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RESUMO

As infecgbes por espécies de Mycobacterium sao de dificil tratamento devido a
resisténcia desses microrganismos a maioria dos antibiéticos comuns e aos agentes
quimioterapicos. Este estudo teve o objetivo de selecionar Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma da regido amazobnica produtor de biocompostos e avaliar in vitro a
atividade contra M. smegmatis e a citotoxicidade. Os 102 microrganismos selecionados,
aleatoriamente, Penicillium (n=34), Trichoderma (n=34) e Aspergillus (n=34) foram
analisados pelo método do bloco de gelose. As espécies produtoras de biomoléculas
ativas contra M. smegmatis foram cultivadas em YES para a extragdo desses
compostos em solventes orgénicos de diferentes polaridades. A prospecgao dos
constituintes quimicos foi realizada por Cromatografia de camada delgada — CCD e
Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada ao Espectrdmetro de Massa (CG/EM). O
potencial antimicrobiano dos extratos promissores foi avaliado por métodos
bioautograficos, concentragéo inibitéria minima (CIM) e o grau de citotoxicidade usando
como modelo microcrustaceo Artemia franciscana. Dos 102 fungos anamorfos
analisados pelo método do Bloco de gelose, 75,5 % deles inibiram o crescimento de
M.smegmatis. Entre esses, A. niger CFAM 1000 (halo=40 mm), P. implicatum CFAM
297 (halo=30 mm) e T. pseudokoningii CFAM 784 (halo=60 mm), expressaram 0s
maiores halos. As analises de CCD demonstraram que entre os 99 extratos analisados,
o0 maior numero de biocompostos foi observado nos extratos organicos de A. niger
DPUA1260 (28 compostos) e A. tamarii DPUA 1395 (21 compostos). Em P. fellutanum
CFAM 190 e CFAM 295 foram evidenciados 23 e 20 biocompostos, respectivamente,
enquanto em T. pseudokoningii CFAM 767 e T. harzianum CFAM 428 foram revelados
somente 12 biocompostos. Os dados obtidos em CG/EM mostraram que nos extratos
de acetato de etila (AcOEt) e etandlico (EtOH) de espécies de Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma, os principais constituintes quimicos, entre outros, foram compostos
aromaticos, ésteres graxos, alcoois, diois, hidrocarbonetos de cadeia longa e esterois.
Por bioautografia, apenas os extratos de A. niger DPUA 1266, A. tamarii DPUA 1395, A.
oryzae DPUA 1412 e A. flavo-furcatis DPUA 1532 [AcOEt (n= 4) e EtOH (n=4)]
demonstraram atividade antimicobacteriana frente a M.smegmatis. Desses extratos, o
EtOH de A. oryzae DPUA 1412 e A. flavo-furcatis DPUA 1532 foram os de maior
eficiéncia contra o microrganismos-teste com CIM de 31 ug/mL. Quanto a citotoxicidade
em Artemia franciscana tais extratos apresentaram percentual de letalidade (%L) >50
%, 62,5 % expressaram valores de CLsg inferiores a 80 yg/mL, portanto toxicos e os
demais, 37,5 % moderadamente téxicos. Os dados apresentados sdo inéditos e
contribuem para o conhecimento de novos compostos bioativos que podem vir a ser
usado como matrizes para a descoberta de novos farmacos.

Palavras Chave: Fungos anamorfos, Mycobacterium smegmatis, Metabdlitos
secundarios, Atividade antimicobacteriana, Bioautografia.



ABSTRACT

The infections by Mycobacterium species have a hard treatment due the resistance of
those microorganisms in relation a most common antibiotics and chemotherapeutic agents. This
study had objective to select biocomposts producing Aspergillus, Penicillium and Trichoderma
from the Amazon region and to evaluate in vitro the activity against M. smegmatis and its
cytotoxicity. The 102 selected microorganisms aleatorily, Penicillium (n=34), Trichoderma
(n=34) and Aspergillus (n=34) were analyzed by the gelose block. The species producing of
active biomolecules against M. smegmatis were cultivated in YES for the compositions extraction
in different polarities organic solvents. The chemical representatives search was accomplished by
Thin Layer Chromatography - TLC and Chromatography in Gaseous Phase Coupled to the
Spectrometer of Mass (GC/SM). The promising extracts antimicrobial potential was evaluated by
bioautography methods, minimum inhibitory concentration (MIC) and the cytotoxicity level
using as model microcrustaceous Artemia franciscana. On the 102 anamorphs moulds analyzed
by the gelose Block 75,5 % inhibited the M.smegmatis growth. Among those, 4. niger CFAM
1000 (halo = 40 mm) P. implicatum CFAM 297 (halo = 30 mm) and 7. pseudokoningii CFAM
784 (halo = 60 mm) expressed the largest halos. The TLC analyses demonstrated among 99
analyzed extracts the largest biocomposts number was observed in 4. niger DPUA1260 organic
extracts (28 composts) and A. tamarii DPUA 1395 (21 composts). In P. fellutanum CFAM 190
and CFAM 295 were evidenced 23 and 20 biocomposts, respectively, while in 7. pseudokoningii
CFAM 767 and T. harzianum CFAM 428 only 12 biocomposts were founded. The data obtained
in GC/SM showed in ethyl acetate extracts (EtOAc) and ethanolic (EtOH) of Aspergillus,
Penicillium and Trichoderma species the principals chemical representatives, among others, were
composts aromatic, fatty esters, alcohols, diols, long chain hydrocarbons and sterols. With
bioautography only extracts of A. niger DPUA 1266, A. tamarii DPUA 1395, A. oryzae DPUA
1412 and A. flavo-furcatis DPUA 1532 [EtOAt (n = 4) and EtOH (n=4)] demonstrated activity
antimicobacterial against M. smegmatis. Of those extracts EtOH of 4. oryzae DPUA 1412 and A.
Sflavo-furcatis DPUA 1532 showed more efficiency against the microorganism-test with MIC of
31 pg/mL. As the cytotoxicity in Artemia franciscana extracts presented lethality percentile (%
L) >50 %, 62,5 % expressed CLsy values inferior to 80 pg/mL, therefore poisonous and the
others, 37,5 % moderately poisonous. The presented data are unpublished and contributes to the
new bioativos composts knowledge and can come to be used as broiler breeder for new pharmacs
discovery.

Key words: Moulds anamorphs, Mycobacterium smegmatis, Secondary metabolits, Antimicrobial
Activity, Bioautography
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1 INTRODUGAO

A presencga dos fungos na antiga e moderna micotecnologia, estd associada a
capacidade desses organismos em metabolizar e excretar substadncias. Em
consequéncia dessas caracteristicas, nas ultimas décadas, muitas espécies vém sendo
usadas em processos biotecnoldgicos nas diversas areas industriais (BENNET, 1998;
BONONI, 1998, DEACON, 1997).

Aproximadamente 50.000 metabdlitos secundarios sao produzidos por
microrganismos. Dentre esses, dos 12.000 antibioticos identificados, 22% s&o oriundos
de fungos filamentosos, dos quais, as penicilinas, cefalosporina C, griseofulvina e acido
fusidico séo clinicamente importantes e biossintetizados por Aspergillus, Penicillium e
Cephalosporium (CRUEGER; CRUEGER, 1990; LEMOS, 1999; MANFIO 2002;
PEARCE, 1997).

Estima-se que 40 % dos medicamentos disponiveis foram desenvolvidos de
fontes naturais: 25 % de plantas, 13 % de microrganismos e 3 % de animais (CALIXTO,
2003). Os produtos naturais de origem vegetal e de microrganismos envolvem
pesquisas diferentes como, autenticidade da identidade, determinagdo da composicao
quimica e da agao farmacoldgica, bem como a elucidagdo das estruturas quimicas
ativas (CALIXTO& YUNES, 2001).

Os biocompostos, especialmente aqueles produzidos por fungos sao fontes
potenciais de novas substancias quimicas. Estes podem transformar-se em promissores

prototipos bioativos entre os quais, tém destaque os antibidticos, os redutores de
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colesterol, os antitumorais, antifungicos, imunossupressores, antiprotozoarios e enzimas
(DEMAIN, 1999; GOHRT, ZEECK, 1992; NEWMAN, 2000; SOTERO - MARTINS, 2004,
SILVA NEVES et al, 2006).

Os antibidticos sdo compostos pertencentes a diferentes familias quimicas,
toxicos para micro-organismos, isto €, interferem de forma seletiva nos processos
metabdlicos, a exemplo os B-lactamicos que atuam sobre a parede celular das bactérias
(MATEQS, 2004).

Os micro-organismos adquirem resisténcia a agentes antimicrobianos assim que
estes sdo introduzidos no mercado (COHEN et al, 1997). Tal fenbmeno passou a ser
um problema da atualidade devido ao uso excessivo de medicamentos como os
antibidticos em paises desenvolvidos e paradoxalmente, a subutilizacdo desses
compostos nos paises em desenvolvimento, principalmente em decorréncia da pobreza
associada a caréncia de medidas efetivas de saude coletiva (BRUNDTLAND, 2000).

As substéncias de origem natural sdo biodegradaveis e renovaveis,
caracteristicas de grande interesse na sociedade atual, especialmente quando se pensa
nao apenas na ocupagao sustentavel de uma regido, mas sim de todo o planeta e
ainda, na conscientizagdo das populagdes a fim de garantir um ecossistema viavel no
futuro.

Fundamentando-se na importancia da realizacdo de estudos para selecionar
microrganismos potencialmente exploraveis na micotecnologia, principalmente quanto a
producdo de antibidticos. Esta pesquisa teve como objetivo analisar fungos anamorfos
da Regido Amazdnica com toxicidade seletiva em relagdo a agentes de doencga infecto

contagiosa recrudescente, como a tuberculose.
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2 JUSTIFICATIVA

O otimismo que se seguiu ao aparecimento dos antibiéticos, no periodo pods-
guerra, fez com que se acreditasse que as doengas infecciosas poderiam ser

eliminadas ou, até erradicadas, num futuro préximo.

Em relagéo a tuberculose (TB), observou-se, de fato, um declinio progressivo
da ocorréncia entre os anos 50 e como consequéncia, as doencas infecciosas deixaram

ser uma prioridade em Saude Publica (MS, 1998).

Apesar de novos e eficazes antimicrobianos serem comercializados, nédo se
verificou a esperada eliminagdo das doengas infecciosas, em alguns casos, como na
TB. Verificou-se aumento dessa doenga e, além disso, essa infeccdo adquiriu
caracteristicas diferentes com relacdo a epidemiologia, ao quadro clinico, ao padréao

sensibilidade aos antimicrobianos, bem como em relagéo ao prognaostico.

Segundo estimativas da Organizagcdo Mundial de Saude - OMS, um tergo da
populacdo Mundial (dois milhdes de pessoas) esta infectada por Mycobacterium
tuberculosis. Anualmente registram-se 8,8 milhdes de novos casos de tuberculose -TB,

significando 1.000 novos casos por hora.

Considera-se que a TB vem sendo a principal causa de morte, em adultos, a

nivel mundial. Calcula-se que nos préoximos 20 anos, um bilhdo de individuos esteja
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infectado por M. tuberculosis e 200 milhdes de pessoas irdo desenvolver TB, numero

que correspondera a 35 milhées mortes (MS, 1994; 1998; 2002a).

Tal situagdo agrava-se com o aparecimento do bacilo resistente as drogas
habituais, fruto, na maioria das vezes, de tratamentos irregulares e dos altos
percentuais de abandono (MS, 2002a). Outros fatores, como a epidemia de AIDS, a
progressiva pauperizacao de parte da populacdo mundial associado ao aumento de
populagdes marginais, migracdes e dificuldade de acesso aos servigos de saude sdo os

responsaveis pelo recrudescimento da doenga no mundo (KRITSKI et al., 2000).

Diante da exacerbacgédo da tuberculose, de outras doencgas infectocontagiosas
afins e da faléncia do atual arsenal terapéutico frente a resisténcia dos microrganismos,
inumeras pesquisas estao sendo realizadas visando a descoberta de novos compostos
com agao de amplo espectro contra os agentes causadores de tais doengas (OMS,
2002a).

De acordo com o exposto, justifica-se a continuidade e a efetivagdo de
programas de screening de microrganismos potencialmente produtores de substancias

biocidas e biostaticas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Potencial dos Produtos Naturais como Fontes de Substancias Ativa.
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Vegetais superiores e microrganismos, inclusive os marinhos representam de
grande potencial biolégico por produzirem substancias bioativas estruturalmente
diferenciadas. Os microrganismos pelas diversas areas industriais estdo sendo
investigados, como fontes de recursos renovaveis de novas substancias ativas,
considerando-se todo o avango no planejamento racional de farmacos, sintese quimica

e quimica combinatoéria (HARVEY, 2000; PETSKO, 1996).

Os compostos naturais sao classificados como, (a) metabdlitos primarios -
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do organismo; (b) metabdlitos
secundarios - geralmente referidos como nao essenciais ao crescimento vegetativo do

organismo produtor (BEPPU, 1992; DEACON, 1997).

Alguns dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos e actinomicetes séo
conhecidos como sinalizadores quimicos da diferenciagdo sexual de espécies
filamentosas. Exercem a fungdo de indutores da diferenciacéo celular no organismo

produtor ou de outros seres vivos (BEPPU, 1992).

Quando o metabdlito secundario atua contra outro organismo, a fungcao benéfica
do produtor torna-se discutivel, como no caso dos antibidticos, compostos que
promovem a inibicdo do crescimento ou a eliminacdo de determinadas espécies,
fenbmeno que contribui para selegao evolutiva de varios microrganismos nos diferentes

ecossistemas (BEPPU, 1992; BRIZUELA,1998).
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A explicacdo para a excrecdo de substancias bioativas esta relacionada as
mudancas do ambiente natural, incluindo as mudangas nutricionais, infecgdes e
competicdo (DEMAIN, 1999; MACIAS et al, 2000; MEDENTESEV, AKIMENKO, 1996;

STROHI, 2000).

Na medicina moderna os produtos naturais desempenham as seguintes fungdes
(DEMAIN,1999;ROBBERS et al, 1996):

| — fornecem um consideravel numero de farmacos uteis, para os quais a sintese
comercial € dificil ou inviavel (ex: morfina, vicristina, vinblastina, taxol);

Il — servem de compostos basicos que podem ser modificados para aumentar a
atividade ou diminuir a toxicidade (ex: hidromorfina a partir de morfina);

Il — constituem protétipos ou modelos para farmacos sintéticos que possuem
atividades fisioldgicas semelhantes as originais (ex: propoxifeno a partir de morfina);

IV — os que ndo apresentam atividades podem ser modificados por métodos
quimicos ou biolégicos para a obtencédo de farmacos potentes (ex: obtengao do taxol a

partir de bacatinal).

As pesquisas a cerca dos antibidticos contribuiram para a obtengdo desses
compostos a partir de microrganismos e, apos varios estudos verificou-se a produgao
deles também por vegetais superiores como o jacaranda (Jacaranda mimosaefolia D.

Don), a caviuna (Machaerium scleroxylon) e varias outros espécies.

3.2 - Fungos Produtores de Antibiéticos
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Os antibiéticos sao produzidos por diversas espécies de microrganismos e certos
grupos de vegetais superiores que tém propriedade inibitéria contra microrganismos
patogenos, podendo eventualmente destrui-los (DEACON, 1997; PELCZAR et al.,
1997). Dentre os microrganismos citados como produtores de metabdlitos
biologicamente ativos sdo destacados os fungos anamorfos e aqueles que constituem

os filos Ascomycota e Basidiomycota (BENNETT, 1998; OKUNADE et al, 2004).

Comumente os fungos anamorfos, Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Trichoderma (Figura 1), sdo os que mais produzem antibiéticos, raramente tais

compostos sado produzidos por espécies do filo Zygomycota (DEACON, 1997).

Figura 1 Principais fungos imperfeitos (Hyphomycetes) produtores de antibiéticos, (A) Aspergillus
sp., (B) Penicillium sp., (C) Fusarium sp., (D) Trichoderma sp.

A tabela 1 mostra exemplos de antibidticos e os respectivos fungos que os
produzem, os quais estdo sendo utilizados na industria farmacéutica. Novos compostos
tém sido investigados em escala de screening farmacolégico industrial, como agentes

antitumorais e anticancer, inibidores enzimaticos, imunomoduladores e agentes
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cardiovasculares (BONONI, 1998; BRIZUELA et al, 1998; DEACON, 1997; MANFIO,

2002; OKUNADE et al, 2004; SUGUE et al, 2001).

Microrganismo Antibiotico Classificacdo do Microrganismo
Aspergillus flavus Acido aspergilico Fungo anamorfo
Aspergillus flavus
Aspergillus giganteus Flavicina Fungo anamorfo
Aspergillus parasiticus
Aspergillus fumigatus Fumigacina Fungo anamorfo
Cephalosporium Cefalosporina N

Fungo anamorfo
salmosynne

Cephalosporium sp.
Paecilomyces variotii
Penicillium chrysogenum
Penicillium notatum
Penicillium citrinum Citrinina Fungo anamorfo
Penicillium cyclopium

Fungo anamorfo

Cefalosporina Fungo anamorfo

Penicillina Fungo anamorfo

Peniolli Acido penicilico Fungo anamorfo
enicillium puberulum

Penicillium griseofulvin Griseofulvina Fungo anamorfo
Penicillium spinulosum Espinulosina Fungo anamorfo
Trichoderma artroviridis Neoartroviridinas Fungo anamorfo
Chaetomium cochlioides Chaetomina Ascoomycota
Chaetomium violaceum Violaceina Ascoomycota
Chaetomiun iodinium lodinina Ascoomycota
Agaricus xantodermus Agaridina Basidiomycota
Agaricus xantodermus Agaridina Basidiomycota
Cyathas sp. Pleoromufilina Badisiomycota
Cyathas sp. Pleoromufilina Badisiomycota
Pleurotus sp. Escoradanina Basidiomycota
Pleurotus sp. Escoradanina Basidiomycota

Tabela 1 Fungos filamentosos de diferentes categorias taxonémicas produtores de compostos com
atividade antibidtica.
Fonte — DEACON, 1997; PELCZAR et al, 1997

Muitos antibiéticos naturais foram descobertos entre 1940 e 1950, periodo que foi
denominado de “a idade de ouro dos antibiéticos”. Apos esse periodo, as pesquisas se
multiplicaram, mas objetivando a procura sistematica de drogas com atividades

diferentes de antinfecciosos (BENNETT, 1998).
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3.2.1 O género Aspergillus: caracteristicas biolégicas e importancia

O género Aspergillus foi catalogado primeiro em 1729 pelo padre italiano e
bidlogo Pietro Antonio Micheli. Ao observa-lo sob microscopio, fez lembrar-lhe a forma
de um aspergillum (irrigador de agua benta), e nomeando o género adequadamente
(RAPER e FENNELL, 1977).

Taxonomicamente o reconhecimento desse género se baseia na estrutura celular
de reproducao assexuada, resultando dessa forma na denominagao forma-género, isto
€, nome dado ao taxon e fundamentado em particular na descricdo de uma parte do
organismo (RAPER e FENNELL, 1977).

Tipicamente essa forma-género € reconhecida por apresentar distinto conidioforo,
que se diferencia terminalmente em uma vesicula onde s&o formados os esterigmas ou
fidlides (Figura 2). As fialides podem ser formadas diretamente na vesicula ou sobre
metulas. Nesta ultima estrutura celular, sdo formados os conidios de varias cores,
dependendo da espécie. Algumas espécies podem formar massas de células
chamadas células de Hlille que quando produzidas permanecem dispostos em cadeia

(RAPER e FENNELL, 1977).
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Figura 2. Estruturas caracteristicas do género Aspergillus.

Aspergillus € um fungo filamentoso, cosmopolita e onipresente achado na
natureza. Geralmente isolado do solo, escombros de planta, e ambiente de ar em
recinto fechado. O estado teleomorfico s6 foi descrito para algumas das espécies de
Aspergillus, outros sao ser anamorficos, sem qualquer producdo de esporo sexual
conhecida. O género Aspergillus inclui mais de 185 espécies. Destes somente 20
espécies tém sido relatadas como agentes de infecgdes oportunistas no homem

(RAPER e FENNELL, 1977).

Espécies de Aspergillus sdo altamente aerdbias e sdo achadas em quase todos
ambientes ricos em oxigénio onde eles geralmente se desenvolvem como moldes na
superficie de um substrato, como resultado da tensdao de oxigénio alta. Geralmente,
fungos séo crescidos em substratos ricos em carbono, principalmente monossacarideos
como glicose. Porém, Aspergillus também pode segregar, por exemplo, enzimas como
as amilases que permitem usar polissacarideos (goma) como uma fonte de carbono.
Como resultado disto, espécies de Aspergillus sdo contaminante comuns de comidas
engomadas, por exemplo, pado e batata, e crescem dentro ou em muitas plantas e
arvores. Muitas espécies de Aspergillus sdo capazes de crescer em ambientes

nutricionalmente escassos. Este género pode ser achado crescendo em paredes
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umidas, ou como componente principal das contaminagcdes (RAPER e FENNELL,

1977).

Espécies de Aspergillus sdao sem duvida microrganismos importante na
micotecnologia, uma vez que seus metabdlitos secundarios possuem diversas
aplicagbes comerciais como farmacos, corantes, aromas, inseticidas, enzimas e etc.
Estes metabdlitos possuem ampla variedade de estruturas e podem ser encontrados
em diversas espécies do género (DEMAIN, 1999; NEWMAN, 2000; SOTERO -

MARTINS, 2004).

3.2.2 O género Penicillium: caracteristicas biolégicas e importancia

O género Penicillium foi descrito pela primeira vez por Link em 1809. As espécies
que compdem o género Penicillium sao amplamente distribuidas por todo o mundo e
sdo consideradas saprofitos. Muitas delas vivem no solo ou em matéria organica em

decomposigao (PITT, 1985; SAMSON, 2004).

A estrutura que caracteriza o género Penicillium, € o conidiéforo ou célula
conidiogénica que se apresenta em forma de pincel. A morfologia da estrutura € que da
nome ao género ( Penicillus € de origem do latim e significa pincel pequeno). Os
conidios se apresentam em cadeias e s&o originados a partir de uma célula
especializada: a fialide. O conidiéforo esta unido ao micélio mediante a estipe. Entre

estas e as fidlides podem aparecer diferentes células. Estas células se apresentam
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agrupadas partindo de um mesmo ponto de origem. A partir das fidlides, os pontos se
ramificam num soO, em dois ou excepcionalmente em trés ao longo do conidiéforo. A
célula de suporte da fidlide € denominada metula e a célula de suporte da metula se
denomina ramo, nas espécies que as apresentam. Estas ramas partem da estipe ou
ainda podem partir de outras ramas, agora denominadas de ramulo (figura 3) (PITT,

1985; SAMSON, 2004).
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Figura 3. Estruturas caracteristicas do género Penicillium.

A morfologia do conidiéforo também é responsavel pela classificagdo das espécies
de Penicillium, que sao divididas em quatro subgéneros. Desta maneira, o conidioforo
mais simples, que apresenta uma uUnica ramificacdo desde o conidio até a estipe
pertence ao subgénero Aspergilloides. Estas espécies apresentam varias fialides que

partem diretamente da estipe. Por outro lado, o conidiéforo mais complexo pertence ao
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subgénero Penicillium. As espécies pertencentes a estes subgénero apresentam todas
as estruturas descritas: fialides, metulas, ramos, com ou sem ramos intermediarios, e a
estipe. Os demais conidioforos sdo os chamados biverticilados. Este tipo de conidioforo

apresenta, entre o conidio e a estipe nesta ordem, fialides e metulas.

Os biverticilados englobam dois subgéneros. As espécies de Biverticillium
apresentam fidlides acerosa, mais estreitas e delicadas que as presentes no resto dos
subgéneros, de tamanho similar e longitudinal as metulas. Os conidios deste subgénero
podem ser elipticos, o que o diferencia da maioria das espécies dos outros subgéneros.
Os conidiéforos do subgénero Furcatum apresentam metula maior que as fialides e as

fidlides sdo ampuliformes (PITT, 1985; SAMSON, 2004)

O primeiro e maior uso industrial do género Penicillium, tem sido a produgéo da
penicilina. A descoberta deste metabdlito de Penicillium notatum por Alexander Fleming
em 1928, fez com que nos anos seguintes aumentasse os estudos no género em
busca de cepas que apresetavam uma grande produgdo de penicilina e em busca de
novos antibidticos. Algumas espécies de penicillium séo responsaveis pela elaboragao
de queijos, devido a produgédo de enzimas lipoliticas e proteoliticas, o crescimento do
fungo da ao queijo a textura caracteristica. O aroma e sabor se deve aos acidos graxos
livres produzidos na lipolises, aos produtos obtidos da protedlises e a formagao de
outros compostos aromaticos, entre eles destacam-se cetonas e alcoois. Outras

espécies de Penicillium sao utilizadas industrialmente para a obtencdo de enzimas,
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principalmente, pectinases, gluco-oxidases, celulases e catalases (DEMAIN, 1999;

SAMSON, 2004).

As espécies do género penicillium, assim como outros fungos, compartilham
muitas rotas metabdlicas com animais superiores e plantas, possuem ainda a
capacidade de sintetizar metabdlitos muitos complexos, como as benzodiazepinas.
Muitos desses metabdlitos sdo similares a moléculas presentes em organismos
superiores e alguns sao utilizados como farmacos. Estudos recentes citam a
capacidade de varias espécies de Penicillium, sintetizarem substancias anticancer,
precursores da pravastatina, farmaco utilizado no tratamento de hipercolesterolermia,

entre outros (MELO, 2005; BUENO-GOMES, 2000).

3.2.3 O género Trichoderma: caracteristicas biolégicas e importancia

O género Trichoderma esta amplamente distribuido por todo o mundo e ocorre
em quase todos os tipos de solos e ambientes naturais, especialmente naqueles
contendo meterias organicas (ESPOSITO e SILVA, 1998). Muitas espécies do género
sdo também encontradas na rizosfera de muitas plantas. O fato das espécies do género
se desenvolverem em uma diversidade de substratos e em uma série de condi¢des
ambientais torna este grupo de grande interesse biotecnolégico (ESPOSITO e SILVA,

1998).
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O conhecimento do que constitui uma espécie do género a nivel morfolégico
ainda nao esta definido, nem mesmo as inter-relagées entre as espécies do género
(SAMUELES, 1996), O fato de que, no género Trichoderma, as caracteristicas
morfologicas que definem umas espécies serem bastante vaiaveis, os taxonomistas
utiizam o termo de agregado de espécies, sendo definido como grupos
morfologicamente muito semelhantes. Rifai (1969) prop6s inicialmente nove agregados
de espécies, os quais foram elevados ao nivel de segéo por Bisset (1984; 1991 a, b, e
c). Devido ao isolamento de espécies de Trichoderma a partir de ascdésporos do género
Hypocrea, estes sao atualmente classificados como formas anamorficas deste género e

de géneros relacionados (SAMUELS, 1996).

As espécies do género sao caracterizadas por apresentarem crescimento rapido,
atingindo de dois a nove centimetros de didmetro apds quatro dias de crescimento em
meio de cultura (ESPOSITO e SILVA, 1998). As colbnias podem se apresentar
dispersas e flocosas ou compactadas em tufos. O tamanho e o formato dos conidios é
muito variavel e de limitado valor taxondmico. Sao observados nas espécies de
Trichoderma a existéncia de clamiddsporos, 0s quais sdo esporos assexuais originados
pela modificagdo de segmentos da hifa, podendo ser intercalares ou terminais. Os
conidios podem ser verdes, amarelos ou em tons verdes amarelados e ainda incolores.
Nao existem em Trichoderma conidi6foros definidos (SAMUELS, 1996), tendo os seus
conidios formados na extremidade das fialides em determinadas hifas diferenciadas. Os

conidios tendem a se agregar em massas, sendo estes agregados constituidos de hifas
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contendo fidlides (Figura 4). Em algumas espécies do género existe uma dependéncia

de luz para esporulagdo (GRESSEL e HARTMANN, 1968).

<4— CONIDIO

<——FIALIDE

Figura 4. Estruturas caracteristicas do género Trichoderma

Os primeiros trabalhos cientificos provando a producdo de antibidticos por
Trichoderma spp, foram realizadas por Weidling(1934), que consegui identificar os
antibioticos gliotoxin e viridin. Ja Dennis e Webster (1971 a, b.e ¢) demonstraram que
isolados deste género foram capazes de produzir metabdlitos volateis e nédo volateis,
com efeito inibitdrio sobre o crescimento de varios fungos. Entre os metabdlitos volateis,
ha gases como: etileno e cianeto de hidrogénio, acetaldeido, acetona, etanol e diéxido

de carbono, que afetam o crescimento microbiano.
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O género Trichoderma apresenta um excelente potencial para a aplicacdo em
varias areas de interesse agricola, ambiental e industrial. Portanto, um melhor
conhecimento da taxonomia, da identificacdo de espécie, assim como estudos do ciclo
de vida, formas de reprodugao e recombinagao, estudos fisioldgicos, bioquimicos entre
outros, tornam-se necessarios para um melhor aproveitamento do potencial destes

fungos nas diversas areas de interesse (ESPOSITO e SILVA, 1998).

3.3 — Antibiéticos naturais

O termo antibidtico deriva da palavra antibiose, este termo foi definido pela
primeira vez em 1889 por Vuillemin para designar o fenédmeno de antagonismo entre os
microrganismos. Nesse processo natural de selegdo, um ser vivo destréi um outro para
assegurar a propria sobrevivéncia, sendo o primeiro inteiramente ativo e o segundo
passivo; um se opde, sem restricdes, a vida do outro (LANPERT; SANGLIER, 1989;

PELCZAR et al, 1997; TAVARES, 2002).

Os antibidticos sdo substancias quimicas de origem natural ou sintética que
matam ou inibem o crescimento de microrganismos na concentragdo de 100 pg/mL™" ou
menos. Sao tipicamente compostos do metabolismo secundario de fungos filamentosos
e bactérias do grupo dos actinomicetos (BROCK et al, 2000; DEACON, 1997;

LANPERT; SANGLIER, 1989).
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Estdo descritos mais de 3.100 antibidticos, dos quais 2.400 sdo originarios de
microrganismos, sabendo-se, no entanto, que a maioria ndo apresenta toxicidade
seletiva e sdo também toxicos tanto sobre o parasita quanto ao hospedeiro

(JAUREGUI, 1997)

De acordo com as citagbes de Tavares (2002), o primeiro trabalho cientifico sobre
a atividade dos fungos contra outros microrganismos foi realizado por Ernest
Duschesne, em 1897. A partir dessa data descobriu-se que a concorréncia biologica

entre os microrganismos seria de utilidade profilatica e terapéutica.

A identificagdo da concorréncia biolégica permitiu novos avangos, a exemplo da
descoberta do primeiro antibidtico por Fleming em 1928, a Penicilina, metabdlito
secundario produzido por Penicillium notatum. Na época, a descoberta de Fleming nao
foi valorizada, pois a atengdo da sociedade cientifica estava voltada para as
sulfonamidas, que haviam demonstrado atividade terapéutica contra infeccdes

bacterianas sistémicas (TAVARES, 2002).

O uso dos antibidticos causou uma revolugdo na pratica médica contribuindo
para a busca de novos compostos de maior eficiéncia e menor toxicidade, como a
estreptomicina de uma amostra de Streptomyces. Esse antibiético foi isolado em 1944
por Selman Waskman e Albert Schatz, quando se constituiu no primeiro farmaco
revolucionario na terapéutica antiinfecciosa humana e, sobre tudo, por sua acao efetiva

contra a tuberculose (TAVARES, 2002).
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A partir dos estudos bioquimicos dos antibiéticos naturais foi possivel a obtencéo
das respectivas formulas estruturais o que proporcionou a produgdo de antibidticos
sintéticos. Além disso, o conhecimento da estrutura quimica e do nucleo ativo permitiu
o desenvolvimento de antibidticos semi-sintéticos, dentre os quais, os mais produzidos
sdo os derivados da penicilina, cefalosporina, tetraciclina e eritromicina (TAVARES,

2002).

3.3.1 - Classificagao dos antibioticos

Os antibidticos podem ser classificados de diversas maneiras, assim Goodman
(1996); Katzung (2003); Larpent; Sanglier (1989); Tavares (2002) recomendam a
classificagdo com base na estrutura quimica, conforme relacionado a seguir:

1 Derivados de aminoacidos

a) Derivados monopeptidicos: Ciclocerina Cloranfenicol ?Hmz

b) Derivados polipeptidicos ; DlH ?ZD
b.1) Classicos: polimixinas WMQG—E—MH
b.2) Catidnicos recentes: magaininas I!I ||-|

c¢) Derivados de aminopropanodiol: cloranfenicol e tianfenicol

d) Derivados B-Lactamicos

d.1) Penamas: penicilinas

d.2) Penemas: ritipeném

d.3) Carbapernemas: tienamizina, meropeném, acidos olivanicos
Cefemas: cefalosporinas e cefamicinas
Oxacefemas: latamoxef

d.4)

d.5)

d.6) Carbacefenas: locarbef

d.7) Inibidores de B-Lactamases: acido clavulanico, subactam
d.7)

Monobactamicos: azetreonan, tigmonam
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d.8) Trinemas: sanfetriném
e) Derivados glicopeptidicos: vancomicina e teicoplanina

f) Derivados lipoptidicos: daptomicina

2 Derivados de agucares

a) Heterosideos macrolideos: eritromicina, roxitromicina
a.1) Azalidas: azitromicina

a.2) Cetolideos: telitromicina

b) Lincosamidas: lincomicina e clindamicina

¢) Aminociclitois: estreptomicina, gentamicina, amicasina,
neomicina, soframicina, canamicina

d) Glicosideos acidos: novobiocina

R—=0
- Cefalosporina

e) Estreotograminas: pristinamicina, quinospristina, virgiamicina

f) Oligosacarideos: everninomicinas

3 Derivados de Acetato e propionatos

a) Poliénicos: nistatina, anfotericina B, metilpartricina

b) Aromaticos

b.1) Tetraciclinas

b.2) Glicloclinas

b.2) Ansaminas: rifamicinas
c) Esterdides: acido fusidico

d) Derivados do grisano: griseofuvina

4. Outros

a)Fosfomicina

HCY "P—OH
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b)Variotina

c)Mumeidomicinas .
Fosfomicina

d)Equinocandinas

Quanto ao efeito sobre os microrganismos, os antibiéticos podem também ser
classificados em bactericida e bacteriostatico (tabela 2). Bactericida sdo aqueles que
provocam alteragdes incompativeis com a sobrevida bacteriana, isto €, matando os
microrganismos durante a fase de crescimento logaritmico, onde ha aumento da
susceptibilidade devido ao aumento da atividade metabdlica; ou bacteriostaticos que
atuam apenas prevenindo o crescimento microbiano, consequentemente inibindo a
reproducédo bacteriana sem provocar a morte imediata (SILVA, 1998; SOUZA et al.,
2003; TAVARES, 2002).

Teoricamente seria possivel obter acdo bactericida de qualquer antibiético sobre
um microrganismo, desde que a concentragao da droga seja aumentada. Entretanto, na
pratica as concentragbes de um medicamento sdo limitadas por fatores ligados a
administragdo do medicamento, tolerancia individual, absorgéo, distribuicdo e toxicidade
da droga para o hospedeiro. O inverso também é verdadeiro, ou seja, um antibiético
bactericida pode em baixas concentragdes ter um efeito apenas bacteriostatico

(FARMAINDUSTRIA, 1999).

Outro critério de classificagao dos antibiéticos fundamenta-se na forma de atuagcao
no microrganismo, ou seja, sobre a parede celular, na membrana citoplasmatica, na
sintese dos acidos nucléicos e na sintese de proteinas (Tabela 2 e figura 5)

(FARMAINDUSTRIA, 1999; PELCZAR, 1997; TAVARES, 2002).
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Parede celular

Penicilinas Parede celular
Cefalosporinas

Glicopeptideos o

Bacitrcinas Imﬁﬁo: RNA
Ciclosserina polimerase

Rifampicina

Replicagdo do cromosso
Novobiocina
Grjseofulvina

Quinolonas

o S S S S

Sintese protéica
(Inibidor 50S)
Tetraciclina
Macrolideos
Lincosaminas

Metabolismo do
acido folico
Trimetropina
Sulfonamidas

PABA Sintese protéica

(Inibidor 30S)
Membrana citoplamatica Rifamicinas
Polimixinas Aminoglicosideos
Tirotricina
Anfotericina B o
Nistatina Sintese protéica ESFreptlromlcma
(Inibidor 50S) Amicacina
Cloranfenicol

Figura 5 - Seletividade de antibidticos nos respectivos sitios de agao na célula bacteriana.
Fonte: JAUREGUI (1997)
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Familias/Grupo Sitio de acao Acao bioldgica Origem
1 B-Lactamicos™ Penicillium, Semi-sintese
Penicilinas Parede celular | Bactericida Cefalosporium, Semi-sintese
Cefalosporinas Streptomyces, Semi-sintese
Cefamicinas
2 Aminoglicosidios Ribossomos Bactericida Streptomyces,
30S Micromonospora
3 Cloranfenicol Ribossomos Bacteriostatico | Bacillus, Streptomyces, Semi-
50S sintese
4. Tetraciclinas™ Ribossomos Bacteriostatico | Streptomyces,Semi-sintese
50S
5 Macrolideos* Bacteriostatico
Eritromicina Ribossomos ou Streptomyces
6 Lincosaminas 50S Bactericida
7 Streptograminas
8 Polipeptideos Membrana Bactericida Bacillus
citoplasmatica
9 Rifamicinas* RNA Bactericida Streptomyces; Nocardia
polimerase
10 Quinolonas* DNA girase Bactericida Sintese
11 Sulfonamidas* Inibidores
12 Trimetroprima competitivos do | Bacteriostatica | Sintese
metabolismo
13 Vancomicina
14 Novobiosina Parede celular Bactericida Streptomyces
15 Fosfomicina
16 Acido fusidico DNA Bacteriostatica | Fusidium; Sintese
17 Nitrofuranas

* Antibidticos de maior comercializagdo mundial.
Tabela 2. Classificagdo dos antibiéticos segundo o sitio de agao e atividade biolégica. (PELCZAR et al.,

1997; TORTORA et al., 2001)
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3.3.2 — Resisténcia bacteriana
3.3.2.1 Histdrico

Com a descoberta da penicilina em 1929, Fleming se tornou primeiro observador
da resisténcia natural dos microrganismos aos antibiéticos, descrevendo que bactérias
do grupo colitiféide e Pseudomonas aeruginosa nao eram inibidas pelos antibiéticos. O
advento do uso clinico de sulfonamidas, em 1933, levou a constatacdo de que a
resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos podia ser uma caracteristica natural
das espécies de bactérias ou ser adquiridas por cepas individuais dentro de uma

populagao sensivel (TAVARES, 2002).

No ano de 1944 foi demonstrado que algumas linhagens de Staphylococcus
aureus eram capazes de inativar a penicilina G devido a producdo de uma enzima
chamada de penicilinase que bloqueia a agcdo da penicilina no organismo humano

(BRODY, 1997).

Em estudos realizados por dois microbiologistas japoneses na década de 50 foram
isoladas linhagens de bactérias patogénicas conhecidas por Shigella dysenteriae de
pacientes com disenteria bacilar. Com esta pesquisa, eles verificaram que algumas
destas cepas foram resistentes a sulfonamidas, tetraciclinas, estreptomicina e
cloranfenicol. E assim concluiram que a resisténcia ndo era causada por alteragéo
cromossdmica, mas devido a um DNA extracromossémico transmissivel hoje chamado

de plasmideo (PELCZAR, 1997).
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3.3.2.2 Conceitos e classificacao

A resisténcia bacteriana ocorre quando bactérias sdo capazes de crescer, in vitro,
nas concentragdes terapéuticas que os antimicrobianos atingem no sangue, quando
administrado por via oral (TRABULSI,2002).

Esta resisténcia também pode ser definida como um fendmeno genético,
relacionado a existéncia de genes contidos nos microrganismos, os quais codificam

diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a agao das drogas.

A resisténcia pode ser natural, quando os genes de resisténcia fazem parte do
cbdigo genético do microrganismo, ou adquirida, quando os genes de resisténcia ndo
estdo normalmente presentes no cddigo genético do germe, sendo a ele incorporados

(SAUNDERS, 1984).

Algumas espécies bacterianas sdo consideradas naturalmente resistentes aos
antimicrobianos, chamada também de resisténcia primaria, pois somente concentracbes

inviaveis in vivo exerceriam efeitos sobre elas (FUCHS,1998).

A resisténcia natural a uma determinada droga € uma caracteristica necessaria a
autodefesa nos microrganismos produtores desta droga (CUNDLIFFE, 1984). Assim
esta caracteristica é hereditaria sendo transmitida as células filhas, através da acao de
genes cromossdmicos que determinam na célula bacteriana a auséncia de receptores
para a acao dos antibidticos ou a existéncia de estruturas ou mecanismos que impedem

a acao da droga (DAVIES; BENVENISTE,1984).
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Um outro tipo de resisténcia € conhecido como resisténcia adquirida, no qual
ocorre do surgimento o fenbmeno da resisténcia a um ou a varios antimicrobianos numa
populacdo bacteriana primitivamente sensivel a estes mesmos antimicrobianos,
tratando-se de uma propriedade nova que surgem em espécies bacterianas que em um
determinado momento nao sofrem mais agao de drogas que antigamente eram efetivas

contra esta populacédo (MURRAY,1983).

A resisténcia adquirida ou secundaria também tem uma origem genética
decorrente de modificagbes na estrutura ou no funcionamento da célula, que bloqueiam
a acao dos antimicrobianos. Este tipo de resisténcia € o mais importante devido a
crescente participagdo de microrganismos com resisténcia adquirida na origem de

quadros clinicos infecciosos (TRABULSI, 2002).

Enquanto a resisténcia natural ndo possui grande significado pratico, pode ser
previsivel e constante, bastando-se conhecer o espectro de acdo de um antibidtico para
evita-la, por outro lado a resisténcia adquirida € a causa de importantes problemas
clinicos, devido o aumento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos

(TAVARES, 2002).

Existem outros conceitos importantes no estudo da resisténcia bacteriana,

podendo destacar a resisténcia simples, no qual o microrganismo é resistente a uma soé
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droga. Resisténcia multipla quando o germe é resistente a duas ou mais drogas e existe
também a resisténcia cruzada que € um mecanismo bioquimico de resisténcia a uma

droga é o mesmo para outras (TRABULSI, 2002).

3.3.2.3 Mecanismos de resisténcia bacteriana

3.3.2.3.1 Mecanismos de resisténcia natural

Um dos mecanismos de resisténcia natural das bactérias € a impermeabilidade a
droga, pois existe no microrganismo estruturas que impedem que o antibiético se ligue
a seu receptor especifico, como por exemplo, os bacilos Gram-negativos que
apresentam uma composi¢ao prépria das membranas externas da sua parede celular
impedindo desta forma que a penicilina G atravesse esta estrutura e possa se ligar ao

seu receptor (MURRAY, 2000).

Esta resisténcia natural pode ser observada entre as espécies de micoplasmas, no
qual devido a auséncia de parede celular, os antibidticos beta-lactamicos ndo podem
agir, pois esses microrganismos nao apresentam um local de agao para estes
antibioticos. Um outro exemplo sdo as bactérias Gram-negativas resistentes aos
macrolideos, que devido a auséncia de um receptor especifico nos ribossomas, os
antibioticos citados n&o podem ter uma ac&o eficaz contra estas bactérias

(TAVARES,2002).
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O efeito mais importante dos antibiéticos na resisténcia do hospedeiro talvez seja
a sua acgao na flora normal. A administracdo excessiva de antibi6ticos pode remover os
efeitos inibidores exercidos pela flora normal sensivel ao agente. Podendo permitir o
estabelecimento de microrganismos de origem exdgena ou o crescimento excessivo de

microrganismos endogenos (CRAIG,1994).

3.3.2.3.2 - Mecanismos de resisténcia adquirida

O estudo dos mecanismos de resisténcia adquirida as drogas vem apresentando
notavel avango nos ultimos anos, mostrando um resultado melhor sobre o
conhecimento da estrutura e da genética microbiana. A aquisigcdo da resisténcia por
uma célula bacteriana sensivel ocorre sempre de uma alteracdo genética que se
expressa bioquimicamente, e esta alteracdo pode ser determinada por mutagdes no
cromossoma bacteriano ou pela transferéncia de genes de resisténcia de uma célula
para outra inserindo na célula receptora fragmentos do DNA contendo genes de

resisténcia (TAVARES, 2002).

A resisténcia por mutagdo ou também chamada cromossOmica é geralmente
especifica a um antimicrobiano, pois dificiimente uma bactéria sofre mutacdes
simultdneas para dois ou mais antibioticos. A mutacdo € um fendmeno espontaneo
possivel de acontecer no momento da divisdo celular, pois € caracterizado por uma
modificagdo genética subita e estavel, transmissivel hereditariamente. Porém é um
processo raro que ocorre na frequéncia de 10 © a 10 ® de producdo de bactérias

mutantes resistentes a um determinado antibidtico (SILVA,2002).
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O mecanismo de resisténcia adquirida através da mutagao pode ser observado na
resisténcia a estreptomicina (mutagao ribossémica), quinolonas (mutagao gene girase),
rifampicina (mutacdo do gene da RNA-polimerase) e também constitui a base da
resisténcia a agentes antituberculosos que ocorre em Mycobacterium tuberculosis. Em
outros casos, bactérias como Escherichia coli e Staphylococcus aereus quando
expostos a rifampicina originam mutantes altamente resistentes em consequéncia de
uma mutagdo que ocorre em uma unica etapa na RNA-polimerase, de modo que a

proteina néo se liga ao farmaco.

A outra forma das bactérias adquirirem resisténcia € a chamada de resisténcia
transferivel no qual o material genético e os plasmidios podem ser transferidos através
dos seguintes mecanismos: transformagao, transdugdo, conjugagao e transposicao

(PAGE, 1999).

O mecanismo de transformacao ocorre quando uma célula receptora capta DNA
proveniente do cromossoma ou plasmidio liberado no meio por uma bactéria doadora. A
transformacédo € um mecanismo possivel de aquisi¢cao de resisténcia, pois uma bactéria
pode incorporar ao seu material genético os genes de resisténcia existentes em outra

bactéria (TAVARES, 2002).

No processo da transducdo o DNA bacteriano é transferido de uma célula

doadora para uma célula receptora dentro de um virus que infectam bactérias,
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denominados bacteriéfagos ou fagos. Este tipo de transferéncia de resisténcia foi
descrita pela primeira vez em 1952 por Zinder e Lederberg entre Salmonellas. Porém, o
processo de transducdo € limitado, pois somente ocorre entre bactérias da mesma

espécie (TORTORA, 2002).

A transdugdo pode ocorrer de duas formas: transdugdo generalizada, onde
qualquer gene pode ser transferido sendo que o virus transporta basicamente DNA
bacteriano e a outra forma é a transducgao especializada, no qual ocorre transferéncia
de genes bacterianos especificos que estao localizados préximos do sitio de integracao

viral. (TRABULSI, 2002).

Outro mecanismo de transferéncia é a conjugacdo, onde ha necessidade de
contato fisico entre as células doadoras e receptoras realizado por uma organela
denominada fimbria sexual que estabelece conexdes entre duas células bacterianas do
mesmo género ou de géneros diferentes e também através do contato direto célula a

célula (SILVA, 2002).

A fimbria sexual é formada pela bactéria doadora que possui um plasmidio ou
fator F, no qual ocorre a passagem deste plasmidio para a célula receptora através das

fimbrias presentes nesta célula.

Assim a fimbria sexual serve como porta de entrada de material genético na

conjugacéo, esta forma de transferéncia pode ser observada entre os bacilos Gram-
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negativos. Além do fator F (fertilidade) também foi descrito o fator R que transportam
genes que tornam os portadores resistentes a certos antibidticos (JUNQUEIRA,;

CARNEIRO, 1997).

A transferéncia pelo contato célula a célula é observada entre os cocos Gram
positivos onde a célula doadora secreta uma substancia chamada de feroménio. O
processo ocorre através da adesao e a agregacgao das células doadoras com as células

receptoras, possibilitando a transferéncia de plasmidios (TAVARES, 2002).

O ultimo mecanismo de transferéncia € o da transposi¢cdo, em que ocorre uma
troca de seqiéncias curtas de DNA que somente transportam alguns genes entre um
plasmideo e outro ou entre um plasmideo e uma por¢éao do cromossomo bacteriano no

interior de uma célula bacteriana (PAGE, 1999).

Esta transferéncia acontece através de transposons, pequenos segmentos de
DNA que possa se mover de uma regiao de uma molécula de DNA para outra. Os
transposons sdo também chamados de genes saltadores e nédo sado capazes de
replicar-se isoladamente, dessa forma os transposons ao se incorporarem em
plasmideo ou no cromossomo bacteriano podem manter-se estaveis e replicar-se junto

com o DNA do receptor (TORTORA, 2002).

3. 3. 2.3.3. Resisténcia extracromossdmica
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Os plasmideos sao elementos genéticos extracromossdmicos constituidos de
uma fita dupla de DNA circular, que possui a capacidade de auto-replicagcédo
independente do cromossomo bacteriano. Este DNA extracromossdmico contém genes
que conferem a célula caracteristicas bioldgicas adicionais, entre as quais a expressao

de resisténcia aos antimicrobianos, conhecidos como plasmideo R (SILVA, 2002).

Existem outras formas de plasmideo que podem apresentar determinantes
genéticos que aumentam a viruléncia do microrganismo (plasmidio de viruléncia),
codificam a producdo de toxinas, a aderéncia da bactéria e a capacidade invasiva do

germe (TAVARES, 2002).

O primeiro plasmideo a ser descrito € o chamado de fator sexual ou fator F, hoje
conhecido como plasmidio conjugativo. Estes sao capazes de transferir copias de DNA
a ceélulas receptoras através de uma estrutura filamentosa denominada fimbria ou pilus
sexual. A existéncia de plasmidios conjugativos permite a bactéria transmitir
caracteristicas genéticas tanto a sua progénie quanto as bactérias com quem faz o

processo de conjugacao (TRABULSI, 2002).

Os fatores R ou plasmideos de resisténcia foram descobertos no Japéo, no final
da década de 50, apds varias epidemias de disenteria. No qual, em algumas destas
epidemias o agente infeccioso era resistente ao antibidtico utilizado e a uma série de
antibiéticos diferentes. Estes pesquisadores também descobriram que a resisténcia

adquirida por cepas de Escherichia coli da flora normal foi transferida através da
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disseminacao de genes de um organismo para outro, e por isso os plasmideos que

mediaram esta transferéncia foram chamados de fatores R (TORTORA, 2002).

A maioria das espécies bacterianas patogénicas para o homem apresenta
plasmideos que contém genes que conferem resisténcia a um ou a varios
antimicrobianos, que podem existir de maneira autbnoma ou integrados a plasmideos
conjugativos. Quando isolados os plasmideos de resisténcia s&o transmitidos apenas
aos descendentes da célula bacteriana, porém os plasmideos R integrados com
plasmidios conjugativos podem ser transmitidos a outras bactérias através do

mecanismo de conjugacao (TAVARES, 2002).

Cada gene de resisténcia ao antibiético do plasmideo R codifica uma enzima que
destrdi ou inativa um determinado antibidtico. Muitas cepas de Staphylococcus aureus
isolados de hospitais contém um plasmidio R apresentando um gene que codifica a

beta-lactamse (enzima que inativa muitas penicilinas) (TRABULSI, 2002)

Em muitos casos, a resisténcia de varias bactérias mediadas por plasmideos a

antibioticos utilizados, torna dificil o tratamento das infecgdes por estes medicamentos.

Assim o uso indiscriminado dos antibiéticos no tratamento de pacientes pode aumentar

a incidéncia de bactérias resistentes a varios antibidticos (PELCZAR, 1997).

3.3.2.3.4. Resisténcia bacteriana por mecanismos bioquimicos
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As bactérias podem apresentar diferentes tipos de mecanismos bioquimicos que
resultardo em resisténcia a certos antimicrobianos. Os principais mecanismos s&o:
inativacdo da droga por enzimas, alteracdo da permeabilidade bacteriana a droga e

modificagdo do sistema metabdlico ativo para a droga (TRABULSI, 2002).

Um dos mais importantes processos bioquimicos é a produgédo de enzimas que
destroem ou inativam o farmaco. Esta inativagao enzimatica foi descrita pela primeira
vez por Abraham e Chain, 1940 ao desenvolverem a partir de culturas de Escherichia
coli uma enzima capaz de inativar a agao da penicilina, chamada de penicilinase. As
enzimas beta—lactamases catalisam a hidrélise de penicilinas, cefalosporinas e outro
beta—actamicos transformandos esses antibidéticos em produtos inativos. Assim, as
bactérias que apresentam concentragdes significativas dessa enzima sao resistentes a

muitas penicilinas e cefalosporinas (BRODY, 1997).

A inativacdo enzimatica dos aminoglicosideos constitui o principal mecanismo de
resisténcia das bactérias a estes antibioticos. As enzimas inativadoras sédo codificadas
em genes presentes em transposons ou plasmideos, estas enzimas modificam as
moléculas dos aminoglicosideos reduzindo suas atividades de fixagdo as proteinas
ribossbmicas e sao classificadas em trés grupos: Fosfo-transferases, adenil-

transferases e acetil-transferases (TRABULSI, 2002).

A resisténcia bacteriana ao cloranfenicol deve-se a sintese também de uma

enzima que inativa este farmaco, denominada cloranfenicol acetil-transferase (CAT). A
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producdo desta enzima é frequentemente mediada por plasmidios, por transposons ou
por origem cromossémica. A acado das enzimas modificadoras ocorre no meio
intracelular obtendo como resultado a incapacidade do antibidtico ligar-se ao ribossoma
bacteriano perdendo desta forma a capacidade de exercer a atividade antimicrobiana

(SHAW, 1984).

O mecanismo da alteragdo da permeabilidade apenas acontece nas bactérias
gram-negativas resultando em uma diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa, através de alteracdes ou perda de uma ou mais proteinas porinas. Assim as
bactérias Gram-negativas representam um desafio a entrada das drogas, favorecendo
apenas as drogas lipofilicas ou aquosas de baixo peso molecular que sdo capazes de

penetrar através dos canais das porinas (SILVA, 2002).

Alteragdes nestas proteinas porinas ou na membrana externa podem resultar em
resisténcia devido a uma permeabilidade reduzida aos antibioticos. Outras alteragdes
podem ocorrer na parede celular das bactérias que levam também a uma redugao na
permeabilidade para a entrada de um antibiéticos ou varios na célula bacteriana, desta

forma surge a multi-resisténcia (PAGE, 1999).

As mutacdes também afetam as membranas citoplasmaticas das bactérias,
reduzindo a diferenca de potencial da membrana e como consequéncia ocorre a
diminuigdo da entrada de aminoglicosideos nestes microrganismos. Este € o principal

mecanismo de resisténcia de bactérias patogénicas a amicacina (TRABULSI, 2002).
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Um exemplo importante de resisténcia bacteriana através das alteracbes em
receptores de acdo dos antibidticos foi observado em 1988 quando cepas de
Enterococcus faecium e E. faecalis mostraram-se resistentes a vancomicina devido a
presenca de um gene que promove a formagao de um novo precursor do peptidoglicano
da parede bacteriana. Pois este antimicrobiano atua bloqueando a sintese da parede
celular das bactérias sensiveis através da ligagdo a precursores de peptidicos que irdo
constituir o pepetidoglicano, impedindo a formacédo deste elemento fundamental da

parede bacteriana (TAVARES, 2002).

3.4 — Doencas infecciosas

Infecgdo é o processo pelo qual um agente bioldgico penetra, desenvolve-se ou
multiplica-se no organismo de outro ser vivo. O processo pode ser inaparente ou evoluir
com manifestagdes clinicas. Doenca Infecciosa € a denominagao mais encontrada em
clinica e em patologia, reflete a existéncia de um processo biolégico produzido por um

agente infeccioso.

As doencgas infecciosas s&do indubitavelmente as mais freqluentes na populagéo
humana. Contudo, nos ultimos cinquenta anos, a investigagdo médica e farmacéutica
conquistou importantes vitérias contra as doencas infecciosas. Com a producao

industrial da penicilina e a vacinagdo em massa, muitas doencgas deixaram de constituir
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uma ameaga para a vida humana. Mas isto nao significa que a guerra tenha terminado.
A fronteira da investigacado continua aberta, confrontando-se com desafios cada vez
mais importantes e, no terceiro milénio, este desafio entra numa fase crucial. O
aparecimento recente da AIDS, o recrudescimento epidemiolégico da tuberculose, a
expansao de doengas bacterianas raras, a propagag¢ao de novas infecgdes virais € a
crescente resisténcia de numerosas bactérias aos antibiéticos, representam uma séria e

real ameaca a saude publica.

3.4.1 Tuberculose
3.4.1.2 Agente Transmissor

A tuberculose € uma doenga infecciosa causada pela Mycobacterium tuberculosis.
Trata-se de uma micobactéria do tipo bacilo delgado, aerdbico obrigatorio. As
micobactérias sao relativamente resistentes aos procedimentos convencionais de
coloragdo. As células coradas com carbol fucsina ndo podem ser descoradas com
alcool ou acido, e assim esses microrganismos sao denominados bacilos alcool-acido-

resistentes (TORTORA, 2000).

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, Unico representante da
familia Mycobacteriaceae, apresenta-se na forma de bacilos curvos ou retos, com 0,2 a
0,7 um de largura por 1,0 a 10,0 ym de comprimento e possui a propriedade de alcool-
acido resisténcia, devido a grande quantidade de lipidios presentes em sua parede

celular (figura 3).
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Figura 6 - Mycobacterium tuberculosis: caracteristica morfologica.

Séao aerdbios e classificados de acordo com o seu tempo de crescimento, sendo
considerados de crescimento rapido quando requerem menos de 7 dias para produzir
colénias visiveis, e de crescimento lento, aquelas que requerem mais de 7 dias para
produzir colénias visiveis quando inoculadas em meios de cultura sélidos (KONEMAN et
al,2001; AL-HAJJAJ et al.,2001; BARRETO et al.,1994; FREIRE,1989; HART et

al.,1996).

A parede celular das micobactérias é formada de acidos graxos, chamados de

acido micolicos e ceras. Calcula-se que esses componentes representem 60 % do peso

celular (TRABULSI et al, 2002).
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As micobactérias tém habito intracelular facultativo, se proliferam no interior dos
macréfagos, o que as torna resistentes a drogas de pouca penetracdo (KATZUNG,

2001).

3.4.2 Quimioterapia da Tuberculose

O esquema terapéutico preconizado pelo Ministério da Saude (MS) em 1979 é
composto por isoniazida, rifampicina e pirazinamida, durante dois meses e isoniazida e
rifampicina mantidos por mais quatro meses (Esquema |) (BRASIL. Ministério da Saude,

1999; TELLES et al.1997; VERONESI & FOCACCIA,1996).

O tratamento pode ser dividido em duas fases, a primeira chamada de ataque e a
segunda de manutencgdo sob a finalidade de evitar resisténcia microbiana e persisténcia

bacilar (BRASIL. Ministério da Saude, 2002; DINIZ et al. 1995).

As drogas tém locais diferentes de agao, a rifampicina (RMP) e isoniazida (INH)
sao eficazes em populagao bacilares de crescimento rapido, ja em populagdes bacilares
intracelulares o emprego da pirazinamida (PZA) é fundamental (BRASIL.Ministério da
Saude, 2002). No fracasso do esquema | é indicado o esquema de retratamento
(Esquema IR) que € composto por Rifampicina (RMP), Isoniazida (INH), Pirazinamida
(PZA), Etambutol (EMB), durante dois meses e Rifampicina (RMP), Isoniazida (INH) e
Etambutol (EMB) durante quatro meses. Caso os esquemas | e IRl venham a falhar &
possivel instalar o esquema Ill, composto por Estreptomicina (SM), Etionamida (ETH),

Etambutol (EMB), Pirazinamida (PZA), que compreendem trés meses e a segunda fase
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€ composta por Etionamida (ETH) e Etambutol (EMB) durante nove meses
(SCHECHTER, 2001).

A resisténcia do M. tuberculosis aos medicamentos utilizados relaciona-se as
mutagdes genéticas das populagdes bacilares, variando normalmente de acordo com a
droga. Quanto mais drogas forem utilizadas de forma inadequada, mais resisténcia ira
aparecer. A multiresisténcia é estabelecida no Brasil, como a faléncia dos esquemas | e
lIl e ou resisténcia a importantes drogas usuais como RMP, INH, SM, EMB e ou PZA

(JARDIM et al. 2001).

O aparecimento de inUmeras cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis é
alarmante, tendo em vista que poucos farmacos efetivos enquadram o arsenal
terapéutico para tuberculose. Em pesquisa realizada no Centers for Disease Control -
CDC durante o primeiro trimestre de 1991, foram encontrados isolados de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a, no minimo, uma droga antituberculosa em

14,9% dos casos; 3,3% dos isolados eram resistentes a isoniazida e rifampicina.

Em certas localidades, sobretudo na cidade de Nova York, foram recuperadas
cepas resistentes a, no minimo, uma droga, incluindo resisténcia emergente as
fluoroquinolonas, em 33% dos casos, e a incidéncia a isoniazida e a rifampicina foi de
19%. A evolugdo aleatodria da resisténcia das micobactérias as drogas independe da
exposigao aos agentes antimicrobianos (KONEMAN et al. 2001; KRITSKI et al.,1993;

LEITE et al., 1995; OLIVEIRA, 1994; ISEMAN, 1993).

59



Quando da associagao tuberculose/Aids, a resisténcia do bacilo da tuberculose
aos diferentes farmacos utilizados, esta diretamente relacionada com a influéncia
dirigida pela imunodeficiéncia gerada pelo HIV. A deplecdo dos linfécitos T e
consequentemente de linfocitos T auxiliares CD4+, a inibicdo de resposta proliferativa e
estimulos mitogénicos ou antigénicos desencadeados por proteina transmembrana
gp41, diminuigdo gradual de reagdo de sensibilidade ao teste tuberculinico, linfocitos
TCD4 inferior a 50 mm? , inumeros fatores que cooperam para o comprometimento da

tuberculose (TIERNEY JR et al., 2001).

3.4.3 Problematica da tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenga contagiosa grave, com relatos de médicos, na
Grécia e na Roma antiga e, atualmente, acredita-se que esta doenca ja era conhecida
também no antigo Egito, ja4 que os pesquisadores encontraram lesdes de tuberculose,
em mumias. No entanto, somente em 1882, a bactéria responsavel pela doencga, a
Mycobacterium tuberculosis, foi isolada pelo cientista alemao, Robert Koch; em sua
homenagem, o bacilo da tuberculose ficou conhecido como bacilo de Koch (BK)

(SOUZA & VASCONCELOS, 2005).

A doenca milenar, até meados do século XX, era comum entre artistas e
intelectuais, sendo relacionada a um estilo de vida boémio considerada, uma "doenca
romantica". Atualmente, sabe-se, que muitos sdo os fatores contribuintes, podendo
destacar-se, a desigualdade social, os aglomerados populacionais, os movimentos

migratorios e o envelhecimento da populagdo. No entanto, a partir da década de 80,
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voltou a ocupar papel de destaque, entre as principais doengas infectocontagiosas
preocupando as autoridades de saude, ndo s dos paises do terceiro mundo, onde ela
sempre esteve presente, por ser considerada "doenga de pobre", mas também dos
paises desenvolvidos, chamados de primeiro mundo (SOUZA & VASCONCELOS,

2005).

A tuberculose é considerada um problema de saude publica de relevancia
mundial. Estima-se que, em 1990, adoeceram em todo o mundo 8 milhdes de
individuos por tuberculose e morreram entre 2,6 a 2,9 milhdes de pessoas. Diante
desse quadro, em 1993, a Organizagédo Mundial de Saude — OMS recomendou que 0s
paises adotassem procedimentos severos de contengdo da endemia (MS, 1994; 1998;

2002a).

A divulgacdo dos numeros da Conferéncia Ministerial sobre a Tuberculose e o
Desenvolvimento Sustentavel, em margo de 2000, em Amsterda (Holanda) é dramatica,
reflete uma realidade tdo comum quanto cruel: a tuberculose é o espelho da injustica

social entre os paises (LAGOEIRO, 2000).

Em 2001, de acordo com o Ministério da Saude (2003), o numero de casos
notificados de tuberculose no Brasil foi 82.866 e o coeficiente de incidéncia de
48,0/100.000 habitantes. No mesmo ano, o numero de dbitos foi 5.396 e o coeficiente
de mortalidade de 3,1 por 100.000 habitantes. Segundo o Ministério da Saude (2002) a

taxa de abandono do Brasil é de 12%.
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As regides Sudeste e Norte do Brasil sdo as regides que mais produzem
notificacbes de Tuberculose, tendo apresentado no ano de 2001 um coeficiente de
incidéncia de 55,07 e de 51,66 por 100.000 habitantes, respectivamente. O estado do
Amazonas tem importante contribuicdo neste quadro, tendo registrado um coeficiente
de incidéncia de 74,8 por 100.000 habitantes no ano de 2000 (SINAN, 2003) e
83./100.000 habitantes no ano de 2001 (MS,2003), periodo em que o coeficiente

nacional foi 48,0/100.000 habitantes.

A tabela 3 aponta os municipios que apresentaram incidéncia maior que a
nacional no ano de 2000. A precariedade da informacédo sobre a tuberculose no
Amazonas vem de longa data. Ha demonstragao da elevada proporgdo de municipios
(30,6% em média) sem notificagdo da doenca nos anos de 1993, 1994 e 1995

(MARREIROS et al, 1997).

No ano de 2000, dos 62 municipios do estado, apenas um ndo estava cadastrado
no Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagdo - SINAN. Dos notificantes, 8%
apresentaram coeficientes de incidéncia de tuberculose superiores ao do estado (acima
de 74,78 por 100.000 habitantes); 13% apresentaram coeficientes de incidéncia abaixo
das médias do estado, mas superiores aos valores nacionais; 61% apresentaram
coeficientes que variam entre 3,0 e 47,5 por 100.000 habitantes e 18% n&o notificaram

nenhum caso.
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Os municipios de Sao Gabriel da Cachoeira, Santa Isabel do Rio Negro,
Tabatinga e Manaquiri, no Estado do Amazonas, estao entre os municipios do interior
do estado que apresentam coeficientes de incidéncia maiores que os do estado. Com
excegao do ultimo, todos os outros sdo municipios com presenga marcante de

indigenas em sua populacéo.

Masculino Feminino

Municipio POP Casos| Cl | POP |Casq CI POP [Casos| CI

S. Gabriel da Cachoeira 29.947 57| 190,3| 15455 27| 174,7| 14.492 30| 207,0
Manaus 1405.835| 1.598| 113,7| 68.544| 934| 1362,6/ 720391 664 92,2
Manaquiri 2.711 30 110,7| 6.710 1 14,9 6.001 2| 33,3
Sta Isabel do Rio Negro 10.561 11 104,2] 5.567 7| 125)7] 4.994 4 80,1
Tabatinga 37.919 32| 84,4 19.297] 19 98,5 18.622 13] 69,8
Novo Airdo 9.651 7 72,5 4.959 5 100,8 4.692 2| 42,6
Tefé 64.457 42| 65,2 32.945| 25 759 31.512 17] 53,9
Atalaia do Norte 10.049 6| 59,7| 5.229 - - 4.820 6| 124,5
Beruri 11.038 6] 54,4/ 5.831 3 514 5.207 3] 57,6
ltacoatiara 72.105 38| 52,7/ 37.095 23] 62,00 35.010 15| 42,8
Humaita 32.796 17 51,8/ 17.133] 11 64,2 15.663 6] 38,3
Parintins 90.150 46| 51,0 46.165] 20| 43,3 43.985 26| 59,1
Santo Antonio do Iga 28.213 14| 49,6 14.707 6 40,8 13.506 8 592

Tabela 3 - Casos de incidéncia da tuberculose por sexo e por 100.000 habitantes nos municipios do
estado do Amazonas, 2000

- Cl-Coeficiente de incidéncia
Fonte: Sistema de Informacgao de Agravos de Notificacdo-SINAN-2003

3.5 - Ensaios de Atividade Antimicrobiana

3.5.1 Métodos para avaliagao da atividade antimicrobiana
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Os ensaios para verificagdo da atividade antimicrobiana in vitro seguem diferentes
técnicas e métodos, como por exemplo:

1 - Métodos de difusdo em agar: a substancia pesquisada é colocada em um
reservatério, podendo este ser disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro
sobre a superficie, em contato com meio de cultura sélido previamente inoculado com o
microrganismo teste. A leitura, que é qualitativa, € realizada apés o periodo de
incubacao, medindo-se o didmetro do halo de inibicdo de crescimento microbiano

formado.

2 - Métodos de diluicdo: uma quantidade de amostra €& dissolvida
homogeneamente em um meio solido ou liquido. Sao feitas diluicbes da amostra
original, inoculando-se o microorganismo teste. A leitura é realizada pos o periodo de
incubagao considerando a primeira diluicdo em que nao se observa turvagdo. Atraveés
deste método, que é quantitativo, pode-se determinar a concentragao inibitéria minima
(CIM), ou seja, a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, este
método também possui a vantagem de ser utilizado tanto por amostras hidrossoluveis
como lipossoluveis. Os métodos de diluicdo in vitro detectam possiveis atividades

antimicrobianas de compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico.

3 - Métodos de bioautografia: a amostra complexa € eluida em cromatografia em
camada delgada e posteriormente imersa em um meio de cultura soélido fundido
previamente inoculado com o microorganismo teste. Apds o periodo de incubagéo

verifica-se a formacéo do halo de inibicdo no composto com atividade antimicrobiana
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presente na amostra. (COWAN, 1999; ELLOF, 1998; HAMBURGER et al., 1987;

ISENBERG, 1992; KONEMAN et al., 1997; SOUZA et al., 2003).

Os microrganismos testados sao preferencialmente cepas padronizadas, podendo
ser utilizados microrganismos isolados de materiais biolégicos. Geralmente sao
selecionados géneros e espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e

fungos (SOUZA et al., 2003).

3.6- Teste de Toxidez Frente a Microcrustaceos

Os laboratérios de produtos biotecnolégicos, sejam de origens naturais ou de
sintese organica tém inserido dentro de suas rotinas de isolamento ou monitoramento,
diversos ensaios bioldgicos simples. Geralmente, esses ensaios sdo pouco viaveis em
laboratérios de quimica, pois estes ndo estdo devidamente equipados para a realizacao
de bioensaios de rotina utilizando animais tecidos ou o6rgaos isolados, fazendo-se
necessario realizar ensaios com procedimentos simples e rapidos (CAVALCANTE et al.,

2000).

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um rapido e
relativamente simples monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas um
parametro envolvido: morte ou vida, e os resultados podem ser facilmente tratados

estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagdo da toxidez geral e, portanto
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€ considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com

potencial atividade biologica (SIQUEIRA et al., 1998).

Dentre esses bioensaios, encontra-se a toxidez sobre Artemia salina Leach (TAS),
que se caracteriza por ser de baixo custo e rapido. A Artemia salina é um
microcrustaceo de agua salgada que é utilizada como alimento vivo para peixes. O
primeiro trabalho relativo ao uso da TAS em bioensaios foi para avaliar residuos de
pesticidas. E a partir dai, inumeros artigos tém sido publicados na literatura em estudos
ambientais, utilizando produtos e toxinas naturais, além de extratos de plantas

(SIQUEIRA et al, 1998).

3.7- Métodos Cromatograficos para identificagao de substancias bioativas

De modo geral, as técnicas cromatograficas sdo de larga aplicagdo em quimica e
bioquimica, na pesquisa e na industria. Segundo Collins e Bonato (1990) estas técnicas
variam desde as de extrema simplicidade, que podem ser facilmente manipuladas por
nao-peritos, até as de alta sofisticacdo, realizadas somente por especialistas. Entre

estes dois extremos existem muitas variagdes de maior ou menor complexidade.

Os termos “cromatografia”, “cromatogramas” e “métodos cromatograficos” sao
atribuidos ao botanico Mikhael Semenovich Tswett, que em 1906, utilizou-os em dois
trabalhos descrevendo suas experiéncias na separagcao dos componentes de extratos

de folhas e gema de ovo, onde usou colunas de vidro recheadas com varios sélidos,
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finamente divididos, e arrastou os componentes com éter de petréleo. O nome deriva-se
das palavras gramas “chrom” (cor) e “graphe“ (escrever), embora o0 processo nao

dependa da cor, exceto para visualizardo dos componentes separados.

Dentre os métodos modernos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a sua facilidade em efetuar a separacéo, identificacdo e quantificacao
das espécies quimicas, sozinha ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de
analise, como, por exemplo, a espectrofotometria ou a espectrometria de massas

(COLLINS e BONATO, 1990).

A cromatografia € uma técnica de separagdo de moléculas ou ions, baseada na
diferenca das suas estruturas e/ou composi¢cées. Em geral, a cromatografia envolve
diferentes interacbes dos materiais a serem separados (fase movel) com um suporte
estacionario (fase estacionaria). As particulas que interagem mais fortemente com o
suporte tenderdo a mover-se mais lentamente através dele do que aquelas que
apresentam interacbes de menor intensidade. Assim, diferentes tipos de particulas

podem ser separadas umas das outras a medida que se movem no suporte material.

Entretanto, considera-se a classificagdo mais importante aquela que baseia-se no
mecanismo de separagio, que pode ser por processos fisicos, quimicos ou mecanicos.
Os processos fisicos sao de sorgao-adsorgao (particao) e sao baseados principalmente
em atragdes eletrostaticas ou dipolares (forgas de van der Walls), incluindo a formagao

das pontes de hidrogénio.
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Quando se trata de um sdlido, como silica ou alumina, como fase estacionaria, a
adsorcdo do soluto ocorre na interfase entre o solido e fase movel, devido a presenca
de grupos ativos nas superficies. A dessoragao do soluto implica na volta deste a fase
movel. Este € o mecanismo mais comumente encontrado em cromatografia de camada
delgada (CCD), em cromatografia gas-solido (CGS), cromatografia liquido-sélido (CLS)

e cromatografia supercritica em fase estacionaria sélida (CSS).

De fato, a cromatografia tem como finalidades a purificagdo ou a detecgdo de
vestigios de qualquer substancia soluvel ou volatil sendo a sua eficiéncia dependente
das condicdes de operacao e de adequados material adsorvente e fluido transportador.
Estas performances tornaram a cromatografia numa técnica de exceléncia em areas

como a Biotecnologia e a Petroquimica.

3.7.1 - Cromatografia por adsorgao

Empiricamente considera-se a cromatografia quando se usa uma coluna
recheada com um sélido (fase estacionaria) e uma fase mével liquida, onde a sorgéo
isotérmica (adsorgéo) refere-se a um aumento da concentracdo do material que esta
em excesso na fase movel e estacionaria. Esta cromatografia em coluna (adsorgéo)
pode ser primeiramente escolhida por ser tecnicamente mais simples n&do exigindo
instrumentacdo esmerada. Dependendo do tamanho da coluna usada é facilmente

aplicada para fins preparativos, devendo ser monitorada, principalmente, por
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cromatografia em camada delgada. A fase movel, quando esta passando através do
adsorvente na coluna, arrasta consigo os componentes da amostra que esta sendo
cromatografada. A velocidade de movimento descendente de um componente depende
de sua adsorcao pela fase estacionaria, isto €, quando mais fracamente o componente
for adsorvido mais rapido € sua passagem pela coluna, e vice versa. Portanto, conclui-
se, que quanto maior a diferenga entre coeficientes de adsorgcdao mais completa sera a
separacao do composto (terd maior grau de pureza). A separagdo dos componentes de
uma mistura é devido as diferencas nas forgas de adsorcéo (forcas eletrostaticas de

van der waals) entre eles e 0 adsorvente (COLLINS e BONATO, 1990).

3.7.2 — Cromatografia em Camada Delgada - CCD

A cromatografia em camada delgada consiste na separagdo dos componentes
de uma mistura através da migracdo diferencial obre uma camada delgada de
adsorvente retido sobre uma superficie plana. Esta técnica teve inicio com os trabalhos
de Izmailov e Shraiber em 1938, sendo que somente a partir da década de 60 passou a
ser largamente utilizada, de tal forma que hoje é praticamente indispensavel em

qualquer laboratorio que envolva analise de substancias orgénicas ou organometalicas.

A grande vantagem dessa técnica é a consequéncia natural das multiplas

vantagens que ela oferece, tais como: facil compreensao e execugao, separagdes em

breve espaco de tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e baixo custo. Pode ser
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de aplicagao analitica ou preparativa, cuja escala esta na dependéncia da espessura da

camada adsorvente e da amostra em analise (COLLINS e BONATO, 1990).

O processo de separacado esta fundamentado, principalmente, no fenbmeno da
adsorcao. Entretanto, usando fases estacionarias tratadas pode ocorrer também por
particdo ou troca ibnica, que permite seu emprego tanto na separagado de substancias
hidrofébicas como hidrofilicas. A CCD é a mais simples e a mais econbémica das
técnicas cromatograficas quando se pretende a separagao rapida e identificagédo visual.
Ela tem demonstrado ser de valor extraordinario na analise de substancias organicas e
inorganicas, acompanhamento de reagbes em sintese e de processos de purificagoes.
Seria muito dificil relacionar todas as aplicacbes da CCD; mais facil seria citar que ela
esta presente em quase todos os laboratérios de quimica e de biologia, a existéncia de
diferentes fases moveis e estacionarias, diferentes técnicas de desenvolvimento e
visualizagdo, a sua rapida execucgao, a sua reprodutibilidade e a seu custo elevado

(COLLINS e BONATO, 1990).

3.7.3 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrometro de Massas - CG/EM

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados, utilizando a técnica

denominada “Cromatografia Gasosa”. A separacado baseia-se na diferente distribuicao

da amostra entre uma fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase mével (gasosa).
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A cromatografia gasosa € uma técnica com um poder de resolugdo excelente,
tornando possivel, muitas vezes, analises de dezenas de substancias presentes em
uma mesma amostra. Um dos principais motivos que tornam a cromatografia gasosa de
uso bastante acentuado é a sua sensibilidade. Dependendo do tipo de substancia
analisada e de detector empregado, consegue-se detectar cerca de 107?g. Essa
sensibilidade faz com que haja necessidade de apenas pequenas quantidades de
amostra, o que em certos casos, € um fator critico e limita a utilizacdo de outras
técnicas. E importante salientar que a mesma também é uma excelente técnica
quantitativa, sendo possivel a obtencdo de resultados quantitativos em concentragao

que variam de picogramas a miligramas.

A espectrometria de massas (EM) utiliza o movimento de ions em campos
elétricos e magnéticos para classifica-los de acordo com sua relagdo massa-carga.
Portanto, a espectrometria de massas € uma técnica analitica por meio da qual as
substancias sao identificadas, através da separagao de ions gasosos de acordo com o
campo elétrico e magnético. O instrumento que realiza essa operagdo € conhecido
como espectrdmetro de massas. A EM oferece informacédo qualitativa e quantitativa
sobre a composicdo atbmica e molecular de materiais inorganicos e organicos

(COLLINS e BONATO, 1990).

A cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (CG/EM) tem

sido considerada uma técnica analitica adequada para analise de misturas complexas.
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Tem, no entanto, a grande limitagcado de ser aplicavel apenas a molécula relativamente

volateis e termicamente estaveis.

3.7.4 — Cromatografia Liquida Acoplada ao Espectrometro de Massas — CL/EM

A cromatografia liquida (CL) nasceu essencialmente como uma técnica de
separagao, mas com 0s recursos que ela apresenta atualmente, passou a ocupar um
lugar de grande destaque como técnica analitica qualitativa e quantitativa (COLLINS e

BONATO, 1990).

Os estudos utilizando o acoplamento da CL com espectrometria de massas ja
vem sendo usada ha cerca de 25 anos e as vantagens que incentivaram o
desenvolvimento desta técnica multidimensional sdo: detector universal para CL;
potencial para analises de compostos nao volateis; potencial para analise de compostos
termolabeis; evita a necessidade de derivacdo do analito; baixos limites de deteccéo ;
identificagcdo ndo ambigua dos analitos e avaliagdo de pureza dos picos. No entanto a
historia da CL/EM tem sido caracterizada pelas muitas tentativas em resolver as
incompatibilidades fundamentais geradas entre estas duas técnicas (COLLINS e

BONATO, 1990).

A cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (CG/EM) tem
sido considerada uma técnica analitica adequada para analise de misturas complexas.

Tem, no entanto, a grande limitagado de ser aplicavel apenas a molécula relativamente
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volateis e termicamente estaveis. Um acoplamento semelhante entre a cromatografia
liquida e a espectrometria de massa (CL/EM) é de todo o interesse, para a analise de
compostos sem aquelas caracteristicas, para os quais a analise por CG/EM so6 podia
ser utilizada recorrendo a derivatizagdo que tornam o processo analitico muito

demorado.

Uma das maiores dificuldades nesta combinagcdo tem sido a diferenca
fundamental entre as condigcbdes de operacdo, salientando entre elas, os fluxos de
liquido do CL incompativeis com o sistema de vacuo do EM da ordem de 10°a 10®
Pa. Varias interfaces tém sido desenvolvidas, sendo que a interface a pressao
atmosférica (API) quando operada no modo “electrospray” € unica no seu grande
potencial para analise de uma variedade de moléculas com uma vasta gama de massas
moleculares, com uma sensibilidade da ordem dos fentomole. A ionizagdo por
“electrospray” requer um fornecimento constante de liquido e é por isso facilmente
acoplada a um sistema de separacgéao, tal como um cromatografo liquido. Uma fonte de
“electrospray” funciona, portanto, como interface para CL/EM (COLLINS e BONATO,

1990).

Com o desenvolvimento e modernizagao instrumental, a CL/EM tornou-se uma
técnica que pode ser aplicada num grande numero de areas, como, por exemplo,

ambiente e bioanalise.
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r fungos anamorfos da Regido Amazonica produtores de metabdlitos secundarios

com atividade antimicrobiana e caracteriza-los por métodos cromatograficos.

4.2 ESPECIFICOS

@ Selecionar espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma com atividade contra

Mycobacterium smegmatis ATCC 607, em meio sélido;

@ Caracterizar os extratos brutos com atividade antimicrobiana por métodos

cromatograficos e bioautograficos;

@ Determinar a concentragdo minima inibitéria (CIM) e a concentragéo bactericida

minima (CBM) dos extratos brutos que apresentarem positividade nos testes

bioautograficos;

@ Avaliar o potencial da citotoxicidade dos extratos brutos que apresentarem

positividade nos testes bioautograficos, usando como modelo o microcrustaceo Artemia

franciscana.

6 METODOLOGIA
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6.1 Microrganismos

Para a selecdo de fungos anamorfos da regido amazbnica produtores de
metabdlitos secundarios com atividade antimicobacteriana foram analisadas 102
amostras de fungos preservados em agua destilada esterilizada ou silica gel
pertencentes ao acervo da Colegcdo de Cultura do Departamento de Parasitologia da
Universidade Federal do Amazonas - DPUA e da Coleg¢do de Cultura de Fungos da
FIOCRUZ/AMAZONIA - CFAM instaladas, respectivamente, na Universidade Federal do
Amazonas - UFAM e no Centro de Pesquisa Lebnidas e Maria Deane -
CPqLMD/FIOCRUZ-A. O quantitativo dos microrganismos citados na tabela 4 esta
representado com 34 amostras do género Aspergillus spp, 34 de Penicillium spp e 34
de Trichoderma spp, sendo 17 de cada Colegao correlacionados também com a sua

disponibilidade .

Nesta pesquisa, utilizou-se como microrganismo-teste, Mycobacterium

smegmatis ATCC 607, obtida do Instituto Nacional e Controle de Qualidade em Saude —

INCQS/FIOCRUZ.
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ITEM ESPECIE COLEGAO ITEM ESPECIE COLEGAO
1 Aspergillus ambiguus Sappa DPUA 1279 52 P. implicatum Biourge CFAM 110
2 A. awamorii DPUA 1266 53 P. implicatum Biourge CFAM 279
3 A. flavo-furcatis Batista & Maia DPUA 1532 54 P. implicatum Biourge CFAM 297
4 A. flavo-furcatis Batista & Maia DPUA1493 55 P. puberulum Bainer CFAM 302
5 A. flavus Link DPUA 031 56 P. purpurogenum Stoll CFAM 01
6 A. fumigatus Fresenius DPUA 032 57 P.purpurogenum Stoll CFAM 219
7 A. japonicus Saito DPUA 1273 58 P.rugulosum Thom CFAM 183
8 A. niger van Tieghem DPUA 1260 59 P. waksmanii Zaleski CFAM 294
9 A. niger van Tieghem DPUA 1269 60 P. waksmanii Zaleski CFAM 299
10 A. niger van Tieghem DPUA 006AD1 61 P. waksmanii Zaleski CFAM 47
11 A.niger van Tieghem DPUA 4A 62 P. decumbens Thom CFAM 284
12 A. oryzae Cohn DPUA 1412 63 P. decumbens Thom CFAM 290
13 A. oryzae Cohn DPUA 1350 64 P. fellutanum Biourge CFAM 155
14 A. parasiticus Speare DPUA 1495 65 P. fellutanum Biourge CFAM 190
15 A penicilloides Spegazzini DPUA 1278 66 P. fellutanum Biourge CFAM 23
16 A. tamarrii Kita DPUA 1395 67 P. fellutanum Biourge CFAM 295
17 A. tamarii Kita DPUA1396 68 P. fellutanum Biourge CFAM 511
18 A. awamori Nakazawa CFAM 501 69 T. harzianum Rifai DPUA 740
19 A. candidus Link CFAM 04 70 T. harzianum Rifai DPUA 722
20 A. flavus Link CFAM 902 71 T.hamatum Bain DPUA 1437
21 A. flavus Link CFAM 762 72 T. koningii Oudem DPUA 832
22 A. flavus Link CFAM 1097 73 T. koningii Oudem DPUA 827
23 A. niger van Tieghem CFAM 138 74 T. koningii Oudem DPUA 822
24 A. niger van Tieghem CFAM 1123 75 T. koningii Oudem DPUA 153
25 A. niger van Tieghem CFAM 11424 76 T. pseudokoningii Rifai DPUA 1130
26 A. niger van Tieghem CFAM 02 77 T. pseudokoningii Rifai DPUA 809
27 A. niger van Tieghem CFAM 1000 78 T. pseudokoningii Rifai DPUA 817
28 A. niger van Tieghem CFAM 554 79 T. pseudokoningii Rifai DPUA 648
29 A. niger van Tieghem CFAM 568 80 T. virens von Arx DPUA 071
30 A. niger van Tieghem CFAM 580 81 T. virens von Arx DPUA 074
31 A. niger van Tieghem CFAM 658 82 T. virens von Arx DPUA 1445
32 A. niger van Tieghem CFAM 737 83 T. virens von Arx DPUA 1850
33 A. niger van Tieghem CFAM 98 84 T. viride Pers. Ex Gray DPUA 178
34 A. oryzae Cohn CFAM 17 85 T. viride Pers. Ex Gray DPUA1249
35 7 Penicillium alutaceum Scott DPUA 1393 86 T. hamatum Bain CFAM 44
36 P. citrinum Thom DPUA 573 87 T. koningii Oudem CFAM 244
37 P. fellutanum Biourge DPUA 1405 88 T. koningii Oudem CFAM 497
38 P. fellutanum Biourge DPUA1420 89 T. pseudokoningii Rifai CFAM 459
39 P. janthinellum Biourge DPUA 572 90 T. pseudokoningii Rifai CFAM 560
40 P. janthinellum Biourge DPUA 1387 91 T. virens von Arx CFAM 529
41 P. melinii Thom DPUA 1403 92 T. virens von Arx CFAM 837
42 P. oxalicum Currie and Thom DPUA 1580 93 T. pseudokoningii Rifai CFAM 767
43 P. oxalicum Currie and Thom DPUA1381 94 T. pseudokoningii Rifai CFAM 784
44 P. glabrum Westling DPUA 1435 95 T. pseudokoningii Rifai CFAM 823
45 P .jaczewynskii Zaleski DPUA 1408 96 T. pseudokoningii Rifai CFAM 561
46 P. jaczewskii Zaleski DPUA 1293 97 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 346
47 P. purpurogenum Stoll DPUA 1275 98 T.viride Pers. Ex Gray CFAM 354
48 P. raistrick G. Smith DPUA1390 99 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 354
49 8 P. waksmsnii Zaleski DPUA1236 100 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 375
50 P.rugulosum Thom DPUA1384 101 T. harzianum Rifai CFAM 356
51 P. simplicissimum Thom DPUA1379 102 T.harzianum Rifai CFAM 428

Tabela 4 Quantitativo Numérico dos fungos anamorfos analisados
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8.1ativacao e manutencgao dos fungos preservados em agua destilada esterilizada

(Castellani, 1965) e silica gel (Smith e Onions, 1983).

Os fungos foram reativados e mantidos em agar Malte (MEA), em placa de Petri
(90 mm X 110 mm) e tubo de ensaio (10 mm x 150 mm). Os cultivos em triplicata foram
mantidos a 25 °C entre sete a 10 dias, seguindo-se as analises macroscopicas e
microscopicas para comprovar a autenticidade das espécies através da visualizagao da
morfologia e das estruturas vegetativas e reprodutivas, conforme literatura
especializada, para posterior determinagcdo da atividade antimicrobiana

(BISSETT,1991; PITT, 1987; RAPER E FENNELL ,1987)

Caracteristicas Macroscopicas Caracteristicas Microscépicas

Aspergillus sp

Penicillium sp Trichoderma sp

Trichoderma sp

Figura 7 - Caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos fungos anamorfos Aspergillus,Penicillium e
Trichoderma em andlise.

5.3 Reativacao e manuteng¢ao do microrganismo-teste
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Mycobacterium smegmatis ATCC 607 foi reativado em triplicata no agar
Lowenstein-Jensen contido em placa de Petri (90 mm X 110 mm) a 37 °C, por 48horas,
e em tubo de ensaio (10mm x 150mm), mantido sob refrigeragdao em agar Lowenstein-

Jensen e agar nutritivo (TRABULZI et al (2002).

5.4 Selecao de fungos anamorfos produtores de metabdlitos secundarios com

atividade antimicrobiana em meio soélido

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo Método do Bloco de Gelose
(LARPENT e SANGLIER, 1989). Este método qualitativo de difusdo consiste em parear
varias culturas frente a um unico microrganismo-teste.

Para selecionar os produtores de antibiotico, os fungos foram cultivados em agar
extrato de levedura e sacarose (YES) e a Mycobacterium smegmatis ATCC 607
(bactéria teste) em agar nutritivo. Os cultivos em triplicata foram mantidos a 25°C e 37 °
C, por 7 dias e 24 horas, respectivamente. Das culturas obtidas em &agar nutritivo
preparou-se uma suspensao de esporos adicionando-se 10 mL de agua destilada
esterilizada, utilizando-se como base a escala de Mac Farland para verificar a turvacao
no tubo que deveria estar entre 0,5 e 1,0 da referida escala, desta retirou-se 500 uL
para ser semeado na superficie do agar nutritivo contido em placa de Petri de 90 mm X
110 mm, formando uma camada uniforme. Imediatamente, nestes cultivos bacterianos
foram superpostos trés plugs (de 10 mm de didmetro) retirados do centro da cultura dos

fungos em meio agar malte. Os cultivos foram incubados a 37 °C por 24 horas. A
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determinacdo da atividade antimicrobiana foi verificada pela inibicdo do crescimento,
indicada por um halo em torno do bloco da cultura sob analise, cujo diametro foi medido

em milimetros.

5.5 Determinacdao dos Metabodlitos Secundarios Atividade Antimicrobiana por

Diferentes Métodos Cromatograficos.

A cromatografia € um método moderno de estudo que permite efetuar a separacéo,
identificagdo e quantificacdo das espécies quimicas por si mesma ou em conjunto com
outras formas instrumentais (SOUZA et al, 2004). Nesse contexto, as espécies que
apresentaram atividade antimicrobiana igual ou superior a 25 mm foram analisadas pela
técnica do agar plug modificado (RAZACK et al, 1999), por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometro de Massas — CG/EM e a bioautografia.

5.5.1 Detecg¢ao do metabdlito secundario com Atividade Antibiotica — Modificada

(Técnica do Agar Plug)

Para deteccdo do metabdlito com atividade antibidtica, as espécies
selecionadas foram cultivadas na superficie de agar extrato de levedura sacarose
(YES), em placa de Petri (didmetro de 90 mm x 110 mm). Apos sete dias de
crescimento a 25 °C foram retirado trés plugs do centro da col6nia, com auxilio de um

furador (10 mm didametro) previamente esterilizado.
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Para a identificagdo dos perfis cromatograficos dos extratos com atividade
antimicrobiana, foram utilizadas cromatoplacas para cromatografia de camada delgada
(CCD) da marca MERCK , com silica gel silica gel 60, indicador de fluorescéncia Fs4 €
suporte em aluminio com 0,2 mm de espessura medindo 5 x 10 cm.

A modificagdo deste método descrito por RAZACK et al (1999) consistiu em
substituir o imprint de cada plug nas cromatoplacas, pela extragdo dos compostos com
solventes orgéanicos (hexano, acetato de etila e etanol), dos plugs retirados da area
central das col6nias fungicas.

Procedeu-se a extragdo a partir dos plugs segundo a metodologia descrita por
Mattos (1997). No processamento de extragdo para separagao prévia dos compostos,
foram utilizados 10mL dos solventes em ordem crescente de polaridade.

Os extratos foram aplicados sobre as cromatoplacas de camada delgada (CCD)
com auxilio de um capilar de vidro (& = 50 mm), a 1 cm da borda inferior e 0,5 cm da
borda lateral e a uma distdncia de aproximadamente 1 cm entre as aplicagcdes das
amostras. Como padrao foi utilizado a rifampicina (10 mg/mL) dissolvida em agua
destilada esterilizada.

Cada cromatoplaca foi acondicionada em uma cuba cromatografica, contendo a
fase movel [tolueno-acetato de etila-acido formico 90% (5:4:1: v/v/v)] e para manter a
saturacao no recipiente foi colocado papel de filtro Whatman n°® 1 medindo 15 x 15 cm.
Apods o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas foram secas em temperatura
ambiente, aproximadamente 25 °C e reveladas sob luz branca e luz ultravioleta (a 254 e
365 nm), determinando-se os valores de razdo de frente (Rf) segundo, a seguinte

equacao:
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Rf = Distancia do centro da mancha a linha de partida

* Distdncia da frente do eluente a linha de partida

5.5.2 Analise por Cromatografia em Fase Gasosa Acoplado a Espectrometria de

Massa (CG/EM)

As analises por GC/MS foram realizadas utilizando-se um cromatégrafo a Gas
modelo Varian 3900 acoplado a um Espectrometro de massas fon Trap 2000, com
ionizagao por impacto de elétrons (IE) com energia padréo de 70 eV, inserido em um
sistema com bomba turbo molecular; Injetor tipo split/splitless 1177. No GC foi utilizada
uma Coluna VF-5ms LB com dimensdes de 30 m x 25 mm e 0,25 um de espessura de
filme, fase estacionaria 100 % metilpolisiloxano. Utilizou-se como gas de arraste Hélio
(He), fluxo da coluna em 1,0 mL min™ e split 1:10. As injecdes das amostras foram da
ordem de 1uL de solugdo. Os espectros obtidos foram comparados com os dados da
biblioteca Nist 12 e Wiley do sistema

As condigbes analiticas empregadas foram as seguintes:

e Temperatura do injetor 250 °C

e Temperatura do forno: 50 °C a 290 ° C com taxa de aquecimento de
5°C.min";

e Temperaturas do espectrobmetro de massas: interface: 200 °C,
mainfold: 50 °C e analisador de ions (ion trap): 190 °C, faixa de

massas: m/z 40-600.

81



e Fluxo da colunaem 1,0 mL.min’
e Taxa de divisao (split) 1:10.

e Tempo de corrida: 58 min.

Os extratos obtidos da extragdo com solventes organicos, através de um sistema
de injecao, foram introduzidos em uma coluna contendo a fase estacionaria. O uso de
temperaturas convenientemente no local de injecdo da amostra e da coluna possibilitou
a vaporizagao desta substancia que, de acordo com suas propriedades e as das fases
estacionarias, séo retidas por tempos determinados e chegam a saida em diferentes
tempos. A presenca de um detector adequado na saida da coluna possibilita a deteccao
e a quantificacdo das substancias. A cromatografia gasosa € atualmente, uma das

técnicas de analise de maior uso.

5.5.3 Bioautografia

Para verificar a atividade antimicobacteriana das biomoléculas presentes nos
extratos organicos (Hexano, acetato de etila e etanol) dos fungos selecionados no item
5.4, foram submetidos a bioautografia.

A bioautografia consiste na aplicagcdo de uma suspensdo de microrganismos
teste, sobre uma ou mais amostras eluidas em placa cromatografica, na qual se
observa zona de inibicdo de crescimento do microrganismo em analise, se houver, a luz

natural ou apds a aplicagao de um corante (COLLINS, et al. 1997).
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5.5.3.1 Preparacao e aplicagao da amostra

5.5.3.1.2 Preparagao dos Extratos organicos dos fungos anamorfos para os testes
bioautograficos

Os extratos foram preparados conforme descricdo nos item 5.5.1 e mantidos sob
refrigeracdo. Para as analises da atividade antibidtica pela técnica de bioautografia,
foram utilizadas cromatoplacas para cromatografia de camada delgada (CCD) da marca
MERCK com silica gel 60, indicador de fluorescéncia F2s4 € suporte em aluminio, com

0,2 mm de espessura medindo 5 x 10 cm.

5.5.3.1.3 Preparacgao das placas e cuba cromatografica

Em uma das extremidades das CCD, tragou-se uma linha a 1 cm com lapis
grafite, determinando-se o ponto de partida das amostras (extratos e padréo). Na
extremidade oposta marcou-se outra linha registrando-se o limite maximo para a elui¢cao
da fase movel. As placas foram tratadas previamente com metanol P.A em cuba

cromatografica .

5.5.3.1.4 Aplicagao dos extratos organicos na placa de cromatografia

Em cada placa utilizada para as analises da atividade antimicrobiana foram
aplicados 10 uL do antibiético padrao (solugao de rifampicina 10 mg/mL) e dos extratos,
a uma distancia de um centimetro entre as aplicagdes, seguindo-se a eluicdo com a
fase movel (Hexano/Acetato de etila/etanol 3:5:2 v/v) e secagem a temperatura
ambiente (25 °C) (VAN DER WATT et al., 2001). Para manter a saturagao no recipiente

foi colocado papel de filtro Whatman n° 1 medindo 15 x 15 cm. A analise foi realizada
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em duplicata. Cada placa foi revelada sob luz branca e luz ultravioleta (a 254 e 365 nm),
procedendo-se entdo o calculo dos respectivos valores de razao de frente (Rf) de cada

“spot” visualizado.

5.5.3.1.5 Inoculagado da Suspensio de Esporos em Agar Nutritivo

Para os testes bioautograficos o microrganismo teste foi cultivado conforme
citado no item 5.3. A partir de uma cultura em meio sélido de 24 horas de crescimento
preparou-se uma suspensdo de esporos adicionando-se 10 mL de agua destilada
esterilizada, utilizando-se como base a escala de Mac Farland para verificar a turvagao
no tubo que deveria estar entre 0,5 e 1,0 da referida escala. Aliquota de 500 pL da
suspensdo de esporos (10™) e da substancia reveladora, Cloreto de Trifeniltetrazoliun
(TCC) (MERCK) a 1,0 % foram adicionados em 20 mL de agar nutritivo mantido a

temperatura de 40 °C (CUNICO et al., 2004).

5.5.3.1.6 Exposicdo das Placas Cromatograficas ao Agar Nutritivo Adicionado de
Suspensao de Esporos

Apos a eluicao (item 5.3.2.1.4), as cromatoplacas foram colocadas em placa de
Petri medindo 220 mm X 220 mm e sobre elas verteu-se o agar nutritivo contendo a
suspensédo de esporos do Mycobacterium smegmatis, ATCC 607 e o revelador (TCC).
Em seguida as placas devidamente fechadas foram incubadas a 37° C. Apds 24 horas
crescimento do Mycobacterium smegmatis ATCC 607, foi observado a ocorréncia ou

nao de halos de inibicdo. Os testes foram realizados em duplicatas. Como controle
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positivo utilizou-se solugéo de rifampicina 10 mg/mL (SPRINGFIELD, 2003; ROMEIRO,

2005).

5.8 Determinagao da Concentragao Minima Inibitoria — CIM dos Extratos Organicos
Promissores
A Concentragao Minima Inibitéria - CIM dos extratos selecionados foi verificada pelo
método de microdiluicdo em Caldo.
A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato na qual ndo se observou

crescimento bacteriano.

5.6.1 Determinagao da Concentragdao Minima Inibitéria por Diluigao em Caldo com
Adicao de Corante de viabilidade celular

A CIM foi determinada somente nos extratos que demonstraram positividade na
Bioautografia (item 5.5.3).

O teste de diluicado em caldo é o método padrao para a determinagao de niveis
de resisténcia a antimicrobianos. Diluicdes seriadas de produtos antimicrobianos sao
feitas em meios liquidos nos quais sdo inoculadas quantidades padronizadas de
microrganismos e incubadas por um tempo determinado. A menor concentragcdo do
antimicrobiano que impede a turvagédo é considerada a concentragdo inibitéria minima
(CIM). Nesta diluicao, o antimicrobiano € bacteriostatico (ISENBERG, 1992; KONEMAN

et al. 1997; TAKAHASHI et al., 2004; ROLLINS, 2004).
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Adicionalmente, a concentragdo bactericida minima (CBM) pode ser determinada
por uma subcultura do conteudo dos tubos em um meio solido livre de antibidtico e
posteriormente examinando o crescimento microbiano.

A concentragdo bactericida minima € quantidade minima do agente
antimicrobiano necessaria para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos
irreversiveis a célula bacteriana, sendo possivel avaliar se o0 composto é bactericida ou

bacteriostatico (BARON e FINEGOLD,1990).

5.8.1.1 Preparacgao do Inoculo do Microrganismo Teste
Para a realizagdo dos testes utilizou-se a cepa padrao Mycobacterium
smegmatis ATCC 607. Para o in6culo de M. smegmatis ATCC 607, realizou-se os

seguintes procedimentos: com auxilio de uma alga de platina transferiu-se uma

aliquota de células de uma cultura em meio sélido com 24 horas de crescimento a 37
°C, para um tubo de ensaio contendo 5mL de caldo nutritivo, de maneira a obter uma
suspensao com turvacao entre 0,5 e 1,0 da escala de Mac Farland. O volume de uso

nas microplacas foi de 25 pL.

5.8.1.2 Preparagao dos Extratos Organicos Selecionados

Para a prova de sensibilidade por diluicdo em caldo foram utilizados extratos
selecionados no item 5.5.1.. Foram realizadas sete diluicbes seriadas de cada amostra
em solvente dimetilsulféxido (DMSO) de modo a obter as seguintes concentragdes:
1000 pg/mL; 500 pg/mL; 250 upg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pug/mL; 31,25 pg/mL; 15,625

Mg/mL.
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5.8.1.3 Solugao de Indicador de Viabilidade Celular

Cloreto de Trifeniltetrazoliun (TCC) (MERCK) a 1,0 % diluido em etanol, foi usado
como solugao de viabilidade celular. O TCC é um sal tetrazolium que € reduzido por
enzimas desidrogenases, forma cristais de formazana soluveis em etanol. A forma
reduzida é de cor purpura, isto €&, indica crescimento celular. O volume de uso nas

microplacas foi de 25 pL.

5.6.1.4 Método de Determinacdao de CIM em Placa de Microdiluigao. (TELLES &

MOSCA, 2000).

Em microplacas estéreis de 96 orificios foram distribuidos 100 yL de meio de
cultura liquido (caldo nutritivo) em todos os orificios. Na linha A da placa foi adicionado
100 yL de uma solugédo do extrato organico a ser analisado na concentragao de 100
pg/mL. Em seguida, com uma pipeta de microdiluicdo de 12 canais foram feitas as
diluicbes seriadas, transferindo-se 100 yl da linha A para a linha B, e assim
sucessivamente até a linha G da placa, sendo que a ultima linha, a H foi deixada sem
extrato (droga), utilizada como controle do crescimento bacteriano. Foram inoculados
25 yL da suspenséo bacteriana padronizada e da soluc¢ado indicadora em cada um dos
orificios da placa. A placa foi selada e incubada a 37 °C por 24 horas e a leitura feita

visualmente. A CIM foi determinada como a menor concentragdo do extrato capaz de
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impedir a mudanga de cor, ou seja, de inibir o crescimento celular. Os testes foram

realizados em ftriplicata.

5.6.1.5 Determinagao da Concentragao Bactericida Minima - CBM

A Concentracdo Bactericida Minima — CBM foi determinada repicando-se o
conteudo de cada um dos ultimos trés orificios limpidos obtido no item 5.6.1.4, em meio
de cultura sdlido (agar nutritivo), desprovido de antibiético. O resultado do efeito letal
frente ao M. smegmatis ATCC 607 foi observado apds 24 de incubagédo a 37° C. Os

testes foram feitos em triplicata.

Para interpretagcéo dos resultados foram considerados os seguintes critérios:

- Crescimento do microrganismo no meio de cultura, significou acao

bacteriostatica;

- Auséncia do crescimento do microrganismo no meio de cultura, significou agcao

bactericida.

5.9 Estudo da Toxidez dos Extratos Selecionados Frente a Artemia franciscana.

5.7.1 Percentual de Mortalidade de Artemia franciscana

Foi realizado o percentual de mortalidade dos extratos previamente selecionados
no item 5.3.

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al
(1982).
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5.7.1.1. Obtencgéao das Larvas de Artemia franciscana

Os cistos de Artemia franciscana foram colocados para eclodir em placa de Petri
(90 mm x 15 mm) contendo solugédo de dgua do mar artificial (solugéo salina a 3,5%),
por 48 horas a temperatura ambiente (aprox. 25 a 28 °C) A criagao foi coberta com
papel de filtro e deixada a aproximadamente 50 cm da lampada, de maneira a se obter
continua luminosidade. Apds 48 horas, os ovos eclodiram e as larvas estavam prontas

para os testes.

5.7.1.2. Ensaio da toxidez dos extratos frente a Artemia franciscana

Apds o periodo de eclosdo dos cistos, em uma placa de multipogos 4X6 foi
adicionado 1.800 mL de solugdo de agua do mar artificial (salina 35%), foram inseridos
a estes com auxilio de uma pipeta de Pasteur 10 nauplios de Artemia franciscana e em
seguida 20uL do extrato de concentragdo conhecida de 100 mg/mL, deixou-se incubar
por 24 horas a temperatura ambiente, protegido de luminosidade, este procedimento foi
desenvolvido em ftriplicata. O controle negativo seguiu 0 mesmo procedimento, porém
utilizou-se 20uL de DMSO sem adi¢do do extrato.

A porcentagem de mortalidade (% M) foi estimada como: % M = porcentagem de
sobreviventes no controle — a porcentagem de sobreviventes com composto teste

(CARBALLO et al, 2002).
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Aqueles extratos que apresentaram % de M maior que 50 % foram diluidos em
diferentes concentragdes para determinagao da relacdo da concentragao de letalidade e

a avaliagdo da ClLso.

5.7.2 CLsp do Percentual de Mortalidade de Artemia franciscana

Nos extratos que apresentaram percentual de mortalidade maior que 50 %,

realizaram-se o calculo da CLsg.

O procedimento de eclosao dos cistos da Artemia salina foi semelhante ao item
5.7.1.1. Apds o periodo de eclosdao dos cistos em uma placa de multipogos 4X6
contendo 1.800 mL de solugédo de agua do mar artificial (solugdo salina a 35%) foram
inseridos com auxilio de uma pipeta de Pasteur 10 nauplios de Artemia salina e em
seguida adicionou-se 20 uL de diferentes concentragdes (1000 pg/mL; 500 ug/mL; 250
pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 ug/mL; 15,625 pg/mL.) dos extratos
selecionados no item 5.5.1, deixou-se incubar por 24 horas a temperatura ambiente,
sob luminosidade, este procedimento foi desenvolvido em triplicata. O controle negativo
seguiu 0 mesmo procedimento, porém utilizou-se 20uL de DMSO sem adigdo do
extrato.

Para o calculo da concentragao letal que mata 50% das larvas (CL50), utilizou-se
o log da concentragdo em fungédo da percentagem de microcrustaceos mortos (método
acumulativo) sendo obtidas curvas com perfil sigmoidal, fazendo-se necessario utilizar a

técnica estatistica de probites (BIER, 1965).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Selecdo de Microrganismos Produtores de Antibiéticos em Meio Sélido

Antibiéticos sdo produtos do metabolismo secundario que inibem o processo de
crescimento de outro organismo mesmo quando usados em baixas concentragdes.
Nesse sentido, compostos com atividade antibidtica tém sido utilizados com fins
terapéuticos no tratamento de doencas infecciosas (CRUEGER e CRUEGER, 1990;
MELO, 2005).

A atividade antimicrobiana dos 102 fungos anamorfos analisados em meio sdlido,
demonstrou que 75,5% deles inibiram o crescimento de Mycobacterium smegmatis ATCC
607. Dessa totalidade, 24,5 %, 26,5 %, € 24,5 % dos Aspergillus spp, Penicillium spp e
Trichoderma spp., respectivamente, demonstraram atividade positiva. Esses dados est&o
de acordo com os citados na literatura, no entanto, a atividade antimicrobiana foi
expressa em diferentes niveis e o quantitativo de fungos foi superior aos citados por
Furtado et al. (2005); Melo (2005); Racic et al. (2006); Zelenkova et al. (2002).

Na tabela 5 estao citados os resultados referentes a distribuicao de frequéncia da
média do diametro dos halos dos 77 fungos anamorfos que produziram substancias com
atividade antimicrobiana em meio solido (figura 8). Os resultados revelaram que entre os
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, a atividade antimicrobiana apresentou variagdo de
7 mm a 60 mm, predominando halo com didmetro médio entre 21 - 27 mm e 14 - 20 mm,

em 32,46% e 27,27% dos isolados, respectivamente.
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Porcentagem da frequiéncia

Intervalo de classe Frequéncia absoluta relativa (%)
[didmetro médio (mm)] (n)
7-14 14 18,18
14-21 21 27,27
21-28 25 32,46
28-35 11 14,28
35-42 02 2,60
42-49 02 2,60
49-56 01 1,30
56-63 01 1,30
Total.......ovoeviiiiiiiceei, 77 99,99

Tabela 5 - Distribuicdo de frequéncia do didmetro médio dos halos de 77 (75,49 %) fungos
anamorfos (Aspergillus, Penicillium e Trichoderma) determinado em meio sélido (agar nutritivo).

Figura 8 - Determinacdo da atividade antibidtica dos fungos anamorfos contra
Mycobacterium smegmatis ATCC 607 em agar nutritivo - Técnica do Agar Plug

Na tabela 6 estdo citadas os 34 representantes de Asperqillus, Penicillium e
Trichoderma respectivamente, que foram submetidos as analises de atividade
antimicrobiana. Entre aqueles que produziram substancias com acéo
antimicobacteriana, a espécie de Aspergillus que expressou maior atividade foi A. niger
CFAM 1000 (halo=40 mm), entre os Penicillium, P. implicatum CFAM 297 (halo=30

mm) e dos Trichoderma, T. pseudokoningii CFAM 784 (halo=60 mm).
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ITEM ESPECIES HALO |ITEM ESPECIES HALO
(mm) (mm)

1 Aspergillus ambiguus Sappa DPUA 1279 18 | 52 P. implicatum Biourge CFAM 110 21
2 A. flavo-furcatis Batista & Maia DPUA 1532 26 | 53 P. implicatum Biourge CFAM 279 25
3 A. flavo-furcatis Batista & Maia DPUA1493 27 | 54 P. implicatum Biourge CFAM 297 30
4 A. flavus Link DPUA 031 (-) | 55 P. puberulum Bainer CFAM 302 ()
5 A. fumigatus Fresenius DPUA 032 (-) | 56 P. purpurogenum Stoll CFAM 01 21
6 A. japonicus Saito DPUA 1273 11| 57 P.purpurogenum Stoll CFAM 219 16
7 A. niger van Tieghem DPUA 1266 25| 58 P.rugulosum Thom CFAM 183 17
8 A. niger van Tieghem DPUA 1260 26 | 59 P. waksmanii Zaleski CFAM 294 24
9 A. niger van Tieghem DPUA 1269 12| 60 P. waksmanii Zaleski CFAM 299 27
10 A. niger van Tieghem DPUA 006AD1 21| 61 P. waksmanii Zaleski CFAM 47 (-)
11 A.niger van Tieghem DPUA 4A 40 | 62 P. decumbens Thom CFAM 284 (-)
12 |A. oryzae Cohn DPUA 1412 31| 63 P. decumbens Thom CFAM 290 26
13 A. oryzae Cohn DPUA 1350 ()| 64 P. fellutanum Biourge CFAM 155 14
14 A. parasiticus Speare DPUA 1495 (-)| 65 P. fellutanum Biourge CFAM 190 28
15 A. penicilloides Spegazzini DPUA 1278 ()| 66 P. fellutanum Biourge CFAM 23 24
16 A. tamarii Kita DPUA 1395 28 | 67 P. fellutanum Biourge CFAM 295 26
17 A. tamarii Kita DPUA1396 28 | 68 P. fellutanum Biourge CFAM 511 (-)
18 A. awamori Nakazawa CFAM 501 (-) | 69 T. harzianum Rifai DPUA 740 07
19 A. candidus Link CFAM 04 22| 70 T. harzianum Rifai DPUA 722 ()
20 |A. flavus Link CFAM 902 171 7 T.hamatum Bain DPUA 1437 10
21 A. flavus Link CFAM 762 (-) | 72 T. koningii Oudem DPUA 832 ()
22 |A. flavus Link CFAM 1097 25| 73 T. koningii Oudem DPUA 827 (-)
23 A. niger van Tieghem CFAM 138 )| 74 T. koningii Oudem DPUA 822 ()
24 | A. niger van Tieghem CFAM 1123 -)| 75 T. koningii Oudem DPUA 153 08
25 | A. niger van Tieghem CFAM 11424 20| 76 T. pseudokoningii Rifai DPUA 1130 18
26 |A. niger van Tieghem CFAM 02 29| 717 T. pseudokoningii Rifai DPUA 809 (-)
27 A. niger van Tieghem CFAM 1000 40| 78 T. pseudokoningii Rifai DPUA 817 10
28 A. niger van Tieghem CFAM 554 25| 79 T. pseudokoningii Rifai DPUA 648 ()
29 A. niger van Tieghem CFAM 568 25| 80 T. virens von Arx DPUA 071 13
30 A. niger van Tieghem CFAM 580 30| 81 T. virens von Arx DPUA 074 22
31 A. niger van Tieghem CFAM 658 25| 82 T. virens von Arx DPUA 1445 15
32 A. niger van Tieghem CFAM 737 28 | 83 T. virens von Arx DPUA 1850 12
33 A. niger van Tieghem CFAM 98 25| 84 T. viride Pers. Ex Gray DPUA 178 09
34 A. oryzae Cohn CFAM 17 11 85 T. viride Pers. Ex Gray DPUA1249 ()
35 Penicillium alutaceum Scott DPUA 1393 16 | 86 T. hamatum Bain CFAM 44 18
36 P. citrinum Thom DPUA 573 (-)| 87 T. koningii Oudem CFAM 244 07
37 P. fellutanum Biourge DPUA 1405 15| 88 T. koningii Oudem CFAM 497 30
38 P. fellutanum Biourge DPUA1420 15| 89 T. pseudokoningii Rifai CFAM 459 10
39 P. janthinellum Biourge DPUA 572 (-)| 90 T. pseudokoningii Rifai CFAM 560 35
40 P. janthinellum Biourge DPUA 1387 19| AN T. virens von Arx CFAM 529 30
41 P. melinii Thom DPUA 1403 18 | 92 T. virens von Arx CFAM 837 (-)
42 P. oxalicum Currie and Thom DPUA 1580 (-) | 93 T. pseudokoningii Rifai CFAM 767 35
43 P. oxalicum Currie and Thom DPUA1381 1] 94 T. pseudokoningii Rifai CFAM 784 60
44 P. glabrum Westling DPUA 1435 18| 95 T. pseudokoningii Rifai CFAM 823 14
45 P .jaczewynskii Zaleski DPUA 1408 22 | 96 T. pseudokoningii Rifai CFAM 561 42
46 P. jaczewskii Zaleski DPUA 1293 20 | 97 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 346 ()
47 P. purpurogenum Stoll DPUA 1275 21| 98 T.viride Pers. Ex Gray CFAM 354 25
48 P. raistrick G. Smith DPUA1390 15| 99 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 354 11
49 P. waksmsnii Zaleski DPUA1236 15| 100 T. viride Pers. Ex Gray CFAM 375 (-)
50 P.rugulosum Thom DPUA1384 18 | 101 T. harzianum Rifai CFAM 356 25
51 P. simplicissimum Thom DPUA1379 13 | 102 T.harzianum Rifai CFAM 428 25

Tabela. 6 — Diametro médio dos halos expressados dos metabdlitos produzidos por fungos anamorfos frente a

Mycobacterium smegmatis ATCC 607,determinada em agar nutritivo a 37 °C por 24 horas.
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6.2 Determinagao do Perfil Cromatografico dos Biocomposto Produzidos por

Espécies de Aspergillus, Penicllium e Trichoderma

As figuras 9, 10 e 11, apresentam as espécies de Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma selecionados para a determinagao do perfil cromatografico. Do total de
fungos analisados, 43 % expressaram halo superior e/ou igual a 25 mm. Entre os
Aspergillus, apenas seis espécies representadas por 19 isolados apresentaram halo
entre 25 - 40 mm. Das quatro espécies de Penicillium, em seis representantes, o
tamanho do halo apresentou variagdo entre 25 mm - 30 mm. Com relagdo a
Trichoderma, representado por quatro espécies, oito deles apresentou halo de 25 mm-

60 mm.

Aspergillus flavo- A.niger DPUA 1266 A. flavo-furcatis

furcatis DPUA 1532 \ / DPUA1493
A. flavus CFAM 1097
A. tamarii . DPUA /

A. japonicus DPUA
1396 T~ - 1273
A. tamarii DPUA 1395 —__

~_A. niger CFAM 1000
A.oryzae DPUA1412— 9

A. niger DPUA1260x A. niger CFAM 554

A. niger CFAM568

A. niger DPUA4A
TN A. niger CFAM 580

A. niger CFAM 133

A. niger CFAM 98/ /

A. niger CFAMO02

————A. niger CFAM658

e

A. niger CFAM737

Figura 9 - Atividade antimicrobiana de 19 espécies de Aspergillus frente a Mycobacterium smegmatis
ATCC 607, determinada em meio solido, a 37 °C por 24 horas, selecinadas para analise
cromatografica.
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. I.Denicillium P. decumbens
implicatum CFAM CFAM 290

297

\

P. fellutanum CFAM
190

P. waksmanii
CFAM 299

P. implicatum/ P. fellutanum CFAM

CFAM 279 295

Figura 10 - Atividade antimicrobiana de seis espécies de Penicillium frente a Mycobacterium smegmatis
ATCC 607, determinada em meio sdlido, a 37 °C por 24 horas, selecionadas para andlise cromatografica.

T. pseudokoningii T. pseudokoningii
CFAM 561 CFAM 767

T. harzianum CFAM
428

Trichoderma .
pseudokoningii CFAM T. harzianum CFAM
784 356

T. koningii CFAM 497
T. viride CFAM 529

T. pseudokoningii
CFAM 560

Figura 11 - Atividade antimicrobiana de oito espécies de Trichoderma frente a Mycobacterium smegmatis
ATCC 607, determinada em meio solido, a 37 °C por 24 horas, selecionadas para analise
cromatografica.
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Considerando-se o valor da atividade antimicrobiana no meio soélido, os extratos
das espécies selecionados foram submetidos a analise para evidenciacdo do perfil
cromatografico em Cromatografia de Camada Delgada - CCD. Os resultados dessas
analises mostraram que nos extratos brutos hexanicos, acetato de etila e etandlico
foram observados de 1 a 9 biocompostos de perfil diferenciado, com valores de Rf
variando de 0,09 a 9. E importante destacar que a modificagdo da técnica do agar plug,
substituindo o imprint do plug contendo os metabdlitos secundarios pela extragdo deles
com solvente organico, proporcionou a evidenciagdo e separagdo de uma maior
diversidade de biomoléculas quando comparado com o método convencional do agar
plug citado por Samson et al (1995); Razack, et al. (1999), Sousa (2005).

Os resultados da tabela 7 demonstram que o maior quantitativo de biocompostos
foi observado nos extratos organicos de Aspergillus niger DPUA1260 (28 compostos) e
Aspergillus tamarii DPUA 1395 (21 compostos). Em Penicillium fellutanum CFAM 190 e
CFAM 295 foram evidenciados 23 e 20 biocompostos, respectivamente, enquanto em
Trichoderma pseudokoningii CFAM 767 e Trichoderma harzianum CFAM 428 foram
revelados somente 12 biocompostos. Esses resultados estdo em consonancia com os
citados por Griffin (1993); Chistopher (2006); Santos (2003), os quais relatam que
espécies de Asperqgillus, Penicillium e Trichoderma sao microrganismos produtores de
um arsenal de substancias quimicas possuem, portanto, potencial biolégico para serem
explorados pelas industrias farmacéuticas como fontes de novas substancias ativas,

como por exemplo, ho combate a tuberculose.
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Mobilidade dos biocompostos no sistema de cromatografia
(Rf x100)
Espécie 254 nm 365 nm
Hexano AcOEt EtOH Hexano AcOEt EtOH
Rf Rf Rf Rf Rf Rf
Aspergillus
21-24 -28-  24-28- 19-24-28- 18-21-28
A. niger. DPUA 1260 70 40 31 28-53-61 33-41-48-  30-36-42
61-65 49-56-64
A. tamarii DPUA 1395 71-79 30-38-50 16 21-34-40- 19-33-39 23-38-41
53 51-59-70 55-64
Penicillium
60-70- 30-40-60- 44-49-54-  22-30-32 17-25-33
P. fellutanum CFAM 190 80 70 ND 64 46-56-57 46-53-65
16-25-32
P. fellutanum CFAM 295 ND 45 30-44- 35-40-53-  4g 5359  19-25-30
70 66 66 54-68
Trichoderma
T.pseudokoningii CFAM 767 80 20-50-60  40-50 70-80 30-50 60-70
T. harzianum CFAM 428 61-72 27-57(;-61- 50-66 68 70 83

Tabela 7 - Mobilidade dos biocompostos das espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma com maior diversidade de
spots obtidos pelo método cromatografico em camada delgada — CCD, no sistema de eluigéo tolueno-acetato de etila - acido
férmico 90% - TAF (5:4: 1; v/v/v) . EtOH = Etanol; AcOEt = Acetato de etila

6.2.1 — Identificagdo de Biocompostos das Espécies de Aspergillus, Penicillium e
Trichoderma por Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas (CG/EM)

Os resultados obtidos pela técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massas estao representados na tabela 8.
Considerando a complexidade dos perfis cromatograficos apresentados pelos

extratos organicos das espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma em CCD, e a
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limitada quantidade obtida destes extratos organicos, os mesmos foram submetidos a
andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massa
(CG/EM). A técnica de CG/EM forneceu os espectros dos provaveis componentes
quimicos volatilizaveis presentes nos extratos brutos de acordo com a biblioteca
eletrénica do sistema.

De acordo com as sugestdes das referidas bibliotecas eletrénicas, as
substancias volatilizaveis dos extratos organicos brutos de acetato de etila e etanol
estavam constituidos entre outros, por compostos aromaticos, ésteres graxos, alcoois
diois, hidrocarbonetos de cadeia longa, esterais.

Os acidos graxos séo constituintes da membrana celular dos fungos estando
comumente associados com glicerol, oleos, fosfolipidios, agucares ou esterois. Os
acidos graxos simples s&o raros, entretanto constituintes abundantes da membrana
celular dos fungos. Nesses microrganismos, a principal fungdo dos acidos graxos € de
armazenamento de energia, muitos deles sao precursores de metabdlitos secundarios
com acgao definida, ou mesmo produzidos por vias que podem gerar um metabdlito ativo
(DEACON, 1197; GRIFFIN, 1993).

Observa-se também na tabela 8 uma consideravel variagdo dos graus de
semelhancas entre os espectros obtidos para as substancias e os espectros
correspondentes sugeridos pelas bibliotecas. Embora os valores dos graus de
semelhancas mais proximos de 100% sejam bons indicativos das estruturas de
possiveis metabdlitos fungicos, os demais valores apenas servem para comprovar que
as bibliotecas nao tém espectros correspondentes aos respectivos compostos

detectados nas amostras. Por fim, deve-se considerar que mesmo para as melhores
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sugestdes das bibliotecas sao necessarias analises complementares que as

comprovem.
Espécies Extrato Biocomposto Formula Estrutural Formula
molecular
Aspergillus
[
Acido Hexadecanoico metil 0. CH,
ester ( 45%) W C17H3402
o)
AcOEt C|3H3
Acido Tridecanoico metil ester | O C1aHosO
(30%) WCH3 1aH2802
0
A. flavus Glicerina OH CsHsOs
Link CFAM (69%) ‘
1097 F (0] 4
EtOH | 4H-Pirano-4-ona, 5-hidroximetil- HO
2-(hidroximetil) | | CesHeO4
(91,97%)
(0]
OH
H3C\ 0—CHg
0
Benzeno, 1,2-dimetoxi-
4,1propenil C11H1402
(70%)
\
CHj
AcOEt o _CH3
0
) . . CH,
A.niger van Benzeno 1,2-dimetoxi-4-2-
Tieghem propenil C11H140,
CFAM 580 (65%)
/
H,C
. o . O
Acido acético butil ester CeHrnO
(83,73%) H eriz2
EtOH H;C @) CHs
Glicerina
(61,08%) CaHgOs
HO OH

99



Acido undecanoico 10-meyil

Hs
ester (58%) OWC Hy Ci13H2602
0
o CHs
AcOEt Acido 9-Octadecenoico 12- y C/o
3
acetil-oxi -,methil éster A
(30%) C21H3804
(s
OH
A. niger van 3
Tieghem
CFAM 568 Glicerina OH
(81,24%) CsHsO3
Acido Metanecarbotilico
(54,215) C2H,0S
0]
i 0]
Acido nonanoico metil éster
(40%) HaC\/\/\/\/U\ __CHy C10H2002
(0)
CH,
o)
, /
AcOEt Acido 9-Octadecenoico 12- HC N
acetil-oxi -,methil éster
(57,34%) C21H3504
A. candidus OH
Link CFAM o
04
H3C
H3C
Benzeno, 1-metill-4-(1,2,2- H;C
EtOH trimetilciclopentil)-, R CisHoo
(89,79%)
CHgy
CHj
. o]
Acido 9-Octadecenoico 12- Hac” N
acetll-oxzibr&e)thll éster Ca1H3504
OH
]
A. niger van CHg3
Tieghem AcOEt
CFAM 737 HsC——CHs
OH
Fenol, 2,5-bis(1,1-dimetiletil) X CraHonO
(80%) | 141122
=
H;C——CHj,
CH,
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A. japonicus
Saito DPUA
1273

A. flavo-
furcatis
Batista &
Maia DPUA
1532

EtOH

AcOEt

Benzeno, 1-metil-4-(1,2,2-
trimetilciclopentil)-, R
(74,71%)

H3C

CisH22

Acido 9,12-octadecedienoico
(Z,2)-, 2-hidroxi-1-(hidroximetil)
etil éster
(54,05%)

C21H3504

Acido Linoléico
(44%)

Dodecane
(56%)

C20H3602

Ci2H26

6-p-(Tolil)-2-metil-2-heptenol
(79,57%)

EtOH

AcOEt

Acido 1,2-Benzenodicarboxilico,
bis(2-metilpeopil)
(78,11%)

Ci5H220

C16H2204

Acido Hexadecanoico metil
éster
(56,98%)

Acido 9-Octadecenoico 12-
acetil-oxi -,methil éster
(55%)

CHs

OH

C17H3402

C21H3504

Fenol, 2,5-bis(1,1-dimetiletil)
(81%)

Ci14H220

EtOH

Acido Dodecanoico -1-metiletil
éster
(69,70%)

C153002
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A. niger van
Tieghem
DPUA 1266

A. niger van
Tieghem
CFAM 1000

A. oryzae
Cohn DPUA
1412

A. tamarii
Kita DPUA
1395

A. flavo-
furcatis
Batista &
Maia
DPUA1493

A. niger
van

Tieghem

CFAM 133

Acido nonanoico, metil éster
(74,11%) HSC\/\/\/\/U\O _-CHg CioH2002
CH;
H;C ——CH
AcOEt ’ 30 )
Fenol, 2,5-bis(1,1-dimetiletil) S
(83,40%) E;/ C1aH220
H3C—1—CHg
CHgy
(0]
4H-Pirano-4-ona, 5-hidroximetil- HO
2-(hidroximetil) | CoHeO4
(94,88%) o
EtOH
OH
_. [¢)
Acido dodecanoico, 1-metiletil HSC\/\/\/\/\/\« HaC
ester C15H3002
(81,51%) ©
CH,
OH
1, 2,3,4-Butanetetrol, [S-(R*,R*)]
AcOEt (81%) HO. oH C4H1004
OH
OH HsC
CHg
Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil) CHs
(68%) C14H220
AcOEt HiC CHs
CHs
Acido undecanoico, 10-metil- cl:H3 CHj
metil éster 0
(50%) WCHa Ci13H2602
O
, CHs CHs
Acido undecanoico, 10-metil- (|)
metil éster CH, Ci3H2602
0,
AcOEt (58%) o
Acido tridecanoico metil éster H3C\/\/\/\/\/\/ﬂ\0’
(50%) (0] C14H2802
HaC CHs
ACOEt Nonana, 3-metil-5-propil CHs Ci-H
(51,05%) 13728
CHs
I
4H-Pirano-4-ona, 2,3-dihidro- HO
AcOEt 3,5-diidroxi-6-metil | CeHgO4
(83,55%) (o)
OH
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Maltol OH
(73,22%) | CoHeOs
0~ CHs
(0]
. EtOH =
A. niger van
Tieghem 2-Furancarboxaldehid, 5- N
CFAM 98 (Hidroimetil) Q CoHeOs
(86,09%) —
OH
Penicillium
Acido undecanoico acid, 10- ?H 8 GHe
AcOEt metil-metil éster o WC Hs C13H2602
(73,05%) i
1,2,3,4-Butanetetrol, [S-(R*,R*)] OH
P (83.41%) ! CaH100s
fellutanum s
CFAM 190 Acido, 1,2 Benzeno-dicarboxilico HaC
bis(2-metilpeopil) o HaC,
(69,87%) = . O\)\CHa C16H2204
EtOH
CH,
HsC
Acido,1,2 Benzeno-dicarboxilico o o HyC
AcOEt bis(2-metilpeopil) = C16H2204
; 0 o CH,
implicatum
CFAM 297
O
4H-Pirano-4-ona, 2,3-dihidro- HO OH
EtOH 3,5-dihidroxi-6-metil CeHgO4
(83,52%)
H,5C 0
Dimetoximetil-hidroxi-
trifenilfosfolide O——CHs C21H2303
(80,52%) @/P\
P_ OH 6] CHj
implicatum EtOH
CFAM 279
Acetato Lup-20 (29)-en-3-ol,
(3.beta.) C32H5202
(86,39%)
-
(@]
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1, 2, 3,4-Butanetetrol, [S- OH
(R*R")] C4H1004
p (78,73%) Ho A
, HO
fellutanum EtOH oH
CFAM 295 2(R), 3(S)-1, 2, 3,4-Butanetetrol
(53,43%) CaH1004
OH OH
OH
P. 1, 2, 3,4-Butanetetrol, [S-
waksmanii EtOH (R*,R")] HO C4H1004
CFAM 299 (83,84%) OH
OH
Trichoderma
Dodecana H3C\/\/\/V\/\
AcOEt (45%) CH, Ci2H2e
H,C
T. koningii HsC
CFAM 497 Benzeno-1-metil-4-(1,2,2- HsC
EtOH trietilciclopentil, (R) CisHz22
(80,68%)
CHj
o CH
(0]
/
f . . HC
fodo s Onaceceico 12 .
m CFAM AcOEt 54 '730/ C21H3804
428 (54,73%) o
o

Tabela 8 - Biocompostos identificados nos extratos AcOEt e EtOH de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma utilizando
CG/EM. EtOH = Etanol; AcOEt = Acetato de etila

6.2.3 Bioautografia

Paralelamente a analise por CG/EM, os extratos organicos brutos também foram

submetidos a analise por CCD com diferentes sistemas de eluicdo, em fungdo das

interacbes entre amostra/fase movel/fase estacionaria, o sistema foi otimizado, na

tentativa de uma melhor separagdo dos compostos investigados no meio sélido. Nos
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ensaios realizados os sistemas de eluicdo que apresentaram melhor resolucao foi
Hexano/Acetato de Etila/Etanol na proporcao 3: 5: 2 v/v.

A partir do sistema de eluigdo selecionado, os extratos brutos produzidos pelas
espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma foram submetidos a Bioautografia,
técnica considerada eficiente e sensivel na determinacdo da atividade antimicrobiana,
permitindo localizar substancias antifungicas e/ou antibacterianas em uma matriz
complexa, onde combina a cromatografia em camada delgada (CCD) e o teste biologico

in situ. (LOCKHART, 1954).

Dos 99 extratos brutos selecionados, quando submetidos a bioautografia, apenas
oito extratos de espécies de Aspergillus apresentaram eficiéncia e sensibilidade na
determinacdo da atividade antimicobacteriana, pois em apenas 10uL dos extratos
utilizados foi suficiente para a formagao de halo de inibicdo, apresentado na figura 12.
Dentre estes, somente os extratos de Acetato de Etila.( AcOEt) e Etanol (EtOH), das
espécies de A. niger DPUA 1266, A. tamarii DPUA 1395, A. oryzae DPUA 1412 e A.
flavo-furcatis DPUA 1532, apresentaram acdo antimicobacteriana frente a

Mycobacterium smegmatis ATCC 607.
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“24/08/2006

Figura 12 - Bioautograma do biocomposto, presente no extrato de AcOEt produzido por
Aspergillus niger DPUA 1266, demonstrando positividade para M.smegmatis ATCC 607, apos 24
horas de incubagédo a 37 °C.

Os dados apresentados nao estabelecem a natureza dos compostos
responsaveis pela agao antimicobacteriana, porém, nesses extratos, quando analisados
em CG/EM, foi observado a presenga de compostos fendlicos e ésteres, substancias
que podem ser responsaveis pela acéo verificada. O objetivo foi identificar a fracdo que
era responsavel pela agao antimicobacteriana.

Os resultados revelam que os extratos, de acetato de etila e etanol,
apresentaram substancias ativas exibindo diferentes zonas de inibicdo em diferentes Rf,
inferindo assim, a presenca de atividade antimicrobiana em substancias de diferentes
polaridades, tabela 9. Observa-se ainda que se faz necessario o uso de diferentes
metodologias no intuito de confirmar e conduzir a uma melhor elucidacdo das

substancias bioativas de origem microbiana.
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Rf

Espécies Agente extrator
Atividade Antimicobacteriana

*AcOEt 0,60
A. niger DPUA 1266 EtOH 0,75
AcOEt 0,45
A. oryzae DPUA 1412 EtOH 0.65
.. AcOEt 0.50
A. tamarii DPUA 1395 EtOH 045
. AcOEt 0.70
A.flavo-furcatis DPUA 1532 EtOH 0.40

6.3 Determinacgao da Concentragao Minima Inibitéria (CIM) dos Extratos Organicos

Selecionados nos testes bioautograficos.

As propriedades microbiostaticas e microbicidas a partir de produtos naturais
vém sendo comprovadas através de intensivas pesquisas em todo o mundo.
Geralmente sado estudadas, avaliadas e confirmadas por ensaios bioldgicos in vitro em
testes e susceptibilidade ou sensibilidade (SOUZA et al., 2003), como o realizado no

presente trabalho.

Por ndo haver método convencional padronizado para as novas drogas e a
necessidade de novas drogas ativas € urgente desencadear um renovado e crescente
interesse em avaliar extratos e fragbes na busca de novas substancias (TELLES e
MOSCA, 2000).

Muitas vezes pequenas alteragdes em técnicas simples ja preconizadas podem
apontar resultados inéditos e promissores para novas substancias antimicrobianas.

Neste contesto a adicdo do Cloreto de Trifeniltetrazoliun (TCC) (MERCK) a 1,0 % como
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corante de viabilidade celular, facilitou a interpretacdo dos resultados da concentracéo
minima inibitéria, na presencga decrescimento celular foi observado a coloragao purpura

a rosa como demonstrado na figura 12.

sontrole - Crescimento celular

20/08/2006

Figura 13 - CIM contra Mycobacterium smegmatis ATCC 607 dos extratos etandlico de
Aspergillus oryzae DPUA 1412

O critério utilizado para a classificacdo da atividade dos componentes extraidos
das espécies de Aspergillus foi: extratos com CIM menor que 100 pg/mL sao
considerados ativos, extratos com CIM, entre 100 e 500 pg/mL apresentam atividade
moderada, entre 500 e 1000 yg/mL, baixa atividade e maior que 1000 pg/mL é inativo
(HOLETZ et al., 2002; PRETTO et al., 2004; SARTORI 2005). Considerando a faixa de

corte, dos oito extratos analisados, trés apresentaram CIM <100 pg/mL, portanto,
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considerados ativos e os outros cinco com atividade moderada nas condi¢des testadas.
Os extratos de acetato de etila e etanolico de Aspergillus tamarii DPUA 1395

apresentaram os mesmos valores de CIM.

Os resultados sofrem uma alteracdo quando analisamos a concentracéo
bactericida minima - CBM, ou seja, apesar de visualmente n&o haver alteragdo de cor
indicando crescimento celular, quando submetemos, a diluicdo anterior e posterior a
concentragdo minima inibitéria, a crescimento em meio sélido desprovido de qualquer
droga antimicrobiana, s6 nao foi observado crescimento bacteriano na diluigado anterior
a da CIM, portanto levando em consideragdo a CBM temos, somente dois extratos

ativos, isto ¢, CBM <100 pg/mL.

A tabela 10 apresenta os valores de CIM e da CBM, os menores valores foram

obtidos nos extratos etandlico das quatro espécies de Aspergillus analisadas.

Os resultados indicam a necessidade de continuar a pesquisa com o intuito de
se identificar os principios ativos puros responsaveis pela atividade antimicobacteriana
dos extratos de acetato de etila e etandlico das espécies de Aspergillus, bem como

determinacao estrutural.
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Espécies Agente CIM CBM
P Extrator pg/mL pg/mL
A. niger DPUA 1266 AcOEt 125 pg/mL 250 pg/mL
EtOH
A. oryzae DPUA 1412 AcOEt 125ug/mL 250 pg/mL
EtOH 31ug/mL 62,5 yg/mL
A. tamarii DPUA 1395 AcOE 62ug/mL 125ug/mL
EtOH
) , AcOEt 125ug/mi 250 pg/mL
A. flavo-furcatis DPUA 1532 EtOH 31ug/mL 62,5 pg/mL

Tabela 10 - Determinagao da CIM pela técnica de diluicdo em microplacas e da CBM dos extratos de
AcOEt e EtOH das espécies de Aspergillus com acdo antimicobacteriana pelo método bioautografico,
*AcOEt = Acetato de Etila.; *EtOH = Etanol

6.4 Testes de Toxicidade Para Artemia Franciscana

Os oito extratos avaliados apresentaram percentual de letalidade (%L) >50 %,
portanto, todos foram selecionados para avaliagédo da concentracao letal média (CLsp).
A partir do percentual de Artemia morta obteve-se o valor de probites. Esse foi plotado
contra o log da concentragdo do extrato, obtendo-se, dessa relagdo, uma reta através

de regressao linear.

Através dos resultados obtidos do grau preliminar de letalidade de A.
franciscana podemos confirmar que entre as espécies fungicas analisadas ha
substancias bioativas, utilizando-se a CLsyo como paradmetro de avaliacdo de atividade

biolégica, pois compostos bioativos sdo geralmente téxicos.
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Dada a atividade antimicobacteriana detectada na bioautografia, a sugestdo da
presenca de substancias quimicamente ativas na analise do GC/MS e a atividade
contra larvas de A. franciscana, essas espécies ativas podem vir a ser fontes de

potenciais substancias antimicrobianas.

DOLABELA (1997) estabeleceu critérios de classificagdo para avaliagdo da
CLso. de acordo com seus estudos de atividade antitumoral e anti Tripanossoma cruzi
nos quais sejam: extratos com CLs <80 pg/mL, altamente toxicos; CLsg entre 80 pg/mL
e 250 yg/mL, moderadamente toxico; e CLsp >250 ug/mL, com baixa toxicidade ou nao
téxicos. Dos extratos analisados 62,5 % apresentaram valores de CLs inferiores a 80

pg/mL, portanto altamente toxicos e os 37,5 % moderadamente téxicos.

Os extratos que apresentaram maiores graus de toxicidade (CLso) foram os
extratos de acetato de etila (AcOEt) de todas as espécies de Aspergillus submetidas ao
bioensaio, apenas a espécie A. oryzae DPUA 1412 demonstrou ser altamente toxico

tanto no extrato de AcOEt como no extrato etanolico ( EtOH), tabela 11.

Agente % L

ESPECIE extrator A. salina CLso TOXICIDADE
altamente toxicos
. *AcOEt 80 19,23pg/ml + 2,18
A. niger DPUA 1266 EtOH 56,67 106,6ug/ml + 5 modergqamente
toxico
A. oryzae DPUA 1412 *AcOEt 60,0 63,40pg/ml +3,38 altamente 16xicos
EtOH 53,33 69,56pg/ml +3,41
A. tamarii DPUA 1395 *AcOEt 47 32,47ug/ml +3,21 ar:%“;’:;at;’;'gfes
EtOH 60 146,38ug/ml +8,77 ad
toxico
A. flavo-furcatis DPUA AcOEt 80 21,53ug/ml £1,27 ﬁ:ig‘;’;faﬁ’;'gt"es
1532 EtOH 46,5 162,44 pg/ml £30,36 oo

Tabela 11 - Resultado do teste de toxicidade de extratos orgénicos das espécies de Aspergillus usando como
modelo a Artemia franciscana, durante 24 horas. * AcOEt — acetato de etila ; *EtOH = Etanol
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B AcOEt @EtOH

170 -
160 -
150 -
140
130 A
120
110 4
100 -
90

80

CLso/ug/mL

70 4
60 -
50 A
40
30 4

20 A

A. niger DPUA 1266 A. oryzae DPUA 1412 A. tamarii DPUA 1395 A. flavo-furcatis DPUA 1532

Figura 14 — Figura comparativa dos valores de Clsy para as espécies de Aspergillus frente a Artemia
salina

Os resultados demonstrados na figura 13 n&o apresentaram consonancia
quando comparados com os demonstrados na CIM, uma vez que, os extratos EtOH
foram os extratos mais ativos, com CIM < 100ug/mL e ndo os extratos AcOEt.
Entretanto esses resultados n&o inviabilizam os testes preliminares de citotoxicidade em
A. franciscana, como fundamentais e convenientes em screening novos metabdlitos

secundarios bioativos.

Corroborando, portanto com inferéncias relatadas na literatura sugerindo uma
correlagdo entre a toxicidade geral frente a Artemia franciscana e atividade biologica

(MEYER et al., 1982; CAVALCANTE et al., 1999; ZUQUE et al., 2004).
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Novas alternativas de avaliagcdo da toxicidade das substancias bioativas
recomendando o uso criterioso de animais de laborat6rio, faz com que seja crescente o
uso desses microcrustaceos como indicadores de toxicidade preliminar, triagem de
toxinas fungicas, avaliacdo de efeitos a exposigcdo a metais pesados, toxicidade de
substancias quimicas, pesticidas (BARAHONA e SANCHEZ-FORTUN, 1996; HARWIG

e SCOTT, 1971; LHULLIER et al., 2006; MARTINEZ et al., 1999,).

Meyer et al., 1982, prop0s o teste de Arfemia como um bioensaio simples para
produtos naturais, na deteccéo e isolamento dos seus constituintes e atualmente vem
sendo utilizado como substituto, barato e rapido para os ensaios citotoxicos. Além de
nao necessitar de equipamentos especiais e utilizar uma pequena quantidade da
amostra para o teste (50 mg do extrato bruto), em apenas 24 horas. Para o calculo da

CLsg é utilizado o método Probit.

Associado as vantagens ja citadas pode-se acrescentar que € um ensaio
preliminar e ndo exige técnicas assépticas, por isso grupos, de diferentes areas,
implantaram o teste (AJAIYEOBA, RAHMAN e CHOUDHARY, 1998, QUIGNARD et al.,

2003; SIQUEIRA, BOMM e PEREIRA, 1998; SIQUEIRA E ZIMINIANI, 2001).

O conhecimento entre pesquisadores é que se faz necessario a pesquisa de novos
medicamentos para o tratamento da Tuberculose e outras doengas causadas por mico
bactérias. A pesquisa por substancias ativas contra mico bactérias e por sua vez menos
téxicas, tem motivado e empenhado pesquisadores na busca de solugdes para o
tratamento da tuberculose, que desde a antiguidade vem dizimando populagdes. Os
medicamentos chamados naturais expressam o estudo por substancias oriundas de

fontes renovaveis e de facil manuseio.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

1. Dentre os fungos analisados foram selecionados 24 Aspergillus spp, 27 Penicillium
spp e 24 Trichoderma spp. que expressaram atividade antimicrobiana frente a

Mycobacterium smegmatis ATCC 607.

2. Dos 33 que expressaram halo superior e/ou igual a 25 mm, o perfil cromatografico e

bioautograficos revelou:

2.1. Entre os 99 extratos organicos analisados em CCD, o maior numero de
biocompostos foi observado nos extratos oriundos de A. niger DPUA1260 (28

compostos) e A. tamarii DPUA 1395 (21 compostos);
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2.2 Os dados obtidos em CG/EM mostraram que nos extratos AcOEt e EtOH de
espécies de Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, os provaveis constituintes quimicos,
entre outros, sdo compostos aromaticos, ésteres graxos, alcoois, hidrocarbonetos de

cadeia longa e esterois;

2.3 Na bioautografia, apenas os extratos de A. niger DPUA 1266, A. tamarii DPUA
1395, A. oryzae DPUA 1412 e A. flavo-furcatis DPUA 1532 de AcOEt e EtOH

demonstraram atividade frente a M.smegmatis ATCC 607.

3. A CIM de 31 yg/mL dos extratos etandlico de A. oryzae DPUA 1412 e A. flavo-

furcatis DPUA 1532 foi a de maior eficiéncia contra M.smegmatis ATCC 607.

4, Os ensaios frente a Artemia franciscana mostraram que todos os extratos
testados apresentaram toxidez significativos sendo os extratos de acetato de etila de A.
niger DPUA 1266 com CLsy de 19,23ug/ml e A. flavo-furcatis DPUA 1532 CLso de

21,53ug/ml as mais toxicas;

5. Os dados apresentados neste trabalho sido inéditos e contribuem para o

conhecimento de novos compostos bioativos que podem vir a ser usados como

matrizes para a descoberta de novos farmacos.
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9. TRABALHOS FUTUROS

» Realizar analise de RMN dos extratos selecionados;

» Elucidacéao estrutural das moléculas ativas;

» Testar os extratos selecionados contra cepas de Mycobacterium tuberculosis
padrdes nacionais e nas cepas da regido amazbnica em parceria com 0O

LACEM regional.
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