes micobacterianas resistentes, sendo necesséria a utilizacdo de uma
terapia combinada de dois ou mais farmacos, devido a reduzida possibilidade de que as
micobactérias desenvolvam resisténcia a dois ou mais farmacos simultaneamente (DUCATI et
al., 2006).

No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia e Ministério
da Saude (SBPT, 2009), o tratamento da TB consiste em uma associacdo de quimioterapicos
com dois esquemas padronizados: i) Esquema basico, indicado para casos novos de TB
pulmonar e extrapulmonar (exceto meningoencefalite), com pacientes infectados ou ndo pelo
HIV. S&o utilizados a rifampicina, a isoniazida, a pirazinamida e o etambutol nos dois
primeiros meses. O tratamento é continuado por mais quatro meses, utilizando a rifampicina e
a isoniazida; e ii) Esquema para multirresisténcia, indicado para pacientes com resisténcia a
rifampicina e isoniazida, além de outro(s) farmaco(s) de primeira linha. Indicado também para
casos de faléncia ao esquema béasico ou para a impossibilidade do uso do esquema basico por
intolerancia a dois ou mais farmacos. Sao utilizados, nos dois primeiros meses, estreptomicina
por cinco dias na semana, aléem do etambutol, da levofloxacina, da pirazinamida e da
terizidona. Em seguida, o tratamento prossegue com mais quatro meses de estreptomicina por
trés dias na semana, além do etambutol, da levofloxacina, da pirazinamida e da terizidona.
Apos a segunda etapa, mantém-se 0 paciente em tratamento por mais doze meses com
etambutol, levofloxacina e terizidona.

Mesmo com o emprego de associacOes de diferentes agentes tuberculostaticos, o que
se verifica é que o tratamento da TB tem se tornado menos eficaz em fungdo do aumento do
indice de bacilos multirresistentes em todo 0 mundo (SINGH, 2004).

Algumas classes de antimicrobianos sintéticos tém sido importante objeto de estudo,
como as fluorquinolonas e oxazolidinonas (SOUZA e VASCONCELOS, 2005). Porém,
devido a importancia do desenvolvimento de medicamentos a partir de produtos naturais,

muita ateng&o esta sendo dada para a descoberta de novas moléculas (SOUZA, 2005).

2.5 Métodos de Purificacdo de Biomoléculas
O crescente interesse por processos de purificagdo de biomoléculas deve-se
principalmente a demanda das industrias farmacéutica e quimica por produtos que detenham

alto grau de pureza. Dentre as técnicas utilizadas para esse fim, destaca-se a cromatografia e
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suas vertentes (ZUNIGA, 2003), que constituem métodos fisico-quimicos baseados na
migracdo diferencial e na separacdo dos componentes de uma mistura. Essa migracdo e
separacdo ocorre como consequéncia de diferentes interacGes entre duas fases imisciveis: a
fase movel e a fase estacionéria. A grande possibilidade de combinacdes entre essas fases
torna a técnica extremamente versatil (DEGANI et al., 1998) e eficiente.

Os critérios utilizados para analise cromatogréafica variam de acordo com o objetivo de
cada trabalho, sendo os mais comuns: i) Mecanismo de separacao; ii) Tipo de fase movel
utilizada; e iii) Técnica empregada (LANCAS e McNAIR, 1983).

De uma maneira geral, as técnicas cromatograficas podem ser divididas em
cromatografia planar e em coluna.

Na cromatografia planar, destacam-se a cromatografia em papel (CP) e a
cromatografia em camada delgada (CCD), técnicas de aplicacdo mais simples e econbmica. A
CP caracteriza-se por uma técnica de particdo liquido—liquido, estando um deles fixado a um
suporte solido (papel) e baseia-se na diferenca de solubilidade das substancias entre duas fases
imisciveis (COLLINS et al., 2006), sendo muito Gtil para a separacdo de compostos polares
(PERES, 2002). A CCD caracteriza-se pela separacdo de substancias por meio das suas
diferentes velocidades de migracdo em razdo da afinidade relativa com solventes. Nesse
modelo, uma das fases é sélida (XAVIER et al., 2007).

A cromatografia em coluna pode ser classificada de acordo com a fase mével, podendo
esta ser gasosa ou liquida. A cromatografia gasosa apresenta duas variantes: a cromatografia
gasosa (CG) propriamente dita e a cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR). Na
cromatografia liquida, destacam-se a cromatografia liquida classica (CLC) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

No caso de fases moveis gasosas, as separacdes podem ser obtidas por CG e CGAR. A
diferenga entre os dois tipos esta na coluna. Enquanto na CGAR sé&o utilizadas colunas
capilares, onde a fase estacionaria € um filme depositado nas mesmas, a CG utiliza colunas de
maior didametro empacotadas com a fase estacionaria (DEGANI et al., 1998). A grande
limitacdo da cromatografia gasosa € a necessidade de que a amostra seja volatil ou
termicamente estavel (PERES, 2002).

Muitos pesquisadores tém publicado trabalhos que descrevem a deteccdo de
antibidticos por técnicas cromatograficas (FELTRIN et al., 2007), porém, a baixa solubilidade
de alguns antibidticos em solventes organicos dificulta seu fracionamento e/ou extracdo por
CG ou CGAR, assim como sdo caracteristicas indesejaveis, a instabilidade térmica e a

reduzida volatilidade dessas moléculas. Dessa forma, visando transpor essas dificuldades,
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varias técnicas de deteccdo de antibidticos foram desenvolvidas utilizando a cromatografia
liquida, em especial a CLAE (KENNEDY et al., 1998).

Na CLC, a fase mdvel é arrastada através da coluna sob influéncia da gravidade e na
CLAE, ferramenta (til para a separacdo de ions e macromoléculas, sdo utilizadas fases
estaciondrias de particulas menores e uma bomba de alta pressdo para a eluigdo da fase movel
(COLLINS et al., 2006).

Além das técnicas descritas, pode-se citar a Cromatografia Liquida de Média Pressdo
(MPLC), que consiste em um método de separacao preparativo utilizado para isolamento de
produtos naturais (HOSTETTMANN et al., 1997), visando fracionar o maior nimero possivel
de compostos de interesse, mantendo o mais elevado nivel de pureza (SNYDER et al., 1997).

Utilizando-se da versatilidade e aplicabilidade das técnicas cromatogréaficas, esse
trabalho teve por proposta a andlise de fracdes do caldo de fermentacdo de A. fumigatus
isolado de C. multijuga através de cromatografia liquida, tendo como alvo a atividade anti-
micobacteriana de compostos presentes no mesmo, como forma de continuidade do trabalho
desenvolvido por Carvalho (2005, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Fracionar o caldo de fermentacdo de Aspergillus fumigatus visando a obtencdo de

fracBes, o mais purificadas possivel, que detenham a capacidade de inibir Mycobacterium

tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana da cepa CBA 2743 de A. fumigatus (isolado
selvagem e mutantes derivados) sobre o micro-organismo indicador Staphylococcus
aureus ATCC 25923;

Correlacionar os picos de retencdo dos isolados com a sua atividade antimicrobiana,
por meio da CLAE analitica;

Obter perfis cromatograficos do extrato em n-butanol de A. fumigatus por
Cromatografia em Camada Delgada - CCD utilizando diferentes solventes.

Fracionar os extratos em n-butanol de A. fumigatus através da MPLC;

Avaliar a atividade antimicobacteriana das fracdes obtidas contra M. smegmatis e M.
tuberculosis.

Obter os perfis cromatograficos das fracdes com atividade antimicobacteriana por
meio da CLAE.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Bioldgico

4.1.1 Aspergillus fumigatus: Isolado selvagem e mutantes derivados

O fungo A. fumigatus CBA 2743 utilizado no estudo foi isolado como endofito de C.
multijuga Hayne (copaiba), cultivada na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA). Esse isolado foi também avaliado
quanto a sua capacidade de inibir M. tuberculosis por Carvalho (2010), estando armazenado
em Oleo mineral, na Colecdo de Culturas do CBA (Centro de Biotecnologia da Amazonia).
Para reativacdo do isolado, o fungo foi cultivado em placa de Petri contendo Agar Batata-
Dextrose (BDA) por sete dias a 28 °C.

Além do isolado selvagem, foram obtidos mutantes derivados da linhagem CBA 2743,

cujo método de obtencdo esta descrito no item 4.3.

4.1.2 Staphylococcus aureus: micro-organismo indicador

A linhagem de S. aureus ATCC 25923 é mantida armazenada a 4°C em meio LB
(Luria-Bertani: 1g/L triptona; 0,50/L extrato de levedura; 1g/L NaCl; 15g/L &gar; agua
destilada g.s.p.) na colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia do CBA. Para
reativacdo, a bactéria foi cultivada em caldo LB, a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo, a
cultura bacteriana foi diluida em solucdo salina 0,85%, conforme padronizagdo com o tubo
0,5 da escala de McFarland (0,05mL de BaCl. a 1% + 9,95mL de H.SO4 a 1%), equivalendo a
108 Unidades Formadoras de Colonias/mL (UFCs/mL).

4.1.3 Cepas de Mycobacterium spp.

A cepa de M. smegmatis foi gentilmente cedida pela Prof?. Dr?. Maria Francisca Simas
Teixeira, estando armazenada a 4°C na colec¢do de culturas do Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Federal do Amazonas. Para a reativacdo, a micobactéria foi cultivada em
caldo Triptona de Soja (TSB: 15¢/L de triptona; 5g/L de digestdo papainica de soja; 5g/L de
NaCl; agua destilada g.s.p.) a 35 °C por 48 horas. Apds esse periodo, a suspensao
micobacteriana foi padronizada com a turbidez da escala n® 1 de McFarland.

A cepa de M. tuberculosis utilizada foi a cepa padrdo Hs7Rv (ATCC 27294)
armazenada no Laboratdrio de Micobacteriologia do INPA. Para a reativacdo, a micobactéria
foi cultivada em caldo Lowenstein-Jensen (L-J: 2,49 KH:PO4; 0,24g MgSOs; 0,69



25

CeHsMgOy7; 3,69 asparagina; 12mL glicerol; 600mL agua destilada; 1000mL homogeneizado
de ovos; 20mL Verde de Malaquita a 2%) a 35 °C por 21 dias. Dessa suspensao foi retirada
uma aliquota de aproximadamente 100 pL para padronizacdo com a turbidez da escala n° 1 de
McFarland.

A Figura 02 ilustra, resumida e sequencialmente, as etapas cumpridas no
desenvolvimento do trabalho. As etapas foram desenvolvidas nos laboratérios de
Microbiologia, Produtos Naturais e Quimica Analitica do CBA e no Laboratério de

Micobacteriologia do INPA.

4.2 Fluxo de procedimentos

Irradiacéo de conidios de Aspergillus fumigatus CBA 2743, visando a obtencéo de mutantes

v
Ensaio de antibiose dos isolados mutantes e selvagens contra Staphylococcus aureus
v
Obtencao de extratos em n-butanol dos isolados
¥\
. . Fracionamento quimico dos extratos em n-
Analise cromatografica em CLAE butanol das linhagens selvagens em MPLC e
CCD
v
Selec#o de fragBes com antibiose positiva contra Avaliagdo da atividade
Mycobacterium smegmatis * antimicobacteriana das fragdes
obtidas em MPLC contra
v Mycobacterium smegmatis

Analise cromatografica das fragdes com atividade
antimicobacteriana

\

Ensaio contra Mycobacterium tuberculosis

Figura 02 — Fluxo de procedimentos

4.3 Inducéo de Mutacdo em Aspergillus fumigatus
A. fumigatus foi cultivado em placa de Petri contendo BDA (20g/L glicose; 15¢/L
agar; infusdo de batata 200g/L), por sete dias a 28°C. A seguir, foi realizada uma raspagem da

superficie da colbnia (visando os conidios), com o auxilio de uma alca de platina. O material
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fangico foi transferido para um microtubo contendo 1mL de solucéo salina (8,5g/L NaCl), o
qual foi agitado em vortex, para desagregacao dos conidios. Apos esse procedimento, 50uL da
suspensdo de conidios foi semeada em 10 placas de Petri com o auxilio da al¢a de Drigalski,
seguindo-se & irradiagdo com luz UV de 15W, a 21cm de distancia das placas de Petri, por 10
e 20 minutos. Logo apds a irradiagdo, as placas foram embaladas em papel aluminio e
submetidas a incubacdo em estufa a 28°C. Apds 72 horas, procedeu-se a comparacdo do
numero de col6nias sobreviventes nas placas irradiadas, com duas placas de controle negativo
(placas sem exposicdo a radiacdo UV). As coldnias sobreviventes, referidas como mutantes,
foram resgatadas e transferidas para placas de Petri contendo meio BDA.

4.4 Obtencao e Fracionamento do Caldo de Fermentacdo de A. fumigatus

As coldnias mutantes e ndo-mutantes de A. fumigatus foram cultivadas em placa de
Petri com BDA, por sete dias a 28 °C. Apds este periodo, um disco de micélio de 10mm de
diametro foi inoculado em frasco erlenmeyer contendo 50mL de caldo BD e incubado por 28
dias a 28°C. Em seguida, por um processo simples de filtracdo, foi separada a massa micelial
do caldo de fermentacéo, tendo sido esse ultimo utilizado para o bioensaio de antagonismo
pelo método de difusdo em &gar.

Na etapa de cromatografia analitica, a mesma metodologia de cultivo submerso
descrita foi utilizada, tendo sido o extrato bruto submetido a parti¢do liquido-liquido para a
obtencgéo do extrato em n-butanol.

Para a etapa preparativa, onde se utilizou somente a linhagem selvagem, um disco de
micélio de 10mm de didmetro foi inoculado em 10 frascos erlenmeyer contendo 500mL de
caldo glicerol (2g/L KNO3; 0,3g/L caseina; 2g/L NaCl; 2g/L K;HPO4; 1g/L KH2PO4; 0,1g/L
MgSOQgs; 0,1g/L CaCOgs; 0,01g/L FeSOs; 0,01g/L ZnSO4; 10mL de glicerol), visto que esse
substrato otimizou a produgdo de metabdlitos por A. fumigatus (dados ndo publicados). A
incubac&o foi realizada durante 28 dias a 28°C.

Ap0s o processo de filtragdo, o caldo de fermentagdo obtido foi submetido a particéo
liquido-liquido com o solvente n-butanol (1:1) até a exaustdo, e em seguida, concentrado por

evaporacao para as etapas cromatograficas.

4.5 Bioensaios de Antibiose de Aspergillus fumigatus contra Staphylococcus aureus
A cepa ATCC 25923 da bactéria indicadora S. aureus foi utilizada nos testes de

antibiose com o caldo de fermentacdo de A. fumigatus. A bactéria foi cultivada previamente
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em caldo LB por 24 horas. A cultura bacteriana foi diluida em solugdo salina 0,85%,
conforme padronizacdo com o tubo 0,5 da escala de McFarland.

O método utilizado para o teste de antibiose foi o de difusdo em &gar, utilizando o
meio LB. Primeiramente, foi vertido meio nas placas de Petri. Ap6s a solidificagdo do meio
de cultura, a suspensao de S. aureus em solugéo salina foi inoculada com swab estéril por toda
a sua superficie. Em seguida, o meio foi perfurado em quatro pocos de 6mm de diametro, 0s
quais receberam aproximadamente 100uL do caldo de fermentacdo dos isolados mutantes e
ndo-mutantes de A. fumigatus, sendo que os ensaios foram feitos em triplicata. O controle
negativo compreendeu pogos contendo caldo BD. As placas foram mantidas em geladeira a
4°C overnight, para promover a difusdo dos compostos antimicrobianos contidos no extrato
bruto para o0 meio de cultura. Apos o periodo de difusao, as placas foram incubadas a 37°C por

24 horas e em seguida, foi realizada a leitura do didmetro dos halos de inibicéo.

4.6 Andlises Cromatograficas

Os extratos dos isolados mutantes e ndo-mutantes obtidos em n-butanol foram
avaliados primeiramente em CLAE, em escala analitica, associada a um detector de arranjo de
diodos (SPD). As amostras foram dissolvidas em acetonitrila grau HPLC, filtradas em
membrana de 0,22um, diluidas em mistura de acetonitrila/agua e, em seguida, 20uL de cada
uma das solucdes foram injetados em cromatografo liquido nas seguintes condicOes
cromatograficas: coluna e pré-coluna Shim-pack CLC-ODS (diametro interno e comprimento
- 4,6mm x 15cm; diametro de particula — Sum; didmetro do poro - 100A), mantidas a 40°C;
gradiente de acetonitrila (ACN) e &gua, iniciando com ACN 5% e finalizando com ACN
100% em uma hora de analise e monitorado na faixa de comprimento de onda de 190 a
400nm. O extrato em n-butanol da linhagem selvagem foi submetido, posteriormente, em

escala preparativa, a Cromatografia Liquida de Média Presséo (MPLC).

4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada

Do extrato obtido em n-butanol e concentrado em rotaevaporador, foi retirada uma
amostra de 70mg, a qual foi solubilizada em 5mL de metanol, resultando em uma solugéo
alcodlica de 14mg/mL. Esta solucéo foi transferida para microtubos de 1,5mL e submetida a
cromatografia em camada delgada de Alta Resolugéo — HPTLC, para defini¢do do sistema de
eluicdo, através de teste de seletividade em fase normal — Alugram Xtra SIL G/UV2sa,
utilizando diferentes solventes com diferentes polaridades: metanol, acetato de etila,

acetonitrila, diclorometano, hexano, n-butanol, tolueno, hidroxido de aménio, acido acético e



28

etanol. Adicionalmente, foram avaliadas derivacdes desses sistemas eluentes, em diferentes
combinagfes e concentragcdes, com 0 objetivo de otimizar a separacdo dos componentes da

amostra.

4.6.2 Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC-FLASH)

Para essa etapa, foi utilizado o sistema Isolera One (Biotage) que consiste em um novo
sistema de purificacdo em flash (Cromatografia Liquida de Média Pressdo-MPLC), mais
compacto e com caracteristicas que permitem que as substancias sejam melhor separadas. O
gradiente cria automaticamente niveis de eluicdo com diferentes cartuchos e tamanho de
amostra.

Na coleta das fracdes, o extrato foi avaliado usando dois comprimentos de onda (200 e
366nm), taxas ajustaveis de fluxo de 20mL/min, e dois solventes (acetato de etila e metanol)
em um gradiente para obtencao de fracdes com maxima pureza e rendimento. Para purificacdo

da amostra, foi utilizado um cartucho de silica de fase normal (SNAP 25g).

4.7 Bioensaios de Antibiose de Aspergillus fumigatus contra Mycobacterium smegmatis

M. smegmatis foi reativado em TSB a 35°C por 48 horas para obtencdo da suspensdo
de células, conforme descrito no item 4.1.3. O método utilizado para a avaliacdo da antibiose
de fracBGes do caldo de fermentacdo de A. fumigatus contra M. smegmatis, foi 0 método de
difusdo em disco, visto que permite a obtencdo de bons resultados qualitativos, utilizando-se
pequena quantidade de amostra. Este método é semelhante ao método de difusdo em agar,
porém, no lugar de cavidades, discos de papel estéreis com 6mm de didmetro foram
embebidos com as fragcdes evaporadas que foram ressuspensas em 200pL de etanol.

Os discos foram submetidos & secagem em cabine de fluxo laminar por 15 minutos.
Durante a secagem, inoculou-se a suspensdo de M. smegmatis por toda a superficie da placa
com Agar Triptona Soja (TSA) (15g/L de triptona, 5g/L de digestdo papainica de soja, 5g/L de
NaCl, 15g/L de agar, agua destilada g.s.p.), com auxilio de swab estéril. Apds a inoculacdo da
bactéria, os discos impregnados com as fracbes de A. fumigatus foram cuidadosamente
depositados sobre a superficie do meio de cultura. As placas foram transferidas para a
geladeira (4°C), onde foram incubadas durante quatro horas, para permitir a difusdo dos
metabolitos no meio. Em seguida, as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, para
posterior observacdo e medida dos halos de inibicdo. Dois discos foram utilizados como
controle negativo, embebidos em 200uL de etanol. Nesse experimento, as amostras de A.

fumigatus foram aquelas obtidas do fracionamento em MPLC.
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4.8 Bioensaios de Antibiose de Aspergillus fumigatus contra Mycobacterium tuberculosis

No bioensaio, foi utilizada a cepa padréo de M. tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294), por
se tratar de cepa sensivel a todos os farmacos utilizados no tratamento da TB. O preparo do
indculo micobacteriano foi realizado ap6s o pré-cultivo da cepa de M. tuberculosis Hz7Rv em
meio L-J a 35 °C por 21 dias, conforme descrito no item 4.1.3.

Transferiu-se aproximadamente 5mg de bacilos para um tubo contendo pérolas de
vidro, agitando-se em vortex. ApOs a agitacdo, adicionou-se 1,5mL de solucdo tween
0,04%/albumina 0,2% (v/v) ao tubo e agitou-se novamente em vortex. Transferiu-se 100uL
dessa suspensdo para novo tubo contendo 5mL de solucdo tween/albumina, agitando-se em
seguida, em vortex. Ajustou-se a turbidez da suspensao bacteriana para correspondéncia com
0 tubo n° 1 da escala de McFarland.

Em um tubo contendo 7mL de caldo Middlebrook 7H9 (0,59 (NH4)2SOs4; 0,59
CsHoNO4; 0,1g NazCeHsO7; 0,001g piridoxina; 0,0005g biotina; 2,59 Na2HPO4; 1g KH2POu;
0,049 CeHsFeO7; 0,05g MgSOs; 0,0005g CaClz; 0,001g ZnSO4; 0,001g CuSO4; 900uL agua
destilada), desprezou-se 280uL do volume do meio. Em seguida, foram transferidos 280uL da
suspensdo bacteriana a esse tubo contendo meio 7H9, resultando em uma suspensdo

bacteriana diluida em 25x (Figura 03).

Transferirx 5 mgde Adicionar 1,5 ml de

bacilos Tween(0,04%]/Albumina(0, 2% Transferir 100 ul Ajustar turbidez para 1% retirar e
tubo n® | da escala de desprezar
McFarland 280 L

qa> |

Agitar

)

em vortex

e W

-

em vortex

transferir Diluis3e
280 uL \ 1:25/

\/

\....-/l Tubo com Tubo contendo 5 mL de Tubo com 7 mL de
Tubo de perolas de solugdo meio 7H9
cultivo vidro Tween/Albumina

Figura 03 — Procedimento seqliencial para o preparo do indculo de Mycobacterium tuberculosis,
utilizado no teste de antibiose frente as fracbes de Aspergillus fumigatus, obtidas por Cromatografia
Liquida de Média Presséo.
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Para a verificagdo da atividade de antagonismo micobacteriano extracelular, foi

utilizado

Alamar Blue como revelador de oOxido-reducdo, conforme técnica descrita por

Fransblau et al. (1998). Para os extratos obtidos foi verificada a CIM num espectro

decrescente de 512 a 4ug/mL, sendo as fragoes avaliadas em triplicata.

As fragOes com atividade antimicobacteriana confirmada contra M. smegmatis foram

selecionadas para 0 ensaio contra M. tuberculosis. Para a realizacdo dos bioensaios foram

utilizadas placas de 96 pocos e adicionados 0s reagentes na seguinte ordem:

1.

5.

Agua destilada autoclavada: 200pL nos pocos das colunas 1 e 12, nas fileiras A e H;

2. Caldo Middlebrook 7H9: 100uL nos pogos das colunas 2 a 11, nas fileiras de B a G;
3.
4

. Diluicbes sucessivas dos extratos teste: ap6s homogeneizacdo do conteudo dos

Extrato teste: 100uL nos pocos da coluna 2, nas fileiras de B a G;

pocos da coluna 2, fileiras de B a G, foram transferidos 100uL do extrato teste para
0s pocos laterais da direita e sucessivamente repetidas até os pocos da coluna 10,
fileiras de B a G. Os 100uL retirados dos pocos da coluna 10, fileiras de B a G
foram desprezados;

Inéculo micobacteriano: 100uL nos pocos das colunas 2 a 11, nas fileiras de B a G.

As microplacas (Figura 04) foram incubadas a 37 °C por um periodo de cinco dias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A | HO | HO | HO | HO | HO | HO | HO | HO | HO | HO | HO | H,0
4(ug/
B | HO 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 | m |Conirt | HO
Fracado
¢ C | Ho 512 | 256 | 128 | 64 32 16 g | 29 | contrs | H0
D | HO 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 ‘:\g‘fg’ Contr+ | H,0
4(ug/
E | HoO 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 | M5 |contr+ | HO
Fracado
¢ E | mo 512 | 256 | 128 | 64 32 16 8 | 29 | contre | H0
Y mL)
G | HoO 512 | 256 | 128 | 64 2 16 8 ‘:T(]‘:g/ Contr+ | H,0
H | Ho | HO | HO | H0 | H0 | HO | HO | H0 | HO | H0 | HO | H,0

Figura 04 — Representacdo da microplaca do bioensaio de Alamar Blue, visando a deteccéo da acéo inibitéria de
Mycobacterium tuberculosis por extratos de Aspergillus fumigatus
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Apbs esse periodo, foram adicionados 50uL da solucdo reveladora Alamar
Blue/Tween 80 (1:1) aos pocos e a microplaca re-incubada por mais 24 horas. Posteriormente

analisou-se a atividade inibitoria, caracterizada pela cor azul.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo dos Mutantes de Aspergillus fumigatus

Foram obtidas 18 col6nias sobreviventes a radiacdo ultravioleta, as quais foram
designadas mutantes derivadas do isolado selvagem de A. fumigatus, CBA 2743. Dentre estas,
11 coldnias (M1 a M11) foram obtidas com tempo de exposicao de 10 minutos e sete coldnias

(M12 a M18) com tempo de exposicao de 20 minutos.

5.2 Bioensaios de antibiose de Aspergillus fumigatus contra Staphylococcus aureus

Das 18 col6nias mutantes obtidas, oito apresentaram atividade antimicrobiana contra
S. aureus, sendo quatro mutantes obtidos do tempo de exposicdo a luz UV de 10 minutos
(M3, M7, M8 e M10) e quatro do tempo de exposi¢do de 20 minutos (M12, M16, M17 e
M18). Os isolados selvagens CP1 e CP2 de A. fumigatus, originalmente inibidores de M.
tuberculosis (CARVALHO, 2005; 2010) também apresentaram atividade antimicrobiana sobre
S. aureus, embora demonstrando eficiéncia de inibicdo diferenciada.

Do resultado obtido pode-se observar que a luz UV, da mesma forma que pode
acentuar uma caracteristica expressa (nesse caso, a atividade antimicrobiana), também pode
inibi-la completamente, como foi observado para 10 dos mutantes obtidos, que demonstraram
supressdo completa da atividade inibitdria sobre S. aureus, nas condi¢des testadas. A radiacdo
UV interage com a molécula de DNA, podendo provocar alteracdes significativas, a depender
da intensidade e do tempo de exposicdo (SCHABERLE e SILVA, 2000), do organismo e das
condicdes vigentes (PASSAGLIA, 2014). Estudos in vitro indicaram que a luz UV no
comprimento de onda de 254nm € absorvida ativamente por pirimidinas (timinas e citosinas
no DNA), as quais se tornam muito reativas, resultando em produtos de absor¢do conhecidos
como hidratos e dimeros de pirimidinas. Esses dimeros causam mutacdes alterando a helice
de DNA ou facilitando a geracdo de erros em processos de reparagdo (PASSAGLIA, 2014).

A atividade inibitdria de fungos endofiticos do género Aspergillus contra S. aureus ja
foi relatada por Souza et al. (2004), que isolaram 571 fungos endofiticos de Palicourea
longiflora e Strychnos cogens, constatando que quatro isolados de A. niger mostraram-se
promissores frente a bactéria em questdo. Também no trabalho de Sette et al. (2006), os
autores descreveram a atividade inibitoria de A. versicolor endofito, isolado de Coffea spp.,
contra varias bactérias patogénicas, incluindo S. aureus.

A producdo de metabolitos secundarios por uma espécie pode ser influenciada por

diversos fatores, incluindo as caracteristicas particulares de cada isolado. Verificou-se que 0s
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controles positivos (A. fumigatus selvagens: CP1 e CP2) n&o responderam da mesma forma
quando confrontados com S. aureus.

O isolado controle CP1 apresentou atividade mais acentuada, com halo de inibicdo de
36mm de didmetro, quando comparado ao isolado selvagem CP2, com halo de inibicdo de

19mm, apesar das condic¢des padronizadas dos ensaios (Figura 05).

Figura 05 — Placas de teste de antibiose dos extratos brutos de Aspergillus fumigatus mutantes e
ndo mutantes contra Staphylococcus aureus. Legenda: (CPx = controles positivos representando os
isolados ndo mutantes), (My= isolados mutantes derivados de CP)

Dentre 0s oito mutantes que apresentaram niveis variados de inibicéo de S. aureus, em
trés (M3, M7 e M16) os halos de inibicdo foram semelhantes aqueles apresentados pelo
isolado selvagem CP1, tendo sido M3 e M7 obtidos com exposicdo a luz UV de 10 minutos e
M16, com exposic¢do a luz UV de 20 minutos.

Os dois tempos de exposicao a luz UV foram eficientes para a obtencdo de mutantes
derivados, os quais mantiveram a atividade antimicrobiana expressa pelo isolado selvagem.
Mas para um processo de melhoramento genético visando o aumento da quantidade de
metabolitos ativos, seria necessario aumentar o quantitativo de mutantes para ampliar as
chances de obter a0 menos um isolado que apresente maior indice de atividade quando

comparado com o isolado selvagem.

5.3 Fracionamento em Cromatografia Liquida Analitica
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Foram avaliados 20 extratos resultantes da parti¢do liquido-liquido em n-butanol (18
mutantes + 2 isolados selvagens) nos comprimentos de onda de 256 e 219nm, sendo que todas
as 20 amostras apresentaram picos inespecificos nos 40 cromatogramas avaliados, sugerindo
que o fracionamento inicial em n-butanol foi bem sucedido.

Comparando-se 0os cromatogramas dos isolados mutantes com o controle positivo
CP1, o qual apresentou o maior halo de inibicao, observou-se um pico do controle positivo 1
(CP1), que foi comum a todos os mutantes que apresentaram atividade significativa de
inibicdo sobre S. aureus. Na Figura 06 e 07, sdo apresentados os cromatogramas do isolado
selvagem (CP1) e de M3, respectivamente, nos dois comprimentos de onda considerados, para
fins de comparacdo. Nesses, observou-se o pico no tempo de retencdo de 1 minuto, o qual
estd, a principio, correlacionado a caracteristica de interesse, visto que foi comum aos

isolados inibidores de S. aureus em testes preliminares.
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Figura 06 — Cromatogramas do extrato em n-butanol do isolado ndo-mutante CP1 obtidos a partir
da leitura em Agss (cromatograma superior) e Azig (cromatograma inferior)
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Figura 07 — Cromatogramas do extrato em n-butanol do isolado mutante M3 obtidos a partir da leitura
em Agse (Cromatograma superior) e Az (cromatograma inferior)

Outra evidéncia que indica essa correlacdo é a auséncia desse mesmo pico nos
cromatogramas dos demais isolados, que ndo apresentaram atividade, como por exemplo, o

mutante 1 (M1), que ndo apresentou halo de inibicao (Figura 08).
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Figura 08 — Cromatogramas do extrato em n-butanol do isolado mutante M1 obtidos a partir da
leitura em Aysg (cromatograma superior) e A9 (cromatograma inferior)
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SeparacBes analiticas de CLAE podem e devem ser realizadas como corridas
preliminares para permitir a otimizacéo da separacdo em escala preparativa (WENNBERG et
al., 2001). Foi possivel observar nos cromatogramas que as mutacdes alteraram o

metabolismo dos mutantes, visto que 0s mesmos apresentaram picos diferenciados entre si.

5.4 Andlise da fracdo por Cromatografia em Camada Delgada - CCD

Inicialmente, foram obtidos vérios perfis cromatograficos por CCD em silica gel,
empregando diferentes solventes (Figura 09) e baseando-se na diferenca de polaridade dos
mesmos.

Dessa primeira triagem, foram obtidos perfis cromatograficos contrastantes entre si,
qgue permitiram a selecdo de sistemas eluentes eficientes para a separacdo das bandas

cromatogréficas.

Figura 09 - Cromatoplacas do extrato n-butanol de Aspergillus fumigatus (isolado CP1): A (Azs) € B
(Asss); 1) metanol, 2) acetato de etila, 3) acetonitrila, 4) diclorometano, 5) hexano, 6) n-butanol, 7) tolueno,
8) hidroxido de aménio, 9) acido acético e 10) etanol.

Os melhores solventes para uma separagdo mais eficiente dos compostos foram
metanol, acetato de etila e etanol, utilizado inicialmente para a obtencdo do produto do
primeiro fracionamento do extrato bruto de A. fumigatus.

Adicionalmente, esses resultados da triagem inicial também foram CUteis para a
determinacéo de derivacdes desses sistemas eluentes, os quais foram utilizados em conjunto,
em diferentes combinacBes e concentracdes, visando resultados mais satisfatérios para a
separagdo das bandas.

Na Figura 10, estdo ilustrados os resultados obtidos da cromatografia utilizando as
derivacdes, em diferentes combinacGes, dentre os quais se destacaram os sistemas eluentes
compostos por: tolueno-etanol (8:2) e hexano-acetato de etila-metanol (8:1:1). E possivel
observar que a utilizacdo de ambos os sistemas eluentes permite a separacdo do extrato n-
butanol de A. fumigatus do isolado CP1 em um maior nimero de bandas cromatogréficas, o
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que reflete em uma melhor separagdo das substancias constituintes do composto analisado, em

ambos 0s comprimentos de onda (254 e 366nm).

Figura 10 - Cromatoplacas da fracdo n-butanol de Aspergillus fumigatus (isolado CP1): Ce E (Axs) e D e
F (Ases): 1) diclorometano — etanol 8:2; 2) hexano - acetato de etila 8:2; 3) tolueno — etanol 8:2; 4) tolueno
- etanol 8:2 + 4 gotas de acido acético; 5) hexano — acetato de etila-metanol 8:1:1; 6) acetato de etila —
metanol 8:2.

Apos a selecdo dos sistemas eluentes, parte das amostras foram submetidas a uma
extracdo em fase solida (SPE), cartucho de fase normal, da qual foram obtidas quatro fragdes,
identificadas como A — hexano; B — acetato de etila; C — metanol; D — metanol-agua (9:1).
Dessas, apenas as fraces A (hexano) e B (acetato de etila) mantiveram a atividade contra S.
aureus e por isso, foram submetidas ao perfil cromatografico em fase normal, com o sistema
de solventes otimizado, mostrando que a separacdo com tolueno-etanol-acido acético 7:3+4

gotas apresentou uma 6tima separacao das substancias (Figura 11).

T

e kLl

Al A2 Al A AS Ab

Figura 11 — Perfis das amostras obtidas em extracdo em fase solida — fase normal, solubilizadas em
metanol, sendo Al e A4 as amostras brutas, A2 e A5 fracBes em hexano, A3 e A6 fracdes em acetato de
etila. Em verde, luz UV a 254 nm. Em preto, luz UV a 366 nm. Luz branca.
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5.5 Fracionamento em Cromatografia FLASH
O extrato em n-butanol também foi submetido & evaporacdo para a utilizacdo em

MPLC. Para tanto, 10mg da amostra foi submetida a cromatografia FLASH em MPLC e
fracionada utilizando duas combinacdes de solventes: hexano-acetato de etila e acetato de
etila-metanol.

O melhor resultado foi obtido da combinacdo de acetato de etila-metanol, tendo sido
resgatadas 30 fracGes em sistema de gradiente, as quais foram testadas quanto a sua atividade
bioldgica contra M. smegmatis.

O sistema FLASH de purificacdo mostrou-se eficiente em separar substancias, aliando
resultados satisfatorios com o volume de amostra que foi possivel utilizar neste sistema. A
quantidade de amostra constitui uma das principais dificuldades quando se propde a obtencéo
de material para fracionamento por técnicas cromatograficas, como por exemplo, o HPLC,
visto que a maioria das técnicas requer quantidades consideraveis de um material de dificil
obtencéo.

Assim, 0 MPLC ¢é um sistema indicado para montagem de bancos de substancias para a
busca de novos medicamentos, como mostrado por varios trabalhos que tém demonstrado a
eficiéncia desta técnica (EDWARDS e HUNTER, 2003; POTTORF e PLAYER, 2004; LIU et
al., 2012).

5.6 Atividade antimicrobiana de fragdes contra Mycobacterium smegmatis

As 30 fragbes (numeradas sequencialmente: F1 a F30) do extrato em n-butanol do
caldo de fermentacdo da linhagem selvagem de A. fumigatus (CP1), obtidas através da MPLC
(item 5.5), foram avaliadas quanto a sua atividade bioldgica contra M. smegmatis. Destas,
duas fracOes (F4 e F13) apresentaram atividade contra a micobactéria, em teste de antibiose
pelo método da difusdo em disco (Figura 12), contrastando com as demais 28 fragdes, que ndo
apontaram para a formacao de halos de inibi¢&o nos ensaios.

E possivel inferir, mais uma vez, sobre a capacidade de fracionamento das técnicas
cromatograficas, visto que, a cada etapa, as amostras apresentam graus mais elevados de
purificacdo. O monitoramento das técnicas de fracionamento por meio dos ensaios de
antibiose permite, no caso especifico do objetivo do presente trabalho, selecionar e purificar
em graus gradativamente mais elevados, 0s compostos que se pretende
identificar/estudar/investir.

Ambas as fracdes foram selecionadas e utilizadas para a proxima etapa, que consistiu
nas analises cromatograficas em CLAE analitica.
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Figura 12- Teste de antibiose das fracGes de Aspergillus fumigatus contra
Mycobacterium smegmatis. As setas indicam as fra¢des F4 (placa a esquerda)
e F13 (placa a direita), com resultado positivo para inibicdo de
Mycobacterium smegmatis

5.7 Avaliacdo das Fracoes em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Analitica

As fragdes F4 e F13, que apresentaram antagonismo positivo para M. smegmatis foram
submetidas a andlise cromatografica por CLAE analitica. Os cromatogramas (Figuras 13 e
14), apontaram para picos de retencdo em tempos entre dois a quatro minutos, sendo que o
intervalo entre dois e trés minutos foram 0s mais expressivos para uma possivel correlacdo
dos resultados obtidos para ambas as fracfes, em se tratando da atividade antimicobacteriana.
As leituras foram realizadas em varios comprimentos de onda, sendo que a melhor foi aquela
de 254nm.

Vérios trabalhos tém sido realizados sobre a atividade bioldgica dos fungos
pertencentes ao género Aspergillus, mas ha poucos trabalhos na literatura direcionando a
atividade bioldgica deste fungo contra M. tuberculosis (CARVALHO, 2010). Sendo um fungo
extremamente ubiquo, torna-se interessante o isolamento e purificacdo de Aspergillus spp. de
diferentes fontes, visando a obtencdo de isolados detentores de expressiva atividade

antimicrobiana, ndo somente para M. tuberculosis, mas para outros patdgenos.
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Figura 13. Cromatograma obtido da fracdo F4 em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em leitura a Azss
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Figura 14. Cromatograma obtido da fragdo F13 em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em leitura a Azss

No presente trabalho, foi verificada a atividade de A. fumigatus endofitico, isolado de
copaiba, o qual demonstrou atividade inibitdria sobre S. aureus multi-resistente, M. smegmatis
e M. tuberculosis. Assim, considerou-se que esse género pode vir a se tornar uma importante
fonte de compostos antimicrobianos novos, que poderdo ajudar a suprir o mercado de
medicamentos na inddstria farmacéutica. Estudos como esse sdo de suma importancia para o
inicio da busca de novos compostos.

O potencial de A. fumigatus como produtor de metabdlitos secundarios para diversas
aplicacdes ja foi demonstrado em outros trabalhos, sendo que as principais benesses advindas
dessa espécie sdo: producdo de antibidticos (WAKSMAN e GEIGER, 1944; FURTADO et al.,
2002; FURTADO et al., 2005), producdo de antifangicos (MUKHOPADHYAY et al., 1987;
FURTADO et al., 2002; SCHULZ et al., 2002; LIU et al., 2004), atividade anti acetil-CoA
(TOMODA et al.,, 1994), atividade antitumoral (CUI et al., 1995) e atividade anti-
tripanossoma (WATTS et al., 2010).

5.8 Bioensaio de Antagonismo Micobacteriano

O resultado de atividade inibitoria pela técnica do Alamar Blue é constatado quando,
apos a reacdo de oxidacdo, o desenvolvimento micobacteriano é detectado pela coloragédo
rosea e, ao contrario, a auséncia de desenvolvimento bacteriano é detectada pela coloragdo
azul. Assim, foi detectada atividade antimicobacteriana positiva nos pogos azuis (F4 com
CIM de 512 e 256ug/mL, Figuras 04 ¢ 16).

Apesar da deteccdo da atividade antimicobacteriana no teste do Alamar Blue,

considerou-se que a CIM obtida de 256ug/mL € ainda elevada, se comparada a padrdes
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promissores para a terapéutica da TB. Gu et al. (2004), considera como promissores aqueles
resultados que apresentam valores de CIM < 125pug/mL. Os farmacos utilizados na
terapéutica da TB apresentam CIM variaveis de 0,03ug/mL (isoniazida) a 50ug/mL
(pirazinamida).

Por outro lado, dentre as fracGes analisadas, é possivel que outras pudessem ser
utilizadas para os ensaios, visando a busca de compostos que apresentem CIM menor e que
constituam fortes candidatos a estudos exploratérios mais aprofundados. Valores de CIM
préximos aos observados no presente trabalho foram obtidos por Prince (2008), que ao avaliar
a atividade antimicobacteriana de extratos de fungos endofiticos obteve valores entre 31,25 a
250pg/mL.

Esse estudo abre perspectivas para a continuidade das analises, visando a descoberta
de novos compostos antimicobacterianos. Observou-se também a necessidade de mais

purificacdes, visando a separacgdo dos picos obtidos (Figura 13) e a reducdo da CIM obtida.

Figura 15. Atividade antimicrobiana das fracGes F4 e F13,
em triplicata, de Aspergillus fumigatus contra Mycobacterium
tuberculosis pela técnica do Alamar-blue
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6 CONCLUSOES

e O isolado selvagem de A. fumigatus endofitico isolado de copaiba apresentou
atividade antimicrobiana consideravel, visto ter apresentado atividade inibitdria sobre
S. aureus, M. smegmatis e M. tuberculosis e constituindo um excelente material de

estudo investigatorio;

e Métodos cromatograficos aliados a ensaios de antibiose sdo excelentes complementos
para o estudo de novos compostos antimicrobianos. Apesar de mais trabalhoso, o
sistema bio-guiado é o mais indicado para este tipo de prospeccao;

e Apesar de ndo aumentar a producdo de substdncias com atividade antibidtica, a

mutacdo se mostrou importante para alterar o metabolismo do fungo.
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