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RESUMO

Staphylococcus aureug um patégeno humano oportunista mais frequentement
associado a infec¢cdes adquiridas na comunidade emmoiente hospitalar. Esse
organismo € extremamente adaptavel e ao longo decumio espaco de tempo
desenvolveu estratégias de resisténcias aos ardbidnos, dessa forma, a
bioprospeccéo de novas drogas capazes de faibphylococcus aureugsistentes a
meticilina - MRSA é um importante campo para o deskyimento de pesquisas. Nesse
contexto, recentemente, no laboratdrio de micologidNPA foi identificada uma
linhagem fungic&aecilomyce$i59 produtora de substancias capazes de inibir 8MR
Diante dessa descoberta, o objetivo do estudm¥eistigar a producéo e caracterizagao
de substancia com atividade inibitoria frente a MRfoduzida porPaecilomyce$i59.

A estratégia metodologica para alcancar esse wbjaticluiu: a) Caracterizacao
taxondmica dd?aecilomyce#i59; b) Otimizacédo da producdo de substanciassapea
bioprocesso submerso e c) Isolamento e identifccatss substancias ativas frente o
MRSA. A caracterizacdo taxondmica deaecilomycesH59 demonstrou todas as
estruturas fungicas relatadas em literatura ideatiflo-o como pertencente ao género
supracitado. Os fatores ajustados para a maiowupéoddos antimicrobianos foram: a)
uso da glicose como fonte de carbono; b) qualqueefde nitrogénio testada; c) pH 5, d)
indculo 1x16 e auséncia de agitacdo orbital. No isolamento eatifitmacdo das
substancias ativas as analises da espectrometrianasas com ionizacdo por
Eletronspray(ESI-EM) das duas fases DCM e AcOEt (fracBes 5iflab com o sistema
diclorometano/acetato de etila (20:80 — v/v) falimado comparacdes dos espectros e
encontrados em ambas as fracfes picos majoritargesnelhantes com a massa de 155
m/z férmula molecular €4;0,, sugere-se que seja esse 0 responsavel pelaadgvid
antimicrobiana frente &taphylococcus aureusesistente a meticilina - MRSA. E
verificar a citotoxicidadén vitro da substancia isolada pelo método de Alamar Blge. O
resultados desse trabalho indicam que a biopro&pede substancias com atividade
antimicrobiana produzidas pétaecilomycedH59 € uma alternativa para a pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas com atividade @&mbbiana, sendo vital para
proteger a saude humana frente a bactérias msisireates. Pacientes, médicos e a
industria farmacéutica possuem grande interessa ag®rdagem.

Palavras chavesResisténcia bacteriana, Bioprospec¢ao e Fungog &meos.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus the human pathogen more related to a diseagéred in the
community and the hospital environment. This orgamis extremely adaptable and over
a short period of time has developed antimicrobiedistance strategies, thus, the
bioprospection of new drugs capable of inhibitingtiicillin resistantStaphylococcus
aureus- MRSA is an important field for research devel@om In this recent context, in
the laboratory of mycology - INPA has been ideatfia fungal straiRaecilomyce$i59
the production of substances capable of inhibitdigSA. From this finding, the aim of
this study was to investigate the production andratterization of an inhibitory
component against MRSA produced Bgecilomyce$159. The methodological strategy
to achieve this goal included:a) Taxonomic charadé&on of PaecilomycesH59;b)
Optimization of the production of active substantgssubmerged bioprocess andc)
Isolation and identification of substances activgaiast MRSA.The taxonomic
characterization oPaecilomyced159 demonstrated all the fungal structures reploirie
the literature identifying it as belonging to theeyiously cited genus. The adjusted
factors for the higher antimicrobial production wex) Use of glucose as carbon
source;b) Any source of nitrogen tested;c) pH 5;Irfjculum 1x10 and absence of
agitation.In the isolation and identification ofti@e substances,a Eletronspray ionization
mass spectrometry (ESI-EM) analyzes was perfornmedhé two phases DCM and
AcOEt (fractions 5-9 obtained with the dichloronaatk / ethyl acetate system (20:80 v /
v ) was performed comparisons of the spectra anddan both majority and similar
peaks fractions with the mass of 1®%z molecular formula @,0,, it is suggested that
this is responsible for the antimicrobial activitggainst methicillin-resistant
Staphylococcus aureus - MRSA. And check the inovaytotoxicity of the substance
isolated by the Alamar Blue method. Results fronms tivork indicate that the
bioprospection of substances with antimicrobialvitgt produced byPaecilomycedi159

is an alternative for the research and developneénmiew drugs with antimicrobial
activity and is vital to protect human health agaimultiresistant bacteria.Patients,
physicians and the pharmaceutical industry intereitis approach.

Key words: Bacterial resistance, bioprospecting and amazogi.fun
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus tanto uma bactéria comensal quanto um patdégeno
humano. Aproximadamente 30% da populacdo humanaaéoizadas po6. aureus
(WERTHEIM et al., 2005). Simultaneamente, é umapgagipais causas de bacteremia
e endocardite infecciosa (El), bem como osteodaticupele e tecidos moles e
pleuropulmonar (COATES et al., 2014; STRYJEWSKalet2014).

O tratamento de infec¢cOes pafdaphylococcus aureugor muitos anos foi
realizado com o uso terapéutico da meticilina, wdat devido a administragéo indevida,
surgiram cepas resistentes a esta droga e pasaaandenominadas &aphylococcus
aureusresistentes a meticilina (MRSA). Essa resisténeiaeve a aquisicdo do gene
mecA, que codifica uma PBP (proteina ligadora deigiaa) mutada, impedindo a
ligacdo da droga na parede celular bacteriana (FeA, 2005).

A frequéncia de infec¢cOes ocasionadas por MRSAdpmsentado crescimento
continuo em instituicbes hospitalares a nivel maindtausando mais de 100 mil
infecgbes a cada ano (BURKE, 2003; COHEN et al§20DE LENCASTRE et
al.,2007). Tradicionalmente, as infec¢Oes causpess MRSA estavam limitadas aos
hospitais (HA-MRSA); mas, nos ultimos anos, asdofes associadas ou adquiridas na
comunidade (CA-MRSA) estdo sendo documentadas deafaerescente em todo o
mundo. A bioprospecc¢do de substancias inibidoragekcimento d&. aureus MRSA
€ uma das possibilidades de contornar essa protid@ngaa literatura apresenta diversos
trabalhos com esses objetivos.

O fungo entomopatogénid®aecilomyces farinosussolado de larvas de insetos,
foi estudado por Langet al. (2005), onde foi isolad identificado metabdlitos
denominado Paecilosetina 1, ativo conBacillus. subtilis, Cladosporium resinae

Trichophyton mentagrophyte©utra espécie fungica com o potencial produtor de
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substancia ativa é o fungo endofitico de mangaecilomyces varioti(FEL 32),
estudado por Silva et al. (2013) onde identificaeaproducéo da substancia Viriditoxina
(dimero — 6’6 binafta-a-piranona, s4830014) responséavel pela antimicrobiana frente a:
Micrococcussp. Staphylococcus aureuSnterococcusp. S. aureugoagulase negativa.

Paeciloside A foi isolada de culturas Baecilomycesp. (CAFT156), um fungo
endofitico que ocorre enknantia chlorantha Oliv(Annonaceae). Sua estrutura foi
elucidada usando experimentos de RMN, MS, UV, Decom subseqiiente analise de
difracédo de raios X usando radiacda He cobre. Paeciloside A, apresentou efeitos
inibitérios sobre duas bactérias gram-positi&illus subtilise Staphylococcus aureus
(TALONTSI et al., 2012).

A floresta amazobnica possui grande diversidadeckegem de carbono muito
veloz demonstrando ser local adequado para reabizde estudos de bioprospeccéo.
Recentemente, Lima (2016) investigou a bioprospgedgiantimicrobianos produzidos
por fungos isolados de amostras do solo Amazolisse autor identificou um isolado,
Paecilomyce$i59 como produtor de substancias antimicrobiarasdraStaphylococcus
aureusresistentes a meticilina (MRSA). No entanto, essatsstancias foram apenas
parcialmente identificadas de forma que ainda sfessarios estudos de identificacdo
taxonOmica dePaecilomycedd59, avaliacdo dos fatores de bioprocessos quei@mss
influéncia na producdo dessas substancias e aamdeterizacdo quimica das substancias
ativas. Desta forma o objetivo deste trabalhorfeestigar a producao e caracterizacao de
substancia com atividade inibitéria frente Staphylococcus aureusesistentes a

meticilina (MRSA) produzida pdPaecilomyce$i59.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Resisténcia bacteriana

O primeiro antibiético, a penicilina, foi descolzeior Alexander Fleming, em
1929, em um hospital londrino. Ele observou a géibido crescimento em culturas de
estafilococos contaminada por um fungo, mais tad#mtificado comoPenicillium
notatum(KONEMAN et al., 2008).

Anos mais tarde, com o advento da Segunda Guerraliglufoi essencial que se
estudasse ainda mais essas substancias, pois c@uerea eram inevitaveis o
desenvolvimento de processos infecciosos. A pamcibi entdo extensamente utilizada
contraStafilococose Estreptococosgrandes causadores de pneumonias, infeccfes aérea
superiores, septicemias e entre outras patolo@d&GHT; SEIPLE; MYERS, 2014).

Os antibidticos descobertos se tornaram tdo efcapecombate as infeccdes
bacterianas que surgiu uma confianca geral de spas doencas seriam erradicadas. As
infeccbes passaram a ser desprezadas em seu pap®hidigos da sociedade”
(COATES, HU et al., 2002; GARCIA-REY, 2010).

No entanto, as bactérias ajustam-se as mudancasieambiente e desenvolvem
mecanismos de resisténcia que inativam ou limitagfetividade dos antibioticos. A
selecéo de bactérias resistentes por um novo éintiié quase inevitavel, fazendo com
gue o uso disseminado deste composto, na pratidecangeja fortemente relacionado ao
aparecimento de bactérias resistentes a estes iédotb (KOROLKOVAS
&BURCKHALTER, 1988; HOGBERG, HEDDINI et al., 2010YALSH & TIMOTHY,

2014).
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Alguns exemplos de ligacdo entre o uso de antdustie desenvolvimento de
resisténcia sdo o aumento de cepasStawhylococcus aureugsistentes a meticilina
(MRSA) e resistentes a vancomicina (ALLEN, 2010).

Em 1960, a meticilina foi langada no mercado coiterraativa terapéutica para
cepas produtoras de penicilinase, uma vez quedesga nao sofre acdo dessa enzima.
Porém, ja em 1961, relatos de cepas também rdsistanmeticilina passaram a ser
descritos e foram denominad8taphylococcus aureussistentes a meticilina (MRSA).
A partir da década de 1980, cepas MRSA passarampresentar um problema endémico
em diferentes propor¢cdes nos hospitais de divgratses, incluindo o Brasil (SANTOS
et al., 2007).

O MRSA adquiriu grande importancia, pois tenderansdti-resistente e a opcao
terapéutica torna-se limitada ao uso de glicopepsd(vancomicina e teicoplanina),
oxazolidinonas (linezolida) e estreptograminas. €anismo molecular de resisténcia a
meticilina consiste na aquisicdo de um elementoétimn movel denominado
Staphylococcal Cassette Cromossome MEC (SCCMEC) cpimeém 0 gene, mecA,
responsavel pela alteracdo das proteinas ligadiwasenicilina (PBP). As PBPs séo
enzimas necessarias para a sintese da pareder deotariana. A ligacdo dos beta-
lactamicos a PBP bloqueia sua fungcdo e h4 formdedoma parede celular débil ou
imperfeita que prejudica o desenvolvimento adequkzdbactéria. O gene mecA codifica
a PBP com baixa afinidade aos antibioticos betidaicos, denominada PBP2A ou
PBP2. O SCCMEC contendo o0 mecA é incorporado an@ssomo da bactéri aureus
em um sitio de localizagdo especifica, promoveerdtgo, resisténcia bacteriana (DEL’
ALAMO et al., 2007).

A presenca dessas proteinas nas bactérias fazummmeticilina e 0s compostos

penicilina-penicilinase resistente (PPR) tenhamaafinidade pelo local de ligagcéo, na
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parede celular bacteriana.O grupo PPR é composis geogas: Oxacilina, Meticilina,
Nafcilina, Cloxacilina e Dicloxacilina, e constitai classe de drogas de escolha para o
tratamento de infeccbes p@. aureusprodutores de penicilinase (beta lactamase
positivo) que ndo apresentam alteracdo da PBP2a(BIEAMO et al., 2007).

A resisténcia a um grande numero de antibidticoesgmtada pelo MRSA torna
dificil o controle deste microrganismo no ambigmbspitalar(FOLORUNSO et al., 2000;
RUBINOVICH & PITTET, 2001). Além da resisténcia zada a todos os antibioticos
beta-lactamicos, o MRSA adquiriu resisténcia aoscrai@eos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, rifampicina, clotrimoxazol equinoken (HIRAMATSU et al.,, 2002),
restando os glicopeptideos como uma das poucas®pe@péuticas.

Com a introducdo da vancomicina, em 1958, surgia afternativa no combate
as infeccdes causadas pelo MRSA, utilizada aingdadies atuais. Porém, vérios efeitos
adversos relacionados ao uso de vancomicina témrsidtados, sendo que o potencial
ototoxico e nefrotdxico constituem os principaigofas limitantes para sua ampla
utiizacdo (FARBER & MOELERING, 1983).A vancomicinapresenta atividade
bactericida devido sua capacidade de bloqueatessido peptideoglicano, fundamental
para a formacdo da parede celular bacteriana. bAc&o da sintese do peptideoglicano
ocorre devido a formacdo de um complexo entre a&dporD-alanil-D-alanina do
precursor da parede celular e a vancomicina (CHARI8& SANDE, 1996).

Com uso indiscriminado da vancomicina (glicopepigjeomo opc¢éo terapéutica
para as cepas MRSA, passaram a surgir bactéridsteraes a essas drogas:
Staphylococcus aureugsistentes a Vancomicina (VRSA). Apés a consgiidadessas
cepas no meio hospitalar e comunitario em divepsdses do mundo, elas vém sendo
mundialmente estudadas por um programa multidiseipl NARSA (Network on

Antimicrobial Resistance istaphylococcus aureyscoordenado pelo NIAID (National
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Institute of Allergy and Infectious Diseases). @nm@iro caso de VRSA foi reportado no
inicio dos anos 2000, ainda sendo pouco prevalergelias de hoje, porém, com grandes
chances de maior abrangéncia. Por isso, 0 corteolmergéncia dessa resisténcia deve
ser realizado com critério (ROSSI & ANDREAZZI, 2005

Essas infec¢des por bactérias resistentes causaxirmpdamente 25.000 mortes
por ano na Unido Européia, e, nos Estados Unid@grdro para Controle e Prevencao
de Doencas (CDC) estima que, anualmente, aproxmaata 2 milhdes de pessoas
sejam infectadas em hospitais 0 que resulta enD90rrtes. Existe o risco de muitas
doengas infecciosas tornarem-se incontrolavemsualmente, mais de 70% das bactérias
(que causam estas infec¢des) séo resistentes anpelms um antibidtico utilizado para
tratd-las (FDA, 2011; OMS, 2012).

O potencial de resisténcia coloca em risco a cdpdei de tratamento de
infeccdes comuns, que ocorrem tanto na comunidadetg em ambientes hospitalares,
tornando-se um imenso problema de salde publicean@sentes hospitalares sdo 0s
locais de maior preocupacdo em relacdo ao surgintenbactérias resistentes, pois séo
locais onde ha o favorecimento da selecdo destaérizes resistentes (BARRETT, 2005;
FERNANDES, 2006; HOGBERG et al., 2010).

No entanto, as infeccbes hospitalares podem seiiratig tanto por pacientes do
hospital (mais suscetiveis) quanto por visitanteseionarios. Este ultimo € um fato que
ocorre menos frequentemente, mas que aumenta axeshae levar as bactérias
hospitalares para a comunidade (BRASIL, 2004).ddisaimente patdgenos multidrogas
resistentes eram limitados ao ambito hospitalar.eN@nto, a partir dos anos 90 estes
patbgenos se tornaram problemas importantes tanmm@Encomunidade externa aos
hospitais, afetando inclusive pessoas com contatdatio ou sem contato com o

ambiente hospitalar (CHEN et al., 2011).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirmou quesisténcia bacteriana é
uma das principais ameacas a saude humana, edesé mais uma previsdo para o
futuro, j& existem situacfes em que bactérias esistentes a maioria, ou até a todos, os
antibiéticos disponiveis. A OMS, inclusive, afirnqae “sem uma acdo coordenada e
urgente, o mundo caminha para uma era pdés-anti@jotinde infeccbes comuns e
ferimentos leves, que por décadas foram tratdpedem voltar a matar” (OMS, 2014).

A resisténcia bacteriana e a diminuicdo significatida efetividade dos
medicamentos acarretam uma necessidade critica gpatesenvolvimento de novas
substéancias antibacterianas (PAYNE & TOMASZ, 2080 . mesmo tempo, a resisténcia
bacteriana reduz a atratividade do desenvolviméatoovos agentes, pois: reduz o ciclo
de vida da droga, aumenta o risco (0s investid@@smenos tempo para recuperar 0s
seus investimentos),restringe as vendas (muitosrgos adotam esquemas para limitar o
uso desses farmacos para evitar resisténcia) & poioritaria a necessidade de estratégia
para o gerenciamento do ciclo de vida (por exeng#senvolvendo uma formulagéo de
liberacdo controlada), (KRESSE et al., 2007).

Outros fatores, intrinsecos ao setor antibidticonimuem a atratividade de
pesquisa em novos antibiéticos como: o fato depi@rantibacteriana ser aguda e nao
cronica; a natureza madura do mercado (que é edwatto pelo baixo crescimento);
falta de incentivo financeiro devido ao baixo ratodo investimento (KRESSE et al.,

2007).

2.2. Necessidades de Novos Antimicrobianos

Atualmente ja existem bactérias patogénicas quereggmndem mais a nenhum
dos agentes antibacterianos disponiveis. Inclusigumas espécies apresentam

mecanismos de resisténcia a qualquer tipo de afitibs que possam ser desenvolvidos.
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Pesquisas revelaram que uma vez que a resistéacieribna se estabeleca na
comunidade e no ambiente hospitalar existe poussilgbidade, ou até mesmo nenhuma
de reverséo da resisténcia bacteriana (NORDBER{, &013).

Além disso, outros fatores causam a necessidadenpeos antibidticos. O
primeiro € que existe a necessidade de op¢cOesteaiegs para tratamento de infeccoes,
pois existem individuos infectados por bactériascstiveis a somente um ou dois
antibiéticos que nado toleram estes agentes, tomamdtratamento sem opcdes
terapéuticas. Em segundo lugar, o aumento da éesiat bacteriana nos hospitais faz
com que seja necessaria a liberacdo desses pactmnteospital, para evitar infecgbes
nosocomiais, criando a necessidade de novos aitdscom perfil farmacocinético que
favorecam uma dose Unica e que possam ser tomadzasa (RICE, 2003).

O numero de novos antibiéticos no mercado dimirgignificativamente nos
altimos anos (INFECTIOUS DISEASES SOCIETY OF AMERI(2011), sendo que na
tltima década somente dez Novas Entidades Quimis&sQ) foram aprovadas
(KAPLAN et al., 2013). Isso fez com que a OMS isfe 0s agentes antibacterianos na
lista de medicamentos prioritarios para o mundoRKAN et al., 2013).

O assunto ja vem sendo discutido desde meadostidea (década e diversas
medidas estdo sendo tomadas ao redor do mundo quet@r o surgimento e
disseminacgdo de bactérias resistentes, como: pnagrele vigilancia,desenvolvimento de
ferramentas de diagndsticos, entre outros (KAPLARB.e2013).

Nesse contexto estdo também as medidas de inceatiotadas em alguns paises,
para atrair o interesse da industria para PesguiBasenvolvimento (P&D) de novos
farmacos, como, por exemplo, extensdes de praxigéacia de patentes, exclusividade
de mercado e processo regulatério especial paravagf#io de novos compostos

(NORDBERG et al.,, 2013). Exemplos especificos destedes sdo: o programa da



23

Iniciativa sobre Medicamentos Inovadores (IMI) nanidd Européia denominado
“NewDrugs4BadBugs” (ND4BB) onde foram disponibililees €223.7 milhdes de Euros
para unir Pequenas e Médias Empresas (PMEs), a@adengrandes empresas
farmacéuticas na pesquisa por novos antibioticdg>(¥AN et al., 2013).

Nos Estados Unidos foi promulgada, em 2012, a LAING (Generating
Antibiotics Incentives Nowque prevé um adicional de cinco anos de excllade de
mercado, designacdo de produto prioritario e pesmesgulatorio acelerado para novos
antibioticos contra patdgenos de interesse (KAPleAMI., 2013). Cabe ressaltar que este
adicional de exclusividade néo se da por extensdprdzo de patente e sim pela ndo
aprovacdo de uma nova versdao do mesmo farmaco P8loFood and Drug
Administration (FDA) mesmo que o farmaco ndo esteja protegido ypna patente
(TILLOTSON, 2012).

Esses incentivos e a necessidade por novos amfilacs fez com que algumas
grandes empresas passassem a reinvestir em P&Dtidedtcos. A Roche, uma das
primeiras a sair da P&D em antibiéticos em 199%, dena parceria com a Polyphor
(Suica) para desenvolvimento clinico de um novdbgnico e a Sanofi, que em 2004
desativou seu setor de P&D em antibidticos, verstabelecendo seu interesse na area
desde 2011 (AN ANTIBIOTIC COMEBACK, 2014).

Muito deve ser feito ainda para reverter a situas@o necessarios politicas e
esforgcos colaborativos globais para incentivo dggpisa de novos compostos e para o

combate ao surgimento e disseminacdo de bactésmsantes (KAPLANet al., 2013).

2.3. Antimicrobianos produzidos por fungos

Os diversos antimicrobianos hoje utilizados naigaétlinica podem ser obtidos a

partir de trés categorias distintas: antimicrobgarsemi-sintéticos (sintese quimica,
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utilizando como material prima o produto naturalptimicrobianos sintéticos (sintese
quimica totalmente sintética) e os antimicrobianatirais (fermentacdo de bactérias ou
fungos). As principais substancias antimicrobiapaeduzidas por fungos sao: as

penicilinas, cefalosporinas, pleuromutilinas e idl@dusidico (WRIGHT, 2014).

2.3.1.Penicilina

Em 1928, Alexander Fleming, observou em uma plac@etri, que um mofo
contaminante estava colonizando e lizando as @doriacterianas que estavam
crescendo ao redor. A conclusdo de Fleming foi gqueaofo estava produzindo uma
substancia bacteriolitica capaz de matar as cadmaaterianas. Mais tarde, a substancia
produzida pelo fungdPenicillium chrysogenun{antigo Penicillium notatum)ficou
conhecida como penicilina, uma das principais deextas cientificas do século XX
(KONEMAN et al., 2008).

Quase uma década depois, em 1941, Howard Floreyst Ehain, isolaram a
penicilina na forma de um p6é amarelo e investigasaas propriedades bioldgicas, sendo
muito utilizada na Il Guerra Mundial como um poteagente antimicrobiano (WRIGHT
et al., 2014).

Apés a descoberta da penicilina diversas técnieagedmentacdo em massa,
foram implementadas para aumentar sua producdo, camtuito de salvar vidas,
enquanto que a tentativa de sua sintese quimicanpareros quimicos e grandes
laboratérios, ndo obteve sucesso. A primeira edgéid de um composidlactamico,
ocorreu em 1945, quando Hodgkin e Low analisaramestrutura por cristalografia de
raio-X (BRAKHAGE, 1998; WRIGHT et al., 2014).

O acido 6-aminopenicilanico (6-APA), composto déseto por John Sheehan e

colaboradores, em 1958, constituido por um andiadelidina condensado a um affiel
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lactamico, forma a estrutura base das penicilipas,podem ser: Naturais, Biossintéticas
e Semi-sintéticas (WRIGHT et al.,2014; NIGAM et,2014). Sdo antimicrobiands
lactamicos, produzidas com base Penicillium chrysogenumAspergillus nidulanse
Cephalosporium acremoniumpossui atividade contra bactérias gram positivas
(BRAKHAGE, 1998; NIGAM et al., 2014).

Na biossintese da penicilina com basePewicillium chrysogenuma formacao
do anelp-lactdmico-tiazolidina inicia-se pela L-cisteind-&alina, em um processo ndo
ribossomal, por meio de um produto dipeptidico, posto do acido le—aminoadipico
(L-a-AAA) e L-cisteina, ou-AAA-cys (4cidoa-aminoadipico-cisteina). Em seguida a L-
valina é adicionada por uma reacdo de epimerizag&gultando em um composto
tripeptidico, o Le-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (LLD-tripeptideo) O primeiro
produto resultante da ciclizagdo do LLD-tripeptidemisopenicilina N (l-AAA-APA),
gue é o primeiro composto intermediario bioativoridadas penicilinas e cefalosporinas,
apesar de baixa atividade antimicrobiana. Na etagainte, a troca do &-AAA pelo
acido fenilacético ativado, catalisada pela enzmaicilina transacetilase, da origem a

benzilpenicilina (penicilina G) (BRAKHAGE, 1998; SAM et al., 2014).

2.3.2. Cefalosporinas

As cefalosporinas foram descobertas em 1948, parseppi Brotzu, da
Universidade de Cagliari (Italia), suas descobeftaam feitas a partir de estudos
realizados com microrganismos presentes na saidandeibo de esgoto, descobrindo
que as cepas déephalosporium acremoniupossuiam uma ou mais substancias que
eram antagonicas as bactérias, mas este fungmadbliprimeiramente para a producéo de

penicilina N. Em 1955, os quimicos Edward AbrahanGwy Newton, conseguiram
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purificar a cefalosporina C com base na cultur&dphalosporiuniBRAKHAGE, 1998;
WRIGHTet al.,2014)S&0 antimicrobianof-lactamicos produzidos com base nos fungos
Cephalosporium acremonium  (Acremonium chrysogenurimericellopssis e
Paecilomycesspp. possuem atividade de amplo espectro (NIGAMalet 2014,
BRAKHAGE, 1998).

Na biossintese da cefalosporinas, assim como dusilpas, segue a formacéao
do tripeptideo Le-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (LLD) para isopailina N (L- o-
AAA-APA). Na etapa seguinte, ocorre a producaoaleenantiomero, a penicilina N (D-
a-AAA-APA) pela acdo da enzima racemase labil. Aaxgase promove a expansao do
anel, formando a de acetoxicefalosporina C. Em idagwcorre a hidroxilacao pela
dioxigenase, originando o deacetilcefalosporinateddo como ponto final da via do
fungo a acetilacdo da cefalosporina C por uma feemse acetil-CoA-dependente

(BRAKHAGE, 1998; NIGAM et al., 2014).

2.3.3. Pleuromutilinas

Antimicrobiano produzido por um basidiomiceto, aygbmutilina, um metabdlito
secundario fungico, foi isolado pela primeira vez 951 por Kavanagh e colaboradores,
em uma triagem para compostos com atividade ambiriema (FAZAKERLEY et al.,
2013; NIGAM et al., 2014;). Produzida com base hogyos Pleurotus mutiluse P.
passeckerianospossui atividade contra bactérias Gram positivaade eficaz contra
vérias formas micoplasmas. Atuam se ligando a sdada 50S ribossomal, inibindo a
sintese de proteinas (NIGAM et al., 2014; WRIGH@lgt2014).

A preparacdo de mais de 66 derivados semi-singtdagpleuromutilina, resultou

na tiamulina (Denegard®) com atividade antimicrabiguperior contra bactérias Gram
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positivas e micoplasma, além da retapamulina (Ak@&h) (NIGAM et al., 2014;

FAZAKERLEY et al., 2013).

2.3.4. Acido fusidico

O éacido fusidico foi isolado pela primeira vez ef6Q, com base nos fungos
Fusidium coccineunfMoniliaceae) ouAcremonium fusidioided?ossui atividade contra
bactérias Gram positivas, Gram negativas e ana@a®bitais comoS. aureus, P.
aeruginosa Corinebacteria spp, Nocardia spp, Neisseria spp, Mycobaterium
tuberculosis dentre outras. No entanto seu uso é quase qluesiamente no tratamento
contra infec¢cdes por estafilococos associados ao®uantimicrobianos, devido a
possibilidade do surgimento de resisténcia na neoapia (NIGAM et al.,, 2014;
ELAZHARI et al.,2012).

Atua inibindo a sintese de proteinas, ndo deteduimeelos ribossomos, mas a
fatores de translocagdo durante o processo de atmrgo da cadeia peptidica

(FARRELL et al., 2011; NIGAM et al., 2014).

2.4 Metabdlitos secundarios produzidos Paecilomyces

O géneroPaecilomycedoi identificado por Samson (1974), que descresea
estreita relacdo comenicillium, diferindo na auséncia de colbnias com coloragiide/e
pelas fialides cilindricas curtas. Geralmente apresn conidiéforos simples ou em
sinemata, verticilados e sustentados por fialidsus conidios podem ser elipticos
unicelulares, hialinos ou pigmentados. A colénideapresentar dependendo da espécie

e do meio de cultura, coloracao esverdeada, eslicaag a amarela (SAMSON, 1974).
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Os fungos pertencentes ao géndtaecilomycestém sido fonte de novos
metabdlitos secundarios farmacologicamente atirgmesentados principalmente pelas
paecilotoxinas (peptideos lineares altamente téxictambém designados por
leucinostatinas) d@. lilacinus paeciloquinonas (antraguinonas, inibidores ddepma
tirosina quinase) dé°. carneusP-177, paecilosetina (derivado de acido tetramico,
antibiético) deP. farinosus e uma série de tricotecenos BetenuipegYANG et al.,
2009). Guo et al. (2007) verificaram que uma efwago micélio do fung®aecilomyces
sp., obtida por uma mistura de acetato de etilaamoé e cloroformio, proporcionou o
isolamento de um novo dimero metabdlito denominBdecilin A e seu mondmero
Paecilin B, que apresentaram efeitos de inibic&vesoélulas KB e a topoisomerase |
humana, em ensaios de citotoxicidade e efeitosaarder.

Farinosone A e B foram isoladas do extrato miadtidngo entomopatogénico
Paecilomyces farinosysintamente com farinosona C, um novo metabdlitivddo da
etapa inicial da biossintese de alcaldides da @isdCHENG et al., 2004Quatro
policetideos (Paecilocin A-B-C-D) foram isolados €fongo Paecilomyces variotii
derivados da agua-vivaNemopilemanomurai apresentando estruturas quimicas
elucidadas por analises espectroscépicas de RMNs Eesmpostos mostraram atividade
inibitéria contra bactérias patogénicas farmacotimesistentes §taphylococcus aureus
e Vibrio parahemolyticusiLIU et al., 2011).

Yang et al. (2009) estudaram o0s processos envalvida sintese do
Paecilodepsipeptideo A, isolado do fungo patogémcacinnamomeyscujo extrato
apresentou atividade citotdxica moderada para lihnlzesgens celulares do cancer, KB e
BC, juntamente com os seus derivados lineares |IBdepsipeptideos B e C. O
Paecilodepsipeptideo A apresentou também atividad&a o protozoari®lasmodium

falciparum causador da malaria. O composto Saintopin folaikn a partir de
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Paecilomycesp. apresentando atividade citotoxica para linhagkncélulas tumorais,
por inibicdo de enzimas nucleares (DNA-topoisomespgssenciais para o controle da
topologia do DNA em células de mamiferos, nos msae de replicacdo, transcricdo e
recombinacdo. As DNA-topoisomerases | e 1l sGoreagique alteram a conformacéo do
DNA através de um rearranjo de suas cadeias denolaleotideos. A enzima DNA-
topoisomerase |l ja foi identificada como o alvduta primdrio para varios agentes
antitumorais clinicamente importantes em humano&®MXSHITA et al., 1990;
ISHIYAMA et al., 1998). Paecilomide, um novo aldde derivado da piridona e potente
inibidor da acetilcolinesterase, foi isolado doratd dePaecilomyces lilacinyscom
estrutura elucidada por modernas técnicas de r&ssian magnética nuclear e por

espectrometria de massa, em pesquisa realizadales e Takahashi (2013).

2.5.Condicdes de cultivo associadas a producaosdbstancias antimicrobianas por

fungos

Para a producdo de substancias com um potencialienatbiano, varios fatores
sao essenciais para a producao deste metabdiitrorganismo produtor € o fator mais
determinante para o sucesso ou fracasso de umobeg®o. O microorganismo ideal
deve apresentar caracteristicas especiais comadrmimento de producéo, ser de facil
cultivo e manutencdo, manter constancia fisiolggsea sensivel as mudancas induzidas
pela exposicéo controlada a agentes mutagéniqwsferencialmente, ndo ser patogénica
(BU'LOC & KRISTIANSEN, 1987).

A producdo de um metabdlito fungico requer um comhento detalhado das
caracteristicas de crescimento e da fisiologiaudgd em estudo. Devendo-se considerar

no bioprocesso, diferentes condicdes fisioloégidagando em consideracdo que, cada
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fungo é Unico no seu desenvolvimento anatomico, faldmico e fisioldgico
(PAPAGIANNI, 2004).

Essas diferencas ocorrem ndo apenas entre o0 maudto, isto €, em substrato
liguido ou solido, devido a alteracdo em algum rfaijpe venha a interferir no
desenvolvimento do fungo. Por isso, a cada processoondicbes precisas e 0 correto
estagio de desenvolvimento do microrganismo devemestabelecidos para que seja
alcancada a produgcdo maxima do metabdlito de sgereSendo um ponto que necessita
grande atencdo para maximizar a capacidade e jpateecproducéo dessas substancias
bioativas (PAPAGIANNI, 2004).

A producdo de substancias antimicrobianas ocorreantlet o processo
fermentativo e é influenciada por fatores fisicammbém pela composi¢do nutricional
do meio (PISAREVA& KUJUMDZIEVA, 2010; PURWADARIA et al., 2010). Assim
uma mesma linhagem pode produzir diversas subatmmis sofre influéncia direta das
condicOes da cultura (MIYAKE et al., 2008).

As fontes de carbono e nitrogénio influenciam rescimento do fungo, producéo
de substancias bioativas e no rendimento da sulistatesejada (PISAREVA &
KUJUMDZIEVA, 2010; RUIZ et al.,, 2010). O carbonon&cessario ao metabolismo
celular para a obtencdo de energia e estad relalmora formacdo de biomassa
(CHATTERJEEet al.,2009; CELESTINO, 2013).

Muitos metabdlitos secundarios sdo produzidos sposta as condi¢cdes adversas
do ambiente, por isso altas concentracbes de glipaslem reprimir a producéo de
pigmentos (MARCOLETA et al., 2011; RUIZ et al., B)1Estudos tém mostrado a
influéncia dos carboidratos na producédo de subssrantimicrobianas produzidos por
fungos ou até mesmo na deplecdo da producdo (MARKI@ALet al., 2011,

VELMURUGAN et al., 2010).
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As fontes nitrogenadas regulam a expressao de glenieseresse e podem ativar
vias metabdlicas importantes na producdo dessadaswins, além de participarem da
estrutura quimica dos mesmos, sendo um importatde d ser considerado na producao
desses compostos (CHATTERJEE et al., 2009; HAJIAUD,&012).

Portanto, alternativas para melhorar a producasutkstancias antimicrobianas
em larga escala, como o estudo das fontes de @asbortrogénio de meios de cultivo,
podem diminuir os custos e aumentar o rendimentelhanando a viabilidade da
producdo industrial, uma vez que sao executadasasn@tapas desde 0 processo
fermentativo até a purificacdo, o que pode ocasibaias concentragdes do produto de

interesse (LIVERMORE, 2011).

2.5.1. Fontes de carbono

A maioria dos fungos utiliza glicose, mas muitosras! acicares podem servir
como fontes de carbono. A utilizacdo de outros amtgs organicos como fonte de
carbono que nao sejam carboidratos, juntamente @onecessidade universal por
acucares para finalidades biossintéticas, indicec@aréncia de gliconeogénese nestes
fungos. Fungos produzem enzimas hidroliticas eslnéares que podem hidrolisar amido
(amilases), celulose (celulases), lignina (lignasglitina (quitininase), proteinas
(proteases), entre outras, sendo a producdo dependl espécie fangica e das
condicdes de cultivo (CELESTINO, 2013).

Considerando que o ciclo dos acidos tricarboxilesta presente praticamente em
todos os fungos, os intermediarios do ciclo podémaracomo fonte de carbono para
muitos deles. Para muitos fungos uma fonte exddesies acidos ndo consegue penetrar
na célula, entretanto o acido citrico e acido suceipodem ser utilizados por muitos

deles. Outros &cidos organicos como os acidoofattartarico e acético e acidos graxos
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de cadeia longa podem ser assimilados por algumgofu Os acidos organicos sao
fornecidos como sais (de sodio, potassio ou am@rapa evitar que 0 meio se torne
muito acido. O glicerol é uma 6étima fonte de cadbpara muitos fungos. Alguns fungos
produzem lipase extracelular que hidrolisa lipidiaglicerol e acidos graxos, que podem
ser assimilados. Apesar de os aminoacidos e pastsgrem usados principalmente como
fonte de nitrogénio eles, também, podem atuar clumie Gnica de carbono por alguns

fungos (CARLILE & WATKINSON, 1997; CELESTINO, 2013)

2.5.2. Fontes de Nitrogénio

A maioria dos fungos pode assimilar nitrogénio g@mico sob a forma de nitrato
ou amoénia em adicdo a utilizacdo de grande divalsidde compostos orgéanicos
nitrogenados. Como um dos maiores reguladores simiés;ao de nitrogénio temos a
amodnia e, na sua presenca, € reprimida a utilizdedoutras fontes nitrogenadas como
nitrato, aminoacido e proteina. Os aminoacidos qu@eos peptideos obtidos de
hidrolisados de proteinas (peptonas) podem sespostados para dentro da célula.
Peptideos grandes e proteinas necessitam, anteshidmlisados por enzimas

extracelulares, as proteinases (CARLILE & WATKINSQI997; CELESTINO, 2013).

2.5.3. Relacao carbono / nitrogénio

Um meio balanceado podera conter cerca de dez weaes carbono do que
nitrogénio (10:1). Uma relagdo de 10:1 ou menosrgarum alto contetdo protéico e
uma relacdo muito maior, por exemplo, 50:1, faver@oumulacdo de alcool metabdlitos

secundarios derivados do acetato, lipideos ougamigsideos extracelulares.
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Por isso, a relacdo carbono/nitrogénio exige graelecdo durante o cultivo em

processos fermentativos (CARLILE & WATKINSON, 1997ELESTINO, 2013).

2.6.Mecanismos de acao dos antimicrobianos

Os antibidticos podem ser classificados de divefeamas. A maneira mais
comum de classifica-los € de acordo com o moda;éde eontra o organismo infectante,
podendo também ser classificados conforme suat@strquimica e quanto ao espectro
de acdo que pode ser largo (compostos ativos cbattérias gram-positivas e bactérias
gram-negativas), baixo (compostos efetivos contra grupo restrito de bactérias) e
intermediario (substancias com atividade contraurabp espécies bacterianas gram-
negativas) o que dependerd da espécie bacterianajuas estes sdo ativos
(GUIMARAES et al., 2010).

A atividade dos antimicrobianos depende da ligal@ mesmos aos seus alvos
bioguimicos, com saturacdo suficiente para blogaefamcado celular normal e deter o
crescimento  microbiano. As penicilinas, cefalospasi carbapenémicos e
monobactamicos contém em sua estrutura um anelati@aico, que interage com
proteinas denominadas PBPBReficillin Binding Proteif), inibindo a reacdo de
transpeptidagdo, responsavel pela ligacdo entrecameias de tetrapeptideos do
peptideoglicano. Com isso, h4d o impedimento da &gén das ligacdes entre o0s
tetrapeptideos de cadeias adjacentes do peptidangli ocasionando uma perda na
rigidez da parede celular. Acredita-se, também,tgisedrogas podem atuar promovendo
a ativacdo de enzimas autoliticas, resultando geadacdo da parede (FISHER et al.,
2005).

A vancomicina (glicopeptideo), por sua vez, se tiggalentemente a extremidade

do pentapeptideo (D-Ala-D-Ala) e o complexo formadom o precursor do
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peptideoglicano previne a acao das transglicosilaselas transpeptidases (WRIGHT,
2007).

Outro exemplo de mecanismo de acdo dos antibidéticasinibicdo da sintese
proteica. Neste grupo estdo 0s macrolideos, conitooraicina, claritromicina e
azitromicina, e as lincozamidas, que se ligam aisidade ribossomal 50S e inibem a
translocacdo do complexo ribossémico. A linezolima os aminoglicosideos
(estreptomicina, gentamicina, canamicina,) interfercom a formacéo do complexo de
iniciacdo, a primeira interagindo com a subunida@® do ribossomo, e os ultimos com a
subunidade 30S. As tetraciclinas também se ligaobanidade ribossomal 30S (sitio A),
impedindo a ligagdo do aminoacetil-tRNA, enquantiooanfenicol se liga a subunidade
ribossomal 50S, inibindo a ligacdo do tRNA e datigdptransferase e, assim, a
elongacéo do peptideo (TENSON& MANKIN, 2006).

As quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacino, rfioxacino, entre outros) e
anovobiocina previnem a replicacdo do DNA e a tagdo por meio da inibicdo da
DNA girase ou da topoisomerase IV. A transcricddriMA € inibida pela atividade da
rifampicina sobre a RNA polimerase (HAWKEY, 2003).

Polimixinas atuam como agentes tensoativos cat8nigue rompem a estrutura
dos fosfolipidios da membrana celular e aumentapermeabilidade da célula. S&o
extremamente eficientes contra Gram-negativos, p@ietam tanto a membrana
citoplasmatica como a membrana externa da paretidaccg KAYE, 2004). A
daptomicina, um lipopeptideo aprovado pelo FDA e@0D3 também atua nos
fosfolipideos, promovendo rapida despolarizacamembrana celular, com consequente
perda do potencial de membrana e inibicdo de todtalmlismo celular (STRAUS&

HANCOCK, 2006).
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Outro importante mecanismo de acdo é o antagonisetabdlico, que ocorre,
geralmente, por meio de inibicdo competitiva. Negtgo se destacam o trimetoprim e
as sulfonamidas, que afetam enzimas da via metabdb acido félico. A isoniazida
afeta o metabolismo do NAD ou piridoxal, inibindsiatese do acido micodlico - “fator

corda” (TAVARES, 2002).

2.6.1. Interferéncia na sintese da parede celular

A parede celular é responsavel por dar forma eemia célula bacteriana. Ela
serve como uma barreira osmatica permite que asrmretenham nutrientes, proteinas
essenciais e 4cidas nucléicos no seu interior etemlaam certas moléculas em seu
exterior (KOCH, 2003).

A membrana externa tem constituicdo diferente comfoa bactéria seja Gram
negativa ou Gram positiva. Entretanto, todas téma ucamada em comum, O
peptideoglicano (KOCH, 2003). Nos microrganismosar®r positivos, esse muco
peptideo compreende 60% da parede celular, sendstante constituido de acidos
tedicos, ribonucleato de magnésio e carboidra®si0$ Gram negativos, ele constitui
10% da parede, formando, entdo, uma camada bdsa&asqual se situa uma camada
externa composta por lipopolissacarideos, fosfidipé e proteinas (JANKNEGT et
al.,1996; HARBARTH et al., 2001).

A sintese do peptideoglicano ocorre em trés etapagrimeira ocorre no
citoplasma bacteriano e resulta na formacgéo deariwadio do acido Nacetilmuramico,o
acido uridinodifosfato-N-acetilmuramico. Na segurdapa da sintese da parede celular
ocorre a formacdo de um composto derivado do adidcetiimuramicocom um
pentapeptideo, que sera transportado por um fpilebpara fora da membrana

citoplasmatica, juntamente com moléculas de N8gtetisamina. No meio externo
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ocorrerd a terceira etapa com as reacdes detrevsifficdo e transpeptidagéo
(MAINARDI, 2002).

Proteinas ligadoras de penicilina ou PBRPencillin-Bindin Proteiny sdo
proteinas situadas na face externa da membranplasitodtica, que tém atividade
enzimatica de transglicosidases, transpeptidasgbpxipeptidasese endopeptidases, e
participam na terceira etapa da biossintese daasnowléculas de peptideoglicano
(PERIRI, MAZZEI, 1999). Estas PBPs sdo os pringpaivos dos antibidticos beta-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeér@snemonobactamicos), os quais
inibbem sua acdo e, consequentemente, a formacdpeplideoglicano havendo lise

osmotica (SING, 2004).

2.6.2. Alteracdes na permeabilidade da membraoplagmatica

A membrana citoplasmatica ou membrana interna, ciammibém é chamada, se
localiza abaixo da parede celular e envolvendotopleisma onde se encontram as
organelas essenciais para as fun¢des vitais domarismo. Sua constituicdo € a mesma
para Gram positivos e negativos. Cerca de 66% aeasustituicio sdo proteinas e 33%
sao lipideos, principalmente fosfolipideos (YAO& MOLERING, 2007).

Ela possui permeabilidade seletiva que controlaassagem de solucdes para
dentro e fora da célula e também apresenta unmeist@zimatico de transporte ativo. E
onde ocorre a sintese de ATP por oxidacdo fosfimalae onde estdo as enzimas
envolvidas na sintese do peptideoglicano (YAO& MQERING, 2007).

Alteracdes fisico-quimicas da membrana citoplasradtivam a morte bacteriana,
pois a permeabilidade seletiva é rompida, havendaida de elementos vitais a célula,
como fosfatos, ions, purinas e acidos nucléicoseritada de substancias nocivas ao

metabolismo bacteriano. Além disso, a morte celplade ocorrer por alteracées do
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sistema respiratério da célula. Existem antibi@iaue se ligam aos constituintes
normais da membrana provocando desordem funciBstds sdo os mecanismos de acao

das polimixinas e tirotricina (YAO& MOELLERING, 200.

2.6.3. Interferéncia na replicacdo do DNA

Quando as duas fitas da dupla hélice de DNA (adekoxirribonucléico) sao
separadas, cada uma pode servir como um molde iqases de uma nova fita
complementar, produzindo duas novas fitas idéntcas orientacdo antiparalela. Este
processo € chamado replicacéo e é feito porpolsasra

Na replicacéo, ocorrem dois fendbmenos fisicos:saateracdo e a renaturacdo da
dupla fita, ou seja, fusdo da dupla fita realizadacipalmente pela topoisomerase, e
reanelamento formando uma nova fita (WAGA& STILLMAMNO98). Antibidticos que
tém como mecanismo de acéao interferir na replicagdDNA atuam, na grande maioria
das vezes, ligando-se a topoisomerase, como naleasguinolonas e do acido nalidixico

(HARDY& COZZARELLI, 2003).

2.6.4. Interferéncia na sintese protéica

A sintese proteica € um processo metabdlico, &epartir de gene cromossomais
que envolve trés fases: a iniciacdo, a extensaoternainacdo (NOLLER, 1984).A
iniciacdo envolve a reacdo que precede a ligacdwre em primeiro e 0 segundo
aminoacido que irdo formar a proteina. Ocorre ergdigacdo do ribossomo a sequéncia
que precede a regido codificadora do acido rib@mwerimensageiro (MRNA) formando
um complexo que contem o primeiro aminoacilRNA sgortador (tRNA). A molécula
de mRNA possui cdédons, que sdo sequéncias espscficmadas por trés bases. O

tRNA possui anticédons que se ligam aos cédons EbdlA Os cddons especificam a
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insercdo na cadeia peptidica em formacdo do amdwécansportado pelo Trna
(SACHS, SARNOW, HENTZ, 1997).

A extensdo envolve todas as reagbes com adicamumacidos a extremidade
carboxila da cadeia polipeptidica em formacdo. Dlgraesta etapa,0os ribossomos
movem-se do 5'terminal ao 3'terminal do mMRNA qu&eendo traduzido. Este processo
chama-se translocacdo. A formacdo das ligacOesidpzs € catalisada pela
peptidiltransferase (SACHS, SARNOW, HENTZ, 1997).

A terminacdo é feita por um codon de terminacdoseguida respectivamente
pela liberacdo da proteina sintetizada e pela dmss@o do ribossomo e do mRNA
(SACHS, SARNOW, HENTZ, 1997).

A sintese protéica pode sofrer interferéncia enmmsdases, como na formacgéo
dos RNA (RNA mensageiro, RNA ribossomal e RNA dengporte), na fixacdo do
MRNA ou do tRNA ao ribossomo. A interferéncia natese dos RNA é observada com
as rifampicinas, que se ligam de maneira irrevets&¢ RNA polimerase. Ja o
cloranfenicol atua ligando-se a fracdo 30S do sbo®,impedindo a ligacdo do tRNA,
inibindo a acédo da peptidil transferase. As linogsas (clindamicina e lincomicina)
atuam da mesma maneira que o cloranfenicol e eni@il, porém ligam-se a por¢cao
50S. As tetraciclinas ligam-se a fracdo 30S impimlia ligacdo do tRNA e
consequentemente o aporte de aminoacidos. Os mtgo®lligam-se também a porgéo
50S inibindo a translocac¢ao do tRNA e bloqueandnido dos aminoacidos na formacao
da cadeia peptidica (YAO& MOELLERING, 2007). A tdébel mostra os principais
agentes antimicrobianos e seus respectivos sigtosgdo para atividade frente aos

microorganismos.
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Tabela 1 - Mecanismos de acdo dos antimicrobianos.

Agente

Sitio de acdo

Efeito

beta-lactamicos
(penicilinas,
cefalosporinas,
carbapenémicos,
monobactamicos

Parede Celular: proteinas ligadoras

de penicilina (PBPs).

Inibe a transpeptidacéo, impede a sintese da
parede celular.

(aztreonam)

Inibe a polimerizacdo dos sacarideos
Vancomicina, Parede celular: terminal D-alanil- precursores de
Teicoplanina Dalaninado pentapeptideo peptideoglicano(transglicosilagédo) impede a

precursor do peptideoglicano

sintese da parede celular

Aminoglicosideos

Sintese proteica: subunidade
30s do ribossomo

Inibe o0 alongamento do peptideo, causa leitura
errada do codigo genético, inibe a sintese
proteica.

Tetraciclina

Sintese proteica: subunidade 30s
do ribossomo.

Inibe a ligagdo com t RNA, inibe a sintese de
proteica.

Cloranfenicol

Sintese proteica: subunidade 50s
do ribossomo.

Bloqueia a ligagdo amino-acil do tRNA.

Macrolideos Sintese proteica: subunidade 50s Bloqueia a transferéncia do aminoacido ao
do ribossomo peptideo, inibe a sintese proteica.
Clindamicina Clindamicina Sintese proteica Bloqueia a transferéncia do aminoacido ao

subunidade ribossomo 50s

peptideo, inibe a sintese proteica.

Quinupristina,
Dalfopristina

Sintese proteica: subunidade 50s
do ribossomo.

Bloqueia a extrusé@o de cadeias
Peptidicas, inibe a sintese proteica

Oxazolidinas Sintese proteica: subunidade 50s Bloqueia a formagao do complexo de iniciacdo
(linezolida) do ribossomo. 70s, inibe a sintese proteica.
Rifampicina Sintese do acido nucléico:

subunidade B do DNA
dependente RNA polimerase

Inibe a sintese do RNA

Metronidazol

Sintese do acido nucléico

Causa danos aos acidos nucléicos, inibe a
sintese do DNA.

Quinolonas

Sintese do acido nucléico: DNA
girase e topoisomerase IV

Dificultam o espiralamento do DNA, inibe a
sintese do DNA.

Sulfonamidas

Sintese do acido félico
diidropteroato sintetase

Inibicdo competitiva com a sintese do
diidrofolato para acidp-aminobenzadico,
pteroato e acido glutamico.

Trimetoprim

Sintese do acido folico
Dihidrofolato redutase

Inibe reduc¢éo do diidrofolato ao acido
Tetrahidrofélico.

Fonte: Craig WA 2004.
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2.6.5 Citotoxicidadén vitro

O Alamar Blue é um indicador fluorescente/colorineét com propriedades
redox. Em células com proliferacdo o Alamar Blueduzido. A forma oxidada é azul e
nao-fluorescente (indicando célula ndo viavel)ferma reduzida é rosea e fluorescente
(indicando célula viavel).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metogdia descrita por Ahmed e
colaboradores (1994) com o intuito de analisar abilidade celular das células da
linhagem MRC-5 na presenca de diferentes concémsagas substancias testadas. As
células foram cultivadas em garrafa de cultura omeio DMEM alta glicose completo, e
para o teste transferidas para placas de 96 pag@®nmcentracdo celular de 0,5 x* 10
células/ poco. A placa foi entdo mantida em culpoa 24 h em incubadora de €@
37°C com atmosfera de 5 % de £@p0os este tempo, foram adicionadas as amostgas na
devidas concentracfes supramencionadas e a plananezeu em cultura por 24 horas
nas mesmas condi¢cdes. O grupo controle negativebeeicno po¢co somente meio de
cultura e como controle positivo de farmaco pad@onorte foi utilizado Doxorrubicina
nas concentracbes de 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5¢ BD uM. Decorrido 24h de
tratamento, foi acrescentado dez microlitros dacgam de uso de Alamar Blue (solucéo
estoque 0,4% -1:20 em meio de cultura sem sorb detano) em cada poco da placa.
Apo6s 3 h de metabolizacdo de exposicao ao Alamae,Betirando da estufa meia hora
antes do término, a fluorescéncia foi medida usaedam leitor de microplaca Elisa
(marca Beckman e Coulter). Os dados foram analssanorelacéo ao controle utilizando

o Programa de estatistica GraphPad Prisma ver8ao 5.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Investigar a producdo e identidade de substannibgloras do cresciments.

aureusMRSA produzidas pdPaecilomyce$i59.

3.2. Especificos

. Caracterizacao taxondmica Baecilomyced59.

. Estudar a influéncia das condi¢cdes de cultivo eigiobais na producdo das

substancias antimicrobianas.

. Realizar o isolamento quimico das substancias ¢mdade antimicrobiana.

. Verificar a citotoxicidadén vitro da substancia isolada.
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4. MATERIAIS E METODOS

O fluxograma a seguir (Figurl) apresenta as principais etapas do pres

projeto de pesquisa.

Reativacio do fungoe
Peacelomyces H59
Caracterizacio Influéncia dosFatores
Morfologica do Bioprocesso
| |
. Isolamento Quimico
Taxondmica da SabsiSncia
RMN da Substincia
Teste de citotoxicidade

Figura 1. Fluxo das atividades realizada presente trabalho.

4.1 Micro-organismo

O isolado H59, foi obtido da Cole¢édo de Fungosnderésse Médico do INPA,
mantido em meio BDA e armazenado em geladeira a

Paa a avaliacdo da atividade antimicrobiana do fuktf® foi utilizado c
microrganismo:Staphylococcus aurelATCC 43300 (resistente a meticili- MRSA),
no qual foi mantido em meio Agar nutriente (5,0 g/L de peptona; 3,0 g/L de extr.

de carne e 10%e glicerol).



43

4.2 Procedimentos

Todos os experimentos foram realizados em tri@ieatoi calculado a média e o

desvio padréo para cada uma das determina¢Oezackdi

4.2.1 Taxonomia do isolado H59

O isolado H59 foi semeado em tubo de ensaio coatemelo de cultivo batata
dextrose agar — BDA (MERCK®) e incubado a +/- 2¢f& 7 dias para ser avaliado
macro e micro-morfologicamente.

Na analise macromorfoldgica, o isolado foi semeaicum ponto central de uma
camada de &gar distribuido em placa de Petri. Realo-se uma observacdo da
morfologia da coldnia: cor, textura, superficiegmento difusivel no meio de cultura,
analisando também a velocidade de crescimento.

Para a analise micromorfolégica, um fragmento ae 8PA (20 x 20 x 10 mm)
foi semeado com o fungo e colocado sob uma lamiestéril (22 x 22 mm). Esse
fragmento foi incubado em uma placa de Petri 8260 +/- 14 dias. Apés esse periodo,
a laminula foi retirada com o auxilio de uma pingaidadosamente, e sobre a lamina
estéril foi adicionado uma gota de corante azuadefenol-algod&o. As estruturas foram

visualizadas em microscépio 6ptico com objetivdde (RIDELL, 1950).

4.2.2 Influéncias das condi¢cdes de cultivo e nigingis na producdo das substancias

antimicrobianas

O bioprocesso foi realizado em erlenmeyer (125 pdrjtendo 50 mL de caldo
Czapek: Nitrato de sédio (3g/L); Fosfato monobasleopotassio (1,3 g/L); Cloreto de

potassio (0,5 g/L); Sulfato de magnésio (0,5 g&yjfato ferroso (0,01 g/L); Sacarose
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(30 g/L). A esse meio foi inoculado com 1%Eporos/mLdo fungPaecilomyce$i59 e
incubados por 14 dias, em condi¢des estéticaszaadb-se os testes em triplicatas e em
diferentes erlenmeyers, mantendo os bioprocessosoadicdes estaticas por 15 dias e
temperatura ambiente.

A constituicdo nutricional dos meios de cultivo t#m foi investigada. Os
bioprocessos foram realizados como descrito amtegiote, no entanto, foram avaliados,
de forma univariada, a influéncia do tipo de fotheecarbono [30g/L] (Sacarose, Glicose,
Frutose, Galactose, Arabinose, Ramnose e Xiloseprie de nitrogénio [3 g/L] (Nitrato
de sédio, Peptona, Extrato de malte, extrato dediena e glutamato monossédico).

A influéncia das condi¢bes de cultivo foi investigana producdo de substancia
com atividade antimicrobiana. Os bioprocessos foraalizados como descrito no
paragrafo anterior, no entanto, foi avaliada, aen#ounivariada, a influéncia do tamanho
de in6culo (16, 1¢%, 10, 1 e 10), pH’s (3, 5, 7 e 9), agitacdo orbital (0, 50, ED50
rpm) .

Apds o tempo determinado de cada processo, osmpades foram submetidos a
filtracdo (filtro qualitativo tipo celulose Whatmar? 4). O filtrado foi esterilizado por
microfiltracdo em membrana de 0,22 um (Millipore)sebmetido aos ensaios de

atividade antimicrobiana em difusdo em agar poopO¢ALGAS, 2007).

4.2.3 Determinagéo da atividade antimicrobiana

O método de difusdo em agar por poco foi realizemitforme Valgas (2007).
Foram feitos pogcos de 6 mm de didmetro no meialtara agar MH em placas de Petri.
Para a preparacdo do inéculo bacteriano com tuovde&,5 da escala de MacFarland,

foi utilizado o aparelho espectrofotometro (QUIMIS® semeado na superficie do agar
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Mueller Hinton(MERCK®), com o0 uso de um swab estéril. Foram adicionaliigsotas
de 100uL do filtrado de cultura dos fungos nos pocos dawidnte identificados. Para o
controle positivo de formacé&o do halo de inibigacam utilizados 3Qug de vancomicina

paraS. aureuATCC 43300 (MRSA). Para o controle negativo, fdizado agua.

4.2.4 Técnica de bioautografia em placas de cragrafia em camada delgada (CCD)

pelo método do agar-overlay

Para o desenvolvimento desta técnica foram utdigadicialmente as fases DCM
e AcOEt obtidas a partir do caldo Baecilomyce$159, assim como a fracao obtida por
LIMA, 2016 (Fracdo H59) e posteriormente as fracfmsidas de 5 - 9 obtidas do
fracionamento da fase DCM. Para isto as amostragfaplicadas em cromatoplacas de
silica G 60 F254 de 7 x 10 cm, aplicou-se 10uL attadase (DCM, AcOEt e H59) na
concentracdo de 1 mg/mL, reservando uma &rea papdicacdo do controle positivo:
solugéo de vancomicina (30 pug/mL). Para avaliag®fchcOes de 5-9 obtidas da fase
DCM foram aplicadas 10 pL na concentracdo de 38/ A eluicdo foi realizada no
sistema diclorometano/acetato de etila (20:80 3. vipo6s a eluicdo, as placas foram
deixadas na bancada durante um periodo de 1h ptakevaporacdo do solvente
utilizado, as cromatoplacas foram colocadas emaplate Petri (20 x 100 mm de
didametro) estéreis, as quais foram coberta comxapanslamente 10 mL do meio agar
Mauller Hinton, liquefeito a 45 °C, no qual previamte tinha sido adicionado 12(Q@Q de
uma solucéo aquosa de cloreto de 2,3,5-triferalzétio (2 mg/mL) por cada 40 mL de
meio agar. ApoOs a solidificacdo do meio, foi prepga o indculo bacteriano com
turvacdo de 0,5 da escala de MacFarland, para ¢ fquautilizado o aparelho

espectrofotdmetro (QUIMIS®) obtendo-se uma absariadentre 0.08 e 0.10 a 625 nm o
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que equivale a uma suspensdo bacteriana contemdrirapdamente de 1 a 2 x 10
UFC/mL, e semeado sobre a placa. Posteriormentaca foi incubada a 37°C por 24
horas. A atividade foi detectada através da formagahalo de inibicdo (esbranquicado)

contra um fundo roxo (SAXENA, 1995).

4.2.5 Isolamento quimico das substancias com atieiintimicrobiana

Para o isolamento das substancias produzidaBaexilomyce$159 foi realizado
um bioprocesso nas condi¢cdes otimizadas para dmede um volume contendo os
antimicrobianos, esse volume foi submetido a edtrdiguido-liquido (particdo) com os
solventes diclorometano (DCM) - (NUCLEAR®) e acetatle etila (AcOEt) -
(SYNTH®) e apos evaporacao dos solventes as fasas fanalisadas em cromatografia
em camada delgada comparativa (CCDC). Cada frdgifadadoi solubilizada com 1 mL
de AcOEt e aplicados aproximadamenteullOna superficie da placa cromatografica de
Silica gel G60 F254 com superficie oposta de alion{d cm x 5 cm) e entédo
desenvolvida com 5 mL do sistema diclorometancégete etila (20:80 — v/v). As
placas cromatogréaficas foram reveladas com luzawdleta (254nm / 365nm) e
anisaldeido sulfurico.

ApoOs andlises a fase DCM foi fracionada por colenoanatografica aberta (CCA)
em Silica gel como fase estacionaria (h x @ = ¥{H8 cm) (Sigma-Aldrich® G60
F254), e eluida com 35 mL de diclorometano/acetio etila (9:1), 25 mL de
diclorometano/acetato de etila (8:2), 25 mL dedadminetado/acetato de etila (6:4), 25
mL de diclorometado/acetato de etila (1:1), 25 neldiclorometado/acetato de etila
(4:6), 25 mL de diclorometado/acetato de etila)(®% mL de acetato de etila 100%, 25
mL de metanol 100%. Obtendo-se 38 fracdes,as quais a evaporacao dos solventes

foram submetidas a analise por (CCDC) observandosemelhanca das fracbes 5 a 9
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guando reveladas com luz ultravioleta (254nm / &§5@ anisaldeido sulftrico pelo qual

foram reunidas. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

4.2.6 ldentificacao das substancias isoladas

A identificacao/caracterizacdo das amostras fdizeda por meio das analises
dos espectros de RMN no aparelho Bruker Fourier 88Gleslocamentos quimicas (
foram expressos em ppm e as constantes de acoptatdeem Hertz de'H e de™*C
(mono e bidimensionais) e LC/EM realizadas em dparenicrOTOF-Q, da Bruker
Daltonics, as quais foram realizadas na Centrallidecea do Laboratorio Tematico de

Quimica de Produtos Naturais — LTQPN do INPA.

4.2.7 Citotoxicidadén vitro

Células: As linhagens celulares utilizadas foram MRC-5rfiilasto de pulméao
humano) cultivadas em meio de cultivo DMEM altacgde, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidtico, mantidas mmubadora de COa 37C e

atmosfera contendo 5% de €0

Amostra: A amostra foi solubilizada em meio de cultura DMBNa glicose e

testado nas concentracdes decrescentesl.56, 2%218.5, 25 e 50 pg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho encontram-sesgpna forma de artigo, que

sera submetida a revista International Journal icfdiology.
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Resumo

Staphylococcus aureug um patégeno humano oportunista mais frequentement
associado a infecgcdes adquiridas na comunidade emmoiente hospitalar. Esse
organismo € extremamente adaptavel e ao longo decumo espaco de tempo
desenvolveu estratégias de resisténcias aos aribidonos, dessa forma, a
bioprospeccédo de novas drogas capazes de faibphylococcus aureusistentes a
meticilina-MRSA é um importante campo para o deskimento de pesquisas. Nesse
contexto, recentemente, no laboratorio de micologidNPA foi identificado uma
linhagem fungic&aecilomyced59 produtora de substancias capazes de inibir 8MR
Diante dessa descoberta, o objetivo do estudm¥eistigar a producao e caracterizacao
de substancia com atividade inibitéria frente a MR#oduzida porPaecilomyced59.

A estratégia metodologica para alcancar esse wbjeincluiu:a) Caracterizacao
taxonOmica dePaecilomyced59; b) Otimizacdoda producédo de substancias apeas
bioprocesso submerso e c) Isolamento e identifadas substancias ativas frente o
MRSA. A caracterizagdo taxonomica deaecilomyced59 demonstrou todas as
estruturas fungicas relatadas em literatura ideatitlo-o como pertencente ao género
supracitado. Os fatores ajustados para a maiowupéoaddos antimicrobianos foram: a)
uso da glicose como fonte de carbono; b) qualqueefde nitrogénio testada; c) pH 5, d)
inculo 1x16 e auséncia de agitacdo orbital. No isolamento etifitacdo das
substancias ativas as analises da espectrometrianaksas com ionizacao por
Eletronspray (ESI-EM) dasfases DCM e AcOEt(fracbes 5-9)demonstraicos
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majoritarios e semelhantes com a massa de rhBE5formula molecular @H70,,
sugerindo-se que seja esse 0 responsavel pelalaalivi antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureugsistente a meticilina - MRSA. E verificar a titicidadein
vitro da substancia isolada pelo método de Alamar BlDs.resultados desse trabalho
indicam que a bioprospecc¢éao de substancias cordad® antimicrobiana produzidas por
Paecilomycdd59 é uma alternativa para apesquisa e desenvaitonte novas drogas
com atividade antimicrobiana, sendo vital paragqget a saude humana frente a bactérias
multirresistentes. Pacientes, médicos e a indUstnaacéutica possuem grande interesse
nessa abordagem.

Palavras chavesResisténcia bacteriana, Bioprospeccao e Fungog&meos.

1 Introducéo

O Staphylococcus aureus tanto uma bactéria comensal quanto um patdégeno
humano. Aproximadamente 30% da populacdo humanaaéoizadas po6. aureus
(WERTHEIMet al., 2005). Simultaneamente, é umaplagipais causas de bacteremia e
endocardite infecciosa (El), bem como osteoarticuleele e tecidos moles e
pleuropulmonar (COATES et al., 2014; STRYJEWSKalet2014).

O tratamento de infec¢cOes pafdaphylococcus aureugor muitos anos foi
realizado com o uso terapéutico da meticilina, wdot devido a administragéo indevida,
surgiram cepas resistentes a esta droga e pasaasandenominadas &aphylococcus
aureusresistentes a meticilina (MRSA). Essa resisténeiaeve a aquisicdo do gene
mecA, que codifica uma PBP (proteina ligadora deigiaa) mutada, impedindo a
ligacdo da droga na parede celular bacteriana (Fe¥\,2005).

A frequéncia de infec¢cGes ocasionadas por MRSAdpmsentado crescimento
continuo em instituicdes hospitalares a nivel malndausando mais de 100 mil infe¢es
a cada ano (BURKE, 2003; DE LENCASTRE et al.,20COHEN et al.,2008;).
Tradicionalmente, as infecgbes causadas pelo MRS&vam limitadas aos hospitais

(HA-MRSA); mas, nos Uultimos anos, as infeccbes @adas ou adquiridas na
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comunidade (CA-MRSA) estdo sendo documentadas deafaerescente em todo o
mundo. A bioprospeccdo de substancias inibidoragescimento d&. aureus MRSA

€ uma das possibilidades de contornar essa protid@ngaa literatura apresenta diversos
trabalhos com esses objetivos.

O fungo entomopatogénid®aecilomyces farinosussolado de larvas de insetos,
foi estudado por (LANG et al., 2005), onde foi &t e identificado metabdlitos
denominado Paecilosetina 1, ativo conBacillus. subtilis, Cladosporium resinae
Trichophyton mentagrophyte©utra espécie fungica com o potencial produtor de
substancia ativa é o fungo endofitico de mangaecilomyces varioti(FEL 32),
estudado por (SILVA et al.,, 2013) onde identificaraa producdo da substancia
Viriditoxina (dimero — 6’6binafta-a-piranona, - 3f30014) responsavel pela
antimicrobiana frente aMicrococcussp. Staphylococcus aureu&nterococcussp. S.
aureuscoagulase negativa.

Paeciloside A foi isolada de culturas Blaecilomycesp. (CAFT156), um fungo
endofitico que ocorre enknantia chlorantha Oliv(Annonaceae). Sua estrutura foi
elucidada usando experimentos de RMN, MS, UV, ZDgecom subsequente Analise de
difracédo de raios X usando radiacda He cobre. Paeciloside A, apresentou efeitos
inibitérios sobre duas bactérias gram-positigegillus subtilise Staphylococcus aureus
(TALONTSI et al., 2012)

A floresta amazobnica possui grande diversidadeckgem de carbono muito
veloz demonstrando ser local adequado para reabizde estudos de bioprospeccéo.
Recentemente, Lima (2016) investigou a bioprospgecdgiantimicrobianos produzidos
por fungos isolados de amostras do solo Amazolisse autor identificou um isolado,
Paecilomycdd59 como produtor de substancias antimicrobiarexgdraStaphylococcus

aureusresistentes a meticilina (MRSA). No entanto, essatsstancias foram apenas
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parcialmente identificadas de forma que ainda sftessarios estudos de identificacdo
taxonOmica dePaecilomyceld59, avaliacdo dos fatores de bioprocessos queu@mss
influéncia na producdo dessas substancias e aamdeterizacdo quimica das substancias
ativas. Desta forma o objetivo deste trabalhorfeestigar a producao e caracterizacao de
substancia com atividade inibitéria frente Staphylococcus aureusesistentes a

meticilina (MRSA) produzida pdPaecilomyced59.

2 Materiais e Métodos

2.1 Micro-organismo

O isolado H59, foi obtido da Colecdo de Fungosnterésse Médico do INPA, e
mantido em meio BDA e armazenado em geladeira a 4°C

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dayduR59 foi utilizado o
microrganismo:Staphylococcus aureSTCC 43300 (resistente a meticilina - MRSA),
no qual foi mantido em meio Agar nutriente (NA 8 §/L de peptona; 3,0 g/L de extrato

de carne e 10% de glicerol).

2.2 Taxonomiado isolado H59

O isolado H59 foi semeado em tubo de ensaio coatemelo de cultivo batata
dextrose agar — BDA (MERCK®) e incubado a +/- 2¢f& 7 dias para ser avaliado
macro e micro-morfologicamente.

Na analise macromorfoldgica, o isolado foi semeamaum ponto central de uma
camada de agar distribuido em placa de Petri. Realo-se uma observacdo da
morfologia da col6nia: cor, textura, superficiegmento difusivel no meio de cultura,

Analisando também a velocidade de crescimento.
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Para a analise micromorfolégica, um fragmento ae 8PA (20 x 20 x 10 mm)
foi semeado com o fungo e colocado sob uma lamiestéril (22 x 22 mm). Esse
fragmento foi incubado em uma placa de Petri 8260 +/- 14 dias. Apés esse periodo,
a laminula foi retirada com o auxilio de uma pingaidadosamente, e sobre a lamina
estéril foi adicionado uma gota de corante azuadmfenol-algod&o. As estruturas foram

visualizadas em microscépio 6ptico com objetivade (RIDELL, 1950).

2.3 Influéncias das condi¢des de cultivo e nutriamais na producéo das substancias

antimicrobianas

O bioprocesso foi realizado em erlenmeyer (125 odgtendo 50 mL de caldo
Czapek: Nitrato de sédio (3g/L); Fosfato monobasleopotassio (1,3 g/L); Cloreto de
potassio (0,5 g/L); Sulfato de magnésio (0,5 g&jfato ferroso (0,01 g/L); Sacarose
(30 g/L). A esse meio foi inoculado com 1%Eporos/mLdo fungPaecilomyce$i59 e
incubados por 14 dias, em condi¢des estaticaszaadb-se os testes em triplicatas e em
diferentes erlenmeyers, mantendo os bioprocessosoadicdes estaticas por 15 dias e
temperatura ambiente.

A constituicdo nutricional dos meios de cultivo t#m foi investigada. Os
bioprocessos foram realizados como descrito amteeiote, no entanto, foram avaliados,
de forma univariada, a influéncia do tipo de fotheecarbono [30g/L] (Sacarose, Glicose,
Frutose, Galactose, Arabinose, Ramnose e Xiloseprie de nitrogénio [3 g/L] (Nitrato
de sédio, Peptona, Extrato de malte, extrato dediena e glutamato monossédico).

A influéncia das condi¢bes de cultivo foi investigana producdo de substancia
com atividade antimicrobiana. Os bioprocessos foraalizados como descrito no

paragrafo anterior, no entanto, foi avaliada, denéounivariada, a influéncia do tamanho
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de inéculo (16, 1¢%, 1@, 16 e 16), pH's (3, 5, 7 e 9), agitacdo orbital (0, 500 ¥0150
rpm) .

Apds o tempo determinado de cada processo, osmpades foram submetidos a
filtracdo (filtro qualitativo tipo celulose Whatmar? 4). O filtrado foi esterilizado por
microfiltracdo em membrana de 0,22 um (Millipore)sebmetido aos ensaios de

atividade antimicrobiana em difusdo em agar poopO¢ALGAS, 2007).

2.4 Determinagéo da atividade antimicrobiana

O método de difusdo em agar por poco foi realizemitforme Valgas (2007).
Foram feitos pogcos de 6 mm de didmetro no meiailtara &gar MH em placas de Petri.
Para a preparacdo do inéculo bacteriano com tuovde&,5 da escala de MacFarland,
foi utilizado o aparelho espectrofotometro (QUIMIS® semeado na superficie do agar
Mueller Hinton(MERCK®), com o0 uso de um swab estéril. Foram adicionaliigsodas
de 100uL do filtrado de cultura dos fungos nos pocos dawidnte identificados. Para o
controle positivo de formacé&o do halo de inibigacam utilizados 3Qug de vancomicina

paraS. aureuATCC 43300 (MRSA). Para o controle negativo, fdizados agua.

2.5 Técnica de bioautografia em placas de cromatagfia em camada delgada (CCD)

pelo método do agar-overlay

Para o desenvolvimento desta técnica foram utdigadicialmente as fases DCM
e AcOEt obtidas a partir do caldo Baecilomyce$159, assim como a fracao obtida por
LIMA (2016) (Fracao H59) e posteriormente as fracoeunidas de 5 - 9 obtidas do

fracionamento da fase DCM. Para isto as amostramfaplicadas em cromatoplacas de
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silica G 60 F254 de 7 x 10 cm, aplicou-se 1Oulcakta fase (DCM, AcOEt e H59) na
concentracdo de 1 mg/mL, reservando uma &rea papdicacdo do controle positivo:
solugéo de vancomicina (30 pug/mL). Para avaliag®fch¢coes de 5-9 obtidas da fase
DCM foram aplicadas 10 pL na concentracdo de 38/ A eluicdo foi realizada no
sistema diclorometano/acetato de etila (20:80 3. vip6s a eluicdo, as placas foram
deixadas na bancada durante um periodo de 1h ptakevaporacdo do solvente
utilizado, as cromatoplacas foram colocadas emaplate Petri (20 x 100 mm de
didametro) estéreis, as quais foram coberta comxapanlamente 10 mL do meio agar
Mauller Hinton, liquefeito a 45 °C, no qual previamte tinha sido adicionado 12Q@Q de
uma solucéo aquosa de cloreto de 2,3,5-triferalzétio (2 mg/mL) por cada 40 mL de
meio agar. ApoOs a solidificacdo do meio, foi prepga o indculo bacteriano com
turvacdo de 0,5 da escala de MacFarland, para ¢ fquautilizado o aparelho
espectrofotdmetro (QUIMIS®) obtendo-se uma absariadentre 0.08 e 0.10 a 625 nm o
que equivale a uma suspensdo bacteriana contemdgirapdamente de 1 a 2 x %10
UFC/mL, e semeado sobre a placa. Posteriormentaca foi incubada a 37°C por 24
horas. A atividade foi detectada através da formalgihalo de inibicdo (esbranquicado)

contra um fundo roxo (SAXENA, 1995).

2.6 Isolamento quimico das substancias com atividadintimicrobiana

Para o isolamento das substancias produzidaBaexilomyce$159 foi realizado
um bioprocesso nas condi¢cdes otimizadas para dmede um volume contendo os
antimicrobianos, esse volume foi submetido a edtrdiguido-liquido (particdo) com os
solventes diclorometano (DCM) - (NUCLEAR®) e acetatle etila (AcOEt) -

(SYNTH®) e apds evaporacgdo dos solventes as fasas fanalisadas em cromatografia
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em camada delgada comparativa (CCDC). Cada frdgifdadoi solubilizada com 1 mL
de AcOEt e aplicados aproximadamenteulOna superficie da placa cromatogréfica de
Silica gel G60 F254 com superficie oposta de aliom( cm x 5 cm) e entédo
desenvolvida com 5 mL do sistema diclorometancégete etila (20:80 — v/v). As
placas cromatogréaficas foram reveladas com luzavititeta (254nm / 365nm) e
anisaldeido sulfurico.

Apods andlises a fase DCM foi fracionada por colenoanatografica aberta (CCA)
em Silica gel como fase estacionéaria (h x @ = ¥/H8 cm) (Sigma-Aldrich® G60
F254), e eluida com 35 mL de diclorometano/acet#o etila (9:1), 25 mL de
diclorometano/acetato de etila (8:2), 25 mL deatmnetado/acetato de etila (6:4), 25
mL de diclorometado/acetato de etila (1:1), 25 n&_diclorometado/acetato de etila
(4:6), 25 mL de diclorometado/acetato de etila)(®% mL de acetato de etila 100%, 25
mL de metanol 100%. Obtendo-se 38 fracOes,as qupdis a evaporacdo dos solventes
foram submetidas a analise por (CCDC) observandosamelhanca das fracdes 5 a 9
guando reveladas com luz ultravioleta (254nm / &§5@ anisaldeido sulftrico pelo qual

foram reunidas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

2.7 Identificacdo das substancias isoladas

A identificacao/caracterizacdo das amostras fdizeda por meio das analises
dos espectros de RMN no aparelho Bruker Fourier 88Gleslocamentos quimicas (
foram expressos em ppm e as constantes de acoptatdeem Hertz de'H e de™*C
(mono e bidimensionais) e LC/EM realizadas em diparenicrOTOF-Q, da Bruker
Daltonics, as quais foram realizadas na Centrallideea do Laboratério Tematico de

Quimica de Produtos Naturais — LTQPN do INPA.
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2.8 Teste de citotoxicidade (Método Alamar blue)

Células: As linhagens celulares utilizadas foram MRC-5r{ftidasto de pulméao
humano) cultivadas em meio de cultivo DMEM altacgde, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidtico, mantidas mwubadora de COa 37C e

atmosfera contendo 5% de €0

Amostra: A amostra foi solubilizada em meio de cultura DMBMa glicose e

testado nas concentracdes decrescentes1.56, 25%218.5, 25 e 50 pg/mL.

3 Resultados
3.1Paecilomyce$i59

Com a finalidade de investigar a taxondmia MEaecilomycesH59 foram
realizados ensaios macro e micromorfologicos. QuamhacromorfologiaRaecilomyces
H59 apresentou: a) colonias em BDA atingindo unméitio de 6 cm em 14 dias; b)
micélio em forma de feltro densamente emaranhado c@sscimento excessivo
apresentando micélio aéreo; c) verso e reversoott@acao verde-oliva; d) odor e
exsudato ndo pronunciados. Quanto aos aspectosmudologicos,Paecilomycedi59
apresentou: a) Hifas vegetativas hialinas de paréidas; b) conidi6foros de paredes
lisas, hialinos, consistindo de ramos curtos repetente ramificados; ¢) uma ou duas
fidlides mais alongadas; d) conidios de tamanhfesedites, mais ou menos elipsoidais
hialinos ocorrendo em grandes cadeias linearetamiRor confirmou-se que o isolado em

questao demonstra pertencer ao géRaexilomycegfigura 2).
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Figura 2 - Imagens macromorfogica e micromorfologicas adaido Paecilomyced59:A) Verso
da placa, B) Reverso da placa, C e D) Morfologis etmidioforos, fidlides e conideos.

3.2 Influéncia das condi¢des de cultivo e nutriciais

A influéncia dos fatores de bioprocesso naprodugd® substancias
antimicrobianas produzidas pBaecilomycedH59 foi investigada. Diferentes fontes de
carbono e nitrogénio foram avaliadas em bioproceabmerso (Tabela 2). Glicose foi a
fonte de carbono mais adequada para a producdald¢éscias antimicrobianas por
Paecilomycedd59. Todas as fontes de nitrogénio investigadeanfoadequadas para o

bioprocesso.
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Tabela 2- Influéncia de diferentes fontes de cawbennitrogénio na producéo de
substancias inibidoras do crescimento de MARSARa@cilomycdd59.

FONTE DE CARBONO Halo frente aS. aureugmm)
Glicose 24+1
Ramnose 19 +1
Sacarose 17 £1
Arabinose 15 +1

Xilose 14 +1
Galactose 10+1

Frutose

FONTE DE NITROGENIO Halo frente aS. aureugmm)

Extrato de levedura 18 +1
Nitrato de sédio 17 +1
Extrato de malte 16 +1
Glutamato monossodico 16 £1
Peptona 15+1

3.3 Influéncia das condi¢des de cultivo na producéde substancias antimicrobianas

(pH, indculo e agitacdo)

Foi investigada a influéncia dos fatores como: ta@made indculo, pH inicial,
agitacado orbital para se obter as concentracOessidea producdo de substancias
antimicrobianas poPaecilomycedi59. As analises das influéncias foram realizatias
forma univariada em bioprocesso submerso.

O tamanho de inéculo de 1xXIlulas/mL foi 0 mais adequado para a producéo
de substancias antimicrobianas (Tabela 3).

Tabela 3- Influéncia do tamanho de in6culo na pgédule substancias antimicrobianas.

TAMANHO DO INOCULO Halo frente aS. aureugmm)

1x10 7+1

1x1¢* 10+1
1x10 17 1
1x10° 11+1

1x10° 11+1
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Na analise da influéncia de pH, o mais adequada @groducdo de substancias

antimicrobianas foi o pH 5 (Tabela 4).

Tabela 4- Influéncia do pH na producgéo de subsd&ramtimicrobianas.

pH INICIAL Halo frente aS. aureugmm)
3 9+1
5 1741
7 14+1
9 101

Nas condicbes experimentais, a agitacdo orbitdl0ferpm foi o0 mais adequado

para a producao de atividade antimicrobiana (Tahela

Tabela 5- Influéncia da agita¢do orbital na produd@ substancias antimicrobianas.

AGITACAO ORBITAL (rpm) Halo frente aS. aureugmm)

0 14 +1
50 14+1
100 17+1
150 10+1

3.4 Isolamento e caracterizagdo quimica da substdac com atividade

antimicrobiana

Para isolamento das substancias com atividade iargiorana foi realizada uma
particdo liquido-liquido obtendo-se duas fragGeBjcdorometano (DCM) e Acetato de
etila (AcOEt). Ambas fracOes apresentaram atividadémicrobiana nos testes de
difusdo em agar (VALGAS, 2007) (Figura 3) e bioguédia método de imerséo - agar

overlay (Figura 4) (SAXENA, 1995).
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Figura 3 — Resultado da atividade antimicrobiandada DCM (A) e AcOEt (B) pelo
método de difusdo em &gar (formacdo do halo dec&dobem mm), frente a cepa de
Staphylococcus aureusesistente a meticilina (MRSA), controles positivgS+)
vancomicina 3Qug/mL e controles negativos (C-) agua.

Figura 4 — Resultado da atividade antimicrobianafad® DCM, AcOEt e H59 pelo
método de imersdo (agar overlay) formacdo do haloinibicdo, frente a cepa de
Staphylococcus aureusesistente a meticilina (MRSA) e controles posgivEC,)
vancomicina.
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Com o objetivo de isolar os componentes responsaysla atividade
antimicrobiana presentes na fase diclorometanoa estima foi submetida a
cromatografia em coluna aberta desenvolvida comsistemas diclorometano/acetato de
etila (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 4.6, 3:7), AcCOE0% e MeOH 100% que resultou em 38
fracbes (Tabela 6). As fracbes 5-9 foram seleciapadara dar continuidade na
investigacdo, pois apresentaram as substanciasritéd@s, como demonstradas nas

CCDs realizadas (Figura 5) e apresentaram atividatimicrobiana (Figura 6).

Tabela 6: Sistemas de eluicdo e fracOes obtidas qaata sistema no fracionamento da

fracdo DCM do isolamento das substancias produpdeRBaecilomyce$i59

Sistemas de eluicdo FracOes coletadas

DCM/ AcOEt 9:1 1-4
DCM/ AcOEt 8:2 5-10
DCM/ AcOEt 7:3 11-17
DCM/ AcOEt 6:4 18-24
DCM/ AcOEt 1:1 25-29
DCM/ AcOEt 4.6 30-33

AcOEt 100% 34-36

MeOH 100% 37-38
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Fracéo 5-9

10

A B

Figura 5- Cromatografia em camada delgada contensesde solventes diclorometano
(DCM)/acetato de etila (AcCOEt) 8:2 — v/v, reveladen luz UV 254 (a) e anisaldeido

sulfarico (b) mostrando as fracdes separadas ¢ag5).
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A B

Figura 6 - Cromatografia em camada delgada comsternsa de solventes diclorometano
(DCM)/acetato de etila (AcOEt) 8:2 — vl/v, revelatam luz UV 254 (a) e ensaio de
bioautografia pelo método do agar-overlay (b). Mosdo as frac6es separadas (fracdes
5-9).

As fases DCM e AcOEt foram submetidas a analisessgectro de massas com
LC/EM (micrOTOF-Q, da Bruker Daltonigs Na fase DCM observou-se um pico
majoritario de 155.0332 m/z, com tempo de retengdo +/- 1.8 minutos no modo
positivo (M+H), sugerindo a férmula molecularHGO, (Figura 7). Na fase AcOEt
observou-se um pico majoritario de 155.0315 m/z ¢empo de retencdo em +/- 1.8
minutos também no modo positivo (M+H), sugerinddéemula molecular ¢H;O,

(Figura 8).
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1550332 M+H CTHTO4 155 0339 42 208 10000
M+H CBH3N4 155.0352 128 342 3849
2600300 M+H C11H908 269 0292 20 137 10000
M+H C12HEN404  260.0205 21 102 ©o58
328.0336 M+H C1BHBN304  328.0353 50 816 69.18
M+H C14H2N902  328.0326 32 817 100.00
337.0381 M+H CBHSN1006  337.0388 21 477 5577
M+H CTHSNBO10  337.0375 -1.9 487  56.03
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Figura 7-Espectro de massas (ESI+) obtida da fra-7 (Fase DCMYo concentrado d
cultura doPaecilomycdd59.
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Meas. mz Adduct lon Formula m/z err[ppm] mSigma Score
139.0370 M+H C3H3INGOD 139.0263 5.0 27.0 100.00
155.0315 M+H CTHTO4 155.0339 153 [ 3257
M+H C3HANGO2 155.0312 20 17.7  100.00
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x10
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Figura 8 -Espectro de massas (ESI+) obtida da fra-7 (Fase AcOEtdo concentrado
de cultura dd?aecilomyceH59.

As fracdes (B) da fase DCM do sistemidclorometano/acetato de etila ( —
v/v) foram submetlas & anélise de RMN *H(Figura 9 e 10jncluindo os experimentc
bidimensions HSQC E HMBC, sendo que estltimo encontrase em processo (
analise, para posterietucidacéo disubstancia antimicrobiana.

Os espectros de RMide *H demonstraram similaridade ndsslocamentos de
sinais de hidrogéniguando comparados com Lima, 2( As analises dos espect
bidimensionaisde HSQC | HMBC permitirdo a confirmagdo molecular da substa

presente com atividade antimicrobi (Figura 11).
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Figura 9 - Espectro de RMN obtido da analise da fase DCM (frac6es5-9) sbhauias
em DMSO-dsuplementado com TMS como padrao interno (300 MHz).
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Figura 10. Ampliacdo do espectro de RMiobtido da analise da fase DCM (fracdes 5-
9) solubilizadas em DMSOs@uplementado com TMS como padréo interno (300 MHz)
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Figura 11-Espectro bidimensional de gHSQC(J1)ddisenéla fase DCM (fracdes 5-

9)solubilizadas em DMSOsduplementado com TMS como padréo interno.
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4 Teste de citotoxicidaden vitro da substancia isolada d@aecilomyces H59

De acordo com os resultados obtidos, a amostr&abkxilomycesH59 néo

apresentou citotoxicidade elevada na linhagemdasta

Tabela 7- Valores de viabilidade celular das sulg&d na linhagem MRC-5, apés 24 horas de
exposicdo. Os dados estéo representados cogm(riidrvalo de confianga de 95%).

Cl 5o|.,lg/m|_
(Intervalo de Confianga)*
Paecilomyce$i59  5.520 (5.178 — 5.886)*

Doxorrubicina 0.20 (0.1662 — 0.4345)*

AMOSTRAS

5 Discusséao

O presente estudo investigou a producdo de antibiamos frente & MRSA pelo
isolado H59. As andlises taxondmicas demonstraraen @ isolado H59 pertence ao
género Paecilomyces Bioprocessos definiram a influéncia de seus pendas na
producdo dos antimicrobianos. Por fim, a estrutl&asubstancia ativa foi elucidada e a
sua citotoxicidade foi avaliada. A substancia pmdia por PaecilomycedH59 possui
potencial para ser proposta como novo agente amtbiano com atividade frente
MRSA, portanto, o presente estudo possui grandertigpcia académica.

O isolado H59 foi obtido por Lima (2013) como eridob de Himatanthus
sucuubaLima (2013) realizou o sequenciamento da regi@do DNAr desse isolado e
o identificou como pertencente ao géndraecilomyces No presente trabalho, as
caracterizagfes taxonémicas (micro e macromorfoé®)i confirmaram que o isolado
H59 pertence ao géneRaecilomyces

O géneroPaecilomycegossui importancia biotecnoldgica. Na Tabela 7epsa

observar algumas das principais substancias prdasipor esse género.



Tabela 8: Substancias produzidas Paecilomycesp.
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Autor Espécie Substancia Alvo
Langet al 2005  PaecilomycesfarinosusPaecilosetina Bacillus subtilis,
Cladosporiumresinae e

Trichophytonmentagrophytes

Silvaet al2013 Paecilomyces variotii 6’6binafta-a-

Micrococcusp Staphylococcus

piranona aureus Enterococcussp.
(Viriditoxina) Staphylococcus aurecsagulase
Talontsiet. al 2012 Paecilomycesp. Paeciloside A Bacillus subtilis e

(CAFT156)

Staphylococcus aureus

Teleset.al,2012  Paecilomyces lilacinus
co-cultura com
Salmonella

typhimurium

Staphylococcus aureus

Hirota, 1990 Paecilomycesp. Paecilospirona

Zhanget al.2015 Paecilomyces variotii Varioxepina A

(EN-291)

Micrococcus luteus e

Staphylococcus aureus

O primeiro trabalho a destacar o isolado H59 conmedygor de antimicrobianos foi

desenvolvido por Lima (2016). Esse autor realizduviogprospec¢ao de antimicrobianos

produzidos por fungos do solo Amazénico com ac@mtér a cepas de bactérias

patogénicas. O isolado H59 destacou-se produzindst&ncias com atividade frente as

bactériasStaphylococcus aureussistente a meticilina ATCC 43300 (MRSA).

As condicbes de bioprocessos influem na producdantmicrobianos por fungos

(PAPAGIANNI, 2004). No presente trabalho foram

istvgadas as influéncias
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nutricionais (fonte de carbono, fonte de nitroggreoinfluéncias de bioprocesso (pH,
tamanho de in6culum e agitacdo) na producdo deni@ntibianos por esse isolado. Os
fatores ajustados para a maior producao dos amtibiénos foram: a) uso da glicose
como fonte de carbono; b) qualquer fonte de nimagéestada; c) pH 5, d) inéculo 1x10

e auséncia de agitacao orbital. Esses fatores if@&dneente correlacionados com a

literatura devido aos poucos trabalhos de invedigade fatores de bioprocessos
realizados com a espécie e até mesmo o género &@pagea producdo de

antimicrobianos.

As substancias ativas do isoladaecilomyce$159 demonstraram solubilidade em
solventes organicos de média polaridade e as cogmadias preparativas permitiram
isolar uma fragcdo contendo uma substancia antitniena frente a MRSA. Na analise da
espectrometria de massas com ionizacaobpetronspray(ESI-EM) das duas fragOes
DCM e AcOEt (fragdes 5-9 obtidas com o sistemaodichetano/acetato de etila (20:80
— v/v) foi realizado comparac¢des dos espectroscergrados em ambas as fragdes picos
majoritarios e semelhantes com a massa derilstdrmula molecular ¢H,0,4, sugere-se
gue seja esse 0 responsavel pela atividade arinmera frente &taphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA).

Lima(2016) encontrou atividade antimicrobiana feeatbactériaStaphylococcus
aureusresistente a meticilina (MRSA), produzidas tambgeto fungoPaecilomyces
H59, onde o mesmo realizou anélise dos espectrdMi¢ de'H, *C e os mapas de
contorno (COSY, HMBC e HSQC), juntamente com osodade espectrometria de
massas com ionizacdo pdEletronspray (ESI-EM) sugerindo que, a substancia
majoritaria da fragéo ativa 5-7 da fase AcOEteaaraada pelo ion molecular 244z
féormula molecular ©H;20, denominada 2,8-dioxatriciclo[8.2.2.24,7]hexadeca-

1(12),4,6,10,13,15-hexaene-6,12-diol (figura X).
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Para a determinacdo das substancias antimicrobipresentes e comparacao
quanto a similaridade em cada uma das fases (DCM@Et) frente a substancia
apresentada por Lima, 2016, estas foram enviadas gp@aracterizagdo estrutural por
RMN no aparelho Bruker Fourier 300, na Central Aia do Laboratorio Tematico de
Quimica de Produtos Naturais — LTQPN do INPA.

O presente estudo apresentou algumas limitacoesid@)foram realizadas as
andlises taxondmicas necessarias para a idendifical@ espécie; b) os fatores de
bioprocessos foram avaliados somente de forma tiaileg c) a substancia quimica néao
teve a sua estrutura elucidada por RMN. Novas petisjas de estudo agora devem
investigar incluindo a elucidacdo da estrutura dgedarda molécula alvo, sua toxicidade in
Vivo e mecanismo de acéo.

Com este estudo, conclui-se que o fungo do gé&naetilomycedd59, possui um
potencial na producdo de substancias antimicrobifieate a bactéria resisténcia MRSA,
visto a grave ameaca a saude publica mundial caysadesse microrganismo. Esse tipo
de pesquisa atualmente é de suma importancia, aesid crescente aumento da
resisténcia bacteriana, bem como, a falta de nagestes antimicrobianos para combaté-
las, contribuindo para o renascimento da pesquidasenvolvimento de novas drogas

com atividade antimicrobiana, com base em produgtigrais.
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6 CONCLUSAO

Com este estudo, conclui-se que o fungo do géPaeailomyce$159 possui um
potencial na producao de substancias antimicrobiteate a bactéria resisténcia MRSA,

visto a grave ameaca a saude publica mundial caysadesse microrganismo. Esse tipo
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de pesquisa atualmente é de suma importancia, aesid crescente aumento da
resisténcia bacteriana, bem como, a falta de nagestes antimicrobianos para combaté-
las, contribuindo para o renascimento da pesquidasenvolvimento de novas drogas

com atividade antimicrobiana com base em prodwts ais.
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